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ｐＢＤＮＦ过表达对转基因阿尔茨海默病鼠学习记忆功能的影响
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　　４０００４２重庆，陆军军医大学（第三军医大学）大坪医院神经内科

　　［摘要］　目的　探讨海马注射携带脑源性神经营养因子前肽（ｐＢＤＮＦ）基因的腺相关病毒基因整
合载体（ＡＡＶｐＢＤＮＦ）对阿尔茨海默病鼠（ＡＤ鼠）学习记忆功能的影响及可能机制。方法　选用１８只
６月龄ＡＰＰ／ＰＳ１转基因ＡＤ小鼠，采用抛硬币法随机分为空载体对照组、ＡＡＶｐＢＤＮＦ组、ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋
ｐ７５ＮＴＲ抗体组，每组６只。空载体对照组右侧海马注射 ＡＡＶＧＦＰ（２μＬ，１×１０１２ｖｇ／ｍＬ），ＡＡＶｐＢＤＮＦ
组右侧海马注射 ＡＡＶｐＢＤＮＦ（２μＬ，１×１０１２ｖｇ／ｍＬ），ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗体组右侧海马注射 ＡＡＶ
ｐＢＤＮＦ（２μＬ，１×１０１２ｖｇ／ｍＬ）和ｐ７５ＮＴＲ抗体（２μＬ，１０μｇ／ｍＬ）。海马注射４周后行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
检测ＡＤ鼠学习记忆能力的变化。免疫荧光检测ＡＡＶｐＢＤＮＦ在ＡＤ鼠脑内转染情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测海马突触后致密蛋白９５（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ９５，ＰＳＤ９５）的表达。结果　水迷宫实验结果显
示：各组小鼠的运动速度无明显差异。第５天时，对照组与 ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗体组小鼠的逃避潜
伏期均较第１天有明显下降（Ｐ＜０．０５），而ＡＡＶｐＢＤＮＦ组ＡＤ鼠的逃避潜伏期虽然也较第１天有所缩
短，但差异无统计学意义。ＡＡＶｐＢＤＮＦ组 ＡＤ小鼠穿越平台次数较其余两组少（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光
检测结果发现：ＡＡＶｐＢＤＮＦ转染之后，在脑内神经元成功表达 ｐＢＤＮＦ，而胶质细胞不表达 ｐＢＤＮＦ。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：ＡＡＶｐＢＤＮＦ组ＡＤ鼠的 ＰＳＤ９５表达量低于对照组和 ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗
体组（Ｐ＜０．０５）。结论　ｐＢＤＮＦ可能通过 ｐ７５ＮＴＲ受体信号通路下调海马 ＰＳＤ９５的表达，降低 ＡＤ鼠
的学习记忆能力。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是中老
年常见神经系统退行性疾病，也是痴呆发生的最常见

原因［１］。ＡＤ的致病原因和发病机制目前还不清楚，
缺乏有效干预措施［２］。脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）在 ＡＤ发生、发展过
程中的作用越来越受到重视［３］。ＢＤＮＦ首先是以脑源
性神经营养因子前体蛋白（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｏｆｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｈｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ｐｒｏＢＤＮＦ）的形式由细胞合成和分
泌。ｐｒｏＢＤＮＦ裂解后产生脑源性神经营养因子前肽
（ＢＤＮＦｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ，ｐＢＤＮＦ）和成熟 ＢＤＮＦ（ｍａｔｕｒｅ
ＢＤＮＦ，ｍＢＤＮＦ）。ＢＤＮＦ能起到促进细胞增殖、分化和
存活，促进长时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ），
促进突触生长、突触传递以及可塑性的作用，改善 ＡＤ
鼠的认知功能［４－５］，而ｐｒｏＢＤＮＦ能够加剧ＡＤ鼠脑内β
淀粉样蛋白（Ａβ）沉积［６］，抑制海马神经元增殖，促进

细胞凋亡，降低突触可塑性，从而降低小鼠的学习与记

忆功能［７］。近期研究表明：在ＡＤ患者的海马标本中，
ｐＢＤＮＦ水平是健康人的１６倍，而 ｐＢＤＮＦ／ＢＤＮＦ比值
是健康人的３０倍；ｐＢＤＮＦ能够与Ａβ蛋白一起在ＡＤ
的发生、发展中发挥协同毒性作用［８］。但有关 ｐＢＤＮＦ
在ＡＤ发病中的作用及机制尚不明确，因此，本研究采
用ＡＤ鼠海马注射携带 ｐＢＤＮＦ基因的腺相关病毒基
因整合载体（ＡＡＶｐＢＤＮＦ），观察内源性ｐＢＤＮＦ对ＡＤ
鼠学习与记忆功能以及海马突触后致密蛋白９５
（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ９５，ＰＳＤ９５）表达的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　采用阿尔茨海默病模型转基因小鼠为实验动物，购
自江苏集萃药康生物科技有限公司（ＡＰＰｓｗｅＰＳ１ｄＥ９，
１８只，雄性，４月龄，体质量２８～３２ｇ），饲养于本院实

