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卡介苗对阿尔茨海默病模型小鼠行为和炎症因子的影响
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【摘 要】目的: 研究卡介苗对阿尔茨海默病( AD) 模型小鼠行为及炎症因子水平的影响。方法: 将 32 只成年 C57BL /6 小鼠随

机分成四组，分别为对照组、AD 组、卡介苗低剂量组( 104CFU) 和高剂量组( 105CFU) 。除对照组外，其他三组小鼠均以连续腹

腔注射 D-半乳糖建立 AD 模型，其中两组施以不同剂量的卡介苗。各组小鼠通过旷场和水迷宫检测其活动度和学习记忆功

能; 免疫荧光检测脑内 Aβ斑块; ELISA 检测血清中炎症因子 TNF-α和 IFN-γ的含量。结果: 与对照组相比，AD 小鼠活动度下

降，学习记忆能力退化，脑内可检测到 Aβ 沉积，血清中 TNF-α、IFN-γ 含量上升，而经过卡介苗处理的 AD 小鼠，不论剂量高

低，其行为学均得到改善( P＜0．05) ，脑内 Aβ斑块减少( P＜ 0．05) ，血清中 TNF-α 和 IFN-γ 含量降低( P＜ 0．05) 。结论: 低剂量

和高剂量的卡介苗均能改善 AD 小鼠的行为，降低小鼠脑内 Aβ沉积，控制血清中的炎症因子。
【关键词】β-淀粉样肽; 阿尔茨海默病; 卡介苗; 行为学; 炎症因子

【中图号】Ｒ-332; Ｒ 749．16 【文献标志码】A
【DOI】10．3969 / j．issn．1002-0217．2018．05．002

Impact of Bacillus Calmette-Guérin on the behavior and inflammatory factors in Alzheimer
disease mouse model
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【Abstract】Objective: To observe the impact of Bacillus Calmette-Guérin( BCG) on the behavior and inflammatory factors of model mice with Alzheimer

disease( AD) ． Methods: Thirty-two adult C57BL /6 mice were equally divided into control group，AD group，low BCG ( 104CFU ) and high BCG

( 105CFU) treatment groups． AD mouse models were induced by continuous intraperitoneal injection of D-galactose in three groups except the controls，and

different dosage of BCG was applied to two groups of model mice． Then mice in each group were subjected to open-field test and Morris water maze test to

observe the activities and the learning and memory abilities． Immunofluorescence stain was used to detect amyloid-beta( Aβ) -associated cerebral plaques，

and ELISA was performed to measure levels of inflammatory factors TNF-α and IFN-γ． Ｒesults: Compared with the controls，AD mice had decreased activi-

ty and ability of learning and memory，and Aβ deposition could be observed in the brain with increased serum levels of TNF-α and IFN-γ． However，the

mice had improved behaviors as well as decreased deposition of Aβ and TNF-α and IFN-γ levels following treatment with BCG either in low or high dosage

( all P＜0．05) ． Conclusion: Either low or high dosage of BCG can improve the behaviors in AD mouse，reduce the Aβ-associated plaques and regulate the

serum inflammatory factors．
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阿尔兹海默病 ( Alzheimer disease，AD) 是中枢

神经系统退行性疾病，主要病理特征是大脑皮层及

海马区 β-淀粉样肽 ( Aβ) 积累形成老年斑，伴随缓

慢的 炎 性 病 理 改 变［1］。卡 介 苗 ( bacillus calmette-
guérin，BCG) 是结核杆菌的减毒活疫苗，具有非特异

性免疫刺激作用，可诱导机体产生免疫反应，对机体

具有免疫保护作用。已证实新生期小鼠接种卡介苗

可以提高认知功能，并诱导突触可塑性增强及神经

发生增加［2］。同时，有文献报道卡介苗在小鼠疾病

模型中发挥神经保护性作用，如神经退行性疾病帕

金森综合征等［3］。我们前期研究发现，AD 模型小

鼠注射较高剂量的卡介苗，可以改善其认知功能，这
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促使我们进一步探究卡介苗对 AD 小鼠炎症水平的

改变及接种剂量的影响。本研究拟采用 D-半乳糖

腹腔注射建立 C57BL /6 小鼠的 AD 模型，通过高、低
剂量的卡介苗给药，探究其对 AD 小鼠行为和脑内

Aβ 的影响，进一步检测炎症因子的变化情况，为卡

介苗在 AD 中的应用提供基础。

1 材料与方法

1．1 实验材料

1．1．1 实验动物 12 周龄的 C57BL /6 小鼠 32 只，

体质量( 18±2) g，动物饲养在皖南医学院实验动物

中心。
1．1．2 实验试剂及仪器 D-半乳糖( 麦克林) ; Mor-
ris 水迷宫及视频分析系统( 众实迪创) ; TNF-α、IFN-
γ酶联免疫试剂盒 ( 卡尔文) ; DNM-9602 酶标分析

