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摘要      该文旨在探讨 8周有氧运动对阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD)模型小鼠认

知功能的影响 , 并分析其潜在机制是否涉及AMPK/ULK1与PI3K/AKT/mTOR信号通路对自噬

和凋亡的调控。研究使用雄性C57BL/6小鼠和APP/PS1转基因小鼠各 24只 (共 48只 )。将每种

基因型的小鼠随机分为运动组和静止对照组 , 即对照组 (Control group, Control)、对照运动组

(Control+exercise group, Control+Ex)、模型对照组 (APP/PS1 group, APP/PS1)和模型运动组

(APP/PS1+exercise group, APP/PS1+Ex)。Control+Ex与APP/PS1+Ex组进行8周跑台训练。采用

Morris水迷宫评估小鼠的认知功能 ; 透射电镜观察自噬体形态与数量 ; HE染色与Nissl染色评估

神经元形态 ; 免疫荧光技术检测自噬相关蛋白LC3-Ⅱ与Beclin1的表达与定位 ; TUNEL染色分析

细胞凋亡水平 ; ELISA法测定Aβ40与Aβ42的沉积水平 ; Western blot技术定量分析AMPK/ULK1
与PI3K/AKT/mTOR信号通路中关键蛋白的表达情况。与Control组相比 , APP/PS1组逃避潜伏

期延长(P<0.01), 目标象限停留时间缩短(P<0.01), 穿越原平台次数减少(P<0.05), 神经元结构异

常及自噬结构减少 , LC3-Ⅱ与Beclin1荧光减弱 (P<0.05), AMPK、ULK1、PI3K、AKT和mTOR
蛋白表达水平均下降 (P<0.01或P<0.05)。APP/PS1+Ex组较APP/PS1组上述指标均显著改善

(P<0.05或P<0.01), 自噬体与溶酶体增多, Beclin1(P<0.05)荧光增强 , 各通路相关蛋白表达均显

著上调 (P<0.05)。该研究初步表明 , 8周有氧运动能有效改善APP/PS1小鼠的认知功能。其机制

可能与运动协同调控海马神经元中AMPK/ULK1与PI3K/AKT/mTOR信号通路有关: 运动一方面

通过激活AMPK/ULK1通路增强自噬、促进Aβ清除 ; 另一方面维持PI3K/AKT/mTOR通路活性 , 
抑制凋亡并可能避免自噬过度激活所致的神经损伤。这种 “自噬增强 –凋亡抑制 ”的双效调节模

式, 为运动干预AD提供了不同于单纯自噬激活剂的协同性神经保护途径, 从而共同改善了AD病

理并促进了神经元存活。

关键词      阿尔茨海默病; 有氧运动; 自噬; 凋亡; 认知康复

Dual Regulatory Effects on Autophagy and Apoptosis: 
a Preliminary Exploration into the Mechanisms by Which 

Aerobic Exercise Improves Cognitive Function in APP/PS1 Mice
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Abstract       This study aims to investigate the effects of 8‑week aerobic exercise on cognitive function in 
a mouse model of AD (Alzheimer’s disease) and analyze whether the underlying mechanisms involve the regula‑
tion of autophagy and apoptosis via the AMPK/ULK1 and PI3K/AKT/mTOR signaling pathways. A total of 48 
mice were used in this study, including 24 male C57BL/6 mice and 24 APP/PS1 transgenic mice. Mice of each 
type (C57BL/6 and APP/PS1) were randomly assigned to either an exercise group or a sedentary control group, 
resulting in four experimental groups: the control group (Control), the control+exercise group (Control+Ex), the 
APP/PS1 model control group (APP/PS1), and the APP/PS1+exercise group (APP/PS1+Ex). The Control+Ex 
and APP/PS1+Ex groups underwent eight weeks of treadmill training. Cognitive function was assessed using the 
Morris water maze; autophagosome morphology and quantity were observed via transmission electron micros‑
copy; neuronal morphology was evaluated by HE staining and Nissl staining; the expression and localization 
of autophagy-related proteins LC3‑II and Beclin1 were detected by immunofluorescence; apoptotic levels were 
analyzed with TUNEL staining; the deposition levels of Aβ40 and Aβ42 were determined by ELISA; and the ex‑
pression of key proteins in the AMPK/ULK1 and PI3K/AKT/mTOR signaling pathways was quantitatively ana‑
lyzed by Western blot. Compared with the Control group, the APP/PS1 group showed prolonged escape latency 
(P<0.01), decreased time spent in the target quadrant (P<0.01) and fewer platform crossings (P<0.05), abnormal 
neuronal structure, reduced autophagic structures, weakened fluorescence intensity of Beclin1 (P<0.05), and de‑
creased protein expression of AMPK, ULK1, PI3K, AKT, and mTOR (P<0.01 or P<0.05). Compared with the 
APP/PS1 group, the APP/PS1+Ex group showed significant improvement in all the aforementioned indicators 
(P<0.05 or P<0.01), increased autophagosomes and lysosomes, enhanced fluorescence intensity of LC3-II and 
Beclin1 (P<0.05), and significantly upregulated expression of all pathway-associated proteins (P<0.05). This 
study preliminarily demonstrates that eight weeks of aerobic exercise can effectively improve cognitive function 
in APP/PS1 mice. The underlying mechanism may be related to the exercise-induced coordinated modulation of 
the AMPK/ULK1 and PI3K/AKT/mTOR signaling pathways in hippocampal neurons: on one hand, by activat‑
ing the AMPK/ULK1 pathway to enhance autophagy and promote Aβ clearance; on the other hand, by maintain‑
ing PI3K/AKT/mTOR pathway activity to inhibit apoptosis and potentially prevent neuronal damage caused by 
excessive autophagy. This dual-effect regulatory mode of “enhanced autophagy-inhibited apoptosis” provides a 
synergistic neuroprotective approach for exercise intervention in AD, distinct from simple autophagy activators, 
thereby collectively ameliorating AD pathology and promoting neuronal survival.

