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跑步锻炼减少中老年 APP／PS1双转基因 

AD小鼠海马齿状回内树突棘丢失 

唐 炜，晁凤蕾，蒋 林，张 毅，周春妮，张 蕾，梁 芯，朱殷青，黄 维，李常琼，李 桃，赵振华，唐 勇 

(重庆医科大学基础医学院人体解剖与组织胚胎学教研室、干细胞与组织工程研究室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：运用现代体视学方法定量研究跑步锻炼对APP／PS1双转基因模型小鼠海马齿状回树突棘的作用。方法：12月龄 

APP~ I双转基因阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)模型小鼠随机分为跑步组和阳性对照组，同窝生野生型小鼠作为阴 

性对照组，每组各 l5只。跑步组小鼠进行4个月的跑步锻炼。运用Morris水迷宫方法测试 3组小鼠的空间学习记忆能力，现代 

体视学方法定量研究3组小鼠海马齿状回树突棘密度和总数。结果：定位航行实验中跑步组小鼠逃避潜伏期【(25．0±2．5)s】明 

显短于阳性对照组小鼠【(35．4±2．5)sl(P=0．016)。空间探索试验中跑步组小鼠穿台次数、目标象限游泳时间、目标象限游泳距 

离百分 比[(3．2丰1．9)次、(21．5±7．6)s、(O．31+0．12)％1明显多于阳性对照组小鼠[(1．3±O．9)次、(14．0 4-8．2)s、(0．23 4-0．14)％】 

(P=0．01，P=0．029，P=0．019)；跑步组小鼠海马齿状回内树突棘密度、总数【(0．431 94-0．044 8)／p~m 、(4．546 6±1．081 4)xl明明显 

高于阳性对照组[(O．285 6±0．013 3)／Ixm 、(2．667 9 4-0．643 5)xl0S](P<0．001，P=-0．043)。结论：跑步锻炼对AD小鼠海马齿状回 

树突棘的作用可能是跑步锻炼改善AD小鼠空间学习能力的重要结构基础之一。 
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Running exercise reduces dendritic spine loss in the dentate gyrusof the 

hippocampus in middle-aged APP／PS 1 transgenic AD mice 

Tang Wei，Chao Fenglei，JiangLin，Zhang Yi，Zhou Chunni，ZhangLei，LiangXin，Zhu Yinqing， 

Huang Wei，Li Changqiong．Li Tao，Zhao Zhenhua，TangYong 

(Teaching and Research Section ofHistology and Embryology Laboratory ofStem Cell and T~sue Engineering， 

Colle ofBasic Chongqing Medical University 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of running excise on dendritic spines in the dentate gyrus(DG)of the hippocampus in 

middle—aged male APP／PS1 transgenic Alzheimer’s disease(AD)mice using the unbiased stereological methods．Methods：Twelve— 

month-old male APP／PS1 transgenic AD mice were randomly assigned to a running group or a positive control group．Meanwhile，age— 

matched male wild——type mice were used as a negative control group(n=15 per group)．The mice of the running group were placed on 

a treadmill to run for 4 months．Th e spatial learning and memory abilities were investigated using the Morris water maze test．Th e 

density and the total number of the dendritic spines in the DG of the mice in three groups were investigated using the unbiased 

stereological methods．Results：In the hidden platform task，the escape latency of the running exercise group mice(25．0 4-2．5)s was 

significantly shorter than that of the positive control group mice(35．4 4-2．5)s( 】=0．016)．In the probe trial task，the times of platform 

location crosses，the time spending in the target quadrant(s)and swimming distance percentage in the target quadrant of running 

group[(3．2±1．9)，(21．5±7．6)s，(O．31 4-0．12)1 were significantly more than positive control group[(1．3±0．9)，(14．0 4-8．2)s， 

