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丙戊酸钠联合雌二醇对去卵巢APP/PS1双转基因

小鼠精神行为及神经元的影响
 李彦臻  张威  姜婷婷  罗敏  杜烨湘  贺桂琼  骆世芳*

(重庆医科大学神经科学研究中心,  重庆 400016)

摘要      该文旨在研究丙戊酸钠(valproic acid, VPA)和雌二醇(17β-Estradiol, E2)联合用药对去

卵巢APP/PS1双转基因小鼠精神行为和脑内神经元的影响及可能机制。将3.5月龄雌性APP/PS1双
转基因小鼠进行双侧卵巢切除(ovariectomy, OVX), 1个月后随机将小鼠分为4组, 然后单独或联合

应用VPA和E2处理1个月(生理盐水组为对照)。高架十字迷宫实验结果显示, 与对照组相比, VPA
和E2单独用药组小鼠进入开放臂的次数和在开臂停滞时间均有上升, 但无统计学意义(P>0.05), 而
VPA+E2联合用药组小鼠较对照组有显著上升(P<0.05)。旷场实验结果显示, 与对照组相比, 各药

物处理组小鼠在旷场中央区活动的路程和时间显著上调(P<0.05), 这可显著改善小鼠的焦虑情绪

和自主性活动变化。与对照组相比, E2组和VPA+E2组NeuN的表达量升高具有统计学意义(P<0.05), 
VPA组无明显改变(P>0.05); 高尔基染色结果显示, VPA+E2组树突棘密度升高较对照组和E2组均

具有统计学意义(P<0.05), 是VPA组的1.39倍, 但无显著统计学差异(P>0.05)。Western blot结果显

示, E2组和VPA+E2组与对照组相比ERα的表达量升高具有统计学差异(P<0.05), 其中VPA+E2组升

高更为显著, VPA组与对照组相比没有明显差异(P>0.05); VPA+E2组小鼠脑内Wnt3a表达量与对照

组、VPA组和E2组相比其升高均具有统计学意义(P<0.05); E2组和VPA+E2组β-Catenin含量相较对

照组升高具有显著统计学意义(P<0.05)。上述结果说明, 丙戊酸钠联合雌二醇治疗可缓解小鼠的

焦虑情绪并延缓小鼠脑内神经元的变性, 这种改善作用可能与ERα-Wnt/β-Catenin信号通路激活相

关。
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Effects of Valproic Acid Combined with 17β-Estradiol on Mental Behavior 
and Neurons in Ovariectomized APP/PS1 Double Transgenic Mice

Li Yanzhen, Zhang Wei, Jiang Tingting, Luo Min, Du Yexiang, He Guiqiong, Luo Shifang*
(Chongqing Medical University Neuroscience Research Center, Chongqing  400016, China)

Abstract       The aim of this study was to investigate the effects of valproic acid (VPA) and 17β-Estradiol (E2) 
on mental behavior and neurons in ovariectomized APP/PS1 double transgenic mice. The 3.5-month-old female APP/
PS1 double transgenic mice underwent bilateral ovariectomy (OVX). After one month, the mice were randomly 
divided into 4 groups, and then treated with VPA and E2 alone or in combination for one month (Saline group as 

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



李彦臻等: 丙戊酸钠联合雌二醇对去卵巢APP/PS1双转基因小鼠精神行为及神经元的影响 661

control). The results of the elevated plus maze test showed that compared with the control group, the number of 
VPA group and E2 group mice entering the open arm and the open arm stagnation time increased, but there was no 
statistical significance (P>0.05), while the VPA+E2 group showed a significant increase compared with the control 
group (P<0.05). The results of open field experiments showed that compared with the control group, the distance 
and time of activity in the central area of the drug treatment groups were significantly upregulated (P<0.05), 
which could significantly improve the anxiety and autonomic activity of mice. Compared with the control group, 
the expression of NeuN in E2 group and VPA+E2 group was statistically significant (P<0.05), and there was no 
significant change in VPA group (P>0.05). Golgi staining showed that the dendritic spine density in the VPA+E2 
group was significantly higher than that in the control group and the E2 group (P<0.05), which was 1.39 times 
higher than that in the VPA group, but there was no statistically significant difference (P>0.05). Western blot 
showed that the expression of ERα in E2 group and VPA+E2 group was significantly higher than that in the 
control group (P<0.05), and the VPA+E2 group was more significant. There was no significant difference (P>0.05) 
between VPA group and control group. The expression of Wnt3a in the brain of VPA+E2 group was significantly 
higher than that of the control group, VPA group and E2 group (P<0.05). The content of β-Catenin in E2 group 
and VPA+E2 group compared with the control group was statistically significant (P<0.05). These results indicate 
that sodium valproate combined with 17β-Estradiol can alleviate the anxiety of mice and delay the degeneration of 
neurons in the brain of mice, which may be related to the activation of ERα-Wnt/β-Catenin signaling pathway.

