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$摘要%

"

目的
"

探讨不同方式的轻度跑步机锻炼对阿尔茨海默病"

?L

#

?MM

转基因小鼠认知功能的影响及可能的作用机

制)方法
"

将
%=

只
8

月龄
?MM

m小鼠随机均分为
=

组+对照组&有规律锻炼组"

>-

组#&无规律不同时刻锻炼组"

*R-

组#和无规

律不同持续时间锻炼组"

*LL-

组#)锻炼结束后!比较各组小鼠的空间认知能力!小鼠海马组织中可溶性及不溶性淀粉样蛋白

"

?

'

#

=$

&

=%

水平!

'

分泌酶与
%

分泌酶活性!小鼠海马组织中脑啡肽酶"

N-M

#&胰岛素降解酶"

*L-

#&基质金属蛋白酶
+

"

JJM.+

#

/>N?

水平*以及小鼠海马存活神经元&脑源性神经营养因子"

OLNU

#&

OLNU

酪氨酸激酶受体
O

"

RCZO

#及磷酸化
RCZO

"

7

.RCZO

#

蛋白水平)结果
"

与对照组比较!

>-

组小鼠的空间认知能力明显提高"

!

$

$9$'

#!海马组织中可溶性与不溶性
?

'

=$

&

=%

水平及
'

分泌酶与
%

分泌酶活性均明显下降"

!

$

$9$'

#)

=

组小鼠海马组织中
N-M

&

*L-

及
JJM.+/>N?

表达水平比较!差异均无统计

学意义"

!

%

$9$'

#)与对照组比较!

>-

组小鼠海马组织中存活神经元数量明显增加"

!

$

$9$'

#!

OLNU

与
7

.RCZO

蛋白水平明显

升高"

!

$

$9$'

#)与
*R-

组&

*LL-

组比较!

>-

组小鼠的空间认知能力&海马组织中
?

'

=$

&

=%

水平及存活神经元数量&

OLNU

和

7

.RCZO

蛋白水平差异均有统计学意义"

!

$

$9$'

#)结论
"

轻度有规律跑步机锻炼能有效提高
?L

鼠认知功能!可能与调节
OL.

NU

,

RCZO

通路有关)
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阿尔茨海默病"

?2̂G@1/@Ck<;1<@0<@

%

?L

#是老年痴呆中最

常见的类型%脑部以淀粉样蛋白"

'

.0/

I

241;

%

?

'

#沉积形成的老

年斑&因微管相关蛋白
R0D

蛋白过度磷酸化而形成神经原纤

维缠结等为其主要病理特征%主要临床表现为进行性认知功能

障碍&行为学改变等%病因十分复杂%目前无特效治疗方法*

"

+

$

临床上仍以药物治疗为主%但存在治疗效果不理想及药物不良

反应等问题$有研究发现%跑步机锻炼可明显提高
?L

患者及

?L

动物模型的空间认知能力*

%.&

+

$但也有研究表明%跑步机

锻炼是一种强迫型运动方式%低强度的跑步机锻炼才更有益于

改善
?L

认知及脑部病理%高强度的跑步机锻炼会对
?L

鼠形

成压力而导致相反的效果*

=.'

+

$而是否任何形式的轻度跑步机

锻炼都可以改善
?L

的认知及病理%目前尚属未知$本研究采

用
&

种不同形式的轻度跑步机锻炼方法干预
?L

小鼠模型%旨

在从行为功能学水平&组织学水平及生化与分子生物学水平等

方面来观察有规律和无规律轻度跑步机锻炼对
?L

鼠认知功

能的影响及其可能的作用机制$

="8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期
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"

材料与方法

!9!

"

材料
"

仪器及试剂!六跑道动物跑步机装置购自北京硕

林苑科技有限公司%

?

'

=$

&

=%-P*(?

检测试剂盒购自赛默飞

世尔公司%

'

.

分泌酶与
%

.

分泌酶
-P*(?

检测试剂盒购自江苏

菲亚生物公司%匀浆器&

"

%

&.

双"

=.

氨基苯氧基#苯"

RM->

#试剂

等购自北京鼎国昌盛生物公司%尼氏染色液购自碧云天生物公

司%低温切片机&倒置显微镜等购自莱卡公司%

>*M?