Keywords       Alzheimer’s disease; aerobic exercise; autophagy; apoptosis; cognitive rehabilitation

阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD)是一种

起病隐匿、与年龄相关的中枢神经系统疾病 , 以大

脑进行性、不可逆性功能恶化为主要特征 , 临床表

现为记忆衰退和认知功能障碍 , 是目前最常见的痴

呆类型 [1]。据统计 , 中国现有AD患者约1 700万例 , 
占全球患者总数的29.8%, 相当于每十万人中有900
人患病 , 这一比例显著高于世界平均水平 [2]。AD的

病理机制复杂 , 在神经病理层面 , AD的典型病变包

括神经元的广泛丢失、β-淀粉样蛋白 (amyloid-beta 
protein, Aβ)在细胞外沉积形成淀粉样斑块 , 以及过

度磷酸化的Tau蛋白在细胞内聚集形成神经元纤维

缠结 [3]。这些异常蛋白的累积与神经元的大量丢失 , 
共同构成了AD认知缺陷的病理基础。在细胞层面 , 
自噬作为清除异常蛋白和受损细胞器的关键过程 , 
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其功能增强有助于减少Aβ等病理蛋白的沉积 [4]; 而
细胞凋亡的异常激活则是导致神经元丢失的关键因

素[5-6]。自噬与凋亡作为细胞内两个相互依存的过程, 
其功能失衡共同参与了AD中神经元的变性机制。

腺苷酸活化蛋白激酶 (AMP-activated protein 
kinase, AMPK)/UNC-51样自噬激活激酶1(UNC-51-
like autophagy activating kinase 1, ULK1)和磷脂酰肌

醇3-激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)/蛋白

激酶B(protein kinase B, AKT)/哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白 (mammalian target of rapamycin, mTOR)信号通

路是调控细胞自噬与凋亡的核心通路。研究表明 , 
AMPK/ULK1信号通路的激活可促进细胞自噬 , 而
PI3K/AKT/mTOR信号通路通常抑制细胞凋亡和过度

自噬, 促进细胞存活[7-8]。此外, 这两条信号通路同时

也是能量调节的关键通路, 与运动密切相关。有氧运

动可通过调节机体代谢状态、促进鸢尾素和脑源性

神经营养因子等因子的释放 , 进而调控AMPK/ULK1
和PI3K/AKT/mTOR信号通路的活性[9-10]。近年来, 运
动干预作为非药物干预手段在AD的防治中备受关

注。既往研究表明 , 长期的有氧运动可有效改善AD
患者的认知功能 [11-13], 但其具体机制尚未被完全阐

明。然而 , 有氧运动是否通过协同调控AMPK/ULK1
与PI3K/AKT/mTOR信号通路 , 进而影响自噬–凋亡

平衡 , 尚缺乏足够证据。因此 , 本研究以淀粉样前体

蛋白 /早老素1(amyloid precursor protein/presenilin 1, 
APP/PS1)转基因小鼠为模型 , 实施8周的跑台运动干

预 , 通过检测AMPK/ULK1和PI3K/AKT/mTOR信号

通路活性变化、微管相关蛋白轻链3-II(microtubule-
associated protein light chain 3-II, LC3-II)和Bcl-2相互

作用蛋白(Bcl-2 interacting coiled-coil protein, Beclin1)
表达、神经元自噬与凋亡水平以及海马区Aβ含量的

变化 , 探讨有氧运动改善AD认知功能的潜在作用机

制 , 为理解有氧运动在延缓AD病程进展中的作用提

供一定的理论依据。

1   材料与方法
1.1   实验材料

1.1.1   实验动物      本研究选用24只6月龄健康雄性

C57BL/6小鼠和24只APP/PS1小鼠 , 共计48只 , 所有

动物均购自至善(北京)健康医学研究院有限公司[生
产许可证号 : SCXK(浙) 2024-0004]。实验动物饲养

于西安体育学院动物饲养室, 实行标准化管理: 自由

摄食和饮水, 每日12 h光照/黑暗循环, 饲养室温度维

持在22~24 ℃, 相对湿度保持在40%~60%。实验动

物饲养、处理以及组织取材均经西安体育学院伦理

委员会审核(批准号: XAIPE2025006), 符合国家实验

动物管理与保护相关法规要求。

1.1.2   主要药品及试剂      鼠抗AKT(货号 : 60203-
2-Ig)、mTOR(货号: 66888-1-Ig)、PI3K(货号: 60225-
1-Ig)单克隆抗体 , 鼠抗AMPK多克隆抗体 (货号 : 
10929-2-AP), 以及兔抗LC3-Ⅱ(货号 : 14600-1-AP)、
Beclin1(货号 : 11306-1-AP)多克隆抗体均购自武汉

