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经鼻给予神经生长因子联合运动训练对 ＡＰＰ / ＰＳ１
转基因小鼠神经保护作用及学习记忆的影响
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【摘要】 　 目的　 探讨经鼻给予神经生长因子(ＮＧＦ)联合运动训练对 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因小鼠神经保护

作用及对其学习记忆功能的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 ２４ 只 ６ 月龄 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因小鼠分为对照

组、ＮＧＦ 组、运动组及 ＮＧＦ 联合运动训练组(简称联合组)ꎮ 对照组小鼠每日给予 ５０ μｌ 生理盐水滴鼻ꎻＮＧＦ
组小鼠每日经鼻滴入 ５０ μｌ 含 ＮＧＦ(０.１ ｍｇ / ｍｌ)生理盐水溶液ꎻ运动组小鼠每日给予 ５０ μｌ 生理盐水滴鼻ꎬ同
时辅以小强度跑台运动ꎬ每次持续训练 ３０ ｍｉｎꎻ联合组小鼠每日 ８ ∶ ００ 经鼻滴入 ５０ μｌ 含 ＮＧＦ(０.１ ｍｇ / ｍｌ)
生理盐水溶液ꎬ下午 １４ ∶ ００ 辅以小强度跑台运动ꎬ持续训练 ３０ ｍｉｎꎮ 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测各组小鼠学习

记忆能力变化ꎻ于实验进行 ２１ ｄ 时取各组小鼠脑标本进行免疫组化染色ꎬ观察大脑皮质 ＡＰＰ、Ｋｉ￣６７ 及海马

区 ＮｅｕＮ 阳性细胞表达情况ꎮ 结果　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定向航行实验中 ４ 组小鼠找到平台的潜伏期组间差异具

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其中 ＮＧＦ 组、运动组及联合组潜伏期分别为(２１.８±５.９) ｓ、(２０.２±５.６) ｓ、(１２.３±
４.２)ｓꎬ均明显短于对照组水平[(３０.７±９.６)ｓ]ꎬ并且联合组潜伏期亦显著短于 ＮＧＦ 组及运动组(Ｐ<０.０５)ꎻ
空间探索实验中各组小鼠目标象限时间百分比组间差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其中联合组目标象限

时间百分比[(３６.３±６.６)％]明显大于 ＮＧＦ 组[(２７.１±１１.９)％]及运动组[(２６.７±８.５)％]ꎬ组间差异具有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫组化检查结果显示ꎬ联合组与其他 ３ 组比较ꎬ其神经元排列整齐、细胞致密ꎬＡＰＰ
蛋白表达明显减弱ꎬＫｉ￣６７及 ＮｅｕＮ 阳性细胞表达均显著增强ꎮ 结论 　 ＮＧＦ 滴鼻联合运动训练能显著提高

ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因小鼠空间学习及记忆能力ꎬ其治疗机制可能与抑制 ＡＰＰ 表达、减少神经元损伤、促进内源

