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小脑顶核电刺激对AD模型大鼠学习记忆能力 

及海马bcl一2、Bax表达影响 

罗 晶-，王永红t，王小林 ，王继红z 

(1．重庆医科大学附属第一医院神经内科 重庆市神经病学重点实验室；2．重庆医科大学基础医学院生化教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究淀粉样p蛋白(A p )对大鼠空间学习记忆能力及海马区Bax和bcl一2的表达的影响及小脑顶核电刺激 

(Fastigia1 nucleus stimulation，FNs)的干预作用。方法：将A p 微量注射至大鼠右侧海马，制作大鼠AD动物模型。分别予电刺激 

小脑顶核、齿状核。28 d后进行水迷宫试验 ，观察各组大鼠空间学习记忆功能改变。免疫组化法检测各组海马cA1区bcl一2、Bax蛋 

白表达。结果：阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)组与假手术组(sc)比较，每天隐匿平台逃避潜伏期均明显增长(P<0．05)， 

海马bcl一2阳性细胞光密度明显减少(P<0．05)，B 阳性细胞光密度明显增高(P<0．05)；小脑顶核电刺激(FNs)组与AD组比较， 

空间学习记忆能力明显改善(尸<0．05)，海马bcl一2阳性细胞光密度明显增高(P<0．05)，Bax阳性细胞光密度明显减少(P<0．05)， 

齿状核刺激(DNs)组无此作用。结论：FNs可部分改善A p。 诱导的AD模型大鼠空间学习记忆障碍，可能是通过促进bcl一2表达 

和降低Bax表达抑制海马神经细胞凋亡。 
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Effects Of fastigiaI nucIeus StimulatiOn On Iearning and memOry and 

bCI一2， Bax expreSSiOn in hippOCampuS with Alzheimer diSeaSe in ratS 

LUo ng，et n王 

(D印 Q厂 M阳z0gy，f Z d日0叩 ， 0， d c e ) 

【Abstmct】O 口c￡ e：Tb establish rat models with Alzheimer’s disease(AD)induced by p—Amy10id1—40，and to observe the 

e：自 cts of Fastigial nuc1eus stimulati0n(FNS)on spatial memoIy and leaH1ing ability and the expI℃ssion 0f hcl一2 and Bax of 

hipp0campus．drea in the rats． P 0 ：A p l枷 was mic rIlinjected int0 CA1 suh6eld in the right hippocampus of rats．Cerebellar 

dentate nucleus and fastigial nucleus had been stimu1ated separately bef0re the m0del was made．The spatjal memory and Iearing 

ability 0f山e rats we evaluated by the Morris water m‘dze pmcedure in 28 days after the injection．The expression 0f bcl一2 

and Bax were dete丌T1ined by immunohist0chemistry meth0d． Res 括：The escape latency 0f the place naV培ation in the AD 

gmup was singnificiantly longer tl1an the sham injection 0up(P<0．05)．A p 1枷 could reduce the optical density of positive 

cel1s of bcl一2(P<0．05)and increase the 0ptical density 0f p0sitiveceIls nf Ba)((P<0．05)of hipp0campus aTea． rhe AD rats receiving 

FNS showed signi ciant sh0rter escape la【ency than AD rats(P<()D5)．FNS c0u1d incI ase the optic a1 density 0f positiVe cells 0f bcl一2 

(P<0．05)and reduce出e 0ptical density 0f p0sitive ceUs nf Bax(P<0．05)0f hippocampus area．Dentate nuckus stimuIati0n sh0wed 

no such eⅡ ct．( c 惦 0 ：FNS can panlly impmve the spatial 1eaming and mem0ry dyshlnction 0f AD rat．It can inhibit 

ap0pt0sie and has neumpmtective ef ct 0f hippocampaI ceUs by inhibiting the expressi0n of Bax and pmm0ting t}le expression 

0f bcl一2 0f hipp0campus aI a． 

【Key words】Amyloid beta—pr0tein；Fasti al nucleus stimulation；Ap0pt0sis 

阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)是老 

年人常见的神经系统变性疾病，是老年期痴呆中最 
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常见的一种。目前认为，AD脑内神经元的丢失可能 

与A p诱导的神经元凋亡有关。T0rtosa等发现Ⅲ，A p 

诱导的神经元凋亡选择性改变凋亡相关基因Bcl一2 

家族表达，其中Bcl一2，BaX在AD病人海马区均有免疫 

活性。 

近年研究发现【2．3J，通过电极 ，将仿生物电无创 
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引人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 。电刺激 小脑顶核 