仪; 一抗 Aβ42 小鼠( 博奥森) ; 二抗小鼠 SABC-FICT
( 博士德) ; 冰冻切片机( Thermo HM 525NX) 。
1．2 实验方法

1．2．1 动物分组及给药 动物随机分为对照组、AD
模型组、卡介苗低剂量组和高剂量组，每组 8 只。除

对照组外，其余各组小鼠均以腹腔注射 D-半乳糖

( 120 mg /kg) ，每日 1 次，连续 8 周，对照组腹腔注射

等体积 生 理 盐 水 ( NS ) 。卡 介 苗 分 别 以 低 剂 量

( 104CFU) 和高剂量( 105CFU) 在实验开始的 0 周、4
周和 8 周通过皮内注射给药。
1．2．2 旷场实验( Open-field test) 旷场为 60 cm×
60 cm×45 cm 的空旷封闭箱子，底部以标记线分为 6
小格×6 小格，顶部中央安置摄像机，记录小鼠在旷

场中的自发行为，每只小鼠记录 30 min。
1．2． 3 Morris 水 迷 宫 实 验 ( Morris-water Maze )

Morris 水迷宫训练小鼠在一个直径为 80 cm 的水池

内寻找到水下的隐藏平台。实验共 4 d，小鼠分别从

四个象限面朝池壁放入水池，60 s 内找到平台的时

间 记 录 为 逃 避 潜 伏 期，反 映 小 鼠 的 学 习 记 忆

功能［4］。
1．2．4 ELISA 检测血清中炎症因子水平 摘眼球取

血并分离血清，检测小鼠 TNF-α 和 IFN-γ 含量。试

剂盒加样 200 μL /孔，37℃ 水浴 2 h，加入羊抗小鼠

IgG HＲP，37℃ 水 浴 1 h，加 入 TMB 显 色 液，避 光

15 min显色后加终止液，30 min 内用酶联免疫检测

仪 490 nm 波长记录读数。
1．2．5 免疫荧光染色 生理盐水灌注后的小鼠取

脑浸泡在 4%的多聚甲醛溶液中充分固定后，依次

浸泡于 10%、20%、30%的蔗糖溶液平衡，用冰冻切

片机切成 40 μm 的漂片，用含 0．25% Triton X-100
的 1% BSA 在 37℃ 水浴封闭 30 min，抗 Aβ42 小鼠

( 1∶400) 孵育 2 h 后 4℃过夜，第二天取出加入羊抗

小鼠 555( 1∶400) 37℃ 水浴 2 h，漂洗后将脑片裱于

防脱载玻片上，并用甘油 /PBS( 1∶1) 封片，激光共聚

焦扫描显微镜拍照［5］。
1．2．6 统计学分析 用 SPSS 18．0 统计软件的单因

素方差进行分析处理，结果表示为 珋x±s，P＜ 0．05 表

示差异具有统计学意义。

2 结果

2．1 小鼠在旷场中的自主活动度 与 NS 对照组相

比，AD 小鼠在中央区域的活动性降低，直立次数低

于对照组，粪粒数增多( P＜0．05) ，表明小鼠的自主

活动和探索能力下降、焦虑水平提升。而卡介苗处

理后的小鼠活动性提高( P＜0．05) ，高低剂量间差异

无统计学意义( 表 1) 。表明卡介苗能够提高 AD 小

鼠的活动度、缓解焦虑。

表 1 卡介苗对小鼠旷场自主活动的影响

组别 穿中央格次数 中央格时间 / s 直立次数 粪粒数

NS 对照组 39．75±8．29 16．82±4．15 50．38±14．44 4．25±1．04

AD 组 26．25±6．76* 11．23±2．42* 30．75±8．58* 6．13±1．36*

BCG 低剂量组 38．00±6．97# 16．07±3．19# 48．25±13．27# 4．88±1．73

BCG 高剂量组 39．38±7．03# 16．32±3．24# 48．63±12．99# 4．38±1．06#

F 6．248 4．967 4．331 3．343

P 0．002 0．007 0．013 0．033

注: 与 NS 对照组相比，* P＜0．05; 与 AD 组相比，#P＜0．05。

2．2 小鼠在水迷宫中的学习记忆功能 各组小鼠

逃避潜伏期逐渐缩短。第 3、4 天，AD 小鼠的逃避潜

伏期长于对照组( P＜0．05) ，而经卡介苗处理的 AD

小鼠逃避潜伏期缩短( P＜0．05) ( 表 2) ，高低剂量之

间差异无统计学意义。提示卡介苗可改善 AD 小鼠

的学习记忆功能。
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表 2 小鼠定位航行的逃避潜伏期 s

组别 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天

NS 对照组 43．86±8．46 34．40±11．98 20．65±7．96 16．51±5．69

AD 组 47．68±7．68 40．45±13．31 35．17±12．80* 31．58±14．54*

BCG 低剂量组 46．21±8．66 36．62±11．50 23．88±7．31# 19．73±5．64#

