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%摘要&

!

目的
!

探讨神经胶质细胞对
,

.

淀粉样蛋白"

:

,

%诱导的阿尔茨海默病"

:5

%大鼠脑神经损伤的作用&方法
!

将雄性

b#+G?K

大鼠
1%

只!分为对照组和模型组!每组
$%

只$模型组双侧海马注射凝胶态
:

,

"

$%

!

H

%!对照组注射生理盐水$行水迷宫实

验$硫堇染色观察皮层神经元形态变化及数量$酶联免疫吸附试验"

=D̂9:

%法检测大鼠血清中肿瘤坏死因子
.

'

"

6C].

'

%'白细胞

介素
.$

,

"

D̂.$

,

%水平$免疫组化检测胶质细胞及神经胶质原纤维酸性蛋白质"
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%表达&结果
!

模型组大鼠水迷宫各项指标均

明显低于对照组"

!

$

%&%2

%$皮层神经元数量较对照组明显减少"

!

$

%&%$

%$血清中
6C].

'
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D̂.$

,

明显高于对照组"
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%&%2

%$海

马
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阳性细胞数明显多于对照组"
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%&结论
!

:

,

可激活胶质细胞及促炎因子释放!引起大鼠脑神经元损伤!导致大

鼠学习'记忆能力降低&
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阿尔茨海默病$
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%是一种以认知功能

障碍及记忆减退或缺失为主要特征的退行性病变'

$

(

)其发病

机制复杂#

,

.

淀粉样蛋白$

?L

8

M"#!

,

.
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K"GA#,

#

:

,

%作为
:5

发病

的始动因子现已得到公认'

1

(

)

:5

患者脑内持续存在慢性炎

性反应#参与炎性反应的细胞主要是神经胶质细胞'

'.2

(

)有研

究认为#长期使用非甾体类抗炎药可使
:5

的发病率降低'

)

(

#

支持炎性反应参与了
:5

的发病)本实验采用大鼠双侧海马

注射
:

,

的方法制作痴呆模型#观察
:

,

诱导的大鼠神经元损

伤及神经胶质细胞的变化#探讨神经胶质细胞在
:

,

引起神经

元损伤中的作用#为寻找
:5

治疗新的靶点提供实验依据)
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材料与方法

B&B

!

材料
!

实验动物!选择雄性
b#+G?K

大鼠
1%

只#

$%

)

$1

周#体质量$

1/%V1%

%

H

#

9>]

级#购自北京华阜康生物技术科技

有限公司$动物合格证号为
%1/('$%

%)实验试剂!

:

,

12

)

'2

购自

9#

H

L?

公司#高效液相色谱法$

4>D<

%检测纯度大于或等于

(-a

#

:

,

12

)

'2

$L

H

干粉溶于
2%%

!

D

无菌生理盐水$

1

H

"

D

%#

U

1%c

保存#临用前置于
'-c

温箱孵育
'

)

2!

成凝胶态)大鼠

血清肿瘤坏死因子
.

'

$

6C].

'

%$

EE:%%

%#白细胞介素
.$

,

$

D̂.

$

,

%$

E6:%%

%酶联免疫吸附试验$
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%试剂盒由
El5

研发

中心提供#通用型
9>

工作液
9>.(%%%

免疫组化试剂盒*山羊抗

兔神经胶质原纤维酸性蛋白质$

T]:>

%多抗$

T(1)(

%*山羊抗

兔
^

H

T

"辣根过氧化物酶标记$

e;1'%$

#

D"G

!

-''((

%购自北京中

杉金桥生物技术有限公司#其他试剂为分析纯)

B&C
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方法

))0$

重庆医学
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$$
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1%$'%''-

%&河北省教育厅重点资助课题$

e51%$'$%2$

%)

!

作者简介!狄婷婷$
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%#讲

师#硕士研究生#主要从事阿尔茨海默病发病机制研究)

!

#

!

通讯作者#
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B&C&B

!

实验动物分组及处理
!

将
1%

只大鼠分为模型组和对

照组#每组
$%

只)分笼饲养#自然光照#自由食水#标准饲料)

适应性饲养
-!

后#模型组大鼠双侧海马各注射
2

!

D

凝胶态

:

,

12

)

'2

$

$%

!

H

%#对照组大鼠双侧海马各注射
2

!

D%&(a

生理

盐水溶液)

$0!

后行
S"KK#+

水迷宫行为学实验#

1$!

后将大

鼠全部处死#心脏采血#大鼠脑组织固定#石蜡包埋)

B&C&C

!

动物痴呆模型制作
!

大鼠腹腔注射
0a

的水合氯醛溶

液$

$LD

"

$%%

H

%麻醉后#固定于脑立体定位仪上#参照大鼠脑

立体定位图谱#定位海马$

7#

@@

"J?L

@

Q+

%

<:$

区#按预试验确定

进针点进针!前囟后$

?,GAK"

@

"+GAK#"K

#

:>

%

'&2%LL

#中缝左或

右$

LA!#"M?GAK?M

#

SD

%

V1&%%LL

#颅骨硬脑膜平面向下$

!"K.

