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［摘　要］目的：观察实验性慢性氟中毒大鼠脑组织中ＡＫＴ激酶（ＡＫＴ）表达及其学习记忆能力损害，探讨氟
中毒大鼠脑组织中ＡＫＴ蛋白表达水平与其学习记忆能力降低的关系。方法：ＳＤ大鼠７２只，随机分为对照组、
低剂量染氟组、高剂量染氟组，每组２４只，雌雄各半，实验期６个月；观察氟中毒表现，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测实验大
鼠学习记忆能力；分别用蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测大鼠脑组织中
ＡＫＴ蛋白与ＡＫＴｍＲＮＡ的表达。结果：经６个月饲养，低剂量及高剂量染氟组大鼠出现不同程度慢性氟中毒表
现；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中定向航行实验结果显示，高剂量染氟大鼠找台时间较对照组延长，空间探索实验显示氟
中毒大鼠平台区停留时间较对照组减少（Ｐ＜００５）；与正常对照组相比，高剂量及低剂量染氟组大鼠脑组织中
ＡＫＴ蛋白表达量增加（Ｐ＜００５），但脑组织中 ＡＫＴｍＲＮＡ表达水平与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结论：慢性氟中毒可导致大鼠学习记忆能力的降低，其机制可能与大鼠脑组织中 ＡＫＴ蛋白表达量增加
有关。
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　　氟离子可以通过血脑屏障在脑组织中蓄积并
造成中枢神经系统损害，临床上已经发现慢性氟中

毒病人表现有记忆力减退等中枢神经系统功能障

碍症状；在地方性氟中毒病区流行病学调查中发

现，儿童智力降低与体内氟含量有关，氟中毒对大

脑的学习记忆功能有明显的影响［１］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路参与细胞增殖、分化、凋亡和葡萄糖转运

等多种细胞功能的调节，能通过多种方式发挥抑制

细胞凋亡作用，从而使该通路的激活成为维持细胞

存活的重要条件［２－３］。本课题组以往研究发现，随

着大鼠染氟时间延长，大鼠脑组织中细胞凋亡率增

加，同时大鼠学习记忆能力也出现受损表现 ［４］。

为进一步探究慢性氟中毒对所致学习记忆能力损

害与凋亡及相关信号通路改变是否存在关系，本研

究检测染氟大鼠学习记忆改变及 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号
通路激酶的表达，以探讨慢性氟中毒致脑功能损害

发生机制。

１　材料与方法

１１　仪器和试剂　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验设备（中科
院药物研究所），Ｂｉｏｒａｄ电泳及转印系统，兔抗
ＡＫＴ、ｐｈｏｓｐｈｏＡＫＴ抗体及抗兔 ＩｇＧ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌ公司），ＥＣＬｐｌｕｓ发光试剂（瑞典 Ａｍｅｒｓｈａｍ公
司），ＡＫＴｍＲＮＡ引物（美国Ｇｅｎｅｒｙ公司），总ＲＮＡ
提取试剂盒及 ｃＤＮＡ合成试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）。

１２　实验大鼠分组及处理　ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）
大鼠７２只（贵阳医学院动物实验中心提供），体重
１００～１２０ｇ，随机分为对照组、低剂量染氟组、高剂
量染氟组，每组２４只，雌雄各半，饲以标准营养动
物饲料（实验中心配制，含氟量低于０６ｍｇ／ｋｇ），
自由饮自来水（含氟量低于０５ｍｇ／Ｌ）。对照组大
鼠常规饲养，低剂量染氟组在常规饲养基础上，自

来水中加入氟（ＮａＦ）５ｍｇ／Ｌ；高剂量染氟组在常规
饲养基础上，自来水中加入氟（ＮａＦ）５０ｍｇ／Ｌ；６个
月后，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测实验大鼠学习记忆能力；
水迷宫实验结束后处死大鼠，取大鼠脑组织分别用

蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和逆转录 －聚合酶链反应
（ＲＴＰＣＲ）方法检测大鼠脑组织中 ＡＫＴ蛋白与
ＡＫＴｍＲＮＡ的表达。

１３　氟中毒大鼠模型鉴定　观察大鼠体重、毛色、
氟斑牙程度，确定造模是否成功。氟斑牙分级标准

为Ⅰ度，黄白相间，白垩型条纹清晰；Ⅱ度，牙齿表
面呈无光泽的粉笔样白色斑点货斑块；Ⅲ度，牙齿
表面出现小沟，裂纹或部分脱落，牙齿呈锯齿状或

者严重缺损。

１４　大鼠学习记忆能力　采用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫系统
自动采集和处理定向航行实验及空间探索实验图

