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摘要 慢性脱水是阿尔茨海默病患者的临床表现之一，慢性脱水不但可以造成血清渗透压升高，同时也引起中枢神经系统代

谢失调和认知损伤．本文通过配制 4% NaCl 溶液作为 C57 BL/6 小鼠饮用水，连续喂养 3 个月，建立慢性脱水动物模型．慢

性脱水(实验组)小鼠出现血清渗透压和 Na+ 浓度升高、体重减轻等脱水症状．实验组小鼠在“穿梭箱”行为范式中表现学习

迟缓，同时其脑内 5- 羟色胺显著降低，甲醛浓度升高，产生甲醛的氨基脲敏感氨氧化酶(SSAO)活性升高，并且活性升高的

程度(脱水组酶活 / 对照组酶活)显著高于甲醛脱氢酶 3(ADH3)的变化程度．腹腔注射甲醛溶液 7 天(每天 1 次)也导致小鼠的

“穿梭箱”学习过程迟缓，并伴有脑内 5- 羟色胺下降；但在相同条件下，连续 7 天注射 4% NaCl 溶液的小鼠组未见学习迟缓

和 5- 羟色胺水平的降低．这些结果提示，慢性脱水导致小鼠脑内甲醛升高，5- 羟色胺下降，可能是引起小鼠“穿梭箱”学

习迟缓的原因之一．
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随着衰老的进程，许多老年人出现水代谢失

调 [1]．年轻人体内含水量可达体重的 60%，而 65

岁以上老人体内含水量降至 50%左右．在非病理

条件下，衰老伴随着体内水分进行性减少，以至于

发生含水量的失衡．衰老引起口渴和饮水感受发生

迟钝，这种现象被视为机体慢性脱水 (chronic

dehydration)的原因[2]．慢性脱水被认为是老年认知

损伤的共同症状，而老年痴呆病人更是如此[3-5]．

Purdy[6]研究结果表明，体重下降是阿尔茨海默病的

主要临床特征．老年人体重的迅速下降主要起始于

慢性脱水，可能是从非痴呆状态向痴呆发展的征

兆，这也可能是引起老年痴呆的危险因素之一[7].

血清渗透压升高是动物和人体脱水的关键指

标[8-10]，同时可伴有细胞外液减少和血清钠、钾离

子等浓度升高[11-12]．在动物脱水的研究领域，直接

禁水法被用于肠道动力学、糖原代谢、肾水通道蛋

白 AQP2 等研究[13-15]．然而，直接禁水造成的急性

脱水模型，由于实验条件过于剧烈，并不适用于老

年慢性脱水动物模型的研究．因此，本文采用小鼠

长期饮用高浓度 NaCl 盐水饲喂的方法，建立一个

慢性脱水动物模型，用于研究慢性脱水导致实验动

物相关代谢的变化以及认知损伤．

甲醛存在于包括神经元在内的所有细胞，并且

与老年认知损伤密切相关 [16-18]．童志前等 [19]发现，

内源(尿)甲醛的含量与临床老年痴呆病人的认知损

伤的严重程度呈正相关．采用甲醛代谢的前体甲醇

长期喂食猕猴，可以明显导致猕猴的工作记忆能

力下降，脑内老年斑的形成和 Tau 蛋白的异常磷酸

化 [17-18, 20]．甲醛诱导的 Tau 蛋白聚集物具有细胞

毒性，引起神经细胞凋亡 [21-23]． 在 SAMP8 小鼠

中，内源甲醛的异常升高可导致小鼠在 Morris 水

迷宫中学习迟缓[24-25]．在大鼠连续 30 天腹腔注射

0.5 mmol/L 甲醛的实验中，大鼠脑组织甲醛浓度

升高，在 Morris 水迷宫中也表现学习记忆能力下

降[19]．尽管甲醛与认知功能之间的关系已经开展了

大量的研究[26-28]，但是，慢性脱水与甲醛代谢之间

的关系尚未阐明．
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本文通过小鼠长期(3 个月)饮用 4% NaCl 水溶

液，建立慢性脱水动物模型．慢性脱水动物出现血

清渗透压升高，Na+ 浓度升高和体重降低的典型脱

水症状，小鼠脑内甲醛明显升高，甲醛代谢失衡，

并表现出穿梭箱范式的学习迟缓．这些结果显示，

慢性脱水与内源甲醛代谢失调密切相关．该工作的

开展，有助于进一步理解慢性脱水引起老年认知损

伤的机制．

1 材料与方法

1援1 材料

动物：C57 BL/6 小鼠，雄性，6～8 周，体重

20 g，购于维通利华实验动物技术有限公司(北京).

