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　 　 【摘要】 　 目的　 研究雷帕霉素是否可以通过抑制 mTOR 活性降低铝暴露引起的 p-tau 蛋白的沉积。 方法
 

24 只 SD 大鼠随机分为四组:对照组、低剂量麦芽酚铝组、中剂量麦芽酚铝组和高剂量麦芽酚铝组。 Morris 水迷

宫检测大鼠的学习记忆能力;Western
 

blot 检测海马组织中 p-tau 蛋白、p-mTOR 和 PSD95 的变化情况;PC12 细胞

分为对照组、铝处理组、铝+溶剂对照组、铝+雷帕霉素 100
 

nmol 组、铝+雷帕霉素 300
 

nmol 组和铝+雷帕霉素 500
 

nmol 组,Western
 

blot 检测蛋白变化情况。 12 只大鼠分为铝处理组和铝+雷帕霉素组,Morris 水迷宫检测大鼠的

学习记忆能力;Western
 

blot 检测海马组织中 p-tau 蛋白、p-mTOR 和 PSD95 的变化情况。 结果 　 水迷宫实验中,
铝处理组大鼠的逃避潜伏期均比对照组延长,中、高剂量麦芽酚铝组逃避潜伏期明显低于对照组( ( 35. 24 ±
4. 78) 、(25. 92±8. 80)

 

vs
 

(20. 32±6. 04) ,P<0. 001) ;铝处理组大鼠的目标象限停留时间和穿越平台次数均随着

铝剂量的升高而减少(P<0. 05) 。 与对照组比较,铝处理组大鼠的海马组织中,p-mTOR / mTOR 和 p-tau / tau 的水

平均明显增高(P<0. 05) ;PSD95 蛋白明显降低(P<0. 05) 。 在 PC12 细胞中,与单独铝处理组相比,雷帕霉素干

预组的 p-mTOR / mTOR 和 p-tau / tau 的表达均有所减少,尤其在雷帕霉素 300
 

nmol 和雷帕霉素 500
 

nmol 干预组

中,p-tau 可恢复至正常对照组水平,PSD95 也明显回升(P<0. 05) 。 与单独铝处理组大鼠比较,雷帕霉素干预组

的大鼠学习记忆能力明显改善,同时海马组织中 p-mTOR / mTOR 和 p-tau / tau 的表达均减少,PSD95 也明显回升。
结论　 mTOR 磷酸化激活参与了铝引起的 p-tau 蛋白过度沉积,雷帕霉素可以通过抑制 mTOR 的磷酸化活性降

低磷酸化 tau 蛋白的沉积。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

whether
 

rapamycin
 

reduces
 

deposition
 

of
 

p-tau
 

protein
 

induced
 

by
 

aluminum
 

through
 

mTOR
 

inhibiton.
 

Methods　 The
 

study
 

employed
 

four
 

groups
 

of
 

24
 

SD
 

rats:
 

control,
 

low
 

dose
 

aluminum
 

maltol
 

(10
 

μmol / kg
 

Al(mal) 3 ),
  

medium
 

dose
 

aluminum
 

maltol(20
 

μmol / kg
 

Al( mal) 3 ),
  

and
 

high
 

dose
 

aluminum
 

maltol(40
 

μmol / kg
 

Al(mal) 3 ),
  

groups.
 

The
 

Morris
 

water
 

maze
 

(MWM)
 

test
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
 

rats.
 

p-tau,
 

p-mTOR,
 

and
 

PSD95
 

in
 

the
 

hippocampus
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

PC12
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

aluminum
 

treatment,
 

aluminum+DMSO,
 

aluminum+100
 

nmol
 

rapamycin,
 

aluminum+ 300
 

nmol
 

rapamycin,
 

and
 



aluminum+ 500
 

nmol
 

rapamycin
 

groups.
 

Protein
 

expression
 

changes
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Twelve
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

Al-treated
 

and
 

Al+rapamycin
 

groups,
 

the
 

MWM
 

test
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
 

rats.
 

p-tau,
 

p-mTOR,
 

and
 

PSD95
 

in
 

the
 

hippocampus
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 The
 

MWM
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

escape
 

latency
 

time
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

aluminum-treated
 

group
 

was
 

longer
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

that
 

in
 

medium
 

and
 

high
 

dose
 

aluminum
 

mal
 

groups
 

was
 

significantly
 

longer
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

((35. 24±4. 78)
 

and
 

(25. 92±8. 80)
 

vs
 

(20. 32±6. 04),
 

P< 0. 001).
 

