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·基础研究·

燃煤型氟中毒大鼠学习能力及脑组织 Ｂｒａｆ活化的变
化
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［摘　要］目的：研究燃煤型氟中毒大鼠学习记忆能力的变化以及氟中毒与 Ｂｒａｆ活性等关系。方法：制作氟
中毒大鼠模型，以氟斑牙的发生以及脑组织中氟离子浓度评价造模情况，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫空间探索实验检测大鼠
学习能力，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测大鼠脑组织匀浆中Ｂｒａｆ蛋白表达，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测大鼠脑组织 Ｂｒａｆ活化
情况。结果：氟中毒大鼠造模成功，染氟组大鼠逃避潜伏时间均比对照组长，且与染氟剂量相关，提示燃煤型氟

中毒大鼠学习能力降低；染氟组大鼠脑组织磷酸化Ｂｒａｆ蛋白和ＢｒａｆｍＲＮＡ水平均高于对照组（Ｐ＜０．０５），与染
氟剂量正相关（ｒ＝０．９９３、０．９９６），提示染氟组大鼠脑组织Ｂｒａｆ信号通路活化。结论：燃煤染氟饲料可引起慢性
氟中毒大鼠学习能力减退，其机制可能与氟中毒大鼠脑组织Ｂｒａｆ信号转导通路的激活、ＢｒａｆｍＲＮＡ表达水平及
该蛋白激活磷酸化水平升高有关。
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　　长期摄入高氟可以造成氟离子透过血脑屏障
在脑组织中蓄积，对神经系统产生毒性，影响脑的

生理功能，包括智力发育与学习记忆能力［１］。近

年来研究报道地方性氟中毒病区儿童智商明显降

低，且与摄氟剂量有关［２］。贵州省燃煤污染型氟

中毒病区居全国第二位［３］，本课题前期研究结果

表明燃煤型氟中毒大鼠 ＥＲＫ蛋白活化，提示氟离
子可能通过 ＭＡＰＫ信号通路影响大脑功能［４－５］。

Ｂｒａｆ基因编码一种丝／苏氨酸特异性激酶，是
ＲＡＳ／ＲＡＦ／ＭＥＫ／ＥＲＫ／ＭＡＰＫ通路重要的转导因
子，参与调控细胞内多种生物学事件，如细胞生长、

分化和凋亡等。本研究采用燃煤型地方性氟中毒

重病区的燃煤烘烤的玉米饲养大鼠，制作燃煤型氟

中毒的大鼠模型，检测模型大鼠学习记忆能力变化

以及与Ｂｒａｆ表达的关系。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　实验动物与分组　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠
（清洁级）２４只，雌雄各半，体质量１００～１２０ｇ，按
性别和体重随机分为３组，每组８只。对照组常规
饲料饲喂，饲料含氟量 ６２０ｍｇ／ｋｇ；低剂量染氟组
大鼠给予饲料含氟量为１１３０ｍｇ／ｋｇ，高剂量染氟
组大鼠给予饲料含氟量为 １０４２０ｍｇ／ｋｇ。高、低
剂量染氟组饲料由贵州省毕节地区燃煤型氟中毒

重病区燃煤烘烤的玉米配制。各组大鼠自由饮用

自来水（含氟量低于０５０ｍｇ／Ｌ）。各组大鼠喂养
６个月时进行下列实验。
１１２　器材和主要试剂 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫行为分析系
统（购自中科院药物研究所），电泳及转印系统

（Ｂｉｏｒａｄ公司），兔抗 ｐｈｏｓｐｈｏＢｒａｆ抗体及抗兔
ＩｇＧ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ），ＥＣＬｐｌｕｓ发光试剂（Ａｍｅｒｓｈａｍ），
ＢｒａｆｍＲＮＡ上游引物 ５’ＣＣＴＣＡＴＴＡＣＣＴＧＧＣＴ
ＣＡＣＴＣＡＣＴ３’，下游引物 ５’ＡＴＣＡＧＧＡＡＴＣＴＣ
ＣＣＡＡＴＣＡＴＣＡＣＴ３’，（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），总 ＲＮＡ提取试
剂盒及ｃＤＮＡ合成试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）。

１２　　方法
１２１　氟中毒动物模型检测指标　检测氟斑牙形
成情况（三度法）：Ⅰ度（轻度）为切牙表面黄白相
间，白奎条纹清晰；Ⅱ度（中度）为牙表面无光泽，
呈粉笔样白斑；Ⅲ度（重度）为牙表面出现小沟、裂
纹或部分脱落，牙齿呈锯齿状缺损。脑氟含量测

