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·专题笔谈·

老年性痴呆动物模型的制作与选择

罗焕敏翁文

阿尔茨海默病(Alzheimer’S disease，AD)，又

称老年性痴呆，是一种以进行性痴呆(记忆减退、认

知障碍以及人格改变)为临床特征，以大脑皮质和海

马区域出现细胞外老年斑(senile plaque，SP)、细胞

内神经原纤维缠结(neurofibrillary tangle，NFT)和

营养不良性轴突的改变为病理特征的神经变性疾

病。AD动物模型就是在实验动物身上模拟AD患

者脑组织的病理变化和行为异常，这是研究AD发

病机制的重要手段，也可为试验和判断治疗AD的

药物和疗法提供试验对象。尽管完全理想的AD动

物模型目前尚不存在，但随着神经生物学和分子生

物学的进步，许多AD动物模型相继被制作，并在研

究中得到广泛的应用，这些模型为理解AD的病理

机制和试验新的药物发挥了重要作用。

现有的AD动物模型是根据不同实验目的所设

计的，大多是只能模拟AD的某些病变或症状，本文

参考有关文献对AD动物模型的制作与选择作一简

要综述。

1 以衰老为基础的AD动物模型

AD发生于老年人，衰老是AD肯定的危险因

素。目前研究认为衰老可能与氧自由基对细胞的损

害有关，也有人认为可能是由于细胞线粒体功能障

碍引起能量障碍所致，还有人认为是由于与某个控

制衰老的基因作用有关。此类模型就是以衰老作为

AD发病基础，通过各种方法促进动物的衰老(包括

自然衰老)来达到制作AD动物模型的目的。

1．1 自然衰老认知障碍AD动物模型 AD是一

个与年龄相关的疾病，衰老因素在AD发病过程中

扮演着重要角色，衰老所特有的病理生理变化及其

它病变的影响，是用年轻动物制作的动物模型所不

能替代的。近年来比较流行的模型之一是用老年的

灵长类(猕猴、恒猴、罗猴)或鼠类，通过行为筛选的
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方式，选择带有认知和记忆严重缺失的个体，它们的

行为损害与老年人和AD患者的认知损害相类似，

同时还可出现某些相应的脑组织病理改变[1]。该模

型的特点是自然衰老，其神经系统的损害亦属自然

发生，多用于中药治疗AD的筛选和疗效评价以及

研究AD的病理生理学特征等方面。

1．2 快速老化小鼠(senescence accelerated mouse，

SAM)模型 竹田俊男[2]通过对AKR／J自然变异

小鼠进行近交延代培养得到一种自然快速老化小

鼠，该家族诸多品系中的SAM P／8和SAM P／10

表现出明显的学习记忆功能减退，处于一种低紧张、

低恐怖的痴呆状态。

1．3口半乳糖诱导的亚急性衰老模型 D一半乳糖

损害模型是由我国学者首先提出的，动物表现出学

习记忆力下降，行动迟缓，毛发稀疏等老化征象。皮

质神经元中细胞器减少，线粒体膨胀呈空泡样变性，

粗面内质网脱颗粒，蛋白质合成减少，神经元丢失，

这与老年动物的表现一致[3]。

通过模拟衰老过程而得到的动物模型比较真实

地再现了AD病理改变，与AD有一定的相似性。

但衰老只是AD发病的危险因素，AD是在衰老的

基础上发生的病理改变，不同于正常的生理衰老过

程，故衰老动物模型不能真正代替AD模型。

2 以胆碱能学说为基础的AD动物模型

现已确认胆碱能系统的活性与人的学习记忆与

认知活动过程密切相关。基底前脑胆碱能神经元、海

马和皮层及它们之间的通路，是学习记忆功能的重要

结构基础。AD患者基底前脑胆碱能神经元大量损

伤或死亡、突触前乙酰胆碱的合成、胆碱乙酰转移酶

的活性以及对胆碱的摄取能力都明显下降，这些变化

的程度与患者认知功能损害的程度呈正相关n]。因

此认为脑内胆碱能神经系统的退化是AD学习记忆

功能减退的主要原因之一，逐渐形成了AD发病的胆

碱能学说。以这个学说为基础，人们采用各种方法来

破坏动物大脑的胆碱能系统的功能，促使其发生学习

记忆障碍而达到制作AD动物模型的目的。
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该类模型是建立在“AD认知障碍的胆碱能假

