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AQP9在APP／PS1双转基因小鼠海马中的表达变化 

陆蔚天，黄 娟，李 昱，孙善全 

(重庆医科大学神经科学研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究水通道蛋白9(aquapofin一9，AQP9)在阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)模型小鼠海马中的表达变化。 

方法 ：9月龄 APPswe／PSldE9双转基因雄性小鼠和 C57野生型雄性小鼠各 12只，分别为 AD模型组和对照组，采用水迷宫实验 

检测 2组小鼠学习记忆能力，采用免疫组化、免疫印迹和qRT—PCR方法检测AQP9蛋白及其 mRNA在以上 2种小鼠海马中的 

表达。结果：水迷宫实验显示 ，与对照组 比较 ，模型组小 鼠找到平台的潜伏期显著加长 ，穿越平台次数明显减少(t=7．064，P一 

0．000)。免疫组化、免疫印迹和 qRT—PCR结果分别显示：与对照组比较，AQP9的吸光度(absorbance，A)值在海马不同区域均增 

~H(CA1：t=7．373，P=0．000；CA2：t=3．1，P=0．叭1；CA3：t=4．428，P=0．001；齿状 回：t=5．285，P=0．000)；AQP9蛋白表达增高(t=5．305， 

P=0．003)；AQP9 mRNA表达水平增高(f=3．646，P=0．045)。结论：在APPswe／PSldE9双转基因AD模型小鼠海马中，AQP9表达上 

调。 

【关键词】水通道蛋白9；阿尔茨海默病；APPswe／PSldE9转基因小鼠；海马 ． 
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Changes in expression of Aquaporin-9 in the hippocampus of APP／PS1 

double transgenic mouse model of AIzheimer’s disease 

Lu Weitian，Huang Juan，Li Yu，Sun Shanquan 

(Institute of Neuroscience，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the changes in expression of Aquapofin一9(AQP9)in the hippocampus of mouse model of 

Alzheimer’s disease(AD)．Methods：APPswe／PS1dE9 double transgenic male mice aged 9 months(n=12)and C57 wild—type(WT) 

male mice aged 9 months(n=12)were used as model of AD and control，respectively．Morris water maze tests were used to assess the 

learning and memory abilities of animals．Immunohistochemical staining，Western blot and qRT-PCR were applied to exam the ex- 

pression of AQP9 protein and its mRNA in the hippocampus of the AD model and WT mice．Results：The water maze test showed that 

AD model mice took longer latency and had significantly less platform-passing times than WT mice(t=7．064，P=-0．ooo)．The results of 

immunohistochemical staining showed that the absorbance(A)value of AQP9 immunoreactivity in different hippocampus areas were 

increased in the hippocampus of the AD model mice compared with in that of the WT mice(CA1：t=7．373，P=0．000；CA2：t=3．1，P= 

0．0l1；CA3：t=4．428，P=0．001；girus：t=5．285，P=0．000)．The results of Western blot showed that the expression of AQP9 protein 

were increased compared with in that of the WT mice(t=5．305，P--0．003)．The qRT—PCR showed that AQP9 mRNA were increased in 
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the hippocampus of the AD model mice compared with in that 

of the wT mice(t=3．546，P=O．045)．Conclusion：AQP9 protein 

and its mRNA are upregulated in the hippocampus of the APP— 

swe／PS1dE9 double transgenic mice model of AD． 

【Key words]aquaporin-9；Alzheimer’s disease；APPswe／PS1dDE9 

double transgenic mice；hippocampus 
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阿尔茨海默病 (Alzheimer’S disease，AD)是一 

