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丙戊酸钠对ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠自主活动及脑形态结构的影响
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　　［摘要］　目的　研究丙戊酸钠（ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ，ＶＰＡ）对ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）模
型小鼠自主活动及脑组织形态结构的影响，探讨ＶＰＡ对ＡＤ的保护作用及可能机制。方法　 将３月龄 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基
因小鼠及同窝野生型小鼠分为ＶＰＡ处理组和生理盐水对照组，运用 ＶＰＡ［３０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］和等量生理盐水腹腔注射４
周。旷场实验观察各组小鼠的自主活动能力；尼氏染色、透射电镜观察各组小鼠脑组织的病理改变。结果　行为学结果
显示：与野生型小鼠相比，ＡＤ模型小鼠自主活动明显减少（Ｐ＜０．０５）；野生型小鼠ＶＰＡ处理组与对照组自主活动无明显
差异（Ｐ＞０．０５）；而ＡＤ模型小鼠ＶＰＡ处理组比对照组的自主活动明显减少（Ｐ＜０．０５）。尼氏染色显示：ＡＤ模型小鼠脑
内神经元密度显著低于野生型小鼠。ＡＤ模型小鼠中，对照组脑内神经细胞明显肿胀，尼氏小体明显减少而致细胞质淡
染，神经细胞密度降低（８５．２±１３．３）；而ＶＰＡ处理组脑内神经元肿胀程度明显减轻，神经元数量显著回升（１１６．９±１６．２，
Ｐ＜０．０５），但ＶＰＡ不影响野生型小鼠脑内的神经元数量及形态（ＶＰＡ处理组：１４２．２±２４．４ｖｓ生理盐水对照组：１３６．７±
２３．１，Ｐ＞０．０５）。电镜结果显示ＡＤ模型小鼠对照组脑内神经元细胞核、线粒体及神经毡肿胀明显，突触结构稀松；而ＡＤ
模型小鼠ＶＰＡ处理组脑内神经元细胞核、线粒体及神经毡的水肿明显减轻，突触结构清晰。结论　ＶＰＡ可显著减少
ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因ＡＤ模型小鼠的自主行为，显著减轻躁狂症状；ＶＰＡ可改善ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠脑内神经细胞的形
态结构，减少肿胀的神经元并抑制神经元数量的减少。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
发生于老年期前后的神经退行性疾病，是临床最为常

见的痴呆类型，临床表现为进行性认知功能障碍、学习

记忆力减退及性格行为改变。由 β淀粉样蛋白
（ａｍｙｌｏｉｄβｐｅｐｔｉｄｅ，Ａβ）在细胞外沉积形成的老年斑
（ｓｅｎｉｌｅｐｌａｑｕｅｓ，ＳＰ）、ｔａｕ蛋白过度磷酸化在细胞内聚
集形成的神经元纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙｔａｎｇｌｅｓ，
ＮＦＴｓ）及大量的神经元是 ＡＤ脑的典型病理损害。其
中Ａβ是淀粉样蛋白前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＡＰＰ）分别经 β分泌酶和 γ分泌酶相继水解产
生［１］。ＢＡＣＥ１决定β分泌酶的活性，是该酶的主要形
式；γ分泌酶是一多亚基复合物，包括早老素（ｐｒｅｓｅｎｉ
ｌｉｎ，ＰＳ）、Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ、Ａｐｈ１和 Ｐｅｎ２等蛋白［２］，其中

ＰＳ１ＮＴＦ／ＣＴＦ异二聚体是 γ分泌酶的催化活性中心，
ＰＳ１的异常突变是引起家族性ＡＤ的主要原因［３］。

　　目前有很多关于ＡＤ发病机制的学说，如Ａβ沉积
学说、胆碱能损伤学说、基因突变学说、自由基损伤学

说等，其中较为公认的是“Ａβ沉积学说”［４］，但尚无一
个学说能全面解释 ＡＤ的病理过程，导致 ＡＤ的治疗
仍缺乏特异性。近期一系列研究发现，糖原合成酶激

酶３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）同时参与
ＡＤ病理特征ＳＰ和 ＮＦＴ的形成及神经元凋亡。不少
学者提出了 ＡＤ发病机制的新学说，即“ＧＳＫ３β学
说”［５－７］。研究已证实，ＧＳＫ３β是引起ｔａｕ蛋白磷酸化
的主要激酶，其活性增强是ＮＦＴ形成的重要机制［６－８］；

