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  [摘 要] 目的 探究妊娠期至子代成年期慢性氟暴露对大鼠海马功能及焦虑和抑郁样行为的影响及其

潜在机制。方法 2024年5月将24只成年SD大鼠按雌雄2∶1比例采用随机数字表法分为低、中、高剂量氟

染毒(10、20、40
 

mg/kg·d)组和对照组(水氟浓度低于1
 

mg/L)。雌鼠受孕后单笼饲养并采用灌胃方式染毒,
子代出生10

 

d后延续亲代染毒方式和剂量,并在21
 

d断乳后与雌鼠分笼饲养直至2月龄,每组随机抽取5只

雄性子代大鼠依次完成行为学检测并分离海马组织。采用苏木精-伊红染色和尼氏染色观察海马神经元损伤情

况;蛋白免疫印迹测定海马突触后致密区蛋白95、Cleaved
 

PARP、脑源性神经营养因子前体(proBDNF)蛋白表

达水平。结果 与对照组比较,中、高剂量氟染毒组大鼠在旷场中心区和高架十字迷宫开臂区的运动路程、停

留时间、进入次数均明显减少,悬尾和强迫游泳中静止时间均明显延长,差异均有统计学意义(P<0.05);且海

马CA3和DG区神经元发生皱缩,数量减少。与对照组比较,高剂量氟染毒组大鼠海马突触后致密区蛋白95
蛋白表达水平明显降低,Cleaved

 

PARP、proBDNF蛋白表达均明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。结
论 妊娠期至子代成年期慢性氟暴露会诱发大鼠焦虑和抑郁倾向,并造成海马神经元突触受损、数量减少,其

机制可能与proBDNF表达增加有关。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

chronic
 

fluoride
 

exposure
 

from
 

gestation
 

to
 

offspring
 

a-
dulthood

 

on
 

hippocampal
 

function
 

and
 

anxiety
 

and
 

depression-like
 

behaviors
 

in
 

rats
 

and
 

their
 

underlying
 

mech-
anisms.Methods A

 

total
 

of
 

24
 

adult
 

Sprague-Dawley(SD)
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group(wa-
ter

 

fluoride
 

concentration
 

less
 

than
 

one
 

mg/L)
 

and
 

low-dose(10
 

mg/kg·d),medium-dose(20
 

mg/kg·d),and
 

high-dose(40
 

mg/kg·d)
 

fluoride-exposed
 

groups
 

at
 

a
 

female-to-male
 

ratio
 

of
 

2∶1
 

using
 

a
 

random
 

number
 

ta-
ble

 

in
 

May
 

2024.Pregnant
 

females
 

were
 

housed
 

individually
 

and
 

exposed
 

to
 

fluoride
 

via
 

gavage.Starting
 

from
 

postnatal
 

day
 

10,the
 

offspring
 

continued
 

to
 

be
 

exposed
 

to
 

fluoride
 

via
 

gavage
 

at
 

the
 

same
 

dose
 

as
 

their
 

dams.
Offspring

 

were
 

weaned
 

at
 

postnatal
 

day
 

21
 

and
 

housed
 

separately
 

from
 

their
 

dams
 

until
 

two
 

months
 

of
 

age.
Five

 

male
 

offspring
 

rats
 

were
 

randomly
 

selected
 

from
 

each
 

group
 

to
 

complete
 

the
 

behavioral
 

tests
 

in
 

sequence,
after

 

which
 

hippocampal
 

tissues
 

were
 

isolated.Hippocampal
 

neuronal
 

damage
 

was
 

observed
 

by
 

hematoxylin-e-
osin(HE)

 

staining
 

and
 

Nissl
 

staining;Western
 

blotting(WB)
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

postsynaptic
 

density
 

protein
 

95(PSD95),Cleaved
 

PARP,and
 

precursor
 

brain-derived
 

neurotrophic
 

factor(proBDNF)
 

in
 

the
 

hippocampus.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,rats
 

in
 

the
 

medium-
 

and
 

high-dose
 

fluoride-exposed
 

groups
 

showed
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

distance
 

traveled,residence
 

time,and
 

number
 

of
 

entries
 

in
 

the
 

center
 

area
 

of
 

the
 

open
 

field
 

and
 

the
 

open
 

arms
 

of
 

the
 

elevated
 

plus
 

maze(P<0.05);
significant

 

prolongation
 

of
 

the
 

immobility
 

time
 

in
 

the
 

tail
 

suspension
 

test
 

and
 

forced
 

swim
 

test(P<0.05);and
 

significant
 

neuronal
 

shrinkage
 

and
 

decreased
 

neuronal
 

number
 

in
 

the
 

hippocampal
 

CA3
 

and
 

DG
 

regions.Com-
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pared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

hippocampal
 

PSD95
 

expression
 

in
 

the
 

high-dose
 

fluoride-exposed
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced(P<0.05),and
 