The
 

target
 

quadrant
 

residence
 

time
 

and
 

crossing
 

platform
 

times
 

of
 

rats
 

in
 

Al
 

exposure
 

groups
 

were
 

decreased
 

with
 

the
 

increase
 

in
 

the
 

Al
 

exposure
 

dose
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

control
 

group,
 

in
 

the
 

aluminum-treated
 

group,
 

p-mTOR / mTOR
 

and
 

p-tau / tau
 

levels
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

rats
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05),
 

and
 

PSD95
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

group
 

exposed
 

to
 

aluminum
 

alone,
 

in
 

rapamycin
 

treatment
 

groups,
 

p-mTOR / mTOR
 

and
 

p-tau / tau
 

were
 

decreased,
 

especially
 

in
 

300
 

and
 

500
 

nmol
 

rapamycin
 

groups,
 

p-tau
 

was
 

restored
 

to
 

the
 

normal
 

level
 

of
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

PSD95
 

was
 

also
 

increased
 

significantly
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

Al-treated
 

groups,
 

in
 

Al+rapamycin
 

group,
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
 

rats
 

were
 

improved,
 

p-mTOR / mTOR
 

and
 

p-tau / tau
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

rats
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0. 05),

 

and
 

PSD95
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 Activation
 

of
 

mTOR
 

phosphorylation
 

is
 

involved
 

in
 

excessive
 

deposition
 

of
 

p-tau
 

protein
 

induced
 

by
 

aluminum.
 

Rapamycin
 

inhibits
 

p-tau
 

deposition
 

by
 

inhibiting
 

the
 

phosphorylation
 

activity
 

of
 

mTOR.
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　 　 铝( aluminum,Al) 是一种明确的神经毒物[1] ,
大量的研究表明铝是阿尔茨海默症( Alzheimer’ s

 

disease,AD)的重要环境因素[2] ,动物实验和职业铝

暴露人群调查研究均表明过量的铝暴露可以引起

动物和人的认知功能破坏[3-4] 。 但铝引起认知功能

损坏的毒性机制并不清楚。
Tau 蛋白是重要的微管结合蛋白, AD 时 tau

蛋白过度磷酸化参与神经元纤维缠结,严重影响

神经元的功能,而且磷酸化 tau 蛋白过量堆积对

神经元也有毒性作用 [ 5] 。 研究表明,在家族性

AD 患者的脑组织中,存在铝与磷酸化 tau 蛋白的

共定位,提示铝沉积与 tau 蛋白过度磷酸化有密

切的关系 [ 6] 。 雷帕霉素靶蛋白 ( mTOR) 参与神

经元蛋白合成调节和记忆形成等功能 [ 7] ,在 AD
中存在 mTOR 蛋白的过度激活 [ 8] 。 那么作为 AD
的重要环境因素,铝暴露之后是否可以引起 tau
蛋白过度磷酸化,以及其 tau 蛋白过度磷酸化是

否与 mTOR 的激活相关呢? 本研究采用大鼠亚

慢性铝暴露模型和 PC12 细胞研究 mTOR 激活在

铝致使 tau 蛋白磷酸化过程中的作用机制,并使

用 mTOR 的抑制剂雷帕霉素进行干预,研究雷帕

霉素是否可以逆转铝的这一毒性。
1　 材料和方法

 

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物
 

　 　 SPF 级 8 周龄 SD 雄性大鼠,体重 180 ~ 200
 

g,

36 只,来自于中国食品药品检定研究院[SCXK(京)
2022-0002]。 动物实验在中国辐射防护研究院动

物实验室进行[SYXK(晋)2018-0005],实验前适应

性饲养大鼠 1 周。 大鼠食量控制在 25
 

g / ( kg·d),
室温控制在 22 ~ 25℃ ,湿度控制在 40% ~ 60%。 动

物实验方案经山西医科大学汾阳学院动物福利伦

理委员会批准(202011),实验过程按照 3R 原则给

予实验动物人道的关怀。
1. 1. 2　 细胞

 

　 　 PC12(大鼠嗜铬细胞瘤)细胞由山西医科大学

药理学实验室惠赠。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 麦芽酚(货号:118-71-8)和氯化铝(货号:7446
-70 - 0) 购自美国 Sigma-aldrich 公司; 雷帕霉素

