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摘要　 目的　 探究不同年龄段（青年、中年、老年）Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性小鼠行为和空间记忆的变化。 方法　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性小鼠根

据年龄进行分组，分为雌性青年（ＹＧ）组、雌性中年（ＭＧ）组、雌性老年（ＯＧ）组。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验测定空间记忆能力，旷场和

高架十字迷宫实验观察活动水平和焦虑程度。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定各组雌鼠脑组织海马区 ＣＲＥＢ、ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ）和 ＣａＭＫⅡ（ｐ）
蛋白表达。 结果　 相较于 ＹＧ 组小鼠，ＭＧ 组和 ＯＧ 组小鼠体质量均增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 相较于 ＯＧ 组小鼠，ＹＧ 组和

ＭＧ 组小鼠第 ３ 象限逃避潜伏期、穿越次数均缩短，但差异无统计学意义。 与 ＯＧ 组小鼠相比，ＹＧ 组小鼠旷场内的运动速度增

加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＭＧ 组小鼠旷场内的运动速度差异无统计学意义，ＭＧ 组小鼠进入中央区次数增加，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧ 组小鼠进入中央区次数差异无统计学意义。 与 ＯＧ 组小鼠相比，ＹＧ 组小鼠高架十字迷宫内运动

速度增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＭＧ 组小鼠高架十字迷宫内运动速度差异无统计学意义，ＹＧ 组、ＭＧ 组小鼠闭臂进

入次数均增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＹＧ 组小鼠相比，ＯＧ 组小鼠 ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ）相对表达水平上升，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＭＧ 组小鼠 ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ）相对表达水平差异无统计学意义。 结论　 随着年龄增加，Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌

鼠体质量逐渐增加，活动水平和探索欲望逐渐降低，空间记忆能力也在不断衰退，同时焦虑水平和焦虑样行为增加。
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　 　 大脑是体内中枢神经系统的重要组成部分，调
控着动物生命活动的绝大多数生理过程，尤其是学

习和记忆过程［１］。 当部分脑区出现功能障碍，会导

致一系列神经退行性疾病，例如阿尔茨海默病、帕金

森病、亨廷顿病、抑郁症等［２ － ４］，但这些疾病背后的

分子机制尚未完全阐明。 海马体是大脑中研究最彻

底的结构之一［５］，在记忆形成［６］ 和将短期记忆转化

为长期记忆中起关键作用［７］。 已有研究［８］ 使用不

同年龄段的雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠研究与年龄相关的

行为变化，发现与年轻和中年雄鼠相比，老年雄鼠的

运动活动减少，焦虑样行为增加。 但该实验并未探

讨年龄变化对雄鼠记忆能力的影响且对应的雌鼠实

验结果未见报道。 由于不同性别的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

行为学存在差异，因此该实验通过不同年龄段的雌

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的行为学实验来探究年龄对雌鼠

行为和空间记忆的影响，同时检测相关蛋白表达水

平，有助于进一步揭示年龄对活动水平和认知功能

的影响，为老年女性认知和记忆衰退的研究提供有

价值的参考，同时为神经退行性疾病的研究和治疗

提供新的思路和方法。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 实 验 动 物 　 ４５ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（体质量 １６􀆰 ０ ～ １８􀆰 ０ ｇ）购自安徽医

科大学实验动物中心，１０、２４、３６ 周龄 ＳＰＦ 级雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠各 １５ 只（体质量 １７􀆰 ５ ～ ２１􀆰 ２ ｇ、２１􀆰 ０
～ ２３􀆰 ４ ｇ、２３􀆰 ８ ～ ２７􀆰 ０ ｇ），均由 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠购买后于 ＳＰＦ 级动物实验室饲养获

得，分别为雌性青年（ＹＧ）组、雌性中年（ＭＧ）组、雌
性老年（ＯＧ）组，所有实验动物的饲养符合国标及安

徽省实验动物中心管理饲养条例（批号：２０２２１２０８），
所有动物实验严格遵循安徽医科大学生物医学伦理

委员会基本要求（批号：ＬＬＳＣ２０２２１２０８）。
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１． １． ２　 主要试剂　 Ｂｅｔａ⁃ａｃｔｉｎ 抗体（美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司，试剂目录号：６６００９⁃１⁃１ｇ），环磷腺苷效应原件

