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电刺激小脑顶核对老年痴呆大鼠海马胶质纤维酸蛋白的表达影响

罗晶，王永红

《重庆篡秘大学附震第一鞭院摔经痰辩燕痰毒捧经瘸举离梭重点实验窒，重庆碡∞016)

【摘要】目的：研究A p。崩导阿尔茨海默瘸(Al zhei mer ’s di se嬲e，AD)大鼠空间学习记忆能力及海岛区星形胶质细胞(Astm一

啦e，As) 胶质纤维酸蛋自 (GJi al 是崩l l a邓aci d泌pr ol e面，GFAP)表 达及电刺激小脑 顶核(F黼l i 西al 叫cl eus蕊 砌l a垃on，FNS) 的干预

作用。方法：将A3，。 i 敷量注鸯孪至大鼠右镤l 海骂，麓作AD大躐模型，于谈魑给予毫裁激小瓣颈孩稀电嗣激齿状核( ＆n跳删el 扣
u8 8t i mul at i on，DNs) ，28d后进行水迷宫试验。免疫组织化学法检测GFAP免疫阳性细胞襞达。结果：FNS干预后AD大鼠空间学习

记忆能力明 显改善( | P<0．05) 。与假手术组相比 ，AD组、DNS组大鼠脑组织海 马区可见星形胶质 细胞GFAP衷达明显增 多(肛《0．05) ，

FNs组大鼠隧缓织海马区星形胶覆缨胞cFA嗉达较AD组下降(尹<o．05) 。结论：FNs霹郝分改善A§l 啪诱导的AD模裂大鼠空闯
学习记忆障碍，其视镧可麓与降低GFAP的表达和抑裁As涵健有关。
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AD是一类病因未瞬的神经系统变性疾病，它以

老年斑、神经元纤维缠结和突触丢失为主要病理改

变。在AD患者脑组织中观察到某些脑区神经细胞广

泛丢失及AS弥漫 增生，且大多数矗S位于损 害的震隧粥。

猩AD发病机制中，异常的AB的聚集是形成AD病理

改变的关键。传统观点认为：异常AB的聚集激活AS，
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研究 向： 老年痴 呆
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AS激活促进AB沉积，形成恶性循环，促进AD病理

改变发生。但Jacobsen等研究发现【2】，小于18月龄的

TG( 强2576一t raI l s鬈eni c mouse) 转基因AD鼠脑中A$

总量笼裴显增加，德AS确处于激活状态—表现为GF矗P

表达显著增强且出现胞体增大改变。本研究用免疫

组织化学方法显示和观察FNS对AD大鼠海马区星

形胶旋细胞的形态影喃，为探讨其治疗极糍提供实

验依 。
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1材料与方法

1．1材料

1．1．1实验动物健康雄性sD大鼠40只，月龄3个月，体重230

。2509，由重庆医科大 学实验动物中心提供。

1．1．2主要试剂 AB， 。( 美国Si gI na公司)， 一抗 为GFAP， 稀释

度为 l ：100，二抗为生物素标记的羊抗兔I gc，二抗sABc免疫

组化染色试剂盒( 均购于武汉博士德牛物工程有限公司) ，DAB

显色试剂盒( 北京中杉金桥生物技术有限公司) 。

1．2方法

1．2．1分组40只sD雄性大鼠随 机分为4组，每 组10只，即A B。一。

微量注射组( AD组) 、AB。。微量注射组+预电刺激小脑顶核

组( | 1Ns组)、A B，。微量注射组+预电刺激齿状核组( DNs组)

和假手术组( SC组)，FNs组予电刺激器刺激左侧小脑顶核，

DNS组予电刺激器刺激左侧1婿状核。

1．2．2AB的孵育 用无菌生理盐水将Ap。一。稀释成

10斗g／斗l ，37℃下孵育1周，使其变为聚集态A p。

1．2．3动物模型的制作sD大鼠麻醉后固定于脑立体定向仪

上，钻开颅骨，切开硬脑膜。按Geo孵：Paxi nos等闩1998年版《大

鼠脑立体定位图谱》，于前囟后3．0mm，中线右侧2．Omm处用

缆 蝰 最 沿 揣 自 胞 霸 受 函 薤 匡 酗 忆 蛎 mm， 烈 燃 1斗 l AB。 √ 10斗 ∥ 卜 1)
缓慢注入大鼠右侧海马。假手术对照组切开硬脑膜后即缝合