试剂：甲醛溶液购于 Sigma 公司(美国)，乙腈

购自 Thermo Fisher 公司(美国)，氯化钠(NaCl)、三

氯乙酸、2, 4- 二硝基苯肼(DNPH)、多聚甲醛等购

自北京北化精细化学品有限责任公司(中国)．氨基

脲 敏 感 氨 氧 化 酶 (semicarbazide sensitive amine

oxidase，SSAO)、乙醇脱氢酶 3(ADH3)、5- 羟色胺

(5-HT)、多巴胺(DA)、乙酰胆碱(Ach)、肿瘤坏死

因子 琢(TNF-琢)及白介素 6(IL-6)等酶联免疫吸附试

剂盒购于上海纪宁生物有限公司(中国)．超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase，SOD)及谷胱甘肽还

原酶(glutathione reductase，GR)检测试剂盒购自北

京宝瑞杰生物有限公司 (中国 )．Anti-p181 tau、

anti-p396 tau 及 anti-tau5 抗体购自 CST 公司 (美

国)．Anti-茁-actin 购自 Sigma 公司(美国)．

1援2 动物饲喂

小鼠单只分笼饲养，饲养环境为昼夜 12 h 交

替(室温度，18℃～22℃；湿度，50%～60%)，食

物和水自由摄取[29]．小鼠适应环境 7 天后，实验组

饮用水更换为 4% NaCl 的水溶液，持续喂养 3 个

月．所有小鼠进行动物行为学检测后，摘眼球取

血，脊椎脱臼处死．取动物脑、肝、肾等组织，

-80℃冰箱冷冻储存．所有动物实验均获得中国科

学院生物物理研究所，动物道德伦理委员会的批准

(批准号：SYXK2013-77)．

1援3 行为实验

1援3援1 穿梭箱

穿梭箱为两个相同的封闭箱(280 mm伊155 mm伊
213 mm)，两者之间有门联通，顶部有蜂鸣器，底

部有带电刺激栅格．实验时先将小鼠放入箱内任意

一侧，适应 10 min．然后给予条件刺激(声音)10 s.

条件刺激 5 s 后同时给予 10 s 非条件刺激(足底电

流)．共进行 100 次训练，每次训练间隔 30 s．按

照每 10 次训练为一个点统计小鼠的学习曲线，主

动回避次数占总次数的比率作为反映小鼠学习效果

的指标．每组 8 只，每只小鼠实验完毕后用 75%

酒精擦拭整个装置，待酒精全部挥发后进行下一只

的测试[30]．

1援3援2 Y 迷宫

Y 迷宫用 PVC 板制作，内外壁贴白色胶纸．

共 3 个臂，各个臂夹角 120毅，规格 30 cm伊8 cm伊
15 cm，在中央处各有一个可移动的隔板．迷宫各

个臂内贴有不同形状的几何图形作为视觉标记．小

鼠进入迷宫时所在的臂称为起始臂．整个实验过程

中起始臂和其他臂均一直打开，动物可以自由出

入．用摄像头记录 6 min 内小鼠的运动情况．每组

8 只，每只小鼠实验完毕后用 75%酒精擦拭整个装

置，待酒精全部挥发后进行下一只的测试[31]．

1援3援3 八臂迷宫

八臂迷宫硬件部分中央平台直径 30 cm，辐射

分布的八个臂长 35 cm．每个臂除了通向中央平台

的出口外，其他三面均由高度为 25 cm 的墙阻隔．

每个臂远心端放置高度为 1 cm 的食槽，迷宫周围

设置环境标示．实验所用饲料为巧克力味食物，放

置于目标臂的食槽中．首先对小鼠进行禁食处理，

24 h 后给予 2 h 的自主取食时间，所用食料为实验

过程中将要使用的巧克力味食物．该过程共进行 2

天，使得特定的食物能够对小鼠产生驱使．将每只

小鼠放入八臂迷宫内适应 10 min．该过程进行 2

天，使得小鼠充分熟悉迷宫环境．随后，将 1、3、

4、7 臂设置为目标臂，在每个食槽中放上巧克力

味食物．将小鼠放于中央区，用摄像头记录 10 min

内小鼠的活动状态．统计小鼠的工作记忆错误(小

鼠再次进入放有食物臂的错误次数总和)、参照记

忆错误(小鼠进入未放食物臂的错误次数总和次数)

