
·实验研究·

老年性学习记忆减退大鼠基底前脑

NOS神经元的形态变化
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摘　要　用 M orri s水迷宫行为检测方法 ,以青年组平均逃避潜伏期加 2倍标准差为下限 ,加 1倍标准差为

上限将老年大鼠分为学习记忆减退组和学习记忆正常组。取受试大鼠的前脑冰冻切片 ,行尼克酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸 ( nicotinamide adenine dinucleo tide ph osphate, N ADPH)组化染色。 结果显示: 37. 5%的老年鼠为学习

记忆减退鼠。与青年鼠相比 ,老年学习记忆减退鼠基底脑一氧化氮合酶 ( nit ric oxide syn thas e, NOS)神经元胞体

萎缩 ,着色变淡 ,突起减少。而老年学习记忆正常鼠基底脑内 NOS神经元形态正常。 IBAS图象分析表明老年学

习记忆减退鼠基底前脑各核团 NOS神经元数、细胞面积和灰度值较青年鼠明显下降 ( P < 0. 01)。而老年学习记

忆正常鼠上述指标无明显改变。受试大鼠逃避潜伏期与基底前脑 NOS神经元数量呈负相关。上述结果提示 ,老

年大鼠学习记忆能力减退存在着明显的个体差异。老年学习记忆减退大鼠基底前脑 NO S神经元发生严重的退

变 ,这可能是老年性学习记忆减退的神经机制之一。
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　　学习记忆减退是脑衰老的主要表现之一 ,其神

经生物学机制尚不清楚。 本实验室以往的研究发现

衰老时海马内突触结构的退变和胆碱能纤维的减少

与学习记忆减退有密切关系 [1～ 3 ]。 基底前脑是海马

内胆碱能投射纤维的发源地 ,也是一氧化氮合酶

( NOS)阳性神经元较为集中的脑区。 许多研究证实

老年性痴呆患者认知能力损害与基底前脑胆碱能神

经元溃变有关 [4]。但是 ,正常衰老过程中基底前脑胆

碱能或 NO S神经元是否发生退变 ,它们与老年性学

习记忆减退的关系如何尚不清楚。 本研究通过行为

筛选分组的方式 ,分别观察老年学习记忆正常鼠和

老年学习记忆减退鼠 NOS神经元的形态变化 ,为探

讨老年性学习记忆减退的神经基础提供资料。

1　材料与方法

1. 1　行为测试

健康雄性 SD大鼠 60只 ,青年鼠 ( 3个月 ) 20只 ,

老年鼠 ( 26个月 ) 40只。Mor ris水迷宫测试方法按文

献 [2]进行。 每只大鼠每天测试 8次 (上、下午各 4

次 ) ,连续 5 d,第 5天只在上午测试 4次。 逃避潜伏

期取获取过程第 4天、第 5天的均数。将逃避潜伏期

大于青年组逃避潜伏期均数加 2倍标准差的老年鼠

定为老年学习记忆减退鼠 ,逃避潜伏期小于青年鼠

逃避潜伏期均数加 1倍标准差的老年鼠定为老年学

习记忆正常鼠。 逃避潜伏期介于两者之间的老年鼠

剔除不用。

1. 2　组织化学染色

行为测试后 1周 ,取青年鼠、老年学习记忆正常

鼠、老年学习记忆减退鼠各 5只。 腹腔戊巴比妥钠

( 35 mg /kg )麻醉 ,左心室主动脉插管 , 50 mL生理

盐水冲洗 , 350 m L含 4%多聚甲醛、 0. 2%戊二醛和

0. 2%苦味酸 PB溶液经心灌注。 取脑后在上述固定

液里后固定 4 h,再放入 30%蔗糖中过夜。取基底前

脑作冰冻切片 ,厚 40μm,隔 3取 1张进行 N ADPH

组化染色。 NOS与 NADPH脱氢酶为同一种酶已得

到公认 ,用 N ADPH组化染色可反映 NOS的分布。

染液为 : N ADPH 5 mg ,亚硝基四唑蓝 1. 25 mg ,

0. 1 mol /L磷酸缓冲液 ( p H 8) 4 mL , 3% Triton 1

mL。37℃温箱孵育 1 h,停止反应。裱片、脱水、透明、
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封固。全部 NADPH染色切片用作细胞学定性分析。

1. 3　定量分析

取包含内侧隔核 ( SM )、斜角带核垂直支 ( vDB)、

斜角带核水平支 ( h DB)的 3个标准断面 (座标分别

为前囟+ 2. 5,+ 0. 5和 - 0. 2) ,用 IBAS Rel 2. 0图

象分析系统 ( OPTON公司 )测量 3个核团内 NOS神

经元的数量、神经元胞体面积和 NOS染色灰度。 所

得数据均用 ANOV A统计分析软件进行单因素方差

分析 ,根据方差齐性与否 ,采用相应的方法进行统计

处理。

2　结　果

3组大鼠逃避潜伏期分布情况见图 1。经 Morris

水迷宫测试青年组平均逃避潜伏期为 ( 21. 22± 10.