验动物中心。当 ＡＤ鼠长至 ６月龄时，采用抛硬币法
随机分为空载体对照组、ＡＡＶｐＢＤＮＦ组、ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋
ｐ７５ＮＴＲ抗体组，每组 ６只。空载体对照组右侧海马
注射 ＡＡＶＧＦＰ（２μＬ，１×１０１２ｖｇ／ｍＬ，和元生物，中
国），ｐＢＤＮＦ组右侧海马注射 ＡＡＶｐＢＤＮＦ（２μＬ，１×
１０１２ｖｇ／ｍＬ，和元生物，中国），ｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗体组
右侧海马注射 ＡＡＶｐＢＤＮＦ（２μＬ，１×１０１２ｖｇ／ｍＬ）和
ｐ７５ＮＴＲ抗体（２μＬ，１０μｇ／ｍＬ，Ａｌｏｍｏｎｅ，以色列）。
ＡＡＶｐＢＤＮＦ和 ＡＡＶＧＦＰ血清型皆为 ＡＡＶ８，对神经
系统靶向性强。

１．２　右侧海马药物注射
　　６％水合氯醛腹腔注射麻醉小鼠，固定于立体定位
仪，头部剃毛，从小鼠头部中缝处剪开皮肤，把囟门作

为中心点，坐标点的定位坐标值为：前后－１．７５ｍｍ，右
侧旁开２．３ｍｍ。然后用小电钻在颅骨上钻１个小孔。
再次定位后穿刺１．５ｍｍ深，此时针尖到达右侧海马
部位，采用微量注射器以 ０．５μＬ／ｍＬ的速度进行注
射。注射完毕后针头停留 ５ｍｉｎ再缓慢拔针，防止注
射药物溢出。缝皮、固定，手术之后安静放置，注意保

暖，观察３０ｍｉｎ，小鼠没有异常后，１只／笼继续饲养。
１．３　水迷宫实验检测ＡＤ鼠的学习记忆功能
　　所有小鼠于海马注射４周后进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实
验。将圆形游泳池分为４个象限，在第３象限内放置
１个２０ｃｍ高的平台，加入自来水至水面约高于平台
２ｃｍ。小鼠先学习训练５ｄ：将小鼠从１、２、４象限分别
３次放入游泳池中，若小鼠在１ｍｉｎ内找到平台，并在
平台上停留＞３ｓ，则系统自动停止录像；若１ｍｉｎ后仍
没找到平台，则引导它停留在平台上１０ｓ；接下来另外
２个象限重复实验。到第６天时，撤去平台，记录小鼠
在第３象限内的时间和穿越平台的次数。
１．４　免疫荧光检测ＡＡＶｐＢＤＮＦ在ＡＤ鼠脑内转染情况
　　水迷宫检测完毕后，次日处死小鼠并取材，右侧半
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脑组织用于免疫组化，左侧半脑组织用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验。右侧半脑组织固定、脱水后冰冻切片，每片约

３５μｍ。每组动物分别取２组脑片，清洗、打孔、封闭。
然后其中 １组脑片加入鼠来源 ＮｅｕＮ抗体（１∶５００，
Ａｂｃａｍ，英国），另 １组脑片加入鼠来源 ＧＦＡＰ抗体
（１∶１０００，Ａｂｃａｍ，英国），４℃过夜。ＰＢＳＴ清洗脑片
后加入Ｃｙ３鼠来源抗体（１∶５００，Ａｂｃａｍ，英国），３７℃
孵箱避光孵育 １ｈ。贴片，荧光显微镜下拍照，观察
ＡＡＶｐＢＤＮＦ的转染情况。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＤ鼠脑内ＰＳＤ９５表达水平
　　取左侧半脑组织，裂解、取上清，制成样本后放入
冰箱保存待用。免疫印迹法跑电泳，转膜后牛奶封闭

１ｈ，一抗 ４℃过夜，加一抗为兔来源 ＰＳＤ９５抗体
（１∶５００，ＣＳＴ，美国）和小鼠来源 βａｃｔｉｎ（１∶１０００，
Ｓｉｇｍａ，美国）。再加二抗为兔来源 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ荧光
抗体和小鼠来源 ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ（１∶１０００，ＬＩＣＯＲ，美
国）。再加二抗避光室温１ｈ。洗膜后显影，ＩｍａｇｅＪ软
件计算各个目的条带的灰度值，用 ＰＳＤ９５／βａｃｔｉｎ值
来表示ＰＳＤ９５的相对蛋白表达量。
１．６　统计学分析
　　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计与制图，所有计量

