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胰淀素在痴呆小鼠和正常小鼠脑内的分布和表达变化
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　　［摘要］　目的　观察胰淀素在正常小鼠、阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）模型小鼠和肥胖
模型小鼠脑内的分布和表达情况，分析其与小鼠脑内老年斑的关系，探讨胰淀素是否参与老年性痴呆的

发病。方法　 取５月龄雄性ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠（ＡＤ模型小鼠）、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠及野生型小
鼠（正常小鼠），采用免疫荧光染色方法检测胰淀素和老年斑在各组小鼠脑内的分布和表达。结果　 免
疫荧光双标检测结果显示：胰淀素免疫阳性神经元广泛分布于ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠脑内，包括皮质、
海马、丘脑等区域，强阳性表达于岛叶和梨形皮质区域（Ｐ＜０．０１），而老年斑则选择性表达于新皮质、海
马等区域，胰淀素的分布范围较老年斑的分布广泛，在部分老年斑的周围可见胰淀素免疫阳性物质分

布。５月龄ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠新皮质内胰淀素阳性神经元数目明显高于正常小鼠（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论 　胰淀素在ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠及正常小鼠脑内的分布和表达存
在差异，这种差异有可能促进老年斑的形成以及参与ＡＤ疾病的发生。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）又叫老
年性痴呆（ｓｅｎｉｌｅｄｅｍｅｎｔｉａ），是一种发生于老年期前后
的中枢神经系统的退行性疾病。ＡＤ发病的中心环节
是β淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβｐｅｐｔｉｄｅ，Ａβ）沉积形成的
老年斑（ｓｅｎｉｌｅｐｌａｑｕｅｓ，ＳＰ）。研究显示胰淀素和 Ａβ
密切相关，能聚合形成淀粉样纤维，对外周和中枢神经

系统产生影响［１］。胰淀素（ａｍｙｌｉｎ）即胰岛淀粉样多肽
（ｉｓｌｅｔａｍｙｌｏｉｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＩＡＰＰ），是近年来新被认识的一
种降糖激素，由胰岛β细胞分泌所产生［２］。它的有毒

成分是一种具有膜渗透性的可溶性低聚物，能够损伤

神经元［３］，其低聚体通过干扰破坏细胞膜从而导致胰

岛β细胞的凋亡［４－５］。此外，胰淀素在大脑沉积对前

驱糖尿病胰岛素抵抗有一个直接的影响，可能是引起

与年龄相关性神经退行性疾病的第二种淀粉样蛋

白［６－７］。胰淀素沉积形成的胰岛淀粉样蛋白沉积

（ＩＡ）是Ⅱ型糖尿病的主要病理特征，Ⅱ型糖尿病是
ＡＤ发病的风险因素之一［８］，但目前关于胰淀素在 ＡＤ
和糖尿病患者脑内的分布和表达却鲜有报道。本课题

拟以ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因 ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模
型小鼠及正常小鼠为研究对象，采用形态学方法检测

胰淀素在小鼠脑内的分布和表达变化，以明确胰淀素

与老年性痴呆的关系。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂
１．１．１　动物准备　　取５月龄雄性 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基
因小鼠（ＡＤ模型小鼠）、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠及野生型
小鼠（正常小鼠），每组５只，采购于中国医学科学院
实验动物研究所。动物饲养在重庆医科大学动物中心

ＩＶＣ级动物房，恒温２１℃，２４ｈ明暗交替照明。
１．１．２　试剂　　兔抗 ａｍｙｌｉｎ抗体（博奥森），鼠抗
４Ｇ８单克隆抗体（ＣｏｖａｎｃｅＩｎｃ公司，ＵＳＡ），４８８标记山
羊抗兔ＩｇＧ、ＣＹ３标记山羊抗小鼠ＩｇＧ、ＤＡＰＩ染色液均
购自碧云天，其他均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　标本制备　　腹腔注射３．５％的水和氯醛麻
醉动物后，开胸，暴露心脏，从心尖插入头皮针后剪开

右心耳，灌注生理盐水，待肝无血色时冰上取脑，将右

侧半脑组织放入４％多聚甲醛中固定４８ｈ，常规脱水、
石蜡包埋、石蜡切片机连续冠状切片，厚度５μｍ，常温
放置，备用。

１．２．２　免疫荧光染色　　切片经二甲苯脱蜡，梯度乙

醇水化，０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠９５℃抗原修复３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗后用０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗，驴血清封闭处理 ４５ｍｉｎ，加入兔抗 ａｍｙｌｉｎ抗体
（１∶２５）１０μＬ，４℃冰箱孵育过夜；３７℃复温１ｈ，ＰＢＳ
冲洗，加４８８标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶２００）１０μＬ于３７℃
避光孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗；ＤＡＰＩ染核５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，
甘油封片，避光保存，荧光显微镜观察。

