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黄芩苷抑制beta淀粉样蛋白诱导的海马
COX一2蛋白表达

李振华1 承欧梅1 蒋青松2晏勇1 晏宁3 马勋泰1 韩宇1

摘要 目的探讨中药单体黄芩苷对阿尔茨海默病(Alzheimer’s dise鹪e，AD)大鼠的脑保护作用及其可

能的作用机制。方法将36只健康雄性Wistar大鼠随机分成对照组、AD组、黄芩苷组，每组12只。AD组

及黄芩苷组采用双侧海马内注射beta淀粉样蛋白(ABl40)，建立AD大鼠模型。对照组采用相同方法行假

手术，双侧海马内仅注射等量的0．9％氯化钠溶液。黄芩苷组术前、术后连续腹腔注射黄芩苷[40 mg／(kg·

d)]，每天1次，连续7天。AD组和对照组也经相同时间相同步骤给予相同体积的缓冲液腹腔注射。采用

免疫印迹法测定海马环氧合酶-2(COx-2)的表达，T迷宫实验观察大鼠的空间学习记忆能力，HE染色观察

神经元组织学改变。结果 T迷宫实验结果显示：AD组[(28．33±7．50)％]和黄芩苷组[(38．33±

7．50)％]大鼠自发交替选择率减小，与对照组[(61．67±7．50)％]比较，差异均有统计学意义(P<0．05)，

两组间比较差异有统计学意义(P<O．05)。HE染色结果显示：与黄芩苷组比较，AD组皮层、海马神经元变

性坏死改变更明显。免疫印迹法分析显示：AD组cOx-2表达明显增高，黄芩苷组cOx-2表达明显降低

(P<O．05)。结论黄芩苷能减轻beta淀粉样蛋白所致的脑损伤，可能与抑制COx．2的表达有关。
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ABsTRACT ob．iec6w To study the brain protection of baicaI．n on rats with AIzheimer’s disease(AD)

and itS probabIe mechanism of aCtiOn．Metllods Thjrty．six maIe heanhy Wistar ratS we怕限ndomIy divided intO

the sham-operatiVe group，the AD group，and the baica¨n gnoup，tweIVe in each．p—amyIoid protein 1—40 was in-

jected t0 the b¨ate限I hippocampus of限ts in the AD group and the baica¨n group to estabIish the AD rat modeI．

The Sham Oper龇ion was pe№rmed to r龇s 0f the sham-0peratiVe group in the same way．EquaI voIume 0f 0．9％

sodIum chIoride soIut．on was iniected t0 the bilate陋l hippocampus 0f rats in the sham-operative group．Baica|．n

was int限peritoneaIIy injected at the daily dose of 40 mg／kg to rats in the baicaI-n group bef0怕and after operation，

once daily for 7 successive days． EquaI voIume of buffer soIution was jnt陋peritonea¨y iniected to rats in the

sham-0peratiVe group and the AD group in the Same pnDcedureS at the same time pointS．The expression 0f hipp-

ocampal cyclooxygenase-2(COX．2)was detemljned by Westem bIot．The spacjaJ Jeamjng memo拶capacjtjes

w髂obsen，ed using T-morns test．Hist0IogicaI changes we陀obserVed using hemato×ylin-e∞in(HE)staining．
R吲n括 Resuns Of the T-m0rr．s test showed the SpOntaneOus anemation SeIective ratiO d∞怆ased in the AD

group(28．33％±7．50％)and the baica¨n group(38．33％±7．50％)(both尸<0．05)when compared with the

sham-operative group(61．67％±7．50％)．There was significant diffenence between the AD group and the ba·

icaIin group(P<0．05)． ResuIts of HE staining showed degener龇ion and necrosis of corticaI and hippocampaI

neun3ns in the AD group and the baica¨n gnDup．Changes in the AD group were mO-e 0bViOus．ResuIts of West-

em bIot showed the exp呛ssion of hippocampaI cycIooxygenase(aD×-2)obViousIy inc怕ased in the AD group，

whIle-t obviousIy d∞怕ased in the baica¨n group(尸‘0．05)．Condusi伽BajcaIin couId aIIeviate beta—amyIoid

prmein induced brain iniuⅣ，which might be associam亭d with its inhibition on the C：OX-2 expressjon．

炷!、n～ORDS bajcaIjn；AIzhernler’s dIse髂e；beta-amyIoid protein；cycl00)(ygenase-2
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阿尔茨海默病(Alzheimer’s disea8e，AD)是最常

