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　　［摘要］　目的　观察自愿运动对快速老化小鼠（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｏｕｓｅｐｒｏｎｅ８，ＳＡＭＰ８）学习记忆能力和海马生
长相关蛋白４３（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３，ＧＡＰ４３）表达的影响，探讨运动提高认知能力延缓衰老的机制。方法　６０只３
个月龄雌性ＳＡＭＰ８小鼠随机平均分为跑笼环境组（ＲＣＥ组）和标准环境组（ＳＥ组）。饲养３个月后，用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试小

鼠的寻找平台潜伏期及搜索策略。行为学测试后，各组分别取１０只小鼠的鼠脑用ＲＴＰＣＲ法检测海马ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ的表

达；取１０只小鼠的鼠脑用免疫印迹实验检测海马ＧＡＰ４３蛋白的表达；剩余１０只取鼠脑用免疫组织化学实验观察海马ＧＡＰ４３

免疫反应产物的表达。结果　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验表明ＲＣＥ组小鼠寻找平台潜伏期较ＳＥ组缩短（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），在第
Ⅰ象限游泳时间比ＳＥ组延长（Ｐ＜０．０１），在第Ⅳ象限游泳时间比ＳＥ组缩短（Ｐ＜０．０５）。ＲＣＥ组与ＳＥ组比较，海马ＧＡＰ４３

表达增加（Ｐ＜０．０１）。结论　自愿运动能提高ＳＡＭＰ８小鼠学习记忆能力，其机制可能与运动能促进海马ＧＡＰ４３表达有关。
　　［关键词］　运动；快速老化小鼠；环境；ＧＡＰ４３蛋白
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１）：４８５２］

　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是中

枢神经系统一种常见的进行性神经退行性疾病，以

认知功能下降和大脑皮质及海马神经元的缺失为特

征，是老年人常见的神经退行性疾病之一。随着世

界人口日趋老龄化，ＡＤ患者数量显著增加，已经成

为医学领域亟待解决的问题之一。当前的治疗只能

暂时缓解 ＡＤ的症状，几乎不能影响 ＡＤ的发病进

程。然而，国外一项流行病学调查显示，健康的生活
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方式可能有助于延缓ＡＤ的发病和进展［１］。最近的

研究认为运动训练是缓解 ＡＤ 进展的较好的策

略［２］，运动能抑制转基因ＡＤ鼠神经细胞死亡［３］，降

低与ＡＤ有关的神经病理改变［４］。国内在这方面的

报道较少。本研究基于快速老化小鼠（ｓｅｎｅｓｃｅｎｅａｃ

ｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｏｕｓｅｐｒｏｎｅ８，ＳＡＭＰ８）模型［５］，探讨自愿

运动对快速老化小鼠海马生长相关蛋白４３（ｇｒｏｗｔｈ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３，ＧＡＰ４３）表达的影响，为探讨

自愿运动对预防和延缓ＡＤ发生的研究提供依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物与分组　选用雌性３个月龄ＳＡＭＰ８
小鼠６０只，体质量（２１．５±２．３）ｇ。按体质量采用随

机数字法将小鼠分为跑笼环境 （ｒｕｎｎｉｎｇｃａｇｅｅｎｖｉ

ｒｏｎｍｅｎｔ，ＲＣＥ）组和标准环境（ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉｒｏｎ

ｍｅｎｔ，ＳＥ）组，每组各３０只，分别在不同的环境中饲

养３个月。

１．２　实验试剂及器材　ＧＡＰ４３引物（上海生工生

物工程技术服务有限公司）；ＲＴ反应体系试剂及

ＰＣＲ反应体系试剂（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；兔源

ＧＡＰ４３多克隆抗体（美国Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司）；丙烯酰

胺（美国Ｂｉｏｍｏｌ公司）；蛋白酶抑制剂（美国 Ｒｏｃｈｅ
公司）；ＰＶＤＦ膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；四甲基乙二

