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酸性环境下铝对斑马鱼运动行为和学习记忆能力的影响 
暨与阿尔海默茨症的相互关系 

何  雄 1,2, 仲兆民 1, 车  轶 2,* 

（1. 苏州大学 生物钟研究中心, 江苏 苏州  215123; 2. 苏州大学 基础医学与生物科学学院, 江苏 苏州  215123） 

摘要：运用行为学方法通过金属离子诱发神经毒性，建立阿尔海默茨症动物模型。通过运动行为观察、应激

回避条件模型检测在 pH 值为 7.8、6.8、5.8 条件下暴露铝离子 24 h 和 96 h 后铝离子对成年斑马鱼运动行为和学

习记忆能力的作用, 探讨金属元素在酸性环境下诱发神经毒性导致阿尔海默茨症与运动行为、学习记忆的关系。

结果表明, pH 5.8 铝离子组暴露 96 h 的运动行为活性和学习记忆能力与 pH 7.8 铝离子组和 pH 6.8 铝离子组相比有

较显著变化。同时，pH 5.8 铝离子组暴露 96 h 运动行为活性和学习记忆能力与 pH 5.8 铝离子组暴露 24 h 相比出

现明显降低。这些都表明，铝在酸性环境下，与 pH 相互作用影响斑马鱼的运动行为与学习记忆能力,可能造成斑

马鱼大脑关于记忆功能区域出现损伤, 诱发神经毒性产生类似阿尔海默茨症发病症状。 
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Locomotor activity and learning and memory abilities in Alzheimer’s 
disease induced by Aluminum in an acid environment in Zebrafish 

HE Xiong1,2, ZHONG Zhao-Ming1, CHE Yi2,* 
(1. Circadian Clock Center, Suzhou University, Suzhou  215123, China; 2. School of Biology and Basic Medical Sciences,  

Suzhou University, Suzhou  215123, China) 

Abstract: We investigated the contribution of locomotor activity and learning and memory abilities to Alzheimer's 
disease induced by metal neurotoxicity. The metal neurotoxicity model was established by using locomotor activity tests 
and activity-avoidance conditioning paradigms, and observing changes in zebrafish behaviors after exposure to 50 µg/L 
of AlCl3 with different pH values (pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8) for 24 hours and 96 hours. The results showed Alzheimer's 
disease-like behavior in locomotor activity tests and activity-avoidance conditioning paradigms by zebrafish receiving 
AlCl3 in pH 5.8 significantly decreased compared to the control group and groups receiving AlCl3 in pH 7.8 and pH 6.8 
for 96 hours and 24 hours. These results provide evidences that exposure to AlCl3 in an acid environment can influence 
locomotor activity and learning and memory abilities in zebrafish. In addition, exposure time and concentration of Al 
induced neurotoxicity and damaged the brain area of memory, resulting in Alzheimer's disease-like behavior. 
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阿尔海默茨症(Alzheimer, s disease, AD)是一种

进行性神经退化疾病和老年痴呆最常见的症状, 影
响了全球数百万人的身心健康, 表现为认知和记忆

功能不断恶化, 日常生活能力进行性减退, 并伴有

各种神经精神症状和行为障碍(Small et al, 1997), 
病因可能涉及遗传和环境因素。在对犹他州的长期

居住人群调查发现, 当地环境状况与阿尔海默茨症

易感基因相互作用能够影响和导致症状产生, 且随

着时间的推移, 环境变化起主要作用 (García et al, 
2002)。因此, 研究阿尔海默茨症的病因、机制、治

疗方法既是临床研究的重要问题, 也是神经科学, 
环境毒理学研究高度关注的问题。 
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铝是一种地壳中含量较多的人体非必需金属

