
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２１１００３２

跑步运动对ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠内侧前额叶皮质及其小胶质细胞的作用
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　　［摘要］　目的　研究跑步锻炼对阿尔茨海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）模型小鼠内侧前额叶皮
质（ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）的体积变化、淀粉样 β蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）和小胶质细胞
的作用。方法　 将１０月龄雄性 ＡＰＰ／ＰＳ１转基因 ＡＤ小鼠以简单随机法分为 ＡＤ跑步组（给予为期
４个月的主动跑步干预）和 ＡＤ对照组，同时设相同月龄的雄性非转基因小鼠为正常对照组（ＡＤ对照
组、正常对照组不做处理）。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫评估小鼠的空间学习和记忆能力；Ｙ迷宫评估小鼠的工作记
忆和参考记忆能力；体视学三维定量检测小鼠ｍＰＦＣ的体积和小胶质细胞（ＩＢＡ１＋）的总数；运用免疫荧
光多重标记和激光共聚焦定量小鼠ｍＰＦＣ内活化小胶质细胞（ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋）的数量、细胞面积和突起
数量，Ａβ斑块的数量和面积，ＩＢＡ１＋细胞内 Ａβ斑块的面积及其与 Ａβ斑块总面积的比值。结果　
ＡＤ跑步组和正常对照组在Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫和Ｙ迷宫中的表现明显优于ＡＤ对照组；ＡＤ对照组 ｍＰＦＣ的
体积较正常对照组显著性减小（Ｐ＜０．０５），而 ＡＤ跑步组 ｍＰＦＣ的体积较 ＡＤ对照组显著性增大（Ｐ＜
０．０１）；ＡＤ对照组ｍＰＦＣ内ＩＢＡ１＋细胞和ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞较正常对照组显著增多（Ｐ＜０．０５）。ＡＤ跑
步组ｍＰＦＣ内ＩＢＡ１＋细胞和ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞较ＡＤ对照组显著性增多（Ｐ＜０．０５）；ＡＤ跑步组ｍＰＦＣ内
Ａβ斑块总面积及平均面积较ＡＤ对照组显著性减小（Ｐ＜０．０５）；Ａβ周围的 ＩＢＡ１＋细胞和 ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋

细胞数量，ｍＰＦＣ内单个小胶质细胞及ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞的平均面积、ＩＢＡ１＋细胞内Ａβ斑块的面积及其
与ｍＰＦＣ内Ａβ斑块的总面积的比值较 ＡＤ对照组显著增多（Ｐ＜０．０５）。结论　跑步运动能够增加
ｍＰＦＣ内ＣＤ６８＋小胶质细胞的数量，减少Ａβ的沉积，延缓ｍＰＦＣ的萎缩，进而改善ＡＰＰ／ＰＳ１转基因ＡＤ
小鼠空间学习和记忆能力以及工作和参考记忆能力。
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　　阿尔茨海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
起病隐匿、慢性进行性加重的神经系统退行性疾病，是

最常见的痴呆症类型。随着人口老龄化加剧，ＡＤ发
病形势严峻，对家庭和社会造成了极大的负担［１］。作

为全社会公共卫生问题之一，ＡＤ一直是神经科学研
究的重点和难点［１］。

　　近年来，跑步运动作为一种改善 ＡＤ的多靶点非
药物手段受到广泛关注［２－３］。越来越多的证据［４－７］表

明，运动对改善ＡＤ具有积极的作用，然而其机制尚未
阐明。小胶质细胞作为中枢神经系统的先天免疫细胞

承担着清除淀粉样 β蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）
的责任，有研究［８－９］表明 ＡＤ脑内小胶质细胞清除 Ａβ
的功能受到损害，导致Ａβ的积聚；有研究表明跑步运
动可有效减轻ＡＤ模型小鼠海马内Ａβ的沉积，增加老
年大鼠皮层和海马区域小胶质细胞的数量［４］，促进小

胶质细胞向Ａβ斑块聚集［１０］。也有研究［１１］表明 ６周
的自主跑步运动对 ＡＤ模型小鼠海马中 Ａβ沉积和小
胶质细胞的数量没有影响。可见，跑步运动对 ＡＤ脑
内小胶质细胞的作用目前还存有争议。

　　值得注意的是，以往关于 ＡＤ及跑步运动对 ＡＤ
作用的研究，多聚焦于海马。然而，除海马外，内侧前

额叶皮质（ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）也是 ＡＤ的
主要受累区域［１２－１３］。研究发现，ｍＰＦＣ控制学习和记
忆等高阶执行任务［１４－１６］，而且 ＡＤ患者中有异常的

ＰＦＣ活动，如执行功能和工作记忆受损［１７］。本课题组

前期的研究发现，ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠内侧前额叶皮质存在
体积萎缩及 ＡＤ特征性的病理改变［１８］。然而跑步运

