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远志皂苷通过
FGG

通路清除
7C

大鼠脑神经细胞

代谢废物积聚的作用机制研究

陈"勤#

"陈逸青!

"叶海燕#

"于剑奇#

"施其权#

"黄"炎#

摘要"目的"探讨远志皂苷!

H<@I?J<@?@

"

)=4

#对
7C

大鼠脑内
!

淀粉样蛋白!

,>K21?L !M-1H<?@

"

7!

#沉积$异常磷酸化
),I

浓度积聚的清除作用及其作用机制% 方法"大鼠右侧海马
&7#

区注射
7!

#

#

:"

建立
7C

模型"透模成功的大鼠分为模型组$

)=4

低$中$高剂量组"并用远志皂苷!

#;

!

$

$

%9

!

"

$

9:

!

" >JE

NJ

#对大鼠进行灌胃治疗"另设假手术组&免疫组织化学法观察大鼠脑海马神经元中
7!

#

#

:"

$

),I M

$

O<-

!8!蛋

白的表达&

*<PH<-@ Q21H

检测大脑神经元中泛素蛋白!

IQ?AI?H?@

"

FQ

#和泛素连接酶
=

%

!

IQ?AI?H?@

$

M-1H<?@

2?J,P< =

%

#的表达水平%

=R(O7

法检测大脑神经元中
!8O

蛋白酶体的含量% 结果"免疫组化显示"与假手

术组比较"模型组大鼠海马神经元中
7!

$

),I M

$

O<-

!8!蛋白阳性反应的神经元数量显著增多!

G S"

!

"#

#&

*<PH<-@ Q21H

检测显示"与假手术组比较"模型组大鼠脑组织中
FQ

表达水平上调"而
=

%

表达下调!

G S

"

!

"#

#%

=R(O7

检测显示"

7C

大鼠脑内的
!8O

蛋白酶体含量显著减少!

G S"

!

"#

#% 与模型组比较"

)=4

各

组大鼠海马神经元中
7!

#

#

:"

$

),I M

$

O<-

!8!和
FQ

表达水平下降明显"泛素连接酶
=

%

表达水平和
!8O

蛋白

酶体含量也明显升高"以
%9

!

" >JENJ

和
9:

!

" >JENJ

剂量组效果最佳!

G S"

!

"$

"

G S"

!

"#

#% 结论"

FGG

通路参与了
7C

的发生过程"远志皂苷能明显降低
7C

大鼠脑内
7!

#

#

:"

沉积和
H,I

异常磷酸化水平%

关键词"远志皂苷&老年性痴呆&

!

#淀粉样蛋白&

),I

蛋白磷酸化&泛素蛋白酶体通路&代谢废物积聚

)/< +<./,@?P> 1T )<@I?J<@?@ T1- =2?>?@,H?@J *,PH< G-1LI.H 7..I>I2,H?1@ ?@ &<-<Q-,2 4<I-1@P 1T

72U/<?><-

%

P C?P<,P< V,HP W?, FQ?AI?H?@

$

G-1H<,P1>< G,H/X,K

"

&Y=4 Z?@

#

!

&Y=4 [?

$

A?@J

!

!

[= Y,?

$

K,@

#

!

[F '?,@

$

A?

#

!

OY( Z?

$

AI,@

#

!

,@L YF74\ [,@

#

"

# O./112 1T R?T< O.?<@.<

!

7@/I? F@?W<-P?HK

!

7@/I?

G-1W?@.< 5<K R,Q1-,H1-K 1T V]C 1T &/?@<P< +<L?.?@<

!

Y<T<?

$

!%"8"#

%!

&/?@,

&

! +<L?.,2 ^,.I2HK +,@@

$

/<?>

!

Y<?L<2Q<-J F@?W<-P?HK

!

)/<1L1-

$

5IHU<-

$

FT<- #

#

%

$

8;#89

%!

\<->,@

7_O)V7&)

$

DQ`<.H?W<

$

)1 <aM21-< H/< P.,W<@J?@J ,.H?1@ 1T H<@I?J<@?@

$

)=4

%

1@ ?@H-,.<-<Q-,2

,>K21?L !M-1H<?@

$

7!

