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摘要

目的：探讨8周的有氧跑台运动对D-半乳糖模型阿尔茨海默病（AD）大鼠海马β-淀粉样前体蛋白（APP）和Tau蛋白

及其激酶糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）mRNA表达的影响。

方法：选用健康雄性8周龄SD大鼠16只，随机分为对照组（C组，n=8），运动组（T组，n=8）。两组大鼠连续8周经腹

腔按120mg/kg· d的浓度注射D-半乳糖造模AD大鼠，同时对T组大鼠进行连续8周，每周5次的有氧跑台运动。运

用实时荧光定量RT-PCR的方法检测两组大鼠海马APP、Tau蛋白和GSK-3β的mRNA表达水平。

结果：8周的有氧跑台运动显著下调了T组大鼠海马APP、Tau蛋白和GSK-3β的mRNA表达水平；其中，APP的下调

幅度为42%（P＜0.05），Tau蛋白的下调幅度为45%（P＜0.01），GSK-3β的下调幅度为38%（P＜0.05）。

结论：8周的有氧跑台运动有效抑制了APP和Tau蛋白的基因表达水平，其机制可能是与运动抑制了GSK-3β的基因

表达水平有关。
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Abstract
Objective: To explore the effects of 8-week aerobic treadmill training on expressions of β-amyloid precursor

protein (APP), Tau protein and glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) mRNA in hippocampus of D-galactose

(D-gal) Alzheimer's disease (AD) rats.

Method: Sixteen male Sprague-Dawley(SD) rats were randomly divided into control group (C, n=8), exercise

group(T,n=8). All rats of two groups were injected D-gal 120mg/(kg· d) in abdominal for 8 weeks to obtain

AD model rats. Group T was given aerobic treadmill, 5 times a week for 8 weeks. The expression levels of

APP,Tau and GSK-3β in hippocampus of all rats were inspected by real-time fluorescence quantitative RT-PCR.

Result: After 8- week aerobic treadmill exercise made the expressions of APP mRNA (42% , P＜0.05), Tau

mRNA (45%, P＜0.01) and GSK-3β (38%, P＜0.05) were down-regulated significantly in hippocampus of D-

gal AD rats.

Conclusion: Eight- week aerobic treadmill training could made some inhibition effects on the expressions of

APP and Tau mRNA in D-gal AD rats. The mechanisms might be related with the lower expression level of

GSK-3β mRNA, which was down-regulated by 8 weeks aerobic treadmill exercise and would made some im-

portant regulation effects on the levels of APP and Tau protein expression.
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阿尔茨海默病（Alzheimer's disease, AD）是一