动对ＡＤ内侧前额叶皮质的作用仍有待研究。因此，
本研究以ＡＰＰ／ＰＳ１转基因ＡＤ小鼠为研究对象，进行
为期４个月的主动跑步运动干预，运用体视学三维定
量和激光共聚焦相结合的方法研究跑步运动对 ＡＤ小
鼠内侧前额叶皮质的体积、Ａβ和小胶质细胞的作用，
为探讨跑步运动改善ＡＤ的细胞机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　动物分组和干预方法
１．１．１　动物分组　　选取购自南京大学模式动物研
究所的 ＡＤ（Ｂ６Ｃ３Ｔｇ（ＡＰＰｓｗｅ，ＰＳＥＮ１ｄＥ９）８５Ｄｂｏ／
ＮＪＵ）小鼠［ＳＣＸＫ（苏）２０１００００１］，在重庆医科大学
ＳＰＦ级实验动物中心进行繁殖，将出生 １月龄的小鼠
进行基因鉴定，基因鉴定的引物序列为：

　　Ｔｇ（ＡＰＰｓｗｅ）：转基因表达量≈３５０ｂｐ
　　ｏＩＭＲ１５９７：５′ＧＡＣＴＧＡＣＣＡＣＴＣＧＡＣＣＡＧＧＴＴＣＴＧ３′
　　ｏＩＭＲ１５９８：３′ＣＴＴＧＴＡＡＧＴＴＧＧＡＴＴＣＴＣＡＴＡＴＣＣＧ５′
　　Ｔｇ（ＰＳＥＮ１）：转基因表达量≈６０８ｂｐ
　　ｏＩＭＲ１６４４：５′ＡＡＴＡＧＡＧＡＡＣＧＧＣＡＧＧＡＧＣＡ３′
　　ｏＩＭＲ１６４５：３′ＧＣＣＡＴＧＡＧＧＧＣＡＣＴＡＡＴＣＡＴ５′
　　其中，同时表达ＡＰＰ、ＰＳ１基因的小鼠为ＡＰＰ／ＰＳ１

３６８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）



小鼠；ＡＰＰ、ＰＳ１基因均不表达的小鼠为正常对照组小鼠。
　　选取 ３０只 １０月龄雄性 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠，体质量
（３６．６±４．７）ｇ，采取简单随机法分为ＡＤ跑步组和ＡＤ
对照组（ｎ＝１５），同时选取相同月龄的雄性非转基因
小鼠作为正常对照组（ｎ＝１５）。各组小鼠在重庆医科
大学独立通气笼盒（Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙｖｅｎｔｉｌａｔｅｄｃａｇｅ，ＩＶＣ）
系统实验动物房饲养［１９］。

１．１．２　动物干预措施 　 ＡＤ跑步组给予主动跑步运
动干预［１０，２０］：将小鼠饲养于含有跑轮（直径１２ｃｍ；宽
７ｃｍ）的笼子（２９ｃｍ长×１８ｃｍ宽×１６ｃｍ高）里，当小
鼠主动爬上跑轮时，跑轮旋转，每隔一周通过采集器采

集每只小鼠每日平均跑步量（４．６６±２．３０ｋｍ／ｄ），剔除
极端值的动物，确保小鼠跑步量大致相同，持续饲养

４个月。对照组小鼠则正常饲养，不做任何特殊处理。
以上所有操作符合重庆医科大学实验动物伦理规范。

１．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测空间学习和记忆能力
　　跑步干预结束后，剔除跑步组的极端值以及各组
体质较差的小鼠，对每组剩余的１２只小鼠进行 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫测试［２１］。水桶内的水加牛奶染成乳白色，将水

桶平均分为４个象限，标记每个象限。实验过程水温
保持２２～２５℃，且固定平台位置。实验第１天为可见
平台实验，平台高于水平面１～２ｃｍ；第２～６天为隐藏
平台实验，平台低于水平面１～２ｃｍ。每次实验先将小
鼠放入平台１０ｓ熟悉环境，后将小鼠头朝桶壁放入水
中，记录小鼠轨迹及找到平台并停留于平台３ｓ所需
时间；若小鼠 ６０ｓ内未找到平台，则引导小鼠找到平
台，且记录时间为６０ｓ。以上实验每天需按照简单随
机抽样的方式选择象限顺序，且每个象限都需进行

１次，每只小鼠每天共进行 ４次。实验第 ７天为空间
探索实验，将平台撤除，随机选择两个非平台象限进行

测试，记录６０ｓ内小鼠的游泳路径，目标象限（平台象
限）的游泳时间以及平台所在位置的穿越次数。整个

实验过程由摄像机监控且由相关水迷宫软件（ＳＬＹ
ＷＭＳ，北京桑尼仪器有限公司）记录。
１．３　Ｙ迷宫检测工作记忆及参考记忆能力
　　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试结束后对各组小鼠进行Ｙ迷宫
测试，Ｙ迷宫设备由医用有机板组成，共３个臂，每个
臂夹角为１２０°，大小为３０ｃｍ×１０ｃｍ×１５ｃｍ，３个臂随
机分为新异臂、起始臂及其他手臂。实验开始前３天给
予小鼠固定食物数量以进行食物控制，使小鼠体质量达

