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【论著】

铝对小鼠认知能力及 β-APP 基因表达的影响 

潘宝龙 , 吉秀亮 , 杨焱 , 牛侨 *

摘要： ［目的］ 探讨铝暴露对小鼠认知功能及脑组织β-淀粉样前体蛋白（β-APP）基因表达的影响。 ［方法］ 动

物模型高、中、低剂量组每日用AlCl3含量分别是 120、12、1.2 mg/kg的饲料进行喂养 , 对照组每日正常饲养。染毒 3个月

后用跳台试验、避暗试验和水迷宫试验检测小鼠的认知功能。小鼠脑组织中 β-APP mRNA的表达用逆转录 -聚合酶链反
应（RT-PCR）法检测。 ［结果］  与对照组相比 , 高、中剂量组跳台试验潜伏期明显缩短（P < 0.05）, 错误次数增多（P < 

0.05）；避暗试验高剂量组潜伏期较对照组明显缩短（P < 0.05）, 错误次数明显增多（P < 0.05）；水迷宫试验低、中、高剂

量组随着染铝浓度的增加潜伏期明显延长（P < 0.05）, 高、中剂量组穿越平台的次数与对照组相比明显减少（P < 0.05）。

高、中剂量组β-APP mRNA的表达量明显增高（P < 0.05）。铝暴露剂量与跳台试验潜伏期（rs = -0.725, P < 0.05）、避暗试

验潜伏期（rs = -0.765, P < 0.01）、Morris水迷宫试验潜伏期（rs = 0.097, P < 0.05）、跳台试验错误次数（rs = 0.565, P < 0.01）、

避暗试验错误次数（rs = 0.509, P < 0.05）之间均存在剂量-效应关系。铝暴露与β-APP mRNA的表达量呈明显的正相关（rs = 

0.743, P < 0.05）。 ［结论］ 铝暴露可导致小鼠认知功能障碍及β-APP的过度表达 , 这可能是铝致小鼠认知功能障碍的

重要机制之一。
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Abstract： ［Objective］ To explore the effect of chronic aluminum exposure on cognitive ability and expression of β-APP 

gene in mice. ［Methods］ The high, middle and low dose groups were established by the gavages which the dosage of AlCl3 in the 

fodder were 120, 12 and 1.2 mg/kg respectively．The control group was foddered regularly. Three months later, the spatial learning 

and memory ability were evaluated by step through test（STT）, step down test（SDT）, and morris water maze（MWM）, while 

gene expression of β-APP by RT-PCR（reverse transcription-polymerase chain reaction）. ［Results］ Compared with the control 

group, the latent period of SDT of high and middle dose groups was significantly decreased（P < 0.05）, the error number of SDT of 

high and middle dose groups was significantly increased（P < 0.05）.The latent period of STT of high dose group was significantly 

decreased（P < 0.05）and the error number significantly increased（P < 0.05）. In MWM the latent periods of different dose groups 

were significantly and constantly extended corresponding with doses of AlCl3（P < 0.05）, numbers of traversing flat in high and 

middle dose groups were significantly decreased（P < 0.05）. The expressions of β-APP gene in high and middle dose groups were 

significantly enhanced compared with the control group. There were dose-response relationships between aluminum exposure and 

the latent period of SDT（r = -0.725, P < 0.05）, of STT（r = -0.765, P < 0.01）, and of MWM（r = 0.097, P < 0.05）. There were 

dose-response relationships between aluminum exposure and the error number of SDT（r = 0.565, P < 0.01）, and of STT（r = 

0.509, P < 0.05）. Statistical analysis showed that positive correlations existed between aluminum exposure and expression of β-APP 

mRNA（rs = 0.743, P < 0.05）. ［Conclusion］ The exposure to aluminum could result in the dysfunction of the ability of spatial 

learning and memory of mice and the over-expression of β-APP gene. It might be one of the most important pathogenic mechanisms.
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可引起学习记忆功能障碍，但其机制目前还不十分清楚。