三鹰生物技术有限公司 ; 兔抗ULK1单克隆抗体 (货
号: 29005-1-AP)购自美国Cell Signaling Technology公
司 ; 鼠抗β-actin单克隆抗体 (货号 : AFW9842)购自湖

南艾方生物科技有限公司; 小鼠Aβ40及Aβ42 ELISA
检测试剂盒(货号: MM-0461M2、MM-0220M2)购自

江苏酶免实业有限公司; BCA蛋白定量试剂盒(货号: 
BCA02)购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司 ; 
ECL发光试剂盒(货号 : G2014-100ML)购自武汉赛维

尔生物科技有限公司。

1.1.3   主要仪器设备      实验动物跑台 (SA101)购
自江苏赛昂斯生物科技有限公司 ; Morris水迷宫系

统 (ZS-001)购自北京众实迪创科技发展公司 ; 透射

电子显微镜 (HT7800)购自日本Hitachi公司 ; 病理切

片机、动物组织脱水机购自武汉俊杰电子有限公

司 ; 超薄切片机 (LeicaUC7)购自德国Leica公司 ; 正
置光学显微镜 (NIKON ECLIPSE E100)、成像系统

(NIKON DS-U3)购自日本Nikon公司; 多功能酶标仪

(Spark)购自瑞士Tecan Group AG公司 ; 高速冷冻离

心机 (SIGMA 3-18k)购自德国Sigma公司 ; –80 ℃超

低温冰箱购自美国ThermoFisher Scientific公司。

1.2   实验方法

1.2.1   实验动物分组      24只雄性C57BL/6小鼠与

24只雄性APP/PS1转基因模型小鼠 , 按基因型随机

分为运动组与静止对照组。具体分组如下: 对照组

(Control group, Control), 无运动干预; 对照运动组

(Control+exercise group, Control+Ex), 接受跑台运

动训练; 模型对照组(APP/PS1 group, APP/PS1), 无
运动干预 ; 模型运动组(APP/PS1+exercise group, 
APP/PS1+Ex), 接受跑台运动训练。每组均包含12
只小鼠。

1.2.2   运动方案      运动干预为期8周, 每周训练5天, 
于每日下午 5:00固定进行。实验前所有小鼠接受 6
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天适应性训练 , 每日15 min, 速度依次递增 : 前2天5 
m/min, 中间2天8 m/min, 最后2天12 m/min(约相当于

C57BL/6小鼠75%最大摄氧量的运动强度 )[14]。正式

训练分为两个阶段: 第1~4周, 每日共45 min, 依次以

5 m/min(5 min)、8 m/min(5 min)、12 m/min(30 min)、
5 m/min(5 min)分段进行; 第5~8周维持总运动时长不

变, 将主体强度提升至13 m/min(30 min), 前后运动强

度不变。该方案通过阶梯提速实现运动负荷的渐进

递增。

1.2.3   Morris水迷宫检测小鼠认知能力      8周跑台

运动干预结束后 , 次日进行为期7天的Morris水迷宫

行为学测试。实验前向水池中灌入高度约为30 cm
的清水, 通过恒温加热装置将水温维持在25 ℃左右, 
然后向水池中倒入二氧化钛白色染料充分搅拌 , 使
池水呈现乳白色 , 以增强与实验动物的毛色颜色反

差 , 便于精准追踪记录小鼠运动轨迹。在水池边缘

上方非接触水面处, 按东(E)南(S)西(W)北(N)方位粘

贴方位标识物, 为小鼠提供空间导航参照。第1天进

行适应性训练, 帮助小鼠熟悉水迷宫环境, 减少应激

反应。第2~6天进行定位巡航实验, 通过连续多日的

重复训练, 评估小鼠的空间学习能力。第7天进行空

间探索实验, 撤除平台后, 记录小鼠在目标象限的搜

索行为, 重点评估其记忆保持与空间定位能力。

1.2.4   样本采集      小鼠禁食过夜 , 次日腹腔注射

10%的水合氯醛麻醉剂 (按3 mL/kg计算 )并迅速断头

取脑 , 确保组织活性与完整性。为满足不同检测需

求 , 脑组织按下列流程处理。每组随机选取3只小鼠

的完整大脑 , 立即浸入足量4%多聚甲醛溶液中 , 于
4 ℃环境固定过夜 , 用于后续HE染色、Nissl染色、

TUNEL凋亡检测以及免疫荧光实验 , 以评估神经元

形态、细胞存活状态及特定蛋白表达分布。每组另

取3只小鼠海马组织, 修剪为1 mm×1 mm×1 mm小块

浸入电镜固定液, 4 ℃保存以备通过透射电镜观察自

噬小体和溶酶体。剩余小鼠大脑剥离海马组织 , 每
组选取6例样本, 于冰上分装后迅速于–80 ℃保存, 用
于后续Western blot检测通路相关蛋白及ELISA测定

Aβ含量。

1.2.5   免疫荧光染色检测Beclin1和LC3-Ⅱ的表达情

况      将获取的小鼠完整大脑用4%多聚甲醛于4 ℃
环境固定36 h后, 依次进行组织修块、梯度乙醇脱水

(95%、85%、75%乙醇中各5 min)、二甲苯透明、石

蜡包埋以及切片制备。切片经60 ℃烘烤1 h后, 取出

进行脱蜡与复水、抗原修复; 随后进行封闭(3%过氧

化氢室温处理15 min, PBST浸洗3次 (每次5 min), 山
羊血清室温处理30 min)、分别加入特异性一抗 (Be-
clin1, 1000 1׃; LC3-Ⅱ, 1500׃)于4 ℃孵育过夜, 次日以

