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铝过负荷致小鼠脑神经元退变与脑单胺氧化酶B的关系 

吴 柯。周歧新 

(重庆医科大学药学院药理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：采用铝负荷致小鼠脑损伤模型，探讨铝致神经元退行性变与脑单胺氧化酶 B代谢失衡的关系。方法：每鼠侧脑 

室内分别注射浓度为O．125％、0．25％、O．5％的AICI，3 l，连续给药 5天，建立不同量铝过负荷致脑损伤小鼠模型。于给药后第 

1O天、第 20天和第 3O天测定小鼠学习记忆功能、海马病理形态学改变、单胺氧化酶 B(Monoamine oxidase B，MAO—B)活性。结 

果：铝过负荷致小鼠脑内MAO—B活力显著升高和CA1区出现明显神经元丢失及核固缩；上述指标均呈剂量依赖性和时间依 

赖性改变。结论：铝过负荷致神经元退变可能与其干扰脑单胺氧化酶B代谢有关。 
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Correlation between aluminum Ove rIOad—induced brain neurodegeneration 

and monoamine oxidase B in mouse brain 

、  U Ke。et 

(Department of Pharmacology，School of Pharmacy，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To adopt the brain lesion model of mouse induced by overload aluminum to study the relationship between 

monoamine oxidase B disorder and neurodegeneration induced by overload aluminum (AI)．Method：Aluminum overload models 

were established by injection of 3 l AICI3 into lateral ventricle of miceeach day for 5d．111e AICI3 solutions injected in 

different modelswere with different concentrations and they were O．125％ ，0．25％ ，O．5％ ．On dlO，d20，an d d30 after the final 

administration of AICD solution，the learning an d memory function of mice，pathomorphology of hippoeampi，and MAO—B activity 

were determined．Results：Aluminum overload elevated MAO-B activity，caused karyopyknosis an d loss of neurons in CA1 81"ea of 

hippocampi，in dose—and time—dependent man ners．Conclusion：The results indicate that neurodegeneration induced by A1 toxicity 

may be related to the monoamine oxidase B homeostasis interfered by A1 overload． 
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铝约占地壳的8％，是地球上含量最丰富的元 

素之一。在人们的日常生活中，从水的供给到各种 

食品和药品的包装都离不开铝。因此，不可避免地 

我们每天都在摄人铝或含铝的物质【”。虽然铝的神 

经毒性早已引起广泛的注意，但铝致神经元退变性 

疾病的机理却仍未完全阐明。鉴于铝中毒涉及学习 

记忆障碍【 l和有文献报道 Alzheimer’S病人脑内单胺 

氧化酶活性明显升高[21，故推测铝的神经毒作用可 

能与影响脑单胺氧化酶B的代谢有关M；但这种关 

系尚缺乏充分的直接证据。目前，铝负荷动物模型 

多采用口服或腹腔注射铝盐建立 ，建模周期为3-6 

月。为缩短实验周期，我们通过向小鼠侧脑室定位 

作者介绍：吴 柯(1978- )，男，硕士， 

主要研究方向：药理学。 

注射微量铝盐可在 1月内建立铝负荷致神经元损 

伤模型；并以此模型研究铝致神经元退行性变与脑 

单胺氧化酶B代谢的关系，期望从另一个视角探讨 

铝负荷致神经毒性的可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 动 物与主要试剂 

雄性 I级 NIH小鼠 180只，24—28g，重庆医科大学实验 

动物中心提供 。三氯化铝六水合物 ，国产分析纯 ，批号 

990517-3。MAO-B测定试剂盒购于南京建成生物工程研究 

所 。 

1．2 A1cl3／A1(OH)3胶体溶液配制 

称取 4472mg六水三氯化铝，溶于少量双蒸水中，在6o℃ 
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水浴中边摇边用 O．1moFL NaOH溶液滴定到 pH6．5左右 ，加 