(O．23 4-0．14)】(尸l_0．O1，P=-O．029，P=0．019)．The density and the total number of the dendritic spines in the running group【(O．431 9± 
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0．044 8)／txm ，(4．546 6 4-1．081 4)xl0s] were significantly in- 

creased compared to those of the positive control group 

【(0．2856 4-0．013 3)／p~m ，(2．667 9 4-0．643 5)xlOs](P<0．001， 

P=0．043)．Conclusion：The positive effects of running exercise 

on the spatial learning and memory abilitiesof APP／PS1 mice 

might be related to the protective effects ofrunning exercise on 

the dendritic spines in the DG． 

【Key words]dendritic spine；dentate gyrus；APP／PS1 transge- 

netic mice；stereology 
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阿尔茨海默氏病(Alzheimer’S disease，AD)是导 

致老年痴呆的主要原因之一。截至 2010年全球痴 

呆患者估计达 3600万i1】。这无疑给每个家庭和整个 

社会都带来了沉重的负担。目前仍缺乏有效的方式 

预防、治疗、逆转老年痴呆。因此，亟需对 AD发病机 

制及治疗措施进行深人研究。 

神经元之间通过突触建立联系．构成极端复杂 

的信息传递和加工的神经回路。突触的丢失将破坏 

神经回路结构的完整性。导致神经回路功能障碍． 

然而，突触具有很强的可塑性。那么就有希望通过某 

种干预将神经元之间丢失的突触连接重新建立起 

来，从而恢复神经回路的功能。Scheff等圆运用无偏 

体视学研究发现。AD早期已经存在突触的丢失。并 

且突触丢失可能是认知功能受损的最主要因素。有 

研究表明，体育锻炼能够改善学习、记忆能力以及 

海马可塑性翻：可以抑制 AD小鼠脑内神经元死亡嗍。 

Zhao等[51的研究发现，跑步锻炼通过增强突触可塑 

性而实现改善AD小鼠的空间学习和记忆能力。树 

突棘作为树突分枝上的棘状突起，是神经元间形成 

兴奋性突触的主要部位．树突棘形态上的改变对于 

突触的电信号和生化信号有深刻的影响，进而影响 

突触的信号传递[6-71。海马结构作为学习和记忆功能 

的重要载体，同时也是 AD最早发生病变的脑区之 
一 嗍

。从结构上来说，海马体主要包括 CA1、CA2、CA3 

和齿状回(dentate gyms，DG)等亚区。DG作为海马 

结构信息传导通路[91，利用不同的细胞群参与新旧 

记忆的编码【埘．可见 DG区在海马学习记忆功能方 

面发挥着举足轻重的作用。而跑步锻炼对 AD小鼠 

海马DG区内树突棘数量影响的定量研究，国内外 

尚未见报道。 

因此 ，为了研究跑步锻炼对 DG区树突棘数量 

的作用及其对空间学习和记忆能力的影响。本实验 

对 12月龄雄性 APP／PS1双转基因 AD小鼠进行为 

期 4个月的跑步锻炼，运用现代体视学方法定量研 

究小鼠海马DG内树突棘的密度和总数。为以后深 

入研究 AD的病理形态改变提供重要参考依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

对 同窝生 12月龄雄性 APP／PS1模型小 鼠fB6C3一Tg 

(APPswe，PSEN1dE9)85Dbo／NJU南京大学一南京生物医药研 

究，合格证号为SCXK(苏)2olo-oooll进行 APP和PSi基因 

