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糖化 β淀粉样蛋白对阿尔茨海默病样大鼠认知功能的影响

夏天光，刁云锋，毕　莹，张　健，陈江龙，董化江，董月青
（武警后勤学院附属医院脑创伤与神经疾病研究所，天津　３００１６２）

摘要：　目的　探讨糖化β淀粉样蛋白（ＡβＡＧＥ）对阿尔茨海默病样大鼠认知功能的影响。方法　将 β淀粉样
蛋白（Ａβ）与甲基乙二醛于３７℃下温育１个月合成ＡβＡＧＥ。将４０只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为 Ａβ组、Ａβ＋小
鼠单克隆高级糖化终产物受体抗体（ＡｎｔｉＲＡＧＥ）组、ＡβＡＧＥ组、ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组，每组１０只。行立体定向左
侧侧脑室注射制备阿尔茨海默病样模型，其中 Ａβ组大鼠给予 Ａβ５μｇ，Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠给予 Ａβ５μｇ和
ＲＡＧＥ抗体 ＡｎｔｉＲＡＧＥ５０μｇ，ＡβＡＧＥ组大鼠给予ＡβＡＧＥ５μｇ，ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠给予ＡβＡＧＥ５μｇ和
ＡｎｔｉＲＡＧＥ５０μｇ。注射后第２～７天进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，记录大鼠寻找隐匿平台的潜伏期；注射后第９天，记录
各组大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠海马组织中高级糖化终产物受体（ＲＡＧＥ）
蛋白的表达，免疫组织化学染色法检测各组大鼠大脑皮层中ＲＡＧＥ的表达。结果　在注射后第２天，各组大鼠潜伏期
比较差异无统计学意义（Ｆ＝３．７６７，Ｐ＞０．０５）。注射后第３～７天，各组大鼠潜伏期比较差异均有统计学意义（Ｆ＝
９１６７、２５０５０、５６．９８０、６２．３８０、１２２２００，Ｐ＜０．０５）；ＡβＡＧＥ组大鼠潜伏期显著长于 Ａβ组（Ｐ＜０．０５），Ａβ＋Ａｎｔｉ
ＲＡＧＥ组大鼠潜伏期显著短于 Ａβ组（Ｐ＜０．０５），ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠潜伏期显著短于 ＡβＡＧＥ组（Ｐ＜
００５）。注射后第９天，各组大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间比较差异有统计学意义（Ｆ＝１２．９３０、１３．５６０，Ｐ＜
００５）；ＡβＡＧＥ组大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间显著短于Ａβ组（Ｐ＜０．０５），Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠穿越平
台次数和目标象限停留时间显著长于Ａβ组（Ｐ＜０．０５），ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠穿越平台次数和目标象限停留
时间显著长于ＡβＡＧＥ组（Ｐ＜０．０５）。注射后第９天，各组大鼠海马组织中 ＲＡＧＥ蛋白相对表达量比较差异有统计
学意义（Ｆ＝８６２６，Ｐ＜０．０５）；ＡβＡＧＥ组大鼠海马组织中 ＲＡＧＥ蛋白相对表达量显著高于 Ａβ组（Ｐ＜０．０５），Ａβ＋
ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠海马组织中ＲＡＧＥ蛋白相对表达量与 Ａβ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＡβＡＧＥ＋Ａｎｔｉ
ＲＡＧＥ组大鼠海马组织中 ＲＡＧＥ蛋白相对表达量显著低于 ＡβＡＧＥ组（Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学染色结果显示，各
组大鼠大脑皮层中ＲＡＧＥ阳性细胞数比较差异有统计学意义（Ｆ＝７６．３７０、Ｐ＜０．０１）；ＡβＡＧＥ组大鼠大脑皮层中
ＲＡＧＥ阳性细胞数显著高于Ａβ组（Ｐ＜０．０１），Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠皮层中ＲＡＧＥ阳性细胞数显著低于Ａβ组（Ｐ＜
０．０１）；ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠皮层中ＲＡＧＥ阳性细胞数显著低于ＡβＡＧＥ组（Ｐ＜０．０１）。结论　ＡβＡＧＥ可能
通过激活ＲＡＧＥ信号转导通路介导加重ＡＤ样大鼠的认知功能障碍，ＡβＡＧＥ和ＲＡＧＥ可能成为治疗ＡＤ的新靶点。
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ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍａｎｄｔｈｅｔｉｍｅｓｔａｙｅｄｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｏｆｒａｔｓｉｎＡβＡＧＥｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＡβｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｉｎｔｈｅＡβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥｇｒｏｕｐｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍｗａｓｍｏｒｅａｎｄ
ｔｈｅｔｉｍｅｓｔａｙｅｄｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｏｆｒａｔｓｗａｓｌｏｇｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＡβｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｉｎｔｈｅＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ
ｇｒｏｕｐｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍｗａｓｍｏｒｅａｎｄｔｈｅｔｉｍｅｓｔａｙｅｄｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｏｆｒａｔｓｗａｓｌｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎ
ｔｈｅＡβＡＧＥｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＧＥｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆ
ｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓｏｎｔｈｅｎｉｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（Ｆ＝８．６２６，Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＧＥｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡβＡＧＥｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡβｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＧＥｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＡβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥｇｒｏｕｐａｎｄＡβｇｒｏｕｐ
（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＧＥｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡβＡＧＥｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＲＡＧＥｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝７６．３７０，Ｐ＜
００１）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＲＡＧＥｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡβＡＧＥｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｒｅｔｈａｎｔｈａｔ
ｉｎｔｈｅＡβｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＲＡＧＥｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡβｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＲＡＧＥｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡβ
ＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡβＡＧＥｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡβＡＧＥｍａｙ
ａｇｇｒａｖａｔｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＡＤｌｉｋｅｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｎｇＲＡＧＥｐａｔｈｗａｙ．ＴｈｅＡβＡＧＥａｎｄＲＡＧＥｍａｙｂｅｎｅｗ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓｆｏｒＡＤ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ；βａｍｙｌｏｉｄ；ｇｌｙｃａｔｉｏｎ；ｒｅｃｅｐｔｏｒｏｆａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
能导致认知能力严重下降的神经退行性疾病［１］，其

