
阿尔茨海默氏病（Alzheimer's disease, AD）是以进

行性认知功能障碍和行为损害为特征的中枢神经系统

退行性病变，主要病理特征是在大脑皮层和海马出现β-

淀粉样蛋白（Aβ）聚集形成的老年斑（SP）［1-2］。近年来发

现，淀粉样变性脑血管病变（CAA）也是AD的主要病理

学特征，甚至在AD的发病过程中扮演着主要角色［3-4］，

但其发生机制仍不明确，制约了AD的临床诊断和治

疗。探明CAA的病理机制具有重要意义，有助于疾病

的早期诊断和找到新的治疗靶点。本文用立体定向双

侧海马内注射Aβ纤维制备AD动物模型，探讨淀粉样蛋

白在脑组织内沉积的规律，并观察CAA的动态变化特点。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物及分组 清洁级健康雄性SD大鼠40只，

体质量 200~250 g，由南方医科大学实验动物中心提

供。大鼠随机分为模型组和假手术对照组，每组分为4

个亚组：1、2、4、12周，每个亚组各5只。

1.1.2 主要仪器 大鼠脑立体定向仪（江湾Ⅰ型），10 μl

微 量 注 射 器（Hamilton），冰 冻 切 片 机（LEICA

CM1850），各种规格可调加样器（Eppendorf），小动物行

为记录分析系统（TSE systems），荧光显微镜（Olympus

DP71），图像分析软件（Olympus DP Manager），-80 ℃
低温冰箱（Thermo Scientific）

1.1.3 主要试剂 Aβ1-42纤维（Sigma-Aldrich），多聚甲醛

（广州化学试剂厂），刚果红（上海试剂三厂），Anti
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摘要：目的 在建立实验性大鼠阿尔茨海默氏病动物模型基础上探讨淀粉样变性脑血管病变的脑组织病理变化特点。方法 在

立体定向仪引导下向大鼠双侧海马内注射Aβ1-42纤维，建立阿尔茨海默氏病动物模型，应用水迷宫试验评价大鼠高级认知功能

情况，应用HE染色、刚果红染色以及α-actin、Aβ双重标记免疫荧光染色观察淀粉样蛋白在大鼠脑内沉积与淀粉样变性脑血管病

变的动态变化情况。结果 模型组与假手术对照组相比逃避潜伏期时间和平台探索次数均有显著性差异。HE染色可见模型组

大鼠海马区颗粒细胞减少，细胞变性，胶质细胞增生，海马内小血管壁变性。刚果红染色可见Aβ纤维逐渐沉积在小血管壁，管

壁增厚，小血管狭窄或闭塞；免疫荧光染色可见模型组脑组织内Aβ纤维逐渐向小动脉迁移。结论 淀粉样变性脑血管病变是阿

尔茨海默氏病的主要病理变化。
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Abstract: Objective To examine cerebral pathologies in cerebral amyloid angiopathy in a rat model of Alzheimer's disease.
Methods Rat models of Alzheimer's disease was established by stereotactic Aβ1-42 fiber injection in the bilateral hippocampus.
The cognitive function of the rats was evaluated with water maze test. HE staining, Congo red staining and double-labeling
indirect immunofluorescence were used to examine the dynamic distribution of Aβ fiber deposit in the brain. Results The
model rats showed significant differences from the control rats in the escape latency and the times of crossing platform in
waster maze test. HE staining revealed a decreased number and degeneration of the granular cells with increased glial cells in
the model rats. Congo Red staining showed that the Aβ fiber was deposited gradually in the small vessels in the brain
parenchyma to cause thickening, stenosis or occlusion of the small vessels. Immunofluorescence staining detected Aβ fiber
migration from the parenchyma to the walls of the small arteries in the rat models. Conclusion Cerebral amyloid angiopathy is
a major pathological feature in Alzheimer's disease.
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Amyloid beta A4 protein（Millipore），anti-α-actin

