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凋亡（apoptosis）是一种细胞程序性死亡，在维持组织的平

衡和发展中起重要作用[1—2]。神经细胞凋亡是阿尔茨海默病

（Alzheimer's disease, AD）发展过程的一个重要机制[3—4]。正

常人脑内几乎没有或很少有细胞凋亡，而AD患者脑内，尤

其海马区神经细胞凋亡明显增加，神经细胞凋亡与AD的发

病进展密切相关[5]。神经细胞凋亡过盛可能是AD神经退行

性变、神经元丢失的一个重要原因。

规律运动不仅能提高脑的认知能力，而且对脑的可塑性

也有积极作用[6—7]。我们以往的研究证实[8—9]，长期小强度的

跑台运动可增强β-淀粉样前体蛋白/早老素1（β-amyloid pre-

cursor protein/presenilin-1，APP/PS1）转基因小鼠的空间学习

与记忆能力，增加长时程增强的发生，并减缓转基因小鼠海

马齿状回AD样神经病理改变。而海马的神经元数目与学

习和记忆能力下降密切相关，学习和记忆功能障碍的老年痴

呆患者大脑皮质神经元数目明显减少，海马神经元数目减少

可达 44.3%—57.0%[10]。规律运动增强APP/PS1转基因小鼠

的学习与记忆能力是否与抑制神经细胞凋亡过盛有关，本研

究观察长期小强度跑台运动对APP/PS1转基因小鼠海马齿

状回神经元凋亡的影响，为AD患者运动处方的制定提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物：3月龄雌性APP/PS1双转基因小鼠（trans-

genic mice, Tg）及野生型（wild type mice, Wt）小鼠各 12

只，由中国医科大学实验动物中心提供。常规分笼饲养，每

笼 4 只，自由进食和饮水。每日光照 12h。饲养室温度

22℃—24℃，相对湿度 40%—60%。实验动物饲养及取材遵

守实验动物管理和保护的有关规定。

1.1.2 主要药品及试剂：戊巴比妥钠（中国医药集团上海化

学试剂公司）；多聚甲醛（天津光复精细化工研究所）；细胞凋

亡检测试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）。

1.1.3 主要仪器设备：小动物跑台（中国，淮北正华）；Leica

石蜡切片机（德国 Roche Diagnostics）；光学显微镜（美国
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Olympus）。