Cleaved
 

PARP
 

and
 

proBDNF
 

expression
 

were
 

elevated(P<0.05).Con-
clusion Chronic

 

fluoride
 

exposure
 

from
 

gestation
 

to
 

offspring
 

adulthood
 

induces
 

anxiety
 

and
 

depressive
 

tend-
encies

 

and
 

causes
 

synaptic
 

damage
 

and
 

neuronal
 

loss
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

rats.The
 

underlying
 

mechanism
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

increased
 

expression
 

of
 

proBDNF.
[Key

 

words] Sodium
 

fluoride; Rats; Developmental
 

neurotoxicity; Hippocampus; Anxiety; 
Depression

  氟化学性质活泼,通常以化合物的形式广泛存在
于自然界中,由于地质环境分布的不均匀性,以及工
农业生产活动的需要,人们在日常环境接触过量氟的
风险不断增加[1]。有研究表明,氟元素可穿过血-脑屏
障和胎盘屏障在海马及前额叶皮质层中蓄积造成发
育神经毒性[2-3]。早期流行病学研究发现,过量接触
氟可能增加人群精神类疾病发病的风险[4]。动物研
究也观察到小鼠在发育期接触高氟伴随焦虑和抑郁
样倾向[5]。近年来,高氟暴露对情绪行为的不良影响
已引发关注[6-7]。长期饮用高氟水,小鼠脑内焦虑和
抑郁相关基因表达发生变化[8]。发育期高氟暴露大
鼠产生抑郁样行为,其特定脑区相关酶活性改变及氧
化应激失衡[9]。但也有研究发现,妊娠期高氟暴露只
造成小鼠学习、记忆能力受损,不影响情绪变化[10]。
提示高氟所致发育神经毒性可能引起情绪行为的变
化,但存在争议。

海马作为学习、记忆和情绪相关的关键脑区,其
神经元发生减少及突触可塑性受损与焦虑和抑郁的
发生、发展密 切 相 关[11-12]。突 触 后 致 密 区 蛋 白95
(PSD95)位于兴奋性突触后膜,参与了突触的形成和
维持,在突触可塑性和信号传导中发挥重要作用。有
研究发现,脑卒中后抑郁模型大鼠海马PSD95表达明
显降低并伴随凋亡的发生[13]。此外临床研究发现,不
同亚型抑郁障碍患者认知功能损伤与脑源性神经营
养因子前体(proBDNF)水平呈正相关[14]。而氟是否
会造成海马突触损伤和proBDNF的表达变化鲜见相
关文献报道。本研究通过建立妊娠期至子代成年期
慢性氟暴露动物模型,进一步补充氟所致发育神经毒
性对焦虑和抑郁样行为影响的证据,并为其损害机制
提供线索。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 成年SD大鼠(体重180~220
 

g)
购于新疆医科大学实验动物中心[许可证号:SCXK
(新)2018-0002]。大鼠被饲养在石河子大学无特定病
原体级动物房内,能自由获取水和食物,温度维持在

20~25
 

℃,湿度控制为50%~60%,光照/暗循环12
 

h。本研究获石河子大学医学院第一附属医院医学伦
理委员会审批(审批号:A2023-240-01)。
1.1.2 仪器与试剂 旷场实验、高架十字迷宫实验、
悬尾实验,以及强迫游泳实验装置、视频分析软件均
购自北京众实迪创科技公司,倒置荧光显微镜购自日
本尼康公司,电泳仪、电转仪均购自美国Bio-Rad公
司,全自动化学发光成像系统购自上海天能公司,全

景切片扫描仪购自匈牙利3DHISTECH公司,低温高
速离心机购自美国赛默飞公司,台式恒温摇床购自无
锡玛瑞特公司,氟化钠(NaF)购自美国sigma公司
(S7920-100G),BDNF(28205-1-AP,1∶2

 

000)、
PSD95(20665-1-AP,1∶10

 

