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　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在观察阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）动物模型 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠卵巢

切除（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ｏｖｘ）术后海马组织中 Ａβ 沉积和雌激素受体水平在不同月龄的变化规律。 方法　 将 ３ 月龄

ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠分 ３ 组，每组 ２０ 只，１０ 只采用经腹手术切除双侧卵巢作为模型（ｏｖｘ）组，１０ 只摘除相应部位的

等体积脂肪作为对照（ｓｈａｍ）组。 分别饲养 ３ 个月、４ 个月、５ 个月作为 ６ 月龄组、７ 月龄组、８ 月龄组，通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水

迷宫评价不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠认知功能，透射电镜观察两组小鼠海马 ＣＡ１ 区细胞内细胞器形态变化，免疫荧光

染色检测两组小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积，ＥＬＩＳＡ 检测两组小鼠血清雌激素、ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＭＤＡ 水平和含量，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 测定 ＥＲα 和 ＥＲβ 表达水平。 结果　 随着月龄的不断增加，水迷宫测试中 ｏｖｘ 组小鼠逃避潜伏期逐渐延长，海
马 ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积增加、海马神经元线粒体肿胀增加，胞浆内见大量脂褐素及淀粉样沉积；血清雌二醇水平、ＳＯＤ
活力下降，ＲＯＳ 水平、ＭＤＡ 含量增加，海马组织 ＥＲα 和 ＥＲβ 表达降低。 结论　 小鼠卵巢切除术后可能会加剧海马

Ａβ 沉积，其认知功能降低呈现年龄依赖性。
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一

种老龄人口的神经退行性疾病，在女性绝经后发病

率较高［１］。 有研究显示，女性约占 ＡＤ 患者的 ７０％，
她们一生中患 ＡＤ 的风险比男性大，疾病进展率约

为男性的 ３ 倍，认知障碍的范围也更广泛［２－３］。 这

种性别差异的原因尚不清楚。 有研究认为绝经后

雌激素治疗，能改善认知功能［４］。 ＡＤ 主要病理特

征为脑内神经细胞之间由 β－淀粉样蛋白（ ａｍｙｌｏｉｄ
β⁃ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）沉积形成的老年斑及神经细胞内 Ｔａｕ
蛋白过度磷酸化，造成神经元纤维缠结［５－６］，其中由

Ａβ 蛋白异常聚集引起的构象变化及神经毒性在

ＡＤ 发生发展过程中起核心作用［７－８］。 为了探究卵

巢切除（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ｏｖｘ）后雌激素降低是否会对

认知功能产生影响并促进 Ａβ 的沉积，我们选择

ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠作为 ＡＤ 的动物模型，该模

型可以较好地模拟细胞外 Ａβ 沉积等 ＡＤ 的神经病

理学特征［９］，是一种较理想的 ＡＤ 动物模型，与普通

小鼠相比，这种小鼠脑内 ６～８ 月龄就出现学习记忆

能力减退，１２ 月龄更加明显［１０］。
女性 ＡＤ 的发生与雌激素信号转导减少相关，

雌激素与雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）结合并

激活下游转录机制［１１］。 雌激素受体表达水平与行

为学功能的关系，以及随着模型动物月龄的增加呈

现出的变化规律，目前还未定论。 本研究通过对 ３
月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠切除卵巢来模拟绝经后雌

激素减退状态，通过比较不同时间节点的行为学差

异，海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积及雌激素受体表达的水平，
探究卵巢切除术对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠认知功能的影响，
阐明 ＥＲ 在 ＡＤ 中的潜在作用，一方面为绝经后认知

障碍的动物模型月龄选择提供依据，另一方面有助

于更好地理解 ＡＤ 中观察到的性别差异，并为性别

差异提供治疗策略参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ３ 月龄 ＳＰＦ 级 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠 ６０ 只，体重

（２０±２）ｇ，购买于北京华阜康生物科技股份有限公

司［ＳＣＸＫ（京） ２０１９－０００８］，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠均饲养

于上海中医药大学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障设施

［ＳＹＸＫ（沪）２０２０－０００９］，洁净度为 ５ 级，环境温度

（２３±３）℃，相对湿度（５０±１０）％，换气次数每小时不

低于 ２０ 次，１２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗循环。 每笼动物 ４ 只，动
物自由摄食摄水，每天定时清理鼠笼。 本实验方案

