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　　［摘　要］　目的：探究脑源性神经生长因子（ＢＤＮＦ）在野生型小鼠和 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠大脑内的表达
变化及其对学习记忆能力的影响。方法：选择野生型小鼠和ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠作为研究对象，刚果红染色标
记Ａβ斑，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡，采用免疫荧光和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＢＤＮＦ在野生型和ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小
鼠皮层和海马内的表达，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测小鼠的空间学习记忆能力。结果：ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠皮层和海马
区都形成Ａβ斑，且１２月龄小鼠Ａβ斑的数量多于６月龄（Ｐ＜００５）。１２月龄ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠皮层和海马
区神经元凋亡的数量多于野生型小鼠（Ｐ＜００１）。野生型小鼠皮层和海马区 ＢＤＮＦ的表达量高于 ＡＰＰ／ＰＳ１双转
基因小鼠（Ｐ＜００１）。水迷宫检测显示，ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠的逃逸潜伏期长于野生型小鼠，而６０ｓ内穿越平
台所位象限的次数少于野生型小鼠，且游泳轨迹杂乱无章。结论：ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因型小鼠皮层和海马区 ＢＤＮＦ
的表达量低于野生型小鼠，并伴随着神经元凋亡的增加，且空间学习记忆能力降低。这些结果提示ＡＰＰ／ＰＳ１双转
基因小鼠学习记忆能力的降低可能与ＢＤＮＦ表达减少导致神经元凋亡增加有关，这也许是阿尔茨海默病的病理机
制之一。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种中
枢神经慢性退行性疾病，其典型的神经病理学变化

为大脑内出现β淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）
沉淀形成老年斑和神经原纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ
ｔａｎｇｌｅｓ，ＮＦＴｓ），从而致使神经元大量凋亡，导致患者
记忆能力的降低和认知、情感的障碍［１］。ＡＰＰ／ＰＳ１
双转基因小鼠大脑神经元内转入突变的淀粉样前体

蛋白（ＡＰＰｓｗｅ）和早老素（ΔＥ９）基因，从而使该小鼠
的大脑内在３月龄时即可检测出 Ａβ斑，因此，常作
为研究ＡＤ的一种动物模型［２］。

脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）属于神经营养因子家族成员之一，广泛
表达在皮层、海马、杏仁核和小脑等脑区，参与神经

元的发育、生长、轴突出芽和树突棘形成等神经元的

成熟过程，影响着神经元与神经元之间突触的可塑

性和学习记忆能力的形成等高级神经生物学过

程［３］。ＡＤ患者的临床检测显示大脑内 ＢＤＮＦ的表
达减少，然而对多种 ＡＤ动物模型的研究表明，脑内
ＢＤＮＦ表达水平的变化出现差异，如 ＡＰＰｓｗｅ和 ＡＰＰ
ｓｗｅ／ＰＳ１Ｐ２６４Ｌ模型小鼠的 ＢＤＮＦ在 ｍＲＮＡ水平降
低，而 ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１Ｍ１４６Ｖ模型小鼠没有发生该类
改变；ＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１／ｔａｕ模型小鼠脑内 ＢＤＮＦ在蛋白
质水平表达降低，而另外的研究显示该蛋白的表达

水平升高［４］。为进一步明确 ＡＤ动物模型 ＡＰＰ／ＰＳ１
双转基因小鼠脑内 ＢＤＮＦ的表达变化以及对学习记
忆能力的影响，本研究以 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠作
为研究对象，利用刚果红染色、ＴＵＮＥＬ试剂盒、免疫
荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术和 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫方法分别检
测大脑皮层和海马区淀粉样蛋白Ａβ斑的沉积，神经
元细胞凋亡，ＢＤＮＦ的表达以及空间学习记忆能力，
从而深入探究ＢＤＮＦ在野生型小鼠和ＡＰＰ／ＰＳ１双转
基因小鼠大脑皮层和海马内的表达变化以及对学习