β-淀粉样前体蛋白（beta-amyloid  precursor  protein ，β-APP）

是一种具有受体样结构的大分子跨膜糖蛋白，由它代谢产生的

淀粉样蛋白（β-AP），是由细胞膜外的 28 个氨基酸和跨膜部分

的 12 个氨基酸组成。β-AP 可引起自由基生成和氧化应激，通过

突触体脂质过氧化作用，产生神经元细胞膜损伤，还可扰乱细

胞内环境的稳定性，诱导神经细胞发生凋亡等［2］，从而对神经

系统造成损害，导致小鼠认知功能障碍。有研究表明，铝暴露

铝是环境中最常见的金属元素之一，在工业、医药和日常

生活中应用广泛。铝可在脑组织中蓄积，干扰脑细胞活动，破

坏神经元结构，导致中枢神经功能障碍［1］。研究表明，铝中毒
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可诱导β-APP 过度表达导致具有神经毒性的β-AP 生成增多［3］。

本实验主要探讨铝暴露对小鼠认知功能及脑组织 β-APP 

mRNA 基因表达的影响及其关系。

1   材料与方法
1.1   动物

断乳（出生后 20 d）的昆明种小白鼠（由山西医科大学动物

中心提供）40 只，雌雄各半。随机分为 4 组，每组 10 只。

1.2    试剂及仪器

AlCl3（天津市东丽区天大化学试剂厂），TRNzol 总 RNA 提

取试剂，cDNA 第一链合成试剂盒，2×Taq PCR MasterMix（北

京天根生化科技有限公司提供），小鼠跳台反射箱，小鼠避暗

反射箱，Morris 水迷宫（中国科学院药物研究所研制）。

1.3   染毒方法

将动物分为高、中、低剂量组，每日每只饲喂 4 g 不同质量

浓度 AlCl3（120、12、1.2 mg/kg）的饲料，对照组正常饲养。染

毒 3 个月后，进行小鼠神经行为学测定。

1.4   神经行为检测

1.4.1   小鼠跳台试验   小鼠跳台反射箱由不透明有机玻璃分隔

成 5 间，箱底为铜栅，通以 36 V 电流，每间置一高 3.0 cm、直径

3.2 cm 的橡皮垫作为动物回避电击的安全区。实验时，先将小

鼠置于反射箱中适应 2 min，然后立即通电，动物受到电击后

表现为跳上平台即逃避反应，多数动物会再次或多次跳到铜栅

上，受到电击后又迅速跳回平台，如此训练 5 min。24 h 后，在

底部铜栅通电的情况下，直接将动物置于平台上，记录小鼠被

放上平台到第一次跳下的时间，称为潜伏期（LT），小鼠受电击

会逃避性的跳上平台，然后记录 5 min 内小鼠再次跳下的次数

（错误次数，EN），LT 和 EN 共同作为记忆成绩。

1.4.2  小鼠避暗实验   反射箱分单独 5 个箱，每个箱大小为

36 cm×12 cm×12 cm，分明暗两室，明室由透明有机玻璃构成，

暗室底部安装铜栅，通以 36 V 电流，明、暗两室之间有一直径为

3 cm 洞口相沟通。实验时，先将小鼠放入反射箱中适应 2 min，利

用小鼠喜暗的习性，将小鼠头部背对着洞口放入明室，小鼠马上

进入暗室时立即给予直流电电击小鼠，其会通过洞口逃出暗室，

如此训练 5 min。24 h 后在暗室铜栅通电的情况下，将小鼠置于明

室，记录小鼠从明室第一次进入暗室的时间，称为潜伏期（LT），

小鼠受电击后会逃避性的跑出暗室，然后记录 5 min 内小鼠进入

暗室的次数（错误次数，EN），LT 和 EN 共同作为记忆成绩。

1.4.3   Morris水迷宫   圆形水池直径为 100 cm、高 75 cm，平台

高度 50 cm、直径 10 cm，平台低于水面 1 cm，水温（22±2）℃。

迷宫上方安装带有显示系统的摄像机，计算机自动跟踪计时并

记录游泳轨迹。实验期间迷宫外参照物保持不变。Morris 水迷

宫测试程序包括定位航行试验和空间探索试验两个部分。试验

前一天将小鼠放入水池中（不含平台）自由游泳 2 min，使其熟

悉迷宫环境。