Keywords       Alzheimerʼs disease; anxiety; neurons; valproate acid; 17β-Estradiol

随着世界人口老龄化的日益加重, 阿尔茨海默

病(Alzheimer’s disease, AD)已成为当今人类所面临

的最大的全球公共健康挑战之一。该病是一种以进

行性记忆力减退、认知功能障碍为主要临床表现

的慢性神经退行性疾病。AD脑内大量神经元的变

性丢失是其典型的病理特征之一[1]。除了具有认知

功能方面的障碍之外, AD患者还存在显著的行为和

精神症状(psychological and behavioral symptoms of 
dementia, BPSD)[2]。

丙戊酸钠(valproic acid, VPA)是具有神经保护、

促进神经营养因子释放以及神经再生作用的药物。

课题组前期研究发现, 丙戊酸钠对雄性APP/PS1双
转基因小鼠的保护作用优于雌性小鼠, 特别是老年

雌性小鼠[3-7]。流行病学报告显示, AD患病率女性远

高于男性, 这与脑内雌激素减少密切相关[8]。尽管研

究证明雌激素替代疗法可有效改善女性发生AD的

危险性, 但其效果取决于应用时间, 对绝经早期AD
患者有显著疗效, 而对绝经晚期AD患者无效甚至具

有副作用。深入研究发现, 这与AD患者脑内雌激素

受体含量变化有关[9]。那么上调雌激素受体表达是

否能提高雌激素的疗效呢？经查阅, 发现国际上有

一篇关于使用VPA联合ERα高亲和力药物处理ERα
阴性表达的乳腺癌细胞株的文献, 其结果发现VPA

能恢复乳腺癌细胞株ERα的表达, 从而提高该细胞株

对药物处理的效果[10]。那么, VPA和雌二醇联合用

药能否通过互补作用对绝经后期AD模型小鼠发挥

保护作用？关于这一问题尚无文献报道。ERα的减

少与AD发生的高危险性密切相关, Wnt/β-Catenin信
号通路在AD的发生和发展过程中发挥重要作用, 参
与多种神经系统发育过程的调节, 包括突触发生及

功能形态变化。多篇报道证实了ERα-Wnt/β-Catenin
信号通路在大鼠BMSCs成骨分化过程中具有重要意

义[11-12], 那么, VPA和雌二醇联合用药是否也能通过

ERα-Wnt/β-Catenin信号通路发挥互补作用？

鉴于此, 本研究采用丙戊酸钠联合雌二醇处理

双侧卵巢切除1个月后的APP/PS1双转基因小鼠, 通
过行为学、形态学及分子生物学技术, 观察联合药

物对去卵巢APP/PS1双转基因小鼠的精神行为及小

鼠脑内典型病理特征的影响, 同时探讨联合用药发

挥作用的可能机制。

1   材料与方法
1.1   主要试剂与材料

丙戊酸钠和雌二醇购自Sigma公司; 兔抗

β-Catenin单克隆抗体及兔抗NeuN多克隆抗体购

自Cell Signaling Technology公司 ; 兔抗ERα购自
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Abcam公司; 兔抗Wnt3a单克隆抗体购自Affinity 
Biosciences公司; 鼠抗β-actin单克隆抗体及ECL发光

试剂购自上海碧云天生物技术有限公司; 其他均为

国产分析纯。

1.2   实验动物及鉴定

购自南京大学–南京生物医药研究院的3月龄

雌性B6C3-Tg(携带人APPswe/PSEN1dE9)双转基因

鼠28只, 合格证号为NO.114401300010893。将购入

的三月龄小鼠鼠尾末端剪下约0.5 cm, 采用BIMAKE
鼠尾鉴定试剂盒, 按试剂盒说明书提取基因组DNA
进行PCR反应扩增APP和PS1, 将PCR扩增产物点样