(rapamycin)(货号:S1039)购自美国 Selleck 生物科

技有限公司; Dulbecco ’ s
 

Modified
 

Eagle 培养基

(DMEM) ( 货号: 11960044) 购自美国 Gibco
 

Life
 

Technologies
 

公司;蛋白酶和磷酸酶抑制剂(货号:
78441)购自美国 Thermo

 

Scientific 公司;mTOR 抗体

(货号: GTX101557)、 p-mTOR ( pser2448) 抗体 ( 货

号: GTX50258 )、 tau 抗体 ( 货号: GTX130462 ) 和

GAPDH 抗 体 ( 货 号: GTX627408 ) 均 购 自 美 国

GeneTeX 公司;p-tau( S396) 抗体(货号:ab109390)
和 p-tau( S404) 抗体(货号:ab196364) 均购自美国

Abcam 公司; 哺乳动物蛋白抽提试剂盒 ( 货号:
CW0889M)、辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 / 兔二
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抗(货号:CW2030M / CW2029M)、BCA 蛋白定量试

剂盒(货号:CW0014S)均购自北京康为世纪试剂有

限公司。 Morris 水迷宫系统及视频轨迹跟踪分析系

统购自深圳瑞沃德生命科技有限公司;二氧化碳恒

温培养箱购自美国 Thermo
 

Fisher 公司;凝胶成像仪

购自美国 Bio-Rad 公司。
1. 3　 实验方法

 

1. 3. 1　 亚慢性铝暴露 SD 大鼠模型的建立
 

　 　 SD 大鼠随机分为 4 组(每组 6 只):对照组(生

理盐 水 )、 低 剂 量 麦 芽 酚 铝 组 ( 10
 

μmol / kg
 

Al
(mal) 3 )、 中 剂 量 麦 芽 酚 铝 组 ( 20

 

μmol / kg
 

Al
(mal ) 3 ) 和高剂量麦芽酚铝组 ( 40

 

μmol / kg
 

Al
(mal) 3)。 Al(mal) 3 以每隔 1

 

d
 

0. 1
 

mL / 100
 

g 的剂

量腹腔注射,持续 3 个月。 SD 大鼠 12 只,采用 20
 

μmol / kg 麦芽酚铝腹腔注射 2 个月,随后随机分为

铝处理组和铝+雷帕霉素干预组,每组 6 只,铝处理

组大鼠染铝同时腹腔注射生理盐水 1 个月,铝+雷

帕霉素组铝处理的同时采用雷帕霉素 2
 

mg / ( kg·
d)腹腔注射 1 个月,结束后进行水迷宫实验,麻醉

后取大鼠海马组织进行 Western
 

blot 实验。 Al
(mal) 3 溶 液 按 照 前 期 本 实 验 室 的 配 置 方 法

配制[9-10] 。
1. 3. 2　 细胞培养

　 　 PC12 细胞置于高糖 Dulbecco’ s
 

Modified
 

Eagle
培养基(DMEM)中。 添加 10%胎牛血清和 1%青霉

素-链霉素,置于 37℃ 、5%
 

CO2 的培养箱中培养。
1. 3. 3　 Morris 水迷宫实验

 

　 　 所有大鼠染毒 3 个月之后进行水迷宫实验,
包括连续 5

 

d 的定位航行实验和 1
 

d 的空间探索

实验。 定位航行实验方法如下:在水池的其中一

个象限内放置一个水下平台,将大鼠分别从四个

象限放入水池中,记录大鼠寻找水下平台的路径

和所需时间,即为逃避潜伏期时间,最长 120
 

s,
每天 4 次,连续 5

 

d。 在第 6 天时,移去平台,将

大鼠从对面象限放入,自由游泳 60
 

s。 记录大鼠

在目标象限停留的时间和穿越平台的次数。 使

用放置在迷宫上方的摄像机记录每只大鼠的游

泳路径。
1. 3. 4　 PC12 细胞染毒方法

 

　 　 雷帕霉素( rapamycin)溶解在 DMSO 中使其浓

度为 1
 

mmol,再用完全培养基稀释浓度分别为 100
 

nmol、300
 

nmol、500
 

nmol 备用。 PC12 细胞分为以下

6 组: 对照组 ( control )、 铝处理组 ( 200
 

μmol
 

Al

(mal) 3)(Al
 

treated)、铝+溶剂对照组(200
 

μmol
 

Al
(mal) 3 + DMSO) ( Al + DMSO)、 铝 + 雷帕霉素 100

 

nmol 组(200
 

μmol
 

Al( mal) 3 +Rap
 

100
 

nmol) ( Al +
R100

 

nmol)、铝+雷帕霉素 300
 

nmol 组(200
 

μmol
 

Al
(mal) 3 +Rap

 