元素, 适量摄入对人体无害, 积聚在人体内有助于

金属离子平衡; 具有生物活性的铝不能进入大脑, 
极少量的铝有助于大脑组织的选择性吸收, 但是离

子形式铝的大量积累将导致新陈代谢的紊乱

(Tomljenovic, 2011;  Senger et al, 2011)。铝对于生

活在酸性和碱性环境中的水生生物有很大危害。 
研究表明，土壤酸化导致水中铝离子积累进而致使

大西洋鲑鱼数量减少、生殖功能急剧衰退, 且对于

组 织 和 大 脑 均 存 在 毒 性 效 应  (Monette & 
McCormick, 2008; Oteiza et al, 1993)。流行病学研究

也揭示污水中所存在的过量的铝与神经变性有极

大 关 联 (Rondeau et al, 2009; Shcherbatykh & 
Carpemter, 2007)。铝在鱼类中产生毒性大多数与水

的 pH值相关, 可溶性铝能够降低水的 pH值和升高

无机铝的含量, 无机铝对鱼类有很强毒性作用, 而
水的酸性对鱼类血液循环、内分泌、代谢和生殖功

能都有影响(Camargo et al, 2009；Nilsen et al, 2010)。
但是, 到目前为止，铝导致神经毒性的作用机理还

不清楚。 
金属元素(主要为铝)能够潜伏在人体或动物体

内, 积累到一定量诱发神经毒性, 表现为：(1)淀粉

样 蛋 白 增 加 (Walton & Wang, 2009; Chen & 
Penington, 2000); (2)神经纤维出现异常, 轴突运输

出现停滞(Walton, 2006; Perl & Moalem, 2006); (3)
神经传递过程中胆碱等神经递质和 G-蛋白信号级

联损伤(Cowburn et al, 2001)。有证据表明，铝等金

属离子的积累可能导致人和动物阿尔海默茨症的

发病和恶化, 如学习和记忆能力衰退; 血透析时有

高含量血清铝积累的患者伴随有心脏震颤, 全身性

抽搐, 视觉记忆能力不断下降等症状 (Zatta et al, 
2003) 。铝的积累会导致相关蛋白质的氧化修饰, 
Kumar et al（2008)报道铝和脂褐素的含量增加可能

危害神经元的活动, 导致抗氧化剂和金属离子的消

耗。老年小鼠(≥24 个月) 接触铝制剂连续 15 个星

期后，其海马神经元中存在铝的积累, 记忆能力显

著降低且表现类似阿尔海默茨症的老年痴呆症迹

象, 可以推测铝与淀粉样蛋白以及阿尔海默茨症神

经元纤维缠结的形成有很大关系, 但其生理机制还

不清楚 (Tripathi et al,2009) 。 
本研究通过检测非致死酸性环境, 微量铝离子

暴露下斑马鱼运动行为和学习记忆能力的变化，探

讨铝在酸性环境中的毒理效应, 为研究金属离子与

神经系统疾病的发病机制、构建疾病模型、环境治

理和相应药物筛选等建立行为学基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物及分组 
健康雄性野生型斑马鱼(TUB ABC), 由苏州大

学生物钟研究中心提供，实验前饲养于中心鱼房, 
温度维持在(28±2)℃，每 10～20 条饲养于 3 L 的

系统水循环鱼缸，白天用丰年虾定时喂食 3 次。选

择外形完整、条纹分明、鳞片有光泽、体长(3.05±0.41) 
cm、体重(0.36±0.15) g 的成年斑马鱼(6～18 月龄)
进行实验。动物分为 12 组(24 h 和 96 h 各 6 组), 每
组 10 只(实验期间不喂食, 放置在 4 L 的独立鱼缸

中, 通过加入稀盐酸调节 pH 值)：A 组为 pH 7.8 对

照组; B组为pH 6.8对照组; C组为pH 5.8对照组; D
组为 pH 7.8 铝离子(AlCl3)组(50 µg/L); E 组为 pH6.8
铝离子(AlCl3)组(50 µg/L); F 组为 pH 5.8 铝离子

(AlCl3)组(50 µg/L)。 
1.2  主要试剂 

稀盐酸(HCl)、氯化铝(AlCl3)试剂(结晶体装) 
购于国药集团。 
1.3  行为学观察 
1.3.1  运动行为活性  10：00—12：00 测定暴露

24 h 和 96 h 后各组动物的运动行为，包括游弋距离

(exploring distance)、平均速度(average speed)。实验

前先将每条鱼放置在开放环境模型(图 1)中适应 30 
s (水深 6 cm); 然后用斑马鱼行为仪(Videotrack; 
ViewPoint Life Sciences, 法国, 里昂)自动记录其行

