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脑发育不同阶段甲醛暴露对大鼠学习记忆能力及海马CA3区 

CaMK II表达的影响 

廖 双，蒋 莉，张晓萍 

(重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究低浓度甲醛吸人对脑发育不同阶段大鼠空间学习记忆能力、生长发育及海马CA3区CaMKlI表达的影响。 

方法：选择生后 3 d、14 d、60 d(相当于新生儿期、幼年期、成年期)Wistar大鼠，每年龄段随机分为对照组和染毒组各 8只，采用 

吸人方式染毒(甲醛浓度为 0．5 mg／ma)，2 h／d，连续 28 d；监测大鼠体重，用 Morris水迷宫检测其空间学习记忆能力，免疫组织化 

学方法检测海马CA3区CaMKlI表达。结果：所有染毒组大鼠较同龄对照组均出现体重增长落后(P<0．05)；新生鼠染毒组和幼 

年鼠染毒组在 Morris水迷宫中定位航行实验逃避潜伏期比同龄对照组明显延长(P<0．05)；空间探索试验穿越平台次数也明显 

少于同龄对照组(P<0．05)；免疫组织化学检测海马 CA3区CaMKⅡ表达较同龄对照组下降(P<0．05)；而成年组除染毒组体重增 

长落后外，水迷宫逃避潜伏期、穿越平台次数及海马CA3区CaMKlI表达两组均无显著性差异(尸>O．05)。结论：甲醛吸人染毒可 

能影响Wistar大鼠学习记忆能力，脑发育早期(新生儿期和婴幼儿期)对甲醛的神经毒性更为敏感；海马CA3区CaMKII表达 

下降可能是甲醛影响大鼠学习记忆的机制之一。 
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Effects of inhaled formaldehyde on learning and memory and expression of 

CaMK ll in hippocampus of Wistar rats of different ages 

LL4 0 Shuang，et al 

(Department ofNeurology，t Children’s Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of inhaled low level formaldehyde on learning and memory，the body weight，and the 

expression of CaMK H in hippocampus of Wistar rats of different ages．Methods：48 Wistar rats including 16 neonatal rats(P3)，16 

childhood rats(P14)and 1 6 adult rats(P60)were divided into control groups and formaldehyde exposure groups randomly according to 

their age．During 28 consecutive days，the experimental groups were exposed to the gaseous formaldehyde(0．5mg／m )for 2 h／d．The 
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Morris water maze test was conducted to investigate the spatial 

learning and memory of the rats．The expressions of CaMKⅡwere 

assayed by immunohistochemical techniques．Results：The body 

血缺氧导致的神经细胞凋亡可能起着积极的作用；其机制可 

能与上调 Bcl一2、下调Bax有关，作者对其确切机制的研究仍 

在进行当中，随着研究的不断深入 ，细胞色素 C有望成为治 

疗 SAS的重要手段。 
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weight of all the experimental groups were less than that of control groups (P<O．05)．In neonat~and childhood rats groups，the escape 

latency in experimental groups were significantly longer than that of control groups(P<O．05)，while the frequency of stepping over the 

platform location were significantly less than that of control groups (P<0．05)．and the expression of CaMK Ⅱ in hippocampus in 

experimental groups showed a significant decrease compared with control groups (P<0．05)．But in adult groups there were no significant 

difference between experimental groups and the control groups(P>0．05)，except with the body weight．Conclusion：Inhaled formaldehyde 

has a negative effect on learning and memory of Wistar rats；the developing brain appears far more vulnerable than the mature brain． 

Changes of CaMK 11 in hippocampus may be one of the mechanisms of the effects on learning and memory． 

【Key words】Formaldehyde；Learning and memory；Calmodulin—dependent protein kinase 1I；Developing period 

