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阿尔兹海默病小鼠不同时期
脑血管的功能改变及机制*

李明月1 陶玉倩2，3 胡昔权1 张丽颖1 吴腾腾2 裴 中2

摘要

目的：研究散发性阿尔兹海默病（sAD）小鼠模型早期、中期脑血管功能改变及机制。

方法：通过脑室内注射链脲霉素建立 sAD模型，造模2周后采用Morris水迷宫评估小鼠认知功能，验证模型成立；利

用活体成像技术检测假手术组、早期组（造模1周）、中期组（造模3个月）小鼠脑皮层动脉、穿支动脉、静脉及毛细血

管对短暂高碳酸血症的血管反应性，并分别使用一氧化氮合酶抑制剂L-NAME及前列腺素合成抑制剂吲哚美辛阻

断其相关通路，观察各组同种血管反应性变化。

结果：与假手术组相比，造模2周后 sAD小鼠学习、空间记忆能力显著下降。与假手术组相比，造模1周小鼠的脑皮

层动脉、毛细血管的反应性均显著下降，皮层动脉反应性于造模3个月时恢复，而毛细血管反应性无明显恢复。L-

NAME可显著增加 sAD小鼠脑动脉、毛细血管反应性。吲哚美辛可明显减弱 sAD小鼠脑动脉反应性，但对毛细血

管无影响。

结论：sAD小鼠早期存在的脑血管功能损伤，可能参与认知障碍的发生和发展，其机制与一氧化氮通路改变有关。
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Abstract
Objective：To study the functional changes of cerebrovascular in sporadic Alzheimer's disease(sAD) mice in the

early and middle stage and to explore the related mechanism.

Method：sAD mice were induced by intraventricular injection of streptozotocin, and the cognitive function of

the mice was evaluated by Morris water maze 2 weeks after operation. Two-photon in vivo imaging was used

to measure the dilatation response of surface arteries, penetrating arteries, veins and capillaries responsing to

5% CO2 inhalation for 1 minute under thinned-cranial window in control group, sham operation group, early (1

week) and middle group (3 months). L-NAME，an inhibitor of nitric oxide (NO) synthase, Indomethacin, and

an inhibitor of prostaglandin (PG) synthesis, were used to block the vasodilation pathway. The vasodilation reac-

tion was repeatedly observed and compared between each group.

Result：Two weeks later, the sAD mice model showed learning and spatial memory impairment compared with

sham operation group. One week after modeling, the cerebral capillary responsiveness decreased and persisted,

the cerebral artery responsiveness of mice model group decreased than that of sham operation group, and recov-

ered after 3 months. Compared between the sham operation group and the model group, indomethacin could re-
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散发性阿尔兹海默病（sporadic Alzheimer's

disease, sAD）是认知障碍最常见的原因，多个系统、

机制参与疾病的发生和发展并相互作用 [1]。近年

来，越来越多的临床证据提示[2]，血管因素在 sAD认

知障碍发生发展中的重要性。临床研究发现 [3—5]，

sAD发病的早期，已经能观察到反映脑血管功能的

重要指标——脑血管反应性（cerebrovascular reac-

tivity, CVR）受损。常用的CVR测量方法有经颅多

普勒、功能磁共振等[6—7]，皆通过测量脑血流量变化

间接了解脑血管的舒缩情况。本实验采用双光子活

体成像技术可在活体内无创直接观察到皮层不同种

类、不同级别脑血管的舒缩情况。同时结合多次、短

暂 CO2吸入策略，可在接近生理情况下研究 CVR，

本课题组已在前期研究中证实此实验方法的可行性

及可靠性 [8]。脑室内注射链脲霉素（intraventricular

injection of streptozotocin，icv STZ）小鼠模型是根

据脑胰岛素抵抗学说制造的，其能够模拟 sAD的包

括认知障碍在内的多种临床及病理表现，已广泛应

用于 sAD病因机制研究及药物疗效观察，但缺乏对

该模型小鼠脑血管功能改变方面的研究[9—10]。本实

验将关注活体 icv STZ小鼠模型造模后不同时期、不

同种类脑血管功能改变，并探讨其相关机制，从而进

一步了解脑血管功能障碍与认知障碍的关系。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康雄性 C57bl/6j 小鼠，SPF 级，6—8 周龄，体

