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慢性氟中毒大鼠学习记忆能力与血清、海马及皮质脑

组织中 ＰＧＣ１α水平的相关性
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［摘　要］目的：研究慢性氟中毒大鼠脑组织中过氧化物酶体增殖激活受体γ辅激活因子（ＰＧＣ１α）水平，探
讨ＰＧＣ１α与学习记忆能力的关系。方法：ＳＤ大鼠６０只，随机分为对照组（饮水含氟量 ＜０５ｍｇ／Ｌ）、低氟组
（饮水含氟量为５０ｍｇ／Ｌ）、高氟组（饮水含氟量为５００ｍｇ／Ｌ），染氟时间分别为３个月及６个月；分别于染氟３
月及６月时，用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测定大鼠学习记忆能力，采用氟离子选择电极法测定大鼠血清氟含量，用蛋白印记
方法检测大鼠海马及皮质组织中ＰＧＣ１α蛋白表达水平，分析大鼠海马及皮质 ＰＧＣ１α蛋白水平与血清氟含量
及空间学习记忆能力的相关性。结果：染氟大鼠逃避潜伏期较对照组显著延长、穿越平台次数及逗留平台象限

时间明显缩短，以染氟６月组大鼠更明显（Ｐ＜００５）；血清氟含量随着染氟浓度的增高及染氟时间的延长而升
高，高氟组大鼠血氟含量显著高于对照组，以染氟６月组大鼠尤为明显（Ｐ＜００５）；染氟大鼠海马区和皮质区的
ＰＧＣ１α蛋白表达水平随着染氟浓度的增加和染氟时间的延长而逐渐下降，染氟６月组大鼠海马及皮质ＰＧＣ１α
蛋白与血氟含量呈负相关（ｒ＝－０５７４、－０５１６，Ｐ＜００５）、与大鼠逗留平台象限时间呈正相关（ｒ＝０７６、０６０，
Ｐ＜００５）、与逃避潜伏期呈负相关（ｒ＝－０５４２、－０５８，Ｐ＜００５）。结论：慢性氟中毒大鼠大脑组织ＰＧＣ１α蛋
白表达水平降低，可能是氟中毒大鼠空间学习记忆能力降低的机制之一。
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　　研究证实，慢性氟中毒（ｅｎｄｅｍｉｃｆｌｕｏｒｏｓｉｓ）可
以引起中枢神经系统病理改变，氟能透过血脑屏

障，在脑组织蓄积，引起脑组织形态结构的改变，造

成中枢神经系统的损伤［１－２］。过氧化物酶体增殖
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发现的在抗氧化应激系统中起关键作用的转录调

节因子，它广泛表达于中枢神经系统，其在许多影

响认知功能的中枢神经系统疾病的发生发展中扮

演着重要角色［３－４］。对亨廷顿病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＨＤ）的研究中发现，ＨＤ患者脑中 ＰＧＣ１α
ｍＲＮＡ表达减少；进一步动物实验证实，亨廷顿蛋
白能够抑制ＰＧＣ１α的表达，从而导致线粒体功能
障碍和神经退行性变，而过度表达 ＰＧＣ１α则可拯
救ＨＤ中受损的神经细胞［５］。本研究拟通过复制

不同浓度氟和不同处理时间的慢性氟中毒大鼠模

型，检测 ＰＧＣ１α蛋白在大鼠脑组织中的表达水
平，分析其与大鼠学习记忆能力的关系，探讨其对

慢性氟中毒神经功能损伤的影响。

１　材料与方法

１１　实验动物及分组
ＳＤ大鼠６０只，体质量１００～１２０ｇ，适应喂养１

周后，随机分为对照组（饮水含氟量 ＜０５ｍｇ／Ｌ）、
低氟组（饮水含氟量＜５０ｍｇ／Ｌ）、高氟组（饮水含
氟量＜５００ｍｇ／Ｌ）、染氟期为３个月和６个月，每
组１０只，雌雄各半。各组均饲以贵州医科大学
实验动物中心配制的标准营养动物饲料（含氟量

