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老年雄性 APP／PS1模型小鼠大脑海马齿状回内 

有髓神经纤维结构的体视学研究 

朱殷青，蒋 林，张 毅，周春妮，晁风蕾，张 蕾，唐 静 ，梁 芯，綦英强，张 杨，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 16月龄雄性APP／PS1双转基因小鼠海马齿状回有髓神经纤维的结构改变，以期 

深入了解阿尔茨海默病海马的形态学改变。方法：Morris水迷宫方法测试 16月龄雄性野生型小鼠和 16月龄雄性 APP／PSl双转 

基因模型小鼠的空间学习记忆能力，透射电子显微镜技术和现代体视学方法定量研究模型小鼠和野生型小鼠海马齿状回内有 

髓神经纤维长度、有髓神经纤维及其轴突和髓鞘体积等参数。结果：Morris水迷宫结果显示在前六天的隐蔽站台试验中模型组 

小鼠逃避潜伏期明显长于野生型小鼠(分组效应：F=9．952，P=0．008；时间效应：F=3．082，P=O．023；时问分组交互作用： 

0．312．P=0．873)，在第七天的空间探索试验中模型小鼠穿台次数明显少于野生型小鼠(F_2．961，P=0．011)，原平台所在象限停留 

时间百分比明显小于野生型小鼠( 0．090，P=0．002)。虽然两组小鼠海马体积没有统计学差异，但是DG区内有髓神经纤维的超 

微结构均存在退行性改变，体视学定量分析结果显示在 0．7～1．2 m直径段模型组小鼠海马DG内有髓神经纤维长度较野生型 

组明显降低( 0．022)。结论：16月龄时 APP／PS1模型小鼠空间学习记忆能力明显减退，且海马 DG内 0．7～1．2 m直径段有髓 

神经纤维明显丢失可能是 APP／PS1模型小鼠空间学习记忆能力进行性减退的结构基础之一。 
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Stereological study of the structure of the myelinated nerve fibers 

in the dentate gyrus of the aged APP／PS 1 transgenetic mice 

Yinqing， 锄 g Lin，Zhang Yi，Zhou Chunni，Chao Fenglei，Zhang Lei， 

Tang Jing，Liang Xin，Qi Yingqiang，Zhang Yang，Tang Yong 

(Teaching and Research Section ofHistology and Embryology，Laboratory ofStem Cell and Tissue Engineering， 

College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the changes of the myelinated nerve fibers in the dent—ate gyrus(DG)of the 16一month—old male 

APP／PS1 transgenetic model mice using the unbiased s—tereological methods in order to further understand the morphological 

changes in the hippoca—mpus of the Alzheimer’s disease．Methods：The spatial learning and memory abilities of the 16month-old male 

APP／PS1 model and wild-type mice were investigated using the Morris Water Maze test． The total length of the myelinated fibers，the 

total volumes of the myelinated fibers，the axons of the myelinated fibers and the myelin sheaths of the myelinated fibers，the inner di" 

ameter and outer diameter of the myelinated fibers in the DG of the mice in two groups were investigated by the transmission electron 

microscope and the unbiased stereological methods．Results：Morris Water Maze results showed that the escape latency of the model 

mice was signi-ficantly higher than that of the wild—type mice(group effect：F=9．952，P=0．008；time effect：F=3．082，P=0．023；time 

group interaction：／7--0．3 12，P=O．873)．The target zone frequency in the probe trial task of the model mice was significantly decreased 

compared with that of the wild—type(F=2．961，P=-0．011)，so was the percentage of time in target quadrant zone(F=0．090，P=-O．oo2)．The 
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hippocampal volume and the dentate gyrus volume were not 

significantly different between the model mice and the wild— 

type mice．However，the myelin sheaths of the myelinated fibers 

in the DG of both group mice existed degenerative changes． 

Moreover，the stereological results showed that the total length 

of the myelinated fibers with the diameter range from 0．7 to 1．2 

um in the DG of the model mice was significantly decreased 
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when compared with that of wild—type mice(P=0．022)．Conclusion：The spatial learning and memory abilities of the 16一month—old 

male APP／PS 1 model mice were decreased significantly．The significant loss of myelinated fibers with the diameter range from 0
．7 to 

