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铝过负荷致小鼠神经退行性变与氧化应激和抗氧化应激系统 

关系的研究 

邱红梅，何百成，周歧新 

(重庆医科大学 重庆市生物化学与分子药理学重点实验室 ，重庆 400016) 

【摘 要 】目的：研究铝过负荷致小鼠神经元退行性变与脑内氧化应激系统和抗氧化应激系统之间的关系。方法：采用氯化铝 

溶液(相当于400mg／kg A1 )灌胃小鼠，每天 1次，1周 6天．连续 3月，建立铝过负荷所致小鼠神经元退行性变模型。以被动 

回避性学习记 忆能力和空间识别能力的改变、大脑皮层和海马总 SOD、SOD2活性和 MDA含量变化、以及海马病理学改变为观 

察指标。结果：铝过负荷能明显导致小鼠进行性被动回避性学习记忆和空间识别能力障碍；出现海马神经元核固缩和神经元丢 

失；脑组织总 SOD和 SOD2活性及 MDA含量呈平行变化，出现先升高后降低趋势，但各时点 SOD和 SOD2活性及 MDA含量均 

明显高于对照组。结论：铝过负荷明显致小鼠神经元退行性变，学习记忆能力下降。其机制可能与铝负荷引起脑内氧化应激反 

应和抗氧化应激系统动员失恒有关。 
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Study of the relationship between aluminum OVe rIOad—induced neurOdegener— 

ation and systems of oxidative stress and anti-oxidative stress in mice 

QIU Hongmei，et al 

(Chongqing Key Laboratory of Biochemistry and Molecular Pharmacology,Chongqing Medical Vmversity) 

【Abstract】Objective：To study the roles of the oxidative stress system and the anti—oxidative stress system in neurodegenerative processes 

induced by aluminum overload in mice．Methods：The neurodegenerative model of mice was established via intragastric administration of 

A1C13 solution(element aluminum 400 rag／ks)once a day，with 6 days of week for 3 months．The light—dark test and morris-water-maze 

were used to evaluate the learning an d memory functions． Th e activities of SOD and SOD2 as well as the contents of MDA in both cortices 

and hippocampi were measured．Pathomorphologieal changes of hippocampi were observed．Results：Aluminum overload significantly de- 

creased capacity of passive avoidance learning and memory and spatial recogn ition，caused the pyknosis and neuron loss of hippocampi， 

and parallelly increased SOD and SOD2 activities as well as MDA content in cortex and hippoeampi，with a tendency of raising first and 

then gradually decreasing． Conclusions： Aluminum overload markedly causes neurodegeneration and damages learning and memory 

function in mice．the mechanism of which may related to the imbalan ce between oxidative stress and anti—oxidative stress systems in 

brain induced by aluminum overload． 

【Key words】Aluminum overload；Neurodegeneration；SOD；SOD2；MDA 

铝是一种慢性神经毒性物质，使神经系统发生 

退行性改变。动物实验以及流行病学调查均证实铝 

引起学习记忆及认知能力障碍『l'2】。一般认为，脑内 

脂质过氧化反应增强，超氧阴离子和自由基 (主要 

产生部位在线粒体 )生成加速，脂质过氧化产物如 

MDA增加，是其神经毒机制之一。然而脑内也存在 
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主要研究方向：神经药理。 

抗氧化应激系统，其作用是清除脑内的超氧阴离子 

和自由基。这些抗氧化应激酶系的表达随年龄进程 

和脑内脂质过氧化程度而增加『3]，以对抗氧化应激 

机制增强。问题是在许多情况下，这些抗氧化应激 

的酶系的表达增加为什么不能有效遏制氧化应激 

所致的神经元退行性变?为此，本试验采用慢性经 

胃肠道给予铝中毒模型 ，观察铝过负荷致神经元 

退行性变的时间过程，分析脑内氧化应激，脂质过 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 548 一  重庆医科大学学报 2006年第31卷第4期 (Journal of Chongqing Medical University 2006 Vo1．31 No．4) 