鉴定。基因鉴定 APP／PS1基因为双阳性者为转基因成功 AD 

小鼠，再随机分为阳性对照组和跑步组。基因鉴定 APP／PS1 

基因为阴性者为野生型小鼠，作为阴性对照组。阴性对照组、 

阳性对照组和跑步组的体质量(g)分别为34-8±2． 34．5± 

4．4、34．0±3．2。统计分析显示 3组小鼠体质量无显著性差异 

(F=0．101，P=0．905)。每天给予足量的水和饲料，12 h光照和 

12 h黑夜交替循环．室温保持在22℃左右，湿度保持在55％ 

左右。每周换 1次新垫料。所有操作严格遵循重庆医科大学 

实验动物相关伦理要求。 

1．2 跑步锻炼 

使用六道动物跑台(SLY—RTML，硕林苑科技有限公司， 

中国)对跑步组小鼠进行跑步锻炼。初期 2周内，跑步速度由 

5 m／min逐渐增加到 10 m／min，而后一直维持 10 m／min的速 

度进行跑步锻炼。每天训练的时间在下午 5点到6点，每天 

跑步 20 min，每周跑5 d，休息 2 d，整个跑步训练持续 4个 

月『l1]。 

1．3 Morris水迷宫测试空间学习和记忆能力 

Morris水迷宫『12 实验设备包括 1个直径 1 m，高 0．5 nl 

的白色水池，直径为10 em高度可自由调节的白色平台和一 

台摄像机记录小鼠行为轨迹及电脑。圆桶被平均分为 4个象 

限并随机设置 4个入水点。然后将平台随机置于某一象限的 

中间(实验过程中保证固定不变)。整个实验过程中，桶内的 

水温维持在 22℃～25℃，用牛奶将实验用水染色，保证实验 

环境安静。 

前 6 d为定位航行实验 ：在实验第 1天，进行可见平台 

试验(平台高于水面 1—2 am)，第 2-6天进行隐藏平台试验 

(平台低于水面 1-2 cm)，每天的 4个入水点顺序均随机选择， 

每个入水点均需入水测试 1次，先把小鼠置于平台上 10 S， 

让其熟悉环境，然后将小鼠面朝桶壁轻放入水。记录小鼠找 

到平台且在平台上停留超过3 S所用的时间，即逃避潜伏期。 

如果小鼠在 60 S内未找到平台．则记录时间为 60 S，并将其 

再次置于平台上 10 S让其熟悉周围环境。第 7天为空间探 

索试验：将平台移除 ，选择 2个远离平台所在象限的入水点 

进行测试，记录小鼠穿越平台所在位置的穿台次数以及在平 

台所在象限的游泳时间及游泳距离百分比。 

1．4 免疫组化染色 

每只小鼠先按0．O04 mL／g的剂量从腹腔注射 1％戊巴比 

妥钠进行麻醉，接着迅速剖开胸腔以暴露心脏。将灌注泵针 

头经心尖处缓缓插入左心室，并用止血钳固定，刺破右心耳， 

用生理盐水以 10 mL／min的速度进行灌注 ，至 内脏颜色变 

浅，再以同样速度用 4％多聚甲醛灌注固定至颈部变硬。剖出 

大脑，从大脑纵沟处将大脑分离成左右半脑，置于 4％多聚甲 

醛溶液中，4 oC保存。 

每只小鼠随机选取一侧大脑标本，在 10％、20％、30％的 

蔗糖溶液中梯度脱水 ，各 24 h。低温冰冻切片机中速冻大脑 

组织，沿冠状切面切取 50 I,Lm厚的连续切片，在含有海马结 

构的所有切片中，按照 1／6的抽样分数进行抽样 。切片用 

0．01 niol／L的 PBS液漂洗 30 min、0．3％Tween一20(0．O1 mo]／L 

的 PBS配置)漂洗 5 min×12次；0．3％Tween一20、0．1％鱼明 

胶、5％山羊血清、1％胎牛血清 37℃封闭 3 h，加入 1：2 000抗 

spinophilin单克隆抗体 abcam，ab50184)37℃孵育 36 h。用 

0．3％Tween一20漂洗 5 min X 12次 ，1：200免疫胶体金试剂 

(Electron Microscopy Sciences)37 oC恒温水浴3 h。取出后用 

0．3％Tween一20和 0．01 mol／L的 PBS各漂洗 5 min X 6次 ． 
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2％戊二醛避光Ⅲ定 10 rain，O．01 mol／1 的 PBS和去离子水各 