TSA-520荧光染料标记显色。重复抗原修复与封闭 , 
进行第二轮Beclin1/LC3-Ⅱ抗体孵育与TSA-520荧光

染料标记。最后进行DAPI染液标记细胞核、抗荧光

淬灭封片剂封片 , 并通过多光谱成像系统采集荧光

信号, 分析自噬相关蛋白的表达与分布情况。

1.2.6   HE染色和Nissl染色观察神经元形态      HE染
色 : 切片经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化后 , 浸入苏

木精染液进行核染色 (室温、3~5 min), 随后通过分

化步骤精准去除细胞质中非特异性结合的苏木精染

液, 经反蓝处理增强核对比度, 再浸入伊红染液进行

胞质染色 (室温、5 min)。完成染色后 , 切片经梯度

乙醇脱水(85%、95%乙醇中各5 min)、二甲苯透明, 
最终用中性树胶封片。通过显微镜观察 , 可清晰评

估小鼠大脑神经元的形态完整性、细胞核结构特征

及组织病理变化。

Nissl染色 : 切片脱蜡水化后 , 采用甲苯胺蓝等

染料进行染色 , 通过分化步骤选择性去除背景染色 , 
突出神经元内尼氏体的紫蓝色颗粒状结构。经脱水、

透明及封片处理后 , 显微镜观察以直观呈现神经元

胞体的分布密度、尼氏体形态特征及神经元存活状

态 , 为评估神经元功能活性及病理损伤提供形态学

依据。

1.2.7   透射电镜观察神经元自噬情况      海马组织

自电镜固定液取出后 , 按标准电镜制样流程操作 : 
首先以 0.1 mol/L磷酸缓冲液 (pH7.4)漂洗 , 随后使

用1%锇酸固定2 h以增强亚细胞结构的对比度。依

次经 30%、50%、70%、80%、95%、100%乙醇

梯度脱水(每级20 min), 再经100%丙酮处理2次(每
次15 min)。脱水后样品通过树脂渗透包埋与60 ℃
聚合固化形成树脂包埋块; 利用半薄切片定位海马

CA1区后, 制备70~90 nm超薄切片, 用2%醋酸铀饱

和酒精溶液避光染色8 min, 再用 70%酒精及超纯

水清洗后 , 以2.6%的枸橼酸铅溶液 (避CO2)室温染

色8 min, 随后经超纯水清洗 , 室温干燥过夜 ; 最终

通过透射电镜在80~120 kV加速电压下观察小鼠海

马中自噬小体、线粒体、细胞核及溶酶体的形态

并统计其数量。

1.2.8   TUNEL染色观察神经元凋亡情况      切片经
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二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化 (无水乙醇 Ⅰ、Ⅱ各5 min, 
85%酒精5 min, 75%酒精5 min)后 , 进行高温抗原修

复以暴露凋亡相关抗原表位; 滴加TUNEL反应液(含
末端脱氧核苷酸转移酶及荧光素标记dUTP), 37 ℃孵

育1 h标记DNA断裂位点 ; 随后加入辣根过氧化物酶

标记的二抗(1000 1׃), 37 ℃孵育30 min实现信号放大; 
经DAB显色与苏木素复染后 , 对切片进行梯度脱水

与置换[75%乙醇5 min、85%乙醇5 min、无水乙醇(两
次 , 各5 min)及正丁醇5 min], 再经二甲苯透明5 min, 
晾干后进行中性树胶封片。通过显微镜观察, 定量分

析小鼠大脑海马区神经元的凋亡情况。

1.2.9   ELISA检测Aβ水平      取海马组织匀浆上清, 
经BCA法定量并调整至相同浓度后 , 采用特异性

ELISA试剂盒检测Aβ40及Aβ42含量。具体步骤包

括: 向96孔版中分别加入标准品和样本于37 ℃孵育

30 min, 洗涤后加入生物素标记检测抗体工作液于

37 ℃孵育30 min, 再次洗涤后加入HRP链霉亲和素

于37 ℃孵育30 min, 洗涤后加入显色剂振荡混匀并

于37 ℃避光显色10 min, 加入终止液终止反应后于

450 nm波长处测定吸光度 (D)值。绘制标准曲线并

计算蛋白含量。

1.2.10   Western blot检测AMPK、ULK1、PI3K、AKT、
mTOR、Beclin1和LC3-Ⅱ的蛋白表达情况      在冰浴

环境下用消毒剪刀裁剪海马组织, 按组织质量(mg):裂
解液 (μL):蛋白酶抑制剂 (μL)=11׃10׃的比例加入预冷

的RIPA裂解液及PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride)
蛋白酶抑制剂, 经匀浆器充分研磨后, 4 ℃静置30 min
以充分裂解。4 ℃条件下12 000 r/min高速离心15 min, 
吸取上清液; 采用BCA法测定蛋白浓度并绘制标准曲

线 , 以最低浓度样本为基准 , 将其他样本稀释至等浓

度后, 分装等体积蛋白样本, 于–80 ℃保存。制备12% 
SDS-PAGE凝胶进行蛋白分离 , 通过湿转法将蛋白转

移至PVDF膜 ; 5%脱脂奶粉室温封闭2 h以阻断非特

异性结合。加入一抗(AMPK 1000 2׃、ULK1 1000 1׃、
PI3K 1000 5׃、AKT 1000 5׃、mTOR 1000 5׃、Beclin1 
于4 ℃孵育(000 10׃β-actin 1、000 2׃LC3-Ⅱ 1、000 5׃1