到原有体质量的８５％～９０％。第１～４天进行交替训练，
首先将小鼠放于空的Ｙ迷宫中，让其探索５ｍｉｎ，然后将
新异臂贴上黑色标志，并在其内放入颗粒性食物，将小

鼠放于起始臂，记录小鼠准确找到食物的时间及选择食

物所在臂的正确率。小鼠每天需进行左右交替实验

５次。在第５天，进行自发交替实验，移除食物，于相应
目标臂贴上黑色标志，记录小鼠５ｍｉｎ内探索每个臂的
次数及时间，此实验需进行左右交替１次［２１］。

１．４　取材和标本制备
　　每只小鼠记录编号及体质量，每组取５只小鼠用
１％的戊巴比妥钠麻醉，用生理盐水加肝素冲洗后用
４％多聚甲醛固定。取脑并分离出左右大脑半球，于梯
度蔗糖中各脱水 ２４ｈ，包埋后用冷冻超微切片机
（ＣＭ１９５０，ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ，德国）沿冠状切面进行
切片和体视学抽样［１２］，先随机选择一侧半脑切取厚度

为６０μｍ的连续切片，并对含有 ｍＰＦＣ的组织切片进
行等距离抽样，抽样分数为 １／４，用于组织化学染色；
余下一侧半脑切取厚度为３０μｍ的连续切片，并对含
有 ｍＰＦＣ的组织切片进行等距离抽样，抽样分数为
１／５，用于免疫荧光染色。以上标本储存于 ７５％的乙
醇中，－２０℃冰箱保存。
１．５　甲苯胺蓝染色并估算ｍＰＦＣ的体积
　　每组取 ５只小鼠，从每只小鼠中随机抽取 １套
６０μｍ的连续切片，复温后于０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中漂洗
１０ｍｉｎ×２次，枕面朝上贴于载玻片中，室温晾干；将切
片放入３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００中３７℃打孔２ｈ；于０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ中漂洗 １０ｍｉｎ×３次后，将切片放入预热 １ｈ的
０．０４％甲苯胺蓝溶液中，５７℃染色５ｍｉｎ；自来水终止
染色；用 ９５％乙醇分色、无水乙醇脱水、二甲苯透明，
最后中性树胶封片。

　　在光学显微镜４倍物镜下，拍摄每张组织切片的
照片，利用体视学分析系统（ＮｅｗＣＡＳＴ，Ｇｌｏｓｔｒｕｐ公司，
丹麦）在照片上勾画出 ｍＰＦＣ的边界［２２］，然后随机叠

加等距测试点，计数落在内侧前额叶皮质区内的点数

并利用卡瓦列里原理计算ｍＰＦＣ的总体积Ｖ［２１－２３］：
　　Ｖ＝ｔ×ａ（ｐ）×∑Ｐ
　　式中ｔ为每组中相邻两张切片的距离即０．２４ｍｍ；
ａ（ｐ）为每一个叠加的点所代表的面积即０．００９３９ｍｍ２；
∑Ｐ为落在每组切片中ｍＰＦＣ内的测试点数的总和。
１．６　免疫组织化学染色并计数 ｍＰＦＣ内 ＩＢＡ＋细胞的

总数

　　在用于甲苯胺蓝染色的５只小鼠连续切片中，从
每只小鼠中抽取 １套 ６０μｍ的连续切片，复温后于
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中清洗 １０ｍｉｎ×３次，后放入 ０．３％
Ｔｗｅｅｎ２０漂洗１０ｍｉｎ×６次；用内源性过氧化物阻断剂
Ｈ２Ｏ２处理 ３０ｍｉｎ；用 ０．３％ Ｔｗｅｅｎ２０漂洗 １０ｍｉｎ×
３次，后将脑片放入枸橼酸盐溶液中，热水浴修复
３０ｍｉｎ；将脑片放入 ０．３％Ｔｗｅｅｎ２０、１％胎牛血清以及
０．１％鱼明胶混合液中，３７℃水浴２ｈ；４℃冰箱孵育一
抗抗 ＩＢＡ１抗体（兔来源；ａｂ１７８８４７，Ａｂｃａｍ公司，美
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国；稀释比例为１∶１０００）４８ｈ。室温复温１ｈ后，０．３％
Ｔｗｅｅｎ２０漂洗１０ｍｉｎ×６次；３７℃孵育二抗（生物素标
记羊抗兔ＩｇＧ；ＳＰ９００１，北京中杉金桥公司；稀释比例
为１∶１０）３ｈ，用 ０．３％ Ｔｗｅｅｎ２０漂洗 １０ｍｉｎ×６次，
３７℃孵育三抗（辣根过氧化酶）２ｈ后，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗 １０ｍｉｎ×６次，并于 ４℃冰箱过夜。ＤＡＢ
（ＺＬＩ９０１８，北京中杉金桥公司）显色１ｍｉｎ后，蒸馏水
漂洗５ｍｉｎ×４次，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗１０ｍｉｎ×２次；贴
片，风干后复染、用饱和Ｎａ２ＨＰＯ４溶液返蓝１０ｓ，梯度
乙醇脱水后放入二甲苯透明１０ｍｉｎ×３次；最后中性树
胶封片。