说”的基础上，主要着眼于模拟AD的认知缺失和前

脑胆碱能系统损害。根据损害方式的不同，这一类模

型又可分为以下3种模型。

2．1 穹窿海马伞损害模型 通过对动物进行手

术，参照动物脑立体定位图谱，外科手术切断海马穹

窿伞。手术后动物出现了学习和记忆功能障碍，但

病理上未出现SP和NFT，且这种方法损毁范围较

大，目前已基本不采用口朋。

2．2鹅膏簟氨酸(ibotenic acid，IBO)损害模型

IB0是一种谷氨酸受体激动剂，具有强烈的神经兴奋

毒性作用，通过与神经元胞体或树突上的NMDA受

体相结合导致神经元中毒性损伤而溃变。基于基底

前脑神经元丢失在衰老和AD有关的认知缺失中的

重要作用，以谷氨酸类似物微量注射到基底前脑导致

其神经元溃变和认知缺陷，在大鼠和猴都已被模拟。

制作AD模型最常用的谷氨酸类似物主要有海仁酸

(kalnic acid，KA)、IBO和使君子氨酸(quisqualic acid，

QA)。其中以IBO为首选，尽管IBO和QA都能造成

基底前脑胆碱能神经元溃变，但只有IBO能恒定地损

害动物与学习记忆有关的行为。基底前脑细胞对

KA的敏感性较低，故用量较大，易引起动物死亡，并

往往在导致基底前脑细胞损害的同时引起其它部位

神经元(如海马锥体细胞)的死亡[7'8]。

动物经戊巴比妥钠腹腔麻醉后，固定于脑立体

定位仪，参照立体定位坐标，耳杆+0．2，中线t,bo．3，

颅骨下7．0推进微注射针，每点注射IBO 0．5肛l，注

射时间持续2～3min，留针5min，以防扩散。动物

存活1周后以相同座标行对侧损害注射。

2．3免疫毒素切除基底前脑胆碱能细胞模型 免

疫毒素(immunotoxin)1 92一IgG-Saporin(1 92一IgG-

SAP)能够选择性地破坏基底前脑的胆碱能细胞，而

留下基底前脑的其它化学属性的细胞成分，如生长

抑素、神经肽Y和促生长激素神经肽等神经元。

192一IgG能够被胆碱能神经元选择性地摄取，进入

细胞后，皂素(saporin，SAP)逃漏出细胞的内化池，

通过破坏蛋白合成酶系统杀死胆碱能细胞[9’10|。

大鼠腹腔注射戊巴比妥钠麻醉后，固定于脑立

体定位仪上，门齿线在耳杆水平下3．3mm，行双侧

侧脑室注射192一IgG-SAP，每侧ltd。免疫组化染色

表明脑室注射192一IgG-SAP后第5天内侧隔核胆

碱乙酰转移酶阳性细胞绝大多数丢失。行为测试显

示经192一IgG-SAP处理的大鼠学习记忆能力受到

明显损害。

这一类模型主要用于：(1)研究前脑胆碱能系统

选择性损害与AD的记忆减退和认识障碍等临床症

状的关系和机制；(2)拟胆碱药物治疗AD的药物筛

选、疗效评价和作用机制的研究；(3)胚胎基底前脑

胆碱能细胞脑内移植治疗AD的实验研究；(4)神经

营养因子如神经生长因子(nerve growth factor，

NGF)等脑室投递治疗AD的研究以及NGF或其

它神经营养因子基因修饰细胞脑内移植对AD进行

基因治疗的研究等。

胆碱能损害模型的3种损害方式在用于上述不

同研究目的时其作用又有所不同。实验时应根据需

要选择。比如，研究NGF或转基因细胞对AD的治

疗应选择隔一海马切断模型。因为该模型前脑胆碱

能神经元胞体尚存，NGF可以促进其修复、轴突再

生或抽芽。如果研究胆碱神经元选择性损害与AD

认知障碍的关系则应选择免疫毒素切除模型较理

