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APPswe小鼠茁淀粉样斑块与胶质细胞激活相关性研究 *
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摘要 目的：通过检测阿尔茨海默病（Alzheimer's Disease，AD）APPswe转基因小鼠前额叶皮质（prefrontal cortex, PFC）中 茁-淀粉样
蛋白（茁-amyloid, A茁）与胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein, GFAP)和离子钙结合衔接分子 1（Ionized calcium binding

adaptor molecule-1，Iba-1）的表达相关性，进一步明确 AD中 茁淀粉样斑块在神经胶质细胞激活中的重要作用。方法：选取 9只 12

月龄 APPswe AD小鼠，使用免疫组织化学法检测 PFC中 A茁、GFAP以及 Iba-1表达，并分析 A茁与 GFAP和 Iba-1水平的相关

性；使用免疫荧光双标法分别评价不同大小 A茁斑块分别与 GFAP和 Iba-1的共染情况。结果：免疫组织化学结果显示，AD小鼠

前额叶皮质中 A茁水平高，则 GFAP和 Iba-1信号水平也较高；反之，A茁水平低，GFAP和 Iba-1的表达水平也较低。Pearson相关

性分析结果表明 A茁水平与 GFAP（R=0.6677，P<0.05）和 Iba-1（R=0.8257，P<0.05）的水平呈正相关，且与 GFAP相比，Iba-1显示出

与 A茁水平更高的表达相关性。与免疫组织化学结果一致，免疫荧光双标法结果亦表明小鼠 PFC中较大的 A茁斑块所在区域
GFAP或 Iba-1荧光信号强度及范围亦大于较小的 A茁斑块所在区域 GFAP或 Iba-1荧光信号强度。结论：AD小鼠前额叶皮质中

A茁水平与 GFAP和 Iba-1的表达量呈正相关，表明 A茁形成在神经胶质细胞的激活中发挥重要作用。
关键词：阿尔兹海默症；APPswe小鼠；茁淀粉样斑块；神经炎症；GFAP；Iba-1
中图分类号：R749.16；R741.02 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2021）15-2819-04

Correlation Study on the Roles of Glial Cell Activation in APPswe Mice*

To verify the relationship between 茁-amyloid (A茁) plaques and glial cell activation by testing the correla-
tion between A茁 and glial fibrillary acidic protein (GFAP) or ionized calcium binding adaptor molecule-1 (Iba-1) in the prefrontal cortex

(PFC) of an Alzheimer's Disease (AD）APPswe mouse model. Nine 12-month-old APPswe AD mice were included. The ex-

pression of A茁, GFAP, and Iba-1 in the PFC was detected by immunohistochemistry, and the correlation of A茁 with either GFAP

or Iba-1 level was analyzed. The co-existence of different sized A茁 plaques with either GFAP or Iba-1 was detected by double-im-

munofluorescence labeling assay. Immunohistochemical results showed that higher levels of A茁 in the PFC of AD mice were as-

sociated with higher levels of GFAP and Iba-1. On the contrary, lower levels of A茁 were associated with lower levels of GFAP and Iba-1

expression. Pearson correlation analysis showed that A茁 level was positively correlated with that of GFAP (R=0.6677, P<0.05) and Iba-1
(R=0.8257, P<0.05), respectively. Immunofluorescence double labeling results also demonstrated that the region with large sized A茁
plaques showed a higher fluorescence signal intensity of both GFAP and Iba-1 in the PFC of AD mice when compared to that with small

sized A茁 plaques. The level of A茁 was positively correlated with those of GFAP and Iba-1 in the PFC of AD mice, suggest-

ing that A茁 formation plays an important role in neuroinflammation induced by the activation of glial cells.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's Disease，AD）又称老年痴呆症，