及总错误(参照记忆错误次数和工作错误次数总

和)．每天 1 次，共进行 8 次．每组 8 只，每只小

鼠实验后用 75%酒精擦拭整个实验装置，待酒精

挥发完毕后进行下一只的测试[32]．

1援3援4 高架十字迷宫

高架十字迷宫由 2 个相对的开放臂、2 个相对

的封闭臂及 1 个连接四只臂的中央平台组成．测试

前，将每只小鼠置于高架十字迷宫的中央平台处，

使其头部正对其中一个开放臂． 用摄像头记录

5 min 内小鼠进入开放臂和封闭臂的次数和时间．

进入任一臂以小鼠四只脚均进入到臂内为准．统计
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小鼠进入开放臂次数 / 总次数，进入封闭臂次数 /

总次数，进入开放臂时间 / 总时间及进入封闭臂时

间 / 总时间这 4 个指标．每组 8 只，每只小鼠实验

后用 75%酒精擦拭整个实验装置，待酒精挥发完

毕后进行下一只的测试[33]．

1援3援5 开放旷场

采用计算机实时监测分析系统 SMART-

VIDEO-TRACKING．该仪器主要由 4 个敞口箱组

成，规格 40 cm伊40 cm伊30m．实验前将小鼠置于

饲养室适应 1 周．实验开始前 30 min 将小鼠移入

测试室适应，以保证实验时小鼠活动趋于稳定．开

始时将小鼠背对操作者放入旷场中央，用摄像头记

录小鼠每 5 min 的总运动距离与时间，中心区域运

动的距离与时间．每组 8 只，每只小鼠实验后用

75%酒精擦拭整个实验装置，待酒精挥发完毕后进

行下一只的测试[33]．

1援3援6 运动与拉力

将小鼠前肢肌肉拉力测试仪调零，使小鼠垂直

状前肢双爪抓紧测试仪的网状力臂上，待小鼠安静

后垂直拉动小鼠尾巴直至脱离拉力测试仪，记录数

值．每只小鼠拉力测试重复 3 次，每组 8 只[33]．

1援3援7 痛觉测定

采用辐射热刺激“甩尾测痛法”测量小鼠尾部

热痛觉敏感性．以小鼠甩尾反应的潜伏期(tail-flick

latency，TFL)作为痛阈指标．先将小鼠装进小鼠固

定器中，适应 10 min．待小鼠安静后在每只动物尾

部后 2 cm 测其 TFL，以刺激开始至出现甩尾的时

间为痛阈值．基础痛阈值取 3 次的平均值，每次测

量间隔 5 min，每组 8 只[30]．

1援4 血清钠/钾离子含量及血清渗透压检测

小鼠血清中钠 / 钾离子浓度使用美国 P-E3O3O

原子吸收光谱仪火焰法测定，由北京中医药大学代

为检测．小鼠血清渗透压由德国罗泽渗透压检测仪

(OM815，亚森国际，德国)检测[34]．

1援5 小鼠体内自由水及结合水测定

采用小鼠身体组分 MRI 分析仪对 C57 BL/6 体

内自由水与结合水含量进行活体检测，由北京大学

生命科学学院代为检测[35]．

1援6 HPLC检测脑甲醛浓度

称取小鼠 0.1 g 脑组织，加入 0.5 ml SDN 裂解

液组织匀浆，随后加入 0.5 ml 三氯乙酸，离心

(13 000 r/min，4℃ 30 min)．取 0.4 ml 上清，加入

0.1 ml DNPH(1g/L)，0.5 ml 乙腈，混匀后 60℃水

浴 30 min，离心(13 000 r/min，4℃ 30 min)，取上

清进行 HPLC 检测[36]．

1援7 酶联免疫吸附法测定

采用酶联免疫吸附法试剂盒检测小鼠血清中氨

基脲敏感氨氧化酶(SSAO)及甲醛脱氢酶 3(ADH3)