主要表现为渐进性记忆障碍、认知功能障碍、人格改

变及语言障碍等神经精神症状。β淀粉样蛋白（β
ａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）是导致ＡＤ的关键因素，常以单
体、可溶性或不溶性寡聚体及不溶性淀粉样纤维等

形式存在，其聚集体具有明显的神经毒性，可在 ＡＤ
患者大脑神经细胞间形成老年斑，诱发神经元变性

与凋亡。糖化 β淀粉样蛋白（ｇｌｙｃａｔｅｄβａｍｙｌｏｉｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡβＡＧＥ）是一种高级糖化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ），其是以 Ａβ为底物的
蛋白质氨基与还原糖及其衍生物的羰基在无酶条件

下发生一系列糖化反应而产生的一种不溶于水、不

被降解的交联体。ＡＧＥｓ通过 ＡＧＥｓ受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）与神经元
发生作用，可诱导神经元的氧化应激，促使相关细胞

因子和 Ａβ的释放。Ａβ是 ＲＡＧＥ的一种配体，

ＲＡＧＥ可促进Ａβ生成，在Ａβ介导的神经细胞毒性
中起重要作用［５］。研究显示，ＡβＡＧＥ可进一步促
进Ａβ聚积，且有更强的神经细胞毒性，在 ＡＤ发病
过程中的致病性强于Ａβ［２３］。本课题组既往研究表
明，Ａβ在体内外均能形成 ＡβＡＧＥ，且在体外 Ａβ
ＡＧＥ会加剧 Ａβ诱导的神经细胞毒性［４］，但在体实