ＧＳＫ３β对促进 Ａβ在 ＡＤ患者脑中蓄积起重要作用，
ＧＳＫ３β表达或活性异常可导致ＡＰＰ代谢过程中Ａβ的
生成增多［９］；ＧＳＫ３β可能参与学习记忆形成的机制，
持续激活 ＧＳＫ３β可引起大鼠学习记忆障碍［１０］。可

见，ＧＳＫ３β被认为是 ＡＤ的潜在性治疗靶点，开展以
ＧＳＫ３β为靶点的研究将为ＡＤ的防治开辟新途径。
　　丙戊酸钠 （ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ＶＰＡ）是临床
上常用的一线抗癫痫药。近年来对ＶＰＡ的研究已突破
了抗癫痫的范畴，发现ＶＰＡ具有复杂的药理作用，如具
有神经保护和抗凋亡作用。新近研究发现，ＶＰＡ是一种
选择性的ＧＳＫ３β抑制剂［１１］。前期研究发现ＶＰＡ可显
著减少Ａβ的产生及 ＳＰ的形成［１２］，那么，ＶＰＡ是否影
响ＡＤ模型鼠的自主行为及脑神经元的变化尚不可知。

本研究拟用 ＶＰＡ处理 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因 ＡＤ模型小
鼠，通过行为学及形态学手段检测ＶＰＡ对ＡＤ模型小鼠
的自主活动及脑组织形态结构的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　Ｂ６Ｃ３Ｔｇ（携带ＡＰＰｓｗｅ，ＰＳＥＮ１Δ９）双转基因ＡＤ模型鼠购
自美国国立Ｊａｃｋｓｏｎ动物中心。取３月龄雄性ＡＰＰ／ＰＳ１转基因
小鼠（２２只，体质量２５～３０ｇ）及同窝野生型小鼠（２０只，体质
量２５～３０ｇ），分为 ＶＰＡ处理组和生理盐水对照组，分笼喂养
于光照／黑暗为１２ｈ／１２ｈ的恒温环境，自由摄食和饮水。参照
文献［１２］方法，ＶＰＡ处理组小鼠给予ＶＰＡ［３０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］腹
腔注射，对照组小鼠注射相同剂量的生理盐水。每天上午固定

时间给药，持续４周，并记录小鼠的体质量变化。实验遵循重
庆医科大学实验动物使用相关伦理要求。

１．２　旷场实验检测小鼠的自主行为
　　实验室光线充足，室温为２０℃左右。实验箱为 ５０ｃｍ×
５０ｃｍ的旷场，周边的颜色为白色（与实验动物的颜色相反），
旷场底部被分成面积相等的正方形格子（１６块），沿墙的格子
为外周格，余为中央格。实验过程中，小鼠被放置在中央格，利

用旷场上方的摄像机记录动物在特定时间内的活动情况。通

过计算机追踪分析软件来分析小鼠在特定时间内（时间设定为

５ｍｉｎ）的活动状态。观察指标：方格间穿行次数（动物的前后
肢从１个格进入另１个格为穿行１次）、直立次数（动物双前肢
放在墙壁上或动物双前肢同时离地为直立１次）、穿过中央格
的次数、中央格停留时间。

１．３　形态学检测
　　自主行为实验结束后，每组选取５只小鼠进行形态学检
测。小鼠经２％水合氯醛腹腔麻醉，经左心室快速灌注生理盐
水５０ｍｌ冲洗血液，然后用４％多聚甲醛４０ｍｌ灌注预固定，取
脑入４％多聚甲醛后固定４８ｈ，梯度酒精脱水后，石蜡包埋，用
石蜡切片机冠状切片（片厚１０μｍ）。
　　尼氏染色：取石蜡切片，二甲苯脱蜡，常规水化；１×ＰＢＳ冲
洗３次（５ｍｉｎ／次）；微波煮沸抗原修复后，１×ＰＢＳ冲洗３次
（５ｍｉｎ／次）；０．１％焦油紫染色５～１５ｍｉｎ（３７℃）；经蒸馏水冲
洗后，用９５％酒精分化，直至尼氏小体呈紫色，再用１００％酒精
脱水，二甲苯透明后封片，光镜下观察。