伤口，并在大致相应位置取材和切片。FNS治疗组造模前2d分

别给予FNs 1次( 各l h) ，DNs治疗组造模前2d分别给 予DNs

1次( 各1h) ，齿 状核 定位：前囟后 11． 6mm，左旁开3．0mm，深度

6．5mm；小脑顶核定 位：前囟后11．6mm，左旁开1．1mm，深度

5．6mm。电刺激为双极同心圆电极(100斗m)，强度50pA，频率

70Hz，时程o．5ms，刺激时间1h。

1．2．4行为学测试造模后28d，采用Mo而s水迷宫法测定大鼠

空间学习 记忆能力，平台 设于c象 限，水平面高于 平台1．5cm，

水温控制在22～24℃。各组大鼠连续测试5d，记录120s内大鼠

从入水到爬上平台所需时间即逃避潜伏期时间。训练中，若

大鼠120s内找到平台，让 其在平台上停留 l Os；若 未找到平台，

用木棒 将其引上 平台并让 其停留10s， 潜伏期记 为120s。

1．2．5免疫组化检测 水迷官试验结束后灌注取脑做成蜡块，

每只动物连续取带针道的切片l O张，片厚5“m。按sABc免疫

组化法说明书操作。DAB显色后，显微镜下观察并摄像。应用

Image呻 r0 pl us5．O图象分析软件计算平均光密度值(0pt i cal

densi t y mean) ：每只大鼠取3张切片采集免疫组化染色图象，

在4( ) 0倍下，每张切片随机取5个视野进行图像分析，并行平

均光密度值测定分析。阴性对照组以PBs替代一抗。

126统计学处理所有指标数据采用ExcEI 录入，使用sPssl 2．0

统计软件分析系统，数据以( z±s) 表示，统计采用方差分析。

组间两两比较采用SNK—q检验分析，各组数据均经正态检验

及方差齐性检验，检验水准取d=o．05行双侧检验，P<0．05为

差异有统计 学意义。

2结果

2．1水迷宫检测结果

由表l 可见，随着训练天数的增加，各组平均潜

伏期逐渐缩短。AD组大鼠每天隐匿平台逃避潜伏期

均明显长于SC组，差异有统计学意义( P<0．05)，FNS

组较AD组明显缩短，差异有统计学意义(P<0．05)，

DNS组与AD组比较第1。5d差异均无统计学意义

( P>0．05) 。

2．2 FNS对AD大鼠海马区GFAP免疫阳性细胞数

量、GFAP表达灰度的影响

SC组大鼠脑组织海马区可见淡染星形胶质细

胞，无反应性肥大增生，细胞突起细小规则，核较小，

呈卵圆形，细胞轮廓清晰( 图1) 。AD组、DNS组大鼠脑

组织海马区可见星形胶质 细胞染色明显增强，深棕

黄色，数量增生，为反应性星形胶质细胞，表现为胞

体肥大，突起变粗、分支增多延长，为蜘蛛形细胞，胞

核增大，呈圆形或卵圆形，淡染( 图2、4) ，说明星形胶

质细胞被A B，—掳导后，GFAP表达明显增多。FNs组
大鼠脑组织海马区星形胶质细胞增生不明显，数量

较AD组、DNS组明显减少，细胞突起减少，分叉少，形

态趋于正常( 图3)。光密度结果统计分析显示，FNS组

和AD组海马区GFAP差异有显著意义(表2)。

表2 FNS对AD大鼠海马CAl 区GFAP表达的影响

( 平均光密度) (五±s)

注：与sc组比较，#P<0．05；与AD组比较，△P<0．05；

与AD组比较，▲P>0．05。

表1各组大鼠5d水迷宫试验潜伏期比较( s，互±s)