300
 

nmol)(Al+R300
 

nmol)、铝+雷帕霉

素 500
 

nmol 组(200
 

μmol
 

Al(mal) 3 +Rap
 

500
 

nmol)
(Al+R500

 

nmol)。 将 PC12 细胞接种在 6 孔板中,
每个组一个 6 孔板,待细胞覆盖率达到 60% ~ 70%
后,DMSO 和雷帕霉素处理 1

 

h 后再进行 200
 

μmol
 

Al(mal) 3 铝处理 24
 

h。
1. 3. 5　 免疫印迹(Western

 

blot)实验
 

　 　 水迷宫实验结束后,2%戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉后处死大鼠,提取大鼠海马组织,采用蛋白抽

提试剂盒提取海马组织中的总蛋白和磷酸化蛋

白,-80℃ 保存待用。 细胞实验处理结束后提取细

胞的总蛋白和磷酸化蛋白,BCA 蛋白定量。 采用

8%分离胶和 3. 9%的积层胶,上样量为 60
 

μg,60
 

V 电泳 120
 

min,400
 

mA 转膜 70
 

min 转至 PVDF 膜

上,5%的牛奶封闭 2
 

h,4℃ 一抗孵育过夜,一抗浓

度分别为 mTOR(1 ∶ 1000) 、p-mTOR(1 ∶ 500) 、tau
( 1 ∶ 2000 ) 、 p-tau ( S396 ) ( 1 ∶ 10

 

000 ) 、 p-tau
( S404) ( 1 ∶ 5000) 、 GAPDH ( 1 ∶ 3000) ;二抗孵

育,滴加 ECL 化学发光液显影。 使用 Quantity
 

One
 

29. 0 版本软件分析各蛋白带的灰度值,用目的条

带的灰度值 / 内参 GADPH 的灰度值计算各蛋白的

相对表达量。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,并使用 SPSS
 

22. 0 软件进行分析。 采用重复测量方差分析

(ANOVA)分析 Morris 水迷宫逃避潜伏期的组间差

异。 条带灰度值及其他数据采用单因素方差分析。
α = 0. 05 为检验水准。 GraphPad

 

Prism
 

8. 0 进行图

片处理。 以 P<0. 05 为差异有显著性。

2　 结果
 

2. 1　 水迷宫实验结果

　 　 如图 1A 所示,随着训练天数的增加,各组大鼠

的逃避潜伏期逐渐减少,在第 3 天、第 4 天和第 5
天,麦芽酚铝处理组大鼠的逃避潜伏期均比对照组

大鼠长,中、高剂量麦芽酚铝组逃避潜伏期((35. 24
± 4. 78 )

 

s, ( 25. 92 ± 8. 80 ) s ) 明显长于对照 组

((20. 32±6. 04)
 

s,P<0. 001),高剂量麦芽酚铝组的

逃避潜伏期((35. 24±4. 78)
 

s)长于中剂量麦芽酚
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铝组大鼠((25. 92±8. 80)
 

s,P<0. 05),提示麦芽酚

铝处理组大鼠的学习能力随着铝剂量增加而明显

降低。 由图 1B、1C 可见,在空间探索实验中,麦芽

酚铝处理组大鼠的目标象限停留时间和穿越平台

次数均随着铝剂量的升高而减少,尤其是中剂量和

高剂量麦芽酚铝组降低明显。 从图 1D 第 5 天的典

型轨迹图可见,中、高剂量麦芽酚铝组大鼠的游泳

轨迹与对照组比较,明显混乱无序。
2. 2　 Tau、mTOR 和 PSD95 蛋白在麦芽酚铝处理

大鼠海马组织中的表达情况

　 　 如图 2 所示,与对照组比较,各麦芽酚铝处理组

大 鼠的海马组织中,p -mTOR与总mTOR比值( p -

注:A:各组大鼠连续 5
 

天的逃避潜伏期时间;B:各组大鼠的目标象限停留时间;C:各组大鼠穿越平台次数;D:第 5 天定位航行实验代表

性轨迹图。 与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与低剂量麦芽酚铝组比较,

 #P<0. 05;与中剂量麦芽酚铝组比较,
 &P<0. 05。

图 1　 水迷宫实验结果(n= 6)
Note.