验中，ＡβＡＧＥ对 ＡＤ样大鼠行为学改变及其作用
机制尚不清楚。本研究旨在观察 ＡβＡＧＥ对 ＡＤ样
大鼠认知功能的影响，并探讨 ＲＡＧＥ介导的信号转
导通路在ＡβＡＧＥ对ＡＤ样大鼠认知功能影响中的
作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康无特定病原体级成年Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ雄性大鼠４０只，体质量 ２８０～３２０ｇ，由解放
军军事医学科学院提供，动物许可证号：００４７１２６。
１．２　主要试剂与仪器　小鼠单克隆 ＲＡＧＥ抗体
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（ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｍｏｕｓｅ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡｎｔｉＲＡＧＥ）、小鼠单克隆β肌动
蛋白抗体（ｂｅｔａａｃｔｉｎｍｏｕｓｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，Ａｎｔｉ
βａｃｔｉｎ）（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），人β淀粉样蛋白１４２
（ａｍｙｌｏｉｄβ１４２，Ａβ１４２）、甲基乙二醛（ｍｅｔｈｙｌｇｌｙｏｘａｌ，
ＭＧ）（美国Ｓｉｇｍａ公司），辣根过氧化物酶标记的山羊
抗小鼠二抗（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司），聚丙烯酰胺凝胶电泳
蛋白上样缓冲液、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，
ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒、电化学发光（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉ
ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）液（上海碧云天生物技术研究
所），二氨基联苯胺 （ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色试
剂盒、牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）（中
国北京索莱宝科技有限公司）；ＤＭＳ２型Ｍｏｒｒｉｓ水迷
宫测试系统（海欣曼科教设备有限公司）。

１．３　ＡβＡＧＥ的制备　无菌条件下取１ｇ·Ｌ－１的
Ａβ１４２０．５ｍＬ置于ＥＰ管中，加入０．５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１的

ＭＧ缓冲液０．５ｍＬ，在３７℃孵育箱温育１个月，将混
合液移入透析袋，扎紧透析袋并置入 １ｍＬ的
０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ 磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓｏｌａｔｉｏｎ，ＰＢＳ）中，于 ４℃冰箱内进行转动透析，持续
４８ｈ，每 ４ｈ更换１次 ＰＢＳ，除去 ＭＧ，成功制备Ａβ
ＡＧＥ。将透析完毕的ＡβＡＧＥ混合液于超净台滤过除
菌，ＥＰ管分装，密封，－２０℃储存。
１．４　动物分组与模型制备　将４０只大鼠随机分为
Ａβ组、Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组、ＡβＡＧＥ组、ＡβＡＧＥ＋
ＡｎｔｉＲＡＧＥ组，每组１０只。根据ＣＨＥＮ等［６］文献方

法制备大鼠 ＡＤ样模型。各组大鼠按 ６ｍＬ·ｋｇ－１

的剂量给予６０ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔内注射麻醉，将
大鼠固定于立体定向仪器上，选取前囟后１．０ｍｍ、
中线旁开１．５ｍｍ、深度３．８ｍｍ的位置，行左侧侧
脑室注射，将相应的试剂溶于０．０１ｍＬ３０ｇ·Ｌ－１的
ＢＳＡ中，１次性注入左侧侧脑室，其中 Ａβ组大鼠给
予Ａβ５μｇ，Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠给予 Ａβ５μｇ
和ＲＡＧＥ抗体 ＡｎｔｉＲＡＧＥ５０μｇ，ＡβＡＧＥ组大鼠给
予ＡβＡＧＥ５μｇ，ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠给予
ＡβＡＧＥ５μｇ和ＡｎｔｉＲＡＧＥ５０μｇ。
１．５　各组大鼠空间学习记忆能力检测　采用
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验观察各组大鼠空间学习记忆能
力，包括潜伏期（即大鼠从入水至找到平台所用的

时间）、目标象限停留时间和穿越平台次数等。在

立体定向注射后第２～７天，每只大鼠每天在第 ＩＩＩ
象限训练１次，每次游泳的时间限为６０ｓ，大鼠爬上
平台后，让其在平台上停留１０ｓ；如在６０ｓ内未找到
平台者，系统自动停止记录，潜伏期记为 ６０ｓ，由测
试者引导大鼠至平台，使其休息３０ｓ；连续训练６ｄ，
每日进行４次，记录大鼠寻找隐匿平台的潜伏期。
立体定向注射后第９天移去水下平台，让大鼠自由

