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·基础研究·

丰富环境对阿尔茨海默病模型SAMP8小鼠海马
CA1区炎症反应的影响*

李建忠1 郝兴华2 吴海平1 李 苗3 史常赛3 李 明1 肖以栋3 刘学敏1 李富德1 武志兵1,4

摘要

目的：研究丰富环境对阿尔茨海默病模型SAMP8小鼠海马CA1区炎症反应的影响。

方法：将20只5月龄雄性SPF级SAMP8小鼠随机均分为P8+标准环境（SE）组和P8+丰富环境（EE）组两组，分别在

SE和EE下喂养60d，将10只5月龄雄性SPF级SAMR1小鼠作为对照组，于SE下饲养60d，称为R1+SE组。通过免

疫组织化学染色检测各组小鼠海马CA1区胶质纤维酸性蛋白（GFAP）和促炎细胞因子，包括白细胞介素 1β（IL-

1β）、白细胞介素6（IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）的表达。

结果：P8+EE组小鼠海马CA1区GFAP、IL-1β、IL-6和TNF-α的平均吸光度明显少于P8+SE组小鼠（P＜0.01），但仍

显著高于R1+SE组（P＜0.01）。

结论：丰富环境干预可抑制阿尔茨海默病模型SAMP8小鼠海马CA1区星形胶质细胞（AST）的活化、增生，降低促

炎细胞因子释放，减轻炎症反应，这可能是丰富环境改善阿尔茨海默病脑功能的作用机制之一。
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Abstract
Objective: To investigate effects of enriched environment on inflammatory reaction in hippocampal CA1 region

in senescence accelerated mouse prone/8 with Alzheimer’s disease.

Method: A total of 20 5-month-old male SPF SAMP8 were randomly divided into P8+SE group and P8+EE

group with 10 in each group. Mice in the two groups were respectively subjected to standard environment and

enriched environment for 60 days. A total of 10 5-month-old male SPF SAMR1 mice were selected as control

group (referred to as R1+SE group) and were subjected to the standard environment for 60 days. The expres-

sion of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and proinflammatory cytokines, such as inter leukin-1 beta (IL-

1β), inter leukin- 6 (IL- 6), tumor necrosis factor alpha (TNF-α) in hippocampal CA1 of mice in each group

were determined by immunohistochemical staining.

Result: The average absorbance of GFAP, IL-1β, IL-6 and TNF-α in P8+EE group were obviously less than

those in P8+SE group (P＜0.01), but they were still significantly higher than those in R1+SE group (P＜0.01).

Conclusion: Enriched environment could inhibit the activation and proliferation of astrocytes (AST), reduce the

release of proinflammatory cytokines and inflammation in hippocampal CA1 region in senescence accelerated
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阿尔茨海默病（Alzheimer's disease, AD）是痴