%

,JJ-<J,H?1@ ,@L H/< ,Q@1->,2 M/1PM/1-K2,H<L H,I M-1H<?@ ,@L ?HP ><./,@?P> ?@

72U/<?><-

%

P L?P<,P<

$

7C

%

-,HP

%

Q-,?@3 +<H/1LP

$

7!

#

%

:"

X,P ?@`<.H<L ?@H1 H/< -?J/H &7# -<J?1@ /?MM1.,>

$

MIP H1 <PH,Q2?P/ H/< 7C >1L<23 OI..<PPTI22K >1L<2<L -,HP X<-< L?W?L<L ?@H1 H/< >1L<2 J-1IM

!

H/< 21X

!

>?LL2<

!

/?J/ )=4 J-1IM3 V,HP X<-< ,L>?@?PH<-<L X?H/ )=4

$

#;

&

$

!

%9

&

"

!

9:

&

" >JENJ

%

QK J,PH-1J,W,J<3

_<P?L<P

!

, P/,>

$

1M<-,H?1@ J-1IM X,P P<H IM3 =aM-<PP?1@ 2<W<2P 1T 7!

#

%

:"

,@L ),I M

$

O<-

!8!

X<-< L<H<.H<L

QK ?>>I@1/?PH1./<>?PH-K 3 =aM-<PP?1@ 2<W<2P 1T IQ?AI?H?@

$

FQ

%

,@L FQ

$

M-1H<?@ 2?J,P< =

%

X<-< ><,PI-<L

QK *<PH<-@ Q21HH?@J3 )/< .1@H<@H 1T !8O M-1H<,P1>< X,P L<H<.H<L QK =R(O73 V<PI2HP

$

(>>I@1/?PH1./<>

$

?.,2 -<PI2HP P/1X<L H/,H H/< @I>Q<- 1T 7!,@L ),I M

$

O<-

!8!

M1P?H?W<2K -<,.H<L @<I-1@P P?J@?T?.,@H2K ?@

$

.-<,P<L ?@ >1L<2 J-1IM

!

X/<@ .1>M,-<L X?H/ H/< P/,>

$

1M<-,H?1@ J-1IM

$

G S"

&

"#

%

3 V<PI2HP 1T *<PH<-@

Q21H P/1X<L <aM-<PP?1@ 2<W<2P 1T IQ?AI?H?@,H<L M-1H<?@ X<-< IM

$

-<JI2,H<L ,@L H/1P< 1T FQ

$

M-1H<?@ 2?J,P< =

%

X<-< L1X@

$

-<JI2,H<L ?@ H/< >1L<2 J-1IM

$

G S"

&

"#

%

3 =R(O7 -<PI2HP P/1X<L H/,H H/< .1@H<@H 1T !8O M-1H<,

$

P1>< P?J@?T?.,@H2K L<.-<,P<L ?@ 7C -,HP

%

Q-,?@

$

G S"

&

"#

%

3 &1>M,-<L X?H/ H/< >1L<2 J-1IM

!

<aM-<PP?1@

2<W<2P 1T 7!

#

%

:"

!

),I M

$

O<-

!8!

!

,@L FQ P?J@?T?.,@H2K L<.-<,P<L

&

<aM-<PP?1@ 2<W<2P 1T FQ

$

M-1H<?@ 2?J,P< =

%
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,MM,-<@H2K ?@.-<,P<L

&

H/< .1@H<@H 1T !8O M-1H<,P1>< P?J@?T?.,@H2K ?@.-<,P<L ?@ <,./ )=4 H-<,H><@H J-1IM

$

G S"

&

"$

!

G S"

&

"#

%

3 _<PH <TT<.H X,P P/1X@ ?@ %9

&

" >JENJ ,@L 9:

&

" >JENJ )=4 J-1IMP3 &1@.2IP?1@P

$

FQ

M-1H<,P1>< M,H/X,K

$

FGG

%

M,-H?.?M,H<L ?@ H/< 1..I--<@.< 1T 7C3 )=4 .1I2L 1QW?1IP2K -<LI.< ?@H-,.<-<

$

Q-,2 7!