游泳６０ｓ寻找平台，记录大鼠在目标象限停留时间
和穿越平台次数（即穿越平台所在区域的次数）。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠海马组织中
ＲＡＧＥ的表达　注射后第 ９天，水迷宫实验结束
后，每组取５只大鼠断头取脑，冰上分离海马组织，
取适量海马组织放入预冷裂解液（裂解液成分：三

羟甲基氨基甲烷盐酸盐 ０．０１０ｍｏｌ·Ｌ－１，氟化钠
００５０ｍｏｌ·Ｌ－１，正钒酸钠０．００１ｍｏｌ·Ｌ－１，乙二胺
四乙酸０．００１ｍｏｌ·Ｌ－１，甲脒０．００１ｍｏｌ·Ｌ－１，苯基
甲基磺酰氟０．００１ｍｏｌ·Ｌ－１，０．００１ｍｏｌ·Ｌ－１丝氨
酸蛋白酶抑制剂，基础溶剂为双蒸水）中，加入研磨

珠，用组织研磨仪研磨６０ｓ，冰上裂解 ３０ｍｉｎ，４℃
１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清液，加入聚丙烯酰胺
凝胶电泳蛋白上样缓冲液制备大鼠脑组织蛋白样

本。根据ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明书检测样品中
蛋白浓度。聚丙烯酰胺凝胶电泳：８０Ｖ电泳
３０ｍｉｎ，之后１２０Ｖ电泳５０ｍｉｎ，３００ｍＡ转膜９０ｍｉｎ，
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液洗膜２ｍｉｎ，体积分数５０ｇ·Ｌ－１

ＢＣＡ封闭，室温摇床１ｈ，ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液洗膜 ３
次，每次８ｍｉｎ，分别加入一抗 ＲＡＧＥ和 Ａｎｔｉβａｃｔｉｎ
进行孵育，其中 ＲＡＧＥ和 Ａｎｔｉβａｃｔｉｎ稀释比例为
１１０００，４℃过夜，次日洗膜３次，３７℃ 辣根过氧化
物酶标记的山羊抗小鼠二抗（１５０００）孵育１ｈ，洗
膜３次，采用ＥＣＬ液进行显色，胶片曝光，定影，显影，
使用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对蛋白条带进行灰度值分析，
灰度值高则表明蛋白表达量多。

１．７　免疫组织化学染色法检测各组大鼠大脑皮层
中ＲＡＧＥ蛋白表达　注射后第９天，水迷宫实验结
束后，每组取５只大鼠，按６ｍＬ·ｋｇ－１的剂量给予
６０ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔内注射麻醉，经心脏先灌注
１００ｍＬ生理盐水，然后灌注４０ｇ·Ｌ－１的多聚甲醛
溶液４００ｍＬ，取大鼠大脑组织置于 ４０ｇ·Ｌ－１的多
聚甲醛溶液２０ｍＬ中固定２４ｈ。采用震荡切片机行
大脑组织连续切片，制备海马组织的冠状切片，厚度

为２０μｍ。每只大鼠选取 ３～５个连续切片，采用
ＲＡＧＥ抗体进行免疫组织化学染色：取固定好的大
脑震荡切片用 ０．０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＰＢＳ震洗３次，每
次５ｍｉｎ；然后滴加体积分数３ｇ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２缓冲
溶液以消除内源性过氧化物酶，室温放置１５ｍｉｎ，用
０．０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＰＢＳ震洗３次，每次５ｍｉｎ；加入
５０ｇ·Ｌ－１ＢＳＡ封闭６０ｍｉｎ；加入一抗 ＲＡＧＥ（１
１０００）４℃过夜；次日加入辣根过氧化物酶标记的
二抗３７℃ 孵育１ｈ，并用 ＤＡＢ显色 ２ｍｉｎ，中性树
胶封片，随机选取２组大鼠大脑皮层切片各３张，置
于倒置显微镜下，每张切片计数５个视野，采用 ＩＰＰ
６．０软件计算大鼠大脑皮层 ＲＡＧＥ阳性表达细胞
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数，细胞核呈现棕黄色细颗粒状物质沉积则为