像及数据。定向航行实验持续６ｄ，观察大鼠从不
同象限入水到登上平台时间（逃避潜伏期）及航行

轨迹等；第７天进行空间探索实验，记录大鼠第１
次到达平台所在位置所用时间。根据水迷宫实验

结果对大鼠的学习记忆能力进行评价。

１５　ＡＫＴ蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测 ｐｈｏｓ
ｐｈｏＡＫＴ与总 ＡＫＴ蛋白水平。将 １００ｍｇ脑组织
加入含蛋白酶抑制剂的蛋白提取液制备组织匀浆，

４℃下１４０００ｇ离心４０ｍｉｎ，取一定匀浆液测定蛋
白含量；１０％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，再用
转膜装置将胶上的蛋白转到ＰＶＤＦ膜上。先分别用
ＡＫＴ抗体（１∶１０００）和 ｐｈｏｓｐｈｏＡＫＴ抗体（１∶５００）
与转蛋白膜孵育４℃过夜，再与辣根过氧化物酶联
结的抗兔ＩｇＧ室温孵育２ｈ。将膜与ＥＣＬｐｌｕｓ试剂
反应５ｍｉｎ，用显影胶片曝光，冲洗胶片后用图像分
析仪处理，以对照组样本为百分之百计算，用抗 β
肌动蛋白抗体与同一张膜反应，结果作为内参照物。

１６　ＡＫＴｍＲＮＡ表达　按照总 ＲＮＡ提取试剂盒
说明书提取细胞 ＲＮＡ，采用逆转录 －聚合酶链反
应（ＲＴＰＣＲ）方法测定 ｍＲＮＡ水平。用 ＡＫＴｍＲ
ＮＡ印迹信号与 β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）的印迹信号
做比较，ＡＫＴｍＲＮＡ表达引物序列见表１。

表１　ＡＫＴ基因引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＡＫＴｇｅｎｅ

基因　 引物序列 （５’→３’） 片段长度 （ｂｐ）
ＡＫＴ　 上游ＴＣＴＡＣＧＧＴＧＣＧＧＡＧＡＴＴＧＴＧＴＣ １１５

下游ＡＴＧＴＧＣＣＣＧＴＣＣＴＴＧＴＣＣＡ
βａｃｔｉｎ 上游ＧＣＣＡＴＣＣＴＧＣＧＴＣＧＴＧＡＣＣＴＧ ５９０

下游ＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧ

１７　统计学处理　数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表
示，采用 ＳＰＳＳ１５０统计软件分析，多组间比较，定
向航行实验采用重复测量方差分析，其余采用单因
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素方差分析，组间两两比较时，对于方差齐的情况采

用ＬＳＤ法，方差不齐的情况采用 Ｔａｍｈａｎｅ法，相关
性分析ｓｐｅａｒｍａｎ法，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　大鼠氟中毒表现　染氟组大鼠均有不同程度
氟斑牙形成，且３组大鼠两两比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５），染氟组大鼠体重降低，毛色灰暗，
表明大鼠发生慢性氟中毒，见表２。

表２　３组大鼠氟斑牙发生情况
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｄｅｎｔａｌ
ｆｌｕｏｒｏｓｉｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

分组 ｎ
氟斑牙（ｎ）

Ⅰ度 Ⅱ度 Ⅲ度
对照组 ２４ ０ ０ ０
低剂量 ２４ ６ １８ ０
高剂量 ２４ ０ １２ １２

２２　大鼠学习记忆能力　定向航行实验：低剂量
染氟组、高剂量染氟组大鼠平均逃避潜伏期长于对

照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），
高剂量染氟组大鼠平均逃避潜伏期长于低剂量染

氟组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），表明模型大
鼠定向航行能力降低，高剂量染氟组降低最为明

显，见表３。空间探索实验发现，染氟组大鼠穿越
平台时间长于照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），见图１。
２３　大鼠脑组织 ｐｈｏｓｐｈｏＡＫＴ、总 ＡＫＴ蛋白及
ＡＫＴｍＲＮＡ表达　染氟组大鼠脑组织 ｐｈｏｓｐｈｏ
ＡＫＴ蛋白表达量均较正常对照组增加，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），而低剂量染氟组和高剂量
染氟组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；染氟
组大鼠脑组织总 ＡＫＴ蛋白表达量与对照组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图２。对照组、
染氟组大鼠脑组织中ＡＫＴｍＲＮＡ表达水平各组间
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见图３。