性神经细胞增殖及存活有关ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＮＧＦ) ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｒａｉｎ￣
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ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎ ＮＧＦ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｎ ＮＧＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
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ｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
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ｎａｖｉｇａｔｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ４ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＧＦꎬ ｅｘｅｒｃｉｓｅ
ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ａｖｅｒａｇｅ ｌａｔｅｎｃｉｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｌａｔｅｎｃｙ
ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＦ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｉｎ ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ｐｒｏｂｅꎬ
ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ４ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ. Ｔｈｅ ｃｏｍ￣
ｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ′ｓ ａｖｅｒａｇｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＧＦ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｂｅｔｔｅｒ￣ａｒｒａｎｇｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｃｅｌｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ
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　 　 阿尔茨海默病(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)是一种主
要损害认知功能的神经退行性病变ꎬ严重威胁人类身
心健康ꎬ而临床针对 ＡＤ 患者缺乏有效干预手段ꎮ 有
越来越多研究发现ꎬ单一措施治疗 ＡＤ 的效果并不理
想ꎬ因此针对 ＡＤ 的联合治疗逐渐引起临床重视[１]ꎮ
神经生长因子( ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＮＧＦ)是目前研究
最早、也是研究较深入的神经营养因子之一ꎬ相关研究
发现 ＮＧＦ 能促进神经元增殖及分化ꎬ调节中枢及周围
神经元存活、轴突生长ꎬ对神经元损伤修复具有促进作
用[２]ꎻ同时 ＮＧＦ 还可通过增强神经元活动及能量代谢
改善 ＡＤ 患者认知功能[３]ꎮ 另外有研究证实运动训练
对改善机体认知功能具有积极作用ꎬ流行病学调查显
示运动训练可延缓老年人群认知衰退ꎬ降低痴呆发生
风险[４]ꎻ相关动物实验也发现运动训练能改善 ＡＤ 大
鼠空间学习与记忆能力ꎬ缓解海马齿状回区神经病理
改变[５￣６]ꎮ 淀粉样蛋白前体蛋白 ( ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡＰＰ) /早老素 １(ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ １ꎬＰＳ１)转基因小鼠
是目前研究 ＡＤ 的常用动物模型ꎬ该小鼠在生长 ６ ~ ７
个月后能模拟出 ＡＤ 异常行为学及神经病理学改变ꎬ
如 β 淀粉样蛋白(ａｍｙｌｏｉｄ β ｐｒｏｔｅｉｎꎬΑβ)沉积等ꎮ 基
于上述背景ꎬ本研究联合采用经鼻滴入 ＮＧＦ 及运动训
练对 ＡＰＰ / ＰＳ１ 双转基因小鼠进行干预ꎬ并观察对小鼠
神经组织的保护作用及对学习记忆功能的影响ꎬ同时
探讨其可能作用机制ꎮ

材料与方法

一、实验材料
本研究实验动物选取 ６ 月龄雌性 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因

小鼠(由河南省实验动物中心提供)ꎬ常规分笼饲养ꎬ每
笼 ４ 只ꎬ实验期间自由进食、饮水ꎬ每日光照１２ ｈꎬ饲养室
内温度控制在 ２２~２４ ℃ꎬ相对湿度为 ４０％~６０％ꎮ 本研
究主要实验试剂包括 １０％水合氯醛(中国医药集团上海
化学试剂公司出品)、多聚甲醛(天津光复精细化工研究
所)、兔抗鼠 ＡＰＰ 抗体(北京博奥森生物技术公司)、神
经元抗核抗体(ｎｅｕｒｏｎａｌ ｎｕｃｌｅｉꎬＮｅｕＮ)(北京博奥森生物
技术公司)、小鼠 Ｋｉ￣６７ 单克隆抗体(北京博奥森生物技
术公司)、二氨基联苯胺(ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)染色试
剂盒(中杉金桥)等ꎻ主要实验设备包括小动物跑台、
Ｌｅｉｃａ 石蜡切片机(德国产)等ꎮ

二、分组及处理
采用随机数字表法将上述 ２４ 只 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基

因小鼠分为对照组、ＮＧＦ 组、运动组及联合组ꎬ每组 ６
只小鼠ꎮ 对照组小鼠每日给予 ５０ μｌ 生理盐水滴鼻ꎻ
ＮＧＦ 组小鼠于每日 ８ ∶ ００ 经鼻滴入 ＮＧＦꎬ具体操作
如下:将小鼠麻醉后置于固定器内ꎬ使头部处于直立
位ꎬ用生理盐水溶解 ＮＧＦꎬ调整浓度为 ０.１ ｍｇ / ｍｌꎬ取
５０ μｌ ＮＧＦ 溶液分 １０ 次滴入小鼠鼻腔内 (每次滴
５ μｌ)ꎬ双侧鼻孔交替滴入ꎬ整个滴药过程保持鼻腔通
畅ꎬ连续滴药２１ ｄꎮ 运动组小鼠先给予 ２ ｄ 适应性跑
台训练[２] ꎬ第 １ 天以 ５ ｍ / ｍｉｎ 的速度运动 １０ ｍｉｎꎬ第
２ 天以 ８ ｍ / ｍｉｎ 的速度运动 １０ ｍｉｎꎻ正式训练开始
后ꎬ运动组小鼠于每天下午 １４ ∶ ００ 进行跑台训练
３０ ｍｉｎꎬ首先以 ５ ｍ / ｍｉｎ 的速度运动 ５ ｍｉｎꎬ随后以
８ ｍ / ｍｉｎ的速度运动 ５ ｍｉｎꎬ最后以 １１ ｍ / ｍｉｎ 的速度
运动 ２０ ｍｉｎꎬ连续训练 ２１ ｄꎮ 联合组小鼠同时给予
ＮＧＦ 滴鼻及跑台训练ꎬＮＧＦ 给药方式同 ＮＧＦ 组ꎬ运
动训练方法同运动组ꎮ