想，因为这样可以排除其它化学属性神经元损害对

结果的干扰。

3 以AD发病的遗传学为基础的转基因动物模型

3．1 转APP基因动物模型 该类模型是建立在

APP基因突变导致Ap沉积是AD病理改变的中心

环节的学说的基础上。用实验的方法将外源性

APP基因(野生或突变型)导入，使其在染色体基因

组中稳定整合、表达，并遗传给后代。动物过多地表

达APP基因或其突变基因产物，引起Ap的沉积和

相关的病理损害或临床症状。转基因的方法能够直

接试验是否野生型或突变型的APP，或者Ap包含

片段的过度表达为AD的病因，近年来这一领域的

研究非常活跃。

现有的模型大多数是将不同结构的APP基因转

移到受精卵，但真正理想的转基因模型尚不多见。

Games等口门报道了APP突变体(Val71_7一Phe)转基因

小鼠，显示了老年斑、Ap沉积等AD的病理改变，该

模型认知能力尚不清楚。转基因鼠(JU)表达人野生

型APP751，显示了空间记忆的损害，但只有4％的转

基因鼠饲养到12个月以上才出现了邸的沉积，且
邻沉积的量很少，不能被刚果红染色u 2|。最近
Hsiao等[130报道用人的APP595基因进行转染，该

APP595是来自瑞士一个家族性AD，将突变基因的

DNA插入到金黄地鼠的prion蛋白质粒载体，结果

T92576鼠饲养到14个月时出现了空间学习和记忆

的损害，同时A1340表达量较Tg-鼠高出4倍，大量邸
阳性斑在脑组织内沉积。提示这一转基因AD模型
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在很大的程度上模拟了AD的临床症状和病理改变。

APP的表达和代谢型异常是AD发病的中心环

节，该类模型主要用于研究：(1)是否APP(野生或突

变)或者含Ap片段基因的过度表达与AD的病理改

变有关；(2)AD患者APP或即异常表达的分子机
制；(3)AD时APP或Ap的代谢发生了什么变化及其

与老年斑形成的关系；(4)试验新的AD治疗药物。

3．2 转Tau基因动物模型 目前已发现17号染

色体相联帕金森综合征额颞叶痴呆(frototemporal

dementia with parkinsonism linked to chromosome

17，FTDP一17)相联的Tau基因3个突变位点

P301L、V337M和G272V，将人类FTDP一17突变

Tau基因导入小鼠中，进行表达制作转基因小鼠。

Lewis等口41将Tau突变和APP突变的基因转录到

小鼠中，其后代为双重转基因鼠(JNPL3)，该小鼠到

10月龄大时，90％的小鼠产生了运动和行为学紊

乱，边缘叶和嗅皮质区出现NFT的病理改变。

4以]hu蛋白的过度磷酸化为特征的AD动物模型

AD的另一主要脑病理改变NFT是AD患者

神经元变性的基础，其数量与AD临床痴呆程度呈

正相关。因此，对NFT干预显得尤为重要。而

NFT的主要成分是异常、过度磷酸化的Tau蛋白

聚集形成的双螺旋丝，国内外学者普遍公认，骨架

Tau蛋白的异常、过度磷酸化是NFT形成的关键

步骤。过度磷酸化Tau蛋白的聚集不仅以缠结的

形式存在，它也是神经毡纤丝和老年斑中的营养不

良突起的主要成分。有关神经元细胞骨架蛋白发生

过磷酸化的机制十分复杂，目前研究认为蛋白激酶

(催化磷酸化反应，如GSK一3，CDK5和MAPK等)