种慢性神经退行性疾病，以进行性记忆缺失及认知

功能下降为主要病理特征。AD的主要神经病理学

标志是神经细胞外由难溶性β-淀粉样蛋白（β-amy-

loid, Aβ）沉积形成的老年斑（senile plaques, SP）和

神经细胞内由过度磷酸化Tau蛋白形成的神经纤维

缠结（neurofibrillary tangles, NFT）[1]，Aβ是由β-淀粉

样前体蛋白（β-amyloid precursor protein, APP）经

过β-分泌酶和γ-分泌酶降解产生。人口老龄化的加

快使 AD 成为当前比较重要的公共健康问题。因

此，研究的焦点集中于找到预防和缓解AD安全有

效的治疗策略上。流行病学研究表明，体育运动可

以有效地减少AD的患病风险[2—6]，动物实验研究发

现，运动训练是缓解 AD 病理的有效选择 [7—8]。然

而，运动对认知功能和神经病理学的影响仍存在争

议，运动的影响可能与运动形式、运动持续时间或运

动强度以及运动干预的时间点有关。目前，在啮齿

类动物的研究中，跑轮运动和跑台运动是最常选择

的运动模式，在这两种运动模式中，跑台运动可能是

比较贴近人类身体活动的运动方式。当大量研究将

焦点集中在运动对 Aβ影响的同时 [7—8,16,30—31,34]，运动

对Tau蛋白影响的研究也日益引起越来越广泛的关

注，已有研究证实[32,35—38]，运动能够通过调节Tau蛋

白磷酸化相关蛋白激酶而抑制Tau蛋白的异常磷酸

化，减少AD的患病风险。

利用D-半乳糖能够成功造模衰老或AD的动物

模型，并得到了大量研究的证实。D-半乳糖可诱导

学习记忆障碍相关的神经生物学改变[9—10]，长期给

予动物D-半乳糖可诱导认知功能损害等衰老相关

的特征和神经退行性病变[11—13]，导致细胞代谢紊乱、

活性氧增多、细胞膜脂质受损，以致机体多器官、多

系统功能的衰退[14]，D-半乳糖还可引起脑组织中超

氧化物歧化酶（superoxide dismutase, SOD）的活性

下降、丙二醛（malondialdehyde, MDA）和脂褐素水

平升高等[16]。这些病理现象均与AD病理变化非常

相似，说明D-半乳糖能够诱导产生与AD病理相同

的实验动物模型。本实验室前期的研究[16]表明，D-

半乳糖诱导了SD大鼠水迷宫学习记忆能力的显著

损害，但跑台运动却促使了其学习记忆能力的恢复，

并促进了其海马抗氧化能力的提高。

因此，本研究通过 8周的有氧跑台运动对D-半

乳糖造模AD大鼠进行运动干预，探讨运动对AD模

型大鼠海马APP和Tau蛋白以及与二者相关的调节

激酶——糖原合成酶激酶-3β（glycogen synthase ki-

nase-3β, GSK-3β）基因表达的影响，为跑台运动干预

AD病理的研究提供实验参考和分子生物学依据。

1 材料与方法

1.1 动物模型及运动模式

选购健康雄性 8 周龄 SD 大鼠 16 只，体重

（216.02±11.25）g，动物级别：SPF 级。每笼 2 只，常

规分笼饲养。按照国家标准规定的啮齿类动物饲料

饲养，自由饮食饮水。饲养环境室温（22±2）℃；动物

饲养环境湿度40%—60%；自然昼夜节律变化光照。

将16只SD大鼠随机分为对照组（C组，n=8）和

运动组（T 组，n=8）。对两组大鼠每天上午 10 点经

腹腔注射D-半乳糖进行AD动物造模，具体方法参

考徐波[17]先前的实验。根据史强[18]的运动模式，对T

组大鼠进行8周，每周5次的有氧跑台运动，运动时

间均安排在每周二至周六晚上6点至8点间。运动

组大鼠跑台运动时间和强度见表1。

1.2 目的基因mRNA表达测定

样本采集和海马总 RNA 提取参照文献 [17]进

行。从基因库查找所需目的基因序列，用 Premier

5.0软件设计引物。三种目的基因引物序列见表2。

1.3 统计学分析

实验结果中数据均用平均值±标准误表示。采

Author's address Key Laboratory of Adolescent Health Assessment and Exercise Intervention, Ministry of Ed-

ucation, Shanghai, 200241

Key word treadmill exercise; Alzheimer's disease; amyloid precursor protein; Tau protein; glycogen synthase

kinase-3β

表1 T组大鼠跑台运动时间和强度

饲养时间

运动时间(min/d)
运动速度(km/h)
跑台坡度(°)

第1—2周

25
0.8
0

第3周

30
0.8
0

第4周

40
0.9
0

第5周

45
0.9
5

第6周

50
0.9
5

第7—8周

50
0.9
5
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用Office办公软件Excel 2007进行数据统计，采用