#

%

:"

,..I>I2,H?1@ ,@L ,Q@1->,2 H,I M/1PM/1-K2,H?1@3

5=[*DVCO

$

H<@I?J<@?@

&

72U/<?><-

%

P L?P<,P<

&

!

$

,>K21?L

&

H,I M/1PM/1-K2,H?1@

&

IQ?AI?H?@

$

M-1H<,P1><

M,H/X,K

&

X,PH< M-1LI.H ,..I>I2,H?1@

""阿尔茨海默病$

72U/<?><-

%

P L?P<,P<

!

7C

%是一

种大脑神经退行性疾病!其主要病理特征包括神经细

胞外以
!

淀粉样蛋白$

,>K21?L !M-1H<?@

!

7!

%积聚

形成的老年斑$

P<@?2< M2,AI<

!

OG

%'胞内磷酸化
),I

蛋白为核心形成的神经纤维缠结 $

@<I-1T?Q-?22,-K

H,@J2<

!

4^)

%和神经细胞凋亡(

#

#

%

)

* 目前虽然尚不清

楚
7C

的发病机制!但是!

7!

的沉积形成的神经毒性

和
),I

蛋白异常磷酸化所造成细胞骨架损毁可能是

诱发
7C

神经细胞大量凋亡的元凶* 大脑是新陈代谢

和能量利用非常旺盛的器官!神经细胞在吸取营养与

合成
7)G

的同时!会及时将一些代谢废物排外胞外!

以维持细胞正常的生命活动* 那么神经细胞内异常沉

积的
7!

和异常磷酸化的
),I

蛋白为何没有得到及时

清除呢+ 对此!诸多学者提出了如
7GG

基因突变'自

由基'炎症'胆碱能减退等各种假说!但这些学说只是

部分解释了
7C

可能的发病原因!对于神经细胞中的

代谢废物是如何沉积的+ 又是如何影响神经细胞功能

的+ 一直以来没有令人满意的答案*

#6;9

年
\<1-J<

等首次证明
7C

发生与泛素,

FGG

功能异常有关(

:

)

* 其后有多位学者都证明了
7C

患者大脑海马等脑区存在泛素蛋白$

IQ?AI?H?@

!

FQ

%的

表达异常和蛋白酶体$

M-1H<,P1><

!

GO+

%活性下降!

其
FGG

功能异常的程度与
7C

脑内高度磷酸化的
),I

蛋白和
7!

的积聚浓度有明显的相关性(

$

#

;

)

* 因为

FGG

是细胞内蛋白质降解的主要途径!约有
;$b

以上

的蛋白质通过此途径进行降解*

FGG

能够识别与降解

胞内一些多余的'异常折叠或修饰$磷酸化'乙酰化'糖

基化等%的或变性的蛋白质!以防止这些无效蛋白质的

蓄积造成细胞损伤或死亡!因此
FGG

通路通常被认为

是细胞内蛋白降解的-卫士.*

7C

患者脑内
FGG

发生

功能障碍!不能及时有效地清除
7!

和磷酸化
),I

蛋

白!从而导致神经细胞凋亡*

远志皂苷$

H<@I?J<@?@

!

)=4

%是益智健脑中药远

志中的主要活性成分!它能显著提高
7C

大鼠和
7C

小鼠的学习记忆能力!降低
7C

大鼠脑组织中总
),I

蛋白含量和
),I O<-

%68位点磷酸化的表达水平!并对

7!

#

#

:"

诱导的原代神经细胞和
G&#!

细胞的神经毒性

有较好的保护效应(

6

#

#:

)

* 但是
)=4

改善
7C

大鼠的

学习记忆与神经功能!是否通过增强
FGG

功能!清除

脑内积聚的
7!

和磷酸化
),I

浓度来保护神经细胞免

遭
7!

毒性而引起的细胞凋亡呢+ 目前尚未见报道*

本研究通过海马注射
7!