　　在体视学系统中利用光学分合法计数ｍＰＦＣ内的
ＩＢＡ＋细胞的总数。参考甲苯胺蓝染色切片上ｍＰＦＣ的
分区，在４０倍物镜下描绘ｍＰＦＣ的分界，然后在１００倍
物镜下分别进行体视学面积和高度抽样、切片厚度测

量并按照体视框的计数原则对抽样高度内细胞核清晰

聚焦的阳性细胞进行计数，最后根据光学分合法的公

式获得ｍＰＦＣ内的ＩＢＡ＋细胞的总数［２１，２３］：

　　Ｎ＝Ｑ－×
１
ｓｓｆ
×１
ａｓｆ
×１
ｔｓｆ
×２

　　式中Ｎ为计算得出的小鼠ｍＰＦＣ中ＩＢＡ１＋细胞的
总数；ΣＱ－为计数的ＩＢＡ１＋细胞的数量；ｓｓｆ为每组切片
的抽样分数即 １／４；ａｓｆ为面积抽样分数即 １５％；ｔｓｆ为
厚度抽样分数即为计数框的高度（１５μｍ）与每组组织
切片实际测得的平均厚度的比值；２代表双侧大脑。
１．７　免疫荧光染色并分析 ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块和小胶

质细胞

　　每组取３只小鼠，从每只小鼠中抽取１套３０μｍ
的连续切片，复温后于０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中清洗１０ｍｉｎ×
３次，后放入０．３％ Ｔｗｅｅｎ２０漂洗 １０ｍｉｎ×６次；将脑
片放入枸橼酸盐溶液中，热水浴修复３０ｍｉｎ；脑片放入
０．３％Ｔｗｅｅｎ２０、１％胎牛血清以及０．１％鱼明胶混合液
中，３７℃水浴２ｈ；４℃冰箱孵育一抗抗ＩＢＡ１抗体（稀
释比例为１∶１０００）和抗ＣＤ６８抗体（小鼠来源；ａｂ９５５，
Ａｂｃａｍ公司，美国；稀释比例为 １∶５００）４８ｈ。室温复
温１ｈ后，０．３％Ｔｗｅｅｎ２０漂洗１０ｍｉｎ×６次；３７℃孵
育荧 光 二 抗 ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ（ＤｙＬｉｇｈｔ５４９；
Ａ２３３１０，Ａｂｂｋｉｎｅ公司，中国，稀释比例为１∶５００）、Ｇｏａｔ
ＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（ＤｙＬｉｇｈｔ６４９；Ａ２３６２０，Ａｂｂｋｉｎｅ公司，
中国；稀释比例为１∶８００）２ｈ，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗
１０ｍｉｎ×３次；贴片后，用硫磺素染色 ８ｍｉｎ，５０％乙醇
５ｍｉｎ×２次，放入ＰＢＳ中，用抗荧光猝灭剂封片。
　　在激光共聚焦显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）下获取图片
并运用ＩｍａｇｅＪ的自动分析工具 ＡｎａｌｙｚｅＰａｔｉｃｌｅｓ计数
ｍＰＦＣ内面积为 １０μｍ２以上的 Ａβ斑块的数量，并把

每个Ａβ斑块最大半径以外扩展的２５μｍ范围定义为
Ａβ的周围区域，计数 ｍＰＦＣ区域内 Ａβ斑块、ＣＤ６８＋／
ＩＢＡ１＋细胞以及Ａβ斑块周围小胶质细胞的数量；同时
对ｍＰＦＣ内小胶质细胞胞体及突起的面积进行定量分
析，并计算单个小胶质细胞的平均面积（包括胞体及

突起）和活化小胶质细胞（ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋）胞体的面积；
然后运用ＩｍａｇｅＪ的插件工具 Ｓｋｅｌｅｔｏｎ对单个小胶质
细胞进行骨架分析，并计数活化小胶质细胞突起的数

量［２４］；最后对小胶质细胞内 Ａβ斑块的面积进行分
析，并计算小胶质细胞内Ａβ斑块面积占总的Ａβ斑块
面积的比例［２５］。

１．８　统计学分析
　　数据均用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ２０．０进行统计分
析，对数据进行正态性检验后，运用重复测量方差分析

