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【摘 要】目的：探讨海马注射β-淀粉样肽（Aβ1-42）诱发阿尔茨海默病（AD）大鼠模型的病理学变化及氢质子磁共振波谱（1H

MRS）特性。 方法：健康SD大鼠40只，实验随机分为假伤组（Sham组）、阿尔茨海默病模型（AD组）。采用大鼠海马注射

Aβ1-42复制AD模型。苏木精-伊红染色法染色观察海马CA1区神经元形态，免疫化学染色观察Aβ的沉积，采用Morris水迷

宫法进行大鼠记忆功能的测定。1H MRS检测AD鼠脑中的N-乙酰天门冬氨酸（NAA）、胆碱（Cho）、肌酸（Cr）和乳酸（Lac）

水平。 结果：与Sham组比较，AD组游全程时间延长，错误次数增加，差异显著（均P<0.01）。与Sham组比较，AD组双侧

海马CA1区神经元数目减少，核固缩增加；且与注射对侧比较，Aβ1-42注射侧大鼠海马CA1区神经元数目显著减少，核固缩

显著增加。免疫化学染色Sham组呈阴性；AD组双侧抗Aβ1-42呈阳性，且与注射对侧比较，注射侧阳性显著增加。1H MRS

结果Sham组双侧半球无显著性差异。与Sham组比较，AD组双侧 1H MRS海马NAA/Cr明显降低、Cho/Cr增加、Lac/Cr

增加；在AD组，与注射对侧半球比较，注射侧半球海马NAA/Cr明显降低（P<0.05）、Cho/Cr显著增加（P<0.01）、Lac/Cr显

著增加（P<0.01）。 结论：Aβ1-42能引起大鼠海马CA1区神经元损伤，记忆功能下降，注射Aβ后4周NAA/Cr已有明显改变，

与免疫组化发现Aβ1-42表达增强结果一致，提示利用 1H MRS检测NAA/Cr改变，可能有助于AD早期临床诊断。
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Abstract: Objective To investigate the pathological changes and 1H-proton magnetic resonance spectroscopy (1H MRS) features

of experimental rat injected with Aβ1-42 in hippocampus to induce Alzheimer's disease (AD). Methods Forty healthy Sprague

Dawley (SD) rats were randomly divided into Sham group and AD group. The SD rats in AD group were injected with Aβ1-42 in

hippocampus to induce AD, while the SD rats in Sham group were injected with normal saline. The morphology of neurons in

hippocampus CA1 area was observed with hematoxylin-eosin (HE) staining; the deposition of Aβ was assessed by immunochemical

staining; the memory function was evaluated by Morris water maze. Herein, we used 1H MRS images to evaluate the levels of

NAA, Cho, Cr and Lac in the brains of AD rats. Results Compared with those in Sham group, the abilities of learning and memory

in AD group were reduced for the rats in AD group extended their time for swimming the whole process and increased the mistake

times (P<0.01). Under microscopy, AD group displayed obviously decreased number of neurons and higher karyopyknosis rate

in the hippocampus CA1 area as compared with Sham group. Within AD group, the number of neurons in the hippocampus CA1

area was significantly lower and karyopyknosis rate was higher in the injected lateral as compared with contra- lateral.

Immunohistochemical staining was negative for Aβ1-42 in Sham group, but positive in AD group. In AD group, the injected lateral

showed a higher positive rate of Aβ1-42 than the contralateral. 1H MRS revealed that no significant difference was found in the level

of compounds (NAA, Cho, Cr and Lac) between two laterals in Sham group. Compared with Sham group, AD group showed
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前 言