SPSS 17.0 统计软件对目的基因 RT-PCR 所测实验

数据进行独立样本 t检验。

2 结果

2.1 APP实时荧光定量RT-PCR检测结果

8周跑台运动后，与C组大鼠相比较，T组大鼠

海马APP mRNA表达水平得到显著下调（下调幅度

为42%，P＜0.05）。见表3。

2.2 Tau蛋白实时荧光定量RT-PCR检测结果

8周跑台运动后，与C组大鼠相比较，T组大鼠

海马 Tau 蛋白 mRNA 表达水平得到了极显著下调

（下调幅度为45%，P＜0.01）。见表4。

2.3 GSK-3β实时荧光定量RT-PCR检测结果

8周跑台运动后，与C组大鼠相比较，T组大鼠

海马GSK-3β mRNA表达水平被显著下调（下调幅

度为38%，P＜0.05）。见表5。

3 讨论

3.1 GSK-3β与APP和Tau蛋白的关系

GSK-3β在脑组织含量极其丰富，是脑组织中最

主要的激酶之一，参与对脑细胞的结构、存活及凋亡

的调节等多种生理功能[19]。研究表明[20]，GSK-3β在

AD 的发病过程中发挥了重要作用，其参与了 APP

降解生成Aβ和Tau蛋白的过度磷酸化形成NFT的

过程。因此，GSK-3β在APP降解和Tau蛋白磷酸化

调节，以及在AD发病过程中与AD防治方面均具有

重要的研究意义。

APP的水解过程包括淀粉样蛋白途径和非淀粉

样蛋白途径两种，APP经α-分泌酶和γ-分泌酶降解

是APP的非淀粉样蛋白途径，而APP经β-分泌酶和

γ-分泌酶水解产生 Aβ是 APP 的淀粉样蛋白途径，

GSK-3β在调节APP的合成以及APP降解生成Aβ的

过程中发挥着调节作用。研究证实[21]，在转染GSK-

3β的鼠脑中，APP的含量明显增加，说明GSK-3β参

与了APP合成的调节。Ryan等[22]研究证实GSK-3β

可以间接增加细胞内成熟的 APP，而 Sun 等 [23]研究

发现，GSK-3β的抑制剂锂盐可以减少APP转染细胞

中Aβ的生成量。Phiel等[24]研究发现，GSK-3β可以

诱导 APP 的磷酸化，促进 APP 转化为成熟的 Aβ。

此外，Cedazo等[25]研究发现，Aβ也可反过来对GSK-

3β发挥调控作用，Aβ可通过增加细胞中 Ca2+的瞬

间内流而引起GSK-3β去磷酸化，导致GSK-3β激活，

进而可能再参与到 APP 降解生成 Aβ的调节过程

中。以上研究均说明GSK-3β可促进APP的代谢并

导致Aβ生成的增加。

Tau蛋白是脑组织中的一种重要的微管结合蛋

白，Tau蛋白的代谢和调节机制的异常是脑功能紊

乱以及AD发病的重要诱因之一。Tau蛋白可在一

个或多个异常位点被多种蛋白激酶磷酸化，包括

GSK-3β、细胞外信号蛋白-1/2、p38激酶、c-JUN等，

GSK-3β是其中最重要的蛋白激酶[26]。大量研究证

实，无论在体还是离体，GSK-3β均可导致 Tau 蛋白

异常磷酸化。Baum等[27]对COS-1和B103细胞的研

究证实，GSK-3β能有效引起 Tau 蛋白的磷酸化。

Sengupta等[28]研究也证实GSK-3β可磷酸化Tau蛋白

Thr231位点，该位点的磷酸化可抑制Tau蛋白结合

到微管上。Engel等[29]证实在转基因小鼠中GSK-3β

表2 引物序列表

目的基因

APP

Tau

GSK-3β

β-actin

引物序列

sense primer：5'-AGAGGTCTACCCTGAACTGC-3'
anti-sense primer：5'-ATCGCTTACAAACTCACCAACT-3'

sense primer：5'-CCTTATCCCTCCTCACGC-3'
anti-sense primer：5'-TTGGTCTGTCCACGGTCT-3'

sense primer：5'-TCCTTATCCCTCCTCACG-3'
anti-sense primer：5'-TTGGTCTGTCCACGGTCT-3'
sense primer：5'-CCTCTATGCCAACACAGTGC-3'

anti-sense primer：5'-ATACTCCTGCTTGCTGATCC-3'

表3 两组大鼠海马APP mRNA相对表达量 (x±SEM)

组别

对照组(C)
运动组(T)

与C组比较：①P<0.05

例数

8
8

APP mRNA/β-actin

1.23±0.23
0.71±0.12①

表4 两组大鼠海马Tau蛋白mRNA相对表达量 (x±SEM)

组别

对照组(C)
运动组(T)

与C组比较：①P<0.01

例数

8
8

Tau mRNA/β-actin

1.80±0.31
1.07±0.27①

表5 两组大鼠海马GSK-3β mRNA相对表达量 (x±SEM)

组别

对照组(C)
运动组(T)

与C组比较：①P<0.05

例数

8
8

GSK-3β mRNA/β-actin

0.83±0.13
0.51±0.14①
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也可导致Tau蛋白异常过度磷酸化和神经纤维元变

