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还脑益聪方提取物对
EFF

转基因小鼠脑组织
E!

生成

相关因子和学习记忆行为的影响

李#浩#
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#官#杰!
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摘要#目的#研究还脑益聪方提取物对
!

淀粉样前体蛋白!

+=/21>G A.;D-.H1. A.1I;>,

"

EFF

#转基因小

鼠学习记忆能力以及脑组织海马
%E#

区!

@>AA1D+=A+2

'

%E# +.;+

"

%E#

#

EFF

$淀粉样前体蛋白
!

位分解酶

#

!

!

'

H>I; EFF

'

D2;+J>,K ;,L/=;

"

ME%<#

#$早老素蛋白
#

!

A.;H;,>2>,

'

#

"

FN

'

#

#和
!

淀粉样蛋白!

O;I+ +=/

'

21>G A.1I;>,

"

E!

#的影响"初步探讨还脑益聪方提取物治疗阿尔茨海默病!

E2L@;>=;.

(

H P>H;+H;

"

EP

#的作用

机制% 方法#选用
$

月龄
EFF:7B06#6'

转基因小鼠模型"按数字表法随机分为模型组$盐酸多奈哌齐组$还脑

益聪方提取物大剂量组和小剂量组"另设立正常对照组!

%B6MQR:&

小鼠#"每组
#B

只% 连续灌胃
S

个月后进

行相关指标检测&采用
*1..>H

水迷宫观测
EFF

转基因小鼠空间学习记忆行为"采用免疫组织化学法检测
EFF

转基因小鼠海马
%E#

区
EFF

$

ME%<#

$

FN

'

#

和
E!

蛋白的表达水平% 结果#与正常对照组小鼠比较"

6

月龄

EFF

转基因模型小鼠在
*1..>H

水迷宫实验中穿越原平台位置次数$原平台所在第四象限游泳时间和游泳路程

均显著减少!

F T"

$

"#

#'与模型组比较"

6

月龄盐酸多奈哌齐组$还脑益聪方提取物大$小剂量组小鼠在
*1..>H

水迷宫实验中穿越原平台位置次数$第四象限游泳时间和路程均显著增多!

F T"

$

"B

#% 与正常对照组小鼠比

较"

6

月龄模型组小鼠海马
%E#

区神经元
EFF

$

ME%<#

$

FN

'

#

和
E!

阳性表达显著增强!

F T"

$

"#

#% 与模型

组比较"

6

月龄各药物干预组小鼠
EFF

$

ME%<#

$

FN

'

#

和
E!

阳性表达显著减弱!

F T"

$

"#

#% 结论#还脑益聪

方提取物早期应用可明显改善
EFF

转基因小鼠已下降的学习记忆能力"降低海马
%E#

区神经元
EFF

$

ME%<#

$

FN

'

#

和
E!

的表达"减少
E!

生成"延缓
EFF

转基因小鼠大脑病理进程%

关键词#阿尔茨海默病'

EFF

转基因小鼠'学习记忆'

!

淀粉样蛋白'

!

位点剪切酶'早老素蛋白'

#

'还脑

益聪方提取物
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V-+,,+1 W>D1,K X;D>A; ;?I.+DI

##阿尔茨海默病$

E2L@;>=;.

(

H G>H;+H;

"

EP

%是一

种发生于老年期或老年前期的慢性进行性神经变性疾

病"以进行性记忆认知障碍'人格改变为主要特征"

EP

脑内的主要病理改变为老年斑$

H;,>2; A2+a-;

"

NF

%

及神经元纤维缠结 $

,;-.1U>O.>22+./ I+,K2;

"

4Y(

%(

NF

本身并没有神经毒性"但
NF

的出现和大量存在提

示
!

淀粉样蛋白$

!

'

+=/21>G A;AI>G;

"

E!

%的过量生

成和持续增高( 基础和临床研究证实"

E!

的神经毒

性在
EP

发生发展中起了核心作用)

#

*

"其产生和清除

平衡的破坏是
EP

发病机制的关键环节(

!