进行电泳观察。在长波紫外光下观察PCR条带, 在
350 bp和608 bp处均出现条带者即为APP/PS1阳性

双转基因小鼠。将阳性小鼠随机分为4组, 即Control
组、VPA组、E2组以及VPA+E2组。小鼠分笼饲养于

25~28 °C、12 h光照/12 h黑暗的房间内, 摄食饮水均

自由, 每天观察小鼠活动情况并记录体重。本文涉及

动物实验符合重庆医科大学实验动物伦理学标准。

1.3   卵巢切除及分组

用3.5%水合氯醛(1 mL/100 g)对3.5月龄雌性

APP/PS1双转基因小鼠进行麻醉, 俯卧位固定后在

背部消毒备皮, 于大腿根部与脊柱连线2/3处切开背

肌约1 cm, 拉出切口处的白色脂肪团, 可见粉色蜂窝

状卵巢, 结扎并摘除卵巢。同理切除对侧卵巢, 进行

伤口缝合, 并进行术后消毒。1月后随机将小鼠分为

4组: 对照组、VPA组(每天腹腔注射VPA 30 mg/kg)、
E2组(每天皮下注射E2 2.4 μg/只)、VPA+E2组(每
天腹腔注射VPA 30 mg/kg+每天皮下注射E2 2.4 μg/
只), 药物处理1个月。

1.4   高架十字迷宫实验

实验开始时将小鼠从中央格面向闭合臂放入迷

宫, 记录5 min内的活动情况。观察指标包括: 开放臂

进入次数(必须有2只前爪进入臂内)、开放臂停留时

间、闭合臂进入次数、闭合臂停留时间。计算开放

臂停留时间比例、开放臂进入次数比例、高架十字

迷宫中总进入次数。实验完成后将小鼠取出, 将两

臂清理干净, 喷洒酒精除去气味, 最后用Xeye动物行

为学软件进行数据分析。进入开放臂次数及停留时

间与小鼠的焦虑情绪呈负相关, 进入开放臂次数越

少, 停留时间越短, 说明小鼠的焦虑情绪越严重。

1.5   旷场实验

实验开始时, 将动物放入箱内底面中心, 同时

进行摄像和计时。本实验主要记录单位时间内动物

在中央格的活动路程及时间, 这反映小鼠的趋避性

和焦虑水平。

1.6   实验标本制备

行为学测试过后, 用3.5%水合氯醛麻醉小鼠, 
心尖灌注生理盐水约30 mL至肝脏变白为止, 上述操

作均在冰上进行。左侧脑组织–80 °C冰箱保存; 右
侧放入4 °C多聚甲醛固定, 送入病理室进行石蜡包

埋。石蜡切片机连续冠状切片, 厚度约5 μm。进行

高尔基染色的小鼠, 深度麻醉后直接断头取脑, 在冰

上迅速剥离脑组织, 以避免损伤或压迫神经, 随后用

生理盐水快速冲掉脑组织表面血液。

1.7   Western blot  
取出于–80 °C保存的样本, 冰上裂解提取小鼠

脑内蛋白质。BCA法检测蛋白质浓度并用裂解液

配平。用10% SDS-PAGE凝胶电泳分离出凝胶条

带, 250 mA恒流冰上湿转60 min, 将目的蛋白转移至

PVDF膜, 5% BSA封闭37 °C封闭2 h, 分别加一抗后

于4 °C过夜, PBST洗膜后二抗孵育50 min。在Bio-
Rad公司的化学发光成像系统中进行化学发光显

色, 采用Image Lab分析灰度值, 用目的蛋白灰度值/
β-actin灰度值表示目的蛋白相对表达量。

1.8   高尔基染色

按试剂盒标示, 取组织前一天11׃配置A和B混
合液, 常温避光。取组织后脑组织放入混合液中, 室
温避光2周, 6 h后更换新的混合液。随后转移组织到

溶液C中避光反应72 h, 在反应结束24 h后更换溶液。

在–22~–20 °C的条件下, 用冰冻切片机以100 μm厚度

切片, 整齐裱片于滴有溶液C的明胶包被的载玻片

上, 室温下自然晾干。用双蒸水冲洗切片2次, 每次

4 min。按12׃1׃的比例配制溶液D、溶液E和双蒸水

混合的显色工作液。把切片置于工作液中10 min。
再次双蒸水冲洗, 梯度乙醇溶液脱水, 在二甲苯中透

明, 中性树脂封片, 常温晾干。

1.9   统计学处理

应用Prism 6软件对各组数据进行分析。本实验

均采用单因素方差分析, 组内两两比较采用Tukey’s 
test检验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   去卵巢AD小鼠子宫形态及重量变化