结合蛋白 （ ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＥＢ）抗体、磷酸化钙 ／钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ
（ ｃａｌｃｉｕｍ ／ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ⅱ，
ＣａＭＫⅡ） ［ＣａＭＫⅡ（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ２８６），ＣａＭＫⅡ（ｐ）］
抗体 （美国 Ａｂｃａｍ 公司， 试剂目录号： ａｂ３２５１５、
ａｂ１７１０９５），泛钙 ／钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ［ｃａｌｃｉ⁃
ｕｍ ／ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ⅱ （ ｐａｎ ），
ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ）］抗体（美国 ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司），辣根酶标记山羊抗兔、山羊抗鼠 ＩｇＧ（北京中

杉金桥生物技术有限公司）。
１． １． ３　 仪器 　 行为学图像采集及分析系统（上海

欣软信息科技有限公司），ＤＹＹ⁃６Ｃ 电泳仪（北京市

六一仪器厂），全自动数码凝胶图像分析仪（上海勤

翔科学仪器有限公司）。
１． ２　 行为学测试

１． ２． １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试 　 ① 定位巡航实验：将
直径 １２０ ｃｍ 的圆形水池按照十字分割为 ４ 个大小

相等的象限，分别标为第 １ 至第 ４ 象限，４ 个象限的

壁上分别贴上 ４ 种颜色形状各不相同的硬纸板作为

标志物。 水池内装约 ２ ／ ３ 体积的水，加入适量二氧

化钛染色剂染成白色。 在第 ３ 象限中心放置 １ 个隐

藏在水面下方约 ２ ｃｍ 的透明逃生平台，平台入水后

不可见，将平台区域命名为第 ５ 象限。 将小鼠面朝

水池壁分别从 ４ 个象限投入水中，每次计时 １ ｍｉｎ，１
ｍｉｎ 内找到逃生平台并待在平台上持续 ３ ｓ 即视为

成功，结束当前象限实验；１ ｍｉｎ 内未找到逃生平台

则记为失败，用木棍引导至平台上并停留 １５ ｓ，结束

当前象限实验。 连续实验 ４ ｄ。 ② 空间探索实验：
实验第 ５ 天，将透明逃生平台撤去，只从第 １ 象限处

将小鼠投入水中，记录 １ ｍｉｎ 内小鼠穿越各个象限

的次数、持续时间、轨迹以及首次穿越第 ５ 象限的潜

伏期等来评估每组小鼠记忆能力的差别。
１． ２． ２　 旷场实验　 将小鼠置于 １ 个规格为 ７２ ｃｍ
×７２ ｃｍ ×３６ ｃｍ 的黑色胶合箱子中，箱子底部为白

色，按照九宫格平分为 ９ 个大小相等的区域，中间 １
格为中心区，其余 ８ 格统一为外周区。 将小鼠从中

央区正上方丢下，通过悬在箱子上方的摄像机对其

运动轨迹进行记录，同时手动记录小鼠站立次数

（两只前爪均抬起离开底面记为 １ 次站立）。 ３ ｍｉｎ
后将小鼠从旷场中撤出，清除排泄物并喷洒乙醇消

除气味，防止上 １ 只小鼠留下的气味对后续小鼠的

行为产生干扰。 实验结束后导出数据分析小鼠首次

离开中央区的潜伏期、进入中央区（２４ ｃｍ × ２４ ｃｍ）
的次数和持续时间、总运动距离、站立次数、排泄物

的数量等来评估每组小鼠活动水平和焦虑状态。
１． ２． ３　 高架十字迷宫实验　 高架十字迷宫是 １ 个

距离地面 ７０ ｃｍ 带有 ４ 臂（２ 个开臂，２ 个闭臂，均
６２ ｃｍ ×８􀆰 ５ ｃｍ）的装置。 将小鼠置于开臂和闭臂的

交界处后开始计时，允许自由探索 ５ ｍｉｎ，由悬于上

方的摄像机捕捉其运动轨迹。 自由探索结束后撤出

装置，清除装置内残留排泄物并喷洒乙醇消除气味，
避免影响下 １ 只小鼠行为。 导出数据分析进入开臂

和闭臂的次数、持续时间占比，评估每组小鼠焦虑状

态。
１． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平　 取小鼠脑

海马组织，加 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ 法测定

总蛋白浓度并统一稀释至 ３ μｇ ／ μＬ。 配置 １０％ ＳＤＳ
聚丙烯酰胺凝胶电泳，上样电泳，６０ Ｖ 跑 １ ｈ，待蛋

白进入分离胶改为 １２０ Ｖ 继续跑 １ ｈ。 电泳结束后

将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ，１
× ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，一抗孵育过夜［ＣａＭＫ
Ⅱ（ｐ）、ＣａＭｅＫⅡ（ｐａｎ）、ＣＲＥＢ］。 １ × ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ，二抗（羊抗鼠，羊抗兔，１ ∶ ５００ ０００）
室温孵育 ２ ｈ。 １ × ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，使用

