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[摘要] 目的　构建脑海马区表达人源三突变淀粉样前体蛋白 （amyloid precursor protein，APP） 的阿尔茨海默病
（Alzheimer's disease，AD） 大鼠模型，为疾病机制和药物研究奠定基础。方法　将 24 只 12 周龄 SPF 级雌性 SD 大
鼠随机分成空白对照组、空载病毒组和实验组，每组 8 只；其中，实验组通过脑立体定位在海马区注射携带人源三
突变 APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒 （adeno-associated virus，AAV） 进行造模。采用活体成像法观
察各组大鼠脑内的病毒表达情况，新事物识别实验检测各组大鼠的认知记忆能力，实时荧光定量 PCR 检测 APP 基
因表达水平，HE 染色观察脑组织病理，采用尼氏染色观察海马区病变情况，用免疫组织化学检测 β-淀粉样蛋白

（amyloid β-protein，Aβ） 沉积情况。结果　活体成像显示实验组与空载病毒组大鼠脑部均检测到报告荧光。新事
物识别实验发现实验组大鼠的认知记忆能力比对照组显著下降 （P<0.01）。荧光定量 PCR 显示 APP 基因在实验组大
鼠脑内表达水平显著增高 （P<0.01）。重组 AAV 感染大鼠 6 个月后，脑组织 HE 染色和尼氏染色显示，实验组大鼠海
马体 CA1 区神经元细胞和尼氏体数量减少而且排列混乱；免疫组织化学检测实验组大鼠海马 CA1 区及锥形细胞层可
以看到明显的棕褐色沉淀，提示产生了 Aβ 沉积。结论　通过脑立体定位技术联合 AAV 转入人源三突变 APP 基因成
功构建的大鼠模型可体现出典型 AD 特征，该模型可为基于 Aβ 沉积的 AD 病理研究和药物治疗研究提供动物模型并
奠定基础。
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[ABSTRACT] Objective To establish a rat model of Alzheimer's disease (AD) expressing human triple 
mutant amyloid precursor protein (APP) in the hippocampus, and to provide a model for the study of 
disease mechanisms and drug development. Methods Twenty-four 12-week-old SPF-grade female SD rats 
were randomly divided into a blank control group, a virus control group and an experimental group, with 
eight rats in each group; among them, the experimental group received a stereotaxic injection of adeno-
associated virus (AAV) carrying the human triple mutant APP and NanoLuc luciferase genes into the 
hippocampus. In vivo imaging was used to observe viral expression in the brains of rats in each group, the 
novel object recognition test was used to assess the recognition memory of the rats in each group, real-
time fluorescent quantitative PCR was used to detect the expression level of the APP gene, HE staining 
was used to examine the brain histopathology, Nissl staining was used to assess the hippocampal lesions, 
and immunohistochemistry was used to detect the deposition of amyloid β -protein (Aβ). Results In vivo 
imaging showed that reporter fluorescence was detected in the brains of rats in both experimental and 
virus control groups. Fluorescence quantitative PCR showed that the expression level of the APP gene was 
significantly increased in the brains of rats in the experimental group (P<0.01). Novel object recognition test 
revealed that the recognition memory of rats in the experimental group was significantly reduced 
compared with that of the blank control group (P<0.01). Six months after recombinant AAV virus infection, 
HE staining and Nissl staining of brain tissues showed that the number of neurons and Nissl bodies in the 
CA1 region of the hippocampus in the experimental group was reduced and disorganized; immuno-
histochemistry testing of the CA1 region of the hippocampus and the pyramidal cell layer of the 
experimental group revealed prominent brown deposits, indicating Aβ protein deposition. Conclusion The 
rat model successfully established by stereotaxic injection and AAV-mediated delivery of human triple 
mutant APP gene exhibits typical AD features, providing a valuable animal model for studying AD pathology 
and developing drug therapies targeting Aβ protein deposition.
[Key words]  Alzheimer's disease; Amyloid precursor protein; human triple mutant gene; Brain 