的含量及活性．同时检测小鼠脑中 5- 羟色胺、多

巴胺和乙酰胆碱等神经递质的变化．所有实验步骤

均严格按照说明书进行．

1援8 血清中应激因子及炎症因子的测定

采用超氧化物歧化酶及谷胱甘肽还原酶检测试

剂盒，测定小鼠血清中 SOD 及 GR 酶活性．采用

酶联免疫试剂盒，检测小鼠血清中 TNF-琢 及 IL-6

的含量．所有步骤均严格按照说明书进行．

1援9 Western blotting检测脑中 Tau蛋白磷酸化水平

称取 0.1 g 小鼠脑组织，加入 1 ml SDN 裂解液

组织匀浆，离心(13 000 r/min，4℃ 30 min)，取上

清．用 BCA 试剂盒测定蛋白质浓度，对蛋白质进

行 SDS 凝胶电泳分离，然后将其转印到 PVDF 膜

上，进行一抗孵育 (一抗为 Tau 5、 anti-pT181、

anti-pS396 及 anti-茁-actin)．摇床过夜(4℃ )，进行

二抗孵育．用 ECL 超敏化学发光液显影[33]．

1援10 甲醛与 4%NaCl 腹腔注射

小鼠于鼠房内适应 1 周后，随机分为两组，每

组 8 只．实验组腹腔注射 0.2 mg/kg 浓度的甲醛溶

液或 4% NaCl 水溶液连续 7 天，对照组注射等体

积生理盐水溶液．处理后根据上述实验步骤对小鼠

进行行为学及各项生化指标的检测[19]．

1援11 统计方法

测定值用平均数依标准误(mean依SE)表示，各组

实验数据采用统计软件 SPSS 17.0 中的 ONE-WAY

ANOVA 法分析，P < 0.05 或者 P < 0.01 作为具有

统计学差异显著性．

2 结 果

2援1 慢性脱水小鼠模型的建立

血清渗透压升高与否是检验动物脱水的关键指

标．C57 BL/6 小鼠持续饮用 4% NaCl 水溶液 3 个

月后的测定结果显示，血清渗透压 (图 1a，P <

0.01)和血清 Na+ 浓度(图 1b，P < 0.05)显著高于对

照组，同时伴有体重的降低(图 1c, P < 0.01)，但未

见血清 K+ 浓度的显著升高(图 1d，P=0.185)．采用

小鼠身体成分分析仪 MRI，分析小鼠体内含水量，

与对照组比较，实验组小鼠体内自由水(图 1e，P=
0.541)和结合水(图 1f，P=0.857)均未见显著变化．

431· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2016; 43 (4)

通过设计实验，对实验组的应激和炎症反应状

态也进行了检测，主要测定了脑内 SOD(图 S1a)、

GR(图 S1b)酶活性，以及 TNF-琢 (图 S1c)和 IL-6

(图 S1d)的表达．但未见这些指标显著升高．以上

结果表明，饮用 4% NaCl 盐水 3 个月，可以建立

慢性脱水动物模型．

2援2 4%NaCl 水溶液饮用 3 个月后小鼠在穿梭箱

学习过程中表现迟缓

在穿梭箱训练过程中(图 2a)，尽管实验组和对

照组小鼠随着训练次数的增加，主动回避刺激的成

功率都不断增加，且最终都可以达到 75%，表明

两组小鼠最终都可以学会躲避疼痛刺激．但实验组

在学习过程中，较对照组始终表现出学习缓慢，直

到第 40～50 次刺激时，其主动回避刺激的成功率

显著低于对照组(P < 0.05)，说明实验组的学习能力

较为迟缓．

为了确定饮用盐水是否能够影响记忆能力，作

者观察了训练后第 2 天实验组主动回避刺激的情

况．结果表明，实验组与对照组无显著差异(图 2b,

P > 0.05)，即小鼠一旦学会躲避刺激，在一定时间

内会保持记忆．为了保证穿梭箱实验的准确性，

作者对小鼠尾部痛觉敏感性进行了热痛觉检测．如

Fig. 1 Changes of serum osmotic pressure, sodium concentrations and body weight in NaCl鄄treated group
The serum osmotic pressure (a), sodium concentrations (b) in 4% NaCl-treated group were determined as described in Materials and methods. Their
body mass were measured (c). : Control group; : 4% NaCl group. Under the same conditions, the serum potassium concentration (d), free

water/body mass (e) and bound water/body mass (f) were also measured. The data are shown as the mean 依 SE; *P < 0.05; **P < 0.01.
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Fig. 2 Shuttle box detection in C57 BL/6
mice with chronic dehydration