记忆能力的影响。

材　料　和　方　法

１　实验动物
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠购于

南京大学模式动物研究所［许可证号：ＳＣＸＫ（苏）
２００１０００１］，并在本实验室饲养繁育。ＡＰＰ／ＰＳ１双

转基因雄鼠与野生型雌鼠合笼繁殖，幼鼠２周后，做
基因型鉴定，选取６月龄和１２月龄的雌雄 ＡＰＰ／ＰＳ１
转基因鼠和野生型小鼠作为研究对象。在保证供

水、饲料充足的前提下，按自然昼夜节律，室温２２～
２５℃、相对湿度６０％～８０％的环境下饲养。
２　主要试剂

ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ；
ＤＡＰＩ试剂和刚果红染色试剂盒购自索莱宝公司；兔
抗ＢＤＮＦ多克隆抗体（ａｂ１０８３１９）和鼠抗 βａｃｔｉｎ多
克隆抗体（ａｂ８２２６）购自Ａｂｃａｍ；２×ＰＣＲＭｉｘ和ＲＩＰＡ
裂解液购自康为世纪生物有限公司；增强型 ＥＣＬ发
光试剂盒购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的荧光
ＩＩ抗和 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；
ＨＲＰ标记的 ＩＩ抗购自北京中杉金桥生物科技有限
公司；其它试剂均为国产分析纯。

３　实验方法
３．１　石蜡切片　选取适宜月龄的 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基
因和Ｃ５７ＢＬ／６野生型小鼠，１０％水合氯醛腹腔麻醉，
预冷ＰＢＳ经心脏灌流，直至灌流液清亮为止，随后用
４％的多聚甲醛缓缓进行灌注固定。将固定后的小
鼠用剪刀从颈部剪开取出完整大脑，并置于４％多聚
甲醛中室温浸泡固定２４ｈ，然后用 ＰＢＳ漂洗 ３次。
对固定后的大脑组织块进行修剪处理，弃小脑，分离

左右半球。随后进行脱水处理，依次在浓度为５０％
的乙醇浸泡２ｈ、７０％的乙醇浸泡过夜、８０％的乙醇
浸泡１ｈ、９０％的乙醇浸泡１ｈ、９５％的乙醇Ⅰ浸泡１
ｈ、９５％的乙醇Ⅱ浸泡１ｈ、无水乙醇Ⅰ浸泡１ｈ、无水
乙醇Ⅱ浸泡１ｈ、二甲苯Ⅰ浸泡１ｈ、二甲苯Ⅱ浸泡１
ｈ，放入冬青油中过夜。提前１～２ｈ打开生物组织包
埋机，脱水后的组织块分别用蜡Ⅰ、蜡Ⅱ和蜡Ⅲ各处
理１ｈ，最后用硬蜡包埋即可得到蜡块。将蜡块置于
莱卡轮式切片机（Ｌｅｉｃａ，ＲＭ２２３５）上切为厚度为 ４
μｍ的薄片。
３．２　Ａβ斑标记　将切好的组织切片铺于涂有多聚
赖氨酸的载玻片上，６０℃烘箱烘干１ｈ，常规脱蜡至
水（二甲苯Ⅰ浸泡１５ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ浸泡１５ｍｉｎ、无
水乙醇Ⅰ浸泡５ｍｉｎ、无水乙醇Ⅱ浸泡５ｍｉｎ、９５％的
乙醇Ⅰ浸泡５ｍｉｎ、９５％的乙醇Ⅱ浸泡５ｍｉｎ、９０％的
乙醇浸泡５ｍｉｎ、８０％的乙醇浸泡５ｍｉｎ、７０％的乙醇

·９５８·



浸泡５ｍｉｎ、５０％的乙醇浸泡５ｍｉｎ）。入苏木素染色
液浸染５～１５ｍｉｎ，酸性乙醇分化１０～１５ｓ，然后立即
入水终止分化，自来水冲洗２ｍｉｎ，再用碱性 ＮａＣｌ溶
液浸染切片，然后将切片直接放入碱性刚果红染色

液浸染（溶液均为现配现用），无水乙醇冲洗，逐级常

规乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。显微镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ６１）观察海马和皮层区域并拍照。
３．３　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　选取小鼠大脑石蜡切
片，常规脱蜡至水，根据试剂盒说明书进行实验操