三、Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测
本研究采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测各组小鼠空间学习

记忆能力ꎬ所用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫由直径 １２０ ｃｍ、高 ４７ ｃｍ
圆形水池及直径 ９ ｃｍ 站台构成ꎬ水池四面有鲜明图
标ꎬ室内所有标识在实验期间均保持不变ꎻ水温维持在
(２２.０±０.５)℃ꎮ 整个 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验历时 ６ ｄꎬ分为
定向航行实验及空间探索实验ꎮ 第 １５ ~ １９ 天进行定
向航行实验ꎬ此时液面高于平台 ０.５ ｃｍꎬ参照杨红旗
等[７]介绍的方法ꎬ通过摄像跟踪系统记录实验过程中
小鼠运动行为情况ꎬ记录小鼠 ６０ ｓ 内找到平台的时间
(即逃避潜伏期)ꎬ当小鼠爬上隐蔽平台或时间到达
６０ ｓ时均停止实验ꎻ如小鼠在 ６０ ｓ 内未找到平台ꎬ则由
实验者用棍子引导其返回平台上并停留 １０ ｓꎬ每天训
练 ４ 次ꎬ每次间隔 ３０ ｍｉｎꎻ第 ２０ 天进行空间探索实验ꎬ
将平台撤出ꎬ以每一象限相同位置作为入水点将小鼠
面朝池壁放入水中ꎬ让小鼠在池内搜索平台持续 ６０ ｓꎬ
记录小鼠在平台象限区域探索时间并计算所占时间百
分比ꎮ

四、标本采集
于实验进行 ２１ ｄ 且跑台训练结束后ꎬ各组小鼠采

用 ０.６７％戊巴比妥钠按每千克体重 １０ ｍｌ 经腹腔注射
麻醉后开胸ꎬ从左心室插管至升主动脉ꎬ先以 ３０ ｍｌ 生
理盐水灌流冲洗ꎬ再用 ４％多聚甲醛固定液灌注固定ꎮ
灌注完毕后立即取脑ꎬ投入 ４％多聚甲醛固定液中固
定并置于４ ℃冰箱中过夜ꎻ次日将脑组织置于７０％、
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表 １　 各组小鼠定位航行实验潜伏期及空间探索实验目标象限时间百分比比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数
平均潜伏期(ｓ)

第 １５ 天 第 １６ 天 第 １７ 天 第 １８ 天 第 １９ 天
目标象限百分比

(％)
对照组 ６ ５４.６±１５.２ ４５.９±１０.１ ３７.６±９.５ ３４.０±１１.９ ３０.７±９.６ １４.７±８.７
ＮＧＦ 组 ６ ５９.７±１８.２ ５１.２±１６.８ ３２.０±１０.２ ２５.９±７.６ ２１.８±５.９ａ ２７.１±１１.９ａ

运动组 ６ ５７.６±１２.８ ４９.８±１２.６ ３６.２±６.３ ２５.４±１０.０ａ ２０.２±５.６ａ ２６.７±８.５ａ

联合组 ６ ５５.４±１１.０ ４８.２±９.０ ２３.４±８.４ａ １８.０±６.２ａｂ １２.３±４.２ａｂ ３６.３±６.６ａｂ

　 　 注:与对照组相同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＮＧＦ 组及运动组相同时间点比较ꎬｂＰ<０.０５