与磷酸酯酶(催化去磷酸化反应，如PPl，PP2A，

PP2B等)的相对活性失衡，是造成骨架蛋白磷酸化

的主要原因。因此，以蛋白激酶激动剂和(或)磷酸

酯酶抑制剂为工具药，都可以在体诱导Tau蛋白的

异常、过度磷酸化，从不同的角度探讨在此过程中的

细胞病理改变与动物学习、记忆的联系。

4．1 冈田酸(okadaie acid，OA)慢性损害模型

OA是一种磷酸酯酶抑制剂，通过微渗透泵输送到

侧脑室，持续6周后，大鼠脑的纹状体、海马和皮质

等部位出现高度磷酸化Tau蛋白免疫阳性神经元、

APP免疫阳性星形胶质细胞和Ap免疫阳性斑块，

并伴有工作记忆和参考记忆的损害口引。

由于OA对蛋白磷酸酯酶1A和2A的抑制作用

和提高PKC的活性，并能同时复制出AD的二大分

子标志有关的病理改变——老年斑和NFT，该模型

具有明显的优势，主要适用于：(1)研究AD发病的病

理机制，A|3和Tau蛋白代谢异常与AD病理的关系，

以及AB和Tau在AD病变中的相互作用；(2)从另一

角度验证现有AD治疗方法和药物的疗效。

4．2 Wortmannin和GF-109203X联用损害模型

王建枝[161同时在大鼠侧脑室或双侧海马注射

wortmannin(磷脂酰肌醇3激酶抑制剂)和GF-

109203X(蛋白激酶C抑制剂)，大鼠出现明显行为

学障碍，即水迷宫测试潜伏期明显延长。酶活性检

测结果显示手术48h后，与对照组相比，模型组大鼠

海马GSK一3酶活性增加到原来的3．7倍；免疫印迹

和免疫组化结果显示手术48h后，与对照组相比，模

型组大鼠Tau蛋白Serl98／Serl99／Ser202和

Ser396／404位点磷酸化明显增强，并出现NFT样

病理变化；而骨架蛋白Tau的这些特殊位点的磷酸

化程度与动物的学习、记忆障碍正相关，即Tau蛋

白过度磷酸化程度越高，大鼠学习记忆能力越差。

该类模型可用于筛选针对蛋白激酶过度激活引发的

Tau蛋白AD样异常过度磷酸化、NFT样病理变化

及学习、记忆障碍的AD治疗药物，还可用于研究蛋

白激酶和AD发病机制之间的内在关系。

5与糖尿病相关的AD动物模型

2型糖尿病是一种以胰岛素抵抗为病理基础，

以高血糖、高胰岛素血症为特征的常见的内分泌代

谢病。目前研究结果认为，胰岛素信号系统功能低

下时，会导致下游途径中磷脂酰肌醇一3激酶下降，

从而导致Tau蛋白磷酸化的主要糖原合成激酶

GSK一3活性增高[I卜19J。而Tau蛋白的过度磷酸化

被认为是AD形成和发展的关键因素。Tau蛋白的

磷酸化受蛋白激酶和蛋白磷酸酯酶的调节，许多蛋

白激酶，如GSK一3、周期蛋白依赖性激酶(cyclin—de—

pendent kinases，CDK)及丝裂原激活蛋白激酶

(mitogen activated protein kinases，MAPK)都能促

使Tau蛋白磷酸化阳⋯。

杨雁等L2u选取成年SD雄性大鼠，通过高脂高

糖高蛋白饮食2个月制作胰岛素抵抗模型，随机选

取一半注射链脲霉素(streptozotocin，STZ)造成2

型糖尿病模型。蛋白质印迹检测结果表明，糖尿病

模型(T2DM)组及肥胖模型(OB)组中Tau蛋白在

位点Serl99、Thr212、Thr217及Ser396上的磷酸

化程度显著高于对照组；T2DM与OB组大鼠海马

神经细胞表面胰岛素受体a亚基表达无差异，而p
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亚基的表达较对照组有显著下降。T2DM组及OB