作。将载玻片依次浸入０８５％ 的 ＮａＣｌ溶液５ｍｉｎ、
ＰＢＳ５ｍｉｎ、４％的甲醛溶液２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×
３次，蛋白酶 Ｋ覆盖孵育７～１２ｍｉｎ、ＰＢＳ５ｍｉｎ、４％
的甲醛溶液５ｍｉｎ、ＰＢＳ５ｍｉｎ、１００μＬ平衡缓冲液覆
盖细胞５～１０ｍｉｎ（以上过程均在室温下进行）。与
此同时提前避光配制ｒＴｄＴ孵育缓冲液（每５０μＬ反
应体系含有平衡缓冲液４５μＬ＋核苷混合物５μＬ＋
ｒＴｄＴ酶１μＬ）。吸去平衡缓冲液，然后在细胞上加
上ｒＴｄＴ孵育缓冲液，置于湿盒内，在３７℃孵育６０
ｍｉｎ发生加尾反应，避免光照，后将载玻片浸入２×
ＳＳＣ溶液，室温放置１５ｍｉｎ以终止反应，后将载玻片
浸入新鲜的ＰＢＳ中洗涤３次，每次５ｍｉｎ。ＤＡＰＩ甘油
封片，在荧光显微镜下观察皮层和海马区域并拍照。

３．４　免疫荧光　选取石蜡切片，脱蜡至水，０１ｍｏｌ／
Ｌ的 ＰＢＳ浸洗３次，每次１０ｍｉｎ，后将石蜡切片浸入
柠檬酸盐缓冲液中微波加热到 ９２～１００℃ １０ｍｉｎ
（注意不能沸腾）以修复抗原，待放置恢复常温后

ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ，擦干切片组织周围水分后
用免疫组化笔圈起组织，加稀释过的 Ｉ抗（兔抗 ＢＤ
ＮＦ多克隆抗体，稀释比例１∶１００），放置于湿盒内，４
℃冰箱过夜。次日早晨，取出室温放置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤３次，每次１０ｍｉｎ。擦干多余液体，注意组织不
能干透，避光加稀释过的 ＩＩ抗（稀释比例１∶５００），室
温孵育３ｈ或３８℃ ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次１０
ｍｉｎ，ＤＡＰＩ甘油封片，荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ６１）观
察皮层和海马区域并拍照。

３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　１０％水合氯醛腹腔麻醉实
验小鼠，冰上灌流，取脑，剥离皮层和海马，分别置于

８００ｍＬ和５００ｍＬ的ＲＩＰＡ裂解液中，匀浆器匀浆，４
℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集上清冻存 －８０℃备
用。ＢＣＡ法对蛋白定量。３０μｇ样品经 １２％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离，电流２００ｍＡ，湿法转膜２ｈ，５％脱脂牛
奶室温封闭１ｈ，加入 Ｉ抗，４℃过夜。次日早上，用
ＴＢＳＴ漂洗３次，每次５ｍｉｎ，然后在含有 ＩＩ抗的孵育
袋内室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次，每次５ｍｉｎ，添加
ＥＣＬ发光液暗室曝片。

３．６　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　分２个部分进行。第１部
分为定位航行实验，该实验用于训练和检测小鼠的

空间学习和记忆能力。每天训练小鼠，选定水迷宫

的某一象限将小鼠放入，摄像头记录并计算小鼠从

放入点游到平台所需的时间，即为逃避潜伏期；倘若

小鼠在６０ｓ时间内没有游行到平台，则引导其到平
台并停留１０ｓ。每天如此训练，共持续６ｄ。第７天
开始记录小鼠游到平台所需的时间即为逃避潜伏

期。第２部分为空间搜索实验：在第８天时，将水下
平台撤除，将小鼠放置在训练时的同一象限，记录６０
ｓ内小鼠寻找平台所耗费的时间和进入该平台所位
象限的次数，作为空间记忆的检测指标。

４　统计学处理
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件对数据进行统计

分析。数据结果以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）的形
式表示。组间均数比较采用单因素方差分析（ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）或独立样品ｔ检验，以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

结　　果

１　Ａβ斑的形成
刚果红染色标记皮层和海马区 Ａβ斑变化的结

果显示，１２月龄的野生型小鼠皮层和海马 ＣＡ１区都
没有见到Ａβ斑的出现，而６月龄和１２月龄的ＡＰＰ／
ＰＳ１双转基因小鼠皮层和海马ＣＡ１区都出现Ａβ斑，
且１２月龄小鼠 Ａβ斑的数量多于６月龄小鼠（Ｐ＜
００５）。对Ａβ斑的形态结构和大小分析表明，１２月
龄小鼠皮层和海马 ＣＡ１区 Ａβ斑的形态明显大于６
月龄小鼠，见图１、２。这说明随着年岁的增加和发病
时间的延长，脑内形成的Ａβ斑数量增加，形态变大，
因此后续实验就采用１２月龄的 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因
小鼠作为研究对象。

