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【摘 要】目的：研究自主跑步运动对APP/PS1双转基因AD（Alzheimer’s disease，AD）模型小鼠内侧前额叶皮质（medial prefrontal 
cortex，mPFC）内少突胶质细胞数量，少突胶质细胞分化、成熟以及髓鞘形成的作用。方法：将 10月龄雄性转基因AD模型小鼠

随机分为 AD组和 AD跑步（AD+RUN）组，另外将同月龄同窝生野生型小鼠随机分为正常（WT）组和正常跑步（WT+RUN）组。

其中跑步组于跑步笼内给予 3个月自主跑步锻炼，AD组和WT组不做处理。跑步锻炼结束后 4组小鼠同时给予行为学测试，

用 Morris水迷宫检测小鼠空间学习、记忆能力；用 Y迷宫检测小鼠工作记忆能力；用新物体识别实验检测小鼠的认知记忆功

能；利用无偏体视学技术和免疫组化技术相结合精确定量小鼠大脑mPFC内成熟少突胶质细胞（CC1+）总数量；同时分析小鼠

mPFC内边缘皮层、Ⅱ、Ⅲ、Ⅵ、Ⅵ层成熟少突胶质细胞密度；利用免疫荧光和激光共聚焦显微镜分析小鼠mPFC内未成熟少突

胶质细胞（PDGFα+/Olig2+）密度、髓鞘标志物髓鞘碱性蛋白（myelin basic protein，MBP）荧光强度。结果：AD+RUN组和WT组在

Morris水迷宫、Y迷宫以及新物体识别实验中的表现优于AD组，AD组mPFC内MBP荧光强度明显低于WT组（P<0.05），而AD+
RUN 组 mPFC 内 MBP 荧光强度明显大于 AD 组（P<0.001）。AD+RUN 组 mPFC 内 CC1+细胞总数较 AD 组明显增加（P<0.05）。

AD+RUN组mPFC内第Ⅲ层和第Ⅴ层CC1+细胞密度较AD组明显增高（P<0.05），AD组mPFC内第Ⅴ层和第Ⅵ层CC1+细胞密度

较WT组明显降低（P<0.05）。AD组mPFC内PDGFα+/Olig2+细胞密度明显大于WT组，而AD+RUN组mPFC内PDGFα+/Olig2+细
胞密度明显小于 AD 组（P<0.05）。结论：自主跑步运动能促进 AD 小鼠少突胶质细胞分化和髓鞘形成，这可能与运动能改善

APP/PS1转基因AD小鼠的学习记忆能力有关。
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of voluntary running exercise on the number，differentiation，maturation，and myelina⁃
tion of oligodendrocytes in the medial prefrontal cortex（mPFC） of APP/PS1 double transgenic mice with Alzheimer’s disease（AD）.
Methods：Male transgenic mice with AD，aged 10 months，were randomly divided into AD group and AD+running group（AD+RUN 
group），and in addition，wild-type littermates with the same age were randomly divided into normal group（WT group） and normal+run⁃

ning group（WT+RUN group）. The mice in the two running groups 
were given voluntary running exercise in running cage for 3 months，
while those in the AD group and the WT group were not given any 
treatment. After running exercise，behavioral tests were performed 
for the mice of all four groups at the same time；the Morris water 
maze test was used to observe the spatial learning and memory abili⁃
ties of mice，and Y maze was used to observe the working memory 
abilities of mice；the novel object recognition test was used to assess 
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the cognitive and memory functions of mice；the unbiased stereological method and immunohistochemistry were used for accurate quan⁃
tification of the total number of mature oligodendrocytes（CC1+） in mPFC，as well as the density of mature oligodendrocytes in limbic 
cortex and Ⅱ，Ⅲ，V，and Ⅵlayers of mPFC；immunofluorescence assay and a laser scanning confocal microscope were used to observe 
the density of immature oligodendrocytes（PDGFα+/Olig2+） and the fluorescence intensity of myelin basic protein（MBP） as a myelin 
marker. Results：Compared with the AD group，the AD+RUN group and the WT group had significantly better performance in the Morris 
water maze，the Y maze test，and the novel object recognition test，and the AD group had a significantly lower fluorescence intensity of 
MBP in mPFC than the WT group（P<0.05），while the AD+RUN group had a significantly higher fluorescence intensity of MBP in 
mPFC than the AD group（P<0.001）. The AD+RUN group had a significant increase in the total number of CC1+ cells in mPFC compared 
with the AD group（P<0.05）. Compared with the AD group，the AD+RUN group had a significant increase in the density of CC1+ cells 
in Ⅲ and V layers of mPFC（P<0.05），and compared with the WT group，the AD group had a significant reduction in the density of 
CC1+ cells in V and Ⅵ layers of mPFC（P<0.05）. Compared with the WT group，the AD group had a significantly higher density of 
PDGFα+/Olig2+ cells in mPFC，and compared with the AD group，the AD+RUN group had a significantly lower density of PDGFα+/Olig2+ 
cells in mPFC（P<0.05）. Conclusion：Voluntary running exercise can promote oligodendrocyte differentiation and myelination in AD 
mice，which might be related to the result that exercise can improve the learning and memory abilities of APP/PS1 transgenic AD mice.
【Key words】Alzheimer’s disease；voluntary running exercise；medial prefrontal cortex；oligodendrocyte；myelin