95) s。 按上述标准筛选出老年学习记忆减退鼠 15

只 ,占全部老年鼠的 37. 5%。 老年学习记忆正常鼠

13只 ,剔除 12只 , 3组大鼠逃避潜伏期变化情况见

图 2。

图 1　大鼠行为测试分组

　　每个点代表一个大鼠的平均逃避潜伏期。上虚线代表青
年组平均逃避潜伏期加 2倍标准差的数值。超过上虚线的为
老年学习记忆减退鼠。下虚线代表青年组平均逃避潜伏期加
1倍标准差的数值。 低于下虚线的为老年学习记忆正常鼠

图 2　获取过程中逃避潜伏期的动态变化

a.青年组 ; b.老年学习记忆正常组 ; c.老年学习记忆减退组

　　 N ADPH组织学观察显示基底前脑 NOS神经

元自胼胝体前端水平 ,向尾侧伸展到前连合交叉 ,为

一连续的细胞带。其外观类似 Go lg i染色神经元。依

据排列位置和细胞形态 ,这些神经元可分为 3个核

群: SM , vDB和 hDB。 SM中的 NOS细胞中等大小

(图 3) ,胞体面积为 ( 172± 21)μm2 , vDB和 hDB的

胞体面积较大 (图 6, 7) ,分别为 ( 209± 29)μm2和

( 253± 31)μm2。 NOS神经元树突复杂程度从前向后

逐渐增加。

和青年组相比 ,老年学习记忆减退组 NOS神经

元 N ADPH染色变淡 ,有些胞体变形、萎缩 ,表面出

现棘样突起或切迹 ;突起减少 ,突起上的胞体数量下
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降 ,神经毡的密度降低 (图 5, 10, 11)。 而老年学习记

忆正常大鼠的 NOS神经元细胞体深染 ,无明显形态

学异常 (图 4, 8, 9)。定量分析表明老年学习记忆减退

鼠较青年鼠 SM、 vDB、 hDB3个核团的 NOS神经元

数量明显减少 ,分别下降了 33. 33% 、 33. 19% 、

35. 18% ,差异有显著意义 (表 1)。老年学习记忆正常

鼠和青年鼠相比较 NOS神经元数量未见减少 ( P>

0. 05)。相关分析表明受试大鼠逃避潜伏期与基底前

脑的 NOS, DB: 神经元数量呈负相关 ( SM: r = -

0. 7156, P < 0. 01; vDB: r = - 0. 7437, P < 0. 01;

hDB: r= - 0. 8013, P < 0. 01)。

表 1　基底前脑 3个标准断面 NOS神经元数量和的比较 (个 )

青年组
老年学习记忆

正常组 减退组

SM 　 185± 10　　 171± 11 　　 114± 81) , 2)

vDB 145± 8 137± 7 97± 81) , 2)

hDB 364± 15 253± 17 164± 111) , 2)

　　 1)与青年组相比较 , P < 0. 01; 2)与老年学习记忆正常

组相比较 ,P < 0. 01

老年学习记忆减退大鼠的 NO S神经元丢失的

同时还伴有细胞染色变淡。图象分析显示 ,老年学习

记忆减退组大鼠的 NOS神经元灰度值较青年组和

老年学习记忆正常组均显著减少 ; SM下降 24. 52%

和 23. 68% , vDB下降 25. 69%和 26. 58% , h DB下降

31. 52%和 28. 57%。老年学习记忆减退组与青年、老

年学习记忆正常组相比较 3个核团皆有明显差异 (P

< 0. 01);而老年学习记忆正常组与青年组相比较 3

个核团 NOS神经元灰度值之间没有明显差异 ( P>

0. 05) (见表 2)。

表 2　基底前脑 NOS神经元灰度值的比较

青年组
老年学习记忆

正常组 减退组

SM 117± 5 　　 116± 9 　　 88± 101) , 2)

vDB 115± 5 116± 9 85± 51) , 2)

hDB 120± 4 115± 7 83± 71) , 2)