１．２．３　免疫荧光双标染色　　切片经二甲苯脱蜡，梯
度乙醇水化，０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠 ９５℃抗原修复
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后用０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理５ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗，加 ８８％甲酸溶解老年斑中不溶解状态的
Ａβ１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，驴血清封闭处理４５ｍｉｎ，加入兔
抗ａｍｙｌｉｎ抗体（１∶２５）及鼠抗４Ｇ８单克隆抗体（１∶２００）
１０μＬ，４℃冰箱孵育过夜；３７℃复温１ｈ，ＰＢＳ冲洗，加
４８８标记山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２００）及 ＣＹ３标记山羊抗小
鼠ＩｇＧ（１∶２００）１０μＬ于３７℃避光孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗；
ＤＡＰＩ染核５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，甘油封片，避光保存，荧光
显微镜观察。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　胰淀素在ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠脑内的分布和
表达

　　免疫荧光染色结果显示：胰淀素免疫阳性物质广
泛分布于５月龄ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠脑内各区域，
强表达于岛叶和梨形皮质区域（Ｐ＜０．０１），中等表达
于躯体感觉皮质及海马各亚区（齿状回、ＣＡ１、ＣＡ２、
ＣＡ３等，Ｐ＜０．０５），少量表达于丘脑及运动皮质区域。
在细胞水平，胰淀素主要表达于神经元样细胞，在细胞

内呈点状分布（图１）。
２．２　胰淀素和老年斑在各组５月龄小鼠脑内共表达

情况

　　免疫荧光双标染色结果显示：胰淀素免疫阳性物
质在３组小鼠脑内的分布模式一致；老年斑主要见于
ＡＤ模型鼠的大脑皮质、海马内，而丘脑内 ＳＰ极少，斑
块荧光染色较均匀，在 ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠和正常小
鼠脑内极少 ＳＰ分布；胰淀素免疫阳性物质数量
（７１３３±１６．５０）明显多于 ４Ｇ８阳性斑块（３．６７±
１１５），差异有统计学意义（Ｐ＝０．００２），部分老年斑的
周围可见胰淀素免疫阳性物质分布（图２）。

９５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）
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Ａ：大脑皮质、海马、丘脑；Ｂ：运动皮质；Ｃ：躯体感觉皮质；Ｄ：岛叶；Ｅ：梨形皮质；Ｆ：海马ＣＡ１；Ｇ：海马ＣＡ２；Ｈ：海马
ＣＡ３；Ｉ：海马齿状回；Ｊ：丘脑；Ｋ：胰淀素（ａｍｙｌｉｎ）阳性细胞数与 ＤＡＰＩ的百分比　１：运动皮质区；２：躯体感觉皮质
区；３：岛叶；４：梨形皮质区；５：海马；６：丘脑；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与运动皮质区比较

图１　胰淀素在５月龄ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠脑内的分布　（免疫荧光染色）
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Ａ、Ｄ、Ｇ：皮质；Ｂ、Ｅ、Ｈ：海马；Ｃ、Ｆ、Ｉ：丘脑；Ａ、Ｂ、Ｃ：正常小鼠；Ｄ、Ｅ、Ｆ：ＡＤ模型小鼠；Ｇ、Ｈ、Ｉ：ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠；
▲：老年斑（红光）；↑：胰淀素免疫阳性物质（绿光）

图２　胰淀素和老年斑在各组５月龄小鼠脑内共表达情况　（免疫荧光双标染色）

０６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　胰淀素在５月龄 ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型
小鼠及正常小鼠新皮质内的表达

　　３组小鼠新皮质内的胰淀素阳性细胞数见表１，经
统计学分析，３组间两两比较，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

表１　胰淀素阳性细胞在５月龄ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型

小鼠及正常小鼠新皮质内的表达比较（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 阳性细胞数

正常小鼠 １０４．００±３９．５６０
ＡＤ模型小鼠 １５５．００±２４．５３２ａ

ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠 ２４０．８０±４０．９２３ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常小鼠比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与

ＡＤ模型小鼠比较

　　胰淀素在３组小鼠新皮质神经元内的分布不同：
在正常小鼠胰淀素免疫阳性物质主要分布于细胞膜以

及近细胞膜的少量胞质内，仅细胞膜的荧光染色较深，

近细胞膜的少量胞质内荧光染色较浅；在 ＡＤ模型小

鼠主要分布于细胞膜和近细胞膜的胞质，且细胞膜和

近细胞膜的胞质荧光染色较深；而在 ｏｂ／ｏｂ肥胖模型
小鼠则主要分布于细胞膜和胞质内，细胞膜和胞质内

荧光染色均较深（图３）。

３　讨论

　　胰淀素是１９８７年由 Ｗｅｓｔｅｒｗａｒｋ等首先在Ⅱ型糖
尿病患者的胰岛淀粉样蛋白及正常胰岛细胞中发现的

一种激素［９］。胰淀素在组织中分布广泛，主要分布于

心脏、胰腺、肾脏、血管系统。在 ＡＤ患者的血浆中检
测到高胰淀素血症［１０］，但目前关于胰淀素在痴呆小鼠

脑内的分布及表达情况尚不清楚。本实验对 ５月龄
ＡＤ模型小鼠脑组织进行免疫荧光染色，结果显示胰
淀素广泛分布于 ＡＤ小鼠脑内各区域，但具有区域差
异性，在新皮质内的表达明显强于在海马内的表达。