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是老
年痴呆最主要的发病类型之一[1-2]，目前全世界发病
人数多达 5 000万[3]，而其中约三分之一病例发生在
中国[4]。自 1906年德国精神病学家阿洛伊斯·阿尔
茨海默发现AD患者以来，多年来科学家围绕AD发
病机制提出了多种学说，目前普遍认为与 AD 患者
脑内存在Aβ沉积和异常的磷酸化Tau蛋白、神经炎
症等有关[5-7]。但 AD 病理变化复杂多变，围绕这些
学说所研发的药物还未取得明显治疗效果[8-9]。因
此找到AD有效的治疗靶点仍迫在眉睫。深入探究
AD的发病机制并以对AD认知功能有改善的非药物
干预手段为切入点寻找新靶点，是行之有效的方法。

近年来，跑步运动作为一种非药物干预手段改
善AD症状受到广泛关注。本课题组前期研究发现
跑步运动对转基因AD小鼠的空间学习记忆能力具
有积极的改善作用[10-12]。但由于跑步运动作用广
泛，其改善 AD 认知功能的作用靶点至今仍未完全
阐明。

目前，少突胶质细胞（oligodendrocyte，OL）和髓
鞘的可塑性在 AD 发病机制逐渐受到重视[13-15]。研
究表明，OL 减少和髓鞘异常早于 Aβ 和 Tau 的病理
改变[16]，OL的可塑性障碍会影响小鼠记忆的巩固[17]。
OL是中枢神经系统（central nervous system，CNS）形成
髓鞘的特有细胞，其增殖、分化及转化为髓鞘的过
程对损伤髓鞘的再生和可塑性具有至关重要的影
响[18-19]。2020年，Wang F等[20]发现促进OL分化和髓
鞘的形成后，能够恢复小鼠空间记忆能力。研究报
道也显示跑步运动则能够有效改善AD小鼠海马内
有髓神经纤维及髓鞘的丢失[10，12]。而跑步运动对
AD 小鼠脑内少突胶质增殖、分化是否有作用目前
还未见报道。

内 侧 前 额 叶 皮 质（medial prefrontal cortex，
mPFC）作为最高阶认知功能的中心，其神经纤维广
泛投射于与认知功能密切相关的脑区（丘脑、杏仁
核和海马），也是AD患者大脑病理改变的主要受累
区域之一[21-23]。影像学发现在 AD 的早期阶段，
mPFC 与其他脑区连接就已经出现异常，其连接改
变与认知障碍密切相关[24]。AD患者尸检结果及AD
动物模型研究也发现显著的前额叶皮质萎缩，以及明
显的执行功能障碍[21-23]。2019 年 Mathys H 等[13]在
Nature发表的针对 44例AD患者前额叶皮质单细胞
测序的文章发现，髓鞘形成相关过程在多种细胞类
型中反复受到干扰，这表明前额叶皮质内髓鞘形成
在AD病理生理学中具有关键作用。单核和单细胞
转录组分析显示：与正常大脑相比，AD前额叶皮质
中成熟少突胶质细胞减少[24]。那么跑步运动对 AD
小鼠 mPFC 区内 OL 是否有作用，作用是什么，目前
仍不清楚。

因此，本研究选取 10 月龄 APP/PS1 转基因小
鼠，跑步组给予 3个月的自主跑步运动干预，行为学
结束后运用体视学、免疫组化、免疫荧光等方法综
合研究跑步锻炼对 AD 小鼠 mPFC 的 OL 的作用，为
寻找干预AD的新手段提供新的靶点和切入点。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　实验动物　从南京大学模式动物研究所购买 AD
（B6C3-Tg [APPswe+，PSEN1dE9+]85Dbo/NJU）小鼠，于重庆医

科大学动物实验中心自行繁殖，经过鉴定，选取 APP 和 PS1
基因均为阳性的雄性小鼠 40 只，同窝野生型（APPswe-，
PSEN1dE9-）小鼠40只。本研究符合作者所在单位实验动物

伦理委员会所制定的伦理学标准。
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1.1.2　主要试剂和仪器　兔抗髓磷脂碱性蛋白单克隆抗体

（rabbit monoclonal [ab218011] to myelin basic protein，MBP），

小鼠抗 APC 单克隆抗体（mouse monoclonal [ab109186] to 
anti-adenomatous polyposis coli clone，CC1），兔抗少突胶质细

胞转录因子 2 单克隆抗体（rabbit monoclonal [ab109186] to 
oligodendrocyte transcription factor 2，Olig2），均来自英国Abcam
公司，羊抗血小板衍生生长因子抗体（platelet-derived growth 
factor receptor α[AF1062]，PDGFα）购自美国 R&D systems 公
司 ，DyLight 488 驴 抗 羊 IgG（HRP Donkey Anti-Goat IgG
[A24231]），DyLight 488 驴抗兔 lgG（HRP Goat Anti-Rabbit 
IgG[A24221]），DyLight 549羊抗兔 lgG（HRP Goat Anti-Rabbit 
IgG[A23320]）均购自中国 Abbkine 公司，DAB 显色液、SP-
9002 试剂盒、免疫组化专用 PBS（0.01 mol/L）和枸橼酸钠粉