双蒸水定容到 100ml，得含铝为 0．5％的溶液(以 Ap计算 )。 

分别取 30ml、2Oral用双蒸水定容到 60ml和 80ml得到含铝 

为 0．25％、0．125％溶液。溶液新鲜配制，用前高压灭菌。 

1．3 脑室埋管及给药方法 

参照 Toyoda法制作不锈钢导管和塑料内芯[51。小鼠ip 

4％水合氯醛溶液 lOml／kg麻醉，俯卧于手术台上，在中线右 

侧旁 1．3mm、前囟后 O．3mm处择点钻孔(右侧 )，垂直插入导 

管 2mm，固定。术后小鼠休息 1周后，随机分为 l2组(设 3个 

时间点，每个时间点设对照组和 3个铝负荷组)，每组 l5只。 

清醒状态下分别脑室内注射 0．125％、0．25％、0．5％ AICIJAl 

(OH)，胶体无菌溶液 3 l，对照组给予双蒸水 3 l，连续给 

药 5天。给药时拔出导管内芯，将连接于微量注射器上 自制 

的合适口径针管插入导管(针管下端超出导管下缘 0．5mm以 

内)，缓慢推注，给药完后留针 3mln，取出针管并塞好内芯。 

1．4 学习记忆能力测试 

空间学习记忆能力测试 ：用 SIG一2电脑全 自动程控小鼠 

水迷宫(中国医学科学院药物研究所研制 )测定空间学习记 

忆能力。于 5天给药计划完成后 5天、第 l5天和第 25天，参 

照文献报道[61并作适当修改训练小 鼠：每组小鼠每天共训练 

6次，上下午各 3次，每次限时 180s，间隔休息 10min，连续 5 

天，第 6天上午进行记忆能力测试 ，潜伏期上限定为 180s， 

超过 180s仍未找到平台者其潜伏期记为 180s。 

被动回避学习记忆能力测试 ：于给药后第 9天，第 l9天 

和第 29天晚上 9点以后进行。采用 WCX一2型跳台仪(中国 

医学科学院药物研究所研制)测定小鼠被动回避学习记忆能 

力：将小鼠放入跳台仪的测试室，让其熟悉环境 3min，然后接 

通 36V交流电，持续 10min后取出小鼠。24h后进行记忆测 

试，将小鼠头朝跳台仪壁放在跳台上，记录小鼠下台时间(潜 

伏期 )，300s不下台记为300s。待小鼠完成行为学测试后 ，处 

死小鼠，取脑，进行病理切片观察和各项生化指标检测。 

1．5 在体灌注固定及切片制备 

每组取小鼠4只麻醉并固定。剪开胸腔 ，暴露并剪破右 

心耳 ，用 4#头皮针经心尖刺入左心室 ，快速推入肝素磷酸 

缓冲液 30ml(E00OU／L)，然后缓慢推入 4％多聚甲醛固定液 

40-50ml，最后分离全脑并用 10％甲醛固定 24h。常规石蜡 

切片，HE染色。普通光镜下观察小 鼠海马病理形态学改变 

情况。 

1．6 单胺氧化酶B活力测定 

每组取小鼠 6只，断头处死。分离全脑并在冰面上快速 

分离出海马，用 4℃生理盐水制成 10％匀浆。按 MAO—B试剂 

盒说明书操作，测定 MAO—B活力。 

1．7 脑组织中铝离子含量测定 

每组取 5只小鼠，断头处死，分离全脑并称重，加入 2ml 

双蒸水，匀浆，按 8ml／g脑重(湿重)加入 25％四乙基氢氧化 

铵溶液，80~C消化 24h至溶液澄清，加双蒸水定容到 10ml，测 

定时用双蒸水稀释 5倍。为了避免金属离子的干扰，所有过 

程均采用一次性塑料试管。采用等离子体原子发射光谱分光 

光度仪(Plasma400，美国PE公司)进行测定，测定波长为：铝 

309．3nm。 

1．8 数据统计 

所有数据以均数 ±标准差表示 ，组间比较使用 F检验进 

行统计处理。 

2 结 果 

2．1 铝负荷对小鼠学习记忆能力的影响 

表 1显示，铝负荷组小鼠学习记忆能力较对照 

组明显下降，表现为跳台实验中下台潜伏期缩短，水 

迷宫实验中寻台时间延长 ，且与铝负荷呈剂量和时 

间依赖性变化。提示铝负荷明显损伤小鼠的被动学 

习记忆能力和空间学习记忆能力。 

2．2 铝负荷对小鼠海马病理形态学的影响 

与溶剂对照组相 比，铝负荷 d30的小鼠海马 

CA1区出现不同程度的剂量依赖性神经元核固缩 

和神经细胞丢失(见图 1)。 

A：假手术组：神经元核膜、核仁清晰，细胞形态 

完整，排列整齐。B：0．125％A1C1 组和 C：0．25％ A1一 

C13组：可见一些神经细胞丢失和核固缩现象，并且 

神经元在 CA1区排列杂乱。D：0．5％ A1C1 组 ：可见 

严重的神经细胞丢失和核固缩现象 ，并且神经元排 

列紊乱。 

2．3 铝负荷对小鼠脑单胺氧化酶B活力的影响 

表 1 铝过负荷对小鼠学习和记忆能力的影响 

五±s，n--15． <O．05，-p<O．Ol s模型组 
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表 5 铝负荷小鼠脑铝水平 

灶s，，l=5．P<0．05，-p<0．01 s模型组 

结果见表 2、3、4。显示铝过负荷小鼠各脑区在 

30天时 MAO—B活性明显高于相应的对照组。提示 

铝过负荷可致海马、皮质、纹状体单胺能神经元代 

谢异常。 

2．4 铝负荷对小鼠脑组织中铝影响 

与相应对照组相比，铝负荷小鼠脑铝水平呈剂 

量依赖性增加和呈时间依赖性降低；低铝负荷组小 

鼠在停止给铝第 30天后脑铝水平已接近正常。(表 

5) 