行为学测试后, 处理小鼠同时收集子宫, 在形

态上VPA组与对照组无明显差异, 但E2组和VPA+E2

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



李彦臻等: 丙戊酸钠联合雌二醇对去卵巢APP/PS1双转基因小鼠精神行为及神经元的影响 663

组子宫肿大且有结节出现。子宫称重显示, VPA
组和对照组子宫重量无明显变化(P>0.05), E2组和

VPA+E2组相较VPA组和对照组子宫重量显著增加

(P<0.01)(图1)。         
2.2   药物处理改善小鼠的焦虑行为

高架十字迷宫实验(elevated plus maze, EPM)
检测小鼠进入开放臂总次数(total entries, OE)、进

入开放臂的次数百分比(percentage of total entries, 
OE%)、进入开放臂的总时间(total time, OT)以及

进入开放臂的时间百分比(percentage of total time, 
OT%)。结果显示, VPA+E2组小鼠进入开放臂次数

及其百分比均明显高于对照组(P<0.05); 且VPA+E2
组在开放臂停留时间及停留时间百分比显著高于

对照组(P<0.05); VPA组和E2组与对照组相比OE、
OT、OE%、OT%均有升高但无统计学差异(P>0.05)
(图2)。
2.3   药物处理对小鼠自主性活动及焦虑状态的影响

考虑到小鼠需要休息, 旷场实验于高架十字迷

宫结束后第三天开始, 实验结果显示, 各药物处理

组小鼠在旷场中间区域行进的路程明显高于对照

组 (F=10.29, P=0.001 2); E2组 [(29.350±1.399) s]和
VPA+E2组[(29.450±1.071) s]小鼠在中间区域停留的

时间明显长于对照组(F=4.89, P=0.019 1)(图3)。

2.4   联合药物处理对小鼠脑内神经元的影响

对成熟神经元标志物NeuN的表达情况进行检

测。免疫印迹结果显示, 各药物处理组中NeuN的表

达与对照组(100.00±14.01)相比, 差异具有统计学意

义(F=9.1, P=0.005 9), 以VPA+E2组(300.00±35.01)
上升最为显著, 是对照组含量大约3倍之多。树突

棘是神经元形成兴奋性突触的结构基础, 本研究采

用高尔基染色检测树突棘的改变, 比较各组小鼠

树突棘的密度, 结果如图5所示, 发现药物处理后

树突棘的密度较对照组(0.030 18±0.003 60)有所上

升 (F=8.122, P=0.000 7), 其中VPA+E2组 (0.072 46 
±0.008 30)上升最为显著(图4)。
2.5   药物处理对小鼠脑内ERα、Wnt3a和β-Catenin
表达的影响     

Western blot结果显示, 各药物处理组与对照

组(0.174 9±0.007 8)相比, ERα的表达量均有所升高

(F=33.2, P<0.000 1)。其中, VPA(0.266 9±0.021 5)升高

没有明显差异(P>0.05), E2组和VPA+E2组升高均具有

统计学意义(P<0.05), 以VPA+E2组(0.652 2±0.066 2)升
高最为显著(图6)。

VPA+E2组 (0.303 9±0.008 1)小鼠脑内Wnt3a
表达量较对照组显著增多(F=35.06, P=0.000 1); 相
比较于对照组, E2组(1.679 0±0.140 3)和VPA+E2组
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图1    AD小鼠子宫形态和重量变化

Fig.1   Changes of the uterus and weight in AD mice
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图2   各组AD小鼠OE、OT、OE%、OT%的比较

Fig.2   Comparison on OE, OT, OE%, OT% in the EPM test
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*P<0.05, 与对照组比较。