来自中国北京中杉金桥生物技术有限公司；TritonX-100，
Tween-20 均购于美国 Sigma 公司；十二水合磷酸氢二钠

（Na2HPO4·12H2O）、蔗糖、多聚甲醛粉脂购于中国成都市科

龙化工试剂厂；二甲苯以及 75% 乙醇购自中国重庆川东化

工有限公司化学试剂厂；苏木素染液、抗荧光淬灭剂购自中

国武汉博士德生物工程有限公司；0.9% 氯化钠注射液来自

中国太极西南药业股份有限公司；戊巴比妥钠由德国进口；

ANY-maze Morris水迷宫分析系统来自美国Stoelting，ChemiDoc 
Touch 成像系统来自美国Bio-rad；金属浴购自中国杭州奥盛

仪器有限公司；微量移液器来自德国Eppendorf公司；荧光显

微器来自日本 Nikon instrument；体视学分析软件购自美国

MBF；超低温冰箱采购于美国Thermo scientific。
1.2　实验方法

1.2.1　动物分组　将 40 只 APP/PS1 转基因小鼠随机分为

AD 组（AD，n=20）和 AD 跑步组（AD+RUN，n=20），40 只同窝

野生型小鼠随机分为正常组（WT，n=20）和正常跑步组（WT+
RUN，n=20）。所有小鼠均在重庆医科大学动物实验中心独

立通气笼（individually ventilated cage，IVC）系统实验动物房

包间饲养。

1.2.2　动物干预措施　AD+RUN和WT+RUN组给予自主跑

步运动干预，小鼠单独饲养于带有跑轮的鼠笼内，每周定时

记录 1次跑步路程，淘汰极端值小鼠。AD和WT组老鼠在普

通鼠笼单独饲养，不做任何干预。各组小鼠饲养在同一环境

3个月，期间自由进食饮水。

1.2.3　Morris水迷宫　Morris水迷宫用于评估空间学习和记

忆能力[25]。剔除体弱和跑步量异常小鼠。在 1 个装有混有

白色钛白粉自来水的圆桶（直径 1.5 m，高 0.5 m）中，将桶壁

分为 4个象限，在每个象限随机选取一个黑色图案（★、●、

■、✚）贴纸作为标记。第 1天为可见平台将平台高于水面

0.5~1.0 cm。将小鼠单独放置于平台学习 15 s后，选取离平

台最远的两个象限分别从桶壁放入水中，1 min之内小鼠若

未找到平台则放置平台上学习 15 s后放入鼠笼。第 2~6 天

为隐藏平台期，将平台置于水平面下 0.5~1.0 cm 左右，在这

5 d 中每天随机安排 4 个象限顺序将小鼠放入水中进行实

验。自小鼠入水到找到平台并停留 3 s的时间记录下来作为

逃避潜伏期，第 7天为空间探索实验，撤掉平台，选取离目标

平台最远的 2个象限检测小鼠 1 min内经过目标平台所在位

置次数和目标象限内的游泳时间比。用以评价小鼠的空间

学习、记忆能力[25]。

1.2.4　Y迷宫　Y迷宫用于评估小鼠工作和参考记忆[26]。Y
迷宫是一种以自发交替的模式测试小鼠工作和参考记忆的

行为学手段，在实验开始前3 d控制小鼠饮食和体质量。Y迷

宫包括 3个夹角均为 120°的长窄臂（30 cm×10 cm×15 cm）
中，固定一端为起始臂。前4 d实验，每天开始前将小鼠背对

通道从起始臂尾端放入 Y 迷宫中自由探索 5 min 以适应环

境，然后交替在其他两臂尾端放置少量食物并贴上黑色壁

纸。记录小鼠从进入起始臂后首次进入正确臂的时间、进入

正确臂的次数和进入正确臂花费总时间，循环 5 次。最后

一天则移除食物，在目标臂贴上黑色壁纸，进行 2次自发交

替实验。记录小鼠5 min内探索正确臂的时间和次数[26]。
1.2.5　新物体识别实验（novel object recognition，NOR）　通

过记录小鼠对新旧物体探索时间长短的行为学方法评价动

物的认知记忆能力。在竭力排除光、声音、气味影响的前提

下，小鼠在适应白色塑料箱 10 min后，箱内对角线固定两个

相同形状颜色的物体 A，物体距离墙壁约 10 cm。小鼠于箱

体中间放入箱中，使其熟悉物体 A 10 min。然后用 30%~
40%乙醇擦拭箱壁，消除小鼠粪便和尿液的味道，再放入下

1只小鼠继续适应环境和物体。1 h后，将箱内其中 1个物体

A换成与其颜色形状完全不同的物体B，开始正式测试。用

摄像头和软件记录小鼠 5 min 内探索行为。记下小鼠对新

旧物体探索的时间和次数。并根据公式计算小鼠认知指数

（recognition index，RI）：RI=新物体/（新物体+旧物体）×100%。

1.2.6　脑组织取材和标本制备　每组随机选取 5只小鼠，记