重23—24g，由广东省实验动物中心提供，将实验小

鼠随机分为4组，假手术组（侧脑室内注射柠檬酸缓

冲液 2 周后，n=5），模型组（icv STZ 2 周后，n=6），

早期组（icv STZ 1 周后，n=5），中期组（icv STZ 3

个月后，n=5）。

1.2 icv STZ制备小鼠模型

小鼠使用 4.2%水合氯醛，按照 0.1ml/10g麻醉，

icv STZ 组使用总剂量为 3mg/kg STZ[11]，溶于 5μl

0.05mol/L柠檬酸缓冲液（pH=4.4），现配现用，使用

立体定位仪注射的方案为前囟后 0.3mm，矢状缝向

左旁开 1mm 处，使用 5μl 微量注射器进针，深度

2.5mm，缓慢注入 5μl 液体（控制注射速度为 1μl/

min），注入后留针5min，保证溶液充分弥散，再缓慢

出针。处死小鼠后切片尼氏染色可观察到进针通道

达到脑室，证明注射成功。

1.3 Morris 水迷宫实验检测小鼠认知功能证明模

型成立

模型组为 STZ icv 2 周的小鼠，进行 Morris 水

迷宫实验，将目标平台置于第二象限，连续训练小鼠

5天，每天随机对4个象限进行训练。第6天撤去平

台，行空间探索实验。训练期每象限测试时间为

60s，目标区域停留时间为 2s，若超过 60s 未到达目

标区域停留，则引导小鼠到达平台，停留10s。空间

探索实验中，记录60s内小鼠穿越目标区域次数，作

为空间探索能力指标。数据采集和处理由Morris迷

宫自动监视处理系统完成。假手术组按照同样的方

法进行水迷宫测试。

1.4 小鼠颅窗制备

采用乌拉坦（1g/kg）麻醉小鼠，将小鼠固定于立

体定位仪上，剪开头皮，以前囟后1mm，外侧3mm为

中心，使用高速颅骨钻磨薄直径约 5mm 区域的颅

骨，磨颅过程中小心避免损伤颅骨下组织，当光镜下

能清晰看到颅骨下小血管时完成磨颅[12]。使用改性

丙烯酸酯胶将专用固定板固定于小鼠头部，通过小

鼠尾静脉注射FITC荧光染料（150mg/kg）。注射完

duce the cerebral arterial reactivity to the same extent, but not affect the capillary reactivity of each group. L-

NAME could weaken all types of cerebrovascular reactivity of the sham operation group, but not affect the

model group.

Conclusion：The early onset of cerebrovascular dysfunction in sAD mice may be involved in the occurrence

and development of cognitive impairment in mice; the damage mechanism is related to the changes of NO

pathway dysfunction.

Author's address Department of Rehabilitation, The Third Affiliated Hospital of Sun Yat- Sen University,

Guangdong, Guangzhou, 510630
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成后将小鼠固定在固定架上进行双光子活体成像。