（1）定位航行试验（place navigation）：试验历时 5 d，每天

4 次，每次间隔 20 min。记录小鼠分别从 4 个不同象限入水点入

水找到平台所需的时间，即逃避到平台上的潜伏期（escaping 

latency）。训练开始时，将平台置于东南象限，从 4 个象限池壁

的中点将小鼠面向池壁固定方向放入水池，自动录像系统记录

小鼠找到平台的时间，4 次训练即将小鼠分别从不同象限（东

北、西北、东南和西南）靠近池壁的中点面向池壁放入水中，

4 次潜伏期成绩的平均值作为当日最终成绩进入最后统计。

如果小鼠在 1 min 内未找到平台，即将其引上平台，其潜伏期

按 1 min 计算。

（2）空间探索试验（spatial probe test）：第 5 天下午进行空

间探索试验，撤除平台，将受试小鼠在西北象限池壁中点面向

池壁放入水中，记录 1 min 内小鼠穿越平台的次数作为小鼠的

记忆成绩。

1.5   β-APP基因表达检测
小鼠 4 个月龄时（即神经行为检测结束后）将其断头处死，

分离脑组织用于 β-APP 基因表达水平的测定。

1.5.1   引物序列   应用 Primer Premier 软件设计 β-APP、GAPDH
内参的引物，由北京赛百盛公司合成。

1.5.2   RNA提取、定量及逆转录   按照总 RNA 提取试剂说明书

操作提取 RNA，所提取的总 RNA 用紫外分光光度计检测纯度

及含量，要求 D260/D280=1.8~2.0，提取的 RNA，按照 cDNA 第一

链合成试剂盒说明合成 cDNA。

1.5.3   聚合酶链反应操作程序   cDNA 2.5 μL，β-APP 一对引物

各 0.5 μL，2×MasterMix 6.5 μl，ddH2O 2.5 μL 进行扩增。扩增条

件：94℃灭活逆转录酶 5 min，扩增 35 个循环。每个循环包括：

94℃变性 50 s，49℃退火 50 s，72℃延伸 1 min，35 个循环结束

后 72℃ 终末延伸 10 min。

1.5.4   基因检测及分析   反应结束后取 5 μL 反应产物，在

含 0.5 μg/mL 溴乙啶的 1.5% 琼脂糖凝胶中电泳，凝胶成像系

统观察结果，分析目的基因扩增条带亮度，读取亮度值，以

GAPDH 为内参照进行半定量分析。小鼠 β-APP、GAPDH 基

因引物序列见表 1。

表1   小鼠β-APP、GAPDH基因引物序列信息表
Table 1   β-APP，GAPDH gene primer sequence information of mice

基因（Gene） 引物（Sense） 反义序列（Anti-sense） 退火（Annealing，℃） 序列长度（Sequence length，bp）

β-APP 5′-GAACTTGGACAGCGAAAC-3′ 5′-AAGCCGAGGGTGAGTAAA-3′ 49 103

GAPDH 5′-TGAACGGGAAGCTAACTGC-3′ 5′-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3′ 60 307

1.6   统计学分析

全部数据用均数 ± 标准差（Mean±SD）表示，所有数据用

SPSS 13.0 软件分析。组间比较用单因素方差分析；利用等级

相关分析剂量 - 效应关系。以双侧 P < 0.05 作为判断差别有统

计学意义的标准。

2    结果
2.1   各组神经行为功能

与对照组相比，中、高剂量组小鼠跳台实验潜伏期明显缩

短（P < 0.05），错误次数明显增多（P < 0.05）；避暗试验高剂

量组潜伏期较对照组明显缩短（P < 0.05），错误次数明显增多
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（P < 0.05）；水迷宫试验低、中、高剂量组随着染铝浓度的增