淀粉样前

体蛋白$

+=/21>G A.;D-.H1. A.1I;>,

"

EFF

%转基因小

鼠是利用
EFF

基因突变导致
E!

沉积"使该模型脑中

过量表达
EFF

"

E!

产生增加"导致神经毒害作用"损

伤小鼠学习记忆能力"并聚集和沉积形成
NF

( 还脑益

聪方是临床治疗早期
EP

和认知障碍的有效方药"有

明显改善患者氧化应激状态"减轻炎性反应以及提高

脑供血等作用)

!

*

"本研究通过观察还脑益聪方对
EFF

转基因小鼠的学习和记忆能力"以及影响脑组织内生

成
E!

相关的关键因子#

EFF

'淀粉样前体蛋白
!

位分

解酶
#

$

!

'

H>I; EFF D2;+J>,K ;,L/=;2

"

ME%<#

%'早

老素蛋白
#

$

A.;H;,>2>,

'

#

"

FN

'

#

%和
E!

的作用"探讨

还脑益聪方提取物防治
EP

的作用机制(

材料与方法

#

#实验动物#

EFF:7B06#6'

转基因小鼠
:"

只"相同遗传背景
%B6MQR:&

小鼠
#B

只"均为
$

月

龄"雌雄各半"体重$

!"

)

$

%

K

"均购自中国医学科学院

实验动物研究所"动物许可证号#

N%9^

$京%

!""B

&

""#$

( 饲养环境为
NFY

动物房"定时给予全价营养

饲料喂食"室温控制
!! b!B

*"湿度
B"c b6"c

(

!

#实验药物与试剂#还脑益聪方由何首乌'人

参'川芎'石菖蒲和黄连
B

味药$

S

#

!

#

$

#

#

$

5

#

!

%组成"方

中所用中药材由河北省安国市神农中药饮片有限公司

提供"经中国中医科学院中药研究所郝近大研究员鉴定

为正品药材"由北京化工大学按提取工艺)

$

*提取该方组

分作为实验用药( 盐酸多奈哌齐片)商品名称#安理申"

卫材$中国%药业有限公司"批号#

"5##!#E

"

B =KR

片*

作为阳性对照药( 抗体#兔抗
E!

#

&

S!

抗体"批号

"7#!#"

&兔抗
EFF

抗体"批号
"7##!"

&兔抗
!

位点剪

切酶$

!

'

H>I; EFF D2;+J>,K ;,L/=;

"

ME%<

%抗体"批

号
"7##!B

&兔抗
FN

'

#

抗体" 批号
!"#""!#!

&均购自北

京博奥森生物技术有限公司(

$

#主要仪器#

MV

'

!

型生物显微镜"日本
_2/=

'

A-H

生产&

PA?0>;` F.1

型计算机彩色图像处理系

统"丹麦
P;2I+ F>?

公司生产(

S

#实验动物分组与给药#

EFF:7B06#6'

转基

因小鼠随机分为转基因模型组"还脑益聪方提取物大

剂量组)

!

$

5 K

生药
R

$

dK

!

G

%*"还脑益聪方提取物小

剂量组)

#

$

S K

生药
R

$

dK

!

G

%*以及阳性药物对照组

)盐酸多奈哌齐
"

$

:B =KR

$

dK

!

G

%*"药物用剂量根据

患者临床用量的等效剂量和动物体表面积折算而来"

每组
#B

只&

%B6MQR: &

小鼠
#B

只"作为正常对照组(

所给药物稀释相同体积灌胃"正常组和模型组给予等

体积蒸馏水灌胃"均每日
#

次( 连续灌胃
S

个月后"进

行相关指标测试(

B

#行为学测试#采用
*1..>H

水迷宫进行空间探

索实验)

$

*

"记录小鼠
$ =>,

内进出原平台位置次数'

原平台所在第四象限游泳时间及游泳路程"作为评价

小鼠学习记忆成绩的指标( 数据采集和处理均由图像

自动监视和处理系统完成(
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#

:

