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大鼠慢性乙醇损伤神经元模型的建立 
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（长沙医学院  湖南长沙  410219） 

摘要：目的：探讨大鼠慢性乙醇损伤神经元模型，建立合适的动物模型。方法：采用健康成年 Wistar 大鼠 32 只，按照体重随机分为空白

组和乙醇组，每组 16 只。乙醇灌胃组给予 600mL／L 乙醇，按 5mL/kg 灌胃，1 次/d；连续 16 周。空白给予等体积的蒸馏水。乙醇组末次

给乙醇后戒断第 1 天、第 7 天和第 16 天取脑进行染色实验，观察大鼠一般情况，及检测大鼠神经元和突触超微结构的变化。结果：连续 16

周后，大鼠存活 28 只 (对照组 15 只 ，乙醇灌胃组 13 只)。乙醇灌胃组大鼠 4 周后少食少动、反应淡漠、毛发无光泽、营养不良。对照组

动物无明显异常。乙醇灌胃组大鼠的体质量重增加较对照组慢。第 4，8 周乙醇组大鼠体质量低于对照组(P＜0.05)，灌胃第 16 周大鼠体质

量差异最明显(P＜0.01)；在乙醇戒断后第 1 天和第 7 天，与空白组相比，大鼠脑内 DG 区 Fluoro-Jade B(FJB)标记的死亡神经元数目显著增加；

到戒断后 16 天，DG 区不能检测到 FJB 阳性细胞。说明慢性乙醇损伤神经元建模较为理想；电镜观察大鼠 DG 区发现，与空白对照组相比，

乙醇组第 7 天和第 16 天突触间隙变窄、变模糊，突触后致密区增厚，部分或完全遮盖了突触间隙。说明乙醇可至突触超微结构的退变。结

论：实验建立的模型可较理想地复制慢性乙醇损伤神经元的过程，且研究表明乙醇具有显著的神经毒性作用。 
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乙醇是一种低分子量并且可以在水和脂质中溶解。由于乙醇具