ＲＡＧＥ表达阳性。
１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用最小

显著差异法ｔ检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　４组大鼠潜伏期比较　结果见表１。在注射后

第２天，各组大鼠潜伏期比较差异无统计学意义
（Ｆ＝３．７６７，Ｐ＞０．０５）。注射后第３～７天，各组大
鼠潜伏期比较差异均有统计学意义（Ｆ＝９．１６７、
２５０５０、５６．９８０、６２．３８０、１２２．２００，Ｐ＜０．０５）；Ａβ
ＡＧＥ组大鼠潜伏期显著长于 Ａβ组，Ａβ＋Ａｎｔｉ
ＲＡＧＥ组大鼠潜伏期显著短于 Ａβ组，ＡβＡＧＥ＋
ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠潜伏期显著短于 ＡβＡＧＥ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　４组大鼠潜伏期比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
潜伏期／ｓ

第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
Ａβ组 １０ ５９．９６±１．０５ ４９．３７±１．６８ ３２．１０±３．０５ ３３．１３±３．５０ ２０．８０±２．７１ ９．７３±１．６２
ＡβＡＧＥ组 １０ ６０．０７±１．２１ ５７．８３±３．２５ａ ４２．２７±１．１０ａ ４２．５３±４．４２ａ ３４．５７±１．４０ｂａ ２９．７７±２．６６ａ

Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组 １０ ５９．００±１．７３ ４４．６７±２．５２ａ ２３．００±３．４６ａ ２２．３０±２．５２ａ １４．３２±３．０５ａ ５．３４±２．３１ａ

ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组 １０ ６０．０７±１．９３ ５１．７７±１．８６ｂ ３６．８３±２．２５ｂ ３３．３０±１．２６ｂ ２６．０３±１．６５ｂ １７．５７±１．６９ｂ

Ｆ ３．７６７ ９．１６７ ２５．０５０ ５６．９８０ ６２．３８０ １２２．２００
Ｐ ０．０６０ ０．０１０ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与Ａβ组比较ａＰ＜０．０５；与ＡβＡＧＥ组比较ｂＰ＜０．０５。

２．２　４组大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间
比较　结果见表２。在立体定向注射后第９天，各
组大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间比较差异

均有统计学意义（Ｆ＝１２．９３０、１３．５６０，Ｐ＜０．０５）。
ＡβＡＧＥ组大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间
显著小于 Ａβ组，Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠穿越平台
次数和目标象限停留时间显著大于 Ａβ组，Ａβ
ＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠穿越平台次数和目标象限
停留时间显著大于 ＡβＡＧＥ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。
表２　４组大鼠穿越平台次数、目标象限停留时间比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍ
ａｎｄｔｈｅｔｉｍｅｓｔａｙｅｄｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇ
ｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 穿越平台次数 目标象限停留时间／ｓ

Ａβ组 １０ ３．６０±０．４６ ２９．３３±２．５２

ＡβＡＧＥ组 １０ １．９９±０．１１ａ １９．１７±０．７６ａ

Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组 １０ ４．２３±０．７１ａ ３１．６７±３．０６ａ

ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组 １０ ３．２３±０．２５ｂ ２６．８３±２．２５ｂ

Ｆ １２．９３０ １３．５６０
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与Ａβ组比较ａＰ＜０．０５；与ＡβＡＧＥ组比较ｂＰ＜０．０５。