(Fastigial nucleus stimulati0n，FNS)可启动预防性和 

治疗性中枢神经保护机制，保护神经组织结构，促 

进神经功能恢复。本研究旨在研究FNs对A B。 两导 

的AD模型大鼠空间学习记忆能力的影响及对海马 

区Bax和bcl一2表达的调节作用，为AD非药物治疗提 

供实验依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 雄性sD大鼠40只，月龄3个月，体重200～ 

250 g，购白重庆医科大学实验动物中心。 

1．1．2 主要试剂 A 。 (美国s唔ma公司)，Bax(p一19)(美国 

santa c n】z公司)稀释度为1：20O，二抗为生物素标记的羊抗 

鼠IgG，Bcl一2(N一19)兔抗鼠多抗(美国San|a cmz公司)稀释 

度为1：100，二抗为生物素标记的羊抗兔IgG，二抗sABc免 

疫组化染色试剂盒(武汉博士德生物T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 动物饲养及分组 40只sD雄性大鼠随机分为4组，即 

A B． 微量注射组(AD组)、A p。 微量注射组+电刺激小脑顶 

核组(FNS组)、A B 微量注射组+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齿状核。 

1．2．2 A p的孵育 用无菌生理盐水将A p 释成10 }；， l， 

37℃下孵育l周，使其变为聚集态A B。 

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ceorge Paxin0s等p1l998年版 

《大鼠脑立体定位图谱》，于前囟后3．0 mm，中线右侧2．0 mm 

处用微量注射器自脑表面垂直进针2．6 mm，然后将l l A p。 

(10 g， 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2 d分别给予FNs 1次(各1 h)，DNs治疗组造模前2 d分 

别给予DNs 1次(各1 h)，齿状核定位：前囟后11．6 mm，左旁开 

3．0 mm，深度6．5 mm；小脑顶核定位：前囟后l 1．6 mm，左旁开 

1．6 mm，深度5．6 mm。电刺激为双极同心圆电极(100 LL m)，强 

度50 A，时程0．5 ms，束0激时l司l h。 

1．2．4 行为学测试 造模后28 d，采用Morris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 

1．5 cm，水温控制在22℃～24℃，各组大鼠连续测试5 d，记录 

l2O s内大鼠从人水到爬上平台所需时间即逃避潜伏期时间。 

训练巾，若大鼠l20 s内找到平台，让其在平台上停留10 s；若未 

找到平 ，用木棒将其引上平台并让其停留l0 s，潜伏期记为 

120 s。 

1．2．5 HE染色及免疫组化检测 水迷宫试验结束后灌注取 

脑做成蜡块，每只动物连续取带针道的切片15张，片厚5 m， 

并分为3套，分别做HE染色、Bax及B l一2免疫组化。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—pr0 plus5．0图像分析软件计算平均光密度值(Opti— 

cal densitv mean)：每只大鼠取3张切片采集免疫组化染色图 

象，在4f)0倍下，每张切片随机取l0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。 

1．2．6 统计学处理 所有指标数据采用ExCEL录入，使用 

sPss12．0统计软件分析系统，计量资料以 ±s表示，统计采用 

方差分析 ，组问两两 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 =O．05行双侧检 

验，P<0．05认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1～5 d差异均无统计学意义 

(P>0．05)。 

2．2 HE染色 

光镜下见SC组大鼠脑组织海马CA1区细胞排列 

有序，细胞周围组织结构完整，间隙无异常，细胞核 

清晰，核仁明显，胞浆着色均匀呈透亮或淡染，胞膜 

完整。AD组、DNs组大鼠海马cAl区细胞排列紊乱， 

表1 各组大鼠水迷宫试验潜伏期比较( ±s) 

注：与Sc组比较， <0．05；与AD组比较， <0．05；与AD组比较， >0．05 
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细胞 周 围组 织 疏 松 、 水肿 ， 与周 围组 织 有较 大 间 隙 ，

出现 细胞 死 亡 留下 的空 泡 ， 可 见 多量 细胞 核 深染 、 固

缩 ， 细胞 浆 强 嗜酸性 ( 图 1 ) 。 F N S 组 大 鼠海 马 C A l 区

细胞排 列 较整 齐 ， 可 见少 量 变性 坏 死 细胞 ， 与A D 组 、

D S 组 比较有 明显 减 少 ， 细胞水 肿较轻 ( 图2 ) 。

2 ． 3 F N S 对 A D 大 鼠 海 马 C A l 区 b c l 一 2 ， B a x 表 达 的 影

响

b c l 一 2 阳性 细胞 胞 浆着棕黄 色 ， 假 手 术组 大 鼠脑

组 织 海 马 C A l 区 可 见 少 数 的b c l 一 2 [gH性 细胞 。 A D 组 和

图 1 A D 组 细胞形 态 ( H E 染 色 × 4 0 0 )