#

#

:"

建立
7C

大鼠模型!并用

)=4

进行干预治疗!观察
)=4

对
7C

大鼠脑神经细胞

FGG

通路中三个重要靶点,,,

FQ

'泛素连接酶
=

%

$

IQ?AI?H?@ 2?J,P< =

%

!

=

%

%的表达与
!8O

蛋白酶体

$

M-1H<,P1><

%含量的变化!旨在揭示
)=4

清除
7C

脑内异常蛋白沉积的部分机制*

材料与方法

#

"动物"

OC

大鼠!

#"

周龄!清洁级!体重

$

!;"

&

%"

%

J

!雌雄不限!由安徽医科大学实验动物中

心提供!合格证号#皖医动准字
"#

号* 自由进食!饮

水!自然昼夜节律光照* 饲养于安徽大学生科院动物

实验房*

!

"药物"

)=4

由上海瑞齐生物科技有限公司提

供$批号#

!"##"6!$

!经
YGR&

测定!纯度
!6;b

%*

%

"试剂及仪器"

7!

#

#

:"

$批号#

#%#:%;

#

96

#

:

%!美国
O?J>,

公司!临用前以无菌生理盐水将

7!

#

#

:"

稀释成
# JER

!

%9

'孵育
#

周!并不时小心搅

拌!使其变为聚集状态的
7!

(

##

)

* 大鼠
!8 O

蛋白酶体

=R(O7

试剂盒$批号#

Y[!!%8#=

%!美国
V]C

公司&

兔抗
FQ

多克隆抗体$批号#

C7%":6

%!生工生物工程

$上海%有限公司&兔抗
7!

#

#

:"

$批号#

,Q#"#:;

%'兔抗

),I

$

M

$

O<-

!8!

% 多克隆抗体$批号#

,Q#%#%$:

%!美国

7Q.,>

公司&兔抗
&Y(G

多克隆抗体 $批号#

P.

$

88;%"

%!美国
O,@H, &-IU

公司&生物素标记羊抗兔

(J\

$ 批 号#

_7#""%

%' 正 常 山 羊 血 清 $ 批 号#

7V#""6

%'

O7_&

免疫组化试剂盒$批号#

O7#"!!

%'

C7_

显色试剂盒$批号#

O7!"!!

%!均为武汉博士德生

物工程有限公司产品&辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

(J\

$批号#

QP

$

""8#V

$

#

%!蛋白裂解液$批号#

&

$

""#%

%

与
_&7

试剂盒$批号#

7V"#:8

%均为北京博奥森生物

技术有限公司产品&

G-1

$

2?J/H YVG

化学发光检测试剂

$批号#

G7##!

%!均为天根生化科技$北京%有限公司产



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

!

+,-./ !"#$

!

0123 %$

!

41

!

%

"!"($$"

品&江湾
(

型
&

脑立体定位仪!第二军医大学产品&

!%#$

型石蜡切片机!德国
R<?.,

公司产品&

_c:#

荧光显微

镜$带
CG9"

摄像系统%!日本
D2K>MIP

公司产品&

:$"

型酶标仪!美国
_?1

$

V,L

公司&

2̂I1-&/<> =

型凝胶成

像仪!美国
G-1H<?@ O?>M2<

公司产品&

$:#9

型台式冷

冻离心机!德国
=MM<@L1-T

公司产品&

C[&d

$

!:C4

型!迷你双垂直电泳仪$槽% '

C[&d

$

:"C

型半干式转移

电泳槽!均为北京市六一仪器厂产品*

:

"动物模型制备'分组及干预方法"取
OC

大鼠

$"

只!随机分为假手术组!模型组!

)=4

低'中'高

%

个剂量组!每组
#"

只* 按我室方法(

#%

)行脑定位右

侧海马
&7#

区注射$位置#前囟后
%

!

" >>

!中线旁开

!

!

" >>

!深度
!

!

6 >>

%* 模型组及各给药组大鼠一

次注射
7!

#

#

:"

!每鼠
# "R

!假手术组大鼠同部位注射

等量无菌生理盐水* 术后给予青霉素钠盐
:

万
F

肌

注!每天
#

次!连续
%

天* 术后第
:

天起!