1.5 双光子短暂吸入5%CO2活体成像技术

使用双光子显微镜（Leica，25*，标准细胞外盐

水浸润物镜），选择FITC激发波长800nm，可观察到

颅窗下被FITC荧光染料填充的血管。如有染料渗

出于血管外，提示脑血管有损伤，应剔除。

如图 1所示安装小鼠呼吸面罩，打开小鼠恒温

装置，使其体温维持在 37ºC。吸入用 CO2 为 5%

CO2混合空气，吸入时打开流量计，气流量固定为

2L/min，并使用双光子显微镜录下吸入CO2 1min影

像。在吸CO2前后，扫描脑表面 0到 300μm深的图

像，每张图像间隔2μm，叠加150张图像后用于检测

此时此区域内各脑血管直径变化。

1.6 不同药物干预吸入CO2脑血管反应性

本实验使用一氧化氮（nitric oxide，NO）合酶抑

制剂L-NAME及前列腺素（prostaglandin, PG）合成

抑制剂吲哚美辛干预 CVR。在测量小鼠正常 CO2

CVR后腹腔注射L-NAME（50mg/kg）[13]，0.5h药物作

用峰值时重复上述过程吸入CO2测量脑血管直径变

化。2hL-NAME从体内完全清除[14]后，尾静脉注射

吲哚美辛（6mg/kg），0.5h吲哚美辛作用峰值时，重复

吸入CO2测量脑血管直径变化。

1.7 双光子数据测量及CVR分析

双光子采集数据时可根据血管形态、分支情况、

血流方向及直径区分动脉（artery，A）、穿支动脉

（penetrating artery，PA）、静脉（venus，V）、毛细血管

（capillary，C），见图2。动脉为血流从主干流向分支

的血管，一般长而直，分支较少；穿支动脉从脑表面

穿入脑实质，其周围毛细血管分布较稀疏；静脉的血

流从分支流向主干，周围有较多的分支；毛细血管不

直接与动脉及静脉相连，管径小于 8μm[15]。使用

Leica Las AF软件测量采集的数据，血管CVR测量

按照Sekiguchi[16]的方法测量同一根同一部位脑血管

吸入CO2前后直径变化率：血管直径变化率%=（同

根血管吸入 CO2 后直径/吸入 CO2 前直径－ 1）×

100%，药物干预后重复测量以上指标，每次重复测

量同一血管的同一部位，见图3。

1.8 尼氏染色

小鼠结束双光子观察后行灌注脑组织取材，切

片观察通向脑室的针道位置，并行尼氏染色，针道显

示未损伤除局部皮层外其他结构，证明脑室注射成

功，否则剔除此小鼠。

1.9 统计学分析

利用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，各组数据

均经正态性及方差齐性检验。采用 paired-t检验药

物干预CO2吸入前后同根血管直径变化，采用单因

素方差分析，对比不同组同种血管反应性，采用 α=

0.05，实验数据以均数±标准差，P<0.05为差异具有

显著性意义。采用Graphpad Prism 5.0软件进行图

表绘制。

图1 小鼠CO2呼吸装备及双光子活体成像示意图[8]