注：与sc组比较，#P<O．05；与AD组比较，△P<0．05；与AD组比较，▲P>0．05。
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图1 sC组28d海马GFAP阳性细胞( DAB染色×400)

图2 AD组28( 1海马CFAP阳性细胞( I ) AB染色×400)

图3 FNS组28d海马CFAP阳性细胞( DAB染色×400)

图4 DNS组28d海马GFAP阳性细胞【DAB染色×400)

3讨论

近年来对FNS启动预防性及治疗性中枢神经源

性神经保护机制的研究表明，通过FNS治疗可增加局

部脑血流，减轻兴奋性神经毒性作用，保护神经组

织结构，促进神经功能恢复【4】。研究发现【5J，通过电

极，将仿生物电无创引入小脑顶核的小脑顶核电刺

激仪对实验性血管性痴呆有治疗和预防作用，可保

护神经组织结构，促进神经功能恢复，但有关FNS预

防和治疗AD的机制尚不明确。

本研究发现，AB。枷注人大鼠右侧海马28d后，

Mor r i s水迷宫试验中，大鼠H{ 现明显的空间学习记忆

障碍。造模前2d分别给予FNS 1次( 各l h) 的大鼠空

间学习记忆能力虽低于假手术组，但较AD组显著提

高，DNs组则无此作用。提示FNS对AD大鼠空间学习

记忆能力有明显的改善作用，一定程度上可预防

A B。舶导致的大鼠记忆和认知功能下降。谭兴林等16j

在电刺激小脑顶核防治衄管性痴呆的实验研究中

也发现通过FNS治疗可明显减轻脑缺血11周后血管

性痴呆大鼠的学习和记忆障碍。本实验中假手术组

大鼠腩组织海马区可见淡染星形胶质细胞，无反应

性肥大增生。AD组、DNS组大鼠脑组织海马区可见

星形胶质细胞增生明显，为反应性星形胶质细胞。FNS

组大鼠脑组织海马区星形胶质细胞增生不明显，数

量较AD组、DNS组明娃减少，细胞突起减少，分叉少，

形态趋于正常。可见FNS可抑制AD大鼠海乌CAl 区

GFAP的表达而与预刺激齿状核组则无此效果。

在AD发病机制中，异常的A6的聚集是形成AD

病理改变的关键。传统的观点是异常A B聚集激活

AS，AS激活促进AB沉积，形成恶性循环，促进AD病

理改变发生。但Jacobse等f 2研究发现，小于18月龄的

TG转基冈AD鼠脑中A B总量无明显增加，但AS确处

于激活状态一表现为GFAP表达显著增强且出现胞

体增大改变。Takano等I ，短过组织学研究发现，发病

2。4月的早期AD模型鼠脑血管周围的AB沉积也

与AS对局部微循环调节障碍有关，As的异常激活导

致Ca2+内流的增加，产生血管收缩异常和不稳定性增

加，血管的功能障碍对A B沉积和代谢均有影响。

有关AD发病中As作用机制的研究迄今尚未阐

明，As既参与了AD的发生、发展，又有一定神经保

护性作用。随年龄的增加AS可发生功能障碍．导致

其神经保护作用下降，促进神经元的老化进程。作

用于激活后AS及其所分泌的细胞因子的治疗途径

可能是一个新的老年性痴呆治疗靶点。本研究表明

FNS对AD大鼠学习和记忆功能有一定改善，并可抑

制AD大鼠海马CA1区GFAP表达，提示FNS对AD有一

( 下转第66页)
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结合酶E3参与了PD发病枧翩，有望残为PD诊断的生

物标志物。

本试验采用双向凝胶电泳结合质谱分析对帕

金森癍缰纛正常对照缝进行了蛋盎缝学研究。试验

结果显示：两组中的个别猿白质点表达有差异。这

种差异可为探索PD病因和发病机制提供分子生物

学依据，这些差异蛋白获痊煮可麓成为阳分子诊断
标志物。
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定预防和治疗作用，其预置性保护作用，可能对老

年痴呆高危人群有一级及二级预防作用。
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