呆最常见的类型，患病率随年龄增长显著增高[1]，随

着世界人口老龄化进程的逐步加快，特别是高龄人

群的日益增多，到 2050 年，全球 AD 患者预计达到

1.4亿之多[2]。而其病因和发病机制的多样性和不确

定性导致目前临床上尚未研发出能够根治此病的药

物。因此，有效预防AD发生或缓解AD进程就显得

尤为重要。

研究发现，神经炎症反应在AD发生发展中扮

演着非常重要的角色，参与AD发生发展的各个阶

段 [3—5]。胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic

protein, GFAP）是星形胶质细胞（astrocyte, AST）的

特异性标记物，其表达强弱可反映 AST 的功能状

况，AST活化后，可促使促炎细胞因子，如白细胞介

素 1β（interleukin-1 beta, IL-1β）、白细胞介素 6（in-

terleukin-6, IL-6）、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis

factor alpha, TNF-α）等表达，导致神经炎症反应，造

成神经退行性变。丰富环境（enriched environ-

ment, EE）干预作为一种行为疗法，现已证实能提高

包括 AD、帕金森病（Parkinson's disease, PD）等在

内的多种神经退行性疾病模型动物的神经系统功能

和认知表现[6]。大量基础实验表明，快速老化小鼠

（senescence accelerated mouse, SAM）是研究散发

型AD的经典模型[7]，赵燕等[8]研究发现，SAMP8小

鼠暴露于EE后其认知功能得到明显改善，我们前期

工作也证实EE干预可通过减少海马CA1区 β淀粉

样蛋白沉积，降低神经元凋亡，改善神经元突触可塑

性从而提高认知功能[9—11]，那么EE干预是否可通过

减轻海马区神经炎症反应从而达到改善脑部病理变

化和认知功能，基于此，本实验我们以此小鼠为研究

对象，通过免疫组织化学染色观察海马 CA1 区

GFAP、IL-1β、IL-6和TNF-α的表达情况，明确EE改

善SAMP8小鼠脑功能，提高学习记忆能力可能部分

是通过减轻神经炎症反应实现，为临床应用EE康复

治疗AD提供更全面的生物学依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

采用随机数字法将 20 只 5 月龄 SPF 级雄性

SAMP8小鼠均分为P8+标准环境（standard environ-

ment, SE）组和P8+EE组两组，分别在SE和EE下喂

养60d，选取同月龄SPF级雄性SAMR1小鼠10只作

为正常对照组，在 SE 下喂养 60d，简称 R1+SE 组。

所有小鼠喂养于室温为 18—22℃，相对湿度为

65%—70%的房间内，允许自由摄食和饮水，动物由

天津中医药大学第一附属医院实验动物中心提供，

动物体质量差异无显著性意义[P8+SE 组：（29.53±

1.68）g，P8 + EE 组：（29.01 ± 1.42）g，R1 + SE 组：

（29.85±1.15）g，P＞0.05]。

1.2 方法

1.2.1 环境制作：根据参考文献[9]，标准环境为长×

宽×高为（30×20×15）cm3的标准鼠笼，5只/笼，笼内

仅放置木屑。丰富环境为长×宽×高为（40×25×30）

cm3的特殊鼠笼，5只/笼，笼内除木屑外，还摆有跑笼、

秋千、滑梯、隧道和数个色彩、形状各异的玩具，每日

固定时间清洁鼠笼并重新摆放内部物品1次，且给予

12h∶12h光明/黑暗（7∶00开始光照）循环灯光照射。

1.2.2 组织切片制备和染色：①组织切片制备：所有

小鼠常规取脑，制备蜡块、冠状位切片，厚度5μm，间

隔 25μm连续取片 4张分别用于抗GFAP、抗 IL-1β、

抗 IL-6 和抗 TNF-α免疫组织化学染色。②免疫组

织化学染色：按照SP免疫组化试剂盒（北京中杉金

桥）说明书进行抗 GFAP（Abcam 公司，1∶3000）、抗

IL-1β（北京博奥森，1∶100）、抗 IL-6（北京博奥森，1∶

100）和抗TNF-α（北京博奥森，1∶100）免疫组织化学

染色。用缓冲液代替一抗作阴性对照。每张切片于

400 倍光镜下任意摄取海马 CA1 区不同视野 3 个，

利用图像分析系统计算每个视野的吸光度，求其均

值，记为平均吸光度。

1.3 统计学分析

用SPSS 17.0软件对GFAP、IL-1β、IL-6和TNF-

mouse prone/8 with Alzheimer’s disease, which may be one of the mechanism that enriched environment im-

prove brain function of Alzheimer’s disease.

Author's address Changzhi Medical College, Changzhi, 046000
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6; tumor necrosis factor alpha
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α平均吸光度进行单因素方差分析，差异显著时，两