过夜, 次日洗涤后加入二抗(1000 5׃)室温孵育1 h; ECL
化学发光法显影 , 通过凝胶成像系统采集条带信号。

分析样本中AMPK、ULK1、PI3K、AKT、mTOR、
Beclin1和LC3-Ⅱ的蛋白表达情况。

1.3   数据统计

所有数据均以平均值±标准差 (x
_
±s)形式表示。

采用SPSS 26.0软件进行统计分析。多组间比较采

用双因素方差分析 , 涉及重复测量的数据采用重复

测量方差分析。以P<0.05或P<0.01为差异具有统计

学意义。采用GraphPad Prism 10.0软件完成所有统

计图形的绘制, 包括柱状图、折线图等, 以直观呈现

各实验组间差异趋势。

2   结果
2.1   有氧运动对于AD模型小鼠学习和记忆能力

的影响

Morris水迷宫定位航行结果显示 , 各组小鼠平

均逃避潜伏期随训练天数增加均逐渐缩短(图1)。其

中 , Control+Ex组与Control组表现出较强的学习能

力 , 于第2~3天表现出最大幅度的潜伏期缩短 , 至第

5天达到最优水平 ; 而APP/PS1+Ex组和APP/PS1组
分别在第3天和第4天进入平台期 , 潜伏期趋于稳定。

组间比较显示: Control组和Control+Ex组在整个定位

航行阶段的逃避潜伏期无显著差异 ; APP/PS1组自第

3天起潜伏期显著长于Control组(第3~4天P<0.05, 第
5天P<0.01), 同时也显著长于APP/PS1+Ex组 (第3天
P<0.01, 第4~5天P<0.05); APP/PS1+Ex组与Control组
在各个时间点均无明显差异。

空间探索阶段组间比较显示: APP/PS1组穿越原

平台次数显著少于Control组(P<0.05), 且目标象限停

留时间显著缩短(P<0.01); APP/PS1+Ex组与APP/PS1
组相比 , 在穿越原平台次数 (P<0.05)和目标象限停

留时间 (P<0.01)方面均有显著改善 ; Control+Ex组与

Control组组间无显著差异 ; APP/PS1+Ex组与Control
组相比 , 穿越原平台次数有减少趋势 , 目标象限停留

时间有缩短趋势, 但均不具有显著性。

2.2   有氧运动对于AD模型小鼠海马CA1区病理

改变的影响

在各组小鼠海马CA1区HE染色可见 : Control和
Control+Ex组海马结构层次分明 , 神经元排列紧密且

细胞边界清晰 , 仅见轻度神经元皱缩变形 ; APP/PS1
组呈现典型的AD病理改变 , 表现为广泛的神经元水

肿、细胞体积缩小、核质界限模糊以及核染色质固

缩聚集 ; APP/PS1+Ex组神经元水肿程度较APP/PS1
组显著减轻, 仅见散在的固缩神经元, 细胞边界清晰, 
整体形态完整性优于APP/PS1组且接近Control组水

平(图2A)。
各组小鼠海马CA1区Nissl染色可见 , Control
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和Control+Ex组尼氏体的体积大、分布均匀, 核仁

清晰 ; APP/PS1组尼氏体体积缩小 , 神经元排列较

混乱并伴有皱缩 ; 而APP/PS1+Ex组较APP/PS1组
有明显改善 , 尼氏体数量增多、形态趋于正常 , 神
经元排列趋近有序, 核仁结构清晰(图2B)。
2.3   有氧运动对AD模型小鼠海马CA1区Aβ水平

的影响

通过ELISA法检测各组小鼠海马CA1区Aβ40
和Aβ42水平的结果如图 3所示 : APP/PS1组相较于

Control组 , Aβ40及Aβ42水平均显著升高 (P<0.01); 
经运动干预后 , APP/PS1+Ex组两种Aβ亚型水平较

APP/PS1组显著降低 (P<0.05), 但仍高于Control组
(P<0.01); Control+Ex与Control组间Aβ水平无统计

学差异。

2.4   有氧运动对AD模型小鼠海马CA1区Beclin1、
LC3-Ⅱ的影响

小鼠海马CA1区免疫荧光定量分析结果 (图 4)
显示 : 与Control组相比 , APP/PS1组Beclin1与LC3-Ⅱ
的荧光信号强度均显著减弱 (P<0.05); APP/PS1+Ex
组与APP/PS1组相比 , Beclin1荧光信号强度显著增强

(P<0.05), 而LC3-Ⅱ的信号强度虽高于APP/PS1组, 但差

异未达到统计学显著水平 ; APP/PS1+Ex组与Control组
比较 , 两种蛋白的荧光强度均无明显差异 , Control+Ex
组Beclin1荧光信号显著强于Control组(P<0.05)。
2.5   有氧运动对AD模型小鼠海马超微结构的影响

通过透射电子显微镜 (×10 000放大 )观察各组小

鼠神经元超微结构及自噬相关细胞器特征 , 结果显

示 : Control和Control+Ex组海马CA1区神经元超微结

A: 运动干预对各组小鼠水迷宫逃避潜伏期的影响; B: 各组小鼠水迷宫空间探索阶段的探索示意图; C: 各组小鼠空间探索阶段目标象限停留时

间; D: 各组小鼠空间探索阶段穿越原平台次数。*P<0.05, **P<0.01, 与Control组相比; #P<0.05, ##P<0.01, 与APP/PS1组相比。n=12。
A: effect of exercise intervention on escape latency in the Morris water maze across groups; B: schematic diagram of exploration during the spatial 
probe phase in the Morris water maze for each group; C: time spent in the target quadrant during the spatial probe phase for each group; D: number of 
crossings over the original platform location during the spatial probe phase for each group. *P<0.05, **P<0.01 compared with Control group; #P<0.05, 
##P<0.01 compared with APP/PS1 group. n=12.

