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快速老化与正常老化小鼠脑内神经干细胞增殖的差异**★ 
刘  洁1，尹海燕2，余能伟1，乔秀兰3，卢圣锋2，曾  芳2，黄  梅2，魏焦禄2，唐  勇2 

Differences in neural stem cells proliferation between normal senescence and 
senescence-accelerated mice    

Liu Jie1, Yin Hai-yan2, Yu Neng-wei1, Qiao Xiu-lan3, Lu Sheng-feng2, Zeng Fang2, Huang Mei2, Wei Jiao-lu2, Tang Yong2 

Abstract 
BACKGROUND: In the aging process, the changes of environment in the brain can cause changes in proliferation ability of brain 
neural stem cells. The neural stem cells are closely associated with senescence and neurodegenerative diseases. Proliferation 
ability is negatively correlated with age. However, no reports have addressed that senescence-accelerated mice served as 
senescence models.  
OBJECTIVE: To investigate the differences of neural stem cells proliferation between normal senescence and 
senescence-accelerated mouse in hippocampus, olfactory bulb and cortex.  
METHODS: The hippocampus, olfactory bulb and cortex were obtained from 6 senescence-accelerated mice 
(senescence-accelerated mouse prone 8) and 6 normal senescence mice (senescence-accelerated mouse/resistance 1). 
Following frozen section, Ki-67/Nestin immunofluorescence double labeling methods were used to detect the proliferation of 
neural stem cells in hippocampus, olfactory bulb and cortex. Pictures of immunofluorescence double labeling were taken through 
Leica Qwin v3 under a fluorescence microscope. Using 40× object lens and 10× eyelens, five consecutive visual fields were 
selected from each section, and image analysis was conducted using Image-pro-Plus software.  
RESULTS AND CONCLUSION: The proliferation of neural stem cells could be found both in normal senescence and 
senescence-accelerated mice, but there were differences, mainly in the hippocampus and olfactory bulb (P < 0.05). Results 
indicated that senescence-accelerated might result in low ability of neural stem cells proliferation in hippocampus and olfactory 
bulb. 
 
Liu J, Yin HY, Yu NW, Qiao XL, Lu SF, Zeng F, Huang M, Wei JL, Tang Y. Differences in neural stem cells proliferation between 
normal senescence and senescence-accelerated mice.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(32): 
5935-5938.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：在老化过程中，脑内环境改变可引起脑内神经干细胞增殖能力改变。脑内神经干细胞与衰老和退行性神经病变疾病

密切相关，增殖能力与年龄存在负相关，但以快速老化小鼠为衰老模型的相关研究未见报道。 
目的：比较快速老化与正常老化小鼠嗅球、海马、皮质神经干细胞增殖的差异。 
方法：分别取 6 只快速老化小鼠(SAMP8)和 6 只正常老化小鼠(SAMR1)的嗅球、海马、皮质组织，在固定、冰冻切片后，

运用 Ki-67/Nestin 免疫荧光双标检测 3 个脑区的神经干细胞增殖情况。免疫荧光双标在荧光显微镜下通过 Leica Qwin v3
采图，在 40 倍物镜和 10 倍目镜下采图，每一张切片随机选取 5 个相邻视野，通过 Image-pro-Plus 软件完成图像分析。 
结果与结论：正常老化小鼠和快速老化小鼠均有神经干细胞增殖现象，但二者存在差异，其差异主要表现在海马和嗅球两

个脑区(P < 0.05)。提示快速老化可能会导致海马、嗅球神经干细胞增殖能力降低。 
关键词：老化；神经干细胞；海马；嗅球；皮质；增殖 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.32.010 
 
刘洁，尹海燕，余能伟，乔秀兰，卢圣锋，曾芳，黄梅，魏焦禄，唐勇. 快速老化与正常老化小鼠脑内神经干细胞增殖的

差异※[J].中国组织工程研究与临床康复，2010，14(32):5935-5938.       
[http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 

 
 
0  引言 
 

在正常成年个体，内源性神经干细胞

(neural stem celIs，NSCs)主要存在于室管膜

下区、纹状体、海马、嗅球、皮质等部位[1-5]。

神经营养因子、丰富环境刺激、激素、学习、

记忆、训练、脑缺血、外伤、运动、老化等多

种因素均能影响脑内NSCs的增殖分化[6-17]。快速

老 化 小 鼠 (senescence-accelerated mouse 
prone8，SAMP8)和正常老化小鼠(senescence- 

accelerated mouse/resistance1，SAMR1)广泛

用于衰老和退行性神经病变疾病的研究，如阿尔

茨海默病，且两者常互为对照[18-22]。目前研究者

已从大量的行为学、形态学、神经生化和分子

生物学等方面证明此模型间存在差异，能够比较

全面地模拟老化状态的生理病理，是用于衰老和

退行性神经病变疾病研究的理想模型[22-24]。脑内

NSCs与衰老和退行性神经病变疾病密切相关，

增殖能力与年龄存在负相关，但以SAMP8为衰

老模型的相关研究未见报道。为此，本实验选

择正常老化和快速老化小鼠进行比较不同老化 
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状态、不同脑区NSCs增殖情况的差异，进一步