＜１０ｍｇ／ｋｇ）。
１２　主要仪器与试剂

ＤＮＳ２型Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（中国医学科学院药物
研究所）、Ｂｅｃｋｍａｎ２１Ｒ型冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎ公司）、Ｂｉｏ—ｒａｄ电泳仪（美国 ＡＢ公司）。兔
抗 ＰＧＣ１α抗体（美国 ＧｅｎＴｅｘ公司）、化学发光试
剂（ＥＣＬ，Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）、氟化钠（ＮａＦ，重庆川江
化学试剂厂）、蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）Ｍａｋｅｒ
（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
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１３　行为学测定
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠的学习记忆能力。定

位航向实验：测试前于Ⅳ象限放置平台，测试共进
行５ｄ，每天分别将大鼠按Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ象限弧度中
点放入水中，入水时保持鼠头面向迷宫壁，每次限

定时间为６０ｓ、平台时间为２ｓ，记录大鼠从入水到
登上平台时间（逃避潜伏期）；如６０ｓ大鼠未找到
平台，将逃避潜伏期记录为６０ｓ，以最后１天作为
观察指标，逃避潜伏期短表明大鼠学习能力较强。

空间探索实验：测试第５天，将平台拆除，将大鼠
头面向迷宫壁投入水中６０ｓ，记录大鼠在６０ｓ内寻
找平台象限次数；逗留平台象限时间和穿台次数数

值高表明大鼠记忆能力较强。

１４　大鼠血清氟含量测定
染氟结束后，心脏采血、离心、取血清，应用氟

离子选择电极法检测血清氟含量。

１５　ＰＧＣ１α蛋白表达水平
蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＰＧＣ１α

蛋白表达水平，处死大鼠后，分别取左脑颞叶及１／
２海马组织，加入裂解液、蛋白酶抑制剂匀浆提取
蛋白，二喹啉甲酸（ＢＣＡ）法测蛋白浓度。经１０％
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＣＥ）分离蛋白、转移胶上蛋白到聚偏氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜上，然后分别用ＰＧＣ１α抗体（稀释比例
１∶５００）４℃孵育过夜，再与二抗室温孵育１ｈ。将
膜与ＥＣＬ试剂反应，凝胶成像系统扫描 ＰＶＤＦ膜，
用ＩｍａｇｅＪ软件（美国 ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ
公司）分析条带灰度值（以内参 βａｃｔｉｎ蛋白条带
校正）。

１６　统计学方法
应用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行数据分析。计

量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，对数据进行单
因素方差分析检验，对ＰＧＣ１α蛋白表达水平与大
鼠学习记忆能力的关系进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，
检验水准为００５。

２　结果
２１　大鼠一般情况及学习记忆能力

对照组大鼠毛发光滑，饮食活动正常，精神好；

染氟组大鼠毛色灰暗，饮食活动减少，精神萎靡。

高氟组大鼠逃避潜伏期较对照组显著延长、空间探

索总次数显著减少、逗留平台象限时间明显缩短，

以染氟６月的大鼠学习记忆能力下降明显，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），见表１。

２２　血清氟含量
各组大鼠血清氟含量随着染氟浓度的增高、染

氟时间的延长而升高，高氟组大鼠血清氟含量显著

高于对照组（Ｐ＜００５），以染氟６月组大鼠血清氟
含量升高明显（Ｐ＜００５），见表２。
２３　大鼠脑组织ＰＧＣ１α蛋白表达

染氟３月和染氟６月组大鼠皮质和海马区的
ＰＧＣ１α蛋白随着染氟浓度的增加呈下降趋势，染
氟６月的高氟组大鼠脑组织 ＰＧＣ１α蛋白水平较
对照组显著降低（Ｐ＜００５），见图１。

表１　染氟３月、６月时各组大鼠学习与
空间记忆能力（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｓｐａｔｉａｌｍｅｍｏｒｙ
ａｂｉｌｉｔｙｏｆｒａｔｓｉｎ３ａｎｄ６ｍｏｎｔｈｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　组别
逃避潜伏期