图1   Morris水迷宫实验结果

Fig.1   Morris water maze performance
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构完整清晰, 自噬体(红色箭头)与自噬溶酶体(蓝色箭

头 )数量较多且形态规则 , 核膜光滑致密、核仁轮廓

分明 , 线粒体结构完整 , 细胞器排列规则 ; APP/PS1组
自噬体及溶酶体数量显著减少 , 且内部存在未降解细

胞成分, 核膜出现内陷变形, 线粒体肿胀, 细胞器结构

缺损, 呈现典型的AD超微结构病变; APP/PS1+Ex组与

APP/PS1组相比, 自噬体数量显著增加, 线粒体轻微肿

胀 , 核膜与细胞膜结构基本完整 , 细胞器损伤明显减

轻, 整体超微结构接近Control组水平(图5)。
2.6   有氧运动对AD模型小鼠神经元凋亡的影响

TUNEL染色结果 (图 6)显示 :  Control组与

Control+Ex组小鼠海马CA1区仅见少量浅染的凋亡

细胞 , 而APP/PS1组则可见大量棕色深染的TUNEL阳
性细胞。进一步定量分析结果发现 (表1), 与Control
组相比 , APP/PS1组TUNEL阳性细胞数量显著增加

(P<0.05); 而与APP/PS1组相比 , APP/PS1+Ex组阳性细

胞数则显著减少(P<0.05); APP/PS1+Ex组及Control+Ex
组分别与Control组比较, 均无明显差异。

2.7   有氧运动对AD模型小鼠海马组织AMPK、

ULK1、PI3K、AKT、mTOR、Beclin1和LC3-Ⅱ
蛋白表达的影响

通过 Western blot定量检测 AMPK/ULK1和

A: 各组小鼠海马CA1区HE染色代表性图像; B: 各组小鼠海马CA1区Nissl染色代表性图像。n=3。
A: representative images of HE staining in the hippocampal CA1 region of mice from each group; B: representative images of Nissl staining in the hip-
pocampal CA1 region of mice from each group. n=3.

图2   各组小鼠海马组织形态比较

Fig.2   Comparison of hippocampal morphology among groups
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A: 各组小鼠海马CA1区Aβ42定量分析; B: 各组小鼠海马CA1区Aβ40定量分析。*P<0.05, **P<0.01。n=3。
A: quantitative analysis of Aβ42 in the hippocampal CA1 region of mice from each group; B: quantitative analysis of Aβ40 in the hippocampal CA1 
region of mice from each group. *P<0.05, **P<0.01. n=3.

图3   Aβ蛋白检测结果

Fig.3   Detection results of Aβ protein
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PI3K/AKT/mTOR信号通路相关蛋白及自噬标

志物的表达水平 , 结果 (图 7)显示 : APP/PS1组与

Control组相比 , AMPK(P<0.01)、ULK1(P<0.05)、
PI3K(P<0.05)、AKT(P<0.05)和mTOR(P<0.01)

的表达水平显著降低 ,  同时 Beclin1(P<0.01)和
LC3-Ⅱ(P<0.05)的表达水平也显著降低 ; 与APP/
PS1组相比 ,  APP/PS1+Ex组 AMPK(P<0.05)、
mTOR(P<0.05)、ULK1(P<0.05)、PI3K(P<0.05)、
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A: 各组小鼠海马CA1区LC3-Ⅱ免疫荧光染色代表性图像; B: 各组小鼠海马CA1区Beclin1免疫荧光染色代表性图像; C: LC3-Ⅱ免疫荧光染色定

量分析; D: Beclin1免疫荧光染色定量分析。*P<0.05。n=3。
A: representative immunofluorescence staining images of LC3-II in the hippocampal CA1 region of mice from each group; B: representative immuno-
fluorescence staining images of Beclin1 in the hippocampal CA1 region of mice from each group; C: quantitative analysis of LC3-II immunofluores-
cence staining; D: quantitative analysis of Beclin1 immunofluorescence staining. *P<0.05. n=3.