The experimental conditions of water intake were shown in Figure 1.

After stimulating by the case of sound, the ratio of conditional response

was used to measure learning and memory ability (a). The horizontal

axis is the number of training. Memory test was done after the second

day of training (b). : Control; : 4% NaCl. Tail flick test was

performed in the experimental conditions (c). The data are shown as the

mean 依 SE. *P < 0.05.

图 2c 所示，两组小鼠尾部痛觉的敏感性没有显著

性差异(P=0.785)．
另外，与对照组相比，在其他迷宫类检测学习

记忆行为范式中，如 Y 迷宫 (图 S2)及八臂迷宫

(图 S3)，实验组未表现出显著差异．实验组在检测

焦虑行为的高架十字迷宫(图 S4a, 4b)和开放旷场

(图 S5a, 5b, 5c)实验中，均未表现出显著差异(P >

0.05)．但实验组在拉力实验中表现出了差异(图 S5d,

P < 0.05)．如上所述，实验组在疼痛刺激下的黑暗

穿梭箱中，表现出学习能力迟缓．

2援3 4%NaCl水溶液饮用 3个月后小鼠脑甲醛升高

小鼠连续饮用 4% NaCl水溶液 3 个月，其脑内

甲醛升高(图 3a，P < 0.05)，同时 SSAO 酶活性显

著升高(图 3b，P < 0.05)，其表达水平也有所升高

(图 3c，P=0.061)．在相同条件下，虽然甲醛脱氢

酶 ADH3 蛋白含量有所下降(图 3d，P=0.123)，但

酶活性升高(图 3e，P < 0.05)．比较二者酶活性升

高的程度(脱水组 / 对照组)，SSAO 酶活性升高的

程度显著大于 ADH3(图 3f，P < 0.05)，即小鼠脑内

产生甲醛的酶活性，高于降解甲醛的酶活性．这些

结果提示，4% NaCl水溶液连续处理 3 个月，可

以导致小鼠脑内甲醛代谢失衡，从而引起甲醛浓度

升高．

2援4 腹腔注射甲醛可导致小鼠穿梭箱行为异常

分别采用甲醛水溶液和 4% NaCl水溶液对小鼠

进行腹腔注射(1 次 / 天，共 7 天)．结果显示，与

对照组相比，甲醛注射组在第 50～60 次训练时，

表现出学习迟缓(图 4a, P < 0.05)，而 4% NaCl注射

组与对照组相比，却始终未见显著变化(图 4b)．但

训练终末，两组主动回避刺激成功的百分率都可达

75%以上．与对照组相比，甲醛注射组小鼠脑内甲

醛含量显著上升(图 4c)，而 4% NaCl组未出现脑甲

醛含量的显著改变(图 4d)．为了排除疼痛差异的干

扰，实验中分别测定了对照组、甲醛注射组(图 4e)、

4% NaCl注射组(图 4f)小鼠尾部痛觉的敏感性，均

未见明显差异．这些结果提示，饮用 4% NaCl水溶

液 3 个月所引起学习迟缓的原因之一，可能是慢性

脱水导致脑内甲醛的升高所致．

2援5 实验组小鼠脑内 5鄄羟色胺水平显著下降

既然腹腔注射甲醛，能够引起小鼠在穿梭箱学

习过程的迟缓，那么甲醛是否可以导致脑内相关神

经递质的水平发生改变？实验结果显示，4% NaCl

水溶液饮用 3 个月后，导致小鼠脑内 5- 羟色胺水

平显著下降(图 5a，P < 0.05)，而实验组脑内的乙
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Fig. 3 Measurement of the formaldehyde concentration in brain and SSAO/ADH3 enzymatic activity in serum
The brain formaldehyde concentration of NaCl-treated mice (a) was measured as described [36]. SSAO concentration (b) and its enzymatic activity (c) as

well as ADH3 concentration (d) and its enzymatic activity (e) were detected with ELISA. Changes in the ratio (dehydrated group/control group) of

SSAO activity was significantly greater than that of ADH3 (f). The data are shown as the mean 依 SE; *P < 0.05; **P < 0.01.