见的痴呆类型之一，其病因、发病机制不明，目前认

为B一淀粉样蛋白(beta-amyliod，AB)在大脑皮质和

海马内沉积是其特征性的病理改变。大量的研究提

示AB引起的炎性反应可能是导致AD神经元损伤

的重要原因⋯。近年有关中药及其提取物防治AD

的研究日益受到重视。一些抑制或阻断中枢神经系

统免疫炎症反应的中药在AD的防治中具有重要作

用。现代药理学研究发现，中药有效单体黄芩苷(ba．

icalin)具有抗氧化、抗炎、免疫调节和抗肿瘤作用[2]。

黄芩苷对多种脑损伤模型(如局灶性脑缺血模型)具

有脑保护作用旧J，但其机制仍不清楚。环氧合酶．

(cyclooxygenase．2，COx_2)是重要的炎症标志物，可

能直接参与了细胞的损伤过程。本实验拟研究黄芩

苷对AD的脑保护作用，以及其对Ap诱导的海马神

经元COx-2表达的影响。

材料与方法

1动物与分组健康雄性Wistar大鼠36只，体

重(300±18)g，由重庆医科大学实验动物中心提

供。饲养条件为每天光照14 h，黑暗10 h，室温

(20±2)℃，水、标准饲料任意摄取。将36只大鼠

按随机数字表法分为黄芩苷组、AD组和对照组，每

组12只。黄芩苷组和AD组大鼠双侧海马注射beta

淀粉样蛋白(ABl_40)，对照组大鼠经相同操作步骤

行假手术，双侧海马内仅注射等量的O．9％氯化钠

溶液。

2试剂、药物与仪器ABl舶(Anaspec公司)、
黄芩苷(西安飞达生物技术有限公司，纯度为98％)、

兔抗鼠COx-2多克隆抗体(美国Caym明化学公司)、

B·actin一抗、二抗(s趴ta Cmz公司)、脑立体定向仪

(sN22型，日本)、ChemiDOc xRs System化学发光仪

(Bio—rad，美国)。

3 AD模型制备 参考文献[4，5]。将1 mg

ABl40溶于100斗L无菌0．9％氯化钠溶液中，制成10

pg／斗L悬浮液，置于37℃恒温箱中孵育7天，使其变

为聚集状态的Apl珈，置于4℃冰箱备用。10％水合
氯醛400 m∥kg腹腔注射麻醉大鼠后，将大鼠固定于

脑立体定向仪上。参照大鼠脑立体定位图谱，切开分

离头皮，充分暴露颅骨，以前囟为零点，前后轴(ante玲

posterior，AP)3．15咖，中线两侧(mediolateral，ML)
2．10 mm，背腹轴(dorsoventral，DV)3．10咖作为穿刺
点，颅骨钻孔，钻头直径l mm，深度I—，lIIl达硬膜外。

每侧海马用1斗L平头微量进样器抽取O．5卜L(5峭)
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AB悬浮液，进针深度3舢，达海马CAl区，缓慢注射
5 min，留针15 mino

4 给药方法 配制PBS缓冲液(O．2啪L／L
NaH2P04 250 mL和O．2 moL／L NaCl 118 mL)，调pH值

为6．8。用缓冲液将黄芩苷配成1．2％浓度。黄芩苷

组按40 mg／(kg·d)经腹腔注射，首次给药后当天行

造模手术，术后每天腹腔内注射给药1次，连续7天。

AD组和对照组也经相同时间相同步骤给药，给予相同

体积的缓冲液腹腔注射。

5 T迷宫实验参考文献[6]。术后第7天采用

T迷宫实验观察大鼠的空间学习能力，每组选取大鼠6

只，在自制的横臂长为46 cm，纵臂为40 cm，道宽、高

各为10 cm的T迷宫内进行测试。实验开始前，先将

大鼠放在纵臂内适应l min，允许大鼠在T迷宫内自由

活动，然后将大鼠取出，重新放人纵臂内，当大鼠选择

向任意一侧横臂活动时，实验结束，记录选择的方向，

重复lO次。当大鼠选择的臂方向发生改变时，如上次

选择左臂，下次选择右臂，计自发交替选择次数为1

次。如相邻两次均选择同侧横臂，计自发交替选择次

数为0次，计算大鼠自发交替选择次数的百分比(自发

交替选择率)。

6神经元病理检查 大鼠T迷宫实验结束后，

10％水合氯醛再次麻醉大鼠，先经心灌注PBs后，再

灌注4％多聚甲醛内固定，断头完整取出脑组织，浸泡

在4％多聚甲醛外固定48 h。经浸洗、乙醇梯度脱水、

透明、浸蜡、包埋、切片(8斗m)、脱蜡、复水等步骤后，

取切片进行常规HE染色。

7免疫印迹(westem blot)分析术后第3天，

10％水合氯醛麻醉动物后，冰PBS经心脏灌注后，断

头取脑，迅速在冰上分离出双侧海马组织，放入液氮内

速冻后，置于一80℃保存备用。解冻后用全细胞裂解

液裂解细胞，提取总蛋白，用考马斯亮蓝法测定蛋白浓

度。上样蛋白量为30斗g，lo％的sDs—PAGE凝胶分离

蛋白，80 V恒压80 min将凝胶上蛋白转移至聚偏氟乙

烯膜，50 g／L牛奶封闭2 h，分别加入COx-2(1：500)、

B—actin(1：2 000)一抗4℃过夜，洗涤后加相对应二抗

(1：2 000)，化学发光仪发光，X射线胶片上成像。采

用光密度值(叩tical dens时，OD)对westem印记显色

区带的强度进行定量分析，cOX．2显色区的相对强度

=(COX-2：相对应的B-actin)／(对照组COX-2：相对应

的B-actin后的均值)。

8 统计学方法 数据用SIGMA Plotl0软件进行

统计分析，结果用石±s表示，多组比较采用单因素方差

分析，P<o．05为差异有统计学意义。
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结 果
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1各组空间学习记忆能力比较(表1)术后第7