是一种不可逆的进行性中枢神经系统（central nervous system,

CNS）退行性疾病，死亡率随年龄增长而急剧增加，预计到 2050

年，全球患病人数将达到 1.315亿[1,2]。AD的典型病理学特征主

要包括神经元外茁-淀粉样蛋白斑块沉积、神经元内 tau蛋白的

过度磷酸化产生的神经纤维缠结以及神经元丢失并伴随胶质

细胞激活[3-5]。AD的临床治疗以对症治疗为主，常用的 AD治疗

药物主要包括两类：一类是胆碱酯酶抑制剂，如多奈哌齐、加兰

他敏。这类药物通过抑制乙酰胆碱酯酶而增加中枢神经系统的

乙酰胆碱浓度和活性；另一类是兴奋性氨基酸受体拮抗剂，如
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盐酸美金刚，主要用于治疗中重度 AD患者[6-8]。

神经胶质细胞作为间质细胞分布于神经元之间，在中枢神

经系统含量丰富，与神经元共同参与机体内 CNS的分布与调

节，对神经网络发育起着至关重要的作用。星形胶质细胞和小

胶质细胞是神经系统内最主要的两类神经胶质细胞，均可参与

神经系统的调节反应，其增生激活与多种神经系统疾病的发生

和发展密切相关[9-12]。研究表明,胶质纤维酸性蛋白(glial fibril-

lary acidic protein, GFAP) 可作为星形胶质细胞增生的标志物，

而离子钙结合衔接分子 1（Ionized calcium binding adaptor

molecule-1，Iba-1）可作为小胶质细胞激活的标志物，且 GFAP

和 Iba-1的表达水平均直接与 AD的恶化程度密切相关[13,14]。基

于此，本文具体探讨 AD小鼠前额叶皮质中 A茁水平与 GFAP

以及 Iba-1的相关性，为 AD发生过程中，神经胶质细胞激活机

制及相关治疗研究提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料和仪器

兔抗 APP多克隆抗体、兔抗 GFAP多克隆抗体、水溶性封

片剂（武汉博士德生物有限公司），兔抗 Iba-1多克隆抗体（Pro-

teintech中国公司）；6E10小鼠抗 APP单克隆抗体（美国 Biole-

gend 公司）；DylightTM488 标记驴抗小鼠抗体、DylightTM594

标记驴抗兔抗体（美国 Jackson ImmunoResearch Laboratories公

司）；AEC显色液、磷酸盐缓冲液（PBS）、柠檬酸盐缓冲液、通用

二步法试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；异氟烷（艾

斯美 Baxter Healthcare Corporation of Puerto Rico 公司）；Pro-

long Gold抗荧光淬灭剂（含 DAPI）（美国 Life Technologies公

司）；通用型抗体稀释液（新赛美生物科技有限公司）；Feica颗

粒状石蜡（苏州蚂蚁淘生物科技有限公司）；乙醇、二甲苯（汕头

西陇化工股份有限公司）；博冠生物电子显微镜（广州 BOSMA

企业有限公司）；F1000激光共聚焦显微镜（日本 OLYMPUS光

学公司）；水浴锅（郑州南北仪器设备有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 实验动物 实验小鼠为 APPswe 转基因 12 月龄的小