酰胆碱(图 5b，P=0.527)和多巴胺(图 5c，P=0.833)
的含量未见显著改变．为了进一步证明由甲醛引起

脑内 5- 羟色胺含量的降低，作者通过腹腔注射甲

醛或 4% NaCl来检测脑内 5- 羟色胺含量．如图 5d

所示，腹腔注射甲醛同样导致小鼠脑内 5- 羟色胺

含量的显著下降(P < 0.05)，而腹腔注射 4% NaCl

的小鼠脑内 5- 羟色胺的含量下降不显著(图 5d，P=
0.088)．这些结果暗示，脑甲醛升高后，通过降低

脑内 5- 羟色胺，影响了小鼠在穿梭箱行为范式中

的学习过程．

另外，作者检测了 4% NaCl水溶液饮用 3 个月

小鼠脑内 Tau 蛋白的磷酸化水平．无论第 181 位酪

氨酸残基，还是第 396 位丝氨酸残基的侧链，均未

见磷酸化水平的显著变化(图 S6a 和 6b)．脑组织的

Tau 蛋白(Tau5)水平也未见明显变化．这提示 Tau

蛋白的磷酸化，可能未参与慢性脱水小鼠在穿梭箱

行为范式过程中出现的学习迟缓．

2
0

Control

(a)

4% NaCl

*

4
6
8

10

12
14
16

18

2
0

Control

(b)

4% NaCl

*

4
6
8

10
12
14
16
18

0
Control

(c)

4% NaCl

200

150

100

50

0
Control

(d)

4% NaCl

50

40

30

20

10

0
Control

(e)

4% NaCl

15

10

5

(f)

*

0

4

3

2

1

*

The normalized
value of ADH3

The normalized
value of SSAO

434· ·



李婷, 等：慢性脱水中的脑甲醛代谢失调与学习迟缓2016; 43 (4)

Fig. 5 Level changes of 5鄄HT, Ach and DA in the mouse brain
The levels of 5-hydroxltryptamine (5-HT, a), acetylcholine (Ach, b) and dopamine (DA, c) in the brain of 4%NaCl-treated mice were detected by ELISA
kits for three months group. Meanwhile, the 5-HT concentration of mice injected intraperitoneally with formaldehyde or 4% NaCl were also detected
(d). The data are shown as the mean 依 SE; *P < 0.05; **P < 0.01.
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Fig. 4 Shuttle box detection in C57 BL/6 mice injected with formaldehyde or 4%NaCl
The experimental conditions of water intake were shown in Figure 1, except for the injection with formaldehyde or 4% NaCl. After stimulating by the

case of sound, the ratio of conditional response was used to measure learning and memory ability (a, b). The horizontal axis is the number of training.

Brain formaldehyde concentration was detected by HPLC (c, d). Tail flick test was performed in the experimental conditions (e, f). The data are shown

as the mean 依 SE; *P < 0.05. (a) : Control; : FA inject. (b) : Control group; : 4% NaCl Group.■ ■ ● ● ■ ■ ● ●
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3 讨 论

本文作者观察到了慢性脱水可以导致实验小鼠

在“穿梭箱”实验范式中的学习迟缓，同时小鼠脑

内 5- 羟色胺显著降低，脑内甲醛升高，并伴有甲

醛代谢酶活性的显著改变，即产生甲醛酶 SSAO 活

性升高的程度，显著高于降解甲醛酶活性的升高程

度．这些结果提示，慢性脱水导致小鼠脑内甲醛代

谢失衡，可能是影响 5- 羟色胺代谢的因素之一．

与对照组相比，慢性脱水组小鼠在“Y 迷宫”