化学发光成像仪显影，ＩｍａｇｅＪ 软件进行灰度值分析，
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件作图。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 统计软件对

数据分析，计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示。 两组均数的比

较：检验正态性和方差齐性，正态和方差齐则采用 ｔ
检验；非正态或方差不齐则采用非参数检验的曼 －
惠特尼 Ｕ 检验。 多组间两两比较：检验正态性和方

差齐性，正态和方差齐则采用方差分析中的普通方

差分析检验；正态不齐或方差不齐则采用非参数检

验中的克鲁斯卡尔 － 沃利斯检验，在各个时间点分

别进行检验，检验水准 α ＝０􀆰 ０５，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组小鼠行为学实验结果

２． １． １　 各组小鼠体质量　 各组小鼠体质量差异有

统计学意义（图 １）。 与 ＹＧ 组相比，ＭＧ 组和 ＯＧ 组

体质量均显著增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ
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＜ ０􀆰 ００１）；与 ＭＧ 组相比，ＯＧ 组小鼠体质量显著增

加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 １　 各组雌鼠体质量

Ｆｉｇ． １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＹＧ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＭＧ ｇｒｏｕｐ．

２． １． ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果 　 各组小鼠第 ５ 天

空间探索实验的游泳轨迹代表图见图 ２Ａ。 在训练

阶段各组小鼠的游泳速度差异无统计学意义（图
２Ｂ）。 在定位巡航实验（第 １ 天 － 第 ４ 天）中，各组

小鼠前 ３ 天第 １ 次实验的逃避潜伏期逐日缩短，且
ＹＧ 组相较于 ＭＧ 组和 ＯＧ 组逃避潜伏期缩短比例

更高，第 ４ 天各组小鼠第 １ 次实验的逃避潜伏期均

增加，且 ＭＧ 组和 ＯＧ 组相较于 ＹＧ 组增加比例更高，
但差异均无统计学意义（图 ２Ｃ）。 定位巡航阶段 ３ 组

小鼠每天后 ３ 次实验的平均逃避潜伏期波动均较小

且趋于稳定，其中 ＭＧ 组和 ＯＧ 组小鼠的平均逃避潜

伏期均低于 ＹＧ 组，但差异无统计学意义（图 ２Ｄ）。
　 　 在空间探索阶段，使用单因素方差分析对各组

小鼠首次到达第 ５ 象限的潜伏期、穿越第 ５ 象限次

数、第 ５ 象限内累计路程以及首次到达第 ３ 象限的

潜伏期、穿越第 ３ 象限次数、第 ３ 象限内累计路程和

各象限时间占比分别进行分析。 ＹＧ 组小鼠首次进

入第 ５ 象限的潜伏期比 ＭＧ 组短，比 ＯＧ 组长，但各

组间差异无统计学意义（图 ２Ｅ）；ＹＧ 组小鼠穿越第

５ 象限的次数略多于 ＭＧ 组和 ＯＧ 组，ＭＧ 组最少，
但各组间差异无统计学意义（图 ２Ｆ）；ＭＧ 组和 ＯＧ
组小鼠在第 ５ 象限内的累计路程几乎相等，略多于

ＹＧ 组，各组间差异无统计学意义（见图 ２Ｇ）；ＹＧ 组

小鼠在第 ３ 象限的累计时间占比最高，ＭＧ 组最低，
但各组间差异无统计学意义（图 ２Ｈ）；ＹＧ 组小鼠首

次进入第 ３ 象限的潜伏期明显比 ＭＧ 组和 ＯＧ 组

短，且潜伏前期随着年龄的增长逐渐增长，但各组间

差异无统计学意义（图 ２Ｉ）；ＹＧ 组小鼠穿越第 ３ 象

限的次数明显多于 ＭＧ 组和 ＯＧ 组，且随着年龄的

增长次数逐渐减少，但各组间差异无统计学意义

（图 ２Ｊ）；ＹＧ 组小鼠第 ３ 象限的累计路程最多，ＭＧ
组第 ３ 象限的累计路程最少，但各组间差异无统计

学意义（图 ２Ｋ）。
２． １． ３　 旷场实验结果　 各组小鼠旷场实验的运动

轨迹代表图（图 ３Ａ）。 各组小鼠在旷场中的运动速

度有差异，ＯＧ 组小鼠运动速度慢于 ＹＧ 组，且差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 ＹＧ 组与 ＭＧ 组、ＭＧ
组与 ＯＧ 组之间差异无统计学意义（图 ３Ｂ）。 ＹＧ 组

