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研究报告

不同浓度 Ａβ２５ － ３５ 蛋白模拟阿尔茨海默病

模型学习记忆的差异

王　 凯１，李　 强２，孙伟明１，徐家淳１，郭　 威１，曹　 杨１，周　 震２∗

（１ 天津中医药大学，天津　 ３００１９３；２ 天津中医药大学第二附属医院，天津　 ３００１５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 不同浓度的淀粉样蛋白 Ａβ２５ － ３５侧脑室注射后，观察大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫学习记忆能力的变化，
探讨制备 ＡＤ 模型大鼠时 Ａβ２５ － ３５ 注射的最佳浓度。 方法 　 雄性 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组和模型组，模型组

Ａβ２５ － ３５注射浓度分别为 ２、４ 和 ８ μｇ ／ μＬ。 参照《大鼠脑立体定位图谱》，选取右侧侧脑室注射聚集态的 Ａβ２５ － ３５，制
备 ＡＤ 大鼠模型。 造模成功后 ７ ｄ 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试各组大鼠学习记忆能力的变化。 结果　 平均游泳速度比

较，各组大鼠间差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 逃避潜伏期结果显示，与假手术组比较，模型组大鼠逃避潜伏期时间

明显增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５）；模型组中，与注射 ２ μｇ ／ μＬ 的大鼠比较，注射 ４ μｇ ／ μＬ 与 ８ μｇ ／ μＬ 后大鼠逃

避潜伏期时间明显增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５）；４ μｇ ／ μＬ 与 ８ μｇ ／ μＬ 组间比较，差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。
目标象限的活动时间与路程显示，与假手术组比较，模型组注射不同剂量 Ａβ２５ － ３５的大鼠目标象限活动时间和路程

均显著减少，差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５），但模型组不同浓度间比较差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 空间探索结果显

示，与假手术组比较，模型组注射不同剂量 Ａβ２５ － ３５的大鼠穿越平台次数均显著减少，差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５）；模
型组中，与注射 ２ μｇ ／ μＬ 的大鼠比较，注射 ４ μｇ ／ μＬ 和 ８ μｇ ／ μＬ 后大鼠穿台次数明显减少，差异有显著性（Ｐ ＜
０ ０５）。 ４ μｇ ／ μＬ 与 ８ μｇ ／ μＬ 组间比较，差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 结论　 单侧侧脑室注射 Ａβ２５ － ３５蛋白制备大鼠

ＡＤ 模型时，注射 Ａβ２５ － ３５的推荐浓度为 ４μｇ ／ μＬ。
【关键词】 　 Ａβ２５ － ３５；阿尔茨海默病；Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫；行为学；学习记忆能力
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ２５ － ３５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ２５ － ３５ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ



ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ Ａβ２５ － ３５ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ２ μｇ ／ μＬ， ４ μｇ ／
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ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＞ ０ ０５）． Ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｔｉｍｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｔｉｍｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ４
μｇ ／ μＬ ａｎｄ ８ μｇ ／ μＬ Ａβ２５ － ３５ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ μｇ ／ μＬ （Ｐ ＜ ０ ０５），
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ４ μｇ ／ μＬ ａｎｄ ８ μｇ ／ μＬ Ａβ２５ － ３５ （Ｐ ＞ ０ ０５）． Ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ２５ － ３５ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０５）， ｂｕｔ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇｔｈｅ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａβ２５ － ３５ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （Ｐ ＞ ０ ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ⁃
ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ａβ２５ － ３５ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ４ μｇ ／ μＬ ａｎｄ ８ μｇ ／ μＬ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ２ μｇ ／ μＬ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ４ μｇ ／ μＬ ａｎｄ ８ μｇ ／ μＬ （Ｐ ＞
０ ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ２５ － ３５ ｔｏ ｂｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｓ ４ μｇ ／ μＬ ｉｎ ａ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ５ μＬ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 】 　 Ａβ２５ － ３５ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ； Ｂｅｈａｖｉｏｒ； Ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ

　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一

种以学习记忆障碍为主的常见中枢神经系统退行

性疾病。 其主要病理特征包括 β 淀粉样蛋白（β⁃
ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）沉积形成的老年斑、Ｔａｕ 蛋白异