录每只小鼠的耳标号和体质量，用 1%现配的戊巴比妥麻醉

剂腹腔给药，麻醉后暴露小鼠心脏，依次用生理盐水和 4%
多聚甲醛灌注后，于颅骨中剥离大脑，在 4% 多聚甲醛中浸

泡至少 24 h，蔗糖梯度（10%、20%、30%）依次脱水后，随机选

取一侧大脑用冰冻切片机以 50 μm 或 30 μm 厚度进行连续

切片，然后等距抽样。分别可得5组和8组组织切片，随后浸

泡于75%乙醇中，保存在-20 ℃冰箱以供取用。

1.2.7　免疫组化染色　每只小鼠选取1组50 μm的脑组织切

片。PBS（0.01 mol/L）漂洗（10 min×3）后用PBS+T（0.3%Triton+
0.1%Tween+PBS溶液配制而成）漂洗（15 min×3），随后将脑

片在室温避光条件下浸泡于 H2O2 20 min 中。PBS+T 漂洗

（5 min×2），其后浸泡在枸橼酸盐溶液中热水浴 30 min 进行

组织修复；脑片恢复室温后于 PBS+T 中漂洗（5 min×2），

再用 0.1% 山羊血清和 PBS+T 溶液配置的封闭液封闭切片，

于 37 ℃水浴锅中封闭 2 h。然后将切片置于小鼠来源 CC1
单克隆抗体（1∶1 000）4 ℃环境中孵育 72 h，其间随时摇晃切

片防止贴壁；随后将切片于 PBS+T 漂洗（10 min×6），浸于

羊抗小鼠 lgG（SP-9002）（1∶10）溶液中，37 ℃水浴 3 h，后于

PBS+T 漂洗（10 min×6），然后辣根过氧化酶在 37 ℃水浴锅

孵育 2 h，PBS漂洗（10 min×6），后于DAB避光显色 1~2 min。
用大量去离子水洗净（5 min×6）后，再用PBS漂洗（10 min×
6），贴片，苏木素核染（2 min），PBS洗净，饱和 Na2HPO4返蓝

30 s，PBS 洗净，梯度酒精脱水，二甲苯 10 min×3；中性树脂

封片过夜。

1.2.8　定量成熟少突胶质细胞　在 10 倍物镜下描绘 mPFC
边界，于 100倍油镜下进行切片厚度测量、抽样，并按照体视

学中体视框的禁线法则（图 1）对 CC1+细胞进行计数。根据

光学分合法公式得到CC1+细胞总数[27]：
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N=∑Q-  × 1
ssf × 1

asf × 1
tsf × 2

上式中N为目标区域CC1+细胞总数；∑Q-为体视学计数

所得CC1+细胞总数；ssf为组织切片抽样分数1/4；asf为面积抽

样分数1/5；tsf为抽样高度（15 μm）与所测得脑片染色实际厚

度之比；2代表两侧大脑内侧前额叶皮质阳性细胞总数。

1.2.9　mPFC 分区和 CC1+细胞密度统计　在光学显微镜 10
倍物镜下描绘 mPFC 分界，并描绘出 mPFC 各层的细胞带分

层（边缘皮层、Ⅱ层、Ⅲ层、Ⅴ层、Ⅵ层）。然后在 100倍镜下

每层随机挑选 3~5个视野，选取细胞核最清晰的高度进行拍

照。分别计算mPFC各层CC1+细胞密度。

1.2.10　免疫荧光染色并计数少突胶质细胞前体细胞（oligo⁃
dendrocyte precursor cell，OPC）　每只小鼠选取 1组 30 μm的

脑组织切片。将脑片于 PBS（0.01 mol/L）漂洗（10 min×3）；

然后置于 PBS+T 溶液中漂洗（15 min×3）；其后将脑片放入

枸橼酸盐溶液中加热 30 min 修复组织；待组织恢复室温后

PBS+T漂洗（5 min×2）；用驴血清、牛血清，以及PBS+T溶液

（1∶200∶1 000）配置的封闭液封闭切片，使用 37 ℃水浴锅

封闭 2 h。然后浸在羊抗 PDGFα 单克隆抗体溶液中于 4 ℃
环境中孵育 48 h，其间随时摇晃切片防止贴壁；PBS+T 漂洗

（10 min×6）；驴抗羊（绿）和 PBS+T（1：200）配置溶液，在

37 ℃的水浴锅中孵育2 h，此步骤及以后所有步骤均需避光；

羊抗小鼠 lgG（SP-9002）和 PBS+T（1：10）配置溶液，在 37 ℃
的水浴锅中孵育 2 h；在 Olig2 和 PBS+T（1：200）配置的溶液

中，置于 4 ℃环境中孵育 48 h，其间随时摇晃切片防止贴壁；

PBS+T 漂洗 6 次（10 min×6）；羊抗兔（红）和 PBS+T（1∶200）
配置溶液，在37 ℃的水浴锅中孵育2 h；PBS+T漂洗（10 min×
6）；含 DAPI 抗荧光淬灭剂封片，4 ℃冰箱避光保存留待观