按照“３Ｒ”原则并获得上海中医药大学实验伦理委

员会批准（ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０２２８０００３）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 一 抗 ＥＲα （ Ａｂｃａｍ， ａｂ３２０６３ ）； 一 抗 ＥＲβ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＰＡ１⁃３１１）；ＧＡＰＤＨ（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｏｇｙ 公司）；过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（上
海羿圣生物技术有限公司，３３１０１ＥＳ６０）；小鼠雌二

醇 ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＨＹ０３３０２Ｅ）、ＳＯＤ ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（ＨＹ０３１２５Ｅ）、ＭＤＡ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＨＹ０３１２４Ｅ） 均

购自上海恒远生物；ＲＯＳ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（南京森贝

伽生物科技有限公司，ＳＢＪ⁃Ｒ０７９９）；３％硫黄素染液

（ＧＤＰ１０２７）、山羊抗兔荧光二抗（ＧＢ２５３０３）均购自

武汉赛维尔生物科技有限公司；多聚甲醛 （中国

Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技有限公司，ＢＬ５３９Ａ）。
荧光倒置显微镜 （ Ｎｉｋｏｎ， Ｔｓ２⁃ＦＬ）；透射电镜

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｔａｌｏｓ Ｌ１２０Ｃ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳

仪（Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖ３，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 转模仪

（Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ Ｂｌｏｔ， Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ）； 凝 胶 成 像 系 统

（Ｃｈｅｍｓｃｏｐｅ ６３００，中国上海）；Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫（中国

上海市欣软信息科技有限公司，ＸＲ⁃ＸＭ１０１）。

２ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠分组

　 　 ６０ 只 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠分 ３ 组，每组 ２０ 只，
适应饲养 １ 周后，每组中 １０ 只采用经腹手术切除双

侧卵巢作为模型组（ｏｖｘ 组），另 １０ 只仅摘除相应部

位的等体积脂肪作为对照组（ｓｈａｍ 组），分别饲养 ３
个月、４ 个月、５ 个月作为 ６ 月龄组、７ 月龄组、８ 月龄

组。 模型制备的时间流程图见图 １。

图 １　 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠模型制备的时间流程图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｉｍｅ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验

　 　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫分别通过前 ５ ｄ 的定位航行实验

和第 ６ 天的空间探索实验检测 ２ 组小鼠以空间为参

考的学习记忆功能［１２］。 第 １ 天将小鼠从水迷宫第 １
象限内侧壁放入水中，测试 ６０ ｓ，其找到逃生平台的

时间即为此次逃避潜伏期，若 ６０ ｓ 内仍未找到，则
逃避潜伏期记为 ６０ ｓ，并引导其找到逃生平台，休
息、适应学习平台所在位置 １５ ｓ，然后从第 ３ 象限放

入，步骤同前。 第 ２ ～ ５ 天步骤同第 １ 天，共进行 ５
ｄ。 第 ６ 天进行空间探索实验测试，实验开始前，去
掉第 ３ 象限的逃生平台。 每只小鼠均从第 １ 象限放

入，测试 ６０ ｓ，通过记录比较其穿越平台的次数、平
台象限运动路程百分比、平台象限运动时间百分

比，检测其空间学习记忆的提取能力。
１􀆰 ３􀆰 ３　 免疫荧光检测 ｏｖｘ 对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马

ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积的影响

　 　 将小鼠海马组织切片浸泡于多聚甲醛 １０ ｍｉｎ，
然后置于磷酸盐缓冲液中在脱色摇床上晃动洗涤 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ。 用 ５０％乙醇配制 ０􀆰 ３％硫磺素 Ｔ 溶

液，用滤纸过滤，室温孵育 ８ ｍｉｎ。 将玻片置于磷酸

盐缓冲液中在脱色摇床上晃动洗涤 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ。 切片甩干后滴加 ＤＡＰＩ 染液，室温避光孵育 １０
ｍｉｎ。 最后，用抗荧光淬灭封片剂封片。 将制备好的

硫磺素 Ｔ 染色切片置于荧光显微镜下用 ２００ 倍视野

观察并采集图像［１３］。 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析每个视

野中 Ａβ 沉积量和沉积面积占比（阳性总面积 ／统计

场总面积）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 海马组织 Ｅ２ 水平、ＲＯＳ 水平、ＭＤＡ 含量、
ＳＯＤ 活力检测

　 　 取小鼠海马组织匀浆，采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ
法检测小鼠血清 Ｅ２ 水平［１４］、采用硫代巴比妥酸法