000)、Cleaved
 

PARP
(13371-1-AP,1∶4

 

000)、甘 油 醛-3-磷 酸 脱 氢 酶
(GAPDH)(60004-1-lg,1∶20

 

000)、辣根过氧化酶标
记山羊抗兔免疫球蛋白G(1∶10

 

000)、山羊抗鼠免疫
球蛋白G(1∶10

 

000)均购自美国Proteintech公司,
电泳电转相关试剂购自武汉赛维尔公司,苯甲基磺酰
氟(PMSF)购自北京索莱宝公司(P0100),高效RIPA
裂解液购自北京索莱宝公司(R0010),电化学发光试
剂盒购自合肥白鲨公司(BL520A),其他试剂均为国
产分析纯。
1.2 方法

1.2.1 构建妊娠期至子代成年期慢性氟暴露大鼠模
型 24只健康大鼠适应性饲养1周后按雌雄2∶1比
例采用随机数字表法分为低、中、高剂量氟染毒(10、
20、40

 

mg/kg·d)组和对照组(水氟浓度低于1
 

mg/
L)进行合笼。NaF染毒剂量根据相关文献[15]及实
验室前期研究基础确定。雌鼠受孕后分笼饲养,采用
每天灌胃方式进行染毒,子代出生10

 

d后延续亲代染
毒方式和剂量,出生21

 

d断乳后与雌鼠分笼饲养,继
续染毒至2月龄,饲养过程中严格控制窝别效应。
1.2.2 行为学测试 子代大鼠2月龄时从各组挑选
体重相近的5只雄性大鼠1周内完成行为学测试,首
先通过旷场实验和高架十字迷宫实验测试子代大鼠
自主探索能力、焦虑和抑郁水平,旷场实验前将大鼠
在实验环境适应30

 

min后,轻轻放入100
 

cm×100
 

cm×40
 

cm的旷场箱(划分为5×5个格子,中央3×3
格子视为中心区域)中心位置,任其自由探索10

 

min,
应用软件记录大鼠实验期间总探索距离,以及在中心
区域探索距离、停留时间和进入次数。大鼠在适应高
架十字迷宫实验环境后将其朝向封闭臂轻轻放入(开
放臂长50

 

cm、宽10
 

cm,封闭臂高40
 

cm)十字迷宫装
置中心位置,任其自由探索5

 

min,应用软件记录大鼠
实验期间在开放臂探索距离、停留时间和进入次数。
然后通过悬尾实验和强迫游泳实验测试子代大鼠抑
郁水平,在大鼠适应实验环境后将其连接尾部悬挂于
悬尾装置中,悬挂高度为40~50

 

cm,保证其无法触及
地面,实验时间5

 

min,应用软件记录大鼠在悬尾过程
中静止不动时间。大鼠在适应强迫游泳环境后将其
轻轻放入直径20

 

cm、高40
 

cm注水的透明圆柱形水
桶中,水温控制在(24±1)℃,水深使大鼠后肢无法触
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底。实验时间5
 

min,应用软件记录大鼠在实验过程
中静止不动时间。相邻不同行为学测试之间大鼠休
息1

 

d,以减少行为学本身对大鼠的刺激。
1.2.3 苏木精-伊红(HE)染色 取大鼠海马组织用
多聚甲醛固定后经梯度乙醇脱水、石蜡包埋,然后制
成5

 

μm厚的石蜡切片。利用二甲苯脱蜡,无水乙醇
梯度复水后对切片进行苏木精染色,随后分化、漂洗,
放入伊红染液中浸泡,最终细胞质染成红色,脱水透
明后进行封片观察并拍照。
1.2.4 尼氏染色 将脱蜡复水后的切片浸入预热的
焦油紫染液中,常温染色15

 

min,快速浸入0.1%冰醋
酸乙醇分化液,待背景透明、神经元胞质呈紫色颗粒
状完成染色,脱水透明后进行封片观察并拍照。
1.2.5 蛋白免疫印迹检测 取大鼠海马组织样使用
无菌手术剪将样本剪切成约1

 

mm3 碎块,转移至玻璃
匀浆器,加入配好的RIPA裂解液,仔细研磨并转移
至预冷的1.5

 

mL氯化聚氯乙烯管中(全程在冰盒上
操作)。随后对每组匀浆液进行超声破碎1

 

min(50
 

W 功率,工作10
 

s间隔5
 

s),全程样本维持在冰浴中。
破碎完全后4

 