表３　３组大鼠定向航行实验逃避潜伏期比较（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｉｎｎａｖｉｇａｔｉｏｎｔｅｓｔ

分组
逃避潜伏期（ｓ）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天
对照组 ５３８±１４２ ３９３±６９ １９１±９１ ８９±６０ ８３±３４ ４８±２７
低剂量组 　５９９±０１６（１） 　４６０±８０（１） 　２４０±２７（１） １３８±５７（１） ８９±５３（１） ７４±４１（１）

高剂量组 　 ６０±１７４（１）　 　３６９±１６８（２）（３）　 　３７７±１２９（２）（３） １６５±７８（２）（３） １９７±７６（２）（３） １２２±５７（２）（３）

与对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１；（３）与低剂量染氟组相比，Ｐ＜００５

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图１　３组大鼠空间探索实验第１次穿越平台时间
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅｐａｓｓｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｐｌａｔｆｏｒｍｔｉｍｅ
ｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｉｎｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔ

２４　大鼠脑组织ｐｈｏｓｐｈｏＡＫＴ表达与空间探索实
验相关性分析　大鼠脑组织中 ｐｈｏｓｐｈｏＡＫＴ与空
间探索实验第１次到达平台时间呈显著正相关（ｒ
＝０４７，Ｐ＜００５）。

３　讨论

脑是慢性氟中毒时重要的靶器官，长期摄入过

多的氟会引起中枢神经系统的损伤。学习记忆是

脑的高级神经活动，神经突触是神经信号传递的关

键结构，易受年龄、药物、环境等因素影响［５］。

Ｂｈａｔｎａｇａｒ等［６］报道，饮用不同剂量氟化钠溶液的

小鼠学习能力降低，染毒剂量越大，小鼠学习能力

越差。本研究发现，低剂量染氟组和高剂量染氟组

大鼠平均逃避潜伏期长于对照组（Ｐ＜００５或Ｐ＜
００１），高剂量染氟组大鼠平均逃避潜伏期长于低
剂量染氟组（Ｐ＜００５），表明氟中毒大鼠学习能力
降低，氟中毒程度越重，学习能力降低越明显；且两

染氟组大鼠第１次穿越平台时间长于对照组，亦表
明氟中毒大鼠不仅有学习能力降低，而且还有记忆

能力的减退，与高勤等［７－８］研究结果相同。
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（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图２　３组大鼠脑组织ＡＫＴ蛋白表达
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＫＴｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

图３　３组大鼠脑组织ＡＫＴｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＫＴｍＲＮＡｉｎｂｒａｉｎ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
　　细胞凋亡与学习记忆有紧密联系，在胆红素
脑病和慢性乙醇中毒大鼠脑中海马区神经细胞凋

亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３表达升高，同时行为学实验也显
示大鼠学习记忆能力降低［９］。外界各种刺激可通

过细胞间及细胞内信息的传递来实现对细胞功能

的调节，通过对这些信号分子的检测可以探索刺激

对细胞影响的途径［１０］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路是细
胞正常生长和分化所必需的通路，可通过参与凋亡

级联反应和调节凋亡基因和抗凋亡基因的转录来

抑制细胞凋亡，从而避免损害因素损伤细胞，抑制

神经细胞凋亡，保护神经，避免发生损伤 ［１１１３］。在

老年大鼠海马细胞中神经元凋亡不同伴有 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路表达差异［１４］。本研究发现，在实验６个
月染氟大鼠脑组织中 ｐｈｏｓｐｈｏＡＫＴ蛋白表达水平
随染氟浓度升高而增高，转录水平未发现明显改

变。对空间探索实验穿越平台时间和 ｐｈｏｓｐｈｏ
ＡＫＴ蛋白表达灰度值进行相关分析，结果显示 ２
者呈正相关（ｒ＝０４７，Ｐ＜００５），提示氟中毒大鼠

随记忆能力损害的加重，ｐｈｏｓｐｈｏＡＫＴ蛋白表达升
高越明显。这可能与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路对抗氟损害、
延缓、抑制细胞凋亡有关［１４］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路在染
氟机体神经系统中怎样发挥作用，还有待进一步研