1．2 Ixm in the DG of the APP／PS1 model mice might be one of the structural bases for the memory and learning deficits of the old 

APP／PS1 model mice． 

【Key words]APP／PS1 transgenetic mice；dentate gyms；myelinated nerve fibers；tmnsmission electron microscope；stereology 

阿尔茨海默病(Alzheimer’S Disease，AD)．是一 

种伴随有学习记忆能力下降的老午f生疾病。众多流 

行病学研究发现，截止到2010年全世界 AD患者估 

计达到3600 u。其中，中国的AD 数̂将近920 2】， 

约占世界患病人数的 1／4，而且随着中国人 口老龄 

化的加剧，这一人数必然会有上升趋势。据估计，平 

均每位 AD患者一生中用于治疗该病的费用已高达 

174 000美元。加上 AD患者平时生活上不能 自理 ， 

需要长期的看护．这无疑给每个家庭和整个社会都 

带来了沉重的“负担”。 

大多数研究表明，AD患者主要存在以下病理 

改变：hi3淀粉样斑块和神经原纤维缠结，以及基于 

以上原因造成的皮质和海马区域大量神经元和突 

触的损伤、丢失、功能异常等，进而造成学习记忆下 

降或认知功能缺损等【 。 

众所周知 ，海马结构是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。从 

结构上来说，海马体主要包括 CA1、CA2、CA3和 

(Dentate Gyrus)DG 4个亚区，各亚区间通过错综复 

杂的神经纤维网络．尤其是有髓神经纤维进行高速 

的信息传导，这在一定程度上保证了海马正常功能 

的发挥。但是，目前国内外鲜有关于AD大脑海马内 

有髓神经纤维改变的报道，已有的报道也仅是关于 

AD早期的半定量或者中晚期的定性研究 ：Desai等[61 

发现 6月龄 3xTg—AD模型小鼠海马 CA1亚区有髓 

神经纤维数量显著性减少。Schmued等[71在 l6月龄 

APP／PS1模型小鼠海马 DG亚区也观察到了有髓神 

经纤维的缺失。然而，针对 AD晚期海马DG内有髓 

神经纤维改变的三维定量研究尚未被报道。鉴于 

DG作为海马结构信息传导通路的门户，在维持海 

马学习记忆功能方面发挥着举足轻重的作用 ，本实 

验将选取 16月龄雄性 APP／PS1模型小鼠和同窝生 

野生型小鼠各 5只，在透射电子显微镜技术的基础 

上 ，运用现代体视学方法定量计算 DG内有髓神经 

纤维的相关超微结构参数 ，以此来准确了解 AD晚 

期大脑海马 DG内有髓神经纤维的病理改变．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 

16月龄雄性 APP／PS1模 型小 鼠(B6C3一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)2010—0001)和同窝生雄性野生型小鼠各7 

只，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。 

1．2 Morris水迷 宫测试 

为检测空间学习、记忆能力 。2组小鼠均采用 Morris水 

迷宫先进行 6 d的隐蔽站台试验，接着在第 7天进行空间探 

索试验[8-9]。 

1-3 标本取材与固定 

每只小鼠先按 0．004 mL／g的剂量从腹腔注射 1％水合氯 

醛进行麻醉 ，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 ，然后再刺破右 

心耳．接着用生理盐水以 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。然后剖出大脑，从大脑纵沟处将大脑分离成左右半脑， 

分别用 6％琼脂包埋 ，待琼脂凝固后沿冠状方向切成 0．5 mm 

厚的连续脑切片．每侧大脑半球可切 5～7张含有海马组织的 

等距离组织片。 

1．4 大脑海马及 DG体积的计算 

从每组随机选出5只小鼠，每只小鼠等距随机抽取一侧 

大脑半球含有海马结构的切片，在解剖显微镜下拍照，覆盖 

等距测试点。由于海马各区边界不清，所以计数落在海马结 

构上的总点数．并利用下列公式计算海马体积 Vhp： 

Vhp=∑nxm×t x 2 (1) 