stereotaxis; Rat model

阿尔茨海默病（Alzheimer´s disease， AD）是一种

神经退行性疾病［1-3］，在全球范围内发病率及死亡率

均呈上升趋势，且发病年龄呈年轻化趋势。据《2024
年中国阿尔茨海默病报告》统计，我国的AD及其他痴

呆导致死亡、患病及伤残调整生命年等相关标化指标

均高于全球水平，提示我国在应对AD这一公共卫生挑

战上面临严峻考验［1］。AD的病理特征包括β-淀粉样

蛋白（amyloid β-protein， Aβ）沉积、Tau蛋白过度磷

酸化形成的神经纤维缠结、神经元丢失以及突触损伤。

在AD的发病机制研究中， Aβ级联假说被公认是经典

学说之一［4-5］，即淀粉样前体蛋白（amyloid precursor 
protein，APP）代谢异常，不仅导致β分泌酶切割途径

激活，同时改变γ分泌酶切割位点偏好性，使APP剪
切过程中产生更多毒性Aβ沉积，进而触发神经元损

伤、突触功能障碍及脑区特异性神经元死亡。研究表

明，APP基因突变可通过增强β分泌酶切割效率或促
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进Aβ1-42生成显著加速淀粉样斑块沉积［6-7］。常见的

APP突变类型有 Swedish、London和Austrian突变［8-9］，
其是家族性AD的重要诱因［10］。精准模拟APP异常代

谢的动物模型对解析AD病理机制及药物研发至关重

要。使用人源性的突变APP导入实验动物脑海马区可

以构建模拟遗传突变类型的AD模型。

啮齿类实验动物小鼠常用于AD转基因模型［11-12］。
与小鼠相比，大鼠在认知、行为、大脑结构及药物代

谢上更接近人类［13-14］，且寿命长、体型大，便于操作

与采样，更适合构建AD模型。近年来，基于病毒载体

的基因递送技术为AD模型构建提供了新策略。腺相关

病毒（adeno-associated virus，AAV）凭借其高转导效

率、低免疫原性、跨血脑屏障能力及精准的脑区靶向

性［15］，成为神经科学研究中理想的基因递送工具。本

研究拟通过脑立体定位注射携带人源三突变（Swedish/
London/Austrian） APP基因的AAV载体，构建AD大鼠

模型，以期更真实地模拟Aβ异常沉积的病理进程，为

深入探究AD发病机制和药物开发提供研究基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物
24 只 SPF 级雌性 SD 大鼠均 12 周龄，体重为