为 5 min; 测定结束后放置在编号为 1～10 的独立

小鱼缸。 

 

图 1  开放环境模型 
Fig. 1  Open-conditioning paradigm 

1.3.2  应激回避条件模型  使用聚乙烯材料构建

一个穿梭箱(图 2)(长 20 cm×宽 8.5 cm×高 6 cm), 
通过一块不透明挡板将穿梭箱平均分成两个相等

大小的区域，挡板底留出 1～2 cm 的空间允许动物

通过，水深 3 cm。本实验依据斑马鱼对黑暗的偏好

性分别设置光亮区域和黑暗区域。光亮区域通过红
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光来照射; 黑暗区域由黑色挡板覆盖穿梭箱顶遮光, 
同时在黑暗区域两侧对称设置电流为 50 mA/s 的正

负电极。 当电击时, 斑马鱼必须穿过中间挡板下区

域到达光亮区域躲避电击 (黑暗偏好性为非条件刺

激, 电击为条件刺激) 。实验分为观察期、训练期

和测试期, 通过比较训练期和测试期斑马鱼躲避电

击的标准时长来判断其学习记忆能力是否形成，因

此，该模型也称为电击躲避行为模型(Rawashdeh et 
al, 2007)。 

 
图 2  应激回避条件模型 

Fig. 2  Active-avoidance conditioning paradigm 
 
1.3.3  学习记忆能力的测定  观察期：训练前检测

动物的黑暗区域停留时间，设置好实验装置和实验

环境(室内保持黑暗), 暗区不设置电极。每组斑马鱼

编号为 1～10, 依次放入实验装置亮区观察其在 5 
min 内停留在暗区的时间, 不少于 4 min 即可确定

其偏好性，实验结束后, 放回鱼缸。训练期：将电

极设置在暗区电击实验组鱼, 训练时间为 30 s。先 
将动物放入亮区, 10 s 内如果不进入暗区, 视为学 

会躲避暗区电击形成记忆; 如果进入暗区, 电击 20  
s 后放回小鱼缸，电击训练至其学会躲避电击, 标准

为 10 次连续实验有 8 次在 10 s 内不进入暗区的时

间(如果 10 次达不到标准则继续训练至成绩达到

80%)。测试期：将动物放置回开放区域 24 h 后检测, 
同时统计训练其达到学会躲避电击的标准时间, 实
验完毕, 放回鱼缸。最后统计训练期学会标准时间

和测试期学会标准时间, 计算记忆得率进行统计分

析, 通过公式得出记忆得率： 
( ) ( )
( ) ( )

8 8
8 8

− − −

− + −

训练期学会标准时间 测试期学会标准时间

训练期学会标准时间 测试期学会标准时间
 

1.4  数据处理 
用 SPSS17.0 软件进行数据处理, 数据以平均

值±标准误(mean±SE)表示, 总体比较检验采用单

因素方差分析(one-way ANOVA), 组间多重比较采

用事件后分析-检验(post-hoc, LSD)和 t-检验, P＜
0.05 为显著差异, P＜0.01 为极显著差异。 

2  结  果 

2.1  运动行为活性测试结果 
2.1.1  24 h铝离子暴露后运动活性  pH 5.8铝离子组

的游弋距离和平均速度显著高于对照组(FpH5.8,pH5.8Al= 
8.508, P<0.05), 可能是暴露 24 h 后出现的短暂应激

效应导致运动活性升高。 pH 7.8 和 pH 6.8 条件下

铝离子组游弋距离和平均速度相比对照组有一定

程度降低, 但无显著差异(FpH7.8,pH7.8Al=0.707, P>0.05; 
FpH6.8,pH6.8Al=0.538，P>0.05)(表 1)。 

表 1  斑马鱼在 24 h 铝离子暴露下运动活性测试的表现(mean±SE) 
Tab. 1  Effects produced by 24 h aluminum exposure on locomotor activity test 