式中∑n为计数的总点数，m为每个点所代表的面积，t 

为切片距离『101。 

接着利用冰冻切片机在每一张脑片的表面切下 2O Ixm 

厚的冰冻切片并用苏木素染色，然后在体视学显微镜下画DG 
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边界，拍照，并在表面叠加等距测试点 ，求出落在 DG上的点 

数和海马结构上的点数之 比，即 DG与海马体积之比。利用 

前面算 出的海马体积 Vhp乘以该比值 。即可算出 DG体积 

VDG。 

1．5 电镜切片制备 

从上述每只小鼠包含海马结构的 0．5 mm切片中随机抽 

取 3张切片 ，再从每张切片 DG区取 1个组织块．在 4℃环 

境下将组织块做如下处理：用 2．5％的戊二醛 固定 2 h，接着 

0．1 mol／L磷酸盐缓冲液(ph 7．2)洗 3次 ，然后用 1％四氧化 

锇(OsO )再 固定 2 h，紧接着在 50％、70％、90％乙醇和 90％ 

二甲基酮混合物及 100％~甲基酮中梯度脱水 ，然后浸泡于 

环氧树脂中。为保证各方向有均等概率被切到，将经过电镜 

染色的标本按“球切法”处理 ：将泡好的组织块先用树脂包埋 

成直径为 5 mm大小的球 ，再按正常电镜包埋步骤继续包 ． 

埋 ，然后按照随机原则切取 1张 60 nm厚的切片 ．分别在透 

射电子显微镜下放大 8 000倍和 20 000倍，从每个倍数下再 

分别等距随机抽取取 20个视野进行拍照。 

1．6 体视学分析 

1．6．1 DG内有髓神经纤维的长度密度和总长度的计算 将 

无偏计数框随机叠加在 8000倍的电镜照片上 ，计数满足禁 

止线法则的有髓神经纤维断面数，按照下列公式计算单位体 

积内有髓神经纤维的长度密度 Lv(MF／DG)： 

Lv(MF／DG)=2~~N(MF)／[S(frame)~YXrame] (2) 

其中，∑N(MF)为计数的有髓神经纤维断面总数．s 

(frame)为无偏计数框的面积，∑frame为使用的所有计数框 

的总数。 

用之前计算得到的大脑海马齿状回体积 VDG乘以单位 

体积内有髓神经纤维的长度密度就得到了海马齿状回内有 

髓神经纤维的总长度 L(MF，DG)： 

L(MF，DG)=Lv(MF／DG)xV~ (3) 

将一系列等距测试点随机覆盖在 8000倍电镜照片上。 

分别计数落在所有照片上以及照片上有髓神经纤维及其髓 

鞘、轴突上的总点数。根据下面公式分别计算有髓神经纤维 

及其髓鞘、轴突的体积密度： 

Vv(MF／DG)=∑I(MF)／ZIDG (4) 

Vv(MS／DG)=∑I(MS)／2Im (5) 

Vv(Axon／DG)=∑I(Axon)／ZID~ (6) 

其中，∑I(MF)为落在有髓神经纤维上的点数，∑I(MS) 

落在有髓神经纤维髓鞘上的点数，∑I(Axon)为落在有髓神 

经纤维轴突上的点数，∑IDG为叠加在照片上的总点数 ，vv 

(MF／DG)、Vv(MS／DG)、Vv(Axon／DG)分别为有髓神经纤维及 

其髓鞘、轴突的体积密度。 

用海马DG体积 VDG分别与单位体积内有髓神经纤维 

的体积密度 Vv(MF／DG)、有髓神经纤维髓鞘的体积密度 vv 

(MS／DG)和有髓神经纤维轴突的体积密度 Vv(Axon／DG)相 

乘 ，即可得到海马齿状回内有髓神经纤维的总体积 v(MF， 

DG)、有髓神经纤维髓鞘的总体积 V(MS，DG)、有髓神经纤 

维轴突的总体积 V(Axon，DG)t-q： 

V(MF，DG)=Vv(MF／DG)X VDG (7) 