常磷酸化形成的神经纤维缠结以及神经元的丢

失［１］。 研究发现 Ａβ 是 ＡＤ 病理改变的核心与启动

因素［２， ３］。 故近 １０ 多年来，大量关于 ＡＤ 的基础研

究都采用了脑内注射 Ａβ 建立动物模型［４］。 然而在

众多报道中 Ａβ 的配置浓度多样，参考实验时存在

较难取舍的问题。 因此，本研究拟通过大鼠侧脑室

注射不同浓度的 Ａβ２５ － ３５制备 ＡＤ 模型，采用 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫观察其学习记忆能力的变化，通过行为学比

较得到注射建模时 Ａβ２５ － ３５的最佳浓度。

１　 材料和方法

１ １　 动物

雄性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只，ＳＰＦ 级，体重 ２００ ｇ 左右，
购自维通利华实验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ（京）
２０１２ － ０００１】。
１ ２　 药物及试剂

Ａβ２５ － ３５（ｓｉｇｍａ 公司，规格 １ｍｇ，纯度 ＞ ９７％ ，
批号：０５３Ｍ４８０４Ｖ）溶于生理盐水配制成浓度为 ２、４
和 ８ μｇ ／ μＬ，置于 ３７℃无菌恒温箱内孵育 ９６ ｈ，凝聚

后 ４℃存用［５］。
１ ３　 仪器

脑立体定位仪（深圳瑞沃德生命科技有限公

司）；Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫（北京硕林苑科技有限公司）；
Ｔｏｐｓｃａｎｌｉｔｅ 动物运动轨迹记录分析系统（北京吉安

得尔科技有限公司）；１０ μＬ 微量进样器（上海高鸽

工贸有限公司）。
１ ４　 方法

１ ４ １　 分组及模型制备

将 ３６ 只大鼠随机分为假手术组和模型组，假手

术组 ６ 只，模型组注射 Ａβ２５ － ３５浓度分别为 ２、４ 和 ８
μｇ ／ μＬ，每组各 １０ 只。

１０％的水合氯醛 ３ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射麻醉，将大

鼠头部固定在脑立体定位仪上，保持前后囱同一水

平，备皮，碘伏消毒，头顶部正中切口，暴露前囟，按
大鼠脑立体定位图谱进行定位，在前囟点后 １ ５
ｍｍ，中线右侧旁开 １ ０ ｍｍ，用三棱针钻一小孔，垂
直插入微量注射器，深度为 ４ ０ ｍｍ（可达侧脑室）。
缓慢注射 ５ μＬ（１μＬ ／ ｍｉｎ）聚集态的 Ａβ２５ － ３５溶液，注
射持续约 ５ ｍｉｎ，留针 ５ ｍｉｎ，使 Ａβ 充分弥散，缓慢

出针（耗时 ５ ｍｉｎ）。 骨科蜡封堵钻孔，双氧水消毒

皮缘，常规缝皮。 假手术组经同样操作，仅向侧脑

室注入 ５ μＬ 生理盐水。 术后各组大鼠再连续予腹

腔注射青霉素，每只 ４ 万 Ｕ，连续 ３ｄ，预防感染，７ ｄ
后进行行为学检测。
１ ４ ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测

水迷宫装置由一黑色圆柱型水池和一可移动

位置的站台组成。 水池高 ６０ ｃｍ，直径 １５０ ｃｍ，站台

直径 １０ ｃｍ，水池上空通过一个数字摄相机与计算
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机相连接。 在水池中注入清水，水深 ２３ ｃｍ，加入食

用黑色素使池水变为不透明的黑色，站台表面为黑

色，水面高出站台表面 ２ ｃｍ。 水温控制在（２５ ±
１）℃。

定向航行实验：检测持续 ５ ｄ，每天 ４ 次，每次分

别随机从不同象限将大鼠腹侧朝向桶壁放入水，每
次入水间隔 １ ｍｉｎ。 设定时间为 ９０ ｓ，若动物在 ９０ ｓ
内找到站台，让其在站台上停留 １０ ｓ，若动物未找到

站台，将其引导至站台上，使其停留 １０ ｓ，摄像头追

踪大鼠至其上隐藏跳台或耗时 ９０ ｓ 终止记录。
空间探索实验：检测第 ６ 天撤除隐藏跳台，选择

同一象限放入各组大鼠，记录越平台区域次数。
１ ４ ３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计软件进行分析处理，数据均