（250±20） g，购自广西医科大学实验动物中心［SCXK
（桂） 2020-0003］。动物饲养于广西医科大学实验动物

中心的动物实验室屏障系统 ［SYXK （桂） 2020-
0004］，相对湿度50%～60%，温度22～24 ℃，大鼠可

自由饮水和进食。本实验方案通过广西医科大学实验

动物伦理委员会的伦理审查（编号为 202404010）。所

有动物实验操作遵循实验动物伦理福利3R原则。

1.2　主要试剂与仪器
重组腺相关病毒 （recombinant adeno-associated 

virus，rAAV） -APPs1a-Nluc和 rAAV-Nluc购自武汉枢

密脑科学技术有限公司，均为定制产品；RNA提取试

剂盒 （批号 S20205）、RNA 反转录试剂盒 （批号

R31107）、实时荧光定量 PCR试剂盒（批号 R10101）
均购自北京全式金生物技术股份有限公司；活体成像

萤光素酶底物 Furimazine （批号 162434）购自上海陶

素生物科技有限公司；即用型免疫组化SP试剂盒（批

号 246289710D）购自福州迈新生物技术开发有限公

司；Aβ蛋白抗体（批号B430350）购自美国BioLegend
公司。

小动物活体成像仪购自美国 PerkinElmer 公司；

SMART 3.0小动物行为学记录分析系统、旷场箱、大

鼠新物体识别实验玩具、双通道小动物麻醉机、大鼠

脑立体定位气麻呼吸面罩和异氟烷（批号 20211520）
均购自深圳市瑞沃德生命科技有限公司；荧光定量

PCR 仪 （型号 QuantStudio 7 Flex） 购自美国 Thermo 
Fisher公司；石蜡包埋与切片机（型号RM2235）和生

物显微镜（型号BX53）均购自德国Leica公司。

1.3　重组腺相关病毒载体的构建
采用 rAAV载体构建技术［16］，构建携带人源三突

变APP基因的 rAAV载体。以携带NanoLuc萤光素酶基

因的AAV质粒为骨架载体，整合AAV2血清型的反向

末端重复序列（inverted terminal repeats，ITRs）作为

病毒基因组复制与包装的顺式作用元件，用在辅助质

粒上单独表达的AAV9血清型衣壳蛋白基因（Cap）构

建病毒外壳，在 NanoLuc 萤光素酶基因前插入含

Swedish（K670N/M671L）、London（V717I）及Austrian
（T714I）三重突变的APP cDNA序列，构建实验组病毒

载体质粒。空载病毒质粒不携带人源APP cDNA序列。

空载病毒以及目的病毒的载体结构如图 1所示。

目的载体携带人源三突变 APP基因以及NanoLuc萤光

素酶基因，两个基因共用一个启动子，NanoLuc萤光

素酶基因位于APP基因之后，若萤光素酶基因成功表

达则可推测位于前面的APP基因也成功表达对应蛋白。

两者间用P2A肽隔开，使两个蛋白独立表达，以免影

响蛋白后续修饰。空载病毒和目的病毒相比，除了缺

少人源三突变APP基因外，其他部分皆相同。

1.4　动物分组及脑立体定位接种造模
将 24 只 SD 大鼠随机分为空白对照组 （blank 

control group，BC）、空载病毒组（virus control group，
VC）以及实验组（experimental group，Exp），每组 8
只。空白对照组不做处理，空载病毒组注射AAV空载

体（rAAV-Nluc），实验组大鼠注射携带人源三突变

APP基因的AAV（rAAV-APPs1a-Nluc）载体质粒。

将大鼠置于气体麻醉诱导盒内用异氟烷麻醉后，

剃去大鼠头部区域毛发，用 75%乙醇溶液对皮肤进行

消毒，以脑立体定位气麻呼吸面罩维持麻醉，并固定

于脑立体定位仪上，暴露大鼠颅骨上的前囟点和后囟

点并调节仪器参数：脑立体定位注射位置为正中矢状

缝左右旁开2 mm，前囟后3.3 mm，硬脑膜下进针深度

3 mm，坐标（±2，-3.3，-3）。使用牙科钻钻至硬脑膜

表面后，用 5 μL规格的无菌微量注射器进行病毒注

射，双侧脑区各注射 2 μL 1×1013 vg/mL的病毒悬液。

注射完成后用骨蜡填充注射孔，缝合头皮，碘伏消毒

后放回笼中饲养。
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病毒注射后 2周及 6个月时，称量各组大鼠体重，