#脑组织样品的制备#小鼠于末次行为学测试

后"禁食
#! @

"不禁水"进行脑组织取材( 麻醉后于低

温下快速断头取全脑"每组随机选取
S

只小鼠脑组织"

置液氮中速冻后保存于 &

6"

*冰箱"待作冰冻切片&

另选取
S

只小鼠脑组织放入
Sc

多聚甲醛溶液固定

!S @

以上$

S

*%"换固定液"待脑组织沉底"进行常规

石蜡包埋切片(

6

#免疫组织化学法测定小鼠海马
%E#

区
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

和
E!

的表达#

EFF

'

ME%<#

和
E!

为冰冻切片"

FN

'

#

为石蜡切片"根据试剂盒说明书的

操作步骤"分别进行免疫组化染色( 抗体稀释比例#

EFF

为
#

#

!""

"

ME%<#

为
#

#

#""

"

E!

为
#

#

!""

"

FN

'

#

为
#

#

S""

( 染色后对切片进行拍照及图像分析#光

镜
#"

,

!"

倍视野下"每组选取
S

只小鼠脑的
S

张切

片"每张切片在海马
%E#

区选取
$

个连续的不同视

野"每组共计
#!

个视野"记数
%E#

区内
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

'

E!

染色阳性细胞数目"结果表示为视

野阳性细胞数的平均值(

5

#统计学方法#采用统计软件
NFNN #$

$

"

进

行统计分析"所得数据以
?

)

H

表示"组间数据经正态

分布和方差齐性检验"方差齐性比较采用单因素方差

分析"

a

检验"方差不齐数据采用
QNP

检验"

F T"

$

"B

为差异有统计学意义(

结##果

#

#各组小鼠
*1..>H

水迷宫实验空间学习记忆能

力比较$表
#

%#与正常对照组比较" 模型组小鼠在

*1..>H

水迷宫实验中穿越原平台位置次数'原平台所

在第四象限游泳时间和游泳路程均显著减少$

F T

"

$

"#

%( 与模型组比较"盐酸多奈哌齐组'还脑益聪方

提取物大剂量和小剂量组小鼠在
*1..>H

水迷宫中穿

越原平台位置次数'第四象限游泳时间和游泳路程均

增多$

F T"

$

"B

%(

!

#各组小鼠海马
%E#

区
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

和
E!

表达比较$图
#

&

S

"表
!

%#应用免疫组织化学染

色方法观察各组小鼠海马
%E#

区"在光镜下可见阳性

表
#

!各组小鼠
*1..>H

水迷宫实验空间

学习记忆能力比较#$

?

)

H

%

组别
,

穿越次数$次% 游泳时间$

H

% 游泳路程$

D=

%

正常对照
#B B

%

:6

)

!

%

BB B:

%

!"

)

#:

%

#! S$$

%

76

)

#::

%

7#

模型
#B

$

%

#$

)

!

%

#6

!

$S

%

6"

)

#:

%

""

!

!65

%

#6

)

#B6

%

7B

!

盐酸多奈哌齐
#B

B

%

""

)

#

%

5B

"

S:

%

#:

)

#$

%

#5

"

$5#

%

76

)

77

%

#7

"

还脑益聪方提取物大剂量
#B

B

%

"6

)

!

%

B7

"

S:

%

:5

)

#S

%

!$

"

$5#

%

S:

)

#!B

%

7#

"

还脑益聪方提取物小剂量
#B

S

%

5"

)

!

%

#5

"

SB

%

#$

)

#"

%

$"

"

$67

%

75

)

##B

%

$!

"

##注#与正常对照组比较"

!

F

-

"

%

"#

&与模型组比较"

"

F

-

"

%

"B

"

""

F

-

"

%

"#

&下表同

标记物为棕褐色或棕黄色颗粒"主要分布于海马神经

元胞浆( 图像分析系统结果显示"与正常对照组比较"

模型组小鼠海马
%E#

区神经元
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

和
E!