资料以 珋ｘ±ｓ表示，水迷宫实验前 ５ｄ各组之间的游泳
速度比较应用双因素方差分析，其他指标：两组间比较

采用独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＡＡＶｐＢＤＮＦ在ＡＤ鼠脑内转染情况
　　免疫荧光检测结果发现：ＡＡＶｐＢＤＮＦ和 ＡＡＶ
ＧＦＰ集中表达于神经元内，而胶质细胞内未见 ｐＢＤＮＦ
或者ＧＦＰ表达（图１）。
２．２　ＡＡＶｐＢＤＮＦ对ＡＤ鼠学习记忆能力的影响
　　水迷宫实验结果显示：在水迷宫实验前５ｄ，同１ｄ
内各组小鼠的运动速度无明显差异。第５天时，对照
组（Ｐ＝０．００４５，Ｆ＝４．０５４）与ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗
体组（Ｐ＝０．００２４，Ｆ＝４．５０４）的逃避潜伏期均较
第１天有明显下降，而ｐＢＤＮＦ组 ＡＤ鼠的逃避潜伏期
虽然也较第１天有所缩短，但差异无统计学意义。在
空间探索实验中，ＡＡＶｐＢＤＮＦ组ＡＤ小鼠穿越平台次
数较其余两组少（Ｐ＝０．０２０１，Ｆ＝４．２２５），而 ＡＡＶ
ｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗体组小鼠平台穿越次数与对照组
相比无明显差异（图２）。
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图１　ＡＡＶｐＢＤＮＦ在ＡＤ鼠脑内转染情况　（×４０）

１３６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）



空载体对照组

!!"!#$%&'

组

!!"!#(%&')#*+&,-

抗体组

./

01

02

1

2

游
泳
速
度

3
4
5

·
6

7
0

0 . 8 9 1

时间
:;

空载体对照组
<<"!#$%&'

组
<<"!#$%&'=#>1&,-

抗体组

0 . 8

组别

0 . 8 9 1

时间
:;

空载体对照组

<<"!#(%&'

组

<<"!#(%&'=#>1&,-

抗体组

022

?2

@2

92

.2

2

逃
避
潜
伏
期

:
6

.A2

0B1

0B2

2B1

2

穿
越
平
台
次
数

C

C

D

<

(

%

C

C

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＡＶｐＢＤＮＦ组比较

Ａ：各组小鼠的游泳速度；Ｂ：各组小鼠找到平台的潜伏期；Ｃ：各组小鼠穿越平台次数　１：空载体对照组；２：ＡＡＶ

ｐＢＤＮＦ组；３：ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗体组；Ｄ：各组小鼠游泳轨迹图

图２　ＡＡＶｐＢＤＮＦ对ＡＤ鼠学习记忆能力的影响

２．３　ＡＡＶｐＢＤＮＦ对ＡＤ鼠脑内ＰＳＤ９５表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＡＡＶｐＢＤＮＦ组 ＰＳＤ
９５表达量低于对照组和 ｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗体组（Ｐ＜
０．０５），而 ＡＡＶｐＢＤＮＦ＋ｐ７５ＮＴＲ抗体组 ＰＳＤ９５表达
量与对照组比较差异无统计学意义（图３）。
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图３　ＡＡＶｐＢＤＮＦ对ＡＤ小鼠ＰＳＤ９５表达的影响

３　讨论

　　ＢＤＮＦ是神经营养因子家族中重要的一员，ＢＤＮＦ
首先是以前体蛋白 ｐｒｏＢＤＮＦ的形式由细胞合成和分
泌，ｐｒｏＢＤＮＦ在细胞内被弗林酶、前体蛋白转化酶，或
者被分泌到细胞外并被血浆纤维溶酶和基质金属蛋白

酶９等蛋白裂解酶裂解，释放出 ｐＢＤＮＦ和 ｍＢＤＮＦ，
ｐＢＤＮＦ、ｐｒｏＢＤＮＦ、ｍＢＤＮＦ三者共同存在于中枢神经
系统中［９－１０］。在生理状态下，海马部位 ｐＢＤＮＦ与
ｍＢＤＮＦ等摩尔存在，但含量比 ｐｒｏＢＤＮＦ高 １０倍以
上［１１］。ｐＢＤＮＦ分子质量约为１７

"

１０３，是 ｐｒｏＢＤＮＦ的

Ｎ端片段［１２］。既往认为 ｐＢＤＮＦ只是参与 ＢＤＮＦ的修
饰及转运，其本身无生物学活性且很快被降解，近年的

研究表明ｐｒｏＢＤＮＦ裂解后产生的 ｐＢＤＮＦ本身有着重
要作用［１］。ＭｅｔｐＢＤＮＦ可改变神经元形态，抑制培养
海马神经元生长锥；ＶａｌｐＢＤＮＦ促进海马长时程抑制，
而ＭｅｔｐＢＤＮＦ抑制海马长时程抑制；ＶａｌｐＢＤＮＦ还可
抑制短粗树突的生长，降低树突棘数量［１３］。临床研究