加潜伏期明显延长（P < 0.05），中、高剂量组穿越平台的次数

明显减少（P < 0.05）。相关分析结果显示：铝暴露剂量与跳台

试验潜伏期（rs = -0.725，P < 0.05）、跳台试验错误次数（rs = 

0.565，P < 0.01）、避暗试验潜伏期（rs = -0.765，P < 0.01）、避

暗试验错误次数（rs = 0.509，P < 0.05）、Morris 水迷宫试验潜

伏期（rs = 0.097，P < 0.05）之间均存在剂量 - 效应关系。随着

铝暴露剂量的增加，跳台和避暗试验潜伏期明显缩短，错误次

数随之增加，Morris 水迷宫潜伏期也相应延长。铝暴露剂量与

Morris 水迷宫穿越次数的相关趋势无统计学意义（rs = -0.032，

P > 0.05）（见表 2）。

表2   小鼠跳台、避暗和水迷宫试验结果（n=10，x±s）

Table 2   Results of STT、SDT and MWM test in different groups（n=10，Mean±SD）

组别
Group

跳台试验（Step through test） 避暗试验（Step down test） Morris 水迷宫（Morris water maze）

潜伏期（LT，s） 错误次数（EN） 潜伏期（LT，s） 错误次数（EN） 潜伏期（LT，s） 穿越平台次数（Through plat number）

对照组（Control） 135.00±30.09 0.67±1.03 260.00±20.27 0.29±0.76 33.71±21.68 4.20±3.11

低剂量组（Low dose） 85.75±72.47 1.00±1.09 205.00±21.21 0.50±1.04 38.69±21.87* 2.00±2.31

中剂量组（Middle dose） 23.31±14.98* 2.00±1.414* 186.66±120.55 0.67±1.15 42.24±21.25* 1.14±1.07*

高剂量组（High dose） 18.50±11.73* 2.40±0.548* 95.50±81.17* 1.61±0.89* 51.01±16.69* 0.83±0.98*