（ｓ）
穿越平台（次）

逗留平台象限时间

（ｓ）
染氟３月
　对照组 ６７３±３２１ ４１４±０４１ １８４７±３４７
　低氟组 ７４２±１２６ ４３８±１５１ １８９４±２９２
　高氟组 １８５１±３０１（１）（２）２４３±１０６（１）（２）１２９１±３２５（１）（２）

染氟６月
　对照组 ６９４±３６２ ４５０±１４４ １９８６±３５７
　低氟组 １５５８±４４３（１） ２５０±０７６（１） １５０２±１６８（１）

　高氟组 ２８５６±４３４（１）（２）１２７±１１０（１）（２）１０３９±１８０（１）（２）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与低氟组比较，Ｐ＜００５

表２　染氟３月及６月时各组大鼠
血清氟含量（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｔａｂ．２　Ｆｌｕｏｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｓｅｒｕｍｏｆｔｈｅｒａｔｓ
ｉｎ３ａｎｄ６ｍｏｎｔｈｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别
大鼠血清氟含量（μｇ／Ｌ）

３月 ６月
对照组 ２８４±５６１ ２４５±７９３
低氟组 ３２１±３６３ 　 ５６４±１０９２（１）

高氟组 ３８６±４９７（１）（２） 　　６６４±８９８（１）（２）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与低氟组比较，Ｐ＜００５

２４　染氟６月组大鼠血清氟含量、学习记忆能力
与海马及皮质ＰＧＣ１α蛋白表达水平关系

染氟６月时，大鼠血清氟含量与海马及皮质
ＰＧＣ１α蛋白表达水平呈负相关关系（ｒ＝－０５７４、
－０５１６，Ｐ＜００５），提示大鼠血清氟含量越高，
ＰＧＣ１α蛋白表达水平越低；海马及皮质 ＰＧＣ１α
蛋白水平与大鼠逗留平台象限时间（代表空间记忆

能力）呈正相关关系（ｒ＝０７６、０６０，Ｐ＜００５），与逃
避潜伏期（代表学习能力）呈负相关关系（ｒ＝－
０５４２、－０５８，Ｐ＜００５），提示大鼠ＰＧＣ１α蛋白表
达水平越高，大鼠空间学习记忆能力越强，见图２。
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（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与低氟组比较，Ｐ＜００５
图１　染氟３月及６月时各组大鼠脑组织ＰＧＣ１α蛋白表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＧＣ－１αｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｆｌｕｏｒｉｄｅｒａｔｓ

图２　染氟６个月时大鼠血清氟含量、空间学习记忆指标与ＰＧＣ１α蛋白表达水平的相关性
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｓｅｒｕｍｆｌｕｏｒｉｄｅａｎｄｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙ

ｉｎｄｉｃｅｓａｎｄＰＧＣ１αｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｓ
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３　讨论

慢性氟中毒对神经系统的影响一直都是氟中

毒研究的热点［６］。近年来大量的研究结果证实，

机体内过量的氟可通过血脑屏障蓄积于脑的特定

重要区域，引起脑组织形态结构和功能的改变，造

成中枢神经系统的损伤，影响智力发育与学习记忆

能力［１，７］。实验研究表明，长期过量的氟摄入可引

起动物大脑皮质和皮质下区脱髓鞘改变［８］，同时

高氟也可导致大脑海马回神经细胞、血脑屏障超微

结构、神经纤维显著的损伤［９］。临床上肯定了地

氟病患者有头痛、头晕、记忆力减退等中枢神经系

统功能障碍症状［１０］；实验性氟中毒动物表现有震

颤、紧张、麻痹等神经毒性作用的改变，也肯定了高

氟对学习记忆能力的负面作用［１１］。

本实验用含有不同氟浓度的饮用水饲养大鼠

３个月和６个月后，可观察到染氟动物有不同程度
的血清氟含量增高，且染氟６月的增高程度比染氟
３月的明显，表明长期饲大鼠高氟水后导致其体内
的氟蓄积。经Ｍｏｒｒｉｓ检测大鼠的学习记忆能力结
果显示，高剂量染氟组大鼠逃避潜伏期较对照组显