以 ｘ ± ｓ 表示。 水迷宫数据逃避潜伏期为重复测量

数据，考虑数据样本量和数据正态情况，本次分析

采用广义估计方程统计，协方差矩阵选择“基于模

型的估计”，并根据 ＱＩＣ 和 ＱＩＣＣ 值选择工作相关性

矩阵，本次分析采用 ＵＮ 协方差结构。 平均游泳速

度、目标象限活动时间及路程和穿越平台次数均采

用单因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异有显

著性。

２　 结果

２ １　 一般情况

实验注射过程中，模型组中 ８ μｇ ／ μＬ 组共有 ３
只动物死亡，解剖后死因未明，考虑与注射浓度过

高有关。 实验结束醒转后，各组大鼠活动自如，至
水迷宫检测前模型组 ４ μｇ ／ μＬ 组共有 ２ 只动物死

亡，解剖后发现死于肺炎或肠梗阻，详见表 １。

表 １　 各组动物死亡情况
Ｔａｂ． １　 Ｄｅａｔｈ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ μｇ ／ μＬ
Ｄｏｓｅ ｎ 死亡数

Ｄｅａｔｈ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ － ６ ０

模型组
Ｍｏｄｅｌ ２ １０ ０

４ １０ ２
８ １０ ３

２ ２　 平均游泳速度

水迷宫检测不同组间大鼠平均游泳速度比较，
各组间差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 说明各组大鼠

间体质无明显差异，详见表 ２。

表 ２　 各组大鼠平均游泳速度比较（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ｓｗｉｍ ｓｐｅｅｄ

ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ μｇ ／ μＬ
Ｄｏｓｅ ｎ

目标象限速度 ／ ｍｍ ／ ｓ
Ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ

ｓｐｅｅｄ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ － ６ １７４ ７８ ± １９ １７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ２ １０ １５３ ４６ ± １９ ０６

４ ８ １５１ ４６ ± ２４ ９７

８ ７ １７２ ９５ ± １９ １３

２ ３　 定位航行试验

２ ３ １　 逃避潜伏期

随着训练时间的延长，各组大鼠逃避潜伏期在

不断缩短。 假手术组大鼠第 １ 天时间稍少于其他

组，从第 ２ 天开始，逃避潜伏期时间明显减少，第 ４
～ ５ 天逃避潜伏期趋向于平稳。 注射不同剂量 Ａβ
的大鼠第 １ 天逃避潜伏期时间要高于假手术组，且
随着注射剂量的增加，逃避潜伏期有明显的延长，
从第 ２ ～ ５ 天，逃避潜伏期逐渐减少。

各组大鼠逃避潜伏期时间进行广义估计方程

分析，组别之间存在差异（Ｐ ＝ ０ ０１５），组别 × 时间

未见交互效应。 从各组大鼠逃避潜伏期时间边界

均值来看，其逃避潜伏期时间假手术组 ＜ ２ μｇ ／ μＬ
组 ＜ ４ μｇ ／ μＬ 组 ＜ ８ μｇ ／ μＬ 组，表明随着注射 Ａβ
剂量的增加，大鼠的空间学习记忆能力明显减低。
与假手术组比较，其他组大鼠逃避潜伏期时间明显

增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５）；与 ２ μｇ ／ μＬ 组大

鼠比较，４ μｇ ／ μＬ 组与 ８ μｇ ／ μＬ 组逃避潜伏期时间

明显增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５）；与 ４ μｇ ／ μＬ
组比较，８ μｇ ／ μＬ 组逃避潜伏期时间虽然有增加，但
是差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５），详见表 ３、表 ４，表 ５。
２ ３ ２　 目标象限活动时间

不同组别目标象限活动时间比较。 与假手术

组相比，注射 ２、４、８ μｇ ／ μＬ 组大鼠目标象限活动时

间有明显的降低（Ｐ ＜ ０ ０５）；２ μｇ ／ μＬ 组、４ μｇ ／ μＬ
组、８ μｇ ／ μＬ 组之间比较，组间差异无显著性（Ｐ ＞
０ ０５），详表 ６。
２ ３ ３　 目标象限路程

不同组别目标象限路程比较。 与假手术组相

比，２、４、８ μｇ ／ μＬ 组大鼠目标象限路程显著减少（Ｐ
＜ ０ ０５）；２ μｇ ／ μＬ 组、４ μｇ ／ μＬ 组、８ μｇ ／ μＬ 组之间

比较，组间差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５），详表 ７。
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２ ４　 空间探索试验

不同组别 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫穿越平台次数比较，与
假手术组比较，２、４、８ μｇ ／ μＬ 组穿越平台次数均有