漂洗 5 fflin x 6次 ，银增强试剂盒(AURION R—Gent Silver 

Enhancctnent Kit，1：1，Electron Microscopy Sciences)避光显色 

25 rain，去离子水漂洗 l0 min X 3次，0．01 mol／I 的PBS液漂 

洗 10 IDiIl×3次，贴片、风十、复染、返蓝 、脱水、透明、风干U4]。 

1．5 大脑海马分 区 

1)G是}}I小颗粒细胞紧密排列组成的颗粒细胞层且颗粒 

细胞层内插人多形细胞层(PoDG)，往 l0倍物镜下根据 DG 

内神经元形态特点和排列方式 ，参考小鼠脑图谱 H{海马 

DG【莲边界(【矧1)． 

c}哆 线为 DG 边界，标尺示 1 Ill131 

图 1 显微镜下定义海马 DG区边界示意图 

Fig．1 An illustration of the way to define the boundary of the 

hippocampcal DG with the light microscope is shown 

1．6 体视学参数设定及树突棘的计数 

每只小鼠随机抽墩一套连续组织切片，进行免疫组织化 

学染色分 ， 体视学系统中廊 r}】光学分合法 计数 DGⅨ树 

突棘总数 l 000倍时，统一设置切片面积抽样分数为 

0．357％，测试框 积为 4．75 m ，测试榧计数高度为 I5 m， 

保护高度为 3 n ，随后对海马组织 DG 树突棘进行抽样 

计数 将镜下视野第 1次清晰聚焦树突棘时 z轴 } 的位置设 

为 0，将 Z轴移动至保护高度以下 ，以树突棘清晰聚焦为标 

准，按照无偏计数框的计数原则进行计数。体视学无偏计数 

的汁数原则为：如果树突棘完全落存无偏计数框内或只与 

I 线干̈右线相交，而不与左线及其延长线、下线和有线延长 

线棚交时．iJ10被计数(罔2) 

川公式(1)计算 DG 内树突棘密度115-16I： 

，vv=∑Q一／∑ ’ (1) 

式巾，∑Q一代表每只小鼠海马 DG区内计数的所有树突 

棘数闩：∑I，’代表汁数树突棘时所使Hj的所有体视框的体积 

总 干̈ 

用公式(2)计算 DG 内树突棘总数量 I： 

N(IIlIa1)=∑p— X1lssf×1／asf×1／tsf (2) 

式中，∑Q一代表每只小鼠海马 DG 内计数的树突棘总 

数 目；ssf代表切片抽样分数；asf代表面积抽样分数；tsf代表 

高度抽样分数。 

A．2．4 m位置 B．3．3 nl位置 

(保护高度内) (保护高度以下) 