)=4

各剂量

组大鼠分别灌胃
)=4 #;

!

$

'

%9

!

"

及
9:

!

" >JENJ

$根据前期毒性试验结果!取
RC

$"

#E#"

为中剂量!分

别取半数中剂量和双倍中剂量为低剂量组和高剂

量%!假手术组及模型组大鼠灌胃等体积生理盐水*

连续干预
%"

天*

$

"检测指标及方法"大鼠腹腔注射
#"b

水合氯

醛麻醉!剪开胸腔暴露心脏!灌注针从左心室插入致主

动脉根底!用手术剪剪开右心耳!先快速灌注生理盐水

冲洗致流出液体无血水!再灌注
:b

多聚甲醛!待肝脏

变成灰白色停止灌注!断头取脑!

G_O

清洗后!用

#"b

中性甲醛固定!常规脱水'浸蜡'包埋'进行冠状

切片!片厚
: ">

* 取
"

!

! J

脑组织加
# >R

蛋白裂解

液!研磨裂解
!" >?@

$以上过程均在冰浴中完成%!低

温$

"

'%高速$

#: """ - E>?@

%离心
#" >?@

!取上清置

#

!"

'冰箱贮存备用*

$

!

#

"

7!

#

#

:"

和
),I M

$

O<-

!8!阳性细胞表达检测

采用免疫组织化学法*石蜡切片常规脱蜡复水!用
%b

Y

!

D

!

阻断内源性过氧化物酶
#$ >?@

!

G_O

洗

%

(

$ >?@

!用
"

!

"# >12ER

枸橼酸盐缓冲液沸水修复

#" >?@

!

G_O

洗
%

(

$ >?@

!

$b

新鲜山羊血清封闭

%9

'孵育
%" >?@

$勿洗!甩干即可%!滴加配好的一抗

$兔抗
7!

#

#

:"

和兔抗
),I M

$

O<-

!8!均按
#

)

#"" G_O

稀释%!湿盒孵育
:

'过夜&

G_O

洗
$ >?@

(

%

次&滴

加生物素标记的羊抗兔
(J\

二抗工作液$按
#

)

#""

G_O

稀释/!

%9

'孵育
! /

!每片滴加
O7_&

试剂

%" "R

!于
%9

'湿盒温育
:$ >?@

&

G_O

洗
$ >?@

(

%

次&

C7_

室温显色!苏木精复染!梯度酒精脱水!透

明!中性树胶封固* 以
G_O

代替一抗作阴性对照* 光

镜以胞浆被染为棕黄色或浅棕红色的细胞记为阳性细

胞!在低倍视野 $ (

!""

!

7!

#

#

:"

%和高倍视野 $ (

:""

!

),I M

$

O<-

!8!

%下分别选取海马区!数
#""

个细胞

中的阳性细胞数!统计阳性细胞数*

$

!

!

"

FQ

及
=

%

蛋白表达检测"采用
*<PH<-@

Q21H

检测* 提取的各组蛋白样品用
_&7

试剂盒进行

蛋白定量* 取适量样品!加入等体积的
!

(上样缓冲

液混匀!在
#""

'沸水中变性
$ >?@

!各组取
#$ "J

样

品进行
OCO

$聚丙烯酰胺凝胶电泳分离!

!$" >7

电

压下转膜
!

!

$ /

!将目的蛋白转移到
4&

膜上!室温下

用新鲜
$b

脱脂奶粉封闭
% /

!

)_O)

洗膜后!加入

)_O)

稀释的一抗0

!

$

,.H?@

$

#

)

# """

%'

FQ

$

#

)

$""

%'

=

%

$

#

)

# """

%/

:

'过夜&

)_O)

洗涤后加入辣根过氧

化物酶标记的二抗$

#

)

! """

%室温孵育
! /

!

)_O)

洗

涤&化学发光剂避光反应
!

*

% >?@

!于凝胶成像仪上

成像* 以
!

$

,.H?@

作为内参照!统计各组蛋白与
!

$

,.

$

H?@

灰度值的比值*

$

!