鼠，由汕头大学医学院神经科学中心提供。所有小鼠饲养于汕

头大学医学院实验动物中心，饲养条件为：温度 18～25 ℃，12

h:12 h昼夜交替，自由摄食与饮水。小鼠实验操作遵循汕头大

学医学院动物伦理委员会相关规定（实验动物许可号：SYXK

（粤）2017-0079)。

1.2.2 小鼠脑石蜡标本制作 取 12月龄的 APPswe转基因小

鼠 9只，分别放入加有异氟烷的麻醉盒中，待其进入麻醉状态

后，断头，剪开颅骨，剥开脑膜，并取出大脑组织，放入 4％多聚

甲醛中充分固定 7天。7天后将脑组织移入 PBS溶液中浸泡 3

天，充分置换多聚甲醛后，使用 70％~100％酒精梯度脱水后将

组织置于二甲苯溶液 2次，之后行浸蜡和包埋。使用石蜡切片

机行前额叶组织 4 滋m厚度石蜡切片，并固定于载玻片上，用于
后续形态学实验研究。

1.2.3 免疫组织化学染色 将石蜡切片置于 60℃烤片机烤片

45 min，二甲苯脱蜡，用 100％~65％酒精梯度水化。抗原修复液

（柠檬酸盐缓冲液）置于 99℃水浴锅中预热 15 min，再将水化

后石蜡切片置于修复液中，抗原修复 40 min后自然冷却至室

温。加入 0.3％过氧化氢酶阻断剂于脑组织切片，室温孵育 10min，

再用通用型抗体稀释液封闭 10 min，分别滴加按 1: 200稀释的

兔抗 APP多克隆抗体、兔抗 GFAP多克隆抗体、兔抗 Iba-1多

克隆抗体，并放入湿盒于 4℃孵育过夜。弃掉一抗，滴加反应增

强剂室温孵育 1 h后，滴加增强酶标记山羊抗小鼠 /兔 IgG聚

合物室温孵育 3 h。使用 AEC显色液显色，并使用水溶性封片

剂封片、静置，24 h后于可见光显微镜下观察拍照。使用 Image

J软件（美国国立卫生研究院），通过密度测量，对每个分子的染

色强度进行量化。

1.2.4 免疫荧光化学染色 将石蜡切片脱蜡、水化、抗原修复

后（方法同 1.2.3），滴加通用型抗体稀释液封闭 30 min，分别滴

加小鼠抗 APP/兔抗 GFAP和小鼠抗 APP/兔抗 Iba-1 抗体混

合液进行荧光双标染色，4℃孵育过夜。避光滴加驴抗小鼠（1:

500）和驴抗兔（1:500）抗体混合液并孵育 2 h。滴加含有 DAPI

的 pro-long Gold抗荧光淬灭封片剂并封片，室温避光放置 24 h

后使用激光共聚焦显微镜进行拍照。

1.3 统计学分析

使用 Graphpad Prism 8进行数据处理和编辑。采用 SPSS

25.0软件通过 Pearson相关性分析分析，评价 AD小鼠 PFC中

A茁水平与 GFAP和 Iba-1相关性。P<0.05表示相关性具有显
著性。

2 结果

2.1 A茁斑块大小与胶质细胞标志物表达水平的相关性
免疫组织化学结果显示，12周龄 APPswe 小鼠 PFC 中可

见大量多个散在分布的 A茁淀粉样斑块，同一脑区亦可见散在
分布强弱不等的 GFAP和 Iba-1阳性信号（图 1（A））。PFC中

A茁水平高，则 GFAP和 Iba-1信号水平也较高；反之，A茁水平
低，GFAP和 Iba-1的表达水平则较低（图 1（A））。Pearson相关

性分析结果表明 A茁 水平与 GFAP（r=0.6677，P<0.05）和 Iba-1

（r=0.8257，P<0.05）的表达量呈显著正相关，且与 GFAP相比，I-

ba-1显示出与 A茁水平具有更高的相关性 （图 1（B）和图 1

（C））。

2.2 A茁与胶质细胞标记物共表达分析
免疫荧光双标分析结果显示，AD小鼠前额叶皮质中，A茁

大斑块（LP）所在区域 GFAP荧光信号较强，面积较大，而 A茁
小斑块（SP）所在区域 GFAP 荧光信号较低，面积较小（图 2

（A））。A茁/Iba-1免疫荧光双标分析结果显示，AD小鼠前额叶
皮质中，A茁大斑块（LP）所在区域 Iba-1荧光信号较强，范围较

大，而 A茁小斑块（SP）所在区域 Iba-1荧光信号较低，范围较小

（图 2（B））。

3 讨论

A茁是由 茁-分泌酶和 酌-分泌酶依次裂解神经元 茁-淀粉
样前体蛋白而形成的由 40-42个氨基酸组成的多肽。AD病理

条件下，过量的 A茁聚集并形成低聚物，在大脑中沉积并形成
斑块，可通过神经毒性作用参与 AD发生发展过程。A茁的沉积
不仅与神经元的退行性病变有关，而且可激活一系列病理事