有脂溶性，早期假设认为乙醇通过影响细胞膜作用于细胞蛋白质

[1]。因此“膜流动性假说”开始包括乙醇与其他中枢神经系统抑制

剂包括全身麻醉药。随着人们掌握了乙醇对蛋白质直接的影响以及

蛋白质分子结构的更多信息，研究重点转移到描述特定的信号系统

活动。现在清楚的是，乙醇直接改变了许多离子通道，受体和酶活

性，这些作用影响了突触的功能和可塑性变化[2]。近年随着乙醇性

脑损伤发病率的增加，世界各国相继对慢性乙醇中毒导致的脑损伤

机理开展了广泛研究[3-4]。因此，本课题对给予乙醇的大鼠神经元

和突触超微结构的变化进行了初步的探讨，为开发预防和治疗乙醇

损伤神经元性疾病的药物提供可靠的理论依据。 

1 材料和方法 

1.1 材料 

实验于 2023 年 4 月-2023 年 12 月在长沙医学院实验室完成。

选用健康成年 Wistar 大鼠 32 只，体质量 240-260g，鼠龄 8-10 周 ，

由长沙医学院实验动物中心提供。所有大鼠分笼饲养，每笼 8 只 ，

在自然光线，室温及湿度条件稳定的情况下，用标准啮齿类动物饲

料喂养。动物实验箱，H-7500 电镜，60 度二锅头。 

1.2 方法 

1.2.1 大鼠给予乙醇模型 

健康成年 Wistar 大鼠 32 只，按照体重随机分为空白组和乙醇

组，每组 16 只。乙醇灌胃组给予 600mL／L 乙醇，按 5mL/kg 灌胃，

1 次/d；连续 16 周。空白给予等体积的蒸馏水。乙醇组末次给乙醇

后（16 周后）戒断第 1 天、第 7 天和第 16 天取脑进行染色实验。 

1.2.2 大鼠脑组织的前处理 

大鼠腹腔注射 4%水合氯醛麻醉后开胸，经左心室插管，剪开

右心耳，先以 

100 ml 生理盐水经左心室灌注，再用 4℃含 4%多聚甲醛的 0.1 

mol/L 磷酸盐缓冲液(PBS,pH7.4 )先快后慢灌流，固定 2h，然后断头

取脑置于 20%蔗糖中过夜， 

直至脑组织沉底，再置于 30%蔗糖中至沉底。取脑组织恒冷切

片机连续冠状切片， 

片厚 30um。 

1.2.3 染色步骤 

①载玻片浸入含有 1 %NaOH 的 80%乙醇溶液(即 5%NaOH 20 

ml+无水乙醇 80m1), 5 min；②70%乙醇浸泡 2 min；③ddH20 漂洗，

2 min；④切片转入 0.06%高锰酸钾溶液中，并摇床振荡 10 min，以

确保切片之间背景抑制一致；⑤ddH20 漂洗 2 min；⑥载玻片置于

FJB 染色液中避光染色 20min，摇床振荡；⑦ddH20 漂洗 2 min；⑧

玻片垂直放置在滤纸上 15 s,滤纸吸水；⑨50℃，烘干 5-10 min；⑩

二甲苯透明至少 1 min；最后 DPX 封片(非水溶性无荧光的封片介

质)。 

1.2.4 电镜 

两组动物水合氯醛麻醉后，经生理盐水、0.25%戊二醛-4%多

聚甲醛全身灌 

流后，低温快速切取海马组织约 1-3mm3，用 2.5%戊二醛磷酸

盐缓冲液 4 ℃固定 PBS 漂洗 3 次，1Omin 可次，1%锇酸固定 2h, PBS

漂洗 3 次，10 min/次，梯度乙醇脱水，Epon 环氧树脂浸透包埋、聚

合、修块，超薄切片机切片，片厚 50um,醋酸铀和柠檬酸铅染色，

采用透射电子显微镜进行海马齿状回(dentate gyrus, DG)组织神经元

和神经突触的超微结构观察。 

1.3 统计分析 

采用 SPSS23.0 统计学软件处理数据，计量资料以（ sx ± ）

表示，组间差异比较采用 wilcoxon 符号秩和检验。P＜0.05 为差异

有统计学意义。 

2 结果 

2.1 两组大鼠体质量实验前后变化情况 

连续 16 周后，大鼠存活 28 只 (对照组 15 只 ，乙醇灌胃组 13

只)。乙醇灌胃组大鼠 4 周后少食少动、反应淡漠、毛发无光泽、营

养不良。对照组动物无明显异常。乙醇灌胃组大鼠的体质量重增加

较对照组慢。第 4，8 周乙醇组大鼠体质量低于对照组(P＜0.05)，

灌胃第 16 周大鼠体质量差异最明显(P＜0.01)。具体见表 1。 

表 1  两组大鼠体质量实验前后比较（kg） 

组别     例数     第 4 周         第 8 周          第 16 周 

对照组    15   342.42±31.45   386.15±33.87    425.19±

40.38 

乙醇组    13   312.55±23.54   339.24±30.62    304.11±

24.41 

2.1 大鼠给予乙醇后神经元的影响 

在乙醇戒断后第 1 天和第 7 天，与空白组相比，大鼠脑内 DG

区 Fluoro-Jade B(FJB)标记的死亡神经元数目显著增加；到戒断后

16 天，DG 区不能检测到 FJB 阳性细胞。说明慢性乙醇损伤神经元

建模较为理想。具体见图 1。 
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对照组                第 1 天   