和 ＭＧ 组小鼠进入中央区次数接近，差异无统计学

意义，ＯＧ 组的进入次数少于 ＭＧ 组，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ３Ｃ）。 将各组小鼠从中央区垂

直放入旷场后，ＹＧ 组小鼠中央区路程相较于 ＭＧ 组

缩短，ＯＧ 组最短，但各组间差异无统计学意义（图
３Ｄ）。 各组小鼠中央区的持续时间接近，ＯＧ 组略长

于 ＹＧ 组和 ＭＧ 组小鼠，各组间差异无统计学意义

（图 ３Ｅ）。 ＯＧ 组小鼠的外周潜伏期也略高于 ＹＧ 组

和 ＭＧ 组，ＹＧ 组和 ＭＧ 组接近，各组间差异无统计

学意义（图 ３Ｆ）。 站立次数从 ＹＧ 组、ＭＧ 组到 ＯＧ
组呈逐渐减少的趋势，但各组间差异无统计学意义

（图 ３Ｇ）。
２． １． ４　 高架十字迷宫实验结果　 每组小鼠高架十

字迷宫实验的运动轨迹代表图（图 ２Ａ）。 对各组小

鼠在旷场中运动速度检测，统计结果显示，ＯＧ 组小

鼠运动速度慢于 ＹＧ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＹＧ、ＯＧ 组与 ＭＧ 组差异无统计学意义（图
４Ｂ）。 ＹＧ 组和 ＭＧ 组小鼠闭臂进入次数均高于 ＯＧ
组小鼠，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＹＧ 组和 ＭＧ 组小鼠之间差异无统计学意义 （图

４Ｃ）。 ＭＧ 组进入开臂次数最多，ＹＧ 组和 ＯＧ 组略

少，但各组间差异无统计学意义（图 ４Ｄ）。 ＭＧ 组小

鼠闭臂持续时间最短，ＹＧ 组和 ＯＧ 组略长，各组间

差异无统计学意义（图 ４Ｅ）。 ＹＧ 组小鼠在开臂内

的持续时间最短，ＭＧ 组最长，各组间差异无统计学

意义（图 ４Ｆ）。
２． ２ 　 各组小鼠脑组织海马区 ＣａＭＫⅡ （ ｐａｎ）、
ＣａＭＫⅡ （ ｐ）和 ＣＲＥＢ 表达水平 　 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测小鼠脑组织海马区蛋白表达情况。 ＯＧ 组

小鼠 ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ）表达水平显著高于 ＹＧ 组，差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧ、ＯＧ 组与 ＭＧ 组表达

水平差异均无统计学意义。各组间 ＣａＭＫⅡ（ｐ）表
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图 ２　 各组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果图

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｓｐｅｅｄ

ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ ｔｏ ｅｓｃａｐｅ ｔｈｅ ｌａｔｅｎｃｙ； Ｄ： Ｔｈｅ ｌａｔｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ

ｅｓｃａｐｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｄａｙ； Ｅ： Ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｑｕａｄｒａｎｔ ｌａｔｅｎｃｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ；

Ｆ： Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｉｍｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｃｒｏｓｓｅｄ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｑｕａｄｒａｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｇ： Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｑｕａｄｒａｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｈ：

Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｑｕａｄｒａｎｔ ｌａｔｅｎｃｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ； Ｉ： Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｉｍｅｓ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｒｏｓｓｅｄ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｑｕａｄｒａｎｔ；

Ｊ： Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｑｕａｄｒａｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｋ： Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｑｕａｄｒａｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

达水平差异均无统计学意义。 总 ＣａＭＫⅡ蛋白中，
ＯＧ 组磷酸化的 ＣａＭＫⅡ蛋白占比低于 ＹＧ 组和 ＭＧ
组，但各组间差异无统计学意义。 各组间 ＣＲＥＢ 表

达水平差异均无统计学意义。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 本研究中随着年龄的增长，小鼠的体质量逐渐