分组 Group 个数 
Number 游弋距离 Exploring distance (cm) 平均速度 Average speed (cm/s) 

pH 7.8 对照组 pH7.8 Control group 10 1273.69±98.334 4.2456±0.327 
pH 6.8 对照组 pH6.8 Control group 10 1045.52±80.302 3.5680±0.198 
pH 5.8 对照组 pH5.8 Control group 10 1119.58±37.611* 3.7450±0.047* 
pH 7.8 铝离子组 pH 7.8 Aluminum ion group 10 1127.79±73.189 3.7590±0.244 
pH 6.8 铝离子组 pH 6.8 Aluminum ion group 10  942.29±54.063 3.1450±0.181 
pH 5.8 铝离子组 pH 5.8 Aluminum ion group 10  1363.98±123.371* 4.5470±0.411* 

pH 7.8、pH 6.8 和 pH 5.8 条件下铝离子暴露 24 h 后，斑马鱼在开放环境模型的运动活性测试中 5 min 内游弋距离和平均速度。 
*：显著差异(P<0.05)；**：极显著差异(P<0.01)。 
Six groups of zebrafish showd that different exploring distance and average speed in 5 min by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8 
for 24 h in the open-conditioning paradigm, meaning of locomotor activity. *: significant difference (P<0.05), **: dramatic difference (P<0.01). 
 

2.1.2  96 h铝离子暴露后运动活性  pH 5.8铝离子组

的游弋距离和平均速度显著低于对照组(FpH5.8,pH5.8Al= 
0.002, P<0.01)、pH 7.8铝离子组(FpH5.8Al,pH7.8Al=2.353, 
P<0.01)和 pH 6.8 铝离子组 (FpH5.8Al,pH6.8Al=0.162, 

P<0.01)。pH 7.8 和 pH 6.8 铝离子组游弋距离和平

均数速度虽有不同程度的降低, 但是相比对照组无

显著差异(FpH5.8,pH7.8Al=9.799, P>0.05; FpH6.8,pH6.8Al= 
4.365, P>0.05)(表 2)。   
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表 2  斑马鱼在 96 h 铝离子暴露下运动活性测试的表现(mean±SE) 
Tab. 2  Effects produced by 96 h aluminum exposure on locomotor activity test 

分组 Group 个数 Number 游弋距离 Exploring distance (cm) 平均速度 Average speed (cm/s)

pH 7.8 对照组 pH 7.8 Control group 10 1166.66±21.492 3.8889±0.072* 

pH 6.8 对照组 pH 6.8 Control group 10  939.79±108.346 3.1340±0.361 

PH 5.8 对照组 pH 5.8 Control group 10  987.42±54.935** 3.2910±0.183** 

pH 7.8 铝离子组 pH 7.8 Aluminum ion group 10 1009.11±96.047** 3.3637±0.320** 

pH 6.8 铝离子组 pH 6.8 Aluminum ion group 10  943.29±45.988** 2.9660±0.174** 

pH 5.8 铝离子组 pH 5.8 Aluminum ion group 10  581.48±53.233** 1.9380±0.177** 

pH 7.8、pH 6.8 和 pH 5.8 条件下，铝离子暴露 96 h 后 6 组斑马鱼在开放环境模型的运动活性测试中 5 min 内游弋距离和平均速度。 
*：显著差异(P<0.05); **：极显著差异(P<0.01)。 

Six groups of zebrafish showd that different exploring distance and average speed in five minutes by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and 
pH 5.8 for 96 h in the open-conditioning paradigm, meaning of locomotor activity. *: significant difference (P<0.05); **: dramatic difference 
(P<0.01). 
 