℃、13
 

000
 

r/min离心20
 

min,吸取澄
清的上清液至标记的离心管中,制得海马总蛋白提取
物。使用实验室蛋白浓度检测仪测定并配平各组蛋

白浓度,100
 

℃高温变性。利用8~10%十二烷基硫
酸钠-聚丙稀酰胺电泳分离目的蛋白(上样量每孔3

 

μg),并转移至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,用5%脱脂奶
粉恒温封闭2

 

h。用TBST清洗3次,每次10
 

min。然
后将对应一抗倒入孵育盒中,完全浸没PVDF膜,4

 

℃
过夜封闭。随后相同方法用TBST清洗膜3次,将辣根
过氧化物标记的山羊抗兔和抗鼠免疫球蛋白G二抗浸
没对应的PVDF膜,恒温孵育2

 

h。洗膜后用电化学发
光液均匀覆盖PVDF膜上进行显影,应用ImageJ软件
进行蛋白条带定量分析,每条蛋白均重复3次。
1.3 统计学处理 应用GraphPad

 

Prism9.5软件进
行数据分析及制图,计量资料以x±s表示,多组比较
采用单 因 素 方 差 分 析(One-Way

 

ANOVA)。P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 NaF诱发子代大鼠焦虑样行为 与对照组比
较,中、高剂量氟染毒组大鼠在旷场测试中探索总距
离、在中心区探索距离、停留时间、进入次数,以及在
高架十字迷宫测试中在开臂区探索距离、停留时间、
进入次数均明显减少,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见图1。

  注:A为各组大鼠旷场轨迹图;B为各大鼠旷场探索总距离;C为各组大鼠旷场中心区探索距离;D为各组大鼠旷场中心区停留时间;E为各组

大鼠旷场中心区进入次数;F为各组大鼠高架迷宫轨迹图;G为各组大鼠高架十字迷宫开臂探索距离;H为各组大鼠高架十字迷宫开臂停留时间;I
为各组大鼠高架十字迷宫开臂区进入次数;与对照组比较,aP<0.05。

图1  NaF暴露对子代大鼠焦虑程度的影响
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2.2 NaF诱发子代大鼠抑郁样行为 与对照组比

较,各剂量氟染毒组大鼠在悬尾测试中静止时间均明

显延长,且呈剂量依赖性,中、高剂量氟染毒组大鼠在

强迫游泳测试中静止时间明显延长,差异均有统计学

意义(P<0.05)。见图2。
2.3 NaF造成子代大鼠海马病理变化 与对照组比

较,各剂量氟染毒组大鼠海马 DG区神经元发生固

缩,细胞质染色加深,空泡和坏死状增多,而CA3区

神经元排列不整齐,但损伤不明显。见图3。
2.4 NaF减少子代大鼠海马神经元数量 与对照组

比较,高剂量氟染毒组大鼠海马CA3、DG区神经元数

量明显减少,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

图4。
2.5 NaF对子代大鼠海马相关蛋白表达的影响 与

对照组比较,高剂量氟染毒组大鼠海马突触功能相关

蛋白———PSD95表达水平明显降低,中、高剂量氟染

毒组大鼠海马凋亡相关蛋白———Cleaved
 

PARP表达

水平明显升高,各剂量氟染毒组大鼠海马proBDNF
表达水平均明显升高,且呈剂量依赖性,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见图5。
 

  注:A为各组大鼠悬尾静止时间;B为各组大鼠强迫游泳静止时

间;与对照组比较,aP<0.05。

图2  NaF暴露对子代大鼠抑郁程度的影响

  注:红色箭头表示病理变化。
图3  NaF暴露对子代大鼠海马神经元形态的影响(HE染色,200×)
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  注:A为各组大鼠海马CA3、DG区尼氏染色图像(尼氏染色,200×);B为各组大鼠海马CA3、DG区神经元数量柱状图;与对照组比较,aP<0.05。
图4  NaF暴露对子代大鼠海马神经元数量的影响

  注:A为各组大鼠海马PSD95、Cleaved
 

PARP、proBDNF蛋白条带;B为各组大鼠海马PSD95蛋白灰度值柱状图;C为各组大鼠海马Cleaved
 

PARP蛋白灰度值柱状图;D为各组大鼠海马proBDNF蛋白灰度值柱状图;与对照组比较,aP<0.05。
图5  NaF暴露对子代大鼠海马PSD95、Cleaved