的方法分析小鼠的逃避潜伏期；运用非参数检验分析

小鼠的穿台次数、目标象限游泳时间百分比、距离百分

比；其他３组之间的数据运用单因素方差分析的方法
进行分析，两组之间的数据则运用独立样本 ｔ检验进
行分析。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠基因鉴定结果
　　将出生１个月的小鼠进行鼠尾鉴定，经过ＰＣＲ扩
增及琼脂糖凝胶电泳后，ＡＰＰ和 ＰＳ１基因位点均出现
条带的为ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因ＡＤ小鼠，ＡＰＰ和ＰＳ１基
因位点均没有出现条带的为正常对照组小鼠，见图１。
２．２　跑步运动改善ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠学习和记忆能力
　　在Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫定位航行实验和空间探索实验
中，ＡＤ对照组小鼠的表现明显差于正常对照组，而
ＡＤ跑步组中小鼠的表现明显优于 ＡＤ对照组（图
２Ａ）。其中，定位航行实验的逃避潜伏期结果显示，
ＡＤ对照组较正常对照组显著性延长（Ｐ＜０．０５），而
ＡＤ跑步组较 ＡＤ对照组显著性缩短（Ｐ＜０．０５；图
２Ｂ）；空间探索实验中的穿台次数结果显示，ＡＤ对照
组较正常对照组显著性减少（Ｐ＜０．０５），而 ＡＤ跑步组
较ＡＤ对照组显著性增多（Ｐ＜０．０１；图２Ｃ）；空间探索
实验中目标象限游泳时间比和距离比的结果显示，ＡＤ
对照组较正常对照组显著性减小（Ｐ＜０．０５），而 ＡＤ跑
步组均较ＡＤ对照组显著增大（Ｐ＜０．０５图２Ｄ、Ｅ）。
　　在 Ｙ迷宫中，ＡＤ对照组中小鼠的表现明显差于
正常对照组，而ＡＤ跑步组中小鼠的表现明显优于ＡＤ
对照组。其中，自发交替实验正确率结果显示，ＡＤ对
照组较正常对照组显著性减小（Ｐ＜０．０５），而 ＡＤ跑步
组较ＡＤ对照组显著性增大（Ｐ＜０．０５；图２Ｆ）。

５６８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）
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１、３、４、５、７、８、１５、１９～２２号为正常对照组小鼠（绿色框），小鼠 ＡＰＰ、ＰＳ１基因位点均没有出现条带；２、６、９～１４、
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ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

图１　 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠基因鉴定
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迷宫空间探索实验目标象限游泳距离比；Ｆ：Ｙ迷宫实验自发交替实验正确率　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＤ对照组比较

图２　跑步运动改善ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠学习和记忆能力实验结果（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）
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２．３　跑步运动延缓ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ的萎缩
　　甲苯胺蓝染色（图３Ａ）与体视学三维定量结果显
示：ＡＤ对照组 ｍＰＦＣ的体积较正常对照组显著减小
（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｂ），而 ＡＤ跑步组 ｍＰＦＣ的体积较 ＡＤ
对照组显著增大（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｂ）。表明跑步运动可
以延缓ＡＰＰ／ＰＳ１转基因ＡＤ小鼠ｍＰＦＣ的萎缩。

２．４　跑步运动增加ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ内小胶质细
胞（ＩＢＡ１＋）的数量

　　免疫组化（图４Ａ）与体视学三维定量实验结果显
示：ＡＤ对照组ｍＰＦＣ内小胶质细胞的总数较正常对照
组显著性增多（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ），ＡＤ跑步组ｍＰＦＣ内小
胶质细胞的总数较 ＡＤ对照组显著性增多（Ｐ＜０．０５，
图４Ｂ）。以上结果表明，跑步运动增加了 ＡＰＰ／ＰＳ１小
鼠ｍＰＦＣ内小胶质细胞（ＩＢＡ１＋）的数量。
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图３　跑步运动延缓ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ的萎缩
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图４　跑步运动增加ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ内小胶质细胞（ＩＢＡ１＋）的数量
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２．５　跑步运动促进ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ内小胶质细
胞的活化并减少Ａβ斑块的面积

　　免疫荧光与激光共聚焦定量检测结果显示（图
５Ａ、Ｂ，图６Ａ）：ＡＤ对照组 ｍＰＦＣ内 ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞
较正常对照组显著性增多（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ），ＡＤ跑步
组ｍＰＦＣ内ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞较 ＡＤ对照组显著性增
多（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｃ）。虽然 ＡＤ跑步组和 ＡＤ对照组
ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块的数量没有差异（图 ５Ｄ），但是 ＡＤ
跑步组 ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块的总面积和平均面积较 ＡＤ
对照组显著性减小（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｅ、Ｆ）；Ａβ周围的
ＩＢＡ１＋细胞和 ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞较 ＡＤ对照组显著性
增多（Ｐ＜０．０５；图６Ｂ、Ｃ）。表明与ＡＤ对照组相比，跑
步运动可以促进 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠 ｍＰＦＣ内小胶质细胞
的活化并减少Ａβ斑块的面积。