增加，与之相对应的是包括空间记忆能力、活动水

平、探索欲望等的衰退。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验是评判

空间记忆能力的经典实验之一［９］，在定位巡航阶

段，小鼠每天第 １ 次实验测得的逃避潜伏期反应了

长期记忆能力，后 ３ 次实验反应了短期记忆能力，随
着年龄的增长小鼠的空间记忆维持的时间会逐渐缩

短，且老年阶段会遗忘得更快，短期记忆无明显变

化；在空间探索阶段年轻老鼠表现出更好的空间记

忆能力，可以更快找到逃逸路径，而中年和老年小鼠

所需时间增多且错误次数增加，这可能是由于海马

体等脑区功能衰退导致突触可塑性降低，从而影响

空间记忆的形成和维持。 上述差异无统计学意义，
可能是因为缺乏更多的样本来稀释个别极端值造成

的影响。 ＣａＭＫⅡ是一种介导 ＮＭＤＡ 受体信号通路

的分子，能够被 Ｃａ２ ＋ ⁃ＣａＭ 急性激活和更持久的被

自磷酸化激活［１０］，参与大脑突触可塑性的调节［１１］。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，老年小鼠海马区磷酸化

ＣａＭＫⅡ蛋白在总 ＣａＭＫⅡ蛋白中的占比大幅度降

低，虽然各组间差异无统计学意义，由于海马齿状回

（ＤＧ）⁃ＣＡ１⁃ＣＡ３ 神经环路的协同信息处理是记忆形

成的关键区域［１２］ ，提示可能随着年龄的增长，大脑
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图 ３　 各组小鼠旷场实验结果图
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Ｃ： Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｚｏｎｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｅ： Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ

ｚｏｎｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｆ： Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｌａｔｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｇ： Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ｓｔａｎｄｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ＯＧ

ｇｒｏｕｐ．

海马区 ＣａＭＫⅡ的磷酸化水平逐渐降低，导致神经

元突触可塑性异常进而造成空间记忆能力的衰退。
　 　 在旷场实验中，小鼠处于陌生环境下会表现出

本能的探索倾向。 小鼠的站立次数随着年龄的增长

逐渐减少，表现出对新环境的探索欲望降低；同时运

动速度也逐渐减小，反应活动水平的降低。 由于对

开阔环境的恐惧，小鼠会倾向于靠近墙壁并贴壁行

走，但 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的探究特性［１３］ 又会促使它前

往中央区域活动，因此产生焦虑心理。 结果表明，青

年和中年小鼠进入中央区的次数和中央区内的累计

路程相差不大，但老年小鼠两项指标均有所减少，提
示老年小鼠有较高的焦虑倾向。 小鼠处于焦虑状态

下会表现出较少的活动，运动速度因此减小也证实

了这一结论。
　 　 结合高架十字迷宫，在面对新事物 －开臂区域，
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠有强烈的探索欲望， 又因为有嗜暗

的天性（即待在闭臂区域）， 两者之间发生探究与回

避的冲突行为，产生焦虑心理。整个迷宫距离地面
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图 ４　 各组小鼠高架十字迷宫实验结果图
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ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ； Ｆ： Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｅｎ ａｒｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＯＧ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 各组雌鼠 ＣＲＥＢ、ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ）、ＣａＭＫⅡ（ｐ）蛋白表达的比较

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＲＥＢ， ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ） ａｎｄ ＣａＭＫⅡ（ｐ） ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ ＯＧ ｇｒｏｕｐ．
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的高度相当于人类站在悬崖边，易导致动物产生恐