阳性细胞数目均显著增多$

F T"

$

"#

%"着色明

显加深( 与模型组比较"盐酸多奈哌齐组'还脑益聪方

提取物大剂量组和小剂量组
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

和

E!

阳性细胞数目均显著减少$

F T"

$

"#

%"着色较浅(

讨##论

E!

是
NF

的主要成分"由
EFF

水解而成( 研究

表明"

EFF

的异常代谢及
E!

的过度生成是
EP

重要

病理机制)

S

*

(

EFF

有两条降解途径"

"

&分泌酶是天

冬氨酸水解酶" 是两条途径都需要的重要水解酶"最

终产生
E!

S"

和
E!

S!

或
F

$

)

B

&

5

*

(

FN

'

#

在此过程中起

到重要的催化作用( 研究表明"

FN

'

#

的突变是造成大

部分遗传早发性
EP

" 同时也是引起
E!

S!

的过度合成

以及促进
"

&分泌酶活性的主要原因之一)

7

*

"而在
FN

基因剔除的小鼠神经组织中"

E!

S"

和
E!

S!

的含量明显

减少&还有研究发现"在
FN

'

#R FN

'

!

双重基因剔除的

小鼠模型中确无
"

&分泌酶的存在"这提示
"

&分泌酶

需要
FN

的存在)

#"

*

"而
FN

'

#

也成为
EP

治疗的重要

靶点之一(

此外"

"

&分泌酶还决定了
E!

S"

和
E!

S!

的生成比

例( 正常情况下脑组织主要生成
E!

S"

"在分泌的
E!

中大约占了
7"c

"而在
EP

时
E!

S!

升高"成为淀粉样

斑块中的主要
E!

形式)

##

"

#!

*

( 由于
E!

S!

比
E!

S"

多
!

个疏水性氨基酸"即异亮氨酸$

'

%和丙氨酸$

E

%"具有

更强的疏水性并更容易发生聚集"导致淀粉样物质的生

表
!

!各组小鼠海马
%E#

区
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

和
E!

表达比较#$个"

?

)

H

%

组别
, EFF ME%<# FN

'

# E!

正常对照
S B#

%

B"

)

B

%

S# #7

%

5$

)

S

%

5B $7

%

"5

)

:

%

5$ S"

%

67

)

6

%

::

模型
S

55

%

!#

)

:

%

SS

!

!7

%

67

)

$

%

S#

!

6B

%

B"

)

#"

%

#S

!

67

%

$"

)

##

%

!!

!

盐酸多奈哌齐
S

6$

%

67

)

5

%

:#

""

!!

%

7!

)

!

%

S7

""

B"

%

$$

)

6

%

S"

""

:S

%

$$

)

S

%

:S

""

还脑益聪方提取物大剂量
S

6:

%

!7

)

:

%

5B

""

!S

%

67

)

$

%

#!

""

BB

%

""

)

#"

%

"7

""

:7

%

B"

)

5

%

57

""

还脑益聪方提取物小剂量
S

6$

%

!B

)

:

%

B"

""

!B

%

$$

)

$

%

#$

""

:#

%

""

)

B

%

SS

""

:5

%

6B

)

5

%
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""
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#

! "%!!!!

##注#

E

为正常对照组&

M

为模型组&

%

为盐酸多奈哌齐组&

P

为还脑益聪方大剂量组&

<

为还脑益聪方小剂量组&下图同

图
#

!各组小鼠海马
%E#

区
EFF

表达比较$免疫组织化学法" ,

!""

%

图
!

!各组小鼠海马
%E#

区
ME%<#

表达比较$免疫组织化学法" ,

!""

%

图
$

!各组小鼠海马
%E#

区
FN

'

#

表达比较$免疫组织化学法" ,

!""

%

图
S

!各组小鼠海马
%E#

区
E!

表达比较$免疫组织化学法" ,

!""

%

成"因此"

E!

S!