２．３　４组大鼠海马组织中 ＲＡＧＥ蛋白表达比较　
结果见图 １和图 ２。注射后第 ９天，Ａβ组、Ａβ＋
ＡｎｔｉＲＡＧＥ组、ＡβＡＧＥ组、ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ
组大鼠海马组织中 ＲＡＧＥ蛋白相对表达量分别为
０．５６±０．０３、０．４７±０．０８、０．７７±０．１１、０．４８±０．０７，
各组大鼠海马组织中 ＲＡＧＥ蛋白相对表达量比较
差异有统计学意义（Ｆ＝８．６２６，Ｐ＜００５）；其中Ａβ

ＡＧＥ组大鼠海马组织中ＲＡＧＥ蛋白相对表达量显著
高于Ａβ组（Ｐ＜０．０５），Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠海马
组织中ＲＡＧＥ蛋白相对表达量与 Ａβ组比较差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）；ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大
鼠海马组织中ＲＡＧＥ蛋白相对表达量显著低于Ａβ
ＡＧＥ组（Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学染色结果显示，
Ａβ组、Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组、ＡβＡＧＥ组、ＡβＡＧＥ＋
ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠大脑皮层中ＲＡＧＥ阳性细胞数分
别为（２５．１０±０．１５）、（１７２３±２．２５）、（３８．１７±
２１６）、（２３．１６±１．２０）个·ｃｍ２，各组大鼠大脑皮层
中ＲＡＧＥ阳性细胞数比较差异有统计学意义（Ｆ＝
７６３７０，Ｐ＜０．０１）；ＡβＡＧＥ组大鼠大脑皮层中
ＲＡＧＥ阳性细胞数显著高于 Ａβ组（Ｐ＜０．０１），
Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠皮层中 ＲＡＧＥ阳性细胞数
显著低于 Ａβ组（Ｐ＜０．０１）；ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ
组大鼠皮层中ＲＡＧＥ阳性细胞数显著低于 ＡβＡＧＥ
组（Ｐ＜０．０１）。

Ａ：Ａβ组；Ｂ：ＡβＡＧＥ组；Ｃ：Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组；Ｄ：ＡβＡＧＥ＋Ａｎｔｉ

ＲＡＧＥ组。

图１　各组大鼠海马组织中ＲＡＧＥ表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＧＥｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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Ａ：Ａβ组；Ｂ：ＡβＡＧＥ组；Ｃ：Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组；Ｄ：ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组。
图２　各组大鼠大脑皮层中ＲＡＧＥ阳性表达情况（免疫组织化学染色，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＧＥｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

３　讨论

ＡＤ是一种以进行性认知功能障碍为主要临床
表现的神经退行性病变，其主要病理学特征是位于

细胞内的神经纤维缠结和位于细胞外的老年斑。前

者主要由过度磷酸化的 ｔａｕ蛋白聚积而成，后者的
主要成分是Ａβ［７］。大脑中葡萄糖代谢严重紊乱与
ＡＤ的发展密切相关［８９］，其会导致体内大量 ＡＧＥｓ
的形成和积聚，而 ＡＧＥｓ已被证明与 ＡＤ的发生密
切相关［１０１１］。ＡＧＥｓ的产生是一种涉及细胞内外环
境的复杂的非酶促阶梯式反应过程［１０］。在葡萄糖

代谢和氧化应激过程中，ＡＧＥｓ的水平会显著提高，
ＡＧＥｓ会导致许多活性羰基化合物的形成，而这些
羰基化合物又可与蛋白质反应形成 ＡＧＥｓ。ＡＤ患
者或动物模型体内的ＡＧＥｓ水平明显升高。体外研
究显示，ＡＧＥｓ修饰增加淀粉样蛋白的错误折叠［２］。

在体研究表明，ＡＧＥｓ与 ＡＤ病理性蛋白 Ａβ是共定
位的［１２］。以上研究提示，ＡＧＥ修饰的蛋白质可能与
ＡＤ的病理和发病机制有关。本课题组以往研究表
明，ＡβＡＧＥ可加重 Ａβ介导的体外培养海马神经
元的神经毒性［１３］，但其作用和潜在的体内机制仍有