（Millipore），GoatAnti chicken（Jackson Immuno Research），

Goat Anti Rabbit、Goat Anti Mouse（Invitrogen），山羊血

清工作液（中杉金桥），抗荧光衰减封片剂（北京普利莱

基因）。

1.2 方法

1.2.1 Aβ1-42纤维的制备 将Aβ1-42粉末溶于灭菌PBS溶

液中，配制成浓度为1 μg/μL的悬液，将配好的Aβ1-42置

于37 ℃恒温水浴摇床中，振荡水浴7 d即可熟化成Aβ1-42

纤维［5］。

1.2.2 动物模型的制作［6］ 大鼠经10%水合氯醛（3 ml/kg）

腹腔注射麻醉后，固定在立体定位仪上。大鼠顶部备

皮，常规消毒。沿顶部正中线作3 cm切口，用双氧水腐

蚀骨膜。靶点坐标：前囟后2.5 mm、深度3.2 mm、左右

各旁开2 mm。用10 μl微量注射器以1 μl/min速度缓

慢向靶点内注入Aβ纤维，每侧各5 μl，静置留针10 min

后缓慢拔针。术后缝合皮肤，常规消毒。分笼饲养，自

由饮食。假手术组以同样步骤注射等量灭菌PBS。

1.2.3 Morris水迷宫试验 各组大鼠的4周和12周亚组

在造模前和造模4周后进行水迷宫试验，1周和2周组造

模时间过短不进行水迷宫试验。按参考参文献［7］方法：

①学习训练：每只大鼠依次从4个象限投入水中，记录

动物找到水下平台的时间（s）。每次训练4个象限，每只

动物每天训练4次，连续训练5 d；②定位航行试验：在学

习训练结束后第5天进行，将大鼠从某一固定象限投入

水池中，记录找到平台的时间，为“逃避潜伏时间”，120 s

内找不到平台者记为120 s，连续测试4 d；③空间探索

试验：在定位航行试验后进行，撤走安全平台，将大鼠从

某一固定象限投入水中，记录大鼠120 s内平台探索次数。

1.2.4 脑组织取材 各组大鼠分别于术后1、2、4、12周用

冰冻生理盐水及4%冰冻多聚甲醛溶液经心脏灌注，随

后断头取脑，再用4%多聚甲醛固定24 h。梯度蔗糖溶

液脱水，液氮速冻，冰冻切片机行连续切片，片厚6 μm。

1.2.5 HE染色 常规HE染色，梯度酒精脱水，二甲苯透

明，中性树胶封片。

1.2.6 刚果红染色 苏木素染色1 min，自来水冲洗1 min，

1%醋酸酒精分化数秒，自来水冲洗1 min，60 ℃自来水

返蓝30 min，甲醇刚果红染色25 min，0.1%碱性酒精分

化数秒，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

1.2.7 免疫荧光染色 切片经0.01 mol/L PBS漂洗后，

经山羊血清封闭液封闭后，加入Anti Amyloid beta A4

protein（millionpore 1∶200）及 anti-α-actin（millipore 1∶

1000），4 ℃孵育过夜，PBS漂洗，加入稀释后的二抗（1∶

1000）37 ℃孵育1 h，PBS漂洗，然后缓冲甘油封片，荧光

显微镜下观察。

1.2.8 统计分析 Morris水迷宫测试结果以均数±标准

差表示，大鼠逃避潜伏期统计方法采用重复测量方差分

析，穿越平台次数统计方法采用单因素方差分析。采用

SPSS 13.0软件进行统计分析，P<0.05为显著性差异。

2 结果

2.1 Morris水迷宫试验结果

经过4 d的训练，各亚组大鼠的逃避潜伏期时间均

逐渐缩短。分别对比4周及12周亚组大鼠可见，模型组

大鼠每天的逃避潜伏期均较假手术对照组长（P<0.05）；

对比总的逃避潜伏期，模型组大鼠的逃避潜伏期与假手

术对照组时间之间存在显著性差异（P<0.001，表1）。对

比大鼠穿越平台次数的变化，4周及12周亚组大鼠，模

型组大鼠穿越平台次数较假手术对照组要显著减少。

表1 逃避潜伏期的变化
Tab.1 Changes of escape latency of the rats in water maze test (s, Mean±SD, n=5）