按照每 100 g体重腹腔注射 5 mmol/L的萤光素酶底物

Furimazine 0.23 mL，注射 10～15 min后，将大鼠进行

异氟烷气体麻醉，待动物失去知觉后，立刻放入活体

成像仪中维持麻醉，调整参数进行生物发光拍照和记

录结果。

1.5　新物体识别实验检测大鼠的认知记忆能力
注射病毒 6个月后进行各组大鼠的新物体识别实

验，具体操作如下：将大鼠放入旷场箱熟悉5 min，将

两个完全相同的圆柱体放入旷场箱一侧靠边缘位置；

将大鼠再次放入旷场箱中，让其探索 10 min，记录大

鼠与物体的互动情况；1 h后，将其中一个圆柱体替换

为不同颜色的圆锥体，再次将大鼠放入旷场箱中，让

其探索 10 min，记录大鼠对新旧物体的探索时间、次

数等。每次测试结束后，将大鼠放回饲养笼，清洁旷

场箱以消除气味。由行为学分析系统识别动物运动轨

迹，得出探索时间，然后通过计算新物体识别指数

（recognition index，RI）来判断大鼠的学习记忆能力。

RI时间值=探索新物体时间/（探索新物体时间+探索旧

物体时间），RI距离值=探索新物体距离/（探索新物体

距离+探索旧物体距离）。

1.6　荧光定量 PCR 检测大鼠脑海马区 APP 基因
表达

行为学实验后，每组随机取 4只大鼠，称量其体

重，按 50 mg/kg 的剂量腹腔注射戊巴比妥钠溶液麻

醉大鼠，颈椎脱臼处死大鼠。剥离脑组织，摘取海

马体，液氮速冻后置于-80 ℃冰箱保存。根据人类

三突变 APP 基因和大鼠 APP 基因的保守区域序列

（来源于NCBI网站）设计引物，可同时扩增2种基因，

上游引物为 5’-ACTGACCACTCGACCAGGTTC-3’，下

游引物为5’-GGCGTCAACCTCCACCACA-3’。内参基

因 β -actin 的上游引物为 5’-TGTCACCAACTGGG-
ACGATA-3’，下游引物为 5’-GGGGTGTTGAAGGTC-
TCAAA-3’。按照试剂盒说明书步骤提取RNA，并逆

转录，对APP基因进行实时荧光定量PCR扩增，反应

程序：94 ℃ 30 s预变性；94 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，循环

扩增 40次。反应结束后导出Ct值等数据，运用 2-ΔΔCt

法计算相对表达量，并进行统计学分析。同时，对实

时荧光定量PCR扩增产物采用测通法测序验证。PCR
引物合成及扩增产物测序均由生工生物工程（上海）

股份有限公司完成。

1.7　海马区脑组织病理学检测
每组取另外 3只大鼠用于组织病理学检测（剩余

1只为备用）。大鼠麻醉后用生理盐水灌注心脏以置换

血液，再用4%多聚甲醛溶液灌注后剥离脑组织。将脑

组织浸泡于4%多聚甲醛溶液固定48 h后，用梯度乙醇

溶液常规脱水、二甲苯透明后浸蜡包埋，石蜡切

片 4 μm。分别采用HE染色法、尼氏染色法、免疫组

注：A 为空载病毒质粒结构图；B 为携带人源三突变 APP 基因的质粒结构图。APPsla-L-A 代表人源三突变 APP 基因，Nluc 代表 NanoLuc 萤光
素酶基因，SYN promoter 是神经元特异性启动子。
Note：A， structure of the empty viral plasmid； B， structure of the plasmid carrying the human triple mutant APP gene， APPsla-L-A 
represents the human triple mutant APP gene， Nluc represents the NanoLuc luciferase gene， and SYN promoter is the neuron-specific 
promoter.
图 1 重组腺相关病毒载体结构示意图
Figure 1 Schematic diagram of recombinant adeno-associated viral vector structure
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织化学法检测大鼠海马区脑组织的常规组织病理特征、

神经元变化以及Aβ沉积情况。

HE染色：石蜡切片脱蜡后先用苏木精染色细胞

核，分化后再用伊红染液染色；倾去多余染色液后快

速脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。

尼氏染色：石蜡切片脱蜡后，用尼氏染色液浸染

10 min；自来水洗去多余染液，用尼氏分化液分化30 s，
终止分化。显微镜下初步观察染色情况，显色清晰即

可用乙醇溶液梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。

免疫组织化学染色：石蜡切片常规脱蜡，EDTA热
修复后，进行内源性过氧化物酶阻断和血清封闭；加

入Aβ单克隆抗体4 ℃过夜孵育，漂洗后再加入生物素

标记的山羊抗鼠/兔二抗于室温孵育30 min，DAB显色

后加入苏木精对比染色细胞核；显微镜下初步观察，

染色正常则脱水封固，然后在光学显微镜下进行观察

和拍照。

1.8　统计学分析
采用SPSS 22.0软件对各实验结果数据进行分析处

理。符合正态分布且方差齐性的各组数据采用单因素

方差分析，组内两两比较采用 LSD-t检验；不符合正

态分布和方差齐性要求的数据用Kruskal-Wallis检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　造模后重组 AAV 在大鼠脑部有效表达
造模2周后，腹腔注射萤光素酶底物Furimazine进