著延长、空间探索总次数显著减少、逗留平台象限

时间明显缩短，且染氟６月大鼠比染氟３月大鼠明
显，这说明氟在大鼠体内蓄积越多，大鼠的学习记

忆能力越差，进一步证实过量氟的摄入对大鼠学习

记忆能力的负面作用。

ＰＧＣ１α是调节线粒体生物合成及功能的核心
因子［１２－１３］，其在脑组织中广泛分布［１４］，在维持正

常脑功能中扮演重要角色。动物实验研究发现，

ＰＧＣ１α缺乏的小鼠会表现出包括焦虑不安及活动
过度在内的多种行为异常［１５］。在对帕金森病的研

究中，Ｅｂｒａｈｉｍ等［１６］通过对 ＰＧＣ１α敲除的小鼠模
型的研究发现，ＰＧＣ１α蛋白及 ｍＲＮＡ水平降低会
导致细胞内突触蛋白堆积，而细胞内丝状 ɑ突触
蛋白过量堆积则形成路易小体，且这种过表达的

ɑ突触蛋白能够导致突触变性和神经细胞调
亡［１７］。在对阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）
的研究中，发现 ＡＤ患者大脑中 ＰＧＣ１αｍＲＮＡ的
水平明显下降，且在已经发生神经元纤维缠结和

Ａβ淀粉样蛋白病理改变的 ＡＤ患者中 ＰＧＣ１α的
蛋白表达呈阴性，更重要的是重建 Ｔｇ２５７６神经元
的ＰＧＣ１α表达后可减少高血糖症引起的Ａβ淀粉
样蛋白的生成［１８］。

慢性氟中毒会引起中枢神经系统的功能障碍，

对学习记忆能力有负面的作用，但 ＰＧＣ１α是否参
与其中，未见有文献报道。因此本实验对 ＰＧＣ１α
展开了研究，结果发现，随着染氟浓度的升高，染氟

时间的增长，氟在体内蓄积越多，ＰＧＣ１α的蛋白表
达水平越低。对 ＰＧＣ１α蛋白表达与血清氟含量
和大鼠的学习记忆能力进行的相关分析，结果显

示，慢性氟中毒大鼠ＰＧＣ１α蛋白与血氟浓度呈负
相关关系，与大鼠学习记忆能力呈正相关关系，说

明过量的氟在体内积聚，导致 ＰＧＣ１α功能受损，
最终引起大鼠中枢神经系统发生功能障碍，大鼠学

习记忆能力减弱。

综上所述，慢性氟中毒大鼠脑组织ＰＧＣ１α蛋
白表达水平降低，对大鼠学习记忆能力有一定的负

面影响。
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ｔｏｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓ
ｉｃａＡｃｔａ（ＢＢＡ）ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢａｓｉｓｏｆＤｉｓｅａｓｅ，２０１０，１８０２
（１）：１５１－１６１．

［４］ＴＵＲＮＥＲＣ，ＳＣＨＡＰＩＲＡＡＨＶ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍａｔｔｅｒｓ
ｏｆｔｈｅｂｒａｉｎ：ｔｈｅｒｏｌｅｉｎＨｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ
ｎａｌｏｆＢｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓａｎｄＢｉｏｍｅｍｂｒａｎｅｓ，２０１０，４２（３）：
１９３－１９８．

［５］ＪＩＮＪ，ＡＬＢＥＲＴＺＪ，ＧＵＯＺ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＰＡＲγａｇｏｎｉｓｔｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅｉｎＮ１７１８２Ｑ
ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆＨｕｎｔｉｎｇｔｏｎ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｅｕ
ｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１３，１２５（３）：４１０－４１９．

［６］官志忠，高勤，桂传枝，等．慢性氟中毒脑损伤机制探讨
［Ｊ］．中国地方病学杂志，２０１１，３０（３）：３５２－３５４．

［７］魏娜．慢性氟中毒对神经系统发育的影响［Ｊ］．中华地
方病学杂志，２０１３，３２（３）：３４７－３５０．

［８］桂传枝，冉龙艳，官志忠．燃煤型氟中毒仔鼠大脑皮质
超微结构改变［Ｊ］．中国公共卫生，２０１１，２７（１１）：３９３
－３９３．
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