V(MS，DG)=Vv(MS／DG)X VDG (8) 

V(Axon，DG)=Vv(Axon／DG)×VDc (9) 

1．6．2 有髓神经纤维的外直径和内直径的计算 计算被计 

数框抽中的有髓神经纤维的外直径和内直径。首先找到有髓 

神经纤维断面的最长轴并作与最长轴相垂直的最长的线段 ． 

那么该线段即为有髓神经纤维的外直径 ，同理可获得有髓神 

经纤维内直径，即有髓神经纤维轴突直径【1】】。 

1．7 统计学分析 

使用 SPSS 22．0统计软件进行统计学分析。首先行正态 

分布检验，以确定数据是否服从正态分布：采用重复测量 

的方差分析对 Morris水迷宫第 1~6天隐蔽站台试验数据进 

行检验；第 7天空间探索试验数据和相关体视学参数采用两 

独立样本 t检验。检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 Morris水迷 宫结果 

在前 6 d的隐蔽站台试验中，对2组小鼠前 6 d的逃避 

潜伏期作一般线性模型重复测量发现模型组小鼠逃避潜伏 

期明显长于野生型小鼠(分组效应：F--9．952，P=-0．008；时间效 

应 ：F=3．082，P=0．023；时间分组交互作用 ：F=0．312，P= 

0．873)(如图 1)。在第7天的空间探索试验中，分别对2组小 

鼠穿台次数和在原平台所在象限停留时间百分 比作两独立 

样本 t检验分析发现，模型小鼠穿台次数明显少于野生型小 

鼠( 2．961，P=O．O11)，原平台所在象限停留时间明显小于野 

生型小鼠( 0．090，／1=-0．002)(如图 2)，均具有统计学意义。 

蜒 
崮 

0 1 2 3 4 5 6 7 

测试天数(d) 

a：P<O．05 

每个点代表每组小鼠每天 4次测试潜伏期的平均值 ( ± )；模 

型组小鼠逃避潜伏期明显长于野生型小鼠 

图 1 野生型小鼠和模型小鼠(各 7只 )逃避潜伏期比较 

Fig．1 Comparasion on the escape latency of the wild type mice 

and model mice(each group includes seven mice) 
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汴：模型组小鼠穿台次数和原平台所住象限逗留时间百分比明显低 

于野生 小鼠：a： O．05 

图2 野生型小鼠和模型小鼠(各 7只)穿台次数和原平台所在象限 

逗留时间百分比的比较(X± ) 

Fig．2 Comparison on the target zone frequency and the 

percentage of time in target quadrant zone of the wild type mice 

and model mice(each group includes seven mice) 

2．2 有髓神经纤维结构改变的观察 

对 2组有髓神经纤维 20000X电镜图片进行比较，发现 

均l存在小同程度的退仃性改变，主要包括 ：髓鞘分层 、轴突沃 

勒样变性(如图 3) 

A．嘶生型绀 B．模型组 

}i-：rI包箭头指，Ji髓鞘分层，黑色h!号指爪柯髓 神经纤维轴突沃 

勒氏退仃 H-：变；比例 划度为 1／．zn 

图 3 野生型组和模型组小鼠(各 5只 )大脑 DG内有髓神经纤维 

超微病理结构改变对比(20 000×) 

Fig．3 Comparisons on the pathological changes in the 

ultrastructures of the myelinated fibers in the dentate gyrus 

between the wild type and model mice 

(each group includes five mice)(20 000 X) 

23 体视学定量结果 

模型组海马体积、DG体积 、DG内有髓神经纤维及其轴 

突 、髓鞘体积相对于野生型小鼠米说 ，无明 改变(P=0．979、 

P=O．262、P=O．257、P=O．276、P=O．309)(如同 4)。模型组海马 

I)G内有髓神经纤维外卣径 、内血径均较对照组有所减少，但 

趋异没有 著性(P=0．098、P=-O．059)。虽然模型组有髓神经纤 

维总长度较野生型组也没有明 改变(P=O．408)，但模型组 

小鼠海马 DG内 0．7～1．2 m直径段有髓神经纤维长度较野 

q：型组明 缩短(P=0．022)(如网5)。 
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Fig．4 Comparison on the hippocampus volume，the dentate 

gyrus volume，the myelinated fiber volume，the related axon 

volume and myelin sheath volume in the wild type group mice 

and model group mice(each group includes five mice)(X 4-S) 
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wild type group and model group(each group includes five mice) 
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3 讨 论 