２．６　跑步运动增加ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ小胶质细胞内
Ａβ斑块的面积及其与ｍＰＦＣ内Ａβ斑块的面积比例

　　免疫荧光及ＩｍａｇｅＪ软件定量检测结果显示：ＡＤ跑
步组ｍＰＦＣ内单个小胶质细胞的平均面积较 ＡＤ对照
组显著性增多（Ｐ＜０．０５；图７Ｂ）。两组小鼠进行骨架化
分析（图７Ａ），发现虽然ＡＤ跑步组和ＡＤ对照组ｍＰＦＣ
内单个 ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞突起的数量没有差异（图
７Ｃ），但是 ＡＤ跑步组 ｍＰＦＣ内单个 ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞
胞体的平均面积较ＡＤ对照组显著性增多（Ｐ＜０．０５，图
７Ｄ）。两组小鼠ｍＰＦＣ内小胶质细胞与Ａβ斑块共定位
后（图７Ｅ），发现ＡＤ跑步组ｍＰＦＣ中小胶质细胞内Ａβ
斑块的面积及其与ｍＰＦＣ内Ａβ斑块的面积比例较ＡＤ
对照组显著性增多（Ｐ＜０．０５，图７Ｆ、Ｇ）。以上结果表明
跑步运动可以增加小胶质细胞内Ａβ斑块的面积及其
与ｍＰＦＣ内Ａβ斑块的面积比例。
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Ａ：免疫荧光多重标记的示意图　绿色为Ａβ斑块，蓝色为ＩＢＡ１，红色为ＣＤ６８；白色箭头示Ａβ斑块，红色箭头示
ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞；Ｂ：免疫荧光层扫后三维合成示意图　层扫图片长度和宽度均为２１２．１３μｍ，厚度为２８．４７μｍ；
绿色为Ａβ斑块，蓝色为ＩＢＡ１，红色为ＣＤ６８；Ｃ：各组小鼠ｍＰＦＣ内ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞的数量；Ｄ：各组小鼠 ｍＰＦＣ
内Ａβ斑块的数量；Ｅ：各组小鼠 ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块的总面积；Ｆ：各组小鼠 ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块的平均面积　
ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＤ对照组比较

图５　跑步运动促进ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ内小胶质细胞的活化并减少Ａβ斑块的面积（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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０．０５，与ＡＤ对照组比较

图６　跑步运动促进ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ内Ａβ斑块周围小胶质细胞的活化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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个ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞胞体的平均面积（每组３只小鼠，每只小鼠计数３０个细胞）；Ｅ：小鼠小胶质细胞与Ａβ斑块
共定位示意图　红色为Ａβ斑块，蓝色为周围所有的小胶质细胞（包括ＩＢＡ１＋及ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋细胞），圆圈内为小
胶质细胞内的Ａβ斑块；Ｆ：各组小鼠ｍＰＦＣ中小胶质细胞内Ａβ斑块的面积；Ｇ：各组小鼠ｍＰＦＣ中小胶质细胞内
Ａβ斑块的面积／ｍＰＦＣ内Ａβ斑块的总面积 　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＤ对照组比较

图７　 跑步运动增加ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ小胶质细胞内Ａβ斑块的面积及其与ｍＰＦＣ内Ａβ斑块的面积比例（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

９６８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）



３　讨论

３．１　跑步运动可以保护ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ及其相
关的工作记忆

　　作为全社会公共卫生问题之一，ＡＤ一直是神经
科学研究的重点和难点［１］。随着ＡＤ药物三期临床实
验的不断失败［２６］，运用多靶点的非药物干预手段改善

ＡＤ受到研究者们的广泛关注。跑步运动作为一种简
单易行的非药物干预手段，在临床研究和基础研究均

证实能够有效延缓 ＡＤ的发生和发展［２－４］。以往关于

ＡＤ及跑步运动对ＡＤ作用的研究，多聚焦于海马。然
而，多项研究表明，除海马外，ｍＰＦＣ也是ＡＤ患者的主
要受累区域［１２－１３］。在 ＡＤ疾病的早期，一定比例的
ＡＤ患者存在明显的执行功能障碍［２７］和相关的 ＰＦＣ
萎缩［２８］。我们前期研究也发现，ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠 ｍＰＦＣ
存在体积萎缩及 ＡＤ特征性的病理改变［１８］。在本研

究中我们以１０月龄 ＡＰＰ／ＰＳ１转基因 ＡＤ小鼠为研究
对象，并进行为期 ４个月的主动跑步运动干预。研究
者认为，未来减缓或阻止 ＡＤ进展和保护大脑功能的
治疗在疾病的早期进行可能最有效［１］。本课题组曾

