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Ap诱导的认知障碍大鼠海马RGMa和RhoA表达的研究

尹红蕾，秦新月，罗家明，王敬，殷成，陈黎燕

( 重庆医科大学附属第一医院神经内科重庆市高校神经病学重点实验室，重庆400016)

【摘要】目的：探讨AB诱导的认知障碍大鼠海马内反义导向分子( R印ul si ve gI l i d卸ce mol ecul e，RGMa) 及Ras基因同源物A

( R嬲homol 090us A，RhoA) 表达情况。方法：20只sD大鼠被随机分为认知障碍模型组( 10只) ，生理盐水对照组( 10只) ，建立

AB 1- 40致认知障碍大鼠模型，Morr i s水迷宫检测大鼠认知功能。逆转录一聚合酶链反应( RT—PcR) 检测RGMa和RhoA mRNA的

表达， 免疫组织 化学方法 检测RGMa蛋白的表 达。结果 ：与对照 组相比较 ，模型组 大鼠显示 学习、记忆 能力明显 下降( P<0．01) ，海马

RCMa mRNA表达下调(P<0．05)， RCMa蛋白 表达 也降低f P．<O．05)，而Rh0A mRNA表达显著增高(P<0．01) 。结论：Mo而s水迷宫检测

显示大鼠认知功能障碍，RGMa表达降低及RhoA mRNA表达上调可能参与了AB l 枷致认知功能障 碍大鼠海马神经元变性病
理过程 。
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近年来， 随着对阿尔茨 海默病( Al zhei mer ’s di s—

ease，AD)发病机制研究的不断深入，逐渐发现轴突

抑制因索·曜EAD的发生、发展中起着重要作用。RGM水·31

是一种轴突导向分子，最初发现于鸡胚视觉系统中。

后来发现其在中枢神经生长发育过程中起多种作

用，近年发现对中枢神经系统损伤后轴突的生长具

有抑制作用，并且此抑制作用是通过RhoA—Rho激酶

信号传导通路，导致轴突再生困难。本文拟观察RGMa
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和RhoA在AB诱导的认知障碍大鼠海马组织中的表

达情况，为探讨A B介导的认知障碍的病理过程奠定

实验基础。

1材料和方法

1．1实验动物分组

重庆医科大学动物中心提供23只成年SD大鼠，雌雄不论，

体重260～3209，饲以标准颗粒饲料，分笼喂养，自由饮食，实

验室内通风良好。温度保持在18～25℃。大鼠适应性喂养l 周

后，经Mo而s水迷宫测试，4个象限测试中有2个象限超过2mi n
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未找到安全平台者视为记忆障碍，淘汰3只，剩余20只大鼠被