已有研究证实，AD是一种伴随学习、记忆能力 

下降的老年神经系统退行性疾病。APP／PS 1模型小 

鼠是能够表达人类突变 APP与 PS1的双转基因 AD 

小鼠．可以很好地模拟 AD部分病理改变，是公认的 

研究 AD的理想模型。因此，选用该模型进行研究。 

在本实验中．利用 Morris水迷宫对 16月龄模型小 

鼠和同月龄野生型小鼠的空间学习记忆能力进行 

探测发现：在前 6 d的隐蔽站台实验中。模型组小鼠 

逃避潜伏期明显高于野生型；在第7天的空间探索 

实验中。模型组小鼠穿台次数和原平台所在象限逗 

留时间百分比均明显小于野生型．这与 Malta等ll2] 

的结果基本一致。在Maim等的研究中，他们同样选 

用 16月龄APP／PS1模型小鼠进行水迷宫测试：虽然 

他们只进行了5 d的测试，但是在前4 d的隐蔽站台 

实验中，模型组小鼠逃避潜伏期明显大于野生型小 

鼠；在第 5 d的空间探索实验中，模型组小鼠在原平 

台所在象限逗留时间明显小于野生型小鼠。因此， 

本研究认为雄性 APP／PS1模型小鼠在 16月龄时其 

空间学习、记忆功能已发生障碍。那么，到底是什么 

原因造成了如此改变呢? 

众所周知．海马是大脑学习记忆功能的重要载 

体。有大量的研究证实海马是AD最早发生病变的 

脑区：在 AD的早期甚至在表现临床症状以前就已 

出现海马体积的萎缩 4]，说明海马在AD发病过程 

中可能发挥着至关重要的作用。海马在结构上主要 

包括 CA1、CA2、CA3、DG 4个亚区，而 DG区作为海 

马结构信息传导通路的始发站，在维持海马学习记 

忆功能方面发挥着无可替代的作用。在本实验中，运 

用无偏定量体视学方法分别对 16月龄 APP／PS1模 

型小鼠和野生型小鼠大脑海马、DG体积进行研究 

发现：两者均不存在统计学差异(／9=0．979、P--0．266)。 

这分别与 van de Pol等[15】和 Schmitz等 q的发现基本 
一 致。在 van de Pol等的研究[ 5l中，他们采用 MRI技 

术分别对 103名 AD患者和 73名正常人大脑海马 

体积进行研究发现：老年 AD患者和正常老年大脑 

海马体积无统计学差异。Schmitz等 运用体视学方 

法分别对 l7月龄雌性 APP／PS1小鼠和同月龄雌性 

野生型小 鼠大脑海马内 DG体积进行测量发现：2 

组无统计学差异。以上两者 ，虽然选用的研究对象 

与本研究不同：前者选用的是老年 AD患者和正常 

老年的比较，后者选用的是 l7月龄雌性模型小鼠和 

野生型小鼠的比较，但是与本实验所用动物一样。 

均属于老年阶段。在本团队前期的一些工作中。卢 

伟等 发现正常老年大鼠大脑海马体积发生明显萎 

缩。因此，本研究推测野生型小鼠在 16月龄时大脑 

海马体积可能已经出现萎缩，因此造成模型组小鼠 

和野生型小鼠海马体积、DG体积均无统计学差异 

模型组小鼠大脑海马体积、DG体积与野生型相比 

没有显著改变，但是空间学习记忆却发生了障碍， 

这又是为何呢?莫非是海马、DG内一些神经细微结 

构发生了改变? 