*P<0.05 vs control group.                          
图3   各组AD小鼠中间区域行进路程和时间

Fig.3   Comparison on distance and time in the OFT

(1.9140±0.148 6)小鼠脑内β-Catenin表达升高(F=9.1, 
P=0.005 9), 上述变化以VPA+E2组增加最为显著。   

3   讨论
阿尔茨海默病是以进行性认知功能障碍、记忆

力减退和精神行为的改变为主要临床表现特征的慢

性进行性神经退行性疾病。而AD的发病具有明显

的性别差异, 绝经后女性的AD发病率远远高于同年

龄的男性。目前的研究显示, 雌激素治疗对绝经早

期AD患者有效, 但对绝经后期AD患者不仅无效, 而
且有引发中风、生殖系统肿瘤的风险。因此, 本研

究探讨丙戊酸钠和雌激素联合用药能否对绝经后期

AD模型小鼠的焦虑情绪和脑内特征性病理改变有

改善作用。研究选用的APP/PS1双转基因小鼠是近
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年来被公认的比较成功的痴呆模型, 可以对AD患者

的行为缺陷和病理改变进行较为完整的模拟[13]。据

文献查阅, 卵巢切除后即刻到2周内相当于人类绝

经后6个月内, 此为绝经早期, 卵巢切除3周以后即为

绝经中晚期[14-15]。因此, 本实验取3.5月龄雌性APP/
PS1双转基因AD模型小鼠进行双侧卵巢切除, 于术

后1月进行药物处理, 模拟绝经后期。

IPA于1996年定义了BPSD, 即痴呆患者出现的

知觉紊乱、抑郁、焦虑及行为错乱等精神行为症状。

相对于痴呆的认知功能障碍, BPSD是可治疗的, 因
此对AD患者的BPSD的治疗研究同样重要, 在AD患

者中焦虑情绪最为常见[16]。本实验采用的高架十字

迷宫实验和旷场实验是评价动物焦虑状态的经典行

为实验[17-18]。高架十字迷宫实验和旷场实验结果显

示, 联合药物处理显示出明确的抗焦虑作用。

焦虑情绪的发生与AD脑内神经元丢失相关, 本
研究对成熟神经元标记物NeuN蛋白水平表达量进

行检测, 结果显示联合药物处理组的NeuN表达量显

著高于对照组。神经元的存活数量直接影响神经突

触的可塑性, 与突触相关的树突棘是兴奋性突触形

成的结构基础, 是突触可塑性的关键, 直接关系到记

忆在大脑中的储存情况, 同时可以反应神经元形态

和生理成熟情况[19]。脑内树突棘形态的破坏及数量

减少会导致包括进行性学习记忆障碍的退行性疾病

在内的多种神经系统疾病。通过高尔基染色我们可

以检测到异常的树突和树突棘, 结果验证了联合药

物处理组对神经元功能的恢复更为有效。

上述结果显示, 联合用药可以逆转去卵巢AD
小鼠焦虑情绪, 增强突触可塑性, 但其发生机制尚

不清楚。有研究表明, 雌激素通过其α型受体介导

对神经元起保护作用, 雌二醇对ERα有激活作用[20]。

Wnt/β-Catenin信号通路是人体重要的信号转导通

路之一, 并且参与神经元的发育过程[21-22]。那么, 联
合药物对于AD小鼠的保护作用是否与ERα-Wnt/
β-Catenin信号通路信号通路有关？本课题Western 
blot结果显示, 联合药物处理可以增加模型小鼠

脑内ERα的表达量, 以及Wnt通路中主要相关因子

Wnt3a及β-Catenin的表达, 即联合药物处理可能是

激活ERα-Wnt/β-Catenin信号通路, 对AD发挥保护

作用。

综上所述, 丙戊酸在钠雌二醇联合用药能够

逆转小鼠的焦虑情绪, 并一定程度上改善神经元变

性, 这可能是由于激活ERα-Wnt/β-Catenin通路所

致。但联合药物处理对AD中认知功能障碍、老年

斑和神经原纤维缠结的作用尚不明确, 有待于进一

步研究。

*P<0.05, 与对照组比较。

*P<0.05 vs control group.                                                                        
图4    各组AD小鼠脑内NeuN含量

Fig.4   Comparison of NeuN protein level
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图5    各组AD小鼠脑内树突棘形态和密度

Fig.5   Morphology and density of dendritic spines in each group of AD mice
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图6   各组AD小鼠脑内ERα、Wnt3a和β-Catenin的表达

Fig.6   Comparison of ERα, Wnt3a and β-Catenin protein levels
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