运用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫分别对４、６、８、１０月龄ＡＰＰ／ＰＳ１转
基因小鼠及相同月龄的野生型小鼠的行为学进行检

测，发现转基因 ＡＤ小鼠的空间记忆和学习能力出现
改变的时间为 １０月龄［２９］，而且后期曾再次证实在

１０月龄时 ＡＰＰ／ＰＳ１转基因 ＡＤ小鼠开始出现空间学
习、记忆障碍［３０－３１］。因此，我们认为１０月龄ＡＰＰ／ＰＳ１
转基因 ＡＤ小鼠相当于 ＡＤ患者的早期。本研究发现
ＡＤ跑步组在Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫和Ｙ迷宫中的表现均优于
ＡＤ对照组。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫是公认的检测海马依赖的
空间学习和记忆能力的行为学测试手段，而 Ｙ迷宫主
要用于评价空间工作和参考记忆［３２］，ＰＦＣ与工作记忆
的形成密切相关［３３］。因此，本研究表明跑步运动在有

效改善海马依赖的空间学习和记忆能力的同时，也明

显改善了ＰＦＣ相关的空间工作和参考记忆。此后，运
用体视学方法准确定量了小鼠 ｍＰＦＣ的体积，观察到
ＡＤ跑步组和正常对照组小鼠 ｍＰＦＣ的体积均显著性
大于 ＡＤ对照组，提示 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠 ｍＰＦＣ存在萎
缩，而为期４个月的跑步运动能够有效延缓 ｍＰＦＣ的
萎缩。结合行为学结果，可以看到跑步运动对 ＡＰＰ／
ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ及其相关的工作记忆均有积极地保护
作用。那么，跑步运动如何保护 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠 ｍＰＦＣ
及其相关的工作记忆？

　　以往研究显示 Ａβ的增加可引起 ＡＤ神经炎症反
应［３４］，在ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠中，１２周的跑步运动可以有效

降低海马内Ａβ斑块的面积［４］。本研究对 Ａβ斑块的
数量和面积进行了定量，发现与 ＡＤ对照组相比，ＡＤ
跑步组ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块的数量虽然没有减少，但是
Ａβ斑块的总面积和单个 Ａβ斑块的平均面积明显减
小，这一结果提示跑步运动能够减少 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠
ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块的沉积。小胶质细胞作为中枢神经
系统的固有免疫细胞，在 Ａβ介导神经损伤过程中扮
演着重要的角色［９，３５－３６］。本研究运用体视学方法定量

ｍＰＦＣ内小胶质细胞（ＩＢＡ１＋）的总数，发现 ＡＰＰ／ＰＳ１
小鼠ｍＰＦＣ内小胶质细胞总数较正常对照组显著性增
加。研究表明小胶质细胞能够通过释放细胞因子、吞

噬病原体以及蛋白聚集介导免疫反应，从而维持脑内

稳态［３７］，但当机体受到外界刺激如神经损伤、缺血或

感染等情况时，小胶质细胞迅速转变为活化状态并产

生一系列变化，包括增殖，吞噬作用改变等［３８］。因此，

我们推测ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠 ｍＰＦＣ内小胶质细胞数量增
加的原因可能是小胶质细胞受到了Ａβ等毒性物质的
刺激，过度活化所致。文献表明，活化的小胶质细胞可

以分为Ｍ１型（经典激活型）和 Ｍ２型（替代激活型），
但是，随着研究的深入，这种分类方式存在着较多的争

议，部分研究者认为，这是对活化小胶质细胞的一种简

略区分［３９］。多数研究在实验中使用单一标志物进行

Ｍ１型、Ｍ２型的区分，但是不同的标记物标记的细胞
具有不同的功能。ＣＤ６８是一种指示具有吞噬作用的
活化小胶质细胞的溶酶体标记物，常常被用来进行

ＡＤ和 Ａβ有关的研究［２５，４０］。为此，本研究通过荧光

双标定量了活化的小胶质细胞（ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋）的数
量，结果显示ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ内活化的小胶质细
胞也是增多的，这也进一步证实了我们的推测。小胶