察。在激光共聚焦显微镜下拍摄 mPFC区大图，利用 imagej
软件画框计数，计算 mPFC 内 PDGFα+/Olig2+细胞和 Olig2+细
胞密度。

1.2.11　免疫荧光染色和MBP荧光强度　实验步骤同上，其

中一抗为兔抗MBP和PBS+T（1∶5 000）配制而成；二抗为羊抗

兔（绿）和PBS+T（1∶200）配制而成。在激光共聚焦显微镜下

拍摄mPFC区大图，利用 imagej软件分析MBP荧光强度值。

1.3　统计学方法

使用 Stata17软件进行统计学分析。数据均用均数±标

准差（x±s）表示，其中 4组小鼠逃避潜伏期组间差异采用重

复测量方差分析，其余的数据经过正态性检验且满足方差齐

后使用单因素方差分析，满足正态分布但方差不齐用

Welch’s ANOVA 检验分析。不满足正态分布的数据进行

Box-Cox 转换数据后满足正态分布且满足方差齐则采用单

因素方差分析，转换后仍不满足正态分布则采用非参数检验

分析。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　自主跑步运动显著改善AD小鼠的认知功能

2.1.1　Morris 水迷宫结果　AD 组（50.565±12.162）小鼠水

迷宫逃避潜伏期显著长于 WT 组（32.625±16.324）（F=
20.800，P=0.000；图 2A），为期 3 个月的自主跑步运动之后，

AD+RUN组（38.735±13.906）小鼠水迷宫逃避潜伏期相较于

AD 组明显缩短（P=0.000；图 2A）。AD 组（0.455±0.472）的

平均穿台次数相较于 WT 组（2.773±0.754）明显减少，而

AD+RUN 组穿台次数（2.364±1.164）相较于 AD组显著增多

（F=13.910，P=0.000；图 2B）。AD 组小鼠（0.239±0.052）在

水迷宫探索目标象限游泳时间比显著低于 WT 组（0.346±
0.072），AD+RUN 组（0.351±0.102）的目标象限游泳时间比

显著高于 AD 组（F=4.080，P=0.023；图 2C）。水迷宫结果显

示经过 3个月的自主跑步运动之后，APP/PS1模型小鼠的空

间学习和记忆能力得到了显著的改善。

2.1.2　Y 迷宫实验结果　WT 组（0.630±0.114）自发交替实

验准确率明显大于AD组（0.417±0.125）（F=9.590，P=0.000；
图 2D），AD 组小鼠自发交替实验进入正确臂的准确率相较

于AD+RUN组（0.590±0.103）明显减小（P=0.005，图2D）。Y
迷宫结果显示经过 3个月的自主跑步运动之后，APP/PS1模

型小鼠的工作记忆和学习能力得到了显著的改善。

2.1.3　NOR结果　WT组M（0.42）RI相较于AD组Md（0.34）
显著增高（χ2=13.925，P=0.000；图 2E）；AD 组小鼠的 RI指数

相较于 AD+RUN 组 Md（0.38）明显降低（P=0.014，图 2E）。

NOR结果显示经过 3个月的自主跑步运动之后，APP/PS1模

型小鼠的认知记忆能力得到了改善。

行为学结果表明为期 3 个月自主跑步运动有助于改善

APP/PS1小鼠的认知功能。

             注：▲代表CC1+细胞，标尺=20 μm
图 1　体视学目标细胞计数原则
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2.2　自主跑步运动增加 AD 小鼠 mPFC 内 CC1+细胞总数，主

要增加mPFC内第Ⅲ、Ⅴ层CC1+细胞密度

2.2.1　CC1+细胞体视学结果　对 4组小鼠mPFC采用体视学

方法定量确定统计 CC1+细胞总数后发现：与 AD组（0.851±
1.032×10-7）相比，AD+RUN 组（0.851±4.013×10-7）CC1+细胞

总数明显增加（F=5.390，P=0.025；图 3）；但与WT组（0.851±
4.601×10-7）相比，AD 组 CC1+细胞总数差异无统计学意义

（P=0.341，图3）。

2.2.2　mPFC各层 CC1+细胞密度结果　4组小鼠 mPFC分层

后，mPFC 边缘皮层和第Ⅱ层内 CC1+细胞密度分析，AD 组

（22.652±5.648，22.651±5.648）与 WT 组（34.323±6.499，
34.323±6.499）相比，mPFC 边缘皮层和第Ⅱ层内 CC1+细胞

密度无明显差异（F=1.253，P=0.400；F=0.363，P=0.500；图4A、

B），AD 组与 AD+RUN 组（48.078±20.698，48.078±20.698）
相比，mPFC边缘皮层和第Ⅱ层内CC1+细胞密度差异无统计

学意义（P=0.089、P=0.461，图4A、B）。

mPFC第Ⅲ层内CC1+细胞密度分析结果：AD组（37.069±
2.375）与 WT 组（41.512±1.035）之间 CC1+细胞密度差异无

统计学意义（F=4.562，P=0.365；图4C），AD+RUN组（52.066±
1.876）CC1+细胞密度相较于AD组明显增高（P=0.012，图4C）。