　　 1)与青年组相比较 , P < 0. 01; 2)与老年学习记忆正常

组相比较 ,P < 0. 01

表 3显示 3组大鼠基底前脑各核团 NOS神经

元的胞体面积。 与青年组和老年学习记忆正常组相

比较 ,老年学习记忆减退大鼠基底前脑各核团 NOS

神经元胞体面 积下降 , SM 中下降 25. 00%和

23. 21% ; v DB中下降 30. 14%和 1. 46% ; hDB中下

降 35. 18%和 33. 07%。老年学习记忆减退组与青年

组、老年学习记忆正常组相比较 3个核团 NOS神经

元胞体面积皆有明显差异 (P < 0. 01) ;而老年学习记

忆正常组与青年组相比较 3个核团之间没有明显差

异 (P> 0. 05) (见表 3)。

表 3　基底前脑 NOS神经元胞体面积的比较　 (μm2)

青年组
老年学习记忆

正常组 减退组

SM 172± 21 　　 168± 24 　　 129± 181) , 2)

v DB 209± 29 213± 23 146± 251) , 2)

hDB 253± 31 251± 35 168± 291) , 2)

　　 1)与青年组相比较 , P < 0. 01; 2)与老年学习记忆正常

组相比较 , P < 0. 01

3　讨　论

3. 1　相同年龄老年鼠存在行为差异

通过 Morris水迷宫测试分析表明: 26个月龄老

年鼠有 37. 5%的空间学习过程受到损害 ,而 62. 5%

的 26个月龄老年鼠没有表现出获取过程异常。表明

老年鼠的学习记忆能力有较大差异。这种差异反应

了个体学习记忆能力对衰老的敏感性不同 ,即随着

年龄的增加一部分大鼠学习的记忆能力的衰退发生

得早且严重 ,另一部分大鼠的行为学衰退则相对迟

缓 ,在受测试年龄时 ,尚未表现出现明显的学习记忆

能力的缺陷。 老年大鼠平均逃避潜伏期的分布情况

亦充分说明了这一点 ,即部分老年大鼠的测试值与

青年鼠处于同一范围 (下虚线以下 )。

3. 2　老年学习记忆减退鼠行为学与基底前脑 NOS

神经元的关系

按照结构和功能统一的观点 ,出现这一差异必

定有其形态基础。我们将表现出行为损害的和行为

正常的老年大鼠分别观察其基底前脑结构上的差

异 ,这样有利于进一步探讨基底前脑神经元的衰老

性变化与老年性学习记忆减退的关系。

定量分析显示 ,和青年组相比 ,老年学习记忆减

退组基底前脑 NO S阳性神经元的数量、胞体面积和

染色灰度值均明显下降 ,且这种下降的程度和学习

记忆能力的减退呈相关关系。 而老年学习记忆正常
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大鼠却未发现细胞丢失、萎缩等退变现象。这一结果

表明衰老时基底前脑 NOS神经元的退变是老年性

学习记忆能力减退的神经生物学机制之一。 这与我

们前期发现老年学习记忆减退大鼠海马内突触结构

退变和胆碱能纤维丢失的结果相验证。 因为基底前

脑是海马胆碱能传入纤维的起源 ,而 NO S神经元是

基底前脑胆碱能神经元的一个亚族。 文献报道在基

底前脑约 97%的 NO S神经元是胆碱能神经元 ,约占

胆碱能细胞的 30% [5 ]。

3. 3　 NO减少可能是学习记忆减退的机制

关于基底前脑神经元损害与老年性学习记忆减

退的关系 ,以往研究者的注意力多集中于隔核、海马

胆碱能系损害 [6]。从现在结果看 ,除胆碱能系统损害

后 , NO减少也可能发挥重要作用。 因为基底前脑的

NOS神经元既是胆碱能又是 NO能的 ,它们的轴突

经穹窿投射到海马。 NOS神经元丢失和 NOS活性

下降都可造成海马 内 NO的产量和释放减少。 NO

在海马内长时程突触增强 ( LTP)现象的产生和维持

中的作用已被证实 [7]。因此 ,老年学习记忆减退大鼠

基底前脑 NO S神经元的退变和丢失表明 NO和乙

酰胆碱两种递质的损害都参与了老年学习记忆减退

神经基础的形成。

(本文图 3～ 11见封 2)
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Subject headings　　 pro sencepha lon /cyto lo g y; learning diso rder s /pa th olog y; m emory disorder s /pathol-

ogy; neur on /cy tolog y; ra ts; aging
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图 3　青年鼠内侧隔核　　图 4　老年学习记忆正常鼠内侧隔核　　图 5　老年学习记忆减退鼠内侧隔核　　图 6　青年

鼠斜角带核垂直支　　图 7　青年鼠斜角带核水平支　　图 8　老年学习记忆正常鼠斜角带核垂直支　　图 9　老年学习

记忆正常鼠斜角带核水平支　　图 10　老年学习记忆减退鼠斜角带核垂直支　图 11　老年学习记忆减退鼠斜角带核水平

支　　图 3～ 11(× 10)