%

"

!8O

蛋白酶体含量检测"采用
=R(O7

检

测* 取新鲜全脑组织!将大脑腹面向上!用眼科镊子仔

细剥离周边皮层和纹状体!从中分离出完整的海马组

织$镰刀状%!用预冷生理盐水洗去残留的血液* 将海

马置于试管中!用剪刀剪成匀浆状!加入
$ >R

"

!

"# >12ER G_O

!用吸管反复吹打后!经
!""

目网筛

滤过!

# """ - E>?@

离心
$ >?@

!如此沉淀与悬浮!制成

细胞悬液备用* 严格按大鼠
!8 O

蛋白酶体
=R(O7

试

剂盒说明书操作* 在
68

孔培养板上设立空白对照孔'

标准品和各待测样品孔!分别加入样品稀释液!标准品

和脑细胞液!终体积为
!"" "R

!均为双复孔* 于酶标

仪
:$" @>

波长下!以空白孔调零!依序测量各孔的吸

光度$

DC

值%* 以标准物的浓度为横坐标!

DC

值为

纵坐标绘制标准曲线!根据样品的
DC

值由标准曲线

查出相应的浓度或用标准物的浓度与
DC

值计算出标

准曲线的直线回归方程式!将样品的
DC

值代入方程

式!计算出样品浓度!再乘以稀释倍数!即为样品的实

际浓度$含量以
@JE>R

表示%*

8

"统计学方法"应用
OGOO #9

!

"

统计软件!实

验结果以
a

&

P

表示!采用单因素方差分析* 组间两两

比较采用
ROC

检验!

G S"

!

"$

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组
7!

#

#

:"

阳性细胞表达比较$图
#

!表
#

%

假手术组大鼠海马区神经细胞几乎没有
7!

#

#

:"

的阳性

表达!且神经细胞形态完整!结构清晰和数量较多* 与

假手术组比较!模型组大鼠海马区神经细胞中
7!

#

#

:"
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!

%

阳性表达的细胞显著增多$

G S"

!

"#

%!许多区域形成

明显的炎性斑$即老年斑%或出现神经细胞凋亡后残

留的空洞&与模型组比较!

)=4

各剂量组干预后大鼠海

表
#

$各组大鼠海马神经细胞中
7!

#

#

:"

'

),I M

$

O<-

!8!

蛋白表达和
!8O

蛋白酶体含量比较""$

a

&

P

%

组别
@

剂量

$

>JENJ

%

7!

阳性

细胞数

$个%

!8 O

蛋白

酶体含量

$

@JER

%

),I M

$

O<-!8!

阳性细胞数

$个%

假手术
#"

,

$

+

#

&

"

+

8

""

!:#

&

!6

""

!

+

$

&

"

+

!

""

模型
#"

,

6!

+

$

&

9

+

! 88

&

#% ;8

+

%

&

;

+

!

)=4

低剂量
#" #;

+

$

;#

+

"

&

8

+

9

"

;8

&

#9

"

9$

+

!

&

8

+

;

"

中剂量
#" %9

+

"

$%

+

8

&

$

+

8

""

#:;

&

%"

""

:%

+

#

&

$

+

9

""

高剂量
#" 9:

+

"

!9

+

!

&

%

+

%

""

#;$

&

%"

""

%8

+

:

&

$

+

6

""

""注#与模型组比较!

"

G S"

+

"$

!

""

G S"

+

"#

马区神经细胞中
7!

#

#

:"

阳性细胞数明显减少$

G S

"

!

"$

!

G S"

!

"#

%*

!

"各组
),I M

$

O<-

!8!阳性细胞表达比较$图
!

!

表
#

%"假手术组大鼠海马中的
),I M

$

O<-

!8!阳性细

胞较少* 与假手术组比较!模型组大鼠皮层和海马区

神经细胞中可见到大量的棕黄或棕红色斑块的泛素阳

性细胞!阳性细胞率明显增多$

G S"

!

"#

%* 与模型组

比较!

)=4

各剂量组干预后海马区和皮层神经元中

),I M

$

O<-

!8!蛋白的表达降低$

G S"

!