阿尔茨海默病（Alzheimer's Disease, AD）是老年

期痴呆常见的类型，严重影响老年人的生活质量［1］。至

今尚无活体诊断AD特异性的生物学工具，临床疑似

AD诊断主要依据神经病学表现、病史、体征，辅以神

经心理、智能量表或神经影像学等测评结果，要对患

者精准治疗，诊疗水平亟待提高［2-3］。

磁共振质子波谱技术（1H-proton Magnetic Reso-

nance Spectroscopy, 1H MRS）借助研究磁共振现象和

化学移位分析化合物代谢的技术。1H MRS可以实现

活体无创检测细胞水平代谢，研究代谢物的异常改

变［4-7］。1H MRS主要检测 3种化合物变化：N-乙酰天

门冬氨酸复合物（NAA）、胆碱复合物（Cho）和肌酸-

磷酸肌酸复合物（Cr）［8-11］。研究显示细胞外 β-淀粉

样肽（Aβ）的早期聚集引起轴突损害是导致AD病理

机制重要环节之一。本研究通过 Aβ注射海马建立

AD大鼠模型，观测AD大鼠模型脑区 1H MRS变化，

探讨AD大鼠脑代谢的变化规律，为临床诊疗提供依

据。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

选择经预先训练且已学会游迷宫（标准为逃避

潜伏期在 30 s以内）健康SD大鼠 40只，3~4月龄，雄

性，体质量200~250 g，由重庆医科大学实验动物中心

提供。实验分为假伤组（Sham 组）、AD 模型（AD

组），每组20只。实验采用Aβ1-42注射海马复制AD大

鼠老年痴呆模型。

1.2 制备模型的建立

大鼠用10%的水合氯醛（35 mg/kg）腹腔注射麻醉

后，将鼠头固定于立体定位仪上，手术切开头皮，充分

暴露前囟视野，参考《大鼠脑立体定位图谱》行注射目

标区域定位：在大鼠左侧海马区（以Bregma点为0点，

AP-3.0 mm, ML-2.0 mm, DV-2.9 mm），立体定位仪上将

微量注射器缓慢进针到定位区域，待大鼠平稳后缓慢

注入已处理呈凝聚态的Aβ1-42 5 μL，留针5 min，使Aβ1-42充

分弥散。再用微量进样器注射 5 μL生理盐水，留针

15 min后，缓慢撤针，缝合切口。Sham组注入等容积生

理盐水，注射时间及留针时间同上。注射完毕后，手术

部位涂碘伏，缝合头皮，术后7 d腹腔内注射给予青霉

素，每只4万U/d。分笼饲养。

1.3 行为学检测

大鼠记忆功能的测定采用 Morris 水迷宫法。

Morris 水迷宫（Morris Water Maze）购自中国医学科

学院，形状是不锈钢的圆桶形水池，直径 130 cm，高

50 cm。池壁4个入水点将水池等分为4个象限，任选

其中 1个象限，正中放置 1个直径 11 cm、高 29 cm的

平台。选用定位航行试验：时间4 d，上、下午各2次，

从4个入水点将大鼠面向池壁分别放入水中，记录其

逃避潜伏期（在 3 min内爬上平台的时间）。在术后

2、4周重新进行水迷宫实验，计算成绩。

1.4 大鼠海马的活体 1H MRS检查

GE Signa1.5T 超导型磁共振成像仪测定 AD 模

型大鼠海马的 1H MRS变化。采用MRS扫描仪系统

预设软件完成基线校准、信号平均、代谢物识别，自

动计算各代谢物波峰曲线下面积。处理工作站自动

生成以Cr为参照的各种代谢物信号强度的比值。

1.5 组织灌注和固定

在建立模型后不同观测时间点，以10%水合氯醛

麻醉大鼠，经升主动脉先后以 0.9%生理盐水 100 mL

冲洗 3次、随后用 0.1M PBS（pH, 7.4）4%多聚甲醛灌

注固定。解剖获取大脑，于 4 ℃ 4%多聚甲醛中后固

定 2 h，储存于 4 ℃ 30% 0.1 mol/L PBS 蔗糖溶液中，

直至组织下沉。

1.6 病理学观察

采用苏木精 -伊红染色法（Hematoxylin- eosin

staining, HE），简之，将标本切片、充分水洗（过夜）

后，行脱水、透明、石蜡包埋、切片和染色，封片，显微

镜下观察。

1.7 免疫荧光组化步骤

Aβ1-42兔多克隆抗体（Abcam公司，英国）、免疫组

织化学染色试剂盒购于博士德生物工程公司（武

a decrease in NAA/Cr, and increases in Cho/Cr and Lac/Cr. Within AD group, the comparison demonstrated that the injected