 

PARP、proBDNF蛋白表达的影响

3 讨  论

  过量接触氟化物对中枢神经系统具有发育神经
毒性,但其是否导致情绪行为变化仍不明确。因此,
本研究建立了从妊娠开始直至出生后9周的氟染毒
子代SD大鼠模型(覆盖神经发育关键期)。为减少实
验过程及结果的偏差,本研究采用4种经典的行为学
实验综合评估大鼠的焦虑和抑郁程度,同时,为避免
发情周期的影响,选择同性别大鼠进行实验。

旷场和高架十字迷宫实验被广泛用于探究啮齿
动物焦虑相关行为,悬尾和强迫游泳实验则是抑郁行
为成熟的检测方式[16-17]。本研究结果显示,与对照组
比较,中、高剂量氟染毒组大鼠探索欲望明显降低,表
现为旷场中总探索距离减少,同时,大鼠在旷场中心
区域及高架十字迷宫开臂区的探索距离、停留时间、
进入次数均明显减少,说明高氟暴露使子代大鼠出现
明显的焦虑样行为。与对照组比较,在悬尾和强迫游
泳实验中,中、高剂量氟染毒降低了大鼠的求生欲望,
使其静止不动时间明显延长,表明大鼠出现明显的抑
郁倾向。由此可见,氟所致发育神经毒性诱发子代大
鼠焦虑和抑郁样行为的产生。

海马在焦虑和抑郁发生中扮演着重要角色,其结
构损伤、功能异常、神经发生减少均与情绪障碍发生
存在明显关联[18-19]。DG区是哺乳动物中枢神经系统

内具有持续性神经发生的区域之一,对情绪变化和认
知功能具有调节作用[20],而CA3区则通过突触可塑
性机制和神经递质途径调控情绪相关记忆的存储与
提取,其功能异常与情绪障碍的发生有关[21]。本研究

HE染色结果显示,氟染毒使大鼠海马CA3区神经元
排列不整齐,但损伤不明显,而各剂量氟染毒组大鼠

DG区神经元出现不同程度固缩等病理变化,表明氟
暴露会明显破坏海马DG区神经元结构。本研究尼
氏染色观察发现,大鼠在神经发育关键期接触NaF会
导致海马DG、CA3区神经元数量明显减少,而海马神
经元数量对维持其正常功能至关重要。表明氟化物影
响子代大鼠海马亚区神经元发生过程,损伤突触连接和
可塑性,可能是引发其焦虑和抑郁样行为的原因之一。
PSD95是兴奋性突触后膜的关键支架蛋白,通过

维持突触超微结构稳定性,参与调节神经元突触可塑
性。大量研究表明,抑郁动物模型中可观察到海马

PSD95蛋白表达被明显抑制,突触相关功能发生异
常[22-23]。本研究结果显示,高剂量氟染毒明显抑制了
大鼠海马PSD95蛋白表达,表明高剂量氟蓄积会引起
子代大鼠突触功能受损。此外中、高剂量氟染毒使大
鼠海马Cleaved

 

PARP蛋白表达明显增加,在细胞凋
亡进程中,Cleaved

 

PARP升高是凋亡发生的重要标
志之一[24]。说明高氟暴露促进了子代大鼠海马细胞
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的凋亡。值得关注的是proBDNF在各剂量氟染毒组
大鼠海马中均高度表达,且呈现明显的剂量依赖性。
proBDNF是脑源性神经营养因子的前体形式,与成
熟的BDNF促生存和促神经可塑性作用相反,其异常
积累对机体具有有害作用。在神经突触方面,proBD-
NF与p75NTR神经营养因子受体结合后促进长时
程抑制,负向调节突触连接及突触可塑性[25]。在神经
损伤方面,proBDNF可协同激活凋亡通路,加速神经
细胞死亡,参与神经损伤过程,与神经退行性疾病的
发生有关[26]。提示氟化物可能通过proBDNF途径
造成子代大鼠海马神经元和突触受损,进而发挥促焦
虑和抑郁作用。

综上所述,妊娠期至子代成年期慢性氟暴露会诱
发大鼠焦虑和抑郁样行为,并造成海马突触功能受损
及神经元减少,其中proBDNF可能在氟所致发育神
经毒性对焦虑和抑郁样行为的影响中发挥重要作用,
值得进一步研究。
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