２　神经元凋亡
ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠和野生型小鼠皮层和海

马区神经元细胞凋亡的检测结果显示，１２月龄ＡＰＰ／
ＰＳ１双转基因小鼠ＴＵＮＥＬ阳性细胞数量明显多于野
生型小鼠（Ｐ＜００１），见图３、４。
３　ＢＤＮＦ的表达

分别采用免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法检测
ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠和野生型小鼠皮层和海马区
ＢＤＮＦ的表达变化。免疫荧光的结果显示，野生型小
鼠ＢＤＮＦ表达阳性的细胞数量多于ＡＰＰ／ＰＳ１双转基
因小鼠（Ｐ＜００１），见图５。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
野生型小鼠皮层和海马区成熟形式的 ＢＤＮＦ表达量
明显高于ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠（Ｐ＜００１），见图６。
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＡβｐｌａｑｕｅｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｏｒｅｄｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆＷＴａｎｄＡＰＰ／ＰＳ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ．Ａ：ＷＴｍｉｃｅ；Ｂ：６
ｍｏｎｔｈｏｌｄＡＰＰ／ＰＳ１ｍｉｃｅ；Ｃ：１２ｍｏｎｔｈｏｌｄＡＰＰ／ＰＳ１ｍｉｃｅ；Ｄ：ｔｈｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡβｐｌａｑｕｅｓｉｎＡＰＰ／ＰＳ１
ｍｉｃｅ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ６ｍｏｎｔｈｓ．

图１　刚果红染色标记皮层的Ａβ斑

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＡβｐｌａｑｕｅｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｏｒｅｄｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＷＴａｎｄＡＰＰ／ＰＳ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ．Ａ：ＷＴｍｉｃｅ；Ｂ：６
ｍｏｎｔｈｏｌｄＡＰＰ／ＰＳ１ｍｉｃｅ；Ｃ：１２ｍｏｎｔｈｏｌｄＡＰＰ／ＰＳ１ｍｉｃｅ；Ｄ：ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡβｐｌａｑｕｅｓｉｎＡＰＰ／ＰＳ１ｍｉｃｅ．
Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ６ｍｏｎｔｈｓ．

图２　刚果红染色标记海马的Ａβ斑

４　空间学习记忆能力
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测结果显示，ＡＰＰ／ＰＳ１双转基

因小鼠的逃逸潜伏期长于野生型小鼠，且在空间搜

索实验中，ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠在６０ｓ内穿越平
台所在象限的次数也少于野生型小鼠（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１），见图７Ａ、Ｂ。轨迹图的结果表明ＡＰＰ／ＰＳ１
双转基因小鼠的运行轨迹杂乱无章，而野生型小鼠

运行轨迹并不杂乱，围绕平台寻找，规律性比较明

显，见图７Ｃ。

讨　　论

随着老龄化社会的到来，ＡＤ严重威胁着中老年

人的身心健康。病理检测发现，该病的典型病理学

特点为大脑内出现Ａβ斑聚集和神经元纤维缠结，并
观察到神经元的凋亡和轴突降解，致使患者出现认

知功能障碍、记忆能力降低等症状。有研究显示，

ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠可以作为 ＡＤ研究的动物模
型，最早在３月龄时即可观测到脑内 Ａβ斑的形成，
本研究证实，该鼠在６个月时可观察到皮层和海马
区出现Ａβ斑，并随病程的增长，１２月龄时，Ａβ斑的
数量和形态都呈进行性增加，说明随着年岁的增加，

该小鼠ＡＤ的神经病理学变化更加明显，符合临床上
年龄越大该病发病率越高、症状越严重的特点。伴

随Ａβ斑形成，出现的是神经元凋亡的数量发生相应
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆＷＴａｎｄＡＰＰ／ＰＳ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝５０
μｍ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓＷＴｇｒｏｕｐ．

图３　野生型和ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠皮层细胞凋亡情况的比较

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＷＴａｎｄＡＰＰ／ＰＳ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓＷＴｇｒｏｕｐ．

图４　野生型和ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠海马区细胞凋亡情况的比较
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＢＤＮＦｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＷＴａｎｄＡＰＰ／ＰＳ１
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓＷＴｇｒｏｕｐ．

图５　免疫荧光检测皮层和海马区ＢＤＮＦ表达阳性的细胞数

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＢＤＮＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＷＴａｎｄＡＰＰ／ＰＳ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓＷＴｇｒｏｕｐ．

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测皮层和海马区ＢＤＮＦ的表达

Ｆｉｇｕｒｅ７．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＷＴａｎｄＡＰＰ／ＰＳ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ．Ａ：ｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ；Ｂ：ｔｈｅｔｉｍｅｓ
ａｃｒｏｓｓｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍｑｕａｄｒａｎｔｉｎ６０ｓ；Ｃ：ｔｈｅｓｗｉｍｔｒａｃｋｉｎｇｐａｔｈ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＷＴｇｒｏｕｐ．

图７　野生型与ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠学习记忆能力的变化
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的变化，如１２月龄的ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠皮层和
海马区神经元细胞凋亡的数量与野生型相比急剧增

加。对小鼠空间学习记忆能力的检测也表明，１２月
龄ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠的空间学习记忆能力受
到严重损伤，如逃逸潜伏期所耗时长远远大于野生

型小鼠，在６０ｓ内穿越平台所位象限的次数也少于
野生型小鼠，且在 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中的游泳轨迹
杂乱无章，没有规律可循。这些变化与ＡＤ患者出现
Ａβ斑聚集的病理变化和病程增加出现认知、记忆功
能障碍的临床表现相一致，表明该转基因小鼠可以

作为研究ＡＤ发病机制的一种理想动物模型。
ＢＤＮＦ最早由德国神经化学家 Ｂａｒｄｅ从猪的大

脑中分离并克隆［５］，其基因在人类定位于第１１号染
色体短臂１区３带（１１ｐ１３），而在鼠类定位于第１２
号染色体上。ＢＤＮＦ基因编码的多肽链为前体 ＢＤ
ＮＦ（ｐｒｏＢＤＮＦ），相对分子质量约为３２ｋＤ，经过胞内
的丝氨酸蛋白酶和基质金属蛋白酶切除Ｎ端的信号
肽等翻译后修饰过程，从而形成相对分子量为１３ｋＤ
的具有生物学活性的成熟形式 ＢＤＮＦ（ａｃｔｉｖｅ
ＢＤＮＦ）［６７］。成熟形式的 ＢＤＮＦ与酪氨酸蛋白激酶
受体ＴｒｋＢ结合发挥其促进神经元分化、发育、存活、
轴突出芽、树突棘形成、突触可塑性以及学习记忆的

形成和维持等神经生物学功能［８］。本研究证实，ＢＤ
ＮＦ阳性表达的细胞数量在１２月龄的ＡＰＰ／ＰＳ１双转
基因小鼠皮层和海马区与野生型相比明显减少，并

且成熟形式的ＢＤＮＦ表达也随着减少，表明ＢＤＮＦ在
大脑的表达量降低参与了 ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠产
生ＡＤ的病理变化及临床表现，如神经元细胞凋亡增
加和学习记忆能力降低。

ＢＤＮＦ在神经系统内的重要作用促使研究人员
关注其参与中枢神经系统疾病的病理机制和治疗潜

力，对 ＡＤ患者的大脑标本检测表明，ＢＤＮＦ在
ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平都出现降低，且这种减低
在ＡＤ患者出现轻度认知障碍阶段就已发生，说明
ＢＤＮＦ在大脑内表达水平的降低确实导致 ＡＤ记忆
能力降低等临床症状的出现［４］。ＢＤＮＦ基因的单核
苷酸多态性（Ｖａｌ６６Ｍｅｔ，ｒｓ６２６５）影响该蛋白在细胞内
的转导和分泌，也参与 ＡＤ的发病病理机制，尤其是
Ｍｅｔ携带者具有更严重的 Ａβ斑聚集和认知功能障
碍［９１０］。其它研究证明，增强或促进脑内ＢＤＮＦ的表
达可以改善其他中枢神经系统疾病的病理改变和临

床症状，如脑内高的 ＢＤＮＦ水平抑制抑郁症小鼠海
马区神经元的凋亡，减轻抑郁症症状，从而发挥神经

保护作用［１１１２］。本研究显示，１２月龄的 ＡＰＰ／ＰＳ１双
转基因小鼠皮层和海马区成熟形式 ＢＤＮＦ的表达下
降，并出现神经元凋亡增加，导致小鼠空间学习记忆

能力的降低。因此，调控脑内成熟 ＢＤＮＦ的含量也
许可以作为预防和治疗ＡＤ的一个有效手段。
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