惧不安的心理。 对比小鼠在开臂和闭臂内的滞留时

间和路程，课题组发现老年小鼠进入开臂的次数减

少，开臂的持续时间也略微降低，由于 ３ 组小鼠的游

泳速度在水迷宫实验中差异无统计学意义，而高架

十字迷宫中老年小鼠的运动速度相比青年和中年小

鼠慢，说明老年小鼠的焦虑程度更高。
　 　 此外，雌性小鼠的衰老过程与激素水平的动态

变化密切相关，其中雌激素的持续性下降是核心特

征，同时伴随促性腺激素（ＦＳＨ ／ ＬＨ）、脱氢表雄酮

（ＤＨＥＡ）及炎症相关因子的改变［１４ － １５］。 这些变化

通过多器官、多通路相互作用，驱动代谢紊乱、骨质

流失、神经退行性变等衰老表型。 有 ３ 种常见的生

理性雌激素，其中雌二醇（Ｅ２）在绝经过渡期迅速下

降。 Ｅ２ 的下降与大脑的许多变化有关，包括认知变

化、对睡眠的影响以及对情绪的影响［１６ － １７］。 这些影

响已经在啮齿动物和非人类的临床前模型中得到证

实［１８］，但关于 Ｅ２ 如何影响情绪行为与认知功能的

机制还不清楚。
　 　 综上所述，不同年龄段雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠在

行为记忆方面会表现出明显的差异。 随着年龄的增

长，小鼠的活动水平和探索欲望逐渐降低，空间记忆

能力也在不断衰退，同时焦虑水平和焦虑样行为增

加，这一研究有助于揭示年龄对女性活动水平和认

知功能的影响，为研究老年女性认知和记忆衰退提

供参考。
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［１８］ Ｍａｒｂｏｕｔｉ Ｌ， Ｚａｈｍａｔｋｅｓｈ Ｍ， Ｒｉａｈｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｉｎ

１７β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｂｙ ｌｅｔｒｏｚｏｌｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｉｎ

ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ｌｅａｒｎ Ｍｅｍ， ２０２０， １７５：

１０７３００． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｎｌｍ． ２０２０． １０７３００．

Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ

Ｙａｎｇ Ｚｈｅｎ１，Ｂａｉ Ｈｏｎｇｍｅｉ１，Ｈｕ Ｗｅｉｋａｎｇ１，Ｌｉ Ｍｉｎｇｃｏｎｇ２，Ｊｉａｎｇ Ｘｉａｏｌｉ１，Ｚｈａｎｇ Ｃｈａｏｙａｎｇ３，
Ｗａｎｇ Ｚｉｈａｎ１，Ｚｈｏｕ Ｗｅｎｊｉｎｇ１，Ｈｅ Ｑｉｎｇｙａ１，Ｚｈｏｎｇ Ｊｉａｎ１，Ｚｈａｎｇ Ｓｈｅｎｇｑｕａｎ１

［ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
３Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２； ２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，

Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｅｆｅｉ Ｈｏｓｐｉｔａｌ （Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｆｅｉ）， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２］

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ａｇｅｓ （ｙｏｕｔｈ， ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ， ａｎｄ ｅｌｄｅｒｌｙ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｅｍａｌｅ ｙｏｕｔｈ
ｇｒｏｕｐ （ＹＧ ｇｒｏｕｐ）， ｆｅｍａｌｅ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｇｒｏｕｐ （ＭＧ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｅｌｄｅｒｌｙ ｇｒｏｕｐ （ＯＧ ｇｒｏｕｐ） ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ
ａｇｅ． Ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｃｒｏｓｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｌｅｖｅｌ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＲＥＢ，
ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ） ａｎｄ ＣａＭＫⅡ（ｐ） ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＹＧ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ＭＧ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＯＧ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＧ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｑｕａｄｒａｎｔ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｒｏｓｓｉｎｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＭＧ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＧ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｓｐｅｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｔｈｅ ＹＧ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｓｐｅｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｔｈｅ ＭＧ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｚｏｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭＧ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＞ ０． ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＧ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＹＧ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ
ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｃｒｏｓｓ ｍａｚｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ＭＧ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆ⁃
ｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｃｒｏｓｓ ｍａｚｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ａｒｍ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＭＧ ｇｒｏｕｐ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＹＧ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ） ｉｎ ｔｈｅ ＯＧ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＣａＭＫⅡ（ｐａｎ） ｉｎ ｔｈｅ ＭＧ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ
ａｇｅ， ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｄｅｓｉｒｅ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ａｌｓｏ ｄｅｃｌｉｎｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｘｉｅｔｙ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｈｅｌｐｓ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｍａｌｅｓ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｃｌｉｎｅ ｉｎ ｏｌｄｅｒ ｆｅｍａｌｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ； ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ； ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ； ａｎｘｉｅｔｙ； ＣａＭＫⅡ（ｐ）； ｅｔｈｏｌｏｇｙ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ２１０８０８５ＭＨ２６６）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ （Ｎａｔｕｒｅ，Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｉｃｔ） （Ｎｏ． ２０２２ＡＨ０５０６５１）； Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｎｏ． ２０２２ｘｋｊ１０７）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｂｅｎｇｂｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
（Ｎｏ． ２０２２ｂｙｚｄ１９６）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｚｈａｎｇ Ｓｈｅｎｇｑｕａｎ，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｓｈｅｎｇｑｕａｎ＠ ａｈｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
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