小鼠呼吸面罩

储气装备
接流量计

5% CO2

混合空气

颅窗

双蒸水
中央磨薄的颅骨
硬脑膜/蛛网膜
脑脊液

图2 双光子显微镜下吸入CO2前后
脑血管横断面扫描图和矢状面三维合成图

注：皮层血管（红色A）；皮层静脉（蓝色V）；穿支动脉（红色PA）；穿
支静脉（蓝色PV）

图3 双光子显微镜下小鼠吸入CO2前后
各脑血管直径

注：动脉、穿支动脉血管直径（红色标示）；静脉血管直径（蓝色标
示）；毛细血管直径（白色标示）

脑血管矢状面三维合成图脑血管横断面扫描图

吸入CO2后吸入CO2前

PA

A

V PV
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2 结果

2.1 水迷宫实验证明造模2周后小鼠存在认知障碍

时间因素分析两组小鼠前5天定位航行实验平

均到达平台持续时间即平均逃避潜伏期均随实验天

数增加而缩短，但只有假手术组第2天和第3天之间

差异有显著性意义（P<0.001）；组间因素分析，第 1

天及第2天训练时模型组与假手术组逃避潜伏期差

别无显著性意义（P>0.05），而第 3（F=13.01）、4（F=

4.92）、5（F=5.15）天模型组逃避潜伏期长于假手术

组，且差异有显著性意义（P<0.05），见图 4。在第 6

天的空间探索实验中，模型组与假手术组穿越平台

次数有显著差异（P<0.001，t=20.94），根据记录的小

鼠游泳轨迹图可分析小鼠的搜索策略，假手术组小

鼠搜索平台方式以趋向式及直线式搜索为主，而模

型组小鼠主要采用边缘式、随机式搜索策略，见图5。

2.2 药物干预前后血管直径基线水平变化

小鼠处于乌拉坦麻醉稳定状态且体温保持

37ºC，无任何人为刺激情况下，各组动静脉及毛细血

管直径平均值基本保持稳定，设定此时各血管直径

为无药干预情况下血管直径基线水平。本实验研究

发现使用L-NAME和吲哚美辛后，各组小鼠的动静

脉及毛细血管直径基线水平与使用前差异无显著性

意义（P>0.05），见图6。

2.3 对比不同条件下脑血管反应性改变

下文中所提到的组间比较代表无药物干预下同

种血管早期及中期组分别与假手术组之间的对比。

组内比较代表相同组内不同干预分别与干预前的对

比。假设检验为各模型组与假手术组比较。

短暂吸入 5% CO2后，脑皮层动脉和穿支动脉
扩张明显，扩张原直径的40%左右，其中穿支动脉扩

张最大；静脉及毛细血管扩张相对较小。对比组间

短暂吸入CO2的脑血管反应性，早期组对比假手术

组脑毛细血管和皮层动脉扩张程度减弱，均有显著

性意义（P<0.05; P<0.01），中期组对比假手术组毛

细血管及静脉扩张程度减弱，且均有显著性意义

（P<0.05; P<0.01）。对比组内不同干预下血管反应

性变化，假手术组小鼠使用L-NAME干预后再吸入

CO2，所有种类血管扩张明显减弱，均有显著性意

义。使用吲哚美辛后只有皮层动脉和穿支动脉在小

鼠吸入 CO2 后扩张反应减弱。早期组在使用 L-

图4 模型组和假手术组平均逃避潜伏期对比

注：①当前时间点两组相比较P<0.05；②当前时间点两组相比较P<
0.01；③与前一天比较P<0.001
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图5 模型组和假手术组平均穿越平台次数对比统计图及
穿越平台轨迹图

注：①两组对比P<0.001；红色小圈表示撤掉的平台位置，其中A示
假手术组小鼠直线、趋向式搜索并多次穿越平台，B、C示模型组小
鼠边缘式、随机式搜索平台
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图6 药物干预后各血管直径基线水平变化
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NAME干预后再吸入CO2，皮层动脉、穿支动脉及毛