 

A,
 

Escape
 

latency
 

time
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

for
 

5
 

consecutive
 

days.
 

B,
 

Target
 

quadrant
 

residence
 

time
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

C,
 

Crossing
 

the
 

platform
 

times
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

D,
 

Representative
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

the
 

navigation
 

experiment
 

on
 

the
 

5th
 

day.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

10
 

μmol / kg
 

Al(mal)
 

3
 group,

 #P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

20
 

μmol / kg
 

Al(mal) 3
 group,

 &P<0. 05.
 

Figure
 

1　 Morris
 

water
 

maze
 

(MWM)
 

results

注:与对照组比较,
 ∗P<0. 05;与低剂量麦芽酚铝组比较,

 #P<0. 05;与中剂量麦芽酚铝组比较,
 &P<0. 05。

图 2　 各组大鼠海马组织中 Western
 

blot 图(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05. Compared

 

with
 

10
 

μmol / kg
 

Al( mal)
 

3
 group,

 #P< 0. 05. Compared
 

with
 

20
 

μmol / kg
 

Al( mal) 3
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

2　 Western
 

blot
 

results
 

of
 

hippocampal
 

tissue
 

of
 

rats
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mTOR / mTOR)与对照组比较明显增高(P< 0. 05);
同时伴随着铝剂量的升高,p-tau / tau 的水平也逐渐

增高,均高于对照组(P<0. 05)。 而 PSD95 蛋白水

平随着麦芽酚铝剂量的增高较对照组明显降低(P<
0. 05),结果表明,铝暴露可以增加大鼠海马组织中

p-mTOR 和 p-tau 蛋白表达,降低 PSD95 的表达。

注:与对照组比较,
 ∗P<0. 05;与铝处理组比较,

 #P<0. 05;与铝+雷帕霉素 100
 

nmol 组比较,
 &P< 0. 05。 与铝+雷帕霉素 300

 

nmol 组比较,
 

@ P<0. 05。

图 3　 各组 PC12 细胞中 p-mTOR、p-tau 及 PSD95
 

Western 图(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

Al-treated
 

group,
 #

 

P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

Al+R100
 

nmol
 

group,
 &P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

Al+R300
 

nmol
 

group,
 @ P<0. 05.

Figure
 

3　 Western
 

blot
 

results
 

of
 

p-mTOR,
 

p-tau
 

and
 

PSD95
 

in
 

PC12
 

cells
 

of
 

each
 

group

2. 3　 雷帕霉素干预对染铝 PC12 细胞中 p-mToR、
p-tau 和 PSD95 的影响

　 　 如图 3 所示,与对照组相比,在铝处理组和铝+
溶剂对照组,p-mTOR 和 p-tau 的表达均明显增加,
而 PSD95 表达明显下降(P<0. 05)。 雷帕霉素干预

组中,与单独铝处理组相比, p-mTOR / mTOR 和 p-
tau / tau 的表达均有所降低,尤其在铝+雷帕霉素 300

 

nmol 组和铝+雷帕霉素 500
 

nmol 组中,p-tau( s404)
下降明显(P<0. 05),p-tau( s396)也恢复至接近正

常对照组水平。 而且随着雷帕霉素干预的剂量增

加,PSD95 表达与单独铝处理组比较,明显回升,差
异显著(P<0. 05)。
2. 4　 雷帕霉素干预对大鼠学习记忆能力和海马组

织中 p-mTOR、p-tau 和 PSD95 的影响

　 　 如图 4 所示,水迷宫结果表明,与单独铝处理组

相比,在第 3、4、5 天,铝+雷帕霉素组大鼠的逃避潜

伏期时间明显缩短,同时目标象限停留时间和穿越

平台的次数均高于单独铝处理组大鼠,说明雷帕霉

素可以逆转铝引起的大鼠学习记忆损害。 大鼠海

马组织中 Western
 

blot 结果表明,铝+雷帕霉素组大

鼠海马组织中 p-mTOR / mTOR 水平下降,而 p-tau /
tau 的比值也下降,PSD95 水平上升(P<0. 05),提示

雷帕霉素可以通过抑制 p-mTOR 的活性,消除 p-tau
的沉积,逆转 PSD95 的表达。 该实验结果与 PC12
细胞实验结果一致,进一步验证了雷帕霉素可以逆