８０％、９０％、９５％及 １００％酒精中梯度脱水、透明、浸蜡、
石蜡包埋ꎮ

五、免疫组化检查
将处理好的石蜡标本进行连续冠状切片ꎬ片厚

５ μｍꎬ隔五取一ꎮ 标本经二甲苯脱蜡 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ梯度酒
精水化ꎬ磷酸盐缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ
ＰＢＳ)冲洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎻ再置于枸橼酸缓冲液中高压抗
原修复ꎬ自然冷却至室温ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ ｍｉｎꎻ经 ３％过氧
化氢室温孵育 １０ ｍｉｎ 后ꎬＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎮ 山羊
血清封闭ꎬ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎꎬ倾去血清后滴加一抗(分
别为兔抗鼠 ＡＰＰ 单克隆抗体ꎬ兔抗鼠 ＮｅｕＮ 多克隆抗
体ꎬ兔抗鼠 Ｋｉ￣６７ 单克隆抗体)ꎬ４ ℃过夜ꎮ 经 ＰＢＳ 冲洗
５ ｍｉｎꎬ滴加二抗(生物素标记羊抗鼠 ＩｇＧ 工作液)ꎬ室温
下孵育 ３０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ滴加三抗(辣根
酶标记链霉卵白素过氧化物酶溶液)ꎬ ３７ ℃ 孵育
３０ ｍｉｎꎻＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ再滴加新鲜配制的 ＤＡＢ
溶液ꎬ于显微镜下观察显色过程ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏ ｐｌｕｓ
６.０版软件进行数据分析ꎬ每组小鼠各取 ３ 张切片ꎬ计算
大脑皮质 ＡＰＰ 阳性细胞平均光密度值、Ｋｉ￣６７ 阳性细
胞及海马区 ＮｅｕＮ 阳性细胞平均密度ꎮ

七、统计学分析
本研究所得计量数据以( ｘ－ ± ｓ) 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

１７.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ经方差齐性及正
态性检验后ꎬ多组间计量数据比较采用双因素方差分
析ꎬ两两比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５表示差异具有统计学
意义ꎮ

结　 　 果

一、ＮＧＦ 联合运动训练对 ＡＰＰ / ＰＳ１ 小鼠学习记忆
能力的影响

当实验进行 １７ ｄ 后ꎬ各组小鼠定向航行实验平均
潜伏期组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ进一步
分析发现ꎬ实验进行 １９ ｄ 时联合组平均潜伏期明显短
于 ＮＧＦ 组、运动组及对照组(Ｐ<０.０５)ꎻＮＧＦ 组及运动
组平均潜伏期明显短于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻＮＧＦ 组与运
动组平均潜伏期组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 实
验进行 ２０ ｄ 时各组小鼠空间探索实验目标象限时间百
分比组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ进一步分
析发现ꎬ联合组目标象限时间百分比明显高于 ＮＧＦ

组、运动组及对照组(Ｐ<０.０５)ꎻＮＧＦ 组及运动组目标
象限时间百分比明显高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻＮＧＦ 组及
运动组目标象限时间百分比组间差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎬ具体数据见表 １ꎮ

二、ＮＧＦ 联合运动训练对 ＡＰＰ 蛋白表达的影响
免疫组化染色显示对照组大脑皮质 ＡＰＰ 阳性细

胞较多ꎬ胞浆着色强ꎬ高倍镜下呈深棕色ꎬ各干预组小
鼠大脑皮质 ＡＰＰ 阳性细胞减少ꎬ表达减弱ꎬ胞浆着色
明显变淡ꎻ其中联合组 ＡＰＰ 阳性细胞表达最弱ꎬ胞浆
着色最浅(图 １ａ￣ｄ)ꎮ 各组小鼠脑皮质 ＡＰＰ 阳性细胞
平均光密度值详见表 ２ꎬ表中数据显示ꎬＮＧＦ 组、运动
组及联合组 ＡＰＰ 阳性细胞光密度值均显著低于对照
组(Ｐ<０.０５)ꎬ并且联合组 ＡＰＰ 阳性细胞光密度值亦显
著低于 ＮＧＦ 组及运动组(均Ｐ<０.０５)ꎬ具体数据见表 ２ꎮ