细血管扩张明显增加（P<0.001；P<0.05；P<0.01），中

期组使用L-NAME干预后皮层动脉血管反应性与用

药前无明显差异但穿支动脉及毛细血管反应性反而

增加（P<0.05；P<0.05）。早期组及中期组在使用吲哚

美辛后动脉（P<0.05；P<0.01）、穿支动脉（P<0.001）血

管反应性与用药前相比均有显著下降且有显著性意

义。在早期组及中期组用L-NAME、吲哚美辛药物

干预前后静脉反应性的变化均无显著性意义。所有

组别使用吲哚美辛后小鼠脑毛细血管吸入CO2后扩

张程度对比使用前无显著性意义（P>0.05），见图7。

3 讨论

本研究发现，对比假手术组，sAD模型小鼠造模

2周后学习、空间记忆能力减退。活体成像直接观

察乌拉坦麻醉后小鼠脑皮层动脉、穿支动脉、静脉、

毛细血管在吸入1min 5% CO2后的扩张反应，发现

sAD小鼠模型造模 1周后存在脑皮层动脉、毛细血

管血管功能障碍，其中脑毛细血管功能损伤显著且

可持续至造模后 3 个月。分别使用药物阻断 NO、

PG相关的血管扩张通路观察脑血管功能，发现其血

管损伤机制与NO通路改变有关。

3.1 sAD小鼠模型脑血管反应性改变及可能机制

本课题组前期实验已观察到 [8]，正常小鼠短暂

高碳酸血症后所有血管均有明显扩张反应，其中脑

皮层动脉及穿支动脉扩张最显著。其扩张主要与平

滑肌的舒张功能有关，穿支动脉是重要的毛细血管

前阻力血管，其舒张能力是衡量脑血管储备的重要

标志；而静脉的扩张是相对被动的，主要受整体血流

量增加影响；毛细血管扩张除受血流量控制外，还与

血管周细胞主动舒张有关，受神经血管耦联影

响[17]。根据吸入CO2脑血管反应性的可能机制[4]，我

们使用L-NAME和吲哚美辛介入干预吸入CO2后血

管的舒张反应，它们不改变静息状态各血管的直径，

提示血管静息状态的维持同时受多方面因素共同调

节，单独阻断NO或PG相关血管扩张通路不影响其

稳定性。因为在本实验条件下，血管在药物干预后

基线直径稳定，所以可以直接对比同一根血管不同

药物干预后血管直径的变化率，以此表示药物对血

管反应性的影响。

本研究发现造模早期皮层动脉CVR已有下降，

而造模中期CVR恢复，且对于皮层动脉，使用吲哚

美辛后造模中期比造模早期CVR下降更明显，提示

随着血管反应性相关NO通路损伤时间的增加，PG

通路在CVR反应中代偿程度也随之增加，随着时间

的进展，可以恢复并维持正常的高碳酸血症脑血管

反应。Toda等研究[18]支持本研究结果，其发现离体

小猪脑皮层血管在长期使用吲哚美辛后，L-NAME

能更大程度的下调高碳酸血症造成的血管扩张。以

上结果均提示PG和NO作用通路相互独立又有内

在联系，如果某一条通路障碍，另一条通路可进行代

偿，从而维持正常的高碳酸血症血管扩张反应，影响

早期发现CVR异常。正常老鼠使用吲哚美辛干预

后脑毛细血管CVR下降不明显，而使用L-NAME时

有明显下降，提示脑毛细血管反应性主要受NO通

路影响，可见介导不同种类血管反应性的通路有所

不同。早期毛细血管反应性对比假手术组有显著的

下降，脑毛细血管中NO通路受损，但PG通路无法

代偿，因此到造模中期CVR仍无明显恢复，可见毛

细血管对NO通路损伤后的表现更为敏感，可作为

观测早期 sAD血管功能异常的指标。

正常机体在吸入CO2后产生少量NO，主要来自

NOS包括神经来源的NOS和内皮来源的NOS[19]，其

作用于脑血管平滑肌从而使平滑肌舒张致血管扩

张。L-NAME为非选择性一氧化氮合酶阻滞剂，可

以同时阻断两种合酶，减少NO的产生从而减弱高

碳酸血症后的脑血管反应性，因此假手术组小鼠使

用 L-NAME 后所有脑血管的扩张程度均减弱。而

图7 各组小鼠在无药物干预、使用L-NAME及
吲哚美辛干预对各脑血管扩张的影响

注：无药物干预时组间比较①P<0.05；组内比较②P<0.05，③P<0.01，
④P<0.001
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过量的NO不能继续扩张血管，反而有一定程度的