氧化反应与抗氧化应激酶系表达在神经元退行性 

变过程中的作用。希望能找到他们之间的有机内在 

联系。 

1 材料与方法 

1．1 动物 

NIH小鼠，雌雄各半，体重 20～25 g，由重庆医科大学 

动物实验中心提供。 

1．2 药品及试 剂 

A1C1 ·6H，O和葡萄糖酸钠为国产分析纯，临用前用蒸 

馏水配制成45％溶液；SOD、MDA试剂盒由南京建成生物工 

程研究所生产。 

1．3 仪 器 

WCX一2型小鼠跳台仪，小鼠明暗刺激仪和SIZ一2型电 

脑全自动程控水迷宫 (中国医学科学院药物研究所研制 )， 

台式高速冷冻离心机 (Sigma)，uV一260紫外分光光度计 (El 

本 )。 

1，4 方 法 

1．4．1 分组 

NIH小鼠 140只，随机分成模型组和对照组各 70只， 

模型组每天灌 胃(ig)给予 45％葡萄糖酸铝 0，2ml／10 g体重 

(相当于400mg／kg)，对照组 ig给予等体积溶剂，1周给予 6 

天，连续给予3月。于给药 1周、2周、3周、1月、1．5月、2月、 

3月 7个时问点测定小鼠学习记忆功能 、皮层和海马 MDA 

水平和 SOD及 SOD2活性 ，并观察海马病理形态学变化。 

1，4，2 行为学测试 

1．4,2．1 小鼠避暗实验 各组分别取动物 5只，头部向外 

放人避暗实验盒中，暗室内底部栅板通电(AC，36 V)．记录小 

鼠从明室进入暗室遭受电刺激所需时间(潜伏期 )和设定时 

间内遭受电击次数 (错误次数 )；24h后，重复以上实验 ，观 

察小鼠记忆获得情况 

1，4,2．2 水迷宫实验 用 Morris水迷宫进行小 鼠空间定向 

能力测试。水温 24～25~C。整个圳练过程分为 2个阶段：第 

1阶段，将小鼠放到平台上适应 1 min后让其自南游泳至平 

台；3 min内未找到平台者，实验者协助将其引至平台。从第 

2天起，每天分 I二、下午分段训练 ，每段训练 4次，每次训练 

时选择 1个人水点 ，将小鼠面向池壁放入水中，让小鼠进行 

定向航行 ，持续训练 4天；第 2阶段 ，即在第 5天时进行测 

试 ，撤去平台，并任意将小鼠从最后 1次训练时的入水方位 

放人，电脑记录小鼠第 1次跨越原平台的时间，即潜伏期 

(超过 3 min以 3 min计算 ) 

1．4．2．3 小鼠自发活动测定I 动物的自发活动标志着动物 

中神经系统的兴奋状态，当中枢神经系统兴奋时，自发活动 

加强：抑制时则减少。各组分别取小鼠 5只放人小鼠自发活 

动程序 自动控制仪中，记录小鼠自发活动次数。 

1．4．4 脑组织 SOD活性和 MDA含量测定 在完成全部行 

为学测试后，处死小鼠，分离海马和皮层 ，用生理盐水做成 

10％f w：v)的匀浆，以 Doumas法测定蛋白量。按照 SOD和 

MDA试剂盒说明书要求的操作步骤 ，以黄嘌呤酶法测定 

SOD活力，以硫代巴比妥酸法测定 MDA含量。 

1．4．4 脑组织病理形态学观察f I小鼠用水合氯醛麻醉，用 

含 5％甲醛和肝素的0．1 mol／L磷酸缓冲液(pH 7．2)进行经心 

脏在体灌流和脑组织固定。完整分离脑组织 ，保存在固定液 

中 2～7天。脑组织冠状切面切片，HE染色镜检： 

1．4．5 统计学分析 

实验结果用 ±s表示，采用 SPSS10．0统计软件包进行 

单因素方差分析 ，组问差异采用 Dunnett方法检验。 

2 结 果 

2．1 铝过 负荷对小鼠避暗实验的影响 

结果见表 1。显示与对照组小鼠相比，模型鼠呈 

时间依赖性潜伏期明显缩短，而受电刺激次数明显 

增多。提示铝负荷致小鼠被动学习记忆能力进行性 

下降。 

2．2 铝过负荷对小鼠水迷宫实验的影响 

结果见图 1。显示与对照组小鼠相比，铝负荷 

1，5月后，小鼠寻台时间基本呈时间依赖性明显延 

长，但各时间点对照组寻台时间相比无显著性差 

异。提示铝负荷致小鼠空间识别能力进行性降低。 

2_3 铝过负荷对小鼠 自发活动的影响 

结果见图 2。显示铝负荷对小鼠自发活动能力 

无显著性差异。 

2．4 铝过负荷对小鼠脑组织蛋白含量的影响 

表 1 铝过负荷对小鼠避暗实验潜伏期和错误次数的影响 (n=10 i±s) 

注：与相应对照组比， P<0．01。 
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图3 铝过负荷对小鼠大脯皮层和海马蛋白台量的影响 

注 ： I血 十Jlfl组 比 ． p<001， P<O05 

结果 图3 1 示 负倘 I 5月后．小鼠大脑应 

层和海马蛋 含量里时间依赖性持续升高 提示铝 

饥衙致小飙学 i 忆拥伤的同【埘．还畴导蘖 基闪 

表达和蛋白质合成显著增JJn 

2 5 铝过 荷 时小 鼠脑组织 SOD活性 的影响 

结果见罔4『羽5 显示甘{址负荷 I 5几后．小鼠 

大脑 应层 和悔 单 位蛋 白 snI】搜 Sf3D2活性 均显 

著性升高．以伉荷2门升高最岍 ．3月山现下降但 

仍高于正常水 F 

2 6 铝 女荷 对小鼠脑组 织 MDA水平的影响 

结果 罔6 示钳世负衙 1 5,El后．小鼠皮层 

和海马MD̂ 水平呈明显升岛 对月H组符时间点 
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皮层和海马MD̂ 水平无明显笸 

2 7 铝过负荷对小鼠海马病理彤态学的影响 
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圄7 铝过负荷致小鼠海马病理学改变 