两间再行SNK-q检验，数据用均数±标准差表示，以

P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 抗GFAP免疫组化染色结果

AST 即抗 GFAP 阳性细胞，呈棕黄色，形如蜘

蛛，胞体向四周发出众多突起，不同环境下饲养的小

鼠，AST 数量、胞体大小、突起多少和长短均不相

同，其中P8+SE组小鼠AST数量最多，其胞体大，突

起粗而长，有的较单一，向一个方向伸出，有的呈放

射状向四周伸出；P8+EE组小鼠与P8+SE组小鼠相

比，AST数量明显减少，胞体变小，突起变细变短；

R1+SE组小鼠AST数量稀少，胞体小，突起稀疏，并

且短而细。对各组小鼠平均吸光度进行统计学分

析，结果发现：P8+EE组和P8+SE组小鼠比较，平均

吸光度明显减少，差异有显著性意义（P＜0.01）；P8+

EE 组小鼠平均吸光度仍显著高于 R1+SE 组小鼠

（P＜0.01）。见表1，图1。

2.2 抗 IL-1β免疫组化染色结果

与P8+SE组小鼠比较，P8+EE组小鼠海马CA1

区阳性细胞数量减少，染色减弱；与R1+SE组小鼠

比较，P8+EE组小鼠海马CA1区阳性细胞数量仍较

多，染色较强。对各组小鼠平均吸光度进行统计学

分析，结果发现：P8+EE组小鼠海马CA1区免疫反

应产物平均吸光度明显少于 P8+SE 组小鼠（P＜

0.01），但仍显著高于R1+SE组小鼠（P＜0.01）。见

表1，图2。

2.3 抗 IL-6免疫组化染色结果

其中P8+SE组小鼠阳性细胞数量最多，P8+EE

组小鼠次之，R1+SE组小鼠最少。对各组小鼠平均

吸光度进行统计学分析，结果发现：P8+EE组和P8+

SE组小鼠比较，平均吸光度明显减少，差异有显著

性意义（P＜0.01）；P8+EE组和R1+SE组小鼠比较，

平均吸光度差异同样也具有显著性意义（P＜

0.01）。见表1，图3。

2.4 抗TNF-α免疫组化染色结果

其中 R1+SE 组小鼠免疫反应产物表达最少，

P8+EE组小鼠较多，P8+SE组小鼠表达最多。对各

组小鼠平均吸光度进行统计学分析，结果发现：P8+

EE组和P8+SE组、R1+SE组小鼠比较，平均吸光度

差异都具有显著性意义（P＜0.01）。见表1，图4。

3 讨论

本实验通过免疫组织化学检测了不同组别小鼠

海马 CA1 区 GFAP 和促炎细胞因子 IL- 1β、IL- 6、

表1 各组小鼠海马CA1区GFAP、IL-1β、IL-6、TNF-α平均吸光度的比较 (x±s)

组别

P8+SE组
P8+EE组
R1+SE组

与P8+SE组相比：①P＜0.01；与R1+SE组相比：②P＜0.01

例数

10
10
10

GFAP

0.322±0.032
0.256±0.028①②

0.086±0.020

IL-1β

0.284±0.043
0.186±0.020①②

0.066±0.022

IL-6

0.245±0.039
0.198±0.030①②

0.094±0.019

TNF-α

0.292±0.025
0.201±0.024①②

0.075±0.020

注：A：P8+SE组小鼠；B：P8+EE组小鼠；C：R1+SE组小鼠（标尺=100μm）

图1 各组小鼠海马CA1区抗GFAP免疫组化染色 （免疫组化染色，10×40）

A CB
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TNF-α的表达，运用图像分析系统检测吸光度，经统