转铝的神经毒性这一机制。

3　 讨论
 

　 　 铝是 AD 的重要环境因素,多项研究表明 AD
患者的脑组织中存在铝含量的过量,而且针对职业

性铝暴露人群的调查研究表明,铝厂工人经历多年

的铝暴露之后,可以引起认知功能的损害[11-12] 。 本

实验中采用大鼠作为亚慢性铝暴露动物模型,水迷

宫结果表明铝处理 3 个月后,大鼠的学习记忆能力

严重受损。 这一研究结果与前期人群研究结果

一致[13-14] 。
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)调控一系列

生理过程[15] 。 mTOR 在维持神经元突触可塑性方

面发挥着重要作用[16] ,同时在神经元蛋白质合成中

发挥重要的调节作用[17-18] 。 我们之前对铝处理 SD
大鼠的海马组织进行了全转录组测序。 生物信息

学分析表明,差异表达的基因高度富集在磷脂酰肌

醇 3-激酶(PI3K) / Akt / mTOR 信号通路[19] 。 因此,
提示 mTOR 在铝诱导的神经毒性中发挥着重要作
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注:A:两组大鼠连续 5
 

d 的逃避潜伏期时间;B:两组大鼠的目标象限停留时间;C:两组大鼠穿越平台次数;D:两组大鼠海马组织中

Western
 

blot 图。 E:两组大鼠海马组织中蛋白表达量统计图。 与铝处理组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 4　 雷帕霉素干预后大鼠水迷宫实验结果和大鼠海马组织中蛋白表达结果(n= 6)
Note.

 

A,
 

Escape
 

latency
 

time
 

of
 

rats
 

for
 

5
 

consecutive
 

days.
 

B,
 

Target
 

quadrant
 

residence
 

time
 

of
 

rats.
 

C,
 

Crossing
 

the
 

platform
 

times
 

of
 

rats.
 

D,
 

Western
 

blot
 

result
 

of
 

rats’
 

hippocampus.
 

E,
 

Protein
 

expression
 

level
 

of
 

rats’
 

hippocampus.
 

Compared
 

with
 

Al-treated
 

group,
 ∗P < 0. 05,

 

∗∗P<0. 01.

Figure
 

4　 MWM
 

results
 

and
 

Western
 

blot
 

results
 

in
 

rats’s
 

hippocampus
 

after
 

Rapamycin
 

treatment
 

用。 本实验结果表明,铝处理大鼠海马组织和 PC12
细胞中均发现 mTOR 的磷酸化激活,提示 mTOR 的

激活参与的了铝的神经毒性。 而且在本实验中,我
们还发现铝处理后出现 p-tau 蛋白过度沉积和

PSD95 蛋白的下降,提示 mTOR 蛋白的激活与 p-tau
沉积和 PSD95 的降低有关。

随后为了验证上述结果,我们分别在 PC12 染

铝模型和 SD 大鼠亚慢性染铝模型中进行雷帕霉素

干预实验,结果表明,用雷帕霉素这种 mTOR 特异

性的抑制剂干预之后, 可以明显抑制铝引起的

mTOR 的磷酸化,同时可以减少磷酸化 tau 蛋白的沉

积,恢复 PSD95 蛋白的表达水平。 该结果再次验证

mTOR 通路激活参与了铝暴露中 tau 蛋白的过度磷

酸化,另外也证明抑制 mTOR 的活性之后,不仅可

以减少磷酸化 tau 蛋白的沉积,而且可以逆转对

PSD95 的毒性作用。 同时,动物实验表明雷帕霉素

可以改善铝引起的大鼠学习记忆下降,减轻铝的神

经毒性。 雷帕霉素是临床常用的治疗 AD 的药

物[20] ,其可以通过抑制 mTOR 磷酸化水平,改善 AD
患者的认知障碍[21] 。 本实验结果证明,雷帕霉素同

样可以抑制由于铝暴露引起的磷酸化 tau 蛋白沉

积,未来可能成为治疗铝暴露职业人群的干预药

物。 本研究的不足之处在于本研究未在体内实验

中采用雷帕霉素进行干预,未验证其在体内是否可

以改善动物的学习和记忆能力,这将是我们下一步

研究方向。
综上所述,mTOR 磷酸化激活参与了铝的神经

毒性机制。 雷帕霉素可以通过抑制 mTOR 的磷酸

化活性,降低铝暴露引起的磷酸化 tau 蛋白的沉积,
减轻铝的神经毒性。
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