行各组大鼠活体成像（图2），结果显示，实验组与空

载病毒组大鼠头部区域可检测到荧光发光，空白对照

注：BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 （通过脑立体定位在海马区注射携带人源三突变 APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的
腺相关病毒）。各组大鼠腹腔注射萤光素酶底物 Furimazine 后 10 min 观察荧光素报告酶活性。2 周后实验组与空载病毒组头部区域可检测到荧
光发光，6 个月后实验组和空载病毒组的荧光强度都减弱，但仍然可以被检测到；空白对照组未检测到荧光。
Note：BC， VC， Exp are blank control group， virus control group， and experimental group （adeno-associated virus carrying human triple 
mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain stereotaxic localization）， respectively. The luciferase 
reporter activity was observed 10 min after intraperitoneal injection of the luciferase substrate Furimazine into rats in each group. 2 weeks 
later， fluorescent luminescence could be detected in the head area of the experimental group and the virus control group， and 6 months 
later， the fluorescence intensity of both the experimental group and the virus control group was weakened， but it could be detected； the 
fluorescence was not detected in the blank control group.
图 2 注射病毒 2 周和 6 个月后大鼠活体成像情况
Figure 2 In vivo imaging of rats two weeks and six months after virus injection
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组大鼠未检测到荧光；造模 6个月后实验组和空载病