补充完善SAMP8病理变化情况，为该模型的推

广应用提供更多的实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：观察对比动物实验。 
时间及地点：于2008-06/2009-01在南通

大学神经再生重点实验室与成都中医药大学

针灸与时间生物学四川省重点实验室完成。 
材料：快速老化组为雄性SAMP8小鼠6

只，8月龄，体质量20~24 g；正常老化组为

SAMR1小鼠6只，8月龄，体质量20~24 g。动

物购自天津中医药大学第一附属医院老年脑

病研究室动物中心(清洁级，合格证号：W-J
津实动质M准字第006号)。实验中对动物处置

方法符合动物伦理学要求[25]。 
主要仪器、试剂： 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
取材：动物麻醉、开胸、灌注后，剥离完整

的脑组织，40 g/L的多聚甲醛进行后固定，4 ℃
过夜，至脑组织沉淀后，分别更换为150，300 g/L
蔗糖液沉淀，冰冻切片前分离嗅球、皮质、海

马组织，切片厚度8 μm，每隔5张取1张。 
NSCs增殖检测：采用Ki-67/Nestin免疫荧光

双标检测。Ki-67反应细胞增殖的良好标志物，

具有高度的灵敏性；Nestin的表达主要用于鉴

定NSCs的存在。用Ki-67/Nestin双标染色检测，

则可以鉴定增殖的细胞是不是NSCs。检测步骤

参照试剂盒说明书操作。免疫荧光双标在荧光

显微镜下通过Leica Qwin v3采图，给予荧光激

发，激发波长为：FITC-515~565 nm，R-PE- 
570 nm ， TRITC-580 nm ； 吸 收 波 长 ：

FITC-490~495 nm，R-PE-550 nm，TRITC- 
610 nm。在40倍物镜和10倍目镜下采图，每一

张 切 片 随 机 选 取 5 个 相 邻 视 野 ， 通 过

Image-pro-Plus 软 件 (version 6.0 ， Media 
Cybernetics)完成图像分析。 

主要观察指标：两组不同脑区Ki-67/Nestin
荧光双标阳性细胞数。 

设计、实施、评估者：设计、实施、评估

均为本文作者，均经过正规培训，未采用盲法

评估。 
统计学分析：Ki-67/Nestin免疫荧光双标染

色阳性细胞数以x
_

±s表示。由第四、五作者采用

SPSS 15.0统计软件包进行t 检验，P < 0.05为
差异具有显著性意义。 

 
2  结果 

 
正常老化小鼠和快速老化小鼠均有NSCs

增殖现象。其中在海马和嗅球两个脑区，快速

老化小鼠增殖的NSCs数目少于正常老化小鼠，

其差异有显著性意义(P﹤0.05)；但在皮质脑

区，两组的差异无显著性意义(P ﹥ 0.05)，见

表1及图1~3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

试剂及仪器 来源 

荧光显微装置及数码相机输出

系统 
Leica Qwin v3 图像采集及分析

系统 
兔抗鼠 Nestin 多克隆抗体 
山羊抗鼠 Ki-67 抗体  

德国 Leica 公司 
 
德国 Leica 公司 
 
Abcam，UK 
Santa cruz，USA 

表 1  两组不同脑区Ki-67/Nestin荧光双标阳性细胞
数比较 

Table 1  Ki-67/Nestin immunofluorescence double 
staining in the various regions of the brain in 
both groups              (x

_

±s, n=6, cells)

aP < 0.05, vs. normal senescence group 

Group Hippocampus Olfactory 
bulb Cortex 

Normal 
senescence

Senes-
cence-accel
erated

101.64±12.10 

80.79±10.74a 
54.08±8.27 

42.68±7.51a

27.48±4.54

23.38±3.98

a: Normal senescence group b: Senescence-accelerated 
group  

Green: Ki-67; Red: Nestin; Yellow: Ki-67/Nestin 

Figure 1  Ki-67/nestin immunofluorescence double 
staining in the hippocampus (×400) 

图 1  海马 Ki-67/Nestin 免疫荧光双标染色结果
(×400) 
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3  讨论 