f爪第一次清晰聚焦的树突棘，即被计数的树突棘： 

Spinophilin免疫组化染色；标尺示 l0 

图 2 光学体视框计数海马 DG区树突棘数量的示意图。 

Fig．2 An illustration of the way to count the number of the 

dendritic spines in the hippocampus DG with the optical disector 

technique is shown 

1．7 统计学分析 

首先使川 SPSS 19．0统计软件进行正态分布检验。以确 

定数据是 服从正态分布，若数据服从正念分布 ，则直接进 

行统计分析，若数据不服从正态分布则进行数据转换后冉进 

行统计分析。其中，Morris水迷宫第 l～6天隐蔽站台试验数 

据采用重复测量方差分析进行检验 ，之后冉川 Turkey’s检验 

进行两两比较：第 7天空间探索试验数据和棚关体视学参数 

采用单 素方是分析进行统计处理 ．之后再川 Furkey’s检验 

进行两两比较，枪验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 Morris水迷冒结果 

水迷宫实验数据见表 l，在定位航行试验中，跑步组小 

鼠和阴性对Ntfl／b鼠能较顺利找到平台，而阳性对照组较难 

找到。空间探索实验中运动轨迹图显示，跑步组小鼠运动轨 

迹与阳性对照组相比．与阴性对照组更相似，运动象限多在 

原平台所在象限(网 3)。定位航行实验结果显示，3组小鼠逃 

避潜伏期存存显著性差异( 0．002)。其巾，阳性对照组小鼠 

逃避潜伏期 著长于阴性对照组小鼠(P=O．002)，跑步组小 

鼠逃避潜伏期显著短于阳性对照组(P=-0．016)。在第 7天的 

空间探索试验中，阴性对照组小鼠穿台次数 、目标象限游泳 

时问、日标象限游泳距离百分比显著多于阳性对照组小鼠 

(P=O．000、P=O．025、P=O．040)，跑步组小鼠穿台次数、目标象 

限游泳时问、目标象限游泳距离百分比与阳性对照组小鼠存 

表 1 水迷宫数据 

Tab．1 Morris water maze data 

注：a， 对照组‘ 阴性对照组相比，P<O．05；}1：阳性对照组 与阴性对照组相比，P<O．O1； 陛对照组 跑步组相比，P<O．05 
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统汁 异(， ()．010、P=O．029、P=0．019)，跑步组小鼠与阴 

r J照 小鼠 穿 次数、f_j标象限游泳时问、目标象限游 

泳 ； 分【l匕均 统}f。 (P=O．207、P=O．997、P=O．949) 

( 4) 

撼 

g 

艄 
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2．2．2 DG区树突棘总数量 阴性对照组小 鼠海马 DG区内 

树突棘总数为(4．657 8±1．382 7)x108，阳性对照组小鼠海马 

DG区内树突棘总数为(2．667 9±0．643 5)x108，跑步组小鼠 

海马DG区内树突棘总数为(4．546 6±1．081 4)x108。3组小 

鼠海马 DG区树突棘 总数统计分 析结果 为 F=5．365。P= 

0．022。阴性对照组小鼠树突棘总数量比阴性对照组增加 

42％(P=0．032)，跑步组小鼠树突棘总数较阳性对照组增加 

41％(P-O．043)，跑步组小 鼠与阴性对照组相比无差异(p= 

0．985)(图 6)。 

3 讨 论 

AD是一种神经系统退行性疾病，主要病理改变 

包括 Ap淀粉样蛋白沉积、tau蛋白过度磷酸化导致 

神经原纤维缠结以及广泛的神经元和突触丢失【n一18]。 

AP胛 S1双转基因小鼠[B6C3-Tg(APPswe．PSENlde9) 