mPFC 第Ⅴ层内 CC1+细胞密度分析，AD 组（57.765±
6.648）CC1+细胞密度与WT组（77.336±9.189）相比明显降低

（F=3.689，P=0.028；图 4D），AD组CC1+细胞平均密度相较于

AD+RUN组（76.902±6.402）明显降低（P=0.030，图4D）。

对 mPFC 第Ⅵ层内 CC1+细胞密度分析，AD组（84.248±
11.987）CC1+细胞密度与WT组（115.610±1.852）相比明显降

低（F=2.379，P=0.041；图 4E），AD 组 CC1+细胞密度相较于

AD+RUN组（107.118±26.067）差异无统计学意义（P=0.114，
图4E）。

以上结果提示与WT组相比，AD组小鼠mPFC内总的成

熟少突胶质细胞数量没有改变。而自主跑步运动可显著增

加APP/PS1小鼠mPFC内成熟少突胶质细胞数量。对mPFC
分层进行 CC1+细胞密度统计后，本课题组发现与 WT 组相

比，AD组小鼠mPFC内Ⅴ、Ⅵ层成熟少突胶质细胞密度明显

降低，而 3个月的自主跑步运动可以明显增加APP/PS1小鼠

mPFC内第Ⅲ层和第Ⅴ层成熟少突胶质细胞密度。

                            注：a，与AD组比较，P<0.05
图 3　mPFC 内 CC1+细胞总数（x±s，n=4）

               注：a，P<0.05；b，P<0.01；c，P<0.001；A~D；x±s，n=11；E，Kruskal-Wallis H检验，n=11
图 2　长期自主跑步锻炼改善 APP/PS1 小鼠认知功能
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2.3　自主跑步运动对 mPFC 内 PDGFα+和 Olig2+细胞密度的

影响

对 4组小鼠mPFC脑区 PDGFα和Olig2的免疫荧光染色

（图 5A）并计算 mPFC 内 PDGFα+/Olig2+细胞和 Olig2+细胞密

度，本研究发现：AD组（12.968±1.501）相较于WT组（6.477±
1.453）mPFC内PDGFα+/Olig2+细胞密度明显上升（F=15.800，

P=0.005；图 5B），AD 组 mPFC 内 PDGFα+/Olig2+细胞密度相

较于AD+RUN组（5.886±0.537）明显升高（P=0.003，图 5B）。

AD 组（38.250±2.969）小鼠对比 WT 组（37.149±5.060）和

AD+RUN组（32.476±3.248）小鼠mPFC中Olig2+细胞密度均

无明显差异（F=1.940，P=1.000，P=0.547；图 5C）。 AD 组

（0.342±0.062）小鼠 mPFC 内 PDGFα+/Olig2+细胞与 Olig2+细

  注：免疫组化示意图，▲代表CC1+细胞，标尺=50 μm；右上选区示意图，标尺=500 μm；a，P<0.05
图 4　各组小鼠 mPFC 分层示意图及各层 CC1+细胞密度分析（x±s，n=3）
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胞密度比值明显高于 WT 组（0.174±0.025）（F=8.030，P=

0.023；图5D）和AD+RUN组（0.184±0.034）（P=0.032，图5D）。
2.4　自主跑步运动明显增加mPFC内MBP荧光强度

对 4组小鼠mPFC进行MBP免疫荧光染色（图 6A），结合

Image J软件定量分析结果显示：AD组（15.010±3.795）相较

于WT组（36.100±11.618），mPFC内MBP荧光强度值明显降

低（F=6.860，P=0.015；图 6B），并且 AD 组 mPFC 内 MBP 荧光

强度值明显低于 AD+RUN 组（31.611±9.412）（P=0.042，图
6B）。以上结果表明：AD 组小鼠与 WT 组相比较，mPFC 内

MBP 表达量呈明显降低，表明 AD 小鼠 mPFC 区存在髓鞘的

丢失，而自主跑步运动可明显延缓 AD 小鼠大脑 mPFC 区髓

鞘的丢失。

  注：DAPI（蓝色），Olig2（红色），PDGFα（绿色）；▲代表Olig2+细胞，△代表PDGFα+/Olig2+细胞；标尺=100 μm；a，P<0.05，b，P<0.01
图 5　mPFC 内 PDGFα+/Olig2+细胞免疫荧光示意图及 PDGFα+/Olig2+细胞密度分析（x±s，n=3）
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3　讨 论