究。
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［７］ＤｕｒｍｕｓＴ，ＬｅＣｌａｉｒＲＪ，ＰａｒｋＫＳ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙ
ｓｉｓｏｆｔｈｅｎｏｖｅｌｇｅｎｅｃｏｌｌａｇｅｎｔｒｉｐｌｅｈｅｌｉｘｒｅｐｅａｔｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇ１（Ｃｔｈｒｃ１）［Ｊ］．ＧｅｎｅＥｘｐｒＰａｔｔｅｒｎｓ，２００６（６）：９３５
－９４０．

（２０１４－０２－０１收稿，２０１４－０３－１０修回）
中文编辑：刘　平；英文编辑：周　
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表３　各组大鼠海马ＣＡ３、ＣＡ４区神经元
平均灰度值测定

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｍｅａｎｇｒａｙｖａｌｕｅｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ＣＡ３ａｒｅａｓｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ ＣＡ３区 ＣＡ４区
对照组 １２ ７０．０６±７．７７ ７３．５５±５．９４
染氟组 １２ １４．１１±４．７２（１） １３．８０±４．６０（１）

染氟－ＶＥ拮抗组 １２ ３７．５６±８．６８（１）（２）４４．５４±８．５２（１）（２）

（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１；（２）与染氟组比较，Ｐ＜０．０１

［４］邵千里，王亚南，李良文，等．慢性氟中毒患者认知功能
缺损的初步研究［Ｊ］．中国地方病学杂志，２００３（４）：
３３６－３３８．

［５］ＣａｌｖｅｒｔＧＭ，ＭｕｅｌｌｅｒＣＡ，ＦａｊｅｎＪＭ，ｅｔａｌ．Ｈｅａｌｔｈｅｆｆｅｃｔ
ｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｕｌｆｕｒｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅａｎｄｍｅｔｈｙｌｂｒｏｍｉｄｅｅｘｐｏ

ｓｕｒｅａｍｏｎｇｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｕｍｉｇａｔｉｏｎｗｏｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｕｂｌｉｃ
Ｈｅａｌｔｈ，１９９８（１２）：１７７４－１７８０．

［６］李术，徐世文，康世良．氟对软组织的毒性［Ｊ］．黑龙江
畜牧兽医，２００２（１０）：２４－２５．

［７］孙增荣，刘风贞，杨海贤，等．饮高氟水小鼠脑海马回组
织超微结构观察［Ｊ］．中国地方病学杂志，２０００（５）：
３３３－３３４．

［８］吕晓红，李广生，吕晓丽．大鼠慢性氟中毒神经细胞病
理改变的研究［Ｊ］．中国地方病学杂志，２００１（６）：４２４
－４２５．

［９］郭以河，赵梅兰，彭瑞云，等．尼氏小体染色方法的改进
及其在神经病理学研究中的应用［Ｊ］．实用医技杂志，
２００３（６）：６０５－６０６．
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［８］魏娜，官志忠．慢性氟中毒对神经系统发育的影响

［Ｊ］．中华地方病学杂志，２０１３（３）：３４７－３５０．
［９］杨光英，孔祥英，吴晓翠．胆红素脑病与神经细胞凋

亡［Ｊ］．医学综述，２００４（３）：１０１２－１０１５．
［１０］ＣｈｅｎｇＳ，ＮｉｖＭＹ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓａｎｄ

ｅｌａｓｔｉｃｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（Ａｋｔ／ＰＫＢ）
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｅｍＩｎｆＭｏｄｅｌ，２０１０（９）：１６０２－
１６１０．

［１１］李凡，张中乐，马书玲，等．慢性乙醇中毒大鼠神经细
胞凋亡和学习记忆能力下降的关系［Ｊ］．中国病理生
理杂志，２００８（７）：１４４１－１４４４．

［１２］王暖，耿德勤，黄红莉，等．老年大鼠海马细胞凋亡

和神经元信号转导通路的变化与学习记忆的关系

［Ｊ］．中华老年医学杂志，２０１３（７）：１５７３－１５７５．
［１３］ＦｒａｎｋｅＴＦ，ＨｏｒｎｉｋＣＰ，ＳｅｇｅｖＬ，ｅｔａｌ．ＳｕｇｉｍｏｔｏＣ．

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ：ｓｉｚｅｍａｔｔｅｒｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
２００３（５６）：８９８３－８９９８．

［１４］ＢｒｕｎｅｔＡ，ＤａｔｔａＳＲ，ＧｒｅｅｎｂｅｒｇＭＥ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｓｕｒｖｉｖａｌｂｙ
ｔｈｅＰＩ３ＫＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＮｅｕｒｏｂｉ
ｏｌ，２００１（３）：２９７－３０５．
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