胺（ＴＥＭＥＤ）及二巯基乙醇（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；

溴酚蓝（美国Ｓｉｇｍａ公司）；其他试剂均为国产优级

纯或分析纯。

　　ＳＬＹＷＭＳＭｏｒｒｉｓ水迷宫（安徽淮北正华生物

仪器有限公司）；ＤＹＹⅢ６Ｂ型稳压稳流电泳仪（北

京六一仪器厂）；ＪＥＤＡ８０１Ｅ型凝胶成像分析系统

（江苏捷达科技发展有限公司）；ＰＴＣ２００ＰＣＲ热循

环仪（美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司）；Ｎｉｋｏｎ显微照相机

（德国Ｎｉｋｏｎ公司）；５４１７Ｒ型离心机、Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅ

ｔｅｒ分光光度计（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

１．３　方法

１．３．１　饲养环境　小鼠跑笼环境：５２ｃｍ×３７ｃｍ×

２２ｃｍ的塑料笼，笼内除垫料外，还备有２个塑料跑

笼，跑笼直径为１５ｃｍ，有一底座为固定架。小鼠可

自愿到塑料跑笼上运动（站立、慢走、快走、慢跑、快

跑均可），运动时间及运动方式由小鼠自由掌握，完

全不受人为因素 的影响。标准环境：５２ｃｍ×

３７ｃｍ×２２ｃｍ的塑料笼，笼内只有垫料。ＲＣＥ组小

鼠饲养于跑笼环境内，每笼５只。ＳＥ组小鼠饲养于

标准环境内，每笼５只。

１．３．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫主要由

一直径１２０ｃｍ、高５０ｃｍ，内含平台的圆形水池和记

录装置组成。水池分为４个象限：Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ，池

内平台直径为１４ｃｍ、高为２０ｃｍ。池内加水至超出

平台高度１～１．５ｃｍ，为避免小鼠看到平台，在水中

加入墨水，水温保持在（２２±２）℃。计算机自动跟踪

计时并记录小鼠游泳轨迹。

　　定位航行实验：测试时，将平台固定于圆池内第Ⅰ
象限，小鼠每日分别从４个象限面向池壁放入水中，

记录该鼠自入水后至找到平台所需时间（寻找平台潜

伏期）。以４次潜伏期成绩的平均值为当日最终成

绩。如小鼠在１２０ｓ内未找到平台，则将其引向平台，

其潜伏期记为１２０ｓ。每次测试间隔６０ｓ，连续４ｄ。

　　空间探索实验：第５天撤除平台，自第Ⅳ象限作

为入水点将小鼠面向池壁放入水中，观察小鼠１２０ｓ
内寻找平台的轨迹，并计算其在第Ⅰ象限及第Ⅳ象

限的游泳时间。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测　水迷宫实验后第２天，ＲＣＥ
组和ＳＥ组各随机取１０只小鼠，取出脑组织，迅速分

离出两侧海马，提取总ＲＮＡ。测定ＲＮＡ浓度，保存

于－８０℃冰箱内备用。合成ｃＤＮＡ，保存于－３８℃
冰箱内备用。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＴＣＡＧＧＡＧＧＡ

ＧＣＡＡＴＧ ＡＴＣＴＴＧ３′，下游引物：５′ＴＣＣＴＣＣ

ＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡ３′；扩增片段长度为３０２

ｂｐ。ＧＡＰ４３上游引物：５′ＣＡＧＧＡＡＡＧＡＴＣＣＣＡＡ

ＧＴＣＣＡ３′，下游引物：５′ＧＡＡＣＧＧＡＡＣＡＴＴＧＣＡ

ＣＡＣＡＣ３′；扩增片段长度为２０６ｂｐ。循环参数：９５℃
预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸

４５ｓ，３０个循环扩增后７２℃延伸５ｍｉｎ。将ＧＡＰ４３反

应产物和βａｃｔｉｎ的反应产物进行电泳，二者的比值作

为ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．３．４　免疫印迹分析　水迷宫实验后第２天，ＲＣＥ
组和ＳＥ组各随机取１０只小鼠，取出脑组织，迅速分

离出两侧海马，于－８０℃保存待用。提取组织总蛋

白。凝胶电泳分离蛋白质。然后转膜，结合兔源

ＧＡＰ４３多克隆抗体。采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行

条带光密度分析，以ＧＡＰ４３／βａｃｔｉｎ值为ＧＡＰ４３表

达量的相对值。

１．３．５　免疫组织化学实验　水迷宫实验后第２天，

ＲＣＥ组和ＳＥ组各取剩余１０只小鼠麻醉，取鼠脑。

４％多聚甲醛固定２４ｈ。常规梯度乙醇脱水，二甲苯

透明，石蜡包埋。连续５μｍ 切片，裱于载玻片上。

切片常规脱蜡至水。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗。０．３％
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过氧化氢室温下孵育２０ｍｉｎ。０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸

缓冲液（ｐＨ６．０）微波炉内修复抗原，９８℃维持２０

ｍｉｎ，１０％山羊血清湿盒内孵育３０ｍｉｎ。加入一抗

（兔源ＧＡＰ４３多克隆抗体，１∶４００），４℃过夜。０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗。滴加生物素化二抗（１∶１００）工作

液，３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
清洗。滴加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素（１

１００）工作液，３７℃温箱湿盒内孵育３０ｍｉｎ。０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗。ＤＡＢ显色２～５ｍｉｎ。自来水冲