显著减少（Ｐ ＜ ０ ０５）；与 ２ μｇ ／ μＬ 组比较，４、８ μｇ ／

μＬ 组穿越平台次数显著减少（Ｐ ＜ ０ ０５）；而 ４ μｇ ／
μＬ 组与 ８ μｇ ／ μＬ 组比较，差异无显著性 （ Ｐ ＞
０ ０５），详见表 ８。

表 ３　 各组大鼠逃避潜伏期时间比较（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｔｉｍｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／
μｇ ／ μＬ
Ｄｏｓａｇｅ

逃避潜伏期 ／ ｓ
Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ／ ｓ

第 １ 天
１ｓｔ ｄａｙ

第 ２ 天
２ｎｄ ｄａｙ

第 ３ 天
３ｒｄ ｄａｙ

第 ４ 天
４ｔｈ ｄａｙ

第 ５ 天
５ｔｈ ｄａｙ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ － ３５ ２８ ± ９． ４６ １７ ３５ ± ５． １６ １６ ２２ ± ２． ４３ １３ ７２ ± ２． ７８ １１ ９０ ± ３． ４１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ２ ４１ ４１ ± １０． ７３ ２８ ４８ ± １０． ２８ ２０ ３７ ± ５． ０９ １６ ４８ ± ３． ６８ １４ ２０ ± ３． ８７

４ ４８ ８０ ± １４． ７３ ３２ １０ ± ７． ９０ ２４ ７８ ± ８． ６７ １９ ４１ ± ６． ２８ １８ １４ ± ４． ４２
８ ５１ ４９ ± １３． ９６ ４２ ９４ ± １８． ７３ ２５ ４８ ± １１． ５１ ２１ ８４ ± ６． ７２ １４ ８５ ± ４． ９３

表 ４　 广义估计方程模型效应检验
Ｔａｂ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

Ｗａｌｄ 卡方值
Ｗａｌｄ ｃｈｉ⁃ｓｑｕａｒｅ ｖａｌｕｅ

自由度
Ｖａｒｉａｎｃｅ

显著性
Ｓｉｇ．

（截距）
（Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ） ５３４ ５５１ １ ０ ０００

组别
Ｇｒｏｕｐｓ １０ ４２７ ３ ０ ０１５

时间
Ｔｉｍｅ ２２９ ３５２ １ ０ ０００

组别 × 时间
Ｇｒｏｕｐｓ × Ｔｉｍｅｓ ２ ０３４ ３ ０ ５６５

表 ５　 各组逃避潜伏期时间边界均值
Ｔａｂ． ５　 Ｂｏｕｎｄａｒｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｔｉｍｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐｓ 平均值
Ｍｅａｎ

标准错误
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ

９５％ Ｗａｌｄ 置信区间
Ｗａｌｄ ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ

下限
Ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｉｔ

上限
Ｕｐｐｅｒ ｌｉｍｉｔ

１ ００ １８ ４５６ ２ ４８７ １３ ５８０ ２３ ３３２

２ ００ ２４ ７０２ ２ ６５２ １９ ５０３ ２９ ８９９

３ ００ ２９ ０３０ ２ ４６９ ２４ １８９ ３３ ８７０

４ ００ ３２ ７５１ ２ ４５６ ２７ ９３５ ３７ ５６５

表 ６　 各组大鼠目标象限活动时间比较（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ μｇ ／ μＬ
Ｄｏｓｅｓ ｎ 目标象限时间 ／ ｓ

Ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｔｉｍｅ ／ ｓ
假手术组

Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ － ６ ３５ ６５ ± １２． ５６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ２ １０ ２３ ０６ ± ８． １７∗

４ ８ １９ ７０ ± ８． ６２∗

８ ７ ２０ ６３ ± ７． ６４∗

注：ｖｓ 假手术组，∗Ｐ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．
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表 ７　 各组大鼠目标象限路程比较（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ μｇ ／ μＬ
Ｄｏｓｅｓ ｎ 目标象限路程 ／ ｍｍ

Ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ／ ｍｍ
假手术组

Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ － ６ ４３８１ ６６ ± ７５４． １１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ２ １０ ３２１８ ９４ ± １００３． ８０∗

４ ８ ２６３６ ２２ ± １２４０． ０６∗

８ ７ ２９７１ １１ ± ７６９． ９５∗

注：ｖｓ 假手术组，∗Ｐ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ．

表 ８　 各组大鼠穿越平台次数比较（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ８　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ μｇ ／ μＬ
Ｄｏｓｅｓ ｎ 穿越平台次数 ／ 次

Ｎｏ． Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ
假手术组

Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ － ６ ６ ００ ± ０ ７１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ２ １０ ４ １０ ± ０ ７４∗