毒组的荧光强度都减弱，但仍然可以被检测到。结果

证明造模后大鼠脑部有效表达 rAAV。
2.2　造模后大鼠的认知记忆能力降低

rAAV感染后，受试大鼠的新物体识别实验结果

（图3）表明，实验组的距离认知指数和时间指数均明

显低于空白对照组（P<0.01）和空载体病毒组（P<
0.05），而空白对照组与空载病毒组相比差异无统计学

意义（P>0.05）。结果提示造模后大鼠的认知记忆能力

明显下降。

2.3　造模后大鼠海马体中 APP 基因表达增强
造模 6个月后，实时荧光定量 PCR检测各组大鼠

海马体中APP基因的相对表达量，结果如图 4A所示。

实验组APP相对表达量与空白对照组和空载病毒组相

比显著增高（P<0.01），而空白对照组与空载病毒组相

比差异无统计学意义（P>0.05）。PCR产物测序结果与

正常人源APP基因序列比对结果如图4B所示，精准定

位到 3个突变位点，分别为 Swedish突变位点GA突变

为TC，Austrian突变位点C突变为T，London突变位点

G突变为A。以上突变位点的位置与 rAAV载体所设计

的预期突变位点完全相符。

2.4　造模后大鼠海马区组织发生明显的病理学
变化

rAAV病毒感染大鼠 6个月后，海马体的HE染色

结果如图5A所示。实验组大鼠的海马体CA1区神经细

胞缺失、皱缩、分布稀疏；空白对照组和空载病毒组

CA1区神经元细胞结构完整，细胞数量正常，神经元

细胞排列整齐，细胞核大圆且染色清晰。

尼氏染色结果如图5B所示。实验组海马体中尼氏

体数量减少，分布稀疏，染色浅淡；空白对照组和空

载病毒组的海马体中尼氏体丰富，染色可见形态饱满、

色深而匀、数量多而密、排列紧致。

免疫组织化学染色结果如图5C所示。实验组大鼠

的海马CA1区及锥形细胞层可以看到明显的棕褐色沉

淀，即产生了Aβ沉积；空白对照组以及空载病毒组在

海马区未看到Aβ沉积现象。

3　讨论

AD作为一种复杂的神经退行性疾病，目前尚无完

全治愈该疾病的方法。近20年来，全球首个获美国食

品药品监督管理局批准的AD新药仑卡奈单抗，也只能

通过清除大脑中的有毒Aβ蛋白，延缓疾病的临床进

程。该疾病不仅对患者的身心健康和生活质量造成了

极大的危害，也给家庭和社会带来了沉重的负担。近

注：A 展示大鼠探索两个相同物体；B 为更换了新物体；C 为以距离为统计指标的新物体识别实验结果；D 为以时间为统计指标的新物体识别
实验结果。RI：新事物识别指数。BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 （通过脑立体定位在海马区注射携带人源三突变
APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒），每组 8 只大鼠 （n=8）；与空白对照组相比，**P<0.01；与空载病毒组相比，#P<0.05。
Note：A shows rats exploring two identical objects； B is a new object replaced； C is the result of the new object recognition experiment 
using distance as a statistical index； D is the result of the new object recognition experiment using time as a statistical index. RI：
Recognition index. BC， VC， Exp are blank control group， virus control group and experimental group （adeno-associated virus carrying 
human triple mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain stereotaxic localization）， respectively， 
8 rats per group （n=8）； **P<0.01， compared with blank control group； #P<0.05， compared with virus control group.
图 3 新物体识别实验检测大鼠认知记忆能力
Figure 3 Novel object recognition test to assess recognition memory of rats
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年来，国内外AD患者数量与日俱增，使得该疾病研究