lateral had a decrease in NAA/Cr (P<0.05) and increases in Cho/Cr (P<0.01) and Lac/Cr (P<0.01). Conclusion Aβ1-42 could cause

significant injury to neurons in the hippocampus CA1 area in rats, resulting in reduced memory functions. The NAA/Cr changed

significantly at 4 weeks after the injection of Aβ1- 42, in accord with the changes in the expression of Aβ1- 42 found in

immunohistochemical staining, suggesting that detecting NAA/Cr changes by 1H MRS might be helpful for the early clinical

diagnosis of AD.

Keywords: Alzheimer's disease; amyloid-β; 1H-proton magnetic resonance spectroscopy
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汉）。按照染色试剂盒说明操作，滴加一抗工作液

（1:50），3,3'-二氨基联苯胺（DAB）显色，苏木素复染，

封片。显微镜下观察拍照。结果判定：背景无颜色，

胞浆内着棕黄色颗粒为阳性细胞。

1.8 统计学处理

实验结果均采用均数 ± 标准差表示。两样本均数

的比较采用独立样本的 t检验；所有数据均由SPSS15.0

软件计算完成。P<0.05代表差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1大鼠行为学变化

术前各组大鼠学习记忆能力基本一致。Sham组

各时间点大鼠学习记忆能力无明显差异。随时间的

推移，与Sham组比较，AD模型组的游全程时间逐渐

延长，注射 Aβ1- 42 后 2、4 周错误次数显著增加（P<

0.01）（表1）。

2.2 1H MRS改变

Sham 组双侧半球 1H MRS 结果无显著性差异。

与Sham组比较，AD模型组，双侧 1H MRS海马NAA/

Cr明显降低，提示海马注射Aβ1-42可能引起海马局部

神经元凋亡或变性；Cho/Cr增加提示海马注射Aβ1-42

可能引起海马局部有胶质增生、细胞增殖现象；Lac/

Cr增加提示海马注射Aβ1-42可能引起海马局部氧化性

损伤。在AD模型组，与注射对侧半球比较，注射侧

半球海马，NAA/Cr 明显降低（P<0.05）、Cho/Cr 显著

增加（P<0.01）、Lac/Cr显著增加（P<0.01）（表2）。

2.3 大鼠脑海马病理学改变

Sham组光镜下可见正常大鼠脑组织神经细胞形

态规则，胞浆丰富，嗜碱性，核圆形，核仁清晰可见，

双侧半球无显著性差异。AD模型组鼠海马可见大

量空泡样结构，神经元数目减少，核萎缩；与对侧半

球比较，Aβ1-42注射侧半球空泡样结构明显增多，核萎

缩数量增加，见图1。

Group

Sham

AD

Before injection

20.36±4.14

38.03±6.12**

Time after injection

2 weeks

21.54±4.26

45.62±9.34**

4 weeks

23.75±5.48

25.12±6.40

表1 老年性痴呆模型大鼠水迷宫学习成绩变化(n=20，x̄ ± s , s)
Tab.1 Score of Morris water maze for experimental rats injected

with Aβ1-42 in hippocampus(n=20,Mean±SD, s)

AD: Alzheimer's disease; **: Compared with Sham group, P<0.01

Group

Sham

AD

Contralateral

Injection side

Contralateral

Injection side

NAA/Cr

1.27±0.21

1.21±0.23

1.02±0.22

0.72±0.15*

Cho/Cr

1.68±0.34

1.57±0.26

2.45±0.52

3.32±0.47**

Lac/Cr

1.80±0.46

2.07±0.37

2.31±0.34

3.71±0.71*

表2 老年性痴呆模型大鼠 1H MRS 变化（n=20, x̄ ± s）
Tab.2 Changes of 1H MRS in experimental rats injected with Aβ1-42

in hippocampus (n=20,Mean±SD)