组大鼠海马GSK一3活性显著高于对照组。

STZ在脑内可以阻断胰岛素受体自身磷酸化和

内在的酪氨酸激酶活性，导致胰岛素信号传导障碍。

Lannert等口2]证实ST2侧脑室注射可以引起大鼠脑

持久的葡萄糖代谢紊乱和能量生成障碍伴海马乙酰

胆碱转移酶活性降低和氧化应激反应以及学习和记

忆障碍。而葡萄糖代谢紊乱和能量生成减少与淀粉

样蛋白沉积以及Tau蛋白过度磷酸化密切相关。

Lester-Coll等[2胡选用3d龄的大鼠，于前囟后

2．0ram，中线旁1trim处双侧注射STZ，注射后的7、

14、21d处死大鼠。STZ组与对照组的血糖水平、胰

腺结构和胰岛素免疫反应相似，但脑的体积缩小，脑

的重量减轻。蛋白质印迹分析表明，STZ组与对照

组相比，p53、GFAP、GSK一3、磷酸化的Tau蛋白、

Ap蛋白和泛素水平增高。出现了细胞丢失、神经胶

质增生。实时定量RT—PCR研究结果表明脑内注

射STZ明显降低了与神经元、小突胶质细胞和胆碱

乙酰转移酶相关基因的表达；增加了编码GFAP、小

胶质细胞特异性蛋白、乙酰胆碱酯酶、Tau和APP

蛋白基因的表达。

6多重复制AD模型

多重复制AD模型是在现有模型的基础上，利用

综合两种或两种以上模型方法获得的一种复合模型。

这类模型可以综合获得各种已有模型特点，符合AD

的多因素发病机制。目前已有的动物模型有，将

Acl40和小剂量的IBO共同注入大鼠海马。2周后，

Y，迷宫测试结果表明大鼠的学习记忆能力明显下降；

神经化学变化有：海马线粒体的膜流动性降低，SOD

活性下降，MDA含量上升[2引。罗焕敏等[25]选用

NIH小鼠，腹腔注射D半乳糖120mg／kg和亚硝酸

钠90mg／kg。每天1次，连续60d，制备老年痴呆动物

模型。模型组小鼠出现触须脱落，大脑皮层出现类老

年斑病理改变，海马和大脑皮层神经元变性坏死。模

型组小鼠的逃避潜伏期明显增加，即出现明显行为学

障碍。罗焕敏等[26矧采用n半乳糖和A1C1。合并制

备AD模型，模型组小鼠出现了胆碱能神经元及其他

神经元不同程度的丢失，学习记忆能力减退，脑组织

出现Ap沉积并有类SP和NFT形成，成功地模拟了

AD的发病及病理特征。该方法造模简单，造价低廉，

适合大规模药物筛选。

7其它AD动物模型

其它AD动物模型尚有老年动物慢性脑缺血痴

呆模型、铝中毒模型和持续光照模型。慢性缺血痴

呆模型是通过结扎老年大鼠的双侧颈总动脉和一侧

椎动脉或者一侧锁骨下动脉，造成老年脑的长期供

血不足和相应的脑损害，这些脑损害与AD的临床

表现和病理改变有一定相似性[2引。

持续光照模型是通过将大鼠置于持续光强度为

10～10001x的光照环境中，光照环境中的时间为1

～10周。结果显示，延长大鼠生活环境中光照时

间，大鼠出现明显行为学障碍，即水迷宫测试潜伏期

明显延长，并伴有神经内分泌激素的紊乱如血液中

褪黑素含量下降等；与对照组相比，模型组大鼠海马

和皮质中AB42、AI]40的含量明显增多。酶活性检

测结果显示，与对照组相比，模型组大鼠海马和皮质

蛋白激酶活性升高、磷酸酯酶活性下降。免疫组化

和免疫印迹结果显示，模型组大鼠Tau蛋白

Serl98／Serl99／Ser202和Ser396／404、Ser214、

Ser262位点磷酸化明显增强。病理学检测结果显

示大鼠脑组织神经原纤维增粗，密度加大，出现部分

交联，呈现NFT的初始特征。该类模型可用于研

究在AD发病早期或过程中可能的机制以及其之间

的内在联系，具体内容包括A8增多及聚集、Tau蛋

白AD样异常过度磷酸化、NFT样病理变化、蛋白

激酶与磷酸酯酶的相对活性失衡及行为异常等，并

可用于筛选治疗AD药物、评价治疗AD方法以及

研究AD发病机制的非损伤性大鼠动物模型的构建

方法‘2引。

综上所述，目前建立AD模型的方法很多，但尚

无理想的、能准确全面地模拟出AD主要病理、生化

及行为等全部特征的动物模型。如何在一个模型上

体现出AD典型特征，对于AD根本病因的研究和

治疗措施的完善将起到决定性作用。随着对AD病

因和发病机制研究的深入和相关知识的积累，相信

更加完善的AD动物模型一定会出现，届时人们将

能够筛选得到具有良好开发前景的AD治疗药物及

探索出治疗AD更加有效的方法。总之，良好的

AD动物模型最终将使AD的研究进入一个崭新的

时代，它将大大地加速AD临床治疗的进程。
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