类常见的中枢神经系统退行性疾病，以进行性记忆 

减退和认知功能障碍为主要临床症状[1J。目前，AD的 

病因和发病机制并不明确。已有的研究表明脑内血 

管病变和能量代谢障碍与 AD的起病及进展相关。 

AD相关的血管病变包括慢性低灌注、血管内皮 

炎症反应、血管新生及血管网异常、神经血管单元 

对淀粉样蛋白(B—amyloid protein，A13)的转运异常 

等 。这些血管病变提示在 AD的发生发展过程中， 

可能出现脑内水和其他物质的转运异常。 

大量文献表明【 ，脑内能量代谢障碍也与 AD 

的发病相关。有研究发现能量代谢改变要先于 AD 

的病理变化和临床症状发生，并且能够引起 tau蛋白 

过度磷酸化、线粒体功能障碍和患者认知功能障碍 

等AD相关病理变化和症状[5--61。 

水通道蛋白(aquaporins，AQPs)是一组分布于 

细胞膜 ，与水转运相关的蛋白。人类已经从P$-~L动 

物体内分离克隆出 13种 AQPs(AQP0一AQP12)，其 

中在脑组织中明确检测到的 AQPs有 3种 ：AQP1、 

AQP4和AQp9Es]。研究发现，AD患者脑内AQP1和 

AQP4表达发生变化l9 0j。这些结果与之前所述 AD 

脑内的血管病变提示 AD的发生发展可能与脑内水 

转运异常相关。然而，对于AQP9在 AD动物模型和 

患者脑内的表达情况目前鲜见报道。 

AQP9不仅对水具有通透性 ．同时还可以转运 

甘油、乳酸和尿素等物质[11]'而甘油和乳酸可以作为 

神经元的能量底物[12-1 3J。由于AD脑内能量代谢发生 

变化。与能量底物转运相关的 AQP9的表达也有可 

能发生改变。 

AD的发病与脑内水转运异常和能量代谢改变 

相关 ，而 AQP9可以作为脑内水和能量底物的通道 

蛋白。因此本研究在 APPswe／PSldE9双转基因AD 

小鼠模型的海马中检测了 AQP9的表达变化情况． 

以期为 AD发病机制的研究提供新线索。 

1 材料与方法 

1．1 买验动物 

APPswe／PS1dDE9双转基因AD模型小鼠购 自南京模式 

动物研究中心，C57小鼠购自重庆医科大学动物实验中心。 

动物购买后饲养于重庆医科大学动物实验中心 SPF级动物 

房进行繁殖，自由摄食和饮水，饲养至9月龄，体质量27～32 g， 

取 APPswe／PS1dE9双转基因 AD模型和 C57雄性小鼠各 12 

只进行实验。 

1．2 Morris水迷宫 实验 

Morris水迷宫装置由直径为 150 em的圆形水池及直径 

为 9．5 cm的平台组成。水池中放入不透明染料。Morris水迷 

宫实验由两部分构成。①隐蔽平台实验。平台放置于水池中 

某一固定点，低于水面 1 cm。小鼠从水池 4个不同象限的点 

放入水中。记录小鼠在 60 S内找到平台的时间及所经过的路 

程。如果小鼠在 60 S内未找到平台，则由实验者将其引导至 

平台上并停留10 S。将小鼠找到平台的时间作为逃避潜伏期 

(escape latency)。实验连续进行6 d，每天4次，每次间隔 1 h。 

②空间探索实验。隐蔽平台实验结束 24 h后，撤走平台，使 

小鼠在水池内搜索平台 60 S，记录其在 目标象限停留的时间 

及穿越平台位置的次数。 

1．3 免疫组织化学 

小鼠在 Morris水迷宫实验结束后 ，3．5％水合氯醛麻醉 ， 

断头 ，冰上取脑后用 4％多聚甲醛固定 72 h，常规 70％酒精 

脱水，石蜡包埋 ，冠状位切片，厚度 4 Ixm。二甲苯脱蜡 ．PBS 

冲洗，于95℃枸橼酸钠修复抗原，3％H：O 处理 8 min封闭 

内源性过氧化物酶，5％BSA处理 1 h封闭非特异性抗原．加 

入兔抗 AQP9(1：200)，4℃过夜，PBS冲洗 3次 ，滴加辣根过 

氧化物酶(horseradish peroxidase，HPR)结合的羊抗兔二抗 ． 