随着人们生活水平的不断提高，居住条件的改善，建筑 

装饰材料引起的室内空气污染对人类身体健康的危害Et益 

受到关注。调查显示甲醛已成为中国新装修家庭的主要室内 

污染物，甲醛吸人后可引起疲劳 、头晕、轻度头痛，睡眠障碍， 

记忆困难、反应变慢等神经系统损害的症状ll1。但其神经毒性 

机制如何，目前仍不明确。与成人相比，婴幼儿在室内滞留的 

时间更长，更容易受到超标甲醛的污染 ，而未成熟脑 尚在发 

育过程中，可能对甲醛具有不同的敏感性l 2_ 1，但这些差异性 

目前鲜有报道。因此，本实验模拟室内甲醛释放方式，观察甲 

醛吸人对不同发育期 Wistar大鼠学习记忆能力的影响，检测 

与学习记忆相关的钙调蛋白依赖性蛋白激酶 Ⅱ(Calmodulin 

dependent protein kinaseII，CaMK II)表达，探讨甲醛吸入所 

致神经毒性的年龄差异性及可能的分子机制。 

1 材料和方法 

1．1 仪 器与试 剂 

60L有机玻璃染毒柜(自制)，便携式室内甲醛浓度监测专 

用仪器(天津富士佳环境净化有限公司)，37％～40％甲醛分析 

纯溶液(成都科龙化学试剂有限公司)，甲醛检测试剂(北 

京陆桥商检新技术公司)，CaMKlI单克隆抗体(美国CELL 

SIGNALING公司)，水迷宫(重庆医科大学附属儿童医院)。 

1．2 实验动物 

健康 Wistar大鼠48只，由重庆儿童医院动物中心提供『实 

验动物许可证 syxk(渝)20040001]其中成年鼠(生后 60 d)、幼 

年鼠(生后 14 d)、新生鼠(生后 3 d)各 16只，雌雄各半。饲养 

条件：温度(24-4-2)℃ ，相对湿度(55±10)％。 

1．3 实验方法 

1．3．1 动物分组与染毒 48只大鼠按年龄性别随机分为对 

照组和染毒组 ，即成年对照组 、成年干预组 ；幼年对照组、幼 

年染毒组；新生对照组和新生染毒组，每组 8只。WHO的室 

内环境甲醛标准为 0．1mg／m 141，从动物实验推导到人用 5— 

10倍的安全系数设定浓度为 0．5 mg／m ，大鼠置于染毒柜采 

用静式吸入染毒，每天 2 h，连续 28 d，对照组吸入清洁空气。 

染毒期间动物禁食禁水 ，其他时间自由进食和饮水。采用便 

携式室内甲醛浓度监测专用仪器检测染毒柜中甲醛浓度，于 

染毒开始后、染毒中间及染毒结束前各测定 1次 ，其结果为 

(0．5±0．1)mg／m 。每周监测大鼠体重。 

1．3．2 水迷宫试验 定位航行试验 ：记录每组 8只大鼠在 

60 S内从 4个不同象限入水至发现并爬上平台的时问(以 S 

记)作为训练潜伏期 ，即逃避潜伏期。将每4次训练潜伏期的 

均值作为 1次平均训练潜伏期 ，每天训练 2次 ，连续 5 d，作 

为空间学习能力的评价指标。 

空间探索试验 在定位航行试验后，即实验的第6 d，撤 

除平台，然后任选 1个人水点，所有大鼠在相同的入水点 ，将 

其面向池壁放入水池中，记录其在 60 S内的跨越原平台所在 

位置的次数即穿越平台次数，以此考察大鼠对原平台的记忆 

能力。 

1．3．3 CaMK 1I免疫组织化学染色的测定 水迷宫实验结束 

后将各组大鼠先以生理盐水经主动脉灌流冲洗血液，再用 

4％多聚甲醛200 ml灌注固定，取脑组织石蜡包埋，切片机行 

冠状连续切片 ，采用 sP染色法检测脑组织 CaMK lI的表达， 

一 抗(工作浓度 1：200)为小鼠抗大鼠CaMK II单克隆抗体(美 

国CELL SIGNALING)4 孵育过夜 ，ABC试剂盒(北京中山 

公司)，DAB显色系统闭光显色后光镜观察，细胞胞浆及胞膜 

上呈棕黄色为阳性表达。 

1．4 图像分析 

在 400倍光学显微镜下观察各组大鼠海马 CA3区，选 

择 5个不重复视野用 Image--pro plus 5．0图像分析软件测出 

每平方微米组织切片平均光密度值。 

1．5 统计学分析 

数据以均数 ±标准差( ±S)表示 ，用 SPSSI 1．0统计分 

析程序 ，采用单 因素方差分析和 LSD法进行统计分析 ， 

以 P<O．05作为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 实验动物一般 状况 

染毒组大鼠早期均出现喷嚏、抹鼻、鼻部充血 、兴奋不 

安 、四处逃窜、呼吸增快 ；然后逐渐转变为少动 、堆积成簇的 

现象，毛发潮湿，毛色发黄无光泽，5只老鼠出现腹胀并随着 

染毒时间的延长这一现象逐渐加重。对照组大鼠无此现象。 

2．2 大鼠体重增长情况 

与同龄对照组相比各染毒组体重增长均明显落后 ，有显 
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著性差异(P<0．05)，见表 1。 