Group

Experiment (4 weeks)

Control (4 weeks)

Experiment (12 weeks)

Control (12 weeks)

Day of training in each test

Day 1

34.82±5.76**

15.93±3.57

56.92±11.49◇

36.06±10.10

Day 2

24.59±4.95*

13.05±4.75

44.79±5.71◇◇

22.12±12.35

Day 3

19.44±5.23*

9.50±3.39

34.66±9.59◇

15.83±5.70

Day 4

12.28±2.09*

7.99±2.70

20.08±7.18◇

10.30±6.06

Total time

26.85±1.30**

9.78±0.72

47.64±2.59◇◇

14.69±1.08

**P<0.001 vs control 4 weeks group; *P<0.05 vs control 4 weeks group; ◇ ◇ P<0.001 vs control 12 weeks group; ◇ P<0.05 vs control 12
weeks group.

2.2 脑组织HE染色

经HE染色后，实验组大鼠脑组织切片可见海马区

颗粒细胞减少，细胞变性，胶质细胞增生，海马内小血管

壁变性；大脑皮层处可见神经细胞肿胀、变性、坏死，可

见吞噬细胞吞噬现象。随着时间推移，上述病理表现逐

渐增多，对照组HE染色未见明显病理改变（图1）。

2.3 脑组织刚果红染色

经甲醇刚果红染色后，显微镜下观察可见实验组大
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鼠脑组织内及血管壁上可见橘红色均一无结构的淀粉

样物质沉积，偏振光显微镜下可观察到呈现苹果绿色双

折光现象（图2，箭头所示）；对照组刚果红染色未见类似

病理改变。

刚果红染色显示，模型1周组未见明显淀粉样蛋白

沉积，模型2周组可见淀粉样蛋白在海马小血管周围脑

组织中聚集，模型4周组可见小血管周围有淀粉样蛋白

沉积；模型12周组可见大量淀粉样蛋白沉积在小血管

壁，管壁增厚，小血管狭窄或闭塞（图3，箭头所示）。

假手术对照组术后各亚组均未见明显淀粉样蛋白

沉积（图4）。

2.3 免疫荧光染色

双重染色标记Aβ和α-actin后在荧光显微镜下观察

可见：模型1周组及2周组海马内有少量Aβ纤维沉积，

但小动脉周围未见Aβ纤维沉积（图5、6）；模型4周组可

见少量Aβ纤维分布在小动脉（α-actin染色阳性的血管）

A B

图1 脑组织HE染色
Fig.1 HE staining of the brain tissue of a model (A)
and a control (B) rat (Original magnification: ×40).

A B

图2 模型组刚果红染色
Fig.2 Congo Red staining of the brain tissue of a
model rat under white (A) and polarized (B) light
(Original magnification: ×40).

A B C D

图3 模型组刚果红染色
Fig.3 Congo red staining of the brain tissues in the model rats (Original magnification: ×40). A-D: 1,
2, 4, and 12 weeks after the modeling, respectively.

A B C D

图4 假手术对照组刚果红染色
Fig.4 Congo red staining of the brain tissue in the control group (Original magnification: ×40). A-D: 1,
2, 4, and 12 weeks after sham operation, respectively.
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周围（图7）；模型12周组海马内聚集在小动脉周围的