表 ２　 各组小鼠 ＡＰＰ 阳性细胞光密度值、Ｋｉ￣６７ 及 ＮｅｕＮ
阳性细胞计数比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数 ＡＰＰ 阳性细胞
光密度值

Ｋｉ￣６７ 阳性
细胞计数

(个 / 高倍视野)

ＮｅｕＮ 阳性
细胞计数

(个 / 高倍视野)
对照组 ６ ０.５３±０.０２ １５.２±３.５ １３４.３±１２.５
ＮＧＦ 组 ６ ０.２９±０.０７ａ ３２.５±４.０ａ １７６.４±２０.５ａ

运动组 ６ ０.３１±０.０５ａ ２５.５±３.４ａ １６４.５±９.０ａ

联合组 ６ ０.２１±０.０４ａｂ ４４.６±５.５ａｂ １９８.２±１４.０ａｂ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＮＧＦ 组及运动组比较ꎬｂＰ<０.０５

三、ＮＧＦ 联合运动训练对 Ｋｉ￣６７ 阳性细胞表达的
影响

Ｋｉ￣６７ 阳性细胞在对照组中很少表达ꎬＮＧＦ 组、运
动组及联合组 Ｋｉ￣６７ 阳性细胞表达均较对照组明显增
强(Ｐ<０.０５)ꎬ并且联合组 Ｋｉ￣６７ 阳性细胞表达亦显著
强于 ＮＧＦ 组及运动组(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况详见图 ２ａ￣ｄ
及表 ２ꎮ

四、ＮＧＦ 联合运动训练对海马区神经元增殖及存
活的影响

对照组海马区 ＮｅｕＮ 阳性细胞排列不齐、稀疏、细
胞形态不规整、紊乱无序ꎻＮＧＦ 组及运动组 ＮｅｕＮ 阳性
细胞排列稍规则ꎬ数量较对照组增加ꎻ联合组 ＮｅｕＮ 阳
性细胞数量明显增多ꎬ细胞密度分布均匀ꎬ细胞排列整
齐、形态完整(图 ３ａ￣ｄ)ꎬ联合组 ＮｅｕＮ 阳性细胞计数与
其他各组比较ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ具体
数据见表 ２ꎮ
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注:ａ 为对照组ꎬｂ 为 ＮＧＦ 组ꎬｃ 为运动组ꎬｄ 为联合组

图 １　 各组小鼠大脑皮质 ＡＰＰ 阳性细胞表达比较(免疫组化染色ꎬ×２００)

注:ａ 为对照组ꎬｂ 为 ＮＧＦ 组ꎬｃ 为运动组ꎬｄ 为联合组

图 ２　 各组小鼠大脑皮质 Ｋｉ￣６７ 阳性细胞表达比较(免疫组化染色ꎬ×２００)

注:ａ 为对照组ꎬｂ 为 ＮＧＦ 组ꎬｃ 为运动组ꎬｄ 为联合组

图 ３　 各组小鼠海马区 ＮｅｕＮ 阳性细胞表达及神经元存活情况比较(免疫组化染色ꎬ×２００)

讨　 　 论

ＡＤ 又称老年性痴呆ꎬ是与年龄相关的中枢神经系

统变性疾病ꎬ以不可逆的学习和记忆功能损害、渐进性
认知障碍及行为能力失调为主要临床特征ꎮ 目前关于

ＡＤ 的发病机制尚未明确ꎬ多数学者认为与脑组织内

Ａβ 沉积及神经元纤维缠结有关[８]ꎬ如 ＡＰＰ 经 β 分泌

酶(β ｓｅｃｒｅｔａｓｅ)作用ꎬ生成 β￣ＡＰＰｓ 和含有 Αβ 结构的
羟基端片段ꎬ该片段再经过 γ 分泌酶(γ ｓｅｃｒｅｔａｓｅ)水解

作用生成 Αβꎮ Αβ 在细胞基质沉淀聚集ꎬ形成具有很
强神经毒性的 β 褶薄片结构的细纤维ꎬ是导致 ＡＤ 患

者脑内神经元变性及死亡的主要原因[９]ꎮ
随着对 ＡＤ 治疗研究的不断深入ꎬ目前发现有多

种治疗手段对 ＡＤ 具有改善作用ꎬ如神经营养因子、疫
苗以及物理干预等[１０￣１１]ꎮ 有研究证实ꎬＮＧＦ 能改善 ＡＤ
患者认知功能ꎬ促进其海马区突触素分泌及能量代