表明重度抑郁症患者脑脊液内ｐＢＤＮＦ水平降低，尤其
是男性患者下降更为明显［１４－１５］，同时还发现 Ｍｅｔ
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ｐＢＤＮＦ可以降解树突棘进而减少海马神经元的突触
形成，从而改变了恐惧消退的路径［１６］。在１项尸检研
究中发现：抑郁症患者的顶叶皮层中 ｍＢＤＮＦ水平较
低，而ｐＢＤＮＦ水平较高［１７］。说明 ｐＢＤＮＦ参与了神经
精神疾病的发生、发展。

　　本研究采用转基因 ＡＤ鼠海马注射携带 ｐＢＤＮＦ
基因的腺相关病毒基因整合载体（ＡＡＶｐＢＤＮＦ），免疫
组化结果表明：ＡＡＶｐＢＤＮＦ集中表达于神经元内，而
胶质细胞内未见 ｐＢＤＮＦ，说明 ＡＡＶｐＢＤＮＦ在神经元
成功转染。水迷宫实验结果表明：海马注射 ＡＡＶ
ｐＢＤＮＦ及ｐ７５ＮＴＲ抗体对ＡＤ鼠的运动速度无明显影
响。海马注射 ＡＡＶｐＢＤＮＦ后 ＡＤ鼠学习及记忆能力
均明显下降，而海马同时注射ＡＡＶｐＢＤＮＦ和ｐ７５ＮＴＲ
抗体（中和 ｐ７５ＮＴＲ受体）后，ＡＤ鼠学习及记忆能力
与对照组比较无明显差异，说明 ｐＢＤＮＦ可能通过
ｐ７５ＮＴＲ信号通路降低ＡＤ鼠的学习记忆能力。
　　ＰＳＤ９５是兴奋性突触后致密区核心构架蛋白，具
有调节、聚合受体，稳定突触连接结构以及传导膜受体

信号的作用，主要参与调控突触可塑性及皮质和海马

神经元长时程增强效应（ＬＴＰ），在记忆形成和信息传
递中发挥重要的调控作用 ［１０，１８－１９］。本研究结果表明：

ＡＤ鼠海马注射 ＡＡＶｐＢＤＮＦ后 ＡＤ鼠脑内 ＰＳＤ９５含
量较ＡＡＶＧＦＰ组降低，提示其神经突触后兴奋性传
递水平下降，ｐＢＤＮＦ使ＰＳＤ９５表达下降，提示这也许
是ＡＤ鼠学习记忆功能下降的原因之一。而海马同时
注射ＡＡＶｐＢＤＮＦ和 ｐ７５ＮＴＲ抗体后，ＰＳＤ９５含量与
对照组无明显差异，说明 ｐ７５ＮＴＲ抗体中和 ｐ７５ＮＴＲ
后能够拮抗ｐＢＤＮＦ的作用，ｐＢＤＮＦ可能通过 ｐ７５ＮＴＲ
信号通路降低ＰＳＤ９５的表达。
　　本研究结果显示：ＡＤ鼠海马注射 ＡＡＶｐＢＤＮＦ后
穿越平台次数减少、逃避潜伏期无明显缩短、学习记忆

能力下降、ＰＳＤ９５的表达降低，而 ｐ７５ＮＴＲ抗体能够
拮抗 ＡＡＶｐＢＤＮＦ上述作用，说明 ｐＢＤＮＦ可能通过
ｐ７５ＮＴＲ信号通路降低 ＰＳＤ９５的表达，导致 ＡＤ鼠的
学习记忆能力下降。本研究初步发现ＢＤＮＦ代谢过程
中产生的ｐＢＤＮＦ可能参与了ＡＤ的发病，为进一步了
解ｐＢＤＮＦ在神经精神疾病中的作用提供参考。但本
研究仍然存在一定的局限性。例如，ｐ７５ＮＴＲ抗体可
能还通过阻断其他信号通路来促进 ＡＤ鼠的学习记忆
功能与 ＰＳＤ９５表达；ｐ７５ＮＴＲ是否作为 ｐＢＤＮＦ主要
受体传导信号，影响其功能；ＡＤ鼠突触可塑性功能的
变化还需要更多的实验进行验证。因此，在未来的研

究中，可以进一步研究ｐＢＤＮＦ对ＡＤ鼠脑内其他蛋白
表达以及神经功能的影响，以及 ｐ７５ＮＴＲ具体是如何
调控ｐＢＤＮＦ作用的。
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