"$

!

G S"

!

"#

%*

%

"各组
FQ

及
=

%

蛋白表达比较$图
%

%"与假手

术组比较!模型组大鼠脑组织中
FQ

表达量上调!而
=

%

表达下调$

G S"

!

"#

%* 与模型组比较!

)=4

各剂量组

中
FQ

的表达量下调明显!

=

%

表达水平升高!差异均

有统计学意义$

G S"

!

"$

!

G S"

!

"#

%*

""注#

7

为假手术组&

_

为模型组&

&

为
)=4

低剂量组&

C

为
)=4

中剂量组&

=

为
)=4

高剂量组&

箭头表示阳性表达细胞

图
#

$各组
7!

#

#

:"

阳性细胞表达"$免疫组化! (

!""

%

""注#

7

为假手术组&

_

为模型组&

&

为
)=4

低剂量组&

C

为
)=4

中剂量组&

=

为
)=4

高剂量组&

箭头表示阳性表达细胞

图
!

$各组
),I M

$

O<-

!8!阳性细胞表达"$免疫组化! (

:""

%
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!

%

"!!*$$"

""注#

#

为假手术组&

!

为模型组&

%

为
)=4

低剂量组&

:

为
)=4

中剂

量组&

$

为
)=4

高剂量组&与模型组比较!

e

G S"

!

"$

!

e e

G S"

!

"#

图
%

$各组
FQ

及
=

%

蛋白表达比较

:

"各组
!8 O

蛋白酶体含量比较$表
#

%"与假手

术组比较!模型组脑组织中的
!8O

蛋白酶体含量下降

$

G S"

!

"#

%* 与模型组比较!

)=4

各剂量组大鼠脑组

织
!8O

蛋白酶体含量升高$

G S"

!

"$

!

G S"

!

"#

%*

讨""论

研究表明!

7C

患者脑内
7!

聚集成炎性斑块$即

老年斑%是诱发神经细胞毒性的主要原因*

7!

由一

个大的前淀粉样肽前体蛋白 $

,>K21?L M-<.I-P1-

M-1H<?@

!

7GG

%经
#

#和
!

#分泌酶水解所生成!是一

个含
4

端与
&

端异质的小分子疏水肽!由
%6 f:%

个

氨基酸组成* 细胞内
7!

沉积可导致线粒体损伤'内

质网应激'钙失衡'氧化应激'细胞凋亡'突触障碍!并

可影响神经细胞信号转导*

),I

蛋白早在
#69$

年即

被发现为是一种能促使微管装配的微管相关蛋白
),I

的生物学功能是催化微管装配和稳定微管结构*

),I

通过其羧基侧的微管连接序列与微管结合!氨基端则

游离于微管!与其他细胞骨架成分或细胞膜连接* 在

7C

患者尸解大脑病理切片中发现!

),I

蛋白中多达

%9

个丝氨酸$

O<-

%或苏氨酸$

)/-

%残基有磷酸化位

点!形成
4^)

的双螺旋细丝 $

M,?-<L /<2?.,2 T?2,

$

><@HP

!

GY^

%!在脑中呈-乱麻.状态!诱发神经细胞

骨架严重损毁!最终导致神经细胞凋亡* 目前
7!

和

),I

磷酸化已成为开发抗痴呆新药的靶点* 本研究通

过免疫组化发现!发现
7C

大鼠海马区神经细胞

7!

#

#

:"

和皮层和海马区神经细胞中
),I M

$

O<-

!8!阳性

细胞表达明显增加$

G S "

!

"#

%* 当连续给
7C

大鼠

)=4 %"

天后! 与
7C

模型组比较!

#;

!

$

'

%9

!

"

'

9:

!

" >JENJ

组大鼠海马区神经细胞
7!

#

#

:"

和海马区

和皮层神经元中
),I M

$

O<-

!8!蛋白表达均降低$

G S

"

!

"$

!

G S"

!

"#

%* 提示
)=4

具有清除
7C

大鼠脑内

7!