于 37℃孵育 30 min，PBS冲洗 3次。二氨基联苯胺(di— 

aminobenzidine，DAB)显色 ，梯度酒精脱水 ，二甲苯透明 。封 

片，光镜下观察。 

1．4 免疫印迹检 测 

冰上取各组鼠脑中海马，细胞裂解液提取蛋白：BCA法 

测定蛋白浓度，调节蛋白浓度一致，取等量蛋白样品(30 g)， 

SDS—PAGE电泳分离蛋白，湿转将蛋白条带转移至 PVDF膜 

上。Western封闭液封闭 1 h；1：500兔抗 AQP9多克隆抗体 

4℃过夜 ，1：3 000 HRP标记的羊抗兔 IgG 37 oC孵育 1 h： 

1：1 000小鼠抗 13-actin单克隆抗体4 cc过夜，1：3 000 HRP 

标记的羊抗小鼠 IgG 37℃孵育 1 h；DAB显色。应用 Quantity 

one软件半定量分析，结果以AQP9和 B—actin的比值表示。 

1．5 qRT—PCR 

用 TRIzol法提取海马总 RNA，Nanodrop2000微量紫外 

分光光度计检测浓度和纯度，逆转录为 cDNA，逆转录的条件 

按照说明书设定。采用 SYBR Green染料法进行 qRT—PCR 

扩增 ，每个样品设复孔，以 13-actin为内参。AQP9引物序列， 

上游：5’一TCCCAGGCTCTYCACTGCA一3’，下游 ：5’一ACCCA— 

CGACAGGTATCCACC一3’；B—actin引物序列，上游 ：5’一AA— 

CCCTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3’．下游 ：5’-TCATGAGGT— 

AGTcTGTCAGGT一3’。反应条件：95℃起始 30 S，95℃变性 

10 S，60 oC退火 15 S，72℃延伸 15 s，循环 35次，60℃ 15 S． 

4℃降温。CFX connectTM qRT—PCR系统检测各样本的荧光阈 

值循环数(ct)值。熔解曲线分析以确保 PCR的特异性。2 蛔 

法来计算 目的基因mRNA的相对值。 

1．6 统计分析 

采用 SPSS 17．0软件进行统计学分析，数据以均数 ±标 
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准差 ( ±s)表示 埘Mort-is水迷宫的数据采用重复测 打 

抬分析，对其余实验数据进行阿佯_本均数比较的t检验 {=：；= 

盒标准 Ol=0．05(舣侧)． 

2 结 果 

2．1 Mo,‘ris水 迷 宫 结 果 

存隐蔽平 实验叶1，AD模 小鼠f̈对照小鼠寻找平台 

的潜伏期均呈观逐渐缩短的趋势(表 1)； 隐蔽平 实验第 

2-6天 ，AD模型小 找到平台的潜伏j9j明显 长于刈 照小鼠 

(丧 1)，H．主要沿池 游泳(罔 1) 问探索实验l{】60 

J～AD模 小鼠穿越 白次数为(】．000±0．258)次
， 明 低 

J 对照组I(4．833±0．477)次(I 2)．f=7．064．P=-0．0001 

Ⅱ 

川 

A．对月 小鼠、，找、 台 A．AI)帧 组小鼠寻找、 台 

的游泳轨迹【矧 的游泳轨迹l割 

图 1 对照组和 AD模型缉小鼠寻找平台的的游泳轨迹 

Fig 1 Finding l31atform courses of mice in control group 

and AD model group 

[ 

1 

0 

对照组 AI)组 

i对照组卡ff比，P-O．000 

图2 对照组和AD模型组小鼠穿越平台次数( ±s，n：6) 

Fig．2 Comparison of times of passing platform between control 

group and AD model group mice( ±s。n=6) 