天，对照组太鼠表现出较强的空间学习记忆能力。AD

组和黄毕苷组太鼠反应较迟钝，自发交替选择率较对

照组减少，差异均有统计学意义(P<0 05)，其中AD

组下降明显，与黄芩苷组比较差异有统计学意

义(P<0 05)，

2各组海马神经元病理改变比较(网1)术后

第7天．光镜下HE染色显示对照射大鼠皮层、海马神

经元排列规则整齐，彤态完整，呈圆形，胞膜、胞核清

晰。AD大鼠组皮层．海马可见大量的形态呈=角形、

彗星状，核浓染、棱固缩的变性细胞，以cAl区、皮层

改变更明显，病变累及到cA2、c^3、齿状桉。黄苓苷

组与AD组比较，海马神经兀的损伤明显减轻，但仍可

见核浓染、核固缩的细胞。

3各组cOx0表达及相对OD强度比较(表l，

溅j
．．．

毒jI

囤2)术后第3天，AD组0D值明显增高，与对照组

比较差异有统计学意义(P<0 05)；黄芩苷组0D值低

于AD组，差异有统计学意义(P<0 05)。提示黄萃廿

可抑制AB诱导的cox0的表达。

寰'各m自&i瞢选#率cox0相对OD强度m较(i±·

＆：％目H日№#‘P(0 05#^Dmn#。P(n 05

‘“2 ‘--·’-
o AcEjn。●__--’‘H—●

围2各组coxo免疫印迹结果

＆：^I—4 m—cl—4*Ⅲ∞”*自AD日、女#*目∞#＆i病Ⅸ＆￡．1&Ⅲ^目＆B．2女Ⅲ*日c^l g．3&i*q cn一3

E，4女i*g☆n目，A1一cl≈T目十N&i＆^∞＆BM＆ⅡⅫ№(x4。0)∞^女Ⅲ＆n4Ⅱ∞Ⅻ№

固1备组神经元病理政变比较(|lE染色．×100)
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讨 论

越来越多的证据显示，由于遗传性基因突变等原因

使脑内产生AB沉积和神经原纤维缠结(NFr)等抗原性

物质引起的过度炎症反应在AD病程中占有重要位

置⋯。AD患者发病早期已显示出多种炎性标志物的升

高。而AB是能直接诱导脑内炎性反应的刺激物"qJ。

COx是花生四烯酸代谢的关键酶之一。COx．2

是炎性、缺血等损伤反应中导致神经元死亡的关键酶，

是炎性反应的重要标志物。AD患者大脑COx-2和其

上游基因PPARl的蛋白表达水平上升，与AB的水平

和老年斑密度呈正相关。临床试验显示非类固醇性抗

炎药(NSAIDs)或COX-2抑制剂通过抑制COX可以减

缓AD的病理演变过程，有延迟AD发病的作用。长期

服用NsAIDs时AD发病相对危险系数明显降

低【l¨”J。因此，通过抑制cOx-2的表达，理论上能减

轻AB的细胞毒性作用。

黄芩苷是从黄芩根中提取分离出来的一种黄酮类

化合物，其化学名为5，6，7三羟黄酮。中药黄芩具有

清热、解毒、抗炎等作用。新近报道黄芩苷对缺血性脑

损伤等具有神经保护作用，但其作用机制不清楚旧】。

本实验选用ABl一40注入大鼠双侧海马，模拟AD

的邮毒性反应，研究了中药单体黄芩苷对其的影响。
结果发现海马内注入ABl一40后HE染色显示皮层、海

马形态正常的神经元数目减少，部分神经细胞出现形态

异常、细胞核深染、核固缩等表现。同时T迷宫实验发

现大鼠学习记忆能力明显下降，与海马神经元的大量减

少一致。COX-2在AB注入大鼠海马后大量表达，其高

表达量亦与神经元的损伤程度一致，提示COx-2直接参

与了A6所致的脑损伤的病理过程。黄芩苷组大鼠也

出现了空间学习记忆力减退和皮层、海马神经元的变

性，但程度较AD组轻，同时海马COx-2表达也下降。

本研究结果证实黄芩苷类中药有效单体对AB诱

发的脑损伤有保护作用，其机制可能与抑制炎症介质

COx-2的表达有关，为发现更安全有效治疗AD的新

方法提供了更广阔的思路，也为更深入认识中药黄芩

提供了实验依据。
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