件，包括星型胶质细胞和小胶质细胞的激活等[15-17]。本研究结果

显示 AD小鼠前额叶皮质中都有不同程度的 A茁斑块聚集，随
着 A茁斑块大小变化，GFAP和 Iba-1也随之变化。通常在正常

生理情况下，GFAP和 Iba-1在大脑内表达量较低，而在 AD病
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理状态下随着 A茁斑块的形成与扩大，GFAP和 Iba-1表达量也

随之上调。这些结果表明，A茁表达水平高低与神经胶质细胞激
活程度关系密切。

星形胶质细胞是 CNS中主要细胞之一，具有建立和维护

血脑屏障、调节神经元周围的离子微环境、参与神经元功能调

节等功能。 GFAP是一种含多种亚型的中间丝蛋白家族，是反

图 1-A 各组小鼠前额叶皮质组织病理切片免疫组织化学染色分析结果（400 × ）；图 1-B A茁与 GFAP相关性分析结果；图 1-C A茁与 Iba-1相关性

分析结果。

Fig.1-A Immunohistochemical staining of A茁, GFAP, and Iba-1 in the PFC of each APPswe mouse ( 400 × ); Fig.1-B Correlation analysis of A茁 and
GFAP ; Fig.1-C Correlation analysis of A茁 and Iba-1.

图 2 AD小鼠前额叶皮质 A茁与 GFAP和 Iba-1免疫荧光共定位表达分析结果（LP:大斑块(large plaque)；SP:小斑块（small plaque））标尺:50 滋m.
Fig.2 Double-immunofluorescence labeling of A茁 with eotjer GFAP or Iba-1 in the PFC of APPswe mice ( LP: large plaque; SP: small plaque ) Scale bar,

50 滋m.
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应性星形胶质细胞瘤的典型标记物。生理条件下，GFAP在细

胞内或细胞外可自发降解；病理条件下，星形胶质细胞反应性

增生，GFAP表达水平增高[18-21]。Iba-1是一种反映小胶质运动和

迁移的细胞质蛋白，特异性表达于小胶质细胞。小胶质细胞分

布于大脑和脊髓胶质中，在正常情况下参与大脑内环境稳态维

持。神经系统功能紊乱可导致小胶质细胞激活，持续释放一系

列炎症介质，导致氧化应激反应，转变为吞噬细胞，发挥清除坏

死神经元等作用[22-24]。本研究结果显示 A茁与 GFAP和 Iba-1均

存在显著相关性，且 Iba-1与 A茁相关性高于 GFAP，表明小胶

质细胞在 A茁斑块诱导的炎症反应中发挥较为重要的作用，并
可能一定程度上参与星形胶质细胞反应性增生。

研究表明 A茁可作用于小胶质细胞表面受体，而针对相关
信号通路的靶向治疗可能通过影响早期小胶质细胞激活或者

调节小胶质细胞表型的改变减少 AD相关炎症反应[25]。目前，

具有神经保护作用的 Iba-1阳性小胶质细胞的表型形成机制尚

未完全明确，未来可在明确表型的基础上，积极开展新型药物

研发。此外，Regen等[26]发现二甲胺四环素等化合物可通过不同

靶向影响小胶质细胞极化而成为治疗 AD的新药。这些化合物

可通过改变早期信号靶点影响小胶质细胞极化，延缓 AD炎症

的产生[27]。此外，活化的星形胶质细胞也可通过释放肽聚糖等

微生物中保守的小分子基序和细胞炎症因子，如 TNF-琢等，促
进血脑屏障修复，使炎症消退，从而发挥抗炎作用[28]。如何在

AD早期出现症状时利用星形胶质细胞的保护作用，同时在合

适的时间抑制其活性，这是未来 AD治疗中需要解决的一个重

要问题。

本研究发现表明 AD小鼠前额叶皮质 A茁水平与小胶质
细胞激活和星形胶质细胞反应性增生高度相关，提示通过抑制

A茁形成改善 PFC脑组织神经炎症反应，有利于进一步缓解

AD症状，可能为 AD的临床治疗和药物研发提供一定参考。
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