刻不容缓，而构建良好的疾病模型对疾病的治疗研究

具有至关重要的作用。

灵长类动物与人类的亲缘关系很接近，在构建人

类疾病动物模型上具有天然的优势，然而受限于伦理

问题和高昂的实验成本，难以作为可推广的实验动物

用于研究。所以，目前的AD模型构建大多用大鼠和小

鼠。相比于小鼠，大鼠具有更接近人类的神经解剖结

构、行为复杂性和代谢特征。本研究在综合考虑成本、

病理生理特征及其下游研究价值后，选择大鼠作为构

建AD模型的实验动物。

Aβ异常沉积是AD的核心病理标志之一，其生成

直接归因于APP的异常剪切［17-18］。家族性AD患者中，

约 50%的病例与 APP基因突变相关，尤其是 Swedish、
London及Austrian突变，因其对Aβ生成的关键调控作

用而被广泛关注。造模时引入人APP基因可规避物种

差异，精准模拟人类AD的Aβ沉积特征。本研究采用

大脑感染携带 Swedish/London/Austrian突变位点的APP
基因的病毒进行造模，6个月后组织学观察结果显示，

海马区神经元数量减少，形态出现萎缩，尼氏体数量

减少，分布稀疏，染色浅淡，出现了明显的Aβ沉积，

此变化与人类AD患者的病理特征一致［2］。新物体识

别行为学实验发现，实验组大鼠的认知能力显著降低，

认知记忆能力衰退，有效模拟了人类AD的临床疾病特

征。在现有AD大鼠模型中，也有通过转入APP基因进

行造模的文献报道，例如有研究者向Tg6590大鼠转入

携带 Swedish突变位点的 APP基因［19-20］，但该模型出

现行为认知障碍的时间需9个月甚至更长，出现Aβ沉
积的时间在15个月以上，成模时间过于漫长；而且该

模型动物出现的AD病理特征比较单一，不如本研究中

转入三突变APP基因的造模效果好。

目前有不少研究者通过基因编辑技术进行AD造
模［21-22］。清华大学研发的APPNL-G-F转基因大鼠不仅检

测出Aβ沉积，6个月后还检测出Tau蛋白磷酸化、突

触缺失等特征［14］，较好地模拟了AD疾病特征；但12
个月后才检测出神经元缺失，且胚胎显微注射技术难

以避免脱靶效应，不仅限制了目的基因在特定组织功

能的研究，而且可能会导致动物发生与AD无关的不良

后果。例如有研究发现，Tau转基因小鼠的脊髓出现了

细胞坏死，导致后肢残疾，且随着年龄增长，后肢的

残疾加重，寿命只有5～6个月［23］。
另外，还有研究者直接通过脑立体定位注射Aβ进

行造模［24］，能在短时间内诱导局部神经炎症，但同时

容易激起机体免疫反应，且不符合AD患者脑内Aβ沉
积来自长期积累的临床发病机制。而本研究通过高效

转导低免疫原性的AAV在大鼠脑内持续表达 APP基

注：A，为实时荧光定量 PCR 检测结果 ［BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 （通过脑立体定位在海马区注射携带人源三
突变 APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒），每组 4 只大鼠 （n=4）；与空白对照组相比，**P<0.01；与空载病毒组相比，##P<0.01］。B
为 PCR 产物测序比对结果，黄色高亮部分指示突变位点。
Note： A is the result of real-time fluorescence quantitative PCR. BC， VC， Exp are blank control group， virus control group and experimental 
group （adeno-associated virus carrying human triple mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain 
stereotaxic localization）， respectively. 4 rats in each group （n=4）； Compared with blank control group， **P<0.01； Compared with virus 
control group， ##P<0.01. B is the result of real-time fluorescence quantitative PCR product sequencing comparison， and the yellow 
highlighted part is the indicated mutation site.
图 4 大鼠海马体 APP 基因表达及测序结果
Figure 4 APP gene expression and sequencing results in rat hippocampus
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注：BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 ［通过脑立体定位在海马区注射携带人源三突变淀粉样前体蛋白 （APP） 和
NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒］。黑色箭头所指区域为皱缩坏死的细胞；红色箭头所指区域为尼氏体稀疏，染色浅淡的细胞；蓝色箭头
所指区域为 β-淀粉样蛋白沉积区域。
Note： BC， VC， Exp are blank control group， virus control group and experimental group （adeno-associated virus carrying human triple 
mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain stereotaxic localization）， respectively. The areas 
indicated by black arrows are crumpled necrotic cells. The areas indicated by red arrows are cells with sparse Nissl bodies and light staining. 
The area indicated by blue arrow is the area of amyloid β-protein deposition.
图 5 大鼠海马体组织的 HE 染色（A）、尼氏染色（B）和免疫组织化学染色（C）结果
Figure 5 HE staining （A）， Nissl staining （B）， and immunohistochemical staining （C） results of rat hippocampal region
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因，进而形成Aβ沉淀，可以更近似地模拟AD的发病

进程。

NanoLuc萤光素酶作为基因标记，与传统的萤光

素酶相比，具有体积小（约19 kDa）、亮度高、稳定性

好的优点，结合底物 Furimazine后可发出强烈蓝光，

可透过头骨被活体成像仪捕捉，实现了高灵敏度、低

背景的生物发光检测［25-26］。本研究中将三突变APP基
因与NanoLuc萤光素酶基因共用一个启动子，这种单

载体共表达系统避免了多载体共转染的效率不均问题，

使得NanoLuc萤光素酶的发光信号可以更准确地指示

APP基因的表达情况。

本实验采用脑立体定位仪直接注射携带APP基因

的AAV，利用活体成像仪可快速高效地观察造模效果，

对动物创伤小，检测的灵敏度高，无需额外注射易淬

灭的荧光抗体或牺牲动物获取组织样本，显著简化了

实验流程并符合动物实验伦理的3R原则。此设计不仅

为AD病理机制研究提供了高效工具，更为大型动物

（如非人灵长类）或难以基因编辑的物种提供了造模参

考，规避了转基因动物繁育的高耗时与高成本限制。

综上，本研究通过脑立体定位技术联合AAV转入

人源三突变APP基因成功构建的大鼠AD模型，可体现

出典型的AD组织病理学和认知行为特征，为基于Aβ
沉积的AD病理研究及药物研发提供了动物模型基础。
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