2．3 Morris水迷宫 实验结果 

在 Morris水迷宫试验中，与同龄对照组比较，新生 鼠实 

验组和幼年实鼠验组的逃避潜伏期明显延长(P<0．05)；穿越 

平台次数也明显减少(P<0．05)；且新生鼠实验组与幼年 鼠实 

验组比较也有显著性差异(P<0．05)；但成年鼠实验组的水迷 

宫试验与其对照组比较无统计学差异(P>O．05)。结果见表 

2、表 3。 

2．4 甲醛对大鼠脑海马 CA3区CaMK II表达的影响 

平均光密度统计结果显示：幼年鼠染毒组 CaMKⅡ免疫阳 

性细胞平均光密度值显著低于同龄对照(P<0．05)；在新生鼠 

组这种差异更加明显(尸<0．01)，且新生鼠染毒组海马 CaMK II 

阳性细胞平均光密度值亦小于幼年染毒组(尸<0．05 o而成年 

鼠实验组和对照组 CaMKⅡ阳性细胞平均光密度值无统计学 

差(JP>O．05)。结果见表 4、图 1。 

3 讨 论 

如前所述，大量流行病学调查发现从事甲醛作业的工人 

可出现疲劳、头晕 、轻度头痛，睡眠障碍，回忆功能及近时、远 

时记忆力下降等认知功能损害⋯；MalekfSl采用5．4 ppm浓度的 

甲醛予以成年大鼠吸入后发现在没有引起明显组织病理学 

改变的情况下 ，大鼠在水迷宫中的学习行为也受到影响。甲 

醛对成年大鼠脑的神经毒性具有剂量效应关系，浓度越高毒 

性越大 。而未成熟脑处于快速发育阶段，更易受毒性化学 

物质的影响；且易受影响的时间从胎儿发育开始一直持续到 

青春期。不同发育阶段的脑对甲醛的危害是否具有不同的敏 

感性呢?为了较好模拟居住环境的甲醛污染状况，本实验采 

用 0．5 mg／m，的低剂量甲醛吸人染毒 ，结果成年 Wistar大鼠 

的水迷宫试验并无明显异常，考虑与染毒剂量较低有关。然 

而在此染毒剂量下，无论是相 当于人类幼年期的生后 14 d 

龄大鼠还是相当于新生儿期的生后 3 d龄大鼠均出现显著 

的学习记忆障碍 ，表现为大鼠在水迷宫试验中逃避潜伏期明 

显延长，空间探索能力降低，穿越平台次数明显减少。与生后 

14 d龄大鼠相比，生后 3 d龄大鼠的学习记忆能力降低更加 

明显。提示甲醛染毒可降低大鼠的学习记忆能力，不同发育 

期大脑对甲醛染毒具有不同敏感性 ，年龄越小对甲醛的敏感 

性越高 ，这与其他学者在铅染毒 、二甲苯染毒实验中的结果 

相似 。 

迄今为止，甲醛染毒如何影响认知功能仍不明确。作为 

学习记忆关键部位，海马一直受到人们的关注。海马内的 

CaMK II在脑发育过程中有着重要作用，是神经系统信号转 

导通路“钙离子 一钙调蛋白 一钙离子 ／钙调蛋白依赖性蛋白 

激酶 Ⅱ(Ca2+_CaM—CaMKII)”中的重要物质，是空间学习和 

记忆的分子基础 ，在 IJTP诱导过程中必须有 CaMKⅡ参与 

和活化 。有研究报道大鼠海马内的 CaMK1／的活性与大鼠 

空间记忆的表现呈正相关㈣。因此 ，本实验采用免疫组化方 

法在不同年龄大鼠中对 比观察染毒大鼠海马 CA3区 CaMK 

Ⅱ表达。结果发现，未成熟大鼠染毒组无论是生后 14 d还是 

生后 3 d的大鼠，其海马CA3区CaMKlI表达均显著降低，其 

表达也与年龄相关，新生期染毒组降低最显著。可见海马 

CA3区 CaMK 1I表达的改变与未成熟大 鼠神经行为学检测 

结果一致。而在成年大鼠低剂量染毒后海马 CA3区 CaMK I1 

表达与对照组无显著差别 ，其行为学检查结果也与此相符。 

由此推测 ，尽管影响学习记忆的机制有多种 ，但 甲醛吸人可 

能影响未发育成熟大鼠海马CA3区CaMK lI表达，导致其空 

间学习记忆能力降低。这可能是甲醛影响大鼠学习记忆的机 

制之一。 

本研究 提示 甲醛染毒 后可能通过影 响海马 CA3区 

CaMK lI表达 ，降低大鼠学习记忆能力。未成熟期大脑对慢性 

甲醛吸人染毒具有更高的敏感性，且年龄越小越明显。鉴于 

小儿在室内停留时间多于成人，且儿童呼吸量按体重比较成 

人高近50％，因此如何严格控制室内装修标准避免和减少室 

内甲醛污染，保证有利于儿童智力发育的生活空间，是仍需 

重视的问题。 
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