和
MJ(U

蛋白提取试剂&羊抗兔二抗&

'

.0:B15

&脑源性神经营养因子"

OL.

NU

#&络氨酸激酶受体
O

"

RCZO

#&磷酸化
RCZO

"

7

.RCZO

#兔抗鼠

一抗&聚二氟乙烯"

MFLU

#膜&电泳液&转膜液&发光试剂等购

自上海生工生物公司%垂直电泳槽&转膜仪&蛋白膜成像分析系

统等购自
O14>0;

生物公司%

RC1̂42

&

MC1/@(:C1

7

B

反转录试剂

盒&

(_O>SC@@5

荧光定量试剂盒等购自
R?Q?>?

生物公司%

'

.0:B15

&脑啡肽酶"

N-M

#&胰岛素降解酶"

*L-

#&基质金属蛋白

酶
+

"

JJM.+

#定量
M)>

引物由上海生工合成$动物!清洁级

)'#OP

)

8?MM

转基因
?L

模型小鼠购自中国协和医科大学动

物所%合笼繁殖%饲养于独立送风隔离笼具"

*F)

#$同时期出

生的
%=

只雄性
8

月龄
?MM

m小鼠经
M)>

分子鉴定后用于本

实验$

!9"

"

方法

!9"9!

"

动物模型与分组
"

将
%=

只雄性
8

月龄
?MM

m小鼠分

为
=

组%对照组&有规律锻炼组"

>-

组#&无规律不同时刻锻炼

组"

*R-

组#和无规律不同持续时间锻炼组"

*LL-

组#%每组
8

只$该小鼠模型在
'

"

8

月龄"发病早期#开始在脑部海马区出

现
?

'

%在
!

"

+

月龄"发病期#出现明显的
?

'

沉淀和认知能力

损害$

!9"9"

"

跑步机锻炼
"

>-

组&

*R-

组和
*LL-

组小鼠接受为期

"%

周的跑步机锻炼"速度为
"$/

)

/15

#%每周
'

天"周一至周

五#$

>-

组小鼠!固定时间段%每天上午
!

!

$$,+

!

$$

连续锻炼

"G

,

*R-

组小鼠!不固定时间段%每天任意连续锻炼
"G

,

*LL-

组小鼠!不固定持续时间%每天早晨
!

!

$$

开始%随机锻炼
$

"

"

G

$各组小鼠正式锻炼前在跑步机上接受为期
&;

的适应练习

"每天
"G

%速度为
"$/

)

/15

#$在
>-

组小鼠进行锻炼的同

时%将对照组小鼠放置在另一静止的跑步机上
"G

$实验阶段

为小鼠
8

"

+

月龄$

!9"9#

"

J4CC1<

水迷宫检测小鼠空间认知能力
"

经过
"%

周的

跑步机锻炼%采用
J4CC1<

水迷宫实验检测小鼠空间认知能力

变化$小鼠专用
J4CC1<

水迷宫参数!水池高度为
=$:/

&直径

"%$:/

&分
=

个象限%平台高度为
%!:/

&直径为
"':/

%水温控

制在"

%'c"

#

f

$将平台置于第
#

象限%略低于水面$正式实

验前
"

周为适应练习阶段%各组小鼠每天在固定的时间进行入

水练习%每次
8$<

$第
!

天开始正式测试$首先进行定位航行

实验%每只小鼠从不同象限依次入水%采集器记录小鼠运动轨

迹及逃避潜伏期&穿越平台次数$然后进行空间探索实验%撤

去平台%每只小鼠从不同象限依次入水%记录上述参数$

!9"9$

"

尼氏染色检测海马存活神经元
"

水迷宫实验结束%小

鼠经水合氯醛麻醉&

$9+T

生理盐水灌注&

=T

多聚甲醛固定液

灌注后分离脑组织%经过
=f

&

=T

多聚甲醛过夜&

&$T

蔗糖溶

液孵育
=!G

%石蜡包埋后采用低温切片机切取
"$

*

/

冠状切

片%每个组织切
8

张$染色步骤参照试剂盒说明书进行$封片

后置于显微镜下观察%参照文献*

8

+的方法计数海马区存活的

神经元%存在清晰细胞体及明显细胞核的细胞作为完整存活的

神经元纳入计数$

!9"9%

"

-P*(?