随机分为造模组( 10只)，生理盐水对照组(10只) 。

1．2仪器与试剂

Mo而s水迷宫，脑立体定位仪( 日本成茂公司) ，凝胶扫描

成像仪( B10一RAD公司) ，Bs一50型光学显微镜( 0l ympus，Ge卜

man) ，图像分析系统( 北航cM一2000B型) ，山羊抗RGMa抗体

( sant a cmz公司)，RT—PcR反应试剂盒r rakaRa，大连宝生物

公司) ，根 据Gene Bank基因序列RGMa( N0．xP218791) 和RhoA

( N0．NM057132) ，分别设计引物：RGMa(上游：5’一GcTGGAT

GGATGGGTATGCG一3’，下游：5’一GCCGCAGTGAGT( 丌AGTr

GG一3’) ，RhoA( 上游：5’一GCAAAGACcAAAGAcGGAGTGAG

一3’， 下游 ：5’一CTGCCAATGGAATCTGTT．AAGGAGT一3’) ，以及

内参B—act i n(上游：5’一cGTAAAGAccTCTATGCCAACA一3’，

下游：5’一cGGAcTcATcGT AcTccTGcT- 3’) ，由重庆升博

生物技术公司合成。其余试剂均为国产分析纯。

1．3建立B淀粉样蛋白( ABl _40) 致大鼠认知障碍模型

大鼠经3．5％水合氯醛腹腔麻 醉，固定于立体定位仪上，颅

顶部正中切开皮肤，参照大鼠脑立体定位图谱，选择右侧海

马cAl 区为注 射靶区， 于前囟向后3．0mm， 中线旁开2．2mm处，

钻开颅骨 ，微量进样器自脑 表面垂直进针2．8mm，将A B l -40缓

慢注入( 10斗1) ，留针10mi n以保证溶液充分弥散，然后缓慢撤

针。生理盐水注射组注入等体积生理盐水。

1．4 Mo耐s水迷宫行为学测试

造模1个月后。MoⅡi s水迷宫测定大鼠的学习记忆能力【田：

①定位 航行试验( Pl ace navi gat i on) ：通 过对 训练 大鼠 游泳 寻找

平台，观测其逃避潜伏期长短可检测动物的学习能力。历时

5d，每天各2次，将大鼠面向池壁分别从2个人水点放入水中，

记录其在2mi n内寻找到平台的时间(逃避潜伏期，Esc印e l a—

t ency) 和游泳路径。如果大鼠在2mi n未找到平台，潜伏期记为

120s，并由实验者用手牵引其至平台上，让大鼠停留】os，再

放回笼中。 ②空间探索试验( spat i al pmhe) ：第6d撤除平台，任

选1个入水点放入水中，记录2mi n内大鼠在池中的游泳轨迹和

时间，分别计算在各象限所停留时间的百分比。

1．5标本取材

实验动物饲养1个月，经行为学测试后处死。经腹腔注射

3．5％ 的水合氯 醛深度麻醉 后，每组 各4只 动物直接断 头取脑，

置于冰面上的培养皿上，取右侧海马，放入用DEPc水浸泡过

夜且已消毒的冻存管中，置于液氮中冷冻，大约2—3h后转移

一80℃冰箱中保存。剩余动物4％多聚甲醛缓冲固定液心内灌

注、固定、取材海马部位，石蜡包埋，作石蜡切片( 片厚4斗m)，

行免疫组织 化学检查。

1．6 RT—PCR检测RGMa和RhoA mRNA的表达

采用T—zol 一步法提取海马组织总RNA。逆转录反应参

数：30℃，10mi n；50℃，30mi n；99℃，5mi n；5℃ ，5mi n，瞬 间离心。

聚合酶链反应：以逆转录所得cDNA 10̈ l 为模板，上游引物

O．5pl 、下游引物o．5斗l 、40卜l 体系。扩增参数：( 94℃，2mi n) ×1

循环；(94℃，30s；57．6℃，30s；72℃，l mi n)×35循环。结果用

Quant 畸 0ne- 4．4．O软件进行半定量分析。

1．7免疫组织化学方法检测RGMa蛋白表达

切片常规脱蜡至水，微波修复抗原，滴加山羊抗RGMa抗

体(1：l oo)，4℃孵 育过 夜； 加二 抗后 ，DAB显色，然后脱水、透

明、封片 ；PBs代 替一抗作阴性对 照；光学显微镜 下观察，棕黄

色颗粒 为免疫阳性细 胞。

1．8统计学分析

数据以 均数±标 准差( 互±s) 表示，采用sPssl l ．0统 计软

件行t 检验，检验水准d=O．05，P<O．05即认为有统计学意义。

2结果

2．1大鼠行为学检测

大鼠在Mor r i s水迷宫中定向航行试验如表1，各

组平均逃避潜伏期日渐缩短，表明各组大鼠学习寻

找平台的能力在历次的学习训练中均得到提高，从

第2d开始，模型组与对照组比较，平均逃避潜伏期

明显延长，模型组大鼠轨迹图多以边缘式和随机式

为主( 图1) 。撤去平台后，如表2所示，以在原平台象

限(第2象限) 的活动时间为指标，模型组与对照组比

较，原平台象限活动时间明显缩短(图2)，显现出学

习记忆力明显减退。

表1大鼠逃避潜伏期变化( 单位：s，；±s)

+P<0．05，”尸 ≮0．O l 与对照组比较
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图1大鼠游泳轨迹图

图2大鼠游泳轨迹图 ( 撤除平台后)