3 讨 论 

众所周知，铝具有明显的神经毒性 ，但具体机 

制却是众说纷纭。本研究采用脑室内微量注射三氯 

化铝建立铝负荷模型，研究铝负荷致脑损伤与脑单 

胺氧化酶B代谢的关系，从铝对单胺氧化酶 B影响 

角度探讨铝的神经毒性机制。本研究结果显示 ，铝 

负荷后脑铝水平呈时间依赖性降低，提示脑组织清 

除有害物铝的功能仍然保持。但病理切片检查显 

示，以海马神经元核固缩和神经元丢失为特点的神 

经退行性变呈铝负荷剂量依赖性和时间依赖性加 

重；同时 ，小鼠被动回避能力和空间定向能力均受 

损(跳台潜伏期明显缩短，水迷宫寻台时间显著延 

长)。提示铝负荷对神经元的损伤可能是启动某个 

尚未了解的机制，而后者促成了神经元持久的退行 

性变过程。 

本实验结果显示，铝负荷致小鼠脑内MAO—B 

活力明显升高，提示 MAO—B表达增强可能与铝负 

荷致神经元退行性变有关。MAO—B是一种线粒体 

膜复合酶，在多巴胺的代谢途径中发挥重要作用； 

可将多巴胺降解为二羟苯乙酸，同时生成过氧化 

氢，过氧化氢与二价铁经 Fenton式反应形成高活性 

的羟自由基可对神经元产生毒性作用。MAO—B也 

能氧化 M肿 (1-methyl-4一phenyl—l，2，3．6一tetrahy— 

dropyridine)，后者是一种能够诱导 PD(Parkinson’s 

disease)的化学物质。MPTP的神经毒作用主要是 

MPTP通过 MAO—B催化反应生成的 l一甲基 4一苯 

基一吡啶盐离子 (MPP)。已证明有老年斑存在的 

AD(A1zheimer’S disease)患者星状细胞 中 MAO—B 

水平升高，脑回内 MAO—A和 MAO—B的mRNA明 

显升高 ；放射性酶法行尸检发现 AD患者前额皮 

质MAO—B活性比正常者升高 l6％嘲；放射法发现 

ALS(Amyotrophic lateral sclerosis)患者脊柱匀浆中 

MAO—B活性显著升高；体外定量放射自显影技术 

行尸检发现 ALS患者的皮质脊髓通路、运动神经元 

区域和腹白质的 MAO—B 显著升高 ；尸检发现亨 

廷顿病 (Huntingtons disease，HD)患者尾状核 内 

MAO—B活性比对照组升高260％，额叶皮质内MAO—B 

活性较对照组升高 26％；HD患者血小板 MAO活性 

较正常对照者显著升高，而血小板中的MAO只有 

MAO—B一种。铝过负荷小鼠痴呆模型和一氧化碳 

中毒致小鼠痴呆模型中也发现 MAO—B活性升高 
[1O,111

，而且 MAO—B基因敲除的小鼠对致 PD神经毒 

素 MPTP具有耐受性【·21。而 MAO—B抑制剂对某些 

神经元退行性变疾病有一定治疗作用[131。这些结果 

均提示 MAO—B活力升高与神经元退变性疾病相 

关。 

基于以上分析，作者认为铝过负荷致神经元退 

变可能与其干扰MAO—B代谢有关。有文献报道【埘， 

铝过负荷可致小鼠脑内铁离子增高。而铁的螯合剂 

明显降低 MAO—B的活性；二价铁或三价铁可部分 

或全部逆转由 MAO—B抑制剂所导致的 MAO—B活 

性降低[13,14】。提示在铝负荷中出现的铁水平增高与 

MAO—B活性增高之间应有某种联系，即铁过量可 

导致 MAO—B活性增高。 

(通讯作者：周歧新 E—mail：cqzhouqx@yahoo．com．cn； 

Tel：023-68485322) 
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Ms+非IR—NGT组和Ms+非 IR一高血糖组的Homa— 

IR水平无差别，而 Homa—B和 DI指数依次减低 ，差 

别具显著性。提示即使在糖耐量正常的不伴 IR的 

MS人群仍具有胰岛 B细胞功能减退。这可能与脂 

毒性尤其是高游离脂肪酸血症通过多种途径促使 B 

细胞分泌功能衰退有关。 

综上所述，在 MS人群中，并非所有患者均伴 

IR，不伴 IR的 MS患者合并代谢紊乱的成份较少、 

程度较轻。无论伴或不伴 IR、糖耐量正常与否，MS 

患者均存在胰岛 B细胞功能减退。 
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