化问题受刮芙汴 il 箭受父洼的姚是冲经乐统的 

退行性童峨病．盘̈ 尔娃懈 蛳 】 盒森【t综台症 肌 

萎缩舢索硬化症 亭廷森氏情 ·jI义 阿尔鳆海默 

病最 常见 t 表现fEf=中桁神经系统一定区域内 

l 冲经元损伤或}E 所蚌敏的一系列政变 而m观 

不问l 术蛀状 ，}为止．引起这些退|_忡改变的 

苟未十舒清楚 销蛙地荒IiI禽量最丰富的兀素 

之 小阻门n1挂  ̂锌{离子的水 10删llJ导致种 

羟系统炎症手仃制经 i ra行 改变r I 我仃_ 前自勺小 

鼠 出室 微量铝汴人寅验，也成功建立锚负茼致小 

f【；L学习 Z障僻模 “I鉴于一然祭件 F慢 船巾 

毒名 ～髓用或 饮用 禽 世高的 食品或 水 ．IH此水 

Ⅲ究录用缉天缔于 定h上 指．造成慢性铝吸lIttI， 

海模 ， f究其刘脑内神经 l织功能 J卜化指协 

和特殊部位痛 形态学的影 l̈ 我 ÎCI i{=}椭 

持续3 给小鼠灌 研究结果显H 铝m倚早叫 

1I J依赖 缔 避峪滞伏期 而增加避暗错误次数； 

提示铝饥衙小乱的被动回避学习 忆能力进行性 

减弱 拄水i墼肓寓验巾，钭负荷小鼠寻台时川呈 

时叫依桢性I帅显赴I}乏，提 小鼠的审n=lJ 别能力进 

行性降低 炳 切片显 舒；衄简小鼠海马 神蛭冗 

核闻缔 竖性和 胞丢失 时间依柏 j』[行忡加萤 

L述 粜挺示，代们 佝经 肠殁I 的铝砸衙致神经 

世{H'I-变模型建立成功 生化榆测艟示 皮层和 

海 I总 l1、SOD2惰性均在睾}}负衙 l门后出现I计 

H】1衣赖性升高．2月达最大坪值．3『_】开蛹H{现叫 

下降 类似结果世见于茸他作暂报道⋯，21 MDA检测 

显示． 负荷小鼠皮层和洒■MDA水 f 与 s(1D桀 

，卜 1 打 化：从 1月J1‘婚fl高 2门达最大坪值， 

计 直雠持到 3川后 l_进试 每结果提 ，在 H 

讥倚致神经元堪行性改 过程I⋯I⋯～氧化庖瀚损 

伤与扰氰化膻激保护从抗撕刊火衡的址 其中． 

MDA的特续增高反映氰化嘘激损伤的加审，SOD 

和 SOD2晒性f由增高是机j 水身的 种雠护性措 

施．目的在于清除自由基 问题往 J为什么抗氧化 

扁激系统增强仍 能l5HJ显铝砸简所致氰化应澈J亚 

成．井最终出现神经儿退行 变 匀此．我们测定了 

皮层 和海 的总 向 啦 虽然 虚层 和海 5⋯ l】 

厦SOD2 性在侣饥简3川仃相当程度 F降．fn总 

蚩向!L}无下降．共至有71离的趋辨．而此时MDA水 

’卜基本 2月持平 这一奇怪现象提示．J 仔在 

丧达的SOD和SOD2的活性质 下降．n】表达量行 

术降低 

)n是腩内清除内 单的1 琵晦赏 l_前监现 

的 SOD酶主盟包括 z儿 )1)(SO1)I) Mn SOD 

( ()I12)、EC—SOD3 J 中c：u-ZnSOD主 存 

T。真核细胞胞浆中 Mn—SOl'主要存 于真馋细胞 

线粒体和 核细胞中． (一 )I)主 主要分泌剁细 

胞外 存人体内发挥抗氧化血融作崩的SOD士要是 

前两种” 人丝实验证叫线粒体功能障碍是神璺系 
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统退行性改变的共同致病原因。线粒体是主要的能 

量器官，同时，机体内90％的自由基也由它产生。这 

些 自由基中的 80％在线粒体内由SOD2转化解毒， 

剩余部分进入细胞浆由SOD或胞浆中其它酶清除。 

线粒体的结构特征决定其所存在的DNA极易受到 

自由基和超氧阴离子的攻击而发生突变，并最终诱 

发神经元退行性变【l41。因此，在本实验中SOD、SOD2 

活性在第 3月下降，而总蛋白量反有增高趋势可能 

提示，铝负荷致氧化应激增强，自由基生成增加可 

能导致线立体DNA产生突变，表达功能下降的或 

无功能的SOD和／或 SOD2，是其诱导神经元退行 

性变的原因之一。有报道在转基因小鼠SOD基因突 

变可形成脊髓侧索性硬化神经元退变模型，而采用 

RNAi干涉技术可阻遏退变【I51。这一事实映证了我们 

的假设。有关的研究尚在进行中。 

(通讯作者：周歧新，教授，博士生导师) 
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