　　透射电镜：小鼠用含４％多聚甲醛、２．５％戊二醛的灌注液
固定后，取小鼠海马ＣＡ１区组织块（１ｍｍ３），经２．５％戊二醛中
固定（２ｈ）、１％四氧化锇后固定，酒精丙酮梯度脱水，环氧树脂
６１８＃包埋聚合，半薄切片定位，超薄切片，铅铀染色，透射电镜
ＨＩＴＡＣＨＩ７５００观察脑组织超微结构。
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１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，对尼氏染色中各组小鼠脑内神
经元密度的变化进行计数，经过正态分布检验后对实验数据进

行方差分析和ｔ检验。

２　结果

２．１　ＶＰＡ处理后ＡＤ模型小鼠的自主活动改变
　　旷场实验中，格子数代表动物的兴奋性；站立的次数代表
动物对陌生环境的适应能力。与野生型小鼠相比，ＡＤ模型组
小鼠（无论ＶＰＡ处理组还是生理盐水对照组）的活动量明显增
加，活动无规律性（Ｐ＜０．０５）；但 ＡＤ模型小鼠 ＶＰＡ处理组的
活动量比ＡＤ模型小鼠对照组明显减少（Ｐ＜０．０５），而两组野
生型小鼠的活动量无显著差异 （Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　旷野实验中各组小鼠中央区活动时间／总时间及活动
路程／总路程的比较（％ ，珋ｘ±ｓ）

组别　　 ｎ
中央区活动

时间／总时间
中央区活动

路程／总路程
野生型小鼠对照组 １０ ２．５８±０．９６ ４．０７±０．７９
野生型小鼠ＶＰＡ处理组 １０ ２．３５±０．６４ ３．９８±０．２５
ＡＤ模型小鼠对照组 １１ ７．７６±０．３２ａ ９．７８±０．５２ａ

ＡＤ模型小鼠ＶＰＡ处理组 １１ ３．４１±０．５３ａｂ ５．８３±０．１９ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与野生型小鼠相应组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＡＤ模型小
鼠对照组比较

２．２　ＶＰＡ处理后各组小鼠脑内神经元变化
　　尼氏染色结果显示，野生型小鼠脑内神经元数量明显多于
ＡＤ模型小鼠脑内的神经元。野生型小鼠 ＶＰＡ处理组及对照
组脑内的神经元数量无明显差异（１４２．２±２４．４ｖｓ１３６．７±２３．１，
Ｐ＞０．０５）。ＡＤ模型小鼠中，对照组小鼠大脑皮质和海马神经
细胞密度降低（８５２±１３３），皮质出现大量肿胀的神经细胞，

丧失典型的多极形状而变为圆形，细胞核偏位，细胞质淡染呈

苍白均质状，内有较多空泡，尼氏小体明显减少；ＶＰＡ处理组小
鼠脑内肿胀的神经元明显减少，细胞质内尼氏小体增加，神经

元密度显著增加（１１６９±１６２，Ｐ＜０．０５）。见图１。
２．３　ＶＰＡ处理后各组小鼠脑组织超微结构变化
　　取各组小鼠脑组织进行透射电镜观察，结果显示，野生型
小鼠生理盐水对照组和 ＶＰＡ处理组海马神经元无明显肿胀
（图２Ａ、Ｂ）。而ＡＤ模型小鼠海马神经元出现不同程度的肿
胀，其中生理盐水对照组 ＡＤ模型小鼠海马神经元肿胀较明
显，细胞核空化，异染色质轻度边集，细胞质轻度肿胀，线粒体

肿胀，部分呈现空泡样变，突触结构稀松，神经毡出现明显肿胀

（图２Ｃ）；ＶＰＡ处理组小鼠海马区肿胀神经元减少，细胞核呈圆
形或椭圆形，染色质分布均匀，线粒体肿胀明显减轻，突触结构

清楚；神经毡肿胀减轻（图２Ｄ）。

３　讨论

　　近１０年来对ＡＤ转基因小鼠模型的培养，为研究
ＡＤ的病理过程及ＡＤ的药物筛选提供了理想的工具。
目前所用的转基因 ＡＤ模型小鼠有 ＡＰＰ、ＰＳ１单转基
因及ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠，而后者不仅脑内出现老
年斑时间早，而且出现的量呈进行性增多，是目前研究

ＡＤ病理改变的理想模型［１３］。本实验采用的 ＡＤ模型
小鼠为ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠 Ｂ６Ｃ３Ｔｇ，该种系小鼠
与其他ＡＤ模型鼠的显著区别在于其行为学及脑组织
形态改变出现的时间早（３个月）［１４］。本研究应用的
ＶＰＡ已证实能够选择性抑制ＧＳＫ３β活性［９］。为检测