D N S 组 大 鼠脑 组 织 海 马 C A l 区 b c l 一 2 阳性 细 胞 少 ， 阳

性 反 应 弱 ( 图3 ) ， F N S 组 较 A D 组 b c l 一 2 阳性 细 胞 增 多

( 图4 ) ；B a x 阳性 细 胞 胞 浆 染 色 呈 深 棕 黄 色 ， 假手 术

组 大 鼠脑 组 织 海 马 C A l 区 B a x 阳性 细胞 少 ， A D 组 和

D N S 组 大 鼠 脑 组 织 海 马 C A l 区 B a x 阳 性 细 胞 表 达

增 多 ， 呈 强 阳性 表 达 ( 图 5 ) ， F N S 组 与 A D 组 比较 B a x

阳性 细 胞 明显 减少 ( 图 6 ) 。 平均 光 密度 分 析结果 见

表 2 。

罔2 F N S 组 细胞形 态 ( H E 染 色 X 4 0 0 )

Nt 3 A D 组 2 8 d 海 马 b c l — 2 阳性 细 胞 ( D A B 染 色 × 4 0 0 ) 图4 F N S ~ 2 8 d 海 马 b c l — 2 阳 性 细胞 ( D A B 染 色 × 4 0 0 )

图 5 A D ．~ 2 8 ( 1海 --

-

~ B a x Jl B 性 细胞 ( D A B 染 色 × 4 0 0 ) 图6 F N S 组 2 8 d 海 马 B a x 阳 -陛细 胞 ( D A B 染 色 × 4 0 0 )
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注：与sC组比较， <O．05；与AD组比较， <0．05；与AD组比较，．P>0．05；与Fs组比较， <0．05 

3 讨 论 

随着人 口年龄的老化，老年人在人群中比重 日 

益增加，AD作为一种老年人的常见病和多发病 ，其 

核心症状认知功能障碍严重影响病人的生活质量， 

而学习和记忆能力是认知功能损害时最早也是最 

常波及的部分。本研究发现A B 注人大鼠右侧海 

马28 d后，Morris水迷宫试验中，大鼠出现明显的空间 

学习记忆障碍。造模前2 d分别给予FNs 1次(各1 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，预刺激DN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。 ；发的认知功能下降。谭兴林等 

在电刺激小脑顶核防治血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。 

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提示，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，促进神经功能恢复嘲。但有关FNS预防和治 

疗AD的机制尚不明确，本实验发现，大鼠右侧海马 

A B _4o微量注射后28 d，大鼠海马CA1区神经细胞排 

列紊乱，细胞周围组织疏松 、水肿 ，多量细胞核深 

染、固缩，细胞浆强嗜酸性，呈凋亡改变。在进一步 

的研究中发现，与DNS组比较，FNs可抑制AD大鼠海 

马CA1区Bax的表达，反应性上调bcl一2表达，预刺激 

齿状核则无此作用。Li Guang—qin等【6研究小脑顶核 

电刺激对脑梗塞患者抗凋亡蛋白的影响发现，在脑 

梗死急性期给予FNs可提高血清及脑脊液中抗凋亡 

蛋白sAP0—1／Fas，hcl一2的含量。与本文结果相似。 

有关AD发病中凋亡机制的研究迄今尚未阐明， 

Eric等【7j研究表明，A B可诱发培养的神经细胞凋亡， 

并选择性改变凋亡相关基因bcl一2家族表达，其中抗 

凋亡基因bcl一2表达显著降低，促凋亡基因Bax表达 

增加。Yu等刚应用作用于Bcl一2家族的药物Tx0201 

治疗注射A B 的AD大 鼠，发现通 过调节 

hcl一2／Bax mRNA的异常表达，大鼠学习和记忆功能 

均有改善。我们的研究表明FNS对AD大鼠学习和记 

忆功能有一定改善，并可促进大鼠海马bcl一2表达， 

抑制Bax的表达。提示FNs可通过阻断凋亡的启动和 

执行过程，而起到神经保护作用，但AD中一系列凋 

亡相关基因激活表达的具体机制尚不明确，需进行 

下一步的实验研究。 

本实验结果提示FNS对AD有一定预防和治疗 

作用，并可能与参与神经元凋亡的调控，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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