质细胞在参与炎症和神经损伤的同时还承担着清除

Ａβ斑块的责任［３５］。研究表明，在 ＡＤ患者中，小胶质
细胞的功能和生理状态都受到损害［８］，小胶质细胞吞

噬清除Ａβ的能力在 ＡＤ等神经退行性疾病进程中会
逐渐减弱，当它们不能有效清除Ａβ时，小胶质细胞还
会继续释放促炎介质以进一步刺激免疫反应，从而产

生恶性循环，导致活化的免疫细胞、炎症介质更多地向

Ａβ积聚，却不能有效清除 Ａβ［９］。那么跑步运动能否
修复小胶质细胞的损伤，减少Ａβ的沉积呢？
３．２　跑步运动促进了ｍＰＦＣ内小胶质细胞的活化，减

少了Ａβ的沉积
　　以往研究表明，跑步运动能够增加老年大鼠皮层
和海马区域小胶质细胞的数量，促进小胶质细胞向Ａβ
斑块聚集，并改善老年大鼠海马依赖的位置识别记忆

的损伤［１０］。为此，本研究通过体视学和免疫荧光定量

０７８ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



了ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠ｍＰＦＣ内小胶质细胞和活化小胶质
细胞的数量，发现跑步运动能够增加 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠
ｍＰＦＣ内小胶质细胞和活化小胶质细胞的数量，这一
结果提示跑步运动进一步刺激了 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠
ｍＰＦＣ内小胶质细胞的增殖和活化。此后，我们又对
Ａβ斑块附近的小胶质细胞进行了定量，发现ＡＤ跑步
组Ａβ斑块周围的小胶质细胞总数和 ＣＤ６８＋小胶质细
胞均较ＡＤ对照组显著性增多。研究表明，ＣＤ６８在组
织巨噬细胞的吞噬活动中发挥重要作用，ＣＤ６８的表达
增加反映了免疫激活［４１－４２］。本研究结果提示跑步运

动的确增加了 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠 ｍＰＦＣ内 Ａβ斑块周围
ＣＤ６８＋小胶质细胞的数量。以往研究表明，局灶性脑
损伤后，受损组织会释放细胞外 ＡＴＰ，从而触发小胶
质细胞的激活并将其转化为吞噬细胞，活化的小胶质

细胞会向病灶部位定向延伸多个突起参与病变的清

理，同时收缩其他方向的突起［４３］，因此，活化小胶质细

胞的突起与其吞噬功能息息相关。然而，研究表明，当

活化的小胶质细胞清理坏死细胞时，活化的小胶质细

胞会向受损细胞延伸一个大的圆形并同时收缩其他部

位使其变得具有吞噬性［４３］，在此种情况下，活化小胶

质细胞的突起并未增加，甚至可能减少。本研究结果

显示，ＡＤ跑步组和ＡＤ对照组ｍＰＦＣ内活化小胶质细
胞突起的数量没有差异。但是，研究结果也提示，ＡＤ
跑步组ｍＰＦＣ内单个小胶质细胞的平均面积（包括胞
体与突起）较ＡＤ对照组显著性增大。以往研究表明，
小胶质细胞的形态与功能密切相关，损伤或炎症刺激

会诱导小胶质细胞从分枝形态转变为变形虫形态，此

时，细胞胞体增大［４４］。变形虫形态反映了与吞噬作用

相关的高度活化状态，因此，我们对活化小胶质细胞的

胞体面积进行定量分析，结果表明，ＡＤ跑步组 ｍＰＦＣ
内单个活化小胶质细胞胞体的平均面积较 ＡＤ对照组
显著性增大，表明 ＡＤ跑步组 ｍＰＦＣ内小胶质细胞平
均面积的增大可能与胞体的面积增大有关，且跑步运

动促进了小胶质细胞的活化状态。既然小胶质细胞形

态与功能密切相关，那么跑步运动是否影响了小胶质

细胞的功能呢？文献表明小胶质细胞可以吞噬 ＡＤ小
鼠脑内的 Ａβ斑块［４５］，基于这一结论，本研究运用免

疫荧光将Ａβ斑块与 ｍＰＦＣ内所有小胶质细胞（包括
ＩＢＡ１＋以及 ＣＤ６８＋／ＩＢＡ１＋）共定位，并且定量分析
ｍＰＦＣ中小胶质细胞内 Ａβ斑块的面积及其与 ｍＰＦＣ
内 Ａβ斑块的面积比例。结果显示，跑步运动后，
ｍＰＦＣ中小胶质细胞内Ａβ斑块的面积显著增大，且其
与ｍＰＦＣ内所有 Ａβ斑块的面积比例同样显著性增
大。以上实验结果都表明，跑步运动促进了 ｍＰＦＣ内

小胶质细胞的活化，减少了Ａβ的沉积。
３．３　总结
　　综上所述，跑步运动能够增加 ｍＰＦＣ内小胶质细
胞总数，促进小胶质细胞表达 ＣＤ６８，进而增加 ＣＤ６８＋

小胶质细胞的数量，减少 Ａβ斑块的沉积，延缓 ｍＰＦＣ
的萎缩，进而改善ＡＰＰ／ＰＳ１转基因ＡＤ小鼠学习和记
忆能力。但本研究仍缺乏对于跑步运动促进 ＡＤ小鼠
ｍＰＦＣ内活化小胶质细胞对 Ａβ斑块吞噬能力的直接
证据，这仍有待进一步的研究。
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