洗终止显色。封片。在相同光学条件下，对 ＲＣＥ、

ＳＥ组切片进行观察，在２００倍放大倍数下，每只小

鼠连续扫描５个视野，统计每个视野中阳性细胞的

光密度值，取其平均值。

１．４　统计学处理　结果以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＡＳ８．１
统计软件对数据进行统计分析，两样本均数比较采

用ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果

２．１．１　定位航行实验　ＲＣＥ组小鼠在第１、２、３、４
天寻找平台潜伏期均较ＳＥ组缩短，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中寻找平台潜伏期的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｖｅｒａｇｅｌａｔｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｉｎＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ
ｎ＝３０，珚ｘ±ｓ，ｔ／ｓ

Ｇｒｏｕｐ ｄ１ ｄ２ ｄ３ ｄ４

ＲＣＥ ７０．１２±４．３５ ６０．２９±６．３１ ４１．７８±６．９８ ３２．７６±８．１２

ＳＥ ８１．３２±６．５６ ７２．０５±７．８０ ４５．２０±７．６５ ３８．１９±５．７５

　ＲＣＥ：Ｒｕｎｎｉｎｇｃａｇｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＳＥ：Ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＳＥｇｒｏｕｐ

２．１．２　空间探索实验　ＲＣＥ组小鼠在第Ⅰ象限的
游泳时间较ＳＥ组延长（Ｐ＜０．０１），在第Ⅳ象限游泳
时间较ＳＥ组缩短（Ｐ＜０．０５），见表２。ＲＣＥ组小鼠
轨迹绝大部分位于第Ⅰ象限内；而ＳＥ组小鼠轨迹
部分位于第Ⅰ象限，部分位于第Ⅰ象限两侧的象
限内。

表２　空间探索实验中ＳＡＭＰ８小鼠在

第Ⅰ象限及第Ⅳ象限游泳时间比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｗｉｍｍｉｎｇｔｉｍｅｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄ

ｆｏｕｒｔｈｑｕａｄｒａｎｔｉｎｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅ
ｎ＝３０，珚ｘ±ｓ，ｔ／ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｑｕａｄｒａｎｔ（Ⅰ） Ｑｕａｄｒａｎｔ（Ⅳ）

ＲＣＥ ４３．６６±６．２１ １６．７７±３．５５

ＳＥ ３７．５３±４．３８ ２０．２９±４．８６

　ＲＣＥ：Ｒｕｎｎｉｎｇｃａｇｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＳＥ：Ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＳＥｇｒｏｕｐ

２．２　两组小鼠海马组织ＧＡＰ４３的表达

２．２．１　 两组小鼠海马组织 ＧＡＰ４３ ｍＲＮＡ 表
达　结果（图１）显示，ＲＣＥ组海马 ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ
表达高于ＳＥ组（０．６６８０±０．０１０１ｖｓ０．５０７３±
０．０１６２，Ｐ＜０．０１）。

２．２．２　两组小鼠海马组织ＧＡＰ４３蛋白表达　结果
（图２）显示，ＲＣＥ组海马ＧＡＰ４３蛋白表达高于ＳＥ
组（０．８２７±０．０２９ｖｓ０．６１６±０．０３６，Ｐ＜０．０１）。

２．２．３　两组小鼠海马组织ＧＡＰ４３免疫组织化学染

色结果　光镜下可见海马组织ＧＡＰ４３免疫反应产
物为棕黄色环状或点状沉积，在神经元细胞膜表达
明显ＲＣＥ组可见较深染的棕黄色环状或点状阳性
免疫反应产物在海马大量分布（图３Ａ、３Ｃ），ＳＥ组阳
性免疫反应产物较ＲＣＥ组着色浅、细胞数目少（图

３Ｂ、３Ｄ），两组光密度值比较，差异有统计学意义
（０．２１３５±０．０１２３ｖｓ０．１８０９±０．０１５２，Ｐ＜
０．０１）。

图１　两组ＳＡＭＰ８小鼠海马组织ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＡＰ４３ｍＲＮＡ
ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ＲＣＥ：Ｒｕｎｎｉｎｇ ｃａｇｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＳＥ：Ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．
Ｐ＜０．０１ｖｓＳＥｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ
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图２　两组ＳＡＭＰ８小鼠海马组织ＧＡＰ４３蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＡＰ４３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
ＲＣＥ：Ｒｕｎｎｉｎｇｃａｇｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＳＥ：Ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．Ｐ＜０．０１ｖｓＳＥｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图３　免疫组织化学观察两组ＳＡＭＰ８小鼠海马组织ＧＡＰ４３的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＡＰ４３ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ
ＲＣＥ：Ｒｕｎｎｉｎｇｃａｇｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ＳＥ：Ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．Ａ，Ｃ：ＲＣＥｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄ：ＳＥｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，Ｂ），×４００
（Ｃ，Ｄ）