Aβ纤维较模型4周组明显增多（图8）。

3 讨论

我们采用立体定向双侧海马注射Aβ1-42

纤维成功制备了大鼠AD动物模型。术后4

周及12周亚组进行的Morris水迷宫实验显

示模型组大鼠的高级认知功能发生了明显

损害，而假手术对照组未提示大鼠高级认知

功能损害，HE染色可见模型组大鼠颗粒细

胞减少，细胞变性，胶质细胞增生。刚果红

染色可见模型组大鼠脑组织内和血管壁上

有淀粉样蛋白沉积，免疫荧光染色显示淀粉

样蛋白在动物脑内存在动态迁移过程，模型

组可见淀粉样蛋白从动物脑组织内逐渐向

小动脉迁移，逐渐附着于小动脉壁，导致小

动脉狭窄或闭塞，可导致脑血流量下降，造

成CAA的发生。

AD的主要病理学特征包括Aβ聚集形

成的SP、Tau蛋白异常聚集形成的神经元纤

维缠结、突触减少和神经元丢失［1-2］。近年来

越来越多研究发现，CAA也是AD的主要病

理学特征，据文献报道，约90%~96%的AD

患者脑内毛细血管壁上可见Aβ纤维沉积而

形成CAA的病理改变［8］，而无AD的老龄人

中，CAA患病率仅为10%~40%［9］，这表明，

CAA与AD之间存在着密切的联系。有散

发性AD患者脑组织内存在广泛的Aβ纤维

沉积导致的CAA和严重的血管周围神经元

纤维缠结，却没有发现典型的SP，提示AD

与CAA和血管周围病理变化有关，而与SP

无关［10］。CAA是Aβ纤维在脑组织及血管壁

中沉积导致的脑组织局限性炎性病变，使小

血管与毛细血管的通透性发生改变，最终形

成脑血管壁纤维蛋白样坏死、扩张或狭窄，

脑血流量降低，导致痴呆的发生［11］。

一般认为，CAA属于蛋白质清除障碍

性动脉病（protein-elimination-failure arteri-

opathy, PEFA），是脑实质内Aβ清除障碍所

致［12-15］。大量研究表明，Aβ的生成和清除失

衡可造成 Aβ在血管周围沉积从而导致

CAA，由此提出了“Aβ清除障碍假说”［15］。

该假说认为Aβ在特定脑区内聚集引发相应

的神经毒性作用，造成突触损伤，神经元死

亡，从而导致了AD 的发生。Aβ是一个含有

39~43个氨基酸（约为42 000）的可溶性多

肽，病理状态下，Aβ多肽能够以多肽链间的

β-片状折叠形式聚集形成不溶性Aβ纤维，

极易在脑组织中沉积形成淀粉样斑块，这可能是导致

A B C

图5 模型1 w组免疫荧光染色
Fig.5 Immunocytochemistry of the brain tissue of a model rat at 1 week after
modeling (Bars=50 μm). A: Aβ; B: α-actin; C: Merged.

图6 模型2 w组免疫荧光染色
Fig.6 Immunocytochemistry of the brain tissue of a model rat at 2 weeks after
modeling (Bars=50 μm). A: Aβ; B: α-actin; C: Merged.

A B C

A B C

图7 模型4 w组免疫荧光染色
Fig.7 Immunocytochemistry of the brain tissue of a model rat at 4 weeks after
modeling (Bars=50 μm). A: Aβ; B: α-actin; C: Merged.

图8 模型12 w组免疫荧光染色
Fig.8 Immunocytochemistry of the brain tissue of a model rat at 12 weeks
after modeling (Bars=50 μm). A: Aβ; B: α-actin; C: Merged.

A B C
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AD 发生的主要原因［16-17］。不溶性Aβ纤维等大分子物

质主要通过脑淋巴循环途径清除。目前研究表明［18］，虽

然脑内缺乏传统意义上的淋巴管，但脑内的血管周围间

隙（VRS）成为脑内淋巴引流的主要途径。不溶性Aβ纤

维在通过VRS引流清除的过程中极易沉积在皮层内和

软脑膜下小动脉周围（主要是血管壁和星形胶质细胞胶

质界膜），逐渐在局部形成淀粉样斑块，并侵入动脉壁

内，导致CAA。脑动脉的搏动是Aβ在VRS中清除的动

力，而AD患者脑动脉壁上形成的淀粉样斑块将使脑动

脉的搏动减弱，必然会导致Aβ清除障碍加重，促进Aβ纤

维在脑动脉壁上的沉积［19］。此外，淀粉样斑块形成后还

可阻塞VRS，导致脑淋巴循环障碍［9］，也会促进Aβ纤维

在脑动脉壁上的沉积，导致恶性循环。

本研究通过立体定向双侧海马内注射Aβ1-42纤维制

备AD动物模型，明确了CAA是AD的主要病理学变

化。但CAA的发生机制目前仍不清楚，需要进一步从

细胞及分子水平进行研究。
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