定：股动脉放血处死大鼠，剥离脑组织，玻璃研磨器

将组织匀浆，４℃过夜后２５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
氟离子选择电极法检测脑组织中氟离子含量，经过

校正计算得出每克脑中氟化物的含量。

１２２　大鼠学习能力检测　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫法定位
航行实验，采集第１～６ｄ“逃避潜伏期（Ｅｓｃａｐｅｌａ
ｔｅｎｃｙ）”数据。定位航行实验：在Ⅳ象限放置平台，
测试共进行６ｄ，每天分别按Ⅳ、Ⅲ、Ⅱ、Ⅰ象限弧度
中点将大鼠放入水中，每次限定时间６０ｓ，平台时
间２ｓ。如大鼠６０ｓ未找到平台，将登台时间记录为
６０ｓ，以４次所用总时间的平均值作为观察指标。
逃避潜伏期时间短说明学习能力好。

１２３　磷酸化 Ｂｒａｆ蛋白水平检测　取大鼠左侧
大脑顶叶及额叶组织约５０ｍｇ，加入蛋白酶抑制剂，
使用蛋白提取液制备脑组织匀浆，１４０００ｒ／ｍｉｎ
４℃ 离心４０ｍｉｎ，使用考马司亮兰法测定蛋白含
量，上样量为５０μｇ。蛋白经聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离后湿转法转移到 ＰＶＤＦ膜上。ｐｈｏｓｐｈｏＢｒａｆ
一抗（１∶５００）４℃孵育过夜，辣根过氧化物酶抗兔
ＩｇＧ二抗室温孵育２ｈ。ＥＣＬｐｌｕｓ反应后用胶片显
影，图像分析仪分析条带灰度，以对照样本为

１００％计算实验组蛋白相对含量。采用 βａｃｔｉｎ作
为内参照物。

１２４　ＢｒａｆｍＲＮＡ表达水平检测　Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲＳＹＢＹＧＲＥＥＮ法检测实验大鼠脑组织中Ｂｒａｆ
的ｍＲＮＡ表达量。ＴＲＩＺＯＬ提取脑组织总ＲＮＡ，采
用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测脑组
织中ＢｒａｆｍＲＮＡ水平，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＳＤＳ１４０
软件进行荧光采集并分析△△Ｃｔ值及 ＲＱ（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｑｕａｎｔｉｔｙ）值，ＲＱ＝２－△△Ｃｔ。以 βａｃｔｉｎ为内对照，计
算ＢＲａｆｍＲＮＡ和对照组的相对水平。
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１３　统计学处理
应用ＳＰＳＳ１１５统计软件进行统计学分析，统

计方法采用单因素方差分析，进一步进行组间多重

比较。

２　结果

２１　氟斑牙发病率
喂养６个月时，正常对照组无氟斑牙发生，低

剂量染氟组大鼠染氟检出中度氟斑牙，无重度氟斑

牙发生。高剂量染氟组大鼠均出现中、重度的氟斑

牙（表１），提示随着染氟剂量的增加，其氟斑牙的
病变程度加重。

表１　用不同含氟剂量饲料饲养６个月时大鼠
氟斑牙发生情况

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｄｅｎｔａｌｆｌｕｏｒｏｓｉｓｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒ
６ｍｏｎｔｈｓｆｅｅｄｉｎｇｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｕｏｒｉｄｅｄｏｓｅｆｅｅｄ
组别 正常 轻度 中度 重度 合计

正常对照组 ８ ０ ０ ０ ８　
　低氟组　 ０ ６ ２ ０ ８（１）

　高氟组　 ０ ０ ４ ４ ８（１）

（１）与正常对照组比较，Ｐ＜００１

２２　大鼠脑组织匀浆中氟含量
染氟组大鼠脑组织匀浆中氟含量明显高于对

照组，高氟组为（１７９±００４）μｇ／ｇ，低氟组为
（１１４±００４）μｇ／ｇ，对照组为（０５２±００５）μｇ／ｇ，
各组间比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图１。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与低氟组比较，Ｐ＜００１

图１　各组大鼠脑组织匀浆中氟含量
Ｆｉｇ．１　Ｆｌｕｏｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｂｒａｉｎｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｏｆｒａｔｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２３　逃避潜伏期
随定向航行实验天数的增加，各实验组大鼠找