检测海马组织 ＭＤＡ 含量，黄嘌呤氧化法检测海马

组织 ＳＯＤ 活力［１５］。 制备海马组织单细胞悬液，使
用二氯荧光素双乙酸盐（ＤＣＦＨ⁃ＤＡ）探针法检测细

胞内活性氧水平［１６］。 按照试剂盒说明书分别进行

操作，结束反应后，酶标仪检测。
１􀆰 ３􀆰 ５　 透射电镜观察海马神经元细胞形态

　 　 分离海马组织后，立即将海马组织置于冰冷的

２􀆰 ５％戊二醛溶液中 ２ ｈ。 将海马组织在 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
二甲酰二甲酸缓冲液中洗涤 ４ 次，并在 １％ ＯｓＯ４ 中

固定 ２ ｈ，然后在分级丙酮步骤中脱水，并嵌入树脂

中。 超薄切片用 ２％乙酸铀酰和柠檬酸铅双重染

色，并通过透射电镜进行观察拍照。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马组织 ＥＲα、ＥＲβ 表达

　 　 从海马组织中提取的蛋白质，经电泳转膜后，
用 ５％ ＢＳＡ 在室温下封闭 １ ｈ，与 ＥＲα（１ ∶ １０００）和
ＥＲβ（１ ∶ １０００）在 ４ ℃的温度下孵育过夜，与辣根过

氧化 物 酶 （ ＨＲＰ ） 偶 联 的 二 抗 （ 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ
（１ ∶ １０ ０００））孵育 １ ｈ。 用凝胶成像系统显影，用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 检测条带灰度值。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件分析。 计量资料采用

平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 水迷宫各组小鼠的逃
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避潜伏期符合正态分布且方差齐采用重复测量方

差分析；各组小鼠穿越平台次数、平台运动路程百

分比、平台运动时间百分比、Ａβ 沉积面积组间对比

采用双因素方差分析；雌激素水平、氧化应激指标、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 数据符合正态性分布且方差齐采用单

因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 水迷宫实验

　 　 水迷宫测试用于评估学习和记忆功能，如图 ２Ａ
所示，随着月龄的增加，小鼠逃避潜伏期不断延长，
同一月龄小鼠，与 ｓｈａｍ 组比较，ｏｖｘ 组逃避潜伏期

仅有延长趋势，无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ｓｈａｍ 组

或 ｏｖｘ 组中，与 ６ 月龄小鼠对比，８ 月龄小鼠逃避潜

注：与 ｓｈａｍ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；８ 月龄与 ｓｈａｍ 组 ６ 月龄相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；８ 月龄与 ｏｖｘ 组 ６ 月龄相比，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 卵巢切除对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠空间学习及空间记忆能力的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５． ８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． ８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｏｖｘ ｇｒｏｕｐ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ，＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ ｏｎ ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ

伏期显著延长，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；同一

月龄小鼠中，与 ｓｈａｍ 组比较，６、７ 月龄 ｏｖｘ 组逃避潜

伏期虽延长但无显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５），在 ８ 月龄

时，与 ｓｈａｍ 组相比，ｏｖｘ 组逃避潜伏期延长，差异有

统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；在空间探索试验中（图 ２Ｂ～
２Ｄ），小鼠穿越平台次数、平台象限运动路程、平台

象限运动时间比较上，同一月龄小鼠中，与 ｓｈａｍ 组

比较，ｏｖｘ 组穿越平台次数、时间、路程均显著减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ｓｈａｍ 组和 ｏｖｘ 组中，与 ６ 月龄小鼠对比，
８ 月龄小鼠穿越平台次数、平台象限运动路程、平台

象限运动时间显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 水迷宫实验证

实，ｏｖｘ 可加重小鼠空间记忆和记忆提取能力，小鼠

认知功能在 ６ 月龄时已出现，随着月龄的增加，ｏｖｘ
对小鼠空间记忆和提取能力的影响愈发显著。
２􀆰 ２　 免疫荧光法检测 ｏｖｘ 对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马

ＣＡ１ 区 Ａβ沉积的影响

　 　 如图 ３ 所示，通过硫磺素免疫荧光染色我们观
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察 ｏｖｘ 手术对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块

沉积的影响，随着月龄的增大，无论 ｓｈａｍ 组还是

ｏｖｘ 组，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积数

量均呈现增加趋势；ｓｈａｍ 组中，与 ６ 月龄相比，７、８
月龄小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积数量差异无统计

学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；ｏｖｘ 组中，与 ６ 月龄相比，７ 月龄

小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积数量差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５），８ 月龄小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积

数量增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 透射电镜观察 ｏｖｘ 对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马神经