性。GSK-3β与异常过度磷酸化的 Tau 蛋白可共存

于退行性病变的神经细胞中，Tau蛋白异常过度磷

酸化后，不仅使其丧失催化微管装配和稳定微管结

构的正常生物功能，而且获得毒性作用引起微管解

聚。微管破坏影响物质在胞体和轴突树突之间的运

输，从而导致始于神经元突起末端的神经元退行性

病变，最终导致神经元死亡和AD发生。

3.2 运动对APP、Tau蛋白和GSK-3β的影响

近年来一些研究表明运动能够调节 APP、Tau

蛋白和GSK-3β的基因和蛋白表达水平。本实验结

果显示，与D-半乳糖AD模型对照组大鼠相比，8周

的跑台运动有效下调了运动组大鼠海马 GSK-3β、

APP和Tau蛋白的基因表达水平。

8周跑台运动诱导了APP表达水平的降低，一

方面，可能是运动直接促进了APP的非淀粉样蛋白

途径降解，因为本实验室先前的研究发现[16]，8周的

跑台运动促进D-半乳糖AD大鼠海马APP非淀粉样

蛋白降解途径的α-分泌酶的表达水平，抑制了APP

淀粉样蛋白降解途径的β-分泌酶的表达水平，从而

促进了APP的水平降低。吴冰洁等[30]研究发现，跑

笼运动显著降低了快速老化（SAMP8）小鼠海马

APP mRNA表达水平和Aβ免疫阳性细胞的表达水

平，表明运动可能是通过抑制APP的表达进而抑制

了 Aβ的产生。Mirochnic 等 [31]研究发现，运动训练

后，APP23转基因小鼠海马Aβ斑块沉积含量无明显

变化，但Aβ42/Aβ40的含量比值明显下降，说明运动

能够有效地干预 APP 降解生成的 Aβ成分的变化。

另一方面，可能由于运动下调了GSK-3β的水平，进

而抑制了APP降解生成Aβ的进程。Liu等[32]研究发

现，跑台运动虽未能显著性下调 APP/PS1 转基因

AD小鼠海马APP的基因和蛋白水平，但发现跑台

运动抑制了 GSK-3 的水平，同时运动显著下调了

APP的磷酸化水平，这与周昕[33]的研究APP的磷酸

化水平的下调可抑制APP降解生成Aβ的过程的说

法相吻合。此外，大量研究[7—8,16,32,34]表明，运动能够

通过抑制转基因 AD 小鼠海马 Aβ的表达水平而促

进小鼠的认知功能和缓解AD的发病。以上研究均

表明，运动能够调节实验小鼠海马Aβ含量的变化，

其机制均可能与运动调节了APP降解生成Aβ的过

程有关。目前关于运动直接调节GSK-3β和APP水

平的研究还鲜有报道，但据上文可知，GSK-3β与

APP以及GSK-3β与Aβ的研究均表明GSK-3β可能

在调节APP的产生和APP降解生成Aβ的过程中发

挥作用，但其确切机制还不清楚，还需进一步研究。

8周跑台运动诱导Tau蛋白表达水平的降低，其

机制可能是运动下调了抑制Tau蛋白磷酸化的激酶

GSK-3β的表达水平，进而抑制了Tau蛋白异常磷酸

化形成 NFT 的过程从而有利于 Tau 蛋白水平的下

降。Liu等[32]研究亦表明跑台运动显著降低了APP/

PS1转基因AD小鼠海马Tau蛋白的磷酸化水平和

GSK-3β水平。Leem 等 [35—36]研究证实，跑台运动抑

制了NSE/hTau23转基因AD小鼠海马GSK-3β和其

他一些Tau磷酸化调节激酶的水平和异常过度磷酸

化的Tau蛋白的水平。Um等[37]研究发现，跑台运动

抑制了NSE/PS2m转基因AD小鼠海马异常磷酸化

Tau蛋白和GSK-3β的水平。Belarbi等[38]研究表明，

跑轮运动也能够抑制THY-Tau22转基因AD小鼠海

马Ser422位点的Tau蛋白的异常磷酸化水平。这些

研究均说明运动训练能够抑制 Tau 蛋白的异常代

谢，促进异常代谢的Tau蛋白向正常代谢方向转化。

8周的有氧跑台运动抑制了D-半乳糖AD大鼠

海马 APP、Tau 蛋白和 GSK-3β的 mRNA 表达水平，

推测运动可能是通过抑制GSK-3β的表达水平而达

到下调海马APP、Tau蛋白的表达水平的作用，从而

抑制或缓解了AD的发病。
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