Ｊａｃｋｓｏｎ等［１１］在ＡＤ患者脑内发现了胰淀素的沉积，这
提示胰淀素是第２种淀粉样蛋白，而且也是与年龄有
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Ａ、Ｂ、Ｃ：正常小鼠；Ｄ、Ｅ、Ｆ：ＡＤ模型小鼠；Ｇ、Ｈ、Ｉ：ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠；Ａ、Ｄ、Ｇ：胰淀素免疫阳性物质（绿光）；
Ｂ、Ｅ、Ｈ：ＤＡＰＩ标记（蓝光）；Ｃ、Ｆ、Ｉ：融合
图３　胰淀素在５月龄ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠及正常小鼠新皮质内的表达　（免疫荧光染色）
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关的痴呆和ＡＤ的一种新的生物标记物。那么胰淀素
的这种区域差异性是否与ＡＤ的发病相关？有待进一
步研究。

　　ＡＤ的典型病理特征之一是 Ａβ沉积形成的 ＳＰ。
本研究免疫荧光双标结果显示，胰淀素的分布范围较

广泛，在ＳＰ形成及非ＳＰ形成区内均有表达，部分老年
斑的周围可见胰淀素免疫阳性物质分布。研究发现

ＡＤ脑内胰淀素周围可见Ａβ斑块的聚集，以及胰淀素
的沉积可导致脑内 Ａβ的清除障碍［１１］。我们推测这

部分胰淀素免疫阳性物质可能与 Ａβ和 ＳＰ的形成相
关。胰淀素受体是 Ａβ的一个潜在靶点受体，能够介
导Ａβ的毒性作用［１２］，胰淀素与 Ａβ聚合形成的单体
和低聚体能够与胰淀素受体３结合，对神经元产生毒
性作用［１］。那么胰淀素受体是否是 Ａβ毒性作用的靶
点受体？目前尚不清楚，有待进一步的探讨和研究。

而另一部分胰淀素可能未参与 Ａβ的形成，可能尚存
在其他功能。

　　本实验的小鼠模型是ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠（携
带“瑞典家族”突变的 ＡＰＰｓｗｅ以及 ＰＳ△Ｅ９基因）和
ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠（瘦素基因敲除）。ＡＰＰ／ＰＳ１双转
基因小鼠具有 ＡＤ患者的特征性改变：ＳＰ沉积［１３］、认

知功能障碍及神经元丢失等，是公认的 ＡＤ动物模型；
Ⅱ型糖尿病是ＡＤ发病的一个风险因素［８］，ｏｂ／ｏｂ肥胖
模型小鼠作为肥胖和糖耐量降低的Ⅱ型糖尿病动物模
型［１４］，以及大量的研究是关于胰淀素在糖尿病患者胰

腺中过表达［１５］，而在脑内的分布与表达鲜有报道，故

选择其作为本实验的动物模型。本实验比较了胰淀素

在５月龄ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠及正常小
鼠新皮质内的数量、分布以及表达情况，结果显示胰淀

素阳性神经元在３组小鼠新皮质内的表达水平存在明
显差异。那么胰淀素在ＡＤ模型小鼠和 ｏｂ／ｏｂ肥胖模
型小鼠脑内的表达异常增加是否促进和参与 Ａβ的形
成？已有研究表明胰淀素与 Ａβ密切相关，都属于淀
粉样蛋白家族成员，能够沉积形成有毒的低聚体［１６］，

其低聚体具有膜渗透性，能改变细胞的结构［１５］。Ｌｉｍ
等［１７］发现胰淀素和Ａβ具有相似的神经毒性，能够穿
过血脑屏障损伤神经元。在细胞水平，Ｌｉｍ等［１８］发现

胰淀素对小鼠皮质神经元具有明显的毒性作用。结合

本实验的研究结果及相关报道，推测胰淀素在 ＡＤ模
型小鼠和ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小鼠脑内的表达异常增加可
能与Ａβ的生成及 ＡＤ疾病的发生相关。而细胞内胰
淀素的表达水平则取决于自身的更新和降解。但是胰

淀素在３组小鼠脑内出现这种差异的原因是由于胰淀
素在合成过程中出现了折叠错误、转运障碍，还是胰淀

素的蛋白降解出现障碍呢？关于这些问题目前尚不清

楚，有待进一步探讨和研究。

　　综上所述，本实验结果显示，胰淀素在５月龄 ＡＤ
模型小鼠脑内分布广泛，但具有区域差异性，强表达于

岛叶和梨形皮质区域；胰淀素的分布范围较老年斑的

分布广泛，在部分老年斑的周围可见胰淀素免疫阳性

物质分布；胰淀素在 ＡＤ模型小鼠、ｏｂ／ｏｂ肥胖模型小
鼠及正常小鼠脑内的表达具有明显差异，这种差异有

可能促进老年斑的形成以及参与ＡＤ疾病的发生。
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