2.2  学习记忆能力测试结果 
2.2.1  应激回避条件模型学习能力   各组斑马鱼

在铝离子暴露 24 h 和 96 h 后在训练期学会标准的

时间总体比较(图 3)检测学习能力的变化。暴露 24 h
后 pH 7.8 铝离子组、pH6 .8 铝离子组和 pH 5.8 铝离

子组与对照组相比，学会标准时间有升高的趋势, 
但 无 显 著 差 异 (FpH7.8Al,pH7.8=6.724, P>0.05; 
FpH6.8Al,pH6.8= 5.913, P>0.05; FpH5.8Al,pH5.8=0.709, 
P>0.05), 学习能力没有出现明显降低，与行为参数

变化相对应。 铝离子暴露 96 h 后，检测其训练后

学习记忆能力结果，显示 pH 5.8 铝离子组学会标准

时间明显高于 pH 6.8 铝离子组(FpH5.8Al, pH6.8Al=0.134, 
P<0.01)和 pH 7.8 铝离子组(FpH5.8Al, pH7.8Al=0.003, 

P<0.01)。同时，明显高于暴露 24 h pH 5.8 铝离子

组(FpH5.8Al96, pH5.8AL24= 0.272, P<0.05)。 
2.2.2  应激回避条件模型记忆能力  各组斑马鱼在

铝离子暴露 24 h 和 96 h 后，在训练期记忆得率总

体比较(图 4)检测记忆能力的变化。 铝离子暴露 24 
h 后结果显示, pH 7.8 铝离子组、pH 6.8 铝离子组、

p H  5 . 8 铝离子组与对照组相比无显著差异

(FpH7.8Al,pH7.8=6.724, P>0.05; FpH6.8Al,pH6.8=5.913, P> 
0.05; FpH5.8Al,pH5.8=0.709, P>0.05), 记忆能力无明显

降低，暴露 96 h 后检测期记忆能力结果显示, pH 5.8
铝离子组记忆得率显著高于对照组(FpH5.8Al, pH5.8= 
1.010, P<0.01)、pH 7.8 铝离子组(FpH5.8Al, pH7.8Al= 
0.835, P<0.01)和 pH 6.8 铝离子组(FpH5.8Al, pH6.8Al=  

 
图 3  斑马鱼在铝离子暴露 24 h 和 96 h 后，训练期学会标准时间的表现 

Fig. 3  Effects produced by aluminum exposure for 24 h and 96 h on time of learning criteria   
pH 7.8、pH 6.8 和 pH 5.8 条件下，铝离子暴露 24 h 和 96 h 后 12 组斑马鱼在应激回避条件模型进行学习能力的测试, 检测训练期学会标

准时间的长短情况, 表示学习能力的高低。*：显著差异(P<0.05);**：极显著差异(P<0.01)。 
Twelve groups of zebrafish showed that different training period to learning criteria by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8 for 24 h 
and 96 h in the active-avoidance conditioning paradigm, meaning of learning ability. *: significant difference (P<0.05), **: dramatic difference 
(P<0.01).  
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图 4  斑马鱼在铝离子暴露 24 h 和 96 h 后检测期记忆能力的表现 
Fig. 4  Effects produced by aluminum exposure for 24 h and 96 h on memory ability 

pH7.8、pH6.8 和 pH5.8 条件下，铝离子暴露 24 h 和 96 h 后 12 组斑马鱼在应激回避条件模型进行记忆能力的测试, 检测期记忆能力的

高低通过由公式计算的记忆得率表示。*：显著差异 (P<0.05); **：极显著差异 (P<0.01) 。 
Twelve groups of zebrafish showed that different retentions by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8 for 24 h and 96 h in the 
Active-avoidance conditioning paradigm, retention score as memory ability was calculated by the algorithm. *: significant difference (P<0.05), 
**: dramatic difference (P<0.01). 
 