+"FA,GK?M

#

5d

%

1&-%LL

#微量注射器向双侧海马缓慢注入

:

,

12

)

'2

#留针
2L#,

#缓慢拔针#缝合伤口#术后给予青霉素
$%

万
B

"只#每天
$

次#共
'!

)

B&C&D

!

S"KK#+

水迷宫行为学实验
!

取高为
)%JL

的圆形不锈

钢水池#直径为
$1%JL

#将该水池等分为
0

个象限#在目标象

限的正中间放置一个高为
1'&2%JL

#直径为
$%&%%JL

的圆形

平台#水温为$

1$V$

%

c

&实验期间迷宫周围参照物不变#迷宫

上方安置摄像机#同步记录大鼠运动轨迹)实验前需让大鼠自

由游泳
1L#,

后#每天将大鼠从池壁
0

个象限点面向池壁放入

水中#测验
1

次#

)!

后撤去平台#观察大鼠在
1L#,

内通过平

台区的次数#并记录大鼠在平台象限内停留的时间及所游路程

等数据)

B&C&E

!

血清制备及指标检测
!

取
b#+G?K

大鼠#每组
$%

只#水

合氯醛麻醉后#心脏取血#室温下放置
'%L#,

#于
0c

#

0%%%K

"

L#,

离心
$%L#,

#取上清液#冻存于低温冰箱)应用
=D̂9:

检

测大鼠血清
6C].

'

*

D̂.$

,

水平#严格按照试剂盒说明书操作)

B&C&F

!

灌注取材
!

取血后#大鼠左心室快速灌注生理盐水

12%LD

#然后灌注含
0a

多聚甲醛的磷酸盐缓冲液$

>;9.6

%

12%LD

#先快后慢#

$7

后断头取脑#左右半脑各在海马注射部

位沿冠状面切开#

0a

多聚甲醛固定过夜#经脱水*透明*浸蜡#

将两块组织的切面朝下包埋#行冠状切片#片厚
2

!

L

#以备用

于染色和免疫组化)

B&C&N

!

硫堇尼氏体染色法
!

从石蜡标本连续切片中每间隔
0

张抽取一张#经二甲苯脱蜡#梯度乙醇水合#蒸馏水冲洗#

%&1a

硫堇
)%c

水浴
'%

)

)%L#,

#冷却后梯度乙醇脱水#二甲苯透

明#中性树胶封片)

B&C&O

!

细胞计数法
!

每组选取
'

只大鼠#每个标本选取大鼠

大脑皮层细胞损伤严重段
1

张切片#光镜下观察#每张随机抽

取大鼠大脑皮层切片的
1

个
0%%

倍视野#进行神经细胞计数)

B&C&T

!

免疫组织化学技术检测胶质细胞及
T]:>

表达
!

石

蜡切片#经二甲苯脱蜡#梯度乙醇水合#蒸馏水冲洗#

>;9

清洗

'

次&

'a

甲醇
.4

1

3

1

去除过氧化物酶&

(2c

水浴抗原修复
$%

)

$2L#,

#冷却后
>;9

清洗&

$%a

山羊血清封闭#

'-c$2L#,

&滴

加
T]:>

%

抗$

$i/%

%#

0c

过夜#

>;9

洗&滴加
+

抗
'-c

孵育

$2L#,

#

>;9

洗&滴加亲和素
!

生物素
!

过氧化物酶$

:;<

%复

合物#

'-c

孵育
$2L#,

#

>;9

洗&二氨基联苯胺$

5:;

%辣根过

氧化物酶显色&终止显色&苏木素复染&脱水#透明#封片#用

>;9

液代替
%

抗作为阴性对照)

T]:>

是胶质细胞特异性分

泌的一种酸性蛋白#切片中见到胶质细胞突起呈棕黄色为

T]:>

蛋白表达)

B&D

!

统计学处理
!

采用
9>99$-&%

软件进行统计学分析#计

量资料以
GV<

表示#组间比较用
6

检验#以
!

$

%&%2

为差异有

统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

两组大鼠水迷宫实验结果比较
!

水迷宫实验
)!

两组大

鼠各项指标比较#结果显示#对照组的大鼠
1L#,

内穿越平台

区域的次数*在平台象限停留的时间*在平台象限所游路程与

总路程比值#均明显高于模型组$

!

$

%&%2

%#见表
$

)

表
$

!!

水迷宫实验
)!

两组大鼠各项指标比较#

GV<

"

*W$%

$

组别 穿越平台数$次% 平台停留时间$

+

% 所游路程比值$

a

%

对照组
$'&%$V1&0$ 2(&%)V/&)- )1&1%V-&-%

模型组
2&1%V$&)/

?

')&21V0&12

?

0$&)%V0&'%

?

!!

?

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

C&C

!

:

,

对大鼠皮层神经元的影响
!

硫堇尼氏体染色#对照组

大鼠皮层神经元较多#神经元形态清晰*完整#核仁清晰#突起

明显#胶质细胞少&模型组大鼠皮层神经元少#突起减少*断裂#

细胞体不完整#局部区域神经元死亡$图
$

%#胶质细胞增多#可

见胶质细胞吞噬神经元现象)模型组皮层神经元$

$%2&/%V

$2&)$

%个明显少于对照组$

2$)&$(V)2&'1

%个#两组比较差异

有统计学意义$

!
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