  
第 7 天              第 16 天 

图 1  大鼠给予乙醇后神经元的变化 

2.2 大鼠给予乙醇后突触超微结构的影响 

电镜观察大鼠 DG 区发现，与空白对照组相比，乙醇戒断后第

7 天和第 16 天突触间隙变窄、变模糊，突触后致密区增厚，部分或

完全遮盖了突触间隙。说明乙醇可至突触超微结构的退变。具体见

图 2。 

     
对照组             第 7 天            第 16 天 

图 2  大鼠给予乙醇后突触超微结构的变化 

3 讨论 

乙醇是亲神经性毒物，具有脂溶性和水溶性，容易透过生物膜

和血脑屏障，进人体内的乙醇 10 min 后即进人大脑，大脑和血液的

乙醇浓度之比为 1:1.18，乙醇容易与卵磷脂结合，而神经组织卵磷

脂极为丰富，故对乙醇的损害敏感。当乙醇进人神经细胞膜的类脂

层时，使神经细胞活动受到抑制，神经元萎缩死亡和缺失[5]。乙醇

的代谢产物乙醛能与各种蛋白质结合，形成的乙醛-蛋白质毒物蓄

积量与慢性乙醇中毒者的饮酒量成正比，此毒物可以抑制蛋白质合

成，干扰细胞膜中类脂和蛋白结构，改变神经细胞膜的流动性，阻

碍钙的运输，引起神经细胞功能障碍[6]。 

海马是学习与记忆的解剖基础，是神经中枢记忆回路的重要结

构，直接参与 

信息的储存和回忆，在辨别空间信息、新异刺激抑制性调节和

短时记忆向长时记 

忆的过度中起重要作用，是认知功能障碍研究领域中涉及最多

的脑区之一[7]。内嗅皮层属于边缘系统一部分，内嗅皮层作为大脑

重要的记忆脑区，与海马结构有大量的纤维联系，并且在海马传入

和传出信息的处理过程中起重要作用，被认为是海马输入与输出的

重要中继站[8]。一方面内嗅皮层接受新皮层的输入并投射至海马，

另一方面将海马的输出信息传至大脑皮层。从功能上来说嗅皮层对

认知的影响主要涉及目标识别记忆和空间记忆[9]。有临床研究显

示，海马、内嗅皮层体积与临床记忆量表总分呈正相关，即海马及

内嗅皮层体积越小，则记忆功能越差。 

乙醇作为一种致畸剂，可诱导中枢神经系统神经元在不同发育

阶段广泛凋亡。乙醇调控神经发育的一种机制即诱导细胞凋亡。凋

亡是哺乳动物正常发育过程中的一个关键过程，具有区域特异性，

在数量和潜伏期上均存在差异，早期发育过程中产生的细胞中有多

达一半细胞发生凋亡，这对成功建立突触连接极为重要[10]。乙醇

诱导凋亡的机制包括 通过抑制 N- 甲基-D- 天/门冬胺 酸受体 

(N-methyl-D-aspartate receptor,NMDAR) 和 增 强 γ － 氨 基 丁 酸

(gamma-aminobutyric acid,GABA)能受体,导致发育中大脑神经元活

性下降,抑制突触活性,诱导神经元凋亡[11]。因为突触活性对神经细

胞在妊娠期和产后早期的存活至关重要，突触活性降低可能导致活

性依赖性细胞凋亡，乙醇可以诱导新生儿期海马神经元细胞发生神

经变性。 

成年海马神经发生分为五个阶段[12]:增殖、分化、迁移、成熟

和长期存活各阶段依赖于突触可塑性整合形成。从细胞产生到完全

整合过程需要 3 个月时间。 细胞增殖、存活、分化和成熟是正常
ꎬ神经元形成的关键阶段 而这些阶段都可能受到乙醇的影响。研究

发现[13]，慢性乙醇暴露能够通过降低 NPC 的增殖、抑制细胞存活

和改变新生神经元细胞形态，阻碍神经发生，而且会影响新生神经

元细胞表型。长期接触乙醇会导致海马齿状回 NPC 增殖和神经发

生出现可逆性抑制，这可能会增强行为应激反应。反应性神经发生

是一种补偿的神经发生丧失的尝试，可能是神经再生期间组织结构

损伤修复和认知功能改善的关键内在机制。测试海马功能的时间主

要集中在乙醇暴露后数天至 3 周内，在出生 6 周后细胞观察不到反

应性神经发生的功能效应。 

综上所述，本文从电生理学检查证实慢性乙醇损伤神经元模型

成功建立。为研究慢性乙醇损伤神经元的发病机制，及其临床治疗

和早期诊断提供了简单可行的动物模型。 
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