到平台时间（逃避潜伏期）逐渐缩短，但染氟组大鼠

逃避潜伏期均长于对照组，且随着染氟剂量增加，逃

避潜伏时间延长，从训练第３天开始，染氟组与对照
组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图２　各组大鼠空间探索实验结果
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐａｃｅｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

２４　大鼠脑组织磷酸化Ｂｒａｆ蛋白水平
染氟组大鼠脑组织磷酸化Ｂｒａｆ蛋白表达量均

较正常组增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；高
剂量染氟组磷酸化蛋白水平高于低剂量染氟组（Ｐ
＜００５），见图３；相关性分析表明 Ｂｒａｆ蛋白的活
化程度（ｐｈｏｓｐｈｏＢｒａｆ表达量）与第６天逃避潜伏
时间正相关，相关系数ｒ＝０９９３。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图３　各组大鼠脑组织中Ｂｒａｆ蛋白水平
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＢｒａｆｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ
ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２５　氟中毒大鼠脑组织ＢｒａｆｍＲＮＡ水平改变
荧光定量ＰＣＲ结果显示，染氟组大鼠脑组织

中ＢｒａｆｍＲＮＡ表达水平，明显高于对照组。对照
组 ＲＱ＝（００１５±０００２），低剂量组（００３５±
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０００９），高剂量组（００５３±０００４），差异有统计学
意义（Ｐ＜００５），见图 ４。相关性分析表明 Ｂｒａｆ
ｍＲＮＡ表达水平与第６天逃避潜伏时间正相关，相
关系数ｒ＝０９９６。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图４　各组大鼠脑组织Ｂｒａｆ基因ｍＲＮＡ表达水平
（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｒａｆｇｅｎｅｍＲＮＡｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ
ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）

３　讨论

当发生慢性氟中毒时，氟离子可通过血脑屏障

在脑组织中蓄积，从而对脑组织结构及功能产生影

响，造成脑损害［６］。以往的研究发现，氟在脑中的

蓄积的主要部位是海马，而海马是中枢神经系统中

与学习、记忆和情绪行为功能密切相关的重要脑

区，海马突触是神经信号传递的关键结构。慢性氟

中毒可以使脑内海马突触微结构参数发生改变，从

而影响脑的功能［７］，本研究结果显示，慢性氟中毒

大鼠学习记忆能力明显降低。

研究发现，ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路参与哺乳动
物的学习和记忆过程。有研究表明Ⅰ型神经纤维
母细胞瘤（ＮＦ１）与精神发育迟缓的关系，学习、记
忆功能降低与海马ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路缺损密切
相关［８］。Ｒａｆ激酶是 Ｒａｓ的下游信号，通过激活
ＭＥＫＥＲＫ级联通路参与神经系统的形成并学习
和记忆功能。在Ｒａｆ的同分异构体中，脑组织中Ｂ
ｒａｆ占主导地位。ＣｈｅｎＡＰ利用ＣｒｅＬｏｘＰ基因打靶
系统制作Ｂｒａｆ基因敲除小鼠，研究模型鼠学习、记
忆能力的变化。研究发现Ｂｒａｆ基因敲除小鼠ＥＲＫ

活化程度降低，海马相关长时程记忆能力受损。证

明Ｂｒａｆ是大脑学习记忆功能的重要调控蛋白［９］。

在中枢神经受到损害的过程中，常伴有 ＭＡＰＫ／
ＥＲＫ信号通路蛋白对损伤刺激的反馈性激活，用
ＭＥＫ蛋白激酶的特异性阻滞剂（Ｕ０１２６）阻止该蛋
白激酶的激活，可阻滞 ＥＲＫ１／２的磷酸化，导致大
脑的损害加重，再次证明激活 ＥＲＫ信号转导通路
的神经保护作用［１１］。本实验从蛋白及ｍＲＮＡ水平
发现染氟组大鼠 Ｂｒａｆ蛋白活化，而且其活化水平
与染氟剂量强烈正相关。

综上所述，慢性氟中毒可引起大鼠学习记忆能

力降低，以及氟中毒动物脑组织 ＥＲＫ／ＭＡＰＫ信号
转导通路的激活，表现为 Ｂｒａｆ的磷酸化和该蛋白
ｍＲＮＡ表达水平升高，其改变可能是对中枢神经系
统损伤的一种反馈性保护机制。
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