可能更具致病力并对
EP

的发病起着更

为关键作用)

#$

*

( 研究发现"

EP

脑组织中的
E!

S!

主要

以
E!

S!

寡聚体形式存在"其神经毒性远大于可溶性

E!

S!

的神经毒性"是产生神经毒性作用的原因( 所以

减少脑细胞外间隙的
E!

$主要是
E!

S!

%堆积"能有效

减少脑内淀粉样斑块数量"可作为药物治疗的靶点(

目前已被克隆的
!

'分泌酶有
!

种类型)

#S

*

"即
ME%<#

和
ME%<!

"二者有
:Sc

的氨基酸序列相似"仅前者在

脑组织中有表达( 现已证实
ME%<#

是形成
E!

的蛋

白切割酶"并具有年龄依赖性)

#B

*

"其不仅起始了
EFF

的淀粉样酶切途径"而且是
E!

生成的限速酶"抑制

ME%<#

的表达"

EP

就会得到控制)

#:

*

"因此"

ME%<#

成为
EP

治疗的另一个重要靶点(

本研究采用的
EFF:7B06#6'

转基因小鼠模型建

立在
EFF

基因突变导致
E!

沉积的病理学说上"过多

地表达
EFF

基因或其突变基因产物"即可较早地引起

E!

的沉积和相关的病理损害或症状"是研究
EP

发病

机制及筛选治疗药物的理想模型( 本研究结果显示"与

正常对照组比较"

6

月龄
EFF

转基因小鼠模型组
$ =>,

内穿越原平台位置的次数'在原平台所在第四象限停留

时间及游泳路程显著减少"学习记忆能力明显降低"与

秦川等)

#6

*的报道相符( 研究还发现"

6

月龄
EFF

转基

因模型组小鼠海马
%E#

区神经元
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

和
E!

表达显著上调"表现为阳性细胞数目显著增多"

着色显著加深"这与邢颖)

#5

"

#7

*等报道的小鼠脑组织病

理表现一致( 提示
EFF

表达上调可能是
EFF

转基因

小鼠脑内病理改变的起始事件&

ME%<#

表达上调的趋

势与
EFF

一致"可能是
EFF

表达增加的继发事件"即

更多的
EFF

经由
ME%<#

介导的淀粉源途径水解"使

ME%<#

表达代偿性增高( 我们对
$

月龄
EFF

转基因

小鼠连续灌胃给药
S

个月后"发现
6

月龄还脑益聪方提

取物大剂量组和小剂量组
EFF

'

ME%<#

'

FN

'

#

和
E!

表达均显著下调"表现为阳性细胞数目显著减少"着色

较浅( 说明还脑益聪方可以通过降低脑内
EFF

的表

达"在一定程度上抑制
E!

聚集和
NF

形成"从而延缓

EFF

转基因小鼠大脑病理进程"而
FN

'

#

及
ME%<#

是

其可能的作用靶点( 因动物是长期灌胃给药"所用药物

剂量都是在临床等效剂量下换算出的剂量"并只相差
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#

#

倍"所以无论学习记忆行为还是免疫组化结果都没有

明显的量效差异( 还脑益聪方由何首乌'人参'石菖蒲'

川芎和黄连组成( 方中何首乌补肝肾"填精髓"为君药(

人参的作用在+神农本草经,中论述为-主补五脏"安精

神"定魂魄..开心'益智( 久服"轻身延年/"为臣药"

协助君药增强补益之功( 黄连入心经以解神明之毒"共

为佐药( 川芎活血祛瘀"并载药上行于脑为使药( 该方

是课题组通过系统的文献研究并结合多年的临床经验"

在补益虚损的基础上"根据中医对
EP

的认识提出-虚

&瘀&浊&毒/为
EP

的病机基础上)

!"

*总结而成的中

药复方( 全方贯穿补肾益气'活血通络'化痰祛浊'清热

解毒的中医治法"标本兼治( 研究证明还脑益聪方提取

物作为防治
EP

的有效中药成分"具有良好的应用开发

前景(
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