 
大量的行为学、形态学、神经生化和分子生物学证

据都表明，SAMP8能较好的模拟衰老后行为学改变和

神经病理变化，模型稳定，减少实验周期，是目前较理

想的研究衰老的模型[23-24]。Ki-67是一种细胞核抗原，在

细胞周期的G1、S、G2与M期均表达，而在G0期不表达，

被认为是细胞增殖所必需、反应细胞增殖的良好标志

物，具有高度的灵敏性；Nestin的表达主要用于鉴定

NSCs的存在。用Ki-67/Nestin双标染色检测，则可以鉴

定增殖的细胞是不是NSCs[26-29]。 
作者采用Ki-67/Nestin免疫荧光双标染色进行

NSCs增殖，结果显示，正常老化小鼠与快速老化小鼠

海马、嗅球、皮质均有NSCs增殖现象。这表明，随着

年龄的增长，衰老作为一种机体的应激因素，会刺激脑

内NSCs增殖[16]。虽然有研究发现，在自然老化过程中，

由于脑内环境改变引起NSCs增殖能力和自我更新能力

降低，海马、室管膜下区内的NSCs数量也会减少[24-30]，

但本实验旨在了解快速老化状态下与正常老化的NSCs
增殖差异，因此没有设立青年组进行对照，这将在下一

步实验中进行完善。 
在本次实验中，在海马、嗅球和皮质3个脑区中，

SAMP8快速老化小鼠与正常老化小鼠脑区NSCs增殖

差异体现在海马和嗅球两个脑区，而且快速老化小鼠的

增殖数目明显减少。SAMP8快速老化小鼠主要被用作

阿尔茨海默病的研究，也许这提示在阿尔茨海默病引起

的老年痴呆病理情况下，NSCs增殖能力低下的脑区主

要在海马、嗅球，皮质可能尚未波及[31]。海马、嗅球NSCs
增殖数目减少，相应的可能引起新生神经元减少，进而

出现学习记忆减退、嗅觉减退等症状，但这一结果又和

以前研究结果显示NSCs的增殖分化能力在阿尔茨海默

病的病理条件下反而增强不一致[32]。后者是来自于阿尔

茨海默病患者的研究结果，是否因为人类和动物之间的

种属差异甚或是病理表现的差异所致，有待今后继续深

入研究。 
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a: Normal senescence group b: Senescence-accelerated 
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Green: Ki-67; Red: Nestin; Yellow: Ki-67/Nestin 

Figure 2  Ki-67/nestin immunofluorescence double staining in
the olfactory bulb (×400) 

图 2  嗅球 Ki-67/Nestin 免疫荧光双标染色结果(×400) 
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Green: Ki-67; Red: Nestin; Yellow: Ki-67/Nestin 

Figure 3  Ki-67/nestin immunofluorescence double staining in 
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图 3  皮质 Ki-67/Nestin 免疫荧光双标染色结果(×400) 
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◎在细胞层面：关注成体细胞的干细胞转

化，胚胎干细胞，脐血及脐带干细胞，羊膜及

羊水干细胞，关注它们的生物学特征以及干细

胞表观遗传与克隆。 

◎在细胞培养层面：关注干细胞生长分化

的微环境，微环境中的生物应力，微小RNA的调

控，干细胞因子及其调控因子。 

◎在细胞功能层面：关注干细胞示踪标记，

干细胞基因转染及载体表达，干细胞移植的临

床随机对照评价。 

◎在细胞实验学层面：关注可重复性的实

验建模及细胞培养技术。

 

来自本文课题的更多信息--  

基 金 资 助 ： 国 家 自 然 科 学 基 金 重 大 研 究 计 划

(90709032)：髓海理论针刺效应的脑内神经干细胞增殖分

化生物学基础；四川省青年科技基金(09ZQ026-025)：艾灸

促进快速老化小鼠海马神经发生的分子网络调节作用研究。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的创新点：快速老化小鼠(SAMP8)已被广泛应用

于研究学习记忆缺陷的发病机制，以及评价抗衰老及改善学

习记忆功能的药物等，且常以正常老化小鼠(SAMR1)作为

其对照进行研究。但快速老化和正常老化小鼠之间的病理差

异变化尚未完全阐述，需进一步研究，为此课题就其脑内神

经干细胞增殖情况进行相应实验，以进一步补充完善其病理

变化情况，为该模型的推广应用提供一定的实验依据。 

课题评估的“金标准” ：课题使用的 Nestin 蛋白是鉴

定神经干细胞存在的国际公认的金标准；使用的 Ki-67 是一

种细胞核抗原，在细胞周期的 G1，S，G2与 M 期均表达，

而在 G0期不表达，被认为是细胞增殖所必需、反应细胞增

殖的良好标志物，具有高度的灵敏性，已在国际上广泛使用。

设计或课题的偏倚与不足：老化是一动态过程，实验比

较的只是 8 月龄快速老化和正常老化小鼠脑内神经干细胞

增殖差异，今后应该增加多个时间点，以明确不同的老化时

期脑内神经干细胞的增殖是否存在差异。 

提供临床借鉴的价值：实验结果将为该模型的应用和推

广提供依据，为选择 SAMP8 进行神经干细胞研究提供科学

证据。 
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