大多数的研究表明，AD病理进程中AB的不断 

沉积和 Tau蛋白的持续过度磷酸化会导致海马内 
一 些神经元 、突触的损伤或者丢失，进而造成学习、 

记忆功能障碍。有学者研究发现．3xTg—AD小鼠大 

脑海马有髓神经纤维在 6月龄时就已出现髓鞘的 

缺失 ，且早于 Ap沉积和 Tau蛋白的改，变【阍，提示海 

马内有髓神经纤维结构的损伤或缺失在AD发病过 

程中可能发挥着重要作用。因此，研究 AD大脑海马 

内有髓神经纤维的改变对于我们正确认识AD的病 

理进程至关重要。鉴于DG作为海马结构信息传导 

通路的门户，是维持海马学习记忆功能必不可少的． 

故在本实验中，运用准确的三维定量体视学方法分 

别对 16月龄雄性 APP／PS1模型小鼠和野生型小鼠 

海马 DG内有髓神经纤维各项超微结构参数进行测 

量。结果发现：虽然模型小鼠海马体积、DG体积、DG 

内有髓神经纤维及其轴突、髓鞘体积、有髓神经纤 

维外直径、内直径、总长度与野生小鼠相比均没有 

显著性改变(P=0．979、P=0．266、P=0．257、P=0．276， 

P=0．309、P=0．098、P=0．059、P=0．408)，但是模型组小 

鼠大脑海马 DG内 0．7～1．2 m直径段有髓神经纤 

维长度显著性下降( 0．022)。这一发现与卢伟㈣的 

研究结果略有差别：在卢伟的研究中，他们发现 10 

月龄雄性 Tg2576小鼠与同月龄雄性野生型小鼠相 

比，其大脑海马 DG内有髓神经纤维及其髓鞘体积 

无显著性差异，但是有髓神经纤维长度明显短于野 

生型小鼠，提示有髓神经纤维大量丢失，且可能主要 

是小直径段纤维的丢失。然而，在本研究中．发现模 

型组大脑海马 DG内有髓神经纤维总长度与野生 

型相比无明显变化，但是中等到大直径段的有髓神 

经纤维显著丢失。那么，为什么会有如此差别呢?卢 
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伟所用 10月龄小鼠处于中老年期，而本研究所用16 

月龄小鼠处于老年期。Marner等[20／运用体视学方法 

对不同年龄段正常人大脑白质有髓神经纤维进行 

研究发现：老年大脑白质有髓神经纤维明显缩短 ．且 

主要存在于小直径段有髓神经纤维。卢伟等【 71运用 

同样的方法对不同年龄段的雄性 Long—Evans大鼠 

大脑海马内有髓神经纤维进行研究发现：正常老年 

雄性 Long—Evans大鼠大脑海马内有髓神经纤维长 

度显著性短于中老年大鼠。因此，推测正常小鼠在 

l6月龄时其大脑海马 DG内有髓神经纤维可能已经 

明显缩短 ．且主要是细小直径有髓神经纤维，而 16 

月龄雄陛APP／PS1模型小鼠大脑海马 DG内有髓神 

经纤维可能细小直径、中等直径和大直径段均有丢 

失，但与同月龄野生型相比的话只显示中等直径和 

大直径段(0．7—1．2 m)有显著性丢失。另外发现 16 

月龄雄性 APP／PS1模型小鼠大脑海马 DG内有髓 

神经纤维及其轴突、髓鞘体积较同月龄野生型小鼠 

均无统计学差异，与卢伟fI91在雄性 Tg2576在10月 

龄时的发现相同。本研究推测这可能是因为l6月龄 

雄性 APP，PS1模型小鼠大脑海马 DG内仅仅 O．7 

1．2 m直径段的有髓神经纤维的明显缺失并不足 

以引起有髓神经纤维及其轴突、髓鞘总体积的改变。 

综上所述，本研究认为 16月龄时 AD模型小鼠 

空间学习记忆能力明显减退．且海马 DG内中等直 

径段有髓神经纤维明显丢失 。这可能是老年 AD模 

型小鼠空间学习记忆能力进行性下降的结构基础 

之一 
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