1H MRS: 1H-proton magnetic resonance spectroscopy; *, **: compared with

contralateral in AD group, P<0.05, P<0.01

a: Contralateral hemisphere b: Injected hemisphere

图1 注射Aβ1-42诱导老年性痴呆大鼠模型病理学变化（HE染色，×400）
Fig.1 Pathological changes in experimental rats injected with Aβ1-42 in hippocampus to induce AD

(HE staining, ×400)

2.4 大鼠脑海马Aβ1-42表达

Sham组抗体为Aβ1-42表达阴性（-）。AD模型组，

Aβ1-42注射后处理4周后，免疫组化结果显示双侧脑组

织Aβ1-42阳性表达，提示该区域有Aβ1-42（图2）；与未注

射侧比较（+），注射侧脑组织Aβ1-42阳性表达明显增强

（+++）（P<0.01）。
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3 讨 论

3.1 AD模型方法的评价

Aβ可能是AD形成和发展的关键因素之一。目

前较多科学家认同AD病理发生早期Aβ纤维在大脑

皮质的堆积导致AD其他的病理症状［1］。本实验经脑

立体定位仪向海马区注射凝聚态Aβ1-42，与Sham组比

较，海马内注射Aβ1-42的模型组大鼠在造模 2、4周后

行为学检查结果显示学会躲避电击所需次数明显增

多，提示其学习记忆能力下降。本实验在β1-42注射后

处理4周后，脑组织切片，免疫组化染色，结果显示注

射侧脑组织Aβ1-42阳性表达，提示该区域有Aβ1-42；与

未注射侧比较，注射侧脑组织 Aβ1- 42 阳性表达明显

增强。

3.2 1H MRS对AD诊断价值

MRS是利用核磁共振现象核化学位移进行化合

物分析的影像学技术［4-7］。不同化合物由于化学位移

的差别，测定其在MR波谱上共振峰的区别，共振核

的数目可以通过测定共振峰的面积，反映目标化合

物的浓度，可进行定量分析［8-10］。

NAA主要存在于神经元及其轴突内，可以反映

轴突致密性、代谢活跃程度，NAA水平的降低反映神

经元减少、轴突损伤；Cho分布在细胞膜上，与细胞膜

的合成和代谢有关，Cho 的升高反映神经细胞膜损

伤；Cr是能量代谢物质，特定个体Cr含量在不同代谢

条件较稳定。1H MRS检测大脑这几种物质在大脑内

的含量的代谢，可以间接反映大脑细胞病理生理特

性［13-16］。

本实验显示，与 Sham 组比较，AD 模型组，双

侧 1H MRS 海马 NAA/Cr 明显降低，提示海马注射

Aβ1-42可能引起海马局部神经元凋亡或变性；Cho/Cr

增加提示海马注射Aβ1-42可能引起海马局部有胶质增

生、细胞增殖现象；Lac/Cr增加提示海马注射Aβ1-42可

能引起海马局部氧化性损伤。在AD模型组，与注射

对侧半球比较，注射侧半球海马，NAA/Cr 明显降低

（P<0.05）、Cho/Cr 显著增加（P<0.01）、Lac/Cr 显著增

加（P<0.01）。

综上所述，注射 Aβ后 4 周 NAA/Cr 已有明显改

变，与免疫组化发现Aβ1-42表达增强结果一致，提示利

用 1H MRS检测NAA/Cr改变，可能有助于AD早期临

床诊断。

【参考文献】
［1］ SANABRIA-CASTRO A, ALVARADO-ECHEVERRÍA I, MONGE-

BONILLA C. Molecular pathogenesis of Alzheimer's disease: an

update［J］. Ann Neurosci, 2017, 24(1): 46-54.

［2］ ARVANITAKIS Z, CAPUANO A W, LEURGANS S E, et al. Relation

of cerebral vessel disease to Alzheimer's disease dementia and

cognitive function in elderly people: a cross-sectional study［J］. Lancet

Neurol, 2016, 15(9): 934-943.