BCG 高剂量组 45．87±6．88 35．81±11．13 22．25±6．36# 19．32±4．75#

F 0．313 0．372 4．325 4．796

P 0．816 0．774 0．013 0．008

注: 与 NS 对照组相比，* P＜0．05; 与 AD 组相比，#P＜0．05。

2．3 AD 小鼠脑内的 Aβ 沉积 免疫荧光检测各组

小鼠脑内 Aβ 沉积，结果显示( 图 1) ，D-半乳糖造模

的 AD 小鼠脑内可检测到 Aβ 斑块，而经卡介苗处理

后，小鼠脑内的 Aβ 斑块面积减少。表明卡介苗缓

解了 AD 模型小鼠脑内的 Aβ 沉积。

A～C 分别为 AD 组、BCG 低剂量组和 BCG 高剂量组小鼠脑内的 Aβ

斑块染色; D～F 分别为 A～C 图方框内的放大图像。

图 1 小鼠脑内 Aβ斑块的检测

2．4 小鼠血清中炎症因子的含量 ELISA 检测小

鼠血清中 TNF-α 和 IFN-γ的含量，结果显示( 表 3) ，

AD 模型小鼠血清中的炎症因子 TNF-α 和 IFN-γ 高

于 NS 对照组( P＜0．05) ，而卡介苗的处理抑制了外

周炎症因子的表达，表现为 TNF-α 和 IFN-γ 的含量

下降( P＜0．05) 。高低剂量之间差异无统计学意义。

表 3 各组小鼠血清中炎症细胞因子的含量 ng /L

组别 TNF-α IFN-γ

NS 对照组 34．50±12．02 60．39±14．99

AD 组 56．93±12．11* 84．07±12．68*

BCG 低剂量组 38．25±11．47# 65．99±13．25#

BCG 高剂量组 37．73±13．93# 61．76±8．98#

F 5．383 5．970

P 0．005 0．003

注: 与 NS 对照组相比，* P＜0．05; 与 AD 组相比，#P＜0．05。

3 讨论

AD 是以认知能力减退为主要特征的老年性痴

呆，其病程与 Aβ 密切相关，同时炎症细胞因子发生

变化，非炎性神经斑块发展为炎性神经斑块［6］。D-
半乳糖诱导 AD 模型是通过引起氧化应激反应，使

脑神经元发生退行性变化，出现 AD 特征［7］。研究

表明，卡介苗可以调节机体细胞免疫，影响炎症因子

等，而新生小鼠接种卡介苗可以促进其中枢神经发

生并增强突触可塑性［2］。我们前期研究证实了 AD
小鼠接种卡介苗后认知功能得到改善，在本研究中，

我们进一步探索不同剂量的卡介苗对 AD 小鼠行为

和脑内 Aβ 沉积的影响，并进一步检测小鼠血清中

两种主要的促炎因子 TNF-α 和 IFN-γ。
结果显示卡介苗处理的 AD 小鼠行为得到改

善，脑内 Aβ 斑块减少，炎症因子水平下降，提示卡

介苗改善 AD 小鼠的病理变化可能是通过抑制 AD
小鼠的炎症因子，减轻蛋白的神经毒性来实现的。
而高剂量和低剂量卡介苗处理的小鼠各指标统计无

差异。在行为学实验中，小鼠进入旷场箱，对新环境

产生恐惧; 另一方面又喜欢探究，使其在中央区域活

动并直立察看［8］。Morris 水迷宫反映了空间学习记

忆相关的脑区功能，通过逃避潜伏期来评价 AD 的

行为学指标。在本研究中，卡介苗处理的 AD 小鼠

表现出较强的活动度和学习记忆功能，缓解痴呆

症状。
目前普遍认为 Aβ 是 AD 的发病原因，AD 患者

脑内可检测到 Aβ 斑块［9］，经卡介苗处理后则减少，

缓解了 AD 的病理变化。研究发现，AD 患者脑内能

检测到大量炎症免疫因子，使斑块发展为炎性神经

斑块，加重神经损伤［10］。临床发现 AD 患者血液中

TNF-α 和 IFN-γ升高［11］，因此本实验检测了小鼠血

清中这两种因子，发现 AD 小鼠血清中炎症因子水

平高于对照组，而经卡介苗处理后含量下降。表明

卡介苗降低了 AD 小鼠血清中的炎性水平。
在一系列指标的检测中，我们发现低剂量和高

剂量卡介苗的处理对 AD 小鼠行为、斑块及炎症因

子的改善作用并无统计学差异。这是因为影响免疫
( 下转第 419 页)
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效果的因素很多，包括外部环境因素、疫苗使用因素

等，其中免疫程序、免疫途径、免疫剂量等均有影响。
一般研究表明［12］，初次免疫通常产生的效应较低，

而多次重复后可有效激活细胞免疫，增强机体反应

性。同时有研究显示低剂量卡介苗可对机体产生较

好的免疫保护作用。因此，在本研究中，低剂量的卡

介苗即可有效刺激机体免疫系统，而经过重复接种，

再次的免疫应答被有效激活，产生级联反应，与高剂

量免疫间的差异无统计学意义。
综上所述，卡介苗能下调 AD 小鼠血清中的炎

症因子水平，减轻 Aβ 神经毒性，改善 AD 小鼠的行

为活动，可在 AD 治疗中发挥作用。
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