图4   小鼠自噬相关蛋白LC3-Ⅱ、Beclin1的表达情况

Fig.4   Expression of autophagy-related proteins LC3-II and Beclin1 in mice
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AKT(P<0.05)和Beclin1(P<0.05)表达水平显著升高。

APP/PS1+Ex组与Control组相比, 各蛋白表达水平虽

有下降趋势 , 但无明显差异。Control+Ex组与Con-
trol组组间各蛋白表达水平均无明显差异。

3   讨论
Aβ产生和清除失衡是AD中神经元变性和痴呆

发生的关键始动病理机制, 其可触发Tau蛋白过度磷

酸化、炎症反应、神经元凋亡等一系列下游病理

过程。Aβ作为机体正常代谢产物 , 由β-分泌酶和 γ-
分泌酶协同水解APP生成 , 在生理状态下其产生和

清除维持动态平衡。然而在AD进程中, 衰老等因素

导致APP代谢异常 , Aβ清除能力下降 , 引发Aβ异常

沉积并形成具有神经毒性的聚集体。Aβ存在Aβ40
和Aβ42两种主要亚型: 传统观点认为Aβ42因疏水性

更强 , 更容易聚集形成老年斑 , 毒性较高 ; 近年研究

表明 , Aβ40聚集形成的可溶性寡聚体同样具有强大

的神经毒性 , 能够诱导细胞凋亡 , 导致神经元大量

死亡 [15-16]。多项干预研究提示 , 调控相关信号通路

可能影响Aβ代谢与认知功能。房国梁等 [11]发现 , 8
月龄APP/PS1转基因小鼠经8周跑台有氧运动后 , 其
脑内Aβ40和Aβ42蛋白含量显著降低, 其机制可能与

PI3K/AKT信号通路激活相关。在MARY等 [17]的实

验中 , 使用二甲双胍处理 3xTgAD模型小鼠可降低

Aβ水平 , 同时伴随AMPK/ULK1信号通路的活性增

强以及自噬活性提升。此外 , SONG等 [18]、LLOYD

图中红色箭头表示自噬体, 蓝色箭头表示溶酶体。n=3。
Red arrows indicate autophagosomes; blue arrows indicate lysosomes. n=3.

图5   海马组织电镜检测结果

Fig.5   Results of electron microscopy of hippocampal tissue

Control Control+Ex APP/PS1 APP/PS1+Ex
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表1   TUNEL阳性细胞计数

Table 1   TUNEL-positive cell count
组别 

Group
阳性细胞计数百分比/% 
Percentage of positive cells /%

Control 18.20±29.11

Control+Ex   7.49±7.78

APP/PS1 55.96±10.44*

APP/PS1+Ex 22.18±12.06#

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与APP/PS1组相比。n=3, x
_
±s。

*P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with APP/PS1 group. n=3, x
_
±s.

图中红色箭头表示TUNEL阳性凋亡细胞。

Red arrows indicate TUNEL-positive apoptotic cells.
图6   小鼠海马CA1区TUNEL染色图

Fig.6   TUNEL staining in the mouse hippocampal CA1 region

Control Control+Ex APP/PS1 APP/PS1+Ex

200 μm
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等 [19]研究也表明 , 运动干预或天然化合物可通过激

活海马区中的PI3K/AKT/mTOR信号通路改善模型

小鼠的认知功能。上述研究证据表明, AMPK/ULK1

和PI3K/AKT/mTOR信号通路可能参与了有氧运动

的神经保护作用。那么, 有氧运动改善AD认知功能

障碍是否通过协同激活这两条通路实现？
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A: 各组小鼠海马区AMPK/ULK1、PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白以及Beclin1、LC3-Ⅱ蛋白条带图; B: AMPK表达定量分析; C: ULK1表达定量分析; 
D: Beclin1表达定量分析; E: LC3-Ⅱ表达定量分析; F: PI3K表达定量分析; G: AKT表达定量分析; H: mTOR表达定量分析。*P<0.05, **P<0.01。n=6。
A: Western blot bands of AMPK/ULK1 and PI3K/AKT/mTOR pathways-associated proteins, Beclin1 and LC3-Ⅱ proteins in the hippocampal region of 
mice from each group; B: quantitative analysis of AMPK expression; C: quantitative analysis of ULK1 expression; D: quantitative analysis of Beclin1 
expression; E: quantitative analysis of LC3-Ⅱ expression; F: quantitative analysis of PI3K expression; G: quantitative analysis of AKT expression; H: 
quantitative analysis of  mTOR expression. *P<0.05, **P<0.01. n=6.

图7   小鼠海马区AMPK/ULK1和PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白以及Beclin1、LC3-Ⅱ蛋白的表达情况

Fig. 7   Expression of AMPK/ULK1 and PI3K/AKT/mTOR pathways-associated proteins, Beclin1 and LC3-II proteins in the 
mouse hippocampus
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APP/PS1转基因小鼠是研究AD病理机制与干