检测小鼠海马组织
?

'

=$

&

=%

水平及
'

.

分泌酶&

%

.

分泌酶活性
"

水迷宫实验结束%断颈处死小鼠%立即分离海

马组织并称取质量%在匀浆器中加入
RM->

"含蛋白酶抑制剂#

制备脑组织匀浆$匀浆经
=f

&

"8$$$C

)

/

离心
"G

%收集上清

液用于检测可溶性
?

'

=$

&

=%

水平及
'

.

分泌酶&

%

分泌酶活性,

沉淀物经
#$T

甲酸重悬%

=f

&

"8$$$C

)

/

离心
"G

后收集上

清液用于检测不溶性
?

'

=$

&

=%

水平$实验方法参照
-P*(?

检

测试剂盒说明书$

!9"9&

"

实时荧光定量
M)>

"

d

>R.M)>

#检测小鼠海马组织相

关基因
/>N?

水平
"

RC1̂42

法提取海马组织总
>N?

%经浓

度&纯度及完整性检测%利用反转录试剂盒将
>N?

反转录为

:LN?

$采用
?O*#'$$

实时定量
M)>

仪进行
d

>R.M)>

反应%

检测
?

'

降解相关基因
N-M

&

*L-

和
JJM.+/>N?

相对表达

水平$每管
%$

*

P

反应体系$反应条件为!

+'f

预变性
&$<

,

+'f

变性
&<

%

8$f

退火
&$<

%

=$

个循环$每个反应重复
&

次$

以
'

.0:B15

作为内参基因%基因相对表达量计算采用比较
)B

法%基因相对表达量倍数变化采用
%

.

,,

)B进行计算$观察熔解

曲线以确认
M)>

反应产物单一性$引物序列如下%见表
"

$

!9"9T

"

X@<B@C5H24B

检测小鼠海马组织
OLNU

&

RCZO

与
7

.

RCZO

蛋白水平
"

分离小鼠海马组织%提取总蛋白并测浓度%每

个样本取适量总蛋白加入
P40;15

3

OD\\@C

%

+'f

水浴
"$/15

使

蛋白变性%置于
,%$f

保存$蛋白样品依次经十二烷基硫酸

钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

(L(.M?S-

#%转
MFLU

膜%封闭%一

抗及二抗杂交%加上发光试剂%

MFLU

膜上的蛋白条带由伯乐

成像分析系统扫描并测灰度值$蛋白相对灰度值"

T

#

g

目的

蛋白条带灰度值)内参蛋白条带灰度值
l"$$T

$

!9#

"

统计学处理
"

采用
(M(("#9$

统计分析数据$多组间数

据比较采用单因素方差分析%两组间比较采用
B

检验%检验水

准
)

g$9$'

%以
!

$

$9$'

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"9!

"

各组小鼠空间认知能力比较
"

与对照组小鼠比较%锻炼

各组小鼠的逃避潜伏期缩短&穿越平台次数增加,

>-

组逃避

潜伏期&穿越平台次数明显优于其他
&

组"

!

$

$9$'

#%

*LL-

组

穿越平台次数多于对照组"

!

$

$9$'

#,而对照组&

*R-

组&

*LL-

组组间逃避潜伏期比较%差异无统计学意义"

!

%

$9$'

#,对照

组&

*R-

组组间穿越平台次数比较%差异无统计学意义"

!

%

$9$'

#$见图
"

&表
%

$

表
"

""

相关基因
d

>R.M)>

引物序列&

'k.&k

(

名称 上游 下游

'

.0:B15 ?))?)?SR))?S))?R)?) R))?))?)))RSRRS)RSR?

N-M S))R)?S))S??))R?)??S ??RRRS)?)??)SR))R)??SRR

*L- S))S??S))RRSR)R)??)R )???R?SS))?RSRR?)?SRS)??

JJM.+ ?)S)?)S?)SR)RR))?SR? ))?))RSSRR)??)R)?)R))

'"8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



""

?

!对照组,

O

!

>-

组,

)

!

*R-

组,

L

!

*LL-

组

图
"

""

J4CC1<

水迷宫实验结果

"9"

"

各组小鼠海马组织
?

'

=$

&

=%

水平及
'

.

分泌酶&

%

.

分泌酶

活性比较
"

与对照组比较%各锻炼组小鼠海马组织中可溶性与

不溶性
?