2．2 免投组织化 学结果 

免疫组化结果显永：在X,tiF,14'鼠和 A1)模 小鼠海 0的 

CAl、CA2、CA3和齿状 Ẍ域均 AQP9表达； 像分折 果 

显，下，埘照 小鼠中 AQI)9表达的暇比度(absorl瑚m-t 
．A)fII『分 

j．}U ：CA1(0．159±0．O10)；CA2(0．180±0．009)：CA3(0
， 146± 

0．009)； 状 (0．192±0．010)；A1)模型组 巾 AQP9太达的 

A值分圳为：(：A1(0．264±()．098)；CA2(0．217±0．008)：CA3 

(0．202±0．009)；齿状 回(0 259±【)．008)。 海 5的以 I 

域，AI)摸 小鼠中AQt 9表达的 A竹较对照组增『岛
． 肚 

有统计学意 义(CA1：t=7．373，，一0．000；CA2：『=3．1，P：0．OI】： 

CA3：， ．428，， ．001；齿状『『I1：t=5．285，P=-0．000)， 3所乐 

表 1 对照组和 AD模型组小鼠在隐蔽平台实验中寻找平台潜伏期的比较( ± 
。H：6) 

Tab一1 Comparison of escape latency between the control group and AD model group mice under hidden platform test( ± 
，
， 6 

汴：绷问效J· F--150．55I，P=O．000；时 效心 k)52．426，， O．000；交 ：效应 1-13 853
． ()．000 

，

．  耄 

AD模型绀 

注：“ ” ，J ?P9阳性表达部f 

0 

0 

0 

i"-I刈照绀 
I }，)fH 

埘照组棚比、P=O．000； 0对照川相比， (】．OI 1； j对照卦illII七
，P=O．001； t t J!(17l|,Pllt七， 0．000 

图 3 对照组和 AD模型组小鼠海马各区域 AQP9表达的比较 ( ± 
，，l：6) 

Fig 3 Comparison on the expression of AQP9 in the hippocampus between control group and AD model group mice( ± 
，，l=6 

砖 尊 一 

lf 
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2．3 免疫印迹结 果 

AI)模 组小fI=【海马中 AQP9十̈ 刈‘丧达ILI；(O．760±0．024) 

较z,J!!,~LflI(o．533±O．036)-t~D 11，差异 仃统汁 意Z(t=5．305， 

P=0．003)． 【冬1 4所示 

G--ilt-ti11 

＼QI 9 

1．() 

()8 

()6 

()4 

()2 

()．() 

埘照组 AI) 绀 

对照绀 A1)投Jl；7_~ll 

‘j刈照 卡H比．P=0 003 

图4 对照组和 AD模型组小鼠海马中AQP9蛋白表达量的比较 

(_r± 。n=6) 

Fig 4 Comparison on the expression of AQP9 protein 

in the hippocampus between control group 

and AD model group mice(X± ，n=6) 

2．4 ‘1R r_I’CR结 果 

( r_}’(：R纳果 示 ：AD模型小鼠海 §qI AQP9 niRN．Ji 

}ll：(O．6l2±0．1 15)高于对照组 (0．385±0．101)，箍 婷 有 

统汁学意义(t=3．646，， 0．045， 5) 、 

对照组 Î) J Ⅲ 

a：‘j对照绀卞H比．，】=()．045 

图 5 对照组和AD模型组小鼠海马中AQP9 mRNA 

相对表达量的比较( ± ，n=6) 

Fig．5 Comparison on the relative expression of AQP9 mRNA 

in the hippocampus between control group 

and AD model group mice( ±S。n=6) 