计分析发现，与标准环境下饲养的 SAMP8 小鼠比

较，丰富环境下饲养的 SAMP8 小鼠海马 CA1 区

GFAP和促炎细胞因子 IL-1β、IL-6、TNF-α平均吸光

度明显减少，但仍显著高于标准环境下饲养的

SAMR1小鼠。

图2 各组小鼠海马CA1区抗 IL-1β免疫组化染色 （免疫组化染色，10×40）

注：A：P8+SE组小鼠；B：P8+EE组小鼠；C：R1+SE组小鼠（标尺=100μm）

注：A：P8+SE组小鼠；B：P8+EE组小鼠；C：R1+SE组小鼠（标尺=100μm）

图3 各组小鼠海马CA1区抗 IL-6免疫组化染色 （免疫组化染色，10×40）

注：A：P8+SE组小鼠；B：P8+EE组小鼠；C：R1+SE组小鼠（标尺=100μm）

图4 各组小鼠海马CA1区抗TNF-α免疫组化染色 （免疫组化染色，10×40）

A B C

A B C

A B C

277



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Mar.2018, Vol. 33, No.3

关于AD发病机制研究较多，目前慢性神经炎

症反应成为大家广泛关注的焦点。研究表明，炎症

反应在AD发生发展中扮演了非常重要的角色，参

与AD发生发展的各个阶段[3—5]，其中促炎细胞因子

IL- 1β、IL- 6 和 TNF-α 等与学习记忆障碍关系密

切[12]。Lee等[13]研究发现，与正常健康人群比较，AD

患者血浆细胞因子，包括 IL-1、IL-4、IL-6、IL-10、IL-

12、IL-16、IL-18、TNF、TGF-β、MCP 和 IL-8 含量失

调。Holmes 等 [14]的研究同样证实细胞因子失衡在

AD和认知功能减退过程中发挥作用。Wu等[12]通过

体内外实验均证实麻醉剂异氟烷通过增加促炎细胞

因子 IL-1β、IL-6和TNF-α水平，导致神经炎症反应，

促进AD的发病。AST是中枢神经系统分布最广、

体积最大的一种胶质细胞，正常情况下，AST 具有

引导神经元迁移、促进神经元生长、成熟和维持神经

元存活的作用[15]；病理情况下，AST被激活，发挥双

刃作用[16]，一方面分泌神经营养因子保护神经元，另

一方面介导神经炎症反应，促使大量促炎细胞因子，

如 IL-1β、IL-6、TNF-α等表达，当这些促炎细胞因子

与细胞表面的特异性受体结合后，既可以直接引起

神经元死亡和突触损害，又可以反过来激活胶质细

胞，加剧神经元的损伤 [17]。通过对 AD 患者的尸检

发现[18]，在老年斑核心和周围存在大量活化的AST

和炎性反应产物，提示活化的AST通过释放促炎细

胞因子对AD起毒性作用，造成神经元的进行性退

行性变。

大量基础实验表明，SAMP8随衰老脑区出现与

AD 相似的病理改变，是研究散发型 AD 的经典模

型[7]。GFAP是AST的特异性标记物，位于胞体和突

起，其表达强弱可反映AST的功能状况。刘菲等[19]

在对SAMP8小鼠的研究中发现，与空白组比较，模

型组海马 CA1 区 GFAP 阳性细胞数目明显增多。

Wang等[20]研究发现，与9月龄SAMR1小鼠比较，同

月龄SAMP8小鼠血浆 IL-1β、IL-2、IL-6、IL-23、GM-

CSF、TNF-α和TNF-β等细胞因子含量显著增加，且

SAMP8小鼠空间学习记忆能力与这些血浆细胞因

子的含量呈显著负相关。在本实验中，我们通过免

疫组化实验发现，SE 下饲养的 SAMP8 小鼠与

SAMR1小鼠相比，海马CA1区GFAP、IL-1β、IL-6和

TNF-α的表达显著增多，提示 SAMP8 小鼠海马区

AST大量活化、增生，促使促炎细胞因子释放，导致

炎症反应是SAMP8小鼠神经发生退行性变的原因

之一。

丰富环境作为一种行为疗法，由国外学者

Hebb[21]提出后，经过多年不断地探索、实践和改进，

现已证实，既能降低老年认知功能减退的发生率[22]，

又能提高包括AD、PD等在内的多种神经退行性疾

病模型动物和患者的神经系统功能和认知表

现 [6,23]。在前期研究中，我们发现 EE 干预能减少

SAMP8小鼠海马CA1区β淀粉样蛋白沉积，从而降

低神经元凋亡，改善神经元突触可塑性，提高认知功

能。在本实验中，我们又发现EE下饲养的P8小鼠

与 SE下饲养的 P8比较，海马CA1区GFAP、IL-1β、

IL-6和TNF-α的表达明显减少，提示EE干预可以抑

制AST的活化、增生，减少促炎细胞因子的产生，减

轻炎症反应。文献报道，活化的AST促进促炎细胞

因子的释放，损害了AD细胞模型突触和神经元的

健康 [24]，影响了突触构建与神经纤维传导 [25]，McA-

foose等[26]认为促炎细胞因子如 IL-1β、IL-6和TNF-α

等通过从分子水平调节突触可塑性、神经再生等进

而影响AD认知过程。结合前期研究工作，我们推

测丰富环境干预亦可通过抑制AST的活化，降低促

炎细胞因子表达，减轻海马区慢性炎症反应，进而发

挥抑制神经元凋亡、调节神经元突触可塑性，改善认

知缺损的作用，下一步我们将进行深入探讨。关于

丰富环境干预减轻神经炎症反应的作用机制，我们

分析可能与内部环境的设置有关，丰富环境鼠笼内

设有众多增加自愿运动的器械，通过运动可提高小

鼠的睡眠质量[27]、心肺功能[28—30]等，增强小鼠免疫能

力，降低炎症反应[31]；丰富环境鼠笼内摆放有各种形

状、色彩的玩具，这些物品提高了小鼠的“社会福利”

改善了小鼠的神经-内分泌功能和免疫功能[32—33]。
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