2．2 海马内RGMa和RhoA mRNA表达

RGMa和RhoA mRNA凝胶电泳图像分别见图

3一A、B。RGMa，RhoA和B—act i n mRNA转录产物大

小分别为456bp、512bp、229hp。海马内注射Ap 1_40

后，RGMa mRNA转录水平下凋，模型组和对月琵且RGMa

相对强度分别为1．075 3±0．042 1、1．242 8±0．036 5，

差别有统计学意义(P<0．05) 。模型组RhoA mRNA

表达水平明显高于对照组“欠0．01) ，相对强度分别为

1．528 1±0．024 3．1．125 7±0．026 5。

注：M为Marker；1．为模型组；2．为对照组

图3 A．大鼠海马RCMa mRNA表达；B．大鼠海马RhoA mRNA

表达

2．3 大鼠海马内RGMa蛋白的表达

在假手术对照组海马神经元排列整齐，胞膜上

可见RGMa免疫阳性表达，模型组海马神经元排列散

乱，部分神经元坏死崩解，丝胱密度值分别为o．157 2±

0．005 8，0．144 0±O．004 6，与对照组相比较，RGMa

表达降低，差别有统计学意义(P<0．05) 。

图4大鼠 海马RGMa的表达 (DAB×400)A对 照组；B模型组

3讨论

Bri nks H等l 晰究表明，给予海马内嗅区皮层特
异性RGMa抗体后，起自内嗅区皮层终止于外分子层

的轴突出现生长混乱，不能到达正确的靶区，可见RGMa

的过低表达不利于轴突的生长发育。此外，在成年

哺乳动物脑外伤及脊髓损伤后【2．3】RGMa呈不同程度

的过高表达并持续数周到数月，抗RGMa抗体十预能

够显著促进轴突生长，并有效地促进神经功能的恢

复，在体外实验中，RGMa与目前研究比较多的轴突

抑制蛋白nogo，MAG，Ol i 90等同样作用于RhoA—Rho

激酶信号传导通路抑制巾枢神经系统轴突再生，但

这一过程与后j 者的共同受体NgR无关。本实验结

果表明A B诱导的认知障碍模型大鼠海马内RGMa

表达降低而RhoA表达上调，冈此RGMa在A B诱导的

认知障碍发病过程中起到的主要作用可能是对生

长锥介导排斥性导向信号，RGMa表达较正常减少

时对轴突生长亦产生负面影响。而A B可以直接影

响RhoA上调而产生轴突抑制作用，大量研究资料表

明16j ，降低可溶 性和寡聚体A B含量的一种可行方法

就是干扰RhoA—Rh0激酶通路。某些非甾体类抗炎

药【71可作为Rho抑制剂显著减少毒件物质AB42的分

泌，脑室内注射ROCK特异性抑制剂Y一27632可有效

降低PDAPP转基因小鼠A B42水平，从而促进神经突

起再生并减轻炎症反应。但是在A B l 一40致认知障

碍大鼠模型中，RGMa对轴突生长抑制作用的机制

还有待于进一步研究，是否通过RhoA—Rho激酶信号

传导通路尚待研究。

另外，给转基因AD大鼠【s】皮下注射轴突抑制蛋

白NgR可 溶性 片段 后，Ap表达水平降低，淀粉样蛋

白斑减少，轴突营养不良有所改善，其机制有可能

是降低了A B产生过程中的限速酶水平，如p内分泌

( 下转第47页)
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程中关键在于单细胞悬液的获得，其中消化液浓度

的选择獠消化时阀的掌握尤为藿要，浓度太离或消

纯时闼太长， 容易| 天| 消化过度致细胞损 伤甚至死亡，

而浓度太低或消化时问太短，易造成消化不魑致组

织块残黯，细胞容易聚集成团，导致中间的细胞缺

乏营养物质瑟衰老死亡。在参考了以往文献的基础

上，经过反复实验，最后选用机械吹打加O．25％胰蛋

白酶一0．02％EDTA消化液37℃孵育，孵育时间在显微

镜下观察掌握，一般在15mi n左右，结果证实采取这

一方案种植的细胞生长良好。另外，原代取奉考过程

中的污染控制也很重要，一定要保证无菌操作。

在以往的研究中，大鼠神经于细胞的体外培养

既有取树于薪生大飘，也有取謇| 予胎鼠印l 。本实验

对2种来源的神经千细胞培养方法进行了比较，采

用相同的消化条件、接种密度、无血清培养撼进行

培养，培养凼的神经球分别进行纲胞表匠抗原№st 扭
免疫组纯染色和荧光染色，均显示为阳性，虽形成

的神经球经传代吹打消化形成鹪细胞后还能重新

生成新的神经球，表明其具有自我更新和增殖能力。

裤经球经胎字蛊清滋合培养诱导分纯后均能形成神

经元和NSCs， 表明培养出的细胞具有多向 分化的潜能，

进一步证实2种方法均能培养出神绛干细胞，但各有优

劣：胎鼠来源 者神经球形成更早，数量更 多，增殖活力

更强，德缀 织取誊孝过程稍 复杂，容易造成取耪 过程孛

细胞被污染，胎鼠的胎龄需要严格控制。新生鼠来

源者鼠源容易获得，组织取材过程操作简单，容易

控麓污染，但神经干缨脆戒球率受低。

( 上接第43页)

酶等。这一发现鸯众S贪导的认知障碍的l 囊床治疗

提供了一条新的思路。那么提高模型大鼠海马的

RGMa表达水平能否起到与此类似的作用，以及提高

龚何释程度蠢待进一步研究。
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触d r 伽ver y a&f 印i nal cord i nj u砌．The J舢mal ( ) f Cel l Bi ol ogy，

在不久的将来，研究神经于细胞移植，将为神

经损伤失修复和神经系统邀行性疾癍的治疗开辟

新的途径，而NSCs的体外培养正是这螋研究的重要

基础，因此，利用细胞培养技术分离培养Nscs已成

隽迓年来享孛经科学研究的热点。基翦，NScs体外培

养主要采用无血清培养基，细胞传代数鼙有限，无法

生产出能满足细胞移植的足够量的NSCs，且如何精

确控制NSCs的定向分化都是Nscs培养过程中尚需

鳃决的问题。
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