谢[５]ꎻＭａｔｒｏｎｅ 等[９]认为ꎬＮＧＦ 与机体学习、记忆功能密

切相关ꎬ能够减少 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因小鼠脑内 Ａβ 沉积ꎬ
并降低其对神经元细胞的毒性作用ꎻ但 ＮＧＦ 是大分子
物质ꎬ经静脉或皮下注射给药不易透过血脑屏障ꎻ而经

鼻给予 ＮＧＦ 能通过嗅觉通路运输到脑内是已被证实

且行之有效的给药途径之一ꎮ Ｙａｎｇ 等[３] 向 ＡＰＰ / ＰＳ１
双转基因小鼠鼻内连续滴注 ＮＧＦ 持续 １４ 周ꎬ发现
ＮＧＦ 能促进 ＡＰＰ 蛋白裂解并减少老年斑生成ꎮ 本研
究也得到类似结果ꎬ如入选 ＡＰＰ / ＰＳ１ 小鼠经鼻腔滴入

ＮＧＦ 后ꎬ其 ＡＰＰ 蛋白表达较对照组明显减弱ꎬ空间学
习及记忆能力较对照组明显增强ꎮ

运动训练作为一种有效刺激方式可促进神经发

生ꎬ加速神经细胞分化ꎬ提高学习及记忆能力[１２]ꎮ 长

期小强度跑台运动可增强 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因小鼠空间
学习与记忆能力ꎬ还能减缓转基因小鼠海马齿状回区

ＡＤ 样神经病理改变[５]ꎮ ｖａｎ Ｐｒａａｇ 等[１３]将小鼠饲养于

有跑轮装置笼具中ꎬ发现主动运动训练能促进小鼠海
马齿状回神经发生ꎬ改善小鼠水迷宫学习能力ꎬ并促进

新生神经元环路形成ꎮ Ｋｉｍ 等[１４] 研究表明ꎬ规律运动

不仅能提高大脑认知能力ꎬ而且对脑可塑性也具有积

极作用ꎻ本研究也发现运动训练能改善 ＡＰＰ / ＰＳ１ 小鼠
学习记忆能力ꎬ降低小鼠大脑皮质 ＡＰＰ 阳性细胞表

达ꎮ
为进一步提高疗效ꎬ本研究联合采用 ＮＧＦ 鼻内滴
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注及运动训练干预 ＡＰＰ / ＰＳ１ 转基因小鼠ꎬ发现与 ＮＧＦ
组或运动组比较ꎬ联合组小鼠空间学习及记忆能力均
进一步改善ꎬ提示联合干预较单一应用 ＮＧＦ 或运动训
练在改善认知功能方面具有更显著优势ꎮ Ｋｉ￣６７ 是一
种内源性细胞增殖标记物ꎬ通常表达于除 Ｇ０ 和 Ｇ１ 早
期大多数细胞有丝分裂过程中ꎬ通过检测该标记物水
平可了解细胞增殖情况[１５]ꎻＮｅｕＮ 为神经元核抗原可
溶性核蛋白ꎬ是成熟神经元的标志ꎮ 本研究免疫组化
检查结果显示ꎬ联合组小鼠大脑皮质神经元 ＡＰＰ 阳性
蛋白表达明显减少ꎬＫｉ￣６７ 阳性表达细胞增多ꎬ海马区
ＮｅｕＮ 阳性细胞增殖显著ꎮ 上述结果均提示 ＮＧＦ 联合
运动训练改善认知功能的机制可能与降低 ＡＰＰ 蛋白
异常聚集、减少皮质神经元损伤、提高内源性神经细胞
增殖能力、促进神经元存活有关ꎬ其确切分子作用机制
还有待进一步探讨ꎮ
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