［注］*：与对照组比较（Compared with control group），P < 0.05。

2.2   脑组织 β-APP基因表达结果
随着染毒剂量的增加，β-APP 条带亮度也随之增强（见

图 1）。

［注］H：高剂量组（High dose）；M：中剂量组（Middle dose）；L：低

剂量组（Low dose）；C：对照组（Control）
图 1   小鼠β-APP mRNA表达水平

Figure 1   Expression of β-APP mRNA in different groups

β-APP mRNA 的表达量随着染毒剂量的增加而增加。与对

照组相比，高、中剂量组 β-APP mRNA 的表达量明显增高，差

异有统计学意义（P < 0.05）。相关分析结果显示，铝暴露剂量

与β-APP mRNA 的表达量之间存在明显的剂量 - 效应关系（rs = 

0.743，P < 0.05）（见表 3）。

表3   小鼠β-APP mRNA表达结果（x±s）

Table 3   Expression of β-APP mRNA in different groups（mean±SD）

组别（Group） β-APP

对照组（Control） 0.24±0.12

低剂量组（Low dose） 0.29±0.10

中剂量组（Middle dose） 0.47±0.20*

高剂量组（High dose） 0.54±0.12*

［注］*：与对照组比较（Compared with control group），P < 0.05。

3   讨论
铝是一种慢性蓄积性神经毒物，可以多层次多途径损害

认知功能。 铝可引起脂质过氧化增强和自由基增多，可直接

损伤各种酶类、载体、受体、通道和蛋白质，影响长时程增强

（LTP）的形成和维持（LTP 是一种由强直刺激作用于兴奋性突

触传递通路所诱发的突触传递效率长时间增强的现象），进而

会影响学习记忆功能［4-5］。动物实验表明给大鼠长期口服或皮

下注射三氯化铝，均可导致大鼠学习记忆能力下降［6］。小鼠腹

腔或皮下注射 AlCl3 1 个月后，其条件回避反应率明显低于对

照组［7］。有研究表明，AlCl3 侧脑室注射可导致小鼠空间学习和

记忆障碍［8］。迄今，铝对学习记忆的抑制作用已在多数动物和

人身上得到证实。但以往对铝的神经毒性研究多采取急性暴露

或体外实验方法，少数慢性毒性研究则常以腹腔注射或灌胃方

式为主，与人体实际慢性摄铝方式经水或食物不符。大量资料

表明，肠外用铝对动物神经系统产生明显的毒性作用。但经口

摄入铝对动物行为的影响则报道较少，且迄今仍意见不一。本

研究以饲料中添加 AlCl3 的方式对断乳小鼠进行染毒 3 个月的

结果显示：铝暴露与跳台试验潜伏期、跳台试验错误次数、避

暗试验潜伏期、避暗试验错误次数、Morris 水迷宫试验潜伏期

之间均存在剂量 - 效应关系。与对照组相比，铝暴露组小鼠跳

台、避暗试验潜伏期明显缩短，错误次数明显增多，Morris 水

迷宫潜伏期明显延长，可以认为铝能损伤小鼠的学习和记忆功

能。此结论与林巧等［9］研究结果一致。

国内有研究表明，铝可以引起β-APP 在大鼠海马结构神经

元沉积［10］。铝中毒 AD 大鼠模型海马结构中表达β-APP 的神经

细胞明显高于对照组［11］。β-APP 表达增多必导致有神经毒性的

β-AP 生成增多，β-APP 代谢产生 β-AP，β-AP 具有沉积作用和

神经毒性。β-AP 的神经毒性作用可以增强或加大各种伤害性

刺激的细胞损伤效应，还具有直接的细胞毒性［12］，较高浓度的

β-AP 能引起神经退化、死亡［13-14］和细胞变性［15-16］。β-AP 可引

起自由基生成和氧化应激，通过突触体脂质过氧化作用，产生

神经元细胞膜损伤，还可扰乱细胞内环境的稳定性，诱导细胞

发生凋亡等［6］。有研究表明，β-AP 可引起学习记忆减退和认知

障碍［17］。本研究表明，铝暴露剂量与β-APP mRNA 的表达量之

间存在明显的剂量 - 效应关系，铝暴露剂量越高，β-APP mRNA 

的表达量越多。

本研究也表明，铝暴露可引起小鼠认知功能障碍及β-APP

基因过度表达，相应的 β-AP 生成增多，可以推测这是铝暴露

致小鼠认知功能障碍可能的机制之一。但其具体的机制尚有待

进一步研究。
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从时间分布的规律来看，本区的职业伤害时间分布特点为

2 月份较少，8 月份较多；星期五较高，星期一最低；9 时至 11

时为高峰，15 时至 17 时为次高峰。虽然缺少发生职业伤害作

业场所环境因素的监测数据，但分析其原因，可能是 2 月份通

常多为农历春节期间，是生产淡季，而 8 月份是一年中最炎热

的月份，高温致使工人休息不好，情绪烦躁，易出现疲劳和注

意力不集中，因而导致职业伤害高发。上午、下午的两个高峰

时段均为离下班约 0.5 h，人的精神趋于疲乏，生理和心理上都

容易出现差错，从而导致各种职业伤害的发生频率显著增加，

提示工矿企业要加强这些重点时段的职业卫生管理。

研究表明，该区职业伤害的部位多数集中在四肢和面额

部，伤害原因以物体打击、机械伤害、高处坠落为主。由于该

信息监测系统缺少发生职业伤害的企业所属行业和类型信息，

所以无法分析本区职业伤害的行业分布特点。但从本区职业病

危害企业职业卫生建档的数据库来看，在本区工矿企业构成中

制造业、加工业占多数，因此职业伤害发生的直接原因以机械

伤害为主。提示在开展作业场所职业伤害干预时要根据这些特

征采取有针对性的措施，特别要加强四肢和头面部的防护，这

些重点工种的从业人员应是安全生产的重点防护人群。

综上所述，本区职业伤害的发生情况应该引起相关部门的

高度重视，安全监管和劳动保护部门要加强安全生产的监管和

指导，协助企业加强管理，制定有关安全操作规程。工矿企业

要将职业伤害防制纳入企业职业安全与健康管理体系，主动改

进生产技术和加强对外来务工人员的职业安全教育和技能培

训，提高从业人员的安全防护和自我保护意识；疾病预防控制

机构要将职业伤害纳入职业卫生工作范畴，协助企业开展作业

场所健康促进工作。
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