'

=$

&

=%

水平及
'

.

分泌酶&

%

.

分泌酶活性均有所下降,

只有
>-

组
?

'

=$

&

=%

水平及
'

.

分泌酶&

%

.

分泌酶活性与对照组

比较%差异有统计学意义"

!

$

$9$'

#,

*R-

组&

*LL-

组与对照

组比较%差异均无统计学意义"

!

%

$9$'

#%见表
&

$

表
%

""

各组小鼠逃避潜伏期及穿越平台次数

"""

比较&

EcK

'

+g8

(

组别 逃避潜伏期"

<

# 穿越平台次数"次#

对照组
'#9$8c%98"

0

$98#c$9'%

0

>-

组
%#9"8c+9'+ "9!&c$9="

*R-

组
=#9"!c#9"&

0

"9$"c$98&

0

*LL-

组
='98'c&9%!

0

"9"#c$9#'

0H

""

0

!

!

$

$9$'

%与
>-

组比较,

H

!

!

$

$9$'

%与对照组比较

表
&

""

各组小鼠海马组织
?

'

=$

)

=%

水平及
'

.

分泌酶)

%

.

分泌酶活性比较&

EcK

'

+g8

(

组别
可溶性

?

'

=$

"

5

3

)

/

3

#

可溶性
?

'

=%

"

5

3

)

/

3

#

不溶性
?

'

=$

"

5

3

)

/

3

#

不溶性
?

'

=%

"

5

3

)

/

3

#

'

.

分泌酶活性

"

V

)

/

3

#

%

.

分泌酶活性

"

V

)

/

3

#

对照组
$9&&c$9$= $9#"c$9$# &&9$8c'9'+ ==9&'c'9#! '9=$c$9== 89&%c$9#!

>-

组
$9%"c$9$=

0

$9=8c$9$!

0

%&9"=c=9&+

0

&"9&#c'9&&

0

&9!"c$98%

0

=9!"c$98%

0

*R-

组
$9%!c$9$' $9'+c$9$8 %+9+"c=9## =$9"$c=9&+ '9$8c$98+ '9!%c$9!8

*LL-

组
$9%8c$9$= $9'#c$9$# &"9""c'9+% =$9$#c=9#$ =9#'c$9+! '9#&c$9!$

""

0

!

!

$

$9$'

%与对照组比较

"9#

"

各组小鼠海马组织
N-M

&

*L-

及
JJM.+/>N?

水平比

较
"

与对照组比较%其他
&

组小鼠海马组织中
N-M

&

*L-

及

JJM.+/>N?

表达水平有所升高,但
=

组间各指标比较差异

均无统计学意义"

!

%

$9$'

#%见表
=

$

表
=

""

各组小鼠海马组织
N-M

)

*L-

)

JJM.+

的

d

>R.M)>

检测结果&

EcK

'

+g8

(

指标
N-M/>N? *L-/>N? JJM.+/>N?

对照组
"9$$c$9"' "9$$c$9&$ "9$$c$9%!

>-

组
"9%+c$9&= "9&8c$98$ "9"$c$9"!

*R-

组
"9$+c$9%% "9&'c$9'' "9"8c$9"$

*LL-

组
"9%&c$9"& "9%=c$9%! $9+!c$9$+

""

?

!对照组,

O

!

>-

组,

)

!

*R-

组,

L

!

*LL-

组

图
%

""

小鼠海马
)?"

区尼氏染色结果&比例尺
g"$$

*

/

(

"9$

"

各组小鼠海马存活神经元比较
"

对照组&

>-

组&

*R-

组&

*LL-

组小鼠海马存活神经元数量分别为"

+89$$c%+9$$

#&

"

"8=9$$c=&9$$

#&"

+!9$$c"89$$

#&"

""&9$$c""9$$

#个$对

照组&

*R-

组和
*LL-

组小鼠均表现出明显的海马神经元损

伤%神经元结构不完整%尼氏体明显减少,而
>-

组小鼠海马椎

体细胞层致密排列%海马神经元数量明显增加%与对照组比较

差异有统计学意义"

!

$

$9$'

#$而
*R-

组与
*LL-

组小鼠海

马神经元数量均多于对照组%但差异无统计学意义"

!