和“八臂迷宫”的学习记忆中均未见显著差异．慢

性脱水小鼠在“穿梭箱”行为范式中表现出学习迟

缓，这可能是“穿梭箱”的行为范式，通过声音

刺激联合电击足底(厌恶刺激)来左右小鼠的学习过

程[37]．与“Y 迷宫”和“八臂迷宫”依赖自发运动

的学习记忆不同，“穿梭箱”是给予条件刺激引发

恐惧的学习记忆范式[38]．另外，由于实验组饮用高

盐水溶液，出现慢性脱水的症状，限制了采用

“Morris 水迷宫”检测小鼠学习认知能力．由于进

入水缸之后，小鼠会出现饮水行为，从而干扰水迷

宫学习范式．因此，在本实验中没有使用“Morris

水迷宫”这一范式．

小鼠脑内 5- 羟色胺含量是与穿梭箱表现行为

直接相关的．很多学者发现，在小鼠训练 100 次的

同时，向脑室注射 5- 羟色胺的激动剂或抑制剂都

能影响小鼠穿梭箱学习的过程[39]．脑内的 5- 羟色

胺含量又与动物的恐惧记忆直接相关．早在 1982

年，Archer[40]的实验结果表明，脑内 5- 羟色胺含量

的降低会增加和延长大鼠的恐惧记忆．徐林等[41]发

现，脑内不能产生 5- 羟色胺的缺陷小鼠与普通小

鼠相比，焦虑水平低但却长时间保留着恐惧记忆．

在敲除 5- 羟色胺的小鼠脑内注射 5- 羟色胺后，

这种增强的恐惧记忆能够消退至与对照组小鼠一

样[41]．这些结果进一步说明，增强的恐惧记忆是由

5- 羟色胺缺乏引起的．由血中 5- 羟色胺调节的抗

巩固蛋白(anticonsolidation protein)也在穿梭箱学习

记忆范式中发挥作用，包括影响恐惧与焦虑等行

为 [42]．慢性脱水组小鼠脑内 5- 羟色胺显著降低，

而腹腔注射甲醛的小鼠同样出现脑内 5- 羟色胺水

平明显下降．因此，小鼠对暗穿梭箱的刺激引发出

对恐惧的敏感，这就不难理解为什么慢性脱水小鼠

在“穿梭箱”行为范式中表现学习迟缓．

在细胞培养基中加入 0.5 mol/L 山梨醇或

0.3 mol/L 甘露醇引发细胞脱水的模型已经很成

熟[43-44]，但是，细胞脱水模型难以做到长期操作而

形成慢性脱水的状态．因此，作者未使用细胞作为

慢性脱水的模型．关于动物脱水模型，直接禁水建

立的是急性脱水，造成的损失往往是水、盐电解质

紊乱，甚至形成酸中毒．黄玲玲等采用“醋酸去氧

皮质酮(DOCA)- 高盐”建立高血压大鼠模型，使用

4% NaCl饮用联合皮下注射 DOCA 8 周的方法造

模，用于高血压的研究[45-46]．参考他们的工作，同

时也为了避免形成高血压，作者采用给小鼠长期饮

用 4% NaCl水溶液来建立慢性脱水模型．该模型小

鼠出现了血清渗透压和钠离子浓度升高，体重减轻

等脱水症状，但是伴随高血压相关的一些因子(如

TNF-琢 及 IL-6)并没有升高．这一模型的建立有助

于进一步探索慢性脱水诱发老年认知损伤的机制．

综上所述，在慢性脱水组中，小鼠出现 “穿

梭箱”学习范式的迟缓，可能是脑内 5- 羟色胺降

低所致．然而，作者认为甲醛代谢失调在其中可能

是关键因素之一．其理由如下：a．饮用 4% NaCl

组出现脑内甲醛升高，同时伴有脑内 5- 羟色胺的

降低；b．慢性脱水组脑内 SSAO 酶活显著升高，

同时伴有该酶蛋白水平一定程度的增加；c．SSAO

的升高程度显著高于甲醛降解酶 ADH3，使得甲醛

在脑内蓄积；d．腹腔注射甲醛可以明显导致小鼠

脑内 5- 羟色胺水平的减低，而相同条件下注射 4%

NaCl，脑内 5- 羟色胺降低不明显．因此，本文的

工作可以小结为：慢性脱水导致脑内甲醛升高，后

者的升高引起 5- 羟色胺在脑内的下降，从而使得

慢性脱水小鼠在穿梭箱的学习过程中表现迟缓．那

么，脱水是如何导致脑甲醛上升的，甲醛又是如何

引起 5- 羟色胺降低的，其作用机制仍有待进一步

探索．

附件 图 S1～S6，见本文网络版附录(http:// www.