抑制作用。由于造模后鼠脑呈胰岛素抵抗状态，

IRS-PI3K-PKB-mTOR是重要的胰岛素相关信号通

路，其中 NO 是 PI3K-PKB 通路的下游信号，因此，

NO信号通路功能紊乱也是胰岛素抵抗的特征性表

现 [20]。胰岛素抵抗中血管 NO 通路受损可表现为

NOS解耦联、诱导型NOS（iNOS）活性增加，iNOS可

导致NO的大量产生。造模后小鼠使用L-NAME，

可减少过量NO对CVR的抑制作用，从而解释我们

实验中发现的早期、中期组小鼠使用L-NAME后各

血管反应性反而改善的现象。由于静脉血管扩张较

被动，主要依赖血流量的变化，我们发现造模中期静

脉反应性显著下降，提示脑血流量下降，脑部血流整

体储备能力不足。

3.2 sAD小鼠模型CVR改变与认知障碍的关系

本研究发现 sAD小鼠在造模后1周即出现显著

的脑毛细血管、脑动脉反应性下降，在2周后出现空

间记忆能力下降，造模 3个月后脑动脉反应性部分

恢复。结合此模型认知障碍方面的其他研究结果，

Knezovic 等 [21]发现造模后 1 周认知功能下降不显

著，1个月时下降最明显，造模后 3个月认知功能有

部分恢复，之后认知功能呈持续缓慢下降趋势。提

示我们制造的模型小鼠脑血管功能损伤可能发生在

认知障碍前，到达损伤顶峰后，脑血管功能与认知障

碍有同步恢复的现象。脑血管功能损伤可影响神经

血管耦联，导致脑供血不足、神经功能下降，因此，脑

血管功能损伤可能参与了此小鼠认知障碍的发生和

发展，需要我们进一步研究。Deramecourt 等 [22]及

Kuljis 等 [23]研究 AD 患者尸检发现认知障碍越严重

的患者脑血管病变越严重，神经退行性变显著的部

位通常分布在脑毛细血管丰富的区域。脑毛细血管

为神经血管单元的重要组成部分，影响神经血管耦

连所致的功能性充血，提示脑毛细血管损伤在影响

神经退行性变及认知障碍中可能有重要作用。Ye-

zhuvath 等[24]已发现检测患者前额叶脑血管反应性

可早期发现AD，结合本研究结果，为了更加敏感、

更早期发现 AD，可以通过检测脑毛细血管反应性

来实现。目前广泛认为[25]，血管因素与神经退行性变

协同损伤认知功能，且越来越多的研究发现[26—28]，针

对血管性危险因素（如糖尿病、高血压、高脂血症等）

的治疗可以有效改善AD患者的认知功能。本实验

发现 icv STZ早期、中期组小鼠使用L-NAME后各

脑血管反应性增加，Misra 等 [29]研究发现使用 L-

NAME可通过减轻此 icv STZ模型的脑内氧化应激

反应改善认知功能，因此L-NAME可同时改善小鼠

脑血管功能及认知功能，提示NO相关通路在脑血管

功能及认知功能改善中的重要地位，可能是改善血

管性危险因素从而改善认知功能的关键机制之一。

3.3 本研究的技术优势

本研究所使用的双光子显微镜可在活体内直接

观察到磨薄的颅窗下脑皮层内充满染料的脑血管的

实时动态变化，可无损的扫描皮层达 300μm 深度，

经处理后得到加成的血管影像图，能准确地测量各

血管直径变化。我们使用短暂CO2吸入策略，动物

不会因为吸入过多的CO2导致全身酸中毒，且允许

反复吸入，有助于我们在不同药物干预后重复观察，

进一步研究血管反应性变化的相关机制。大多AD

脑血管功能改变的研究是通过检测脑血流量变化，

间接了解脑血管功能。但脑血流量变化与脑新陈代

谢息息相关，AD本身导致的脑糖代谢降低将显著

降低脑血流量，不能很好地反映脑血管本身的舒缩

功能改变。而能直接观察到某根血管扩张的技术目

前主要有脑血管体外分离，脑片培养及开颅等方法，

皆为有创性操作，其结果受众多因素影响。我们采

用小鼠颅骨磨薄技术，保留一定厚度的颅骨作为支

撑，维持了正常颅内压及内环境，从而直接观察生理

状态下局部血管的舒缩反应。

综上所述，本实验研究发现在 sAD小鼠早期即

有脑血管功能异常，可能参与了小鼠认知障碍的发

生和发展。脑毛细血管功能损伤显著且持续，可能

是早期发现AD的敏感指标。脑血管损伤机制与脑

胰岛素抵抗相关的 NO 通路改变有关，使用 L-

NAME 可改善 sAD 的脑血管功能。本实验的小鼠

模型可模拟包括脑血管功能改变等 sAD 多方面病

变，为检测相关药物或康复治疗手段改善 sAD脑血

管功能从而改善认知障碍的效果，以及进一步机制

研究提供了很好的平台。
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