AD作为一种随着年龄增加而患病风险直线上

升的神经退行性疾病，其发病率呈现逐年上升趋

势。据世界卫生组织统计，世界上平均每 3 s 就会

有1人被诊断为痴呆症[1，3]。研究显示目前痴呆症已

经超过肿瘤，成为全球第 5大死因[1，3，5]，因此作为痴

呆症的主要类型的AD，不仅能带走人们的记忆，还

是一位致命“杀手”。然而世界卫生组织在《降低认

知衰退和痴呆症风险指南》也指出保持身体活动与

大脑健康有关，通过运动、步行、骑车、做家务等方

式可以降低认知衰退风险。跑步运动多为一种简

便易行的运动方式。研究证实了通过跑步锻炼对

AD 患者和 AD 模型小鼠的认知功能均具有改善作

用[10-12]，因此提出跑步锻炼是改善AD认知功能障碍

的一种有效治疗或者预防手段。而在目前研究中，

跑步锻炼模式上主要是被动跑台运动和自主转轮

跑步运动[27-28]。而有研究认为自主转轮跑步运动因

为需要受实验方式影响，小鼠必须在带有转轮的笼

子里单独饲养，这种独居的饲养模式会给动物造成

压力和焦虑感，从而影响跑步运动对大脑的保护作

用[29-31]。但是也有研究发现被动跑台运动是利用跑

步机对小鼠人为地进行强迫跑步运动，其间部分可

能还会伴随电击，也会给动物造成压力，从而影响

实验结果的准确性[31]。然而在自然界的野生小鼠中

有研究观察到其会使用跑轮自发奔跑[32]。由此有研

究认为小鼠自主转轮跑步锻炼方式较被动跑台锻

炼更接近于自然跑步模式[33]。鉴于此，本研究采用

了自主转轮跑步运动对 10 月龄的 APP/PS1 小鼠进

行了为期 3 个月的跑步干预，在 Morris 水迷宫实验

中本研究发现自主跑步运动确实改善了AD小鼠的

学习和记忆能力，甚至在检测工作记忆的 Y 迷宫

中，自主跑步运动对 AD 小鼠也有很明显的改善作

用。因此，本研究进一步表明长期的自主跑步运动

确实对AD小鼠认知功能具有积极的改善作用。

目前尚不清楚自主跑步运动对AD小鼠认知功

能的改善作用的机制是什么。多项研究表明学习

和记忆的形成需要髓鞘的形成[14，20，34-35]。Wang F
等[20]还发现在针对老年小鼠认知能力下降的研究

中，脱髓鞘和髓鞘的更新减少与空间学习和记忆密

切相关，使用氯马斯汀治疗促进小鼠髓鞘的形成可

以改善衰老小鼠的记忆功能。而 AD 患者和 AD 动

物模型小鼠脑内均存在广泛的髓鞘丢失[36]，由于脱

髓鞘也会破坏神经元传导，甚至导致功能性大脑区

域的破坏和随之而来的神经元的变性丢失[37]。因此

AD 大脑内的髓鞘丢失在 AD 认知功能的改变中具

有重要作用。mPFC作为调控认知功能、注意力、情

绪等功能的高级脑区，在记忆的巩固和检索中具有

重要作用[38]。mPFC脑区内的神经纤维广泛投射于

与认知功能密切的脑区（丘脑、杏仁核和海马），因

此其信息传输障碍或者链接中断也会导致认知功

    注：DAPI（蓝色），MBP（绿色），标尺=100 μm，a，P<0.05
图 6　各组小鼠 mPFC 内 MBP 免疫荧光示意图和荧光强度分析（x±s，n=3）
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能下降[23,38]。那么AD小鼠mPFC中髓鞘是否发生了

改变还鲜少有研究。在本研究中，本课题组利用

MBP 对髓鞘进行免疫荧光染色，观察 mPFC 内髓鞘

的变化。结果发现在出现认知功能改变的APP/PS1
小鼠的 mPFC 脑区内 MBP 表达量显著降低。这与

Wang Z 等[39]之前发现的研究相似。而先前的研究

表明促进AD模型小鼠海马和皮层内髓鞘形成能够

改善 AD 模型小鼠的认知功能[36]。Chao FL 等[40]和
Zhang L 等[41]利用体视学对 APP/PS1 小鼠的海马和

白质区域的有髓神经纤维进行定量分析，发现 4个

月的跑步运动干预延缓了 AD 认知功能下降，并增

强了AD模型小鼠海马和白质内有髓神经纤维的体

积。然而目前尚没有证据表明跑步运动对AD模型

小鼠mPFC区域内髓鞘的影响。本研究发现 3个月

的自主跑步运动显著增强 AD 小鼠 mPFC 中髓鞘相

关蛋白MBP免疫荧光的强度，这提示跑步运动可能

促进AD小鼠mPFC内髓鞘的形成。因此，本课题组

推测跑步运动对mPFC髓鞘形成的有益作用可能是

其延缓AD小鼠认知功能衰退的重要基础之一。

那么是什么原因导致APP/PS1小鼠mPFC髓鞘

受损，而跑步运动改善其髓鞘形成的原因是什么

呢？成熟少突胶质细胞是CNS的髓鞘形成细胞，对

损伤髓鞘的可塑性和修复具有重要意义[42]。研究表

明OL特别容易受到Aβ的影响从而死亡[43]。本研究

通过免疫组化（CC1+）和体视学相结合的方式定量

了成熟少突胶质细胞的总数量，本研究发现 AD 组

对比WT组小鼠，mPFC区域成熟少突胶质细胞总数

没有改变。本研究的结果与 Lau SF 等[24]的结果不

同。根据AD患者前额叶皮质区域的单核转录组数

据，发现了该区域内成熟少突胶质细胞的减少。而

前额叶皮质包括 mPFC、眶额皮层（orbitofrontal cor⁃
tex，OFC）、背外侧前额叶皮层（dorsolateral prefron⁃
tal cortex，dlPFC）、腹外侧前额叶皮质（ventrolateral 
prefrontal cortex，vlPFC）以及腹侧前额叶皮层（ven⁃
tral medial prefrontal cortex，vmPFC）5 个亚区，每个