ＶＰＡ是否改变ＡＤ模型小鼠的兴奋性增强、烦躁不安
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Ａ：野生型小鼠对照组；Ｂ：野生型小鼠ＶＰＡ处理组；Ｃ：ＡＤ模型小鼠对照组；Ｄ：ＡＤ模型小鼠ＶＰＡ处理组
图１　尼氏染色观察各组小鼠脑内神经细胞形态结构及数量的变化　（ＬＭ ×４００）
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Ａ：野生型小鼠对照组；Ｂ：野生型小鼠ＶＰＡ处理组；Ｃ：ＡＤ模型小鼠ＶＰＡ处理组；Ｄ：ＡＤ模型小鼠对照组
图２　ＡＤ模型小鼠ＶＰＡ处理组及对照组脑组织超微结构的变化
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等自主行为，本研究在药物处理后进行旷场实验。该

方法是评价实验动物在新奇环境中的自主行为、探究

行为及紧张度的一种有效方法［１５］。以实验动物在新

奇环境中某些行为发生的频率和持续时间等为指标，

反映实验动物在陌生环境中的自主行为与探究行为。

通常情况下，小鼠具有趋暗习性，在旷场实验中主要表

现为在边缘区活动。而本实验观察到，生理盐水对照

组ＡＤ小鼠在旷场中毫无目的地奔跑，在中央区出现
的次数明显高于正常野生型小鼠，说明 ＡＤ模型小鼠
易出现激惹、烦躁不安等情绪改变。根据小鼠的活动

总数、直立次数以及在中央区出现的概率等几项指标，

我们发现ＶＰＡ处理组 ＡＤ模型小鼠的自主活动较对
照组明显减弱，但ＶＰＡ对野生型小鼠的自主活动无影
响，提示ＶＰＡ可显著减少 ＡＤ模型小鼠的烦躁、易激
惹等情结变化。

　　本组形态学染色结果显示，ＡＤ模型小鼠对照组
大脑皮质和海马区的神经元出现显著的形态结构的改

变，包括神经元细胞体肿胀、变圆、核偏位，细胞质中尼

氏小体减少，推测可能系 ＡＤ模型小鼠脑神经元内出
现了中央性尼氏小体溶解（ｃｅｎｔｒａｌｃｈｒｏｍａｔｏｌｙｓｉｓ）现象，
而尼氏小体溶解可能源于神经元胞体与突起的断离所

致，此系神经元凋亡的原因之一。ＶＰＡ处理组 ＡＤ模
型小鼠脑内神经元胞体和突起肿胀明显减轻，细胞质

内尼氏小体数量明显增加。检测超微结构显示，ＡＤ
模型小鼠对照组海马突触形态不一，结构稀松，说明

ＡＤ模型小鼠脑内突触出现了损害，而突触的损伤可
直接导致神经信号传导障碍，引起学习记忆能力的降

低。而ＶＰＡ处理后 ＡＤ模型小鼠海马区突触结构清
楚，提示ＶＰＡ对突触具有修复作用，这与本课题组前
期工作中发现的 ＶＰＡ可改善 ＡＤ模型小鼠学习记忆
障碍的结果相吻合［１６］。线粒体形态和功能的改变是

导致ＡＤ能量代谢障碍的重要因素，其损伤与 ＡＤ脑
内特征性病理改变的出现密切相关［１７］，因此，保护或

改善线粒体的结构和功能，将有利于 ＡＤ症状的改善
和恢复。本实验发现４月龄ＡＤ模型小鼠脑组织神经
元内线粒体已出现肿胀，提示线粒体已受到损害，而

ＶＰＡ处理组小鼠脑内肿胀的线粒体得到不同程度的
减轻。以上结果表明，ＶＰＡ可促进损伤神经元的
修复。

　　本研究提示 ＶＰＡ可通过减轻线粒体及突触的损
害来增强ＡＤ模型小鼠脑神经元的抗损伤机制和修复
能力，以维持脑组织结构和功能的正常，从而改善 ＡＤ
模型小鼠的学习记忆能力，改善兴奋、烦躁不安等情绪

变化。本研究为将 ＶＰＡ用于 ＡＤ的临床防治提供了
实验依据。
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