元细胞内细胞器形态

如图 ４ 所示，在 ６ 月龄 ｓｈａｍ 组小鼠海马神经元

注：绿色荧光代表 Ａβ 斑块沉积。 同一月龄的 Ａβ 沉积数量，与 ｓｈａｍ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；８ 月龄与 ６ 月龄 ｏｖｘ 组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 切除卵巢对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ａｇｅ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｖｘ ｇｒｏｕｐ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａβ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ

注：蓝色箭头：染色质；黄色箭头：线粒体；红色箭头：斑块。

图 ４　 透射电镜观察 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马神经元细胞形态的影响

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ， Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ， Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ， Ｐｌａｑｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈ ｏｌｄ ｏｖｘ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ
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细胞染色质分布均匀，线粒体膜、嵴完整，未见异常

斑块沉积；在 ６ 月龄 ｏｖｘ 组小鼠发现染色质分布尚

均匀，线粒体膜、嵴完整，胞浆内见少量脂褐素颗

粒；在 ７ 月龄 ｓｈａｍ 组小鼠海马神经元细胞见染色质

分布均匀，线粒体轻微肿胀；在 ７ 月龄 ｏｖｘ 小鼠组，
染色质分布欠均匀，线粒体略微肿胀变形，胞浆内

见脂褐素及淀粉样斑块沉积；在 ８ 月龄 ｓｈａｍ 组小鼠

海马神经元细胞中，染色质分布呈边集化，线粒体

嵴模糊不清，胞浆内见少量淀粉样斑块沉积；在 ８ 月

龄 ｏｖｘ 小鼠中，染色质边集较多，线粒体肿胀，嵴消

失，胞浆内见大量脂褐素及淀粉样沉积。
２􀆰 ４　 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠血清中 Ｅ２ 水

平、ＲＯＳ 水平、ＳＯＤ 活力、ＭＤＡ 含量的影响

　 　 如图 ５ 所示，ＥＬＩＳＡ 法检测不同月龄血清中 Ｅ２

（动情期）含量。 统计结果显示 ６、７、８ 月龄 ｏｖｘ 后与

ｓｈａｍ 组比较 Ｅ２ 水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），月龄与小

鼠血清中 Ｅ２ 水平成反比。 海马组织 ＲＯＳ 水平、
ＭＤＡ 含量是反应机体氧化应激状态的指标，ＳＯＤ 活

力是反应抗氧化能力的指标，对不同月龄小鼠的

ｓｈａｍ 组与 ｏｖｘ 组进行 ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ 对比分析，发
现与 ｓｈａｍ 组相比，ｏｖｘ 组的 ＭＤＡ 含量、ＲＯＳ 水平显

著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＯＤ 活力较 ｓｈａｍ 组显著下降（Ｐ
＜０􀆰 ０５），表明 ｏｖｘ 后 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠血清雌激素减

退，抗氧化能力降低。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠海马组织 ＥＲα、ＥＲβ表达水平的影响

　 　 如图 ６ 所示通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠海马组织中 ＥＲα、ＥＲβ 水平，从图中可以看出，
６、７、８ 月龄小鼠 ｏｖｘ 后，海马组织中 ＥＲα、ＥＲβ 水平

均有不同程度的下降，在 ７、８ 月龄 ＡＰＰ、ＰＳ１ 小鼠海

注：与 ｓｈａｍ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠雌二醇水平、ＲＯＳ 水平、ＳＯＤ 活力、ＭＤＡ 含量的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｘ ｏｎ Ｅ２ ｌｅｖｅｌｓ， ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ， ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｏｆ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ
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注：与 ｓｈａｍ 组对比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马组织 ＥＲα 和 ＥＲβ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｘ ｏｎ ＥＲα ａｎｄ ＥＲβ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ

马组织中，ＥＲα、ＥＲβ 水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 绝经状态一直被认为是影响认知功能的重要