待进一步研究。为验证ＡβＡＧＥ对 ＡＤ样大鼠认知
功能的影响，本研究将ＡβＡＧＥ注入大鼠侧脑室，通
过Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测发现，与 Ａβ组相比，Ａβ
ＡＧＥ能显著延长大鼠寻找隐匿平台的潜伏期，减少
穿越平台次数和目标象限停留时间，表明 ＡβＡＧＥ
可加重ＡＤ样大鼠认知功能障碍。

ＲＡＧＥ是免疫球蛋白家族中的一个多配体受
体，可与ＡＧＥｓ和Ａβ结合。研究表明，ＲＡＧＥ在Ａβ
介导的细胞功能紊乱中起重要作用［１４］。当 Ａβ在
ＡＤ患者脑中累积时，ＲＡＧＥ表达水平增加，这种机
制可能加重 ＲＡＧＥ与配体相互作用所引起的细胞
功能障碍［１５］。之前本课题组观察到 ＲＡＧＥ参与了
ＡβＡＧＥ对体外培养的神经元的损伤作用［１３］，但尚

不清楚ＲＡＧＥ是否参与在体实验中ＡβＡＧＥ诱导的
ＡＤ样认知功能障碍。本研究通过观察 ＲＡＧＥ是否

参与 ＡβＡＧＥ对 ＡＤ样大鼠认知功能的影响，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现，ＡβＡＧＥ组大鼠海马组织中
ＲＡＧＥ蛋白表达水平与 Ａβ组比较明显增高，Ａβ
ＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠海马组织中ＲＡＧＥ蛋白相
对表达量显著低于ＡβＡＧＥ组。免疫组织化学染色
结果同样显示，ＡβＡＧＥ组大鼠大脑皮层中 ＲＡＧＥ
阳性细胞数显著高于 Ａβ组，Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大
鼠大脑皮层中 ＲＡＧＥ阳性细胞数显著低于 Ａβ组；
ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠大脑皮层中 ＲＡＧＥ阳
性细胞数显著低于 ＡβＡＧＥ组，提示 ＲＡＧＥ参与了
ＡβＡＧＥ诱导的认知功能障碍这一过程。

细胞内的ＡＧＥｓ可能是直接通过交联作用对蛋
白产生影响，而细胞外的 ＡＧＥｓ可能是通过与其受
体相结合将信号传入细胞内而影响细胞内蛋白表

达。有证据表明，ＲＡＧＥ表达的增加可使其诱导更
为严重的细胞功能紊乱［１６］。为了探讨 ＲＡＧＥ介导
的通路是否与 ＡβＡＧＥ的作用相关，本研究使用
ＲＡＧＥ抗体阻断 ＲＡＧＥ信号转导通路，结果观察到
立体定向注射后第３～７天，Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大
鼠寻找隐匿平台的潜伏期显著短于 Ａβ组，
ＡβＡＧＥ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠寻找隐匿平台的潜伏
期同样显著短于 ＡβＡＧＥ组；在立体定向注射后第
９天，Ａβ＋ＡｎｔｉＲＡＧＥ组大鼠穿越平台次数和目标
象限停留时间显著长于 Ａβ组，ＡβＡＧＥ＋Ａｎｔｉ
ＲＡＧＥ组大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间同
样显著大于ＡβＡＧＥ组；以上结果提示，给予ＲＡＧＥ
抗体阻断后，可以有效减轻大鼠空间记忆功能损伤，

由此提示ＡβＡＧＥ诱导的ＡＤ样认知功能障碍可能
是通过干预ＲＡＧＥ信号转导通路而产生的。

综上所述，ＡβＡＧＥ可加重 ＡＤ样大鼠的认知
功能障碍，并增加ＡＤ样大鼠脑组织ＲＡＧＥ的表达，
而ＲＡＧＥ抗体能有效减轻由ＡβＡＧＥ诱导的认知功
能障碍。本研究进一步证实了ＡβＡＧＥ可加重大鼠
的神经损害，其机制可能是通过激活 ＲＡＧＥ信号转
导通路介导加重 ＡＤ样大鼠的认知功能障碍，Ａβ
ＡＧＥ和ＲＡＧＥ可能成为新的ＡＤ治疗靶点。
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