３　讨　论

　　ＡＤ是一种多发生在老年，以进行性认知障碍

和记忆能力损伤为主要临床症状的神经系统退行性

疾病，在临床上尚无有效的治疗方法。有研究认为

运动可以防治ＡＤ。运动不仅能降低 ＡＤ发生的危

险，而且能延缓 ＡＤ的进程［６］。关于其机制已有一

些报道。有报道运动训练可以减少转基因小鼠的

Ａβ斑块沉积
［７］，或者可以减少转基因小鼠脑内

Ａβ１４２／Ａβ１４０的生成比例
［８９］。Ｌｅｅｍ等［１０］研究结

果表明，有氧耐力训练可以抑制转基因小鼠脑内ｔａｕ
蛋白的高度磷酸化，防止脑内神经元纤维缠结的产

生。

　　ＳＡＭＰ８小鼠是由日本京都大学 Ｔａｋｅｄａ教授

精心培育而成的快速老化小鼠，平均寿命约２９９ｄ，

在２月龄就开始出现学习记忆功能衰退，并随增龄

而加重，且显示了许多ＡＤ早期的特征，如逐渐增加

的氧化应激、β淀粉样蛋白改变、ｔａｕ蛋白的磷酸化，

是典型的ＡＤ动物模型。已有学者对自愿运动和强

迫运动对ＡＤ模型鼠的作用做了研究，结果显示自

愿运动优于强迫运动［１１］。本研究采用３个月龄

ＳＡＭＰ８小鼠给予有跑笼环境和无跑笼的标准环境

干预３个月，且有跑笼环境小鼠可以自愿运动，均可

在跑笼上站立、慢走、快走、慢跑、快跑等，运动时间

及运动方式由小鼠自由掌握，完全不受人为因素干

扰。实验中我们发现ＲＣＥ组小鼠常常２只或３只

或４只结组一起在跑笼上做运动，而ＳＥ组小鼠却常

常挤在一起睡觉。不同环境饲养 ３ 个月后，用

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试小鼠的学习记忆能力，结果发现

ＲＣＥ组小鼠寻找平台潜伏期较 ＳＥ 组缩短（Ｐ＜
０．０１或Ｐ＜０．０５），在第Ⅰ象限游泳时间比ＳＥ组延

长（Ｐ＜０．０１），在第Ⅳ象限游泳时间比ＳＥ组缩短

（Ｐ＜０．０５），搜寻策略优于ＳＥ组。这反映了 ＲＣＥ
组小鼠的空间学习记忆能力优于ＳＥ组。神经系统

的发育及其神经元之间信号的转导依赖于脑组织中

多种蛋白和酶的作用。ＧＡＰ４３是与神经发育、轴突

再生、突触重建密切相关的一种快速转运膜磷酸蛋

白，被认为是神经元发育和再生的一个内在决定因

子［１２１４］。其广泛分布在神经元内，在轴突生长锥的

质膜和突触前末端表达，特别在生长、分化、再生的

轴突末端含量极高。ＧＡＰ４３在海马区的多种细胞

有着广泛的表达［１５］。我们用ＲＴＰＣＲ、免疫印迹实



· ５２　　　 · 第二军医大学学报　２０１２年１月，第３３卷

验、免疫组织化学实验对不同环境组小鼠海马组织

ＧＡＰ４３的表达进行了测试。结果表明不论从基因

水平还是蛋白水平，ＲＣＥ组小鼠海马组织 ＧＡＰ４３
的表达均高于ＳＥ组。ＲＣＥ组小鼠学习记忆能力高

于ＳＥ组小鼠，其机制可能与运动训练促进海马组

织ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ及蛋白表达有关。运动训练促使

海马组织ＧＡＰ４３表达的上调，而ＧＡＰ４３位于神经

元轴突生长锥质膜，能启动生长锥形成，引导轴突生

长，调节轴突形成新的突触联系，从而改善脑功能，

预防和延缓痴呆。有报道运动训练可改善血管性痴

呆（ＶＤ）大鼠学习记忆能力，其机制可能与运动训练

能促进皮质区上ＧＡＰ４３表达有关［１６］。那么自愿运

动是否改善ＳＡＭＰ８小鼠大脑皮质等部位 ＧＡＰ４３
的表达以及对ＧＡＰ４３上游及下游信号因子的影响，

我们将作进一步研究。
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