3 讨 论 

AQP9在脯『大】主要分 r 3类细胞114I：①胶质细 

胞：住第 脑事心H爿的窀管膜细胞和胶质界膜及白 

质的星形胶质细胞巾尤为明显；②软膜I札管的内皮 

细胞：③特定的神经 亡：儿茶酚胺类神经元．．Badaud 

等114l讨论了 AQP9 不川类 脑细胞巾的作用 ：任 

胶质细胞中的 AQf 9 腩实质和脑 管／~JTi奉之问 

的水转运密切l十I{火 }}1_．f：儿茶酚胺类神经兀 亏脑 

内能量代谢渊 卡}1_父， 神经兀 f 分布的 AQP9 nJ‘能 

与脑内能量底物的转运卡【1火 、本实验 AD模型鼠 

的海马中观察剑 AQt，9的表达 卜州． 这一现象从新 

的角度进一步揭爪_r AD的发生发展与脑内水的转 

运异常和能量代谢变化_卡}1天 、 

3．1 AQPs表达变化介导的水转运异常与 AD发病 

腩内 AB})C积足 川)的典型病理特 之一 大 

量在体和离体研究 ，J ，AB沉积与腑内AQPs的表 

达变化密切相_火 、柯研究者发现在 期 AD患 大 

脑皮质L{_J，AI3 IIJ‘以活化 形胶质细胞，引起AB沉积 

部位附近的星形胶质细胞 AQP1表达明显增高I I．． 

Wilcock等ImI-fl~道 ，祚』 检报告存在 A6沉积的 AD 

患者脑内和有 AB沉秋的转基【大j AD鼠模 ⋯t， 

AQP4的表达IJJ】 I5_下降 、 转染 AQPi和 Ap 的 

HEK293细胞系 ，AQI l和 AB 在细胞膜相I其他 

的细胞质中表达的部位一致InI。以上研究结果巾 

AQPs与AB fl~,J#tl父性提爪A J)的主要病理变化之一 

(脑内 AB沉干j{)f叮能 AI)脑内水转运 常相关 

最近更有研究肯 AD模 鼠中，用一种能够追踪 

水分子的分予影像技术找到 r川来证明水转运异 

常在 AB沉积『f 发挥天键作州的 ff接证据 1． 存本 

研究中观察到 AD模 鼠海，0巾 AQP9的表达异 

常．为从脑内水平衡紊乱这一角度来研究 ADfl',；发病 

机制提 了一系列新M题 AD脑内AQP9表达增 

高如何影响腑内水的转运?AQP9表达增高是否也 

与脑内A8沉积卡̈父?AQP9的表达增高是否还 与 

AD的其他病理变化( 神经兀丢失、tau l i过度 

磷酸化)相关?这些问题的解答郁需要我们今后做 

}{J更深入的研究 

3．2 AQP9表达变化介导的能量代谢改变与AD发病 

Badaut等 I发脱呐缺m后，缺 周边 域AQP9 

8  6  4  2  0  
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表达增高。他们认为缺血后脑内乳酸含量增加。软 

脑膜和微血管周围的内皮细胞中AQP9表达增高将 

有利于聚集在细胞外间隙的乳酸和甘油等物质的 

清除。与此类似，本研究推测在 AD小鼠模型~gAQP9 

表达增高 ，将会增加乳酸和甘油等能量底物从脑实 

质向血液和脑脊液中转运．导致神经元可利用能量 

底物减少，从而引起脑内能量代谢下降。因此 ，AQP9 

作为乳酸和甘油等神经元能量底物的转运通道，在 

AD模型鼠中表达增高，这一现象有可能是引起 AD 

脑内能量代谢下降的原因。 

AQP9在 AD模型鼠中表达增高也有可能是 

AD脑内能量代谢下降引起的结果。有文献报道，在 

AD动物脑 内．与能量代谢相关的胰岛素信号通路 

下调[ 。而 AQP9基因在一496／一502的启动子中包含 
一

个负性胰岛素反应元件 TGTITrCt~J。因此。AQP9 

表达增高有可能是下调的胰岛素信号通路对AQP9 

启动子区域的负性调控作用减弱引起的。 

无论 AQP9表达增高是 AD能量代谢障碍的原 

因还是结果．都表明AQP9的表达变化与 AD脑内 

的能量代谢改变有关。研究 AD模型鼠中 AQP9的 

表达变化为研究从能量代谢角度来研究 AD的发病 

机制提供了新的切入点。 

总之 ，本研究在 APPswe／PSldE9双转基 因 AD 

小鼠模型的海马中检测到AQP9的表达增高，这一 

现象可以为 AD发病机制的研究提供新的思路和 

线索 
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