3.150, P<0.01)), 记忆能力出现明显降低; 而 pH 7.8
铝离子组和 pH 6.8 铝离子组与对照组相比有变化

的趋势, 但无显著差异(FpH7.8Al,pH7.8=3.672, P>0.05; 
FpH6.8Al,pH6.8=2.631, P>0.05)。 

3  讨  论 

水中 pH 的变化能够改变鱼类血液中的血红蛋

白、红细胞数和细胞膜渗透压(Camargo et al,2009), 
引起机体本身产生一定程度的生理变化并降低运

动活性。随着暴露时间的延长, 铝能以离子形式(尤
其是 Al3+)通过鱼鳃部在体内不断积累导致钠钾

-ATP 酶(Na+, K+-ATPase)活性减弱, 使金属毒性不

断加深 , 致使鱼类运动活性减弱和死亡率升高

(Nilsen et al, 2010)。在微量铝离子存在的非致死情

况下，产生的毒性效应可引起乙酰胆碱酯酶活性升

高, 导致鱼类运动活性降低和生殖功能减弱(Senger 
et al, 2011)。本实验探讨了铝离子在酸性环境下，

产生的毒性效应对运动行为和学习记忆能力的影

响, 以及铝与阿尔海默茨症之间的关系。通过运动

活性测定方法证明了随着非致死的酸性程度(pH)加
深, 铝离子能够改变斑马鱼运动活性参数(游弋距

离、平均速度显著降低), 尤其是在 pH 5.8 铝离子组

较对照组有明显差异。 
阿尔海默茨症患者的临床症状为近期记忆能

力降低, 继而表现持续性衰退、失语、判断推理能

力丧失以及运动障碍等(Zhang & Liu, 2003)。学习是

神经系统接受外界环境变化获得新行为和经验的

过程, 记忆是学习后经验的保持和再现。因此，学

习和记忆是两个相互联系的过程, 有赖于全脑功能

区域的整合, 如：空间学习记忆的海马区域、隐含

式学习的小脑以及回避学习的杏仁核。虽然关于斑

马鱼及其他鱼类学习的神经环路机制还不十分清

楚, 但是可以通过大量的行为模型来检测其学习和

记忆能力, 如通过不相关的刺激条件，比如颜色、

食物奖赏等建立联合式学习模型 (Hall & Suboski, 
1995); 或通过穿梭箱将条件刺激和非条件刺激联

合起建立回避学习模型 (Xu et al, 2007) 。这类模型

能够使鱼类迅速地学会对刺激做出反应, 行为学检

测具有高通量筛选性, 适合用于对病理学、毒理学

及其他学习记忆相关基因进行筛选研究(Norton & 
Bally, 2010)。本研究中斑马鱼能够对电击(条件刺激) 
和趋暗性 (非条件刺激) 做出反应。 因此，可以通

过建立应激回避条件模型来检测其在非致死酸性

环境中铝离子暴露下的学习记忆能力。随着酸性程

度的加深和暴露时间延长, 铝离子能够改变斑马鱼

学习记忆能力, pH 5.8铝离子组与 pH 7.8铝离子组、

pH 6.8 铝离子组相比, 学会标准时间明显增加, 表
明铝离子暴露时间越长, 学习能力降低越明显。单

pH 变化情况下无显著差异, 由于 pH 值变化能够引

起钠钾 ATP 酶活性降低和体内氯离子在血液中含

量以及细胞膜渗透压的增加, 破坏组织细胞中的酸

碱平衡(Camargo et al, 2009; Nilsen et al, 2010); 而
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学习记忆相关基因大多与离子通道相关的受体和

激酶有关, 如蛋白激酶、N-甲基-D-天冬氨酸受体

(N-methyl-D-asparitic acid receptor)介导学习记忆产

生和变化(Rodrigues et al, 2004)，表明随着 pH 值的

降低和铝离子相互作用导致学习和记忆能力出现

微弱变化的趋势, 而铝离子在体内大量积累的毒性

作用可能影响了与学习记忆相关基因的表达，而使

学习记忆能力出现明显衰退; 表明斑马鱼在非致死

微量铝离子暴露的酸性(pH)水环境情况下, 斑马鱼

暴露时间越长, 其对于运动行为和学习记忆能力的

影响越大, 其身体机能特别是大脑神经活动有显著

影响; 表明铝离子等金属离子在酸性环境下与 pH
相互作用引起其行为变化和神经毒性的产生, 对于

人类生活环境水污染等环境治理和对于阿尔海默

茨症等生理病变有指导和借鉴的意义。特别是对中

老年人阿尔海默茨症的病变和病情加重和金属离

子的摄入有一定相关性, 对人类研究金属元素与阿

尔海默茨症之间的联系和机制具有一定的参考价

值, 并且对于认识铝与阿尔海默茨症的病理机制有

很大帮助, 为后续开展分子水平的基因表达和蛋白

质水平分析提供行为学基础资料。 
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