亚区分别行使不同的功能[44-45]，因此整体的区域水

平从某种层面来说并不能反映各部分变化的不同。

虽然Wu YL等[46]对APP/PS1海马内成熟少突胶质细

胞数量定量分析显示其数量显著减少，但是所用动

物月龄不一致，区域不一样，或许导致实验结果也

不一致。在随后的实验中，本课题组对 mPFC 区域

进行分层测量，发现该区域内 AD组第 V、Ⅵ层成熟

少突胶质细胞密度显著低于 WT 组。这提示 mPFC
成熟少突胶质细胞的丢失可能主要集中在mPFC的

第Ⅴ、Ⅵ层细胞带。由于前额叶皮质区域每一层的

神经元组成类型不同，功能也可能是不同[47]。有研

究发现前额叶皮质的认知功能与其边缘下区（in⁃
fralimbic prefrontal cortex，IL）第Ⅲ层椎体神经元和

杏仁核的耦合密不可分[48-49]，此外，前额叶皮质区域

也会接受一些其他核团的投射。海马区域投射范

围限制较大，而 mPFC 作为接受其投射的重要脑区

之一，来自海马的纤维投射也主要终止于Ⅲ层，从

而影响记忆的加工处理[50]。前额叶皮层第Ⅵ层是丘

脑密集反馈投射的起源，Ⅵ层表达烟碱受体的神经

元在注意力方面起着至关重要的作用从而影响执

行功能的改变[51]。总之，mPFC 内不同层次的区域

对认知的影响并不相同。因此，推测在不同的疾病

模型中，mPFC每一层OL的改变是不一致的。例如

针对精神分裂症患者的尸检研究表明，前额叶皮质

第 V 层 OL 密度相较于其他皮层明显降低[52]。而文

献也指出大脑中的OL对运动高度敏感，4周自主转

轮运动会促进青年人前额叶皮质内 OL 的生成[53]。
Lou YM 等[54]发现跑步运动可以显著增加慢性不可

预测应激大鼠模型中 mPFC 内 OL 的数量。在本研

究中，发现 3 个月的跑步运动增加了 APP/PS1 小鼠

mPFC 内总的成熟少突胶质细胞数量，尤其是显著

增加该模型mPFC区域第Ⅲ层和第Ⅴ层成熟少突胶

质细胞数量。因此，推测自主跑步运动可增加APP/
PS1 小鼠 mPFC 中成熟少突胶质细胞的数量，并且

这种改变具有区域异质性，主要体现在自主跑步运

动作用于mPFC区域第Ⅲ层和第Ⅴ层的OL。
此外，OPC作为CNS成熟少突胶质细胞的前体

细胞，在整个生物的生命过程中持续增殖并分化成

熟少突胶质细胞[55]，从而促进髓鞘的形成[55-56]。研

究表明 AD 患者大脑内的髓鞘碎片，可以通过刺激

OPCs的增殖、促进OPCs向成熟少突胶质细胞分化，

从而进行髓鞘的再生及修复[57-59]。本研究使用免疫

荧光双标发现，与 WT 组相比，AD 组小鼠 mPFC 内

PDGFα+/Olig2+ 细 胞 密 度 、PDGFα+/Olig2+ 细 胞 和

Olig2+细胞密度的比值显著增加。这表明 AD 小鼠

mPFC 内的 OPCs 或许存在增殖。本研究的结果与

Behrendt G等[57]和Ferreira S等[58]的结果相似，有研究

发现 APP/PS1小鼠海马内中存在 OPCs的增殖[59-63]。
成人脑内 OPCs 数量通常情况下会保持一定的稳

态，当出现髓鞘损伤则会刺激OPCs进一步增殖、分

化，从而修复髓鞘。因此本研究推测AD小鼠mPFC
脑区内同样存在普遍的 OPCs 增殖现象。与此同

时，本研究先前的结果表明虽然OPC增多，但是AD
组小鼠 mPFC 髓鞘并没有得到修复，结合 OPC 到髓

鞘的再生过程时间并不长[60-61]，因此本研究推测AD
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小鼠从 OPC 到成熟的少突胶质细胞的分化出现了

障碍。本研究同样也发现经过 3个月的自主跑步运

动，AD+RUN 组小鼠 mPFC 内在少突胶质细胞系细

胞总数没改变的情况下，OPCs密度显著降低，而成

熟少突胶质细胞显著增加。因此本研究推测自主

跑步运动有可能会促进AD小鼠mPFC内OPCs向成

熟少突胶质细胞的分化。

综上所述，本研究结果表明，为期 3个月的自主

跑步运动可能通过促进 AD 小鼠 mPFC 内 OPCs 向
成熟少突胶质细胞分化，进一步促进该区域内髓鞘

的形成，从而改善APP/PS1转基因小鼠的认知功能。

本课题组目前的研究结果，为AD病理进程中mPFC
的 OL 和髓鞘的病理变化提供了进一步证据，为跑

步运动改善 AD 认知功能提供了结构基础，有望为

将来开发AD新的治疗方法提供新靶点和新思路。
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