预策略的常用动物模型。该模型通过共表达突变

的人源PS1基因与人鼠嵌合APP基因, 可诱导早发性

AD样病理 , 且在6~7月龄即可检测到Aβ蛋白的异常

表达。本研究以此模型为对象进行实验。模型对照

组小鼠在第3~5天的逃避潜伏期显著长于正常对照

组, 表明模型小鼠在6月龄时已经出现了空间学习能

力的障碍, 这与既往研究一致[20]。本研究还发现, 模
型运动组在整个实验过程中的逃避潜伏期与正常对

照组无显著差异 , 且从第 3天起显著短于模型对照

组, 这表明8周的有氧运动干预有效逆转了模型小鼠

空间学习能力的下降。行为学表现改变与内在的神

经病理改变具有一致性 , HE和Nissl染色显示 , 模型

对照组小鼠海马神经元表现出典型的神经退行性病

变 , 神经元数量减少、排列松散、尼氏体萎缩、神

经元水肿、核染色质固缩等 , 这些病理改变是模型

小鼠海马区功能受损的直接证据。Aβ蛋白的生成

和清除失衡是AD发病的核心环节, Aβ聚集体的毒性

作用导致突触功能障碍和神经元死亡 [21]。自噬作为

细胞内保守的分解代谢途径 , 通过巨自噬、分子伴

侣介导的自噬和微自噬三种形式共同清除异常蛋白

聚集体 , 以维持细胞稳态 [22]。在AD进程中 , 自噬功

能失调会加剧Aβ沉积 [23], 而运动等干预手段则可通

过激活自噬减少Aβ蛋白聚集[12,24]。本研究发现, 6月
龄APP/PS1小鼠海马CA1区自噬体和溶酶体数量减

少 , LC3-Ⅱ(自噬标志物 [25])与Beclin1(自噬体形成关

键蛋白 [26])表达水平亦显著下降 , 提示其自噬功能受

损。JIAN等 [27]的研究发现 , 12周有氧运动干预可通

过改善小鼠的自噬功能, 促进Aβ清除, 缓解AD样病

变。在本研究中 , 8周有氧运动干预后 , 上述变化得

到一定程度逆转 , 表现为自噬相关结构的数量增加 , 
LC3-Ⅱ与Beclin1表达上调, 自噬活性增强。

本研究还探索了自噬激活的相关通路, 之前的研

究表明AMPK/ULK1通路的激活可通过磷酸化ULK1
直接启动自噬 , 清除受损细胞器与蛋白聚集体以维持

代谢平衡 [28-29]。本研究显示 , 运动干预后的自噬水平

升高, 并伴随AMPK/ULK1信号通路的激活, 这与既往

研究一致。YANG等 [30]和WANG等 [31]报道 , 某些天然

产物可通过抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路以激活自

噬, 延缓AD的病程。然而, 在本研究中自噬功能的增

强却伴随着PI3K/AKT/mTOR信号通路表达的上调, 提
示该信号通路对自噬的调控可能受AMPK/ULK1信号

通路的影响。我们推测 , mTOR通过磷酸化ULK1(如
Ser757位点)抑制其活性以阻止自噬的启动 , 而AMPK
则通过竞争性磷酸化ULK1以调节自噬的活性。我

们的结果表明 , 在APP/PS1模型小鼠中LC3-Ⅱ的表达

水平显著下降, 而8周有氧运动能够上调其表达, 由于

AMPK/ULK1和PI3K/AKT/mTOR信号通路同时被激

活, LC3-Ⅱ的表达水平虽有上调, 但并未达到显著的趋

势。这说明 , 运动对于自噬的激活可能存在一定的上

限, 以抑制其过度激活。

自噬与凋亡共同调控细胞内稳态, 在正常情况下

自噬可抑制凋亡启动 , 而凋亡相关蛋白也会限制自噬

过程 [32]。但在特殊情况下, 过度自噬与自噬相关蛋白

表达的上调可能促进细胞凋亡 , 甚至引发自噬性细胞

死亡 [33-34]。在许多情况下 , 自噬是细胞适应和应对应

激的途径。各种因素对细胞产生的影响会先刺激自

噬 , 这是细胞为抵御轻度应激而启动的一种适应性反

应。在AD早期, 适度自噬有利于清除病理蛋白, 延缓

疾病进展。然而 , 当自噬的强度或持续时间超过某一

阈值时, 则可激活凋亡程序[35]。XU等[36]研究表明, 激
活PI3K/AKT/mTOR信号通路可抑制神经元凋亡 , 发
挥神经保护作用。与此一致的是, 本研究中TUNEL染
色结果显示 , 8周有氧运动激活的PI3K/AKT/mTOR信
号通路可在一定程度上抑制凋亡。诱导自噬的传统

策略(如抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路)虽可促进Aβ
清除 , 但也可能因同时激活凋亡而对神经元造成额外

损伤。本研究进一步揭示 , 运动干预的独特优势在于

调节AMPK/ULK1通路增强自噬的同时仍维持mTOR
信号通路的基础活性 , 从而避免了传统自噬激活剂

(如mTOR抑制剂 )因过度抑制mTOR信号通路引发的

认知损害与神经元死亡风险。这种“自噬激活和凋亡

抑制”的双效应机制, 使得运动成为更具安全性的AD
治疗策略, 兼具Aβ清除与存活促进双重功能。

综上所述 , 有氧运动通过调控APP/PS1小鼠海

马CA1区内的AMPK/ULK1与PI3K/AKT/mTOR两大

信号通路, 激活了自噬级联反应, 显著减少了病理性

的Aβ蛋白沉积 , 同时促进了神经元细胞的存活与功

能恢复, 最终有效提升了模型小鼠的认知功能表现。

有氧运动在AD防治中展现出显著的神经保护作用 , 
通过自噬激活与抗凋亡的双重机制, 为延缓AD病理

进程提供了科学的非药物干预策略。然而 , 本研究

仍存在一些局限性。首先 , 本研究仅为观察性研究 , 
虽然发现运动后AMPK/ULK1与PI3K/AKT/mTOR
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信号通路相关蛋白表达上调 , 但并未通过基因敲除

或者通路特异性抑制剂干预以验证这两条通路在

运动改善认知过程中的必要性 , 因此无法确定它们

是否为运动改善认知的关键调控轴。其次 , 未深入

探究两条通路之间的交互机制 , 具体的协同和拮抗

机制不明。此外 , 运动干预是否通过上游分子 (如鸢

尾素 )调控这两条通路 , 亦有待进一步验证。未来研

究可通过通路特异性干预 , 结合转录组、蛋白组等

多组学方法, 提供更加明确的运动干预AD的实验证

据。
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