%

$9$'

#$见图
%

$

"9%

"

各组小鼠海马组织
OLNU

&

RCZO

及
7

.RCZO

蛋白水平比

较
"

与对照组比较%

>-

组小鼠海马组织中
OLNU

&

7

.RCZO

蛋

白水平均明显上调"

!

$

$9$'

#%

RCZO

蛋白水平无明显变化

"

!

%

$9$'

#$对照组&

*R-

组&

*LL-

组组间
OLNU

&

RCZO

及

7

.RCZO

蛋白水平比较%差异均无统计学意义"

!

%

$9$'

#%见

图
&

$

""

0

!

!

$

$9$'

%与
>-

组比较

图
&

""

小鼠海马组织
X@<B@C5H24B

检测结果
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重庆医学
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年
%

月第
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卷第
'

期



#

"

讨
""

论

""

近年来研究发现%跑步锻炼作为一种简单易行&经济实用

的行为学方法可有效改善
?L

的认知功能$既往的动物实验

研究中%常用的跑步锻炼方式有自由轮跑步锻炼和跑步机锻

炼%前者已被证实可有效提高
?L

认知但临床应用受限%后者

更易在临床上推广应用$但跑步机锻炼是一种强迫式被动性

锻炼方式%其对
?L

的干预效果具有双重性%一方面因长期锻

炼而提高认知能力%另一方面因对机体造成压力并影响机体内

平衡而损害认知*

#

+

$目前研究表明%相比于高强度的跑步机锻

炼%轻度的跑步机锻炼因对机体产生的压力较小而更有效地提

高
?L

的认知能力*

!.+

+

$本研究旨在观察不同形式的轻度跑步

机锻炼方法对
?L

鼠的干预效果并探讨可能的作用机制$

机体生理节奏紊乱会影响代谢平衡进而损害认知*

"$

+

$本

研究结果显示%长期的轻度跑步机锻炼可提高
?L

鼠认知能

力%且只有
>-

组干预效果明显$表明相比无规律的跑步机锻

炼%有规律的跑步机锻炼可有效改善
?L

的认知能力$关于

?L

的发病机制%目前被普遍认可的是
?

'

理论%该理论认为%

淀粉样前体蛋白"

0/

I

241;

7

C@:DC<4C

7

C4B@15

%

?MM

#经
'

.

分泌酶

与
%

.

分泌酶切割产生毒性强的
?

'

=$

与
?

'

=%

%可溶性的
?

'

=$

&

=%

有效地削弱了突触的结构和功能%由其聚合形成的不溶性

的
?

'

则主要沉积在脑部海马区形成老年斑进而损伤神经元%

导致认知功能逐渐减退等临床症状*

""."%

+

$本研究发现%轻度

有规律的跑步机锻炼有效降低了海马组织中可溶性与不溶性

?

'

=$

&

=%

水平及
'

.

分泌酶与
%

.

分泌酶活性%而对
&

个降解
?

'

相关基因
*L-

&

N-M

与
JJM.+

的
/>N?

表达水平并无明显

影响$提示轻度有规律跑步机锻炼减少
?

'

=$

&

=%

是通过抑制

?

'

=$

&

=%

生成和聚合%而不是促进
?

'

的降解$此外%本研究

尼氏染色结果提示%轻度有规律跑步机锻炼相比于不规律锻炼

方式对
?L

鼠海马神经元具有明显的保护作用$

OLNU

)

RCZO

信号通路与神经保护及突触功能密切相关%

在突触可塑性及神经再生中发挥重要的作用*

"&."=

+

$本研究结

果表明%

>-

组
OLNU

和
7

.RCZO

蛋白表达水平较其他
&

组均

明显升高$提示轻度有规律跑步机锻炼对
?L

鼠的神经保护

作用可能是通过调节
OLNU

)

RCZO

通路而实现$

综上所述%不同形式的轻度跑步机锻炼对
?L

的干预效果

明显不同%轻度有规律跑步机锻炼可明显提高
?L

认知$改善

?

'

病理及促进神经元保护可能是轻度有规律跑步机锻炼有效

提高
?L

认知能力的作用机制$而无规律轻度跑步机锻炼对

?L

的干预作用不明显$该研究为临床采用跑步机锻炼来寻

求防治
?L

的有效方法提供参考依据$
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