［3］ WOLTERS F J, KOUDSTAAL P J, HOFMAN A, et al. Serum

apolipoprotein E is associated with long- term risk of Alzheimer's

disease: the rotterdam study［J］. Neurosci Lett, 2016, 617: 139-142.

［4］ TOSTO G, ZIMMERMAN M E, CARMICHAEL O T, et al. Predicting

aggressive decline in mild cognitive impairment: the importance of

white matter hyperintensities［J］. JAMA Neurol, 2014, 71(7): 872-877.

［5］ ZHANG W, WANG P J, LI M H, et al. 1H- MRS can monitor

metabolites changes of lateral intraventricular BDNF infusion into a

mouse model of Alzheimer's disease in vivo［J］. Neuroscience, 2013,

245: 40-49.

［6］ FAYED N, MODREGO P J, GARCÍA-MARTÍ G, et al. Magnetic

resonance spectroscopy and brain volumetry in mild cognitive

impairment. A prospective study［J］. Magn Reson Imaging, 2017, 38:

27-32.

［7］ LALANDE J, HALLEY H, BALAYSSAC S, et al. 1H NMR

metabolomic signatures in five brain regions of the AβPPswe Tg2576

mouse model of Alzheimer's disease at four ages［J］. J Alzheimers Dis,

2014, 39(1): 121-143.

［8］ GASPAROVIC C, PRESTOPNIK J, THOMPSON J, et al. 1H-MR

spectroscopy metabolite levels correlate with executive function in

vascular cognitive impairment［J］. J Neurol Neurosurg Psychiatry,

2013, 84(7): 715-721.

［9］ WATANABE T, SHIINO A, AKIGUCHI I. Hippocampal metabolites

图2 注射Aβ1-42诱导老年性痴呆大鼠模型脑抗Aβ1-42免疫组化变化（抗体为Aβ1-42抗体，DAB染色，×400）
Fig.2 Changes of Aβ1-42 expressing in experimental rats injected with Aβ1-42 in hippocampus to induce AD

(Immunohistochemical staining with antibody of Aβ1-42, DAB staining, ×400）

a: Contralateral hemisphere b: Injected hemisphere

中国医学物理学杂志 第34卷-- 1076



and memory performances in patients with amnestic mild cognitive

impairment and Alzheimer's disease［J］. Neurobiol Learn Mem, 2012,

97(3): 289-293.

［10］YANG D, XIE Z, STEPHENSON D, et al. Volumetric MRI and MRS

provide sensitive measures of Alzheimer's disease neuropathology in

inducible Tau transgenic mice (rTg4510)［J］. Neuroimage, 2011, 54

(4): 2652-2658.

［11］HARIS M, CAI K, SINGH A, et al. In vivo mapping of brain myo-

inositol［J］. Neuroimage, 2011, 54(3): 2079-2085.

［12］SHAFRIR Y, DURELL S, ARISPE N, et al. Models of membrane-

bound Alzheimer's Abeta peptide assemblies［J］. Proteins, 2010, 78

(16): 3473-3487.

［13］CHOI J K, CARRERAS I, DEDEOGLU A, et al. Detection of

increased scyllo-inositol in brain with magnetic resonance

spectroscopy after dietary supplementation in Alzheimer's disease

mouse models［J］. Neuropharmacology, 2010, 59(4-5): 353-357.

［14］LABAK M, FONIOK T, KIRK D, et al. Metabolic changes in rat brain

following intracerebroventricular injections of streptozotocin: a model

of sporadic Alzheimer's disease［J］. Acta Neurochir Suppl, 2010, 106:

177-181.

［15］GRIFFITH H R, STEWART C C, DEN HOLLANDER J A. Proton

magnetic resonance spectroscopy in dementias and mild cognitive

impairment［J］. Int Rev Neurobiol, 2009, 84: 105-131.

［16］JESSEN F, GÜR O, BLOCK W, et al. A multicenter 1H-MRS study of

the medial temporal lobe in AD and MCI［J］. Neurology, 2009, 72(20):

1735-1740.

（编辑：薛泽玲）

第10期 林富春,等.阿尔茨海默病大鼠氢质子磁共振波谱研究 -- 1077