pibb.ac.cn)
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Abstract Chronic dehydration is reg arded as a common symptom of patients with age-related cognitive

impairment, particularly those with Alzheimer disease. Chronic dehydration causes not only serum

hyperosmotic-pressure increase, but also metabolic dysfunction of central nerve system and cognitive impairment.

Here, we show the establishment of an animal model for chronic dehydration with C57 BL/6 mouse that was

administrated with 4% NaCl instead of water intake for 3 months. For NaCl-fed group, serum osmotic pressure and

Na+ concentration were significantly increased and their body weight was decreased, indicating the chronic

dehydrated symptoms. The chronic dehydrated mice (fed with 4% NaCl ) with a marked low level of

5-hydroxltryptamine showed slower learning in“ Shuttle box” behavior assay than those fed with water as

controls. Brain formaldehyde was increased following an imbalance of the activities between semicarbazide

sensitive amine oxidase (SSAO) and formaldehyde dehydrogenase 3 (ADH3). To demonstrate that dysmetabolism

of formaldehyde induces a low level of 5-hydroxltryptamine (5-HT) and the slow learning, formaldehyde was

intraperitoneally injected to the mouse for 7 days. The results showed that formaldehyde injection leads to an

elevation of 5-HT and slow-learning in shuttle box, however, 4% NaCl injection does not result in any significant

differences in 5-HT and behavior assay. These data suggest that chronic dehydration in mice results in

dysregulation of brain formaldehyde, which decreases the level of 5-HT and slows learning in shuttle box.
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Fig. S2 Y maze test in C57 BL/6 mice with chronic dehydration
The experimental conditions of water intake were shown in Figure 1. The percentage of alteration in the Y maze was used to measure the exploration of

a new environment. The data are shown as the mean 依 SE.

Fig. S1 Expression of serum SOD, GR, TNF鄄琢 and IL鄄6 in 4%NaCl drinking group
The experimental conditions of water intake were shown in Figure 1. Activities of serum superoxide dismutase (SOD, a) and glutathione reductase (GR,

b) as well as concentrations of TNF-琢 (c) and IL-6 (d) in 4% NaCl-treated group were also measured. The data are shown as the mean 依 SE.
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Fig. S5 Open field test and the tension of the fore legs measurement
The experimental conditions of water intake were shown in Figure 1. In open field test, the distance in central area and total area (a), the time spending
in central area and total area (b). : Control group; : 4% NaCl group. Movement speed (c) were recorded within 5 min. Meantime, the tension of
the fore legs was detected (d). The data are shown as the mean 依 SE; *P < 0.05.
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Fig. S4 Elevated plus maze in C57 BL/6 mice with chronic dehydration
The experimental conditions of water intake were shown in Figure 1. In the elevated plus-maze, the percentage of the time spent (min) in the open arms
and close arms (a), the number of open arm and close arm entries (b) within 5 min was recorded. The data are shown as the mean 依 SE. : Control; :

4% NaCl.

Fig. S3 Eight鄄arm maze test in C57 BL/6 mice with chronic dehydration
The experimental conditions of water intake were shown in Figure 1. Working memory error percentage (a) and reference memory errors percentage (b)
were seen as the longitudinal axis of the index for judging the ability of learning and memory of mice. The data are shown as the mean 依 SE. :

Control; : 4% NaCl.
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Fig. S6 Tau phosphorylation in the 4%NaCl鄄treated mice for three months
Conditions for the treatment were the same as for Figure 1, except that phosphorylation of Tau in brain was detected by Western blotting using

anti-pT181, anti-pS396, anti-Tau-5 (a), respectively. 茁-Actin was used as a loading control. Quantification is shown in (b). The phosphorylation levels

were expressed as the ratio between phospho-site and the total Tau staining. The data are shown as the mean 依 SE. : Control; : 4% NaCl.
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