因素，围绝经期前后女性发生认知功能障碍的病因

尚不清楚，雌激素水平生理性降低通常与 ＡＤ 风险

增加有关，大样本研究指出，在围绝经期使用激素

替代治疗的女性可能会降低 ＡＤ 风险［１７］。 在男性

中，雌激素水平与 ＡＤ 风险无关［１８］，因此，女性绝经

过渡期与 ＡＤ 高风险密切相关［１９］，这种性别差异除

与女性平均寿命较长外，还与女性围绝经期雌激素

水平降低有关，绝经后女性雌激素迅速降低增加了

ＡＤ 的易感性［２０］。 事实上，对 ４０ ～ ６０ 岁女性人群的

脑成像研究表明，与绝经前女性或年龄匹配的男性

相比，围绝经期和绝经后女性的 ＡＤ 病理表现，特别

是脑淀粉样蛋白 Ａβ 沉积显著增加［２１］。
Ａβ 的异常沉积是 ＡＤ 发病机制的关键环

节［２２－２４］。 Ａβ 级联假说首次提出，以 Ａβ 为主要成

分的老年斑块细胞外沉积可能是 ＡＤ 发病机制的主

要启动因素［２５］。 研究表明，海马组织作为中枢神经

系统最重要的组成部分之一，参与大脑信息存储和

记忆等重要功能，在学习、记忆和情绪应激过程中

发挥着不可替代的作用［２６］。 在本研究中，为了证实

卵巢切除对认知功能的影响，以及探索后续实验研

究药物干预的时间，节约实验动物成本，故选择 ３ 月

龄开始开始饲养，以期在 ６ ～ ８ 月龄中选取出现 Ａβ
沉积和认知功能减退的最佳月龄和开始药物干预

的时间。 本研究水迷宫实验、硫磺素染色和透射电

镜结果证实，随着小鼠年龄的增加，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠

的认知功能逐渐下降，Ａβ 沉积增加。
有研究表明，雌激素可以改善认知功能和记忆

力，降 低 ＡＤ 的 发 病 程 度， 并 降 低 患 ＡＤ 的 风

险［２７－２９］。 有研究显示，雌激素可能通过降解 Ａβ、下
调神经源性炎症来改善记忆力［３０］。 雌激素受体与

雌激素结合后，调节基因转录，从而在动物繁殖、生
长发育、脑神经保护中发挥重要作用［３１－３２］。 ＥＲｓ 有
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ＥＲα 和 ＥＲβ 两种亚型，ＥＲα 主要在脑中胆碱样神

经元中表达，少量在海马组织中表达，而 ＥＲβ 主要

在大脑皮层和海马区表达［３３］。 先前的研究发现，
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠的 ＥＲα ｍＲＮＡ 和蛋白质以年龄依赖

性的方式减少，ＨＥＫ ／ ＡＰＰ 细胞中 ＥＲα 过表达可减

少 Ａβ 的产生［３４］。 然而，在海马中发现了高水平的

ＥＲβ ｍＲＮＡ 表达，这表明 ＥＲβ 可能是学习记忆的功

能性受体［３５］。 这与本研究结果一致。 在本研究中，
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠通过切除卵巢模拟绝经后女性低雌

激素环境状态，随着月龄的增加，海马中 ＥＲα 和

ＥＲβ 逐渐减少。 与 ｓｈａｍ 组相比，ｏｖｘ 加速了这些变

化。 本研究结果表明，雌激素受体的表达与学习记

忆密切相关，并可能对 Ａβ 的沉积产生影响。
随着海马区 Ａβ 的不断沉积，能够刺激神经细

胞产生大量的 ＲＯＳ［３６］，过量的 ＲＯＳ 不能被及时清

除，进一步攻击生物膜脂质双分子层结构，破坏细

胞膜的结构和功能，生成有害的 ＭＤＡ［３７］，ＭＤＡ 是脂

质氧化损伤的生物标志物，而 ＳＯＤ 是抗氧化物，可
清除过量的 ＲＯＳ，一旦活性降低，抗氧化能力减弱，
不利于机体清除血液及脑组织中氧自由基，加重血

脑屏障损伤和神经退化，最终导致神经元凋亡和坏

死，促进 ＡＤ 病情加重［３８］。 本研究结果显示，ＡＰＰ ／
ＰＳ１ 小鼠的 ＲＯＳ 水平和 ＭＤＡ 含量随着月龄的增加

而增加，ＳＯＤ 活力降低，抗氧化损伤能力减弱，ｏｖｘ
加重了这种变化。

本研究发现 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠在 ６ 月龄时出现认

知功能障碍，８ 月龄认知功能障碍和 Ａβ 沉积更为明

显，卵巢切除加重了认知障碍的发生，在 ８ 月龄时尤

为显著，因此，本研究可指导在绝经后认知功能障

碍研究中 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠月龄的选择；同时，小鼠卵

巢切除后的低雌激素状态可能会加剧海马 Ａβ 沉积

并导致 ＡＤ 的快速发展，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马组织中

雌激素受体表达降低与抗氧化能力水平降低、Ａβ
水平升高，其认知功能降低均呈现月龄依赖性。 但

是，在 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 转基因小鼠模型海马中，雌激素受

体水平的下调是否通过信号通路转导调控 ＡＤ 的发

生发展，仍需进一步的研究。
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