85Dbo／J]~够稳定表达人类突变型 APP与PS1基 

因。其中，APP代谢的异常会导致细胞外 AI3的沉 

积、突触及神经元的丢失等病理改变：PSI的代谢异 

常会选择性地增加具有神经毒性的AI342的表达和 

AI3的沉积 。是进行 AD相关研究比较理想的动物 

模型，因此本实验采用的动物模型是 APP／PS1双转 

基因 AD小鼠。 

跑步锻炼作为一种简单可行，经济便捷的方法 

受到越来越多的关注。以往大多数研究表明，主动 

和被动的锻炼都能对AD产生积极的影响[20-211。因此 

在本实验中，我们根据以前的研究制定了本研究的 

跑步计划[11】。我们运用 Morris水迷宫实验对 16月龄 

的 APP／PS1双转基因AD模型小鼠的空间学习记忆 

能力进行检测．结果发现 4个月的跑步锻炼可以显 

著缩短 16月龄APP／PS1小鼠在隐蔽平台实验中逃 

避潜伏期时间。表明跑步锻炼可以改善 APP／PS1小 

鼠的空间学习能力，这与以往的研究结果一致。在 

第 7天的定位航行实验中，阳性对照组小鼠在穿台 

次数、目标象限游泳时间、目标象限游泳距离百分 

比与阴性对照组小鼠均存在统计学差异，说明AD 

小鼠存在学习记忆能力的减退：跑步组小鼠与阳性 

对照组小鼠在穿台次数、目标象限游泳时间、目标 

象限游泳距离百分比存在统计学差异。说明经过跑 

步锻炼之后，AD小鼠的学习记忆能力得到改善，推 

测跑步锻炼对小鼠学习和记忆能力具有积极作用。 

跑步锻炼如何影响老年AD小鼠空间学习能力 

的具体机制尚不明确。突触作为神经元间功能连接 

的单位。其结构的完整性对神经元间信息传递至关 

重要。相对于突触前结构，突触后结构被认为对于 

AD的发生至关重要I23]。树突棘作为神经元内部向外 

伸出的突起，其主要作用是接收从兴奋性突触传递 

来的信号，这也使树突棘成为退行性疾病发生初期 

最易受攻击的部位 。Spinophilin又名neurabin 11． 

是一种突触蛋白，表达于棘形成、不同类型树突棘 

的突触传递过程中以及兴奋和部分抑制的树突轴 

的突触后位点t25-~。Allen等的实验口’证实，spinophilin 

的免疫反应能够出现在鼠脑的绝大多数树突棘 

中，Hao等的实验【14】证明，在恒河猴中spinophilin出 

现在 93％的海马树突棘中，而很少出现在其他组织 

中，这使得 spinophilin成为一种极佳的树突棘标 

志物 。因此 ，本研究采用树突棘特异性标记物 

spinophilin[14, 记 16月龄的 APP／PS1转基因AD 

小鼠和相同月龄的野生型小鼠海马DG内的树突 

棘，并进行准确的三维定量，其结果显示 16月龄的 

APP／PS1转基因AD小鼠海马DG内树突棘密度和 

数量较相同月龄的野生型小鼠显著性减少，提示中 

老年 AD小鼠海马 DG内树突棘显著性丢失。同时， 

4个月跑步锻炼干预的 16月龄 APP／PS1小鼠 DG 

区的树突棘密度和总数较未给予跑步干预的相同 

月龄APP／PS1小鼠显著性增加。树突棘作为神经元 

胞体的远距离突起，极易在神经退行性病变中受到 

损伤从而中断细胞信号传递和突触功能。突触活性 

的改变可以引起树突棘的形态变化，树突棘的改变 

也可以对突触电信号和化学信号产生影响，同时调 

节突触传递的功能。树突棘作为一种动态结构被认 

为是突触可塑性学习和记忆的位点。因此，树突棘 

对于维持突触正常功能和可塑性至关重要。进而影 

响细胞的信号传递、学习和记忆功能 。本实验结果 

表明，跑步锻炼能够延缓中老年 AD小鼠海马 DG 

内树突棘的丢失。跑步锻炼对AD小鼠海马齿状回 

树突棘的作用可能是跑步锻炼改善AD小鼠空间学 

习能力的重要结构基础之一。 

然而这一结论却与Xu等的研究结论不一致。 

Xu等[291报道6周有氧运动结合氧化应激治疗不能 

改善中老年 APP／PS1转基因 AD小鼠的空间学习和 

记忆能力，也不能逆转海马内突触囊泡的丢失。本 

研究目前的研究结果与Xu等的研究结果不一致的 

原因不清楚，推测跑步干预持续时间的不同及不同 

突触部位标记物的使用等可能解释不一致的结果。 

本研究结果提示．海马内突触可能是延缓 AD进程 

的重要结构靶点，跑步锻炼很可能是通过调节突触 
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的可塑性而延缓AD学习记忆能力下降的进程。 

综上所述，16月龄时 AD模型小鼠空间学习记 

忆能力显著性减退，海马DG区内树突棘显著性丢 

失，跑步锻炼后 AD小鼠的空间学习能力得到改善， 

海马 DG区内树突棘数量丢失明显减少。推测跑步 

锻炼改善老年AD小鼠学习记忆能力有可能是通过 

减少树突棘的丢失实现的，跑步锻炼有可能成为延 

缓老年AD患者疾病进程的方法之一。 
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