和
),I

异常沉积的作用*

蛋白质是构成细胞生命活动的重要物质之一!其在

细胞内的生成和降解保持着一种动态平衡!一旦打破了

这种平衡!造成过量的蛋白质积聚!就可使细胞的结构

与功能发生改变!造成机体产生疾病* 真核细胞中主要

有两种蛋白质降解途径#一种是溶酶体途径&另一种是

非溶酶体途径!即
FGG

*

FGG

是细胞内蛋白质降解的

主要途径!约有
;$b

以上的蛋白质通过此途径进行降

解*

FGG

能够识别多余的和错误折叠的蛋白质!使其

分解成小分子的肽段!以保持细胞内蛋白质的平衡* 如

果
FGG

功能出现障碍!就可导致某些疾病的发生(

:

#

8

)

*

FGG

由
FQ

和
GO+

两部分组成*

GO+

是一个

!8O

的多催化蛋白酶复合体!其中央是一个
!" O

的

催化核心颗粒$

&G

%!两端各有一个
#6O

调节颗粒

$

VG

%帽!装配成一个分子量大约
! """ NC

的
!8 O

全酶* 降解蛋白是在
7)G

供能的情况下进行的!首先

FQ

的
&

端与泛素激活酶$

=

#

%结合形成
=

#

#泛素复

合体!后者将
FQ

转移到泛素耦联酶$

=

!

%!然后在
=

%

的催化下连接到靶蛋白!此时
#6O VG

识别并结合泛

素化的靶蛋白!并将泛素与底物$靶蛋白%分离!同时

将底物转运至
!"O

的核心区!并由后者将靶蛋白降解

为
! f%

个氨基酸的蛋白肽(

#9

!

#;

)

* 同时多聚化泛素蛋

白也解聚为单个泛素分子!重新被循环利用*

FGG

正

是通过快速降解一些调节蛋白 $如转录因子'蛋白激

酶'酶和抑制因子等等%'异常折叠或修饰$磷酸化'乙

酰化'糖基化等%的或变性的蛋白质!以防止这些无效

蛋白质的蓄积造成细胞损伤或死亡* 有学者指

出(

$

#

9

)

!在
7C

脑内存在
FQ

的表达异常和蛋白酶体

活性降低!使异常代谢的蛋白不能及时有效地清除!可

能是
7C

发病的原因之一*

本研究观察到!

7C

大鼠脑内泛素化蛋白表达水

平升高!

=

%

表达量和
!8O

蛋白酶体含量下降!并同时

存在海马区神经细胞不仅有大量的
7!

#

#

:"

和
),I M

$
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%

O<-

!8!阳性细胞! 提示
7!

和磷酸化
),I

的生成过多

会抑制蛋白酶体的活性!使得这种聚合体发生堆积!不

利于清除
7!

(

#$

!

#8

)

!最终造成细胞中毒死亡* 由此可

见!

7C

时
FGG

的功能发生障碍!不能有效及时地清

除脑内积聚的
7!

和异常磷酸化
),I

蛋白!而过量的

代谢废物堆积在神经细胞内!影响细胞的新陈代谢!最

终造成神经细胞凋亡而出现学习记忆功能障

碍(

6

!

#"

!

#!

)

* 在本试验中!经
)=4

干预
%"

天后!

)=4

各剂量组大鼠海马神经元中
=

%

表达水平和
!8O

蛋白

酶体含量也得到明显升高!

7!

#

#

:"

和
),I O<-

!8!和
FQ

表达水平下降明显* 由此推测!

)=4

能明显降低
7C

大

鼠脑内
7!

#

#

:"

沉积和
),I

异常磷酸化水平!可能与其

通过激活或增强
FGG

功能!提升
FQ

识别与结合异常

积聚的蛋白的能力!增加
=

%

表达与蛋白酶体的活力!从

而达到清除
7C

大鼠脑内有害代谢废物的积聚!保护神

经元结构与功能完整性!从而恢复神经细胞的活力之目

的* 今后我们将在细胞模型上再进一步探讨
FGG

信号

通路障碍与
7C

发病机制的关系及远志皂苷抗痴呆的

作用机制*
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