４ ８ ２ ８６ ± １ ２２∗＃

８ ７ ２ ４３ ± ０ ５４∗＃

注：ｖｓ 假手术组，∗Ｐ ＜ ０ ０５；ｖｓ ２ μｇ ／ μＬ 组，＃Ｐ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ． ＃Ｐ ＜ ０ ０５，ｖｓ． ｔｈｅ ２ μｇ ／ μＬ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

随着人口老龄化速度的加快，ＡＤ 的患病人数

逐年上升，其发病进程与临床症状给社会和家庭均

带来了极大的经济及救治负担。 因此，防治 ＡＤ 已

成为我国亟待解决的公共和卫生问题。 为了更好

的研究 ＡＤ 的发病机制和有效治疗药物的作用机

制，良好的模型制备是必不可少的。 虽然 ＡＤ 的发

病机制目前尚不明确，但 Ａβ 的聚集是 ＡＤ 发生和发

展的关键因素［６］。 脑内发挥毒性作用的 Ａβ 主要分

为 Ａβ１ － ４０和 Ａβ１ － ４２两种。 本研究中所用的 Ａβ２５ － ３５

为人 工 合 成， 但 代 表 了 体 内 蛋 白 酶 分 解 ＡＰＰ
（ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）产生 Ａβ 蛋白过程

中的最短 Ａβ 片段，且几乎与 Ａβ１ － ４２具有同等的毒

性作用［７］。 目前围绕 Ａβ 的毒性作用，转基因动物

模型是研究 ＡＤ 的热点，但同样也存在造模程序复

杂，制备费用昂贵和传代缺乏稳定性［８，９］ 的不足。
因而采用具有神经毒性的 Ａβ 片段注射到大鼠侧脑

室、基底核或海马等部位以模拟 ＡＤ 发病的动物模

型同样得到广泛应用。 本团队既往研究发现，采用

侧脑室注射 Ａβ２５ － ３５可造成大鼠学习记忆能力减退，
海马神经元丢失和突触超微结构损伤［１０， １１］，其中配

置合理浓度的注射用 Ａβ 是实验成功的先决条件。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫是目前公认的评价大鼠行为学的

方法。 该实验原理表明：大鼠可在短时间训练后出

于本能在水箱中搜寻到藏匿于水下的逃避平台。
利用水迷宫以外的结构线索找到平台所在位置的

过程，需要海马体主要负责学习和记忆存储。 整个

过程涉及到空间定位相关的视觉信息的收集，处理

加工再整理，记忆和取出等复杂环节。 该检测方法

主要用来考察大鼠的空间记忆、工作记忆和空间鉴

别能力。 针对水迷宫的统计方法一般多选用重复

测量方差分析，但是重复测量方差分析要求数据格

式比较严格，一般情况下，数据离散度较大，正态性

比较差，本次实验研究应用 ＧＥＥ（广义估计方程）统
计方法进行数据处理，ＧＥＥ 为半参数估计方法，适
用于存在缺失值且正态性差的数据，能够更好的评

估数据的 ｅｒｒｏｒ（标准误）和灵活的选取协方差结构，
因此本次数据分析选用 ＧＥＥ 进行分析。

本次实验研究结果表明：手术后各组间大鼠平

均游泳速度比较，组间无显著差异，说明注射对各

组间大鼠的体质无显著影响。 定位航行试验显示，
随着训练时间的延长，各组大鼠逃避潜伏期不断缩

短。 注射不同剂量 Ａβ２５ － ３５的大鼠逃避潜伏期时间

明显高于假手术组，且随着注射剂量的增加，逃避

潜伏期有明显的延长，其中 ４ μｇ ／ μＬ 组效果更为明

显。 目标象限活动时间和路程显示，与假手术组比

较，注射不同剂量 Ａβ２５ － ３５的大鼠目标象限活动时间
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和路程均显著减少。 空间探索试验发现，与假手术

组比较，注射不同剂量 Ａβ２５ － ３５的大鼠穿越平台次数

显著减少，且较 ２ μｇ ／ μＬ 组，４ μｇ ／ μＬ 和 ８ μｇ ／ μＬ 组

减少更为显著。 提示单侧侧脑室注射 Ａβ２５ － ３５ 能够

成功制备大鼠 ＡＤ 模型，综合上述实验结果并结合

模型的稳定性和死亡率考虑，注射 Ａβ２５ － ３５的推荐浓

度与体积为 ４ μｇ ／ μＬ 和 ５μＬ。
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