1.2 实验方法

1.2.1 实验动物分组及运动方案：野生型小鼠及APP/PS1转

基因小鼠随机分为四组：野生型小鼠对照组（WtC，6只）、野

生型小鼠运动组（WtE，6 只）、转基因小鼠对照组（TgC，6

只）、转基因小鼠运动组（TgE，6只）。

运动组小鼠进行 2d跑台适应性训练，第 1天以 5m/min

的速度运动 10min，第 2天以 8m/min的速度运动 10min。正

式运动开始后，运动组小鼠每日下午14∶00后进行跑台运动

30min，每天以5m/min的速度开始运动5min，后以8m/min的

速度运动 5min，最后以 11m/min的速度运动 20min。参照文

献[11]，小鼠运动强度约为45%—55%最大摄氧量（VO2max）。每

周运动5d，休息2d，持续5个月（从3月龄至8月龄）。

1.2.2 样本采集：5个月跑台训练结束后，各组小鼠经0.67%

的戊巴比妥钠（0.01ml/g）腹腔注射麻醉后，将小鼠开胸，从左

心室插管至升主动脉，先以30ml的生理盐水灌流冲洗，再以

4%的多聚甲醛固定液灌注固定。灌毕后立即取脑，投入4%

多聚甲醛固定液，置于 4℃冰箱中固定过夜。次日将脑组织

于 70%、80%、90%、95%及 100%酒精中梯度脱水，透明，浸

蜡，石蜡包埋，切片，片厚5μm。

1.2.3 尼氏（Nissl）染色：将石蜡切片进行常规Nissl染色，步

骤如下：常规石蜡切片脱蜡、水化；蒸馏水洗1—2min；用1%

的甲苯胺蓝染液于 37℃温箱内浸染 10min；蒸馏水洗 1—

2min；用 95%酒精分化至镜下尼氏体清晰为止；无水酒精脱

水8—10min；二甲苯透明8—10min；中性树胶封片。光镜观

察。

1.2.4 TUNEL染色：操作过程按照说明书指导，具体步骤如

下：石蜡切片脱蜡，梯度酒精水化；新鲜配制3%的H2O2，室温

处理 10min；蒸馏水洗 2min×3；加 2%的蛋白酶 K，37℃消化

15min；TBS 洗 2min×3；加混有 TdT 和 DIG-d-UTP 的标记缓

冲液，阴性对照片仅加TBS，37℃孵育120min；封闭液室温处

理30min；生物素化的抗地高辛抗体37℃孵育30min；TBS洗

2min×3；SABC 37℃孵育30min；TBS洗5min×4；新鲜配制的

DAB 显色 3—5min；苏木素复染。TUNEL 阳性细胞核染成

棕黄色，镜下计数细胞，计算凋亡百分率，即凋亡指数（apop-

totic index, AI），AI=（阳性细胞数/总细胞数）×100%。每张

切片选3个视野观察，每只取5张切片观察。

1.3 统计学分析

所有数据均采用SAS 8.1进行统计。实验数据以均数±

标准差表示，组间比较采用双因素方差分析。

2 结果

2.1 Nissl染色结果

光镜下可见脑片染色背景干净、对比清晰。野生型小鼠

齿状回神经元排列整齐、均匀，神经元数量多，细胞结构完

整，尼氏小体形态正常，呈深蓝色颗粒或斑块，分界清晰，细

胞核呈浅蓝色，细胞膜、核膜清晰，核圆，核仁明显；WtE组小

鼠海齿状回神经细胞未见明显增多，但细胞排列更为紧密。

TgC组小鼠齿状回神经元数量明显减少，排列稀疏，胞体塌

陷或皱缩，细胞外空隙增大，胞膜、核膜界限不清，神经元细

胞核固缩多见，胞核呈椭圆或三角形，尼氏小体数量明显减

少，尼氏小体分界不清；TgE组小鼠齿状回神经元数量较多，

排列较规整，偶见神经元细胞核固缩，仍可见到较多的尼氏

小体，形态大致正常。见图1。

2.2 TUNEL染色结果

应用TUNEL染色检测小鼠齿状回神经元凋亡情况，细

胞核深着色的深棕色细胞为TUNEL阳性细胞，为凋亡细胞

（见图2）。结果显示，野生型小鼠齿状回几乎未见凋亡细胞，

转基因小鼠齿状回可见较多的凋亡细胞，凋亡指数明显高于

野生型小鼠（WtC:1.32±0.18，TgC:27.30±3.86；P<0.05），并且

出现细胞核固缩深染、形状不规则。与 TgC 组小鼠比较，

TgE 组小鼠齿状回神经细胞凋亡少见，且凋亡指数明显减

图1 小鼠齿状回神经元Nissl染色（×400）

TgE

WtC WtE
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图2 小鼠齿状回神经元TUNEL染色
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少，差异具有显著性（TgC:27.30±3.86，TgE:15.23±2.15；P<
0.05）。

3 讨论

尼氏体是神经元的特征性结构之一，虽然神经生物学的

研究已进入到分子水平，但作为神经元的标记性物质，尼氏

体形态结构的研究仍然是神经生物学的经典指标之一。当

神经细胞遭受损害时，其胞浆中的尼氏小体消失，称为尼氏

小体溶解。如病变消失，尼氏体可恢复正常，所以通过观察

尼氏小体可检验神经元的形态和功能。

实验结果显示TgC组小鼠齿状回神经元数量明显减少，

排列稀疏，胞体塌陷或皱缩，细胞外空隙增大，胞膜、核膜界

限不清，神经元细胞核固缩多见，胞核呈椭圆或三角形，尼氏

小体数量明显减少，尼氏体分界不清；TgE组小鼠齿状回神

经元数量较多，排列较规整，偶见神经元细胞核固缩，仍可见

到较多的尼氏小体，形态大致正常。表明小强度跑台运动对

AD所致的海马齿状回神经元数目的减少具有保护作用。

海马的结构异常与学习和记忆能力下降密切相关，学习

和记忆功能障碍的老年痴呆患者大脑皮质神经元数目明显

减少，海马神经元数目减少可达 44.3%—57.0%[10]。但是，

Takeuchi A 的研究显示[12]，同时表达 APPswe 和 PS1 突变基

因的转基因小鼠，有显著的年龄相关的Aβ沉积，但并不能导

致AD特征性的海马和相关皮质神经元的明显缺失，观察海

马结构的不同区域，可能是取得不同研究结果的主要原因，

Takeuchi A研究的是海马CA1区，而我们观察的是海马结构

齿状回。

细胞凋亡是一种不同于细胞坏死的死亡方式，是在基因

控制下的自我消亡的过程。神经元凋亡是AD发病进展过

程中的重要事件，是神经元减少、认知功能减退等主要原因

之一,抑制神经元凋亡也是治疗AD的重要策略[13]。

AD患者及动物模型均提示，海马比其他脑区的AD病

理变化出现较早且重[14]。在观察细胞凋亡的诸多方法中，脱

氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（terminal-

deoxynucleotidyl transferase mediated nick end labeling,

TUNEL）被广泛采用，能够准确地反映细胞凋亡最典型的生

物化学和形态学特征。已有研究表明[15]，7月龄APP/PS1转

基因小鼠脑内神经元凋亡明显增加。本研究中TUNEL染色

结果显示，转基因运动组小鼠齿状回神经细胞凋亡少于转基

因对照组。提示抑制神经元凋亡是小强度跑台运动减少海

马结构齿状回神经元丢失的可能原因。

如上所述，长期规律的小强度跑台运动可减轻APP/PS1

转基因小鼠海马齿状回的神经细胞凋亡，明显改善APP/PS1

转基因小鼠海马齿状回的神经元丢失。因此，小强度跑台运

动对AD所致的海马齿状回神经元数目的减少具有保护作

用；抑制神经元凋亡是小强度跑台运动减少海马结构齿状回

神经元丢失的可能原因。这可能是小强度跑台运动改善

APP/PS1转基因小鼠学习与记忆能力的途径之一。另外，神

经元的数目与神经元的凋亡及新生神经元的数目相关，在研

究运动对APP/PS1转基因小鼠海马齿状回的神经元丢失的

改善时，应观察APP/PS1转基因小鼠海马齿状回新生神经元

数目的变化。
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