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·基础研究·

二至丸对
FG+H7

小鼠行为学及

海马蛋白质组表达的影响

梁梅亭　朱　宏　任　丹　肖　岚　李广诚　李雅悦　萨依腊西

摘要　目的　观察二至丸对阿尔茨海默病（
G,

）模型
FG+H7

小鼠行为学和海马组织蛋白质表达的影

响，探讨二至丸治疗
G,

可能的作用机制。方法　
:

月龄雄性
FG+H7

小鼠
9"

只随机分为二至丸低浓度

组、中浓度组、高浓度组及模型组，每组
#"

只，另选择
#"

只
:

月龄雄性
FG+I#

小鼠作为正常组。二至丸

低、中、高浓度组分别予
"


#J

、
"


%

、
"


: @D/K

二至丸灌胃；正常组、模型组予等体积生理盐水灌胃，每天干预

#

次，连续干预
7

周。干预结束后，采用水迷宫对各组小鼠进行行为学测试，同时筛选最佳有效剂量浓度组

进行后续实验。水迷宫实验结束后，采用
=)IGL

蛋白质组学筛选差异表达蛋白，对差异蛋白进行生物信息

学分析，包括
MC

功能注释分析、
N;MM

通路分析以及
F)I(6M


,O

网络构建。运用
*-PQ-1? O43Q

方法验

证部分差异蛋白的表达水平。结果　与正常组比较，模型组逃避潜伏期延长（
H R"


"#

），穿越平台象限次数

和停留在原平台象限的时间缩短（
H R "


"#

）。与模型组比较，二至丸中、高浓度组逃避潜伏期缩短（
H R

"


"J

），穿越平台象限次数和停留在原平台象限的时间延长（
H R"


"J

）。根据水迷宫实验结果，选取最佳有

效剂量即二至丸中浓度组进行后续实验。与模型组比较，二至丸中浓度组有
9:

个差异蛋白，其中
#J

个蛋

白上调，
%#

个蛋白下调；正常组有
#$!

个差异蛋白，其中
!J

个蛋白上调，
#:8

个蛋白下调；二至丸中浓度组

与正常组均有表达并且表达趋势相同的差异蛋白有
!"

个，其中
#"

个蛋白上调，
#"

个蛋白下调。这些蛋白

质参与多种生物学途径，包括代谢通路、糖酵解
D

糖异生通路、程序性坏死通路等，涉及二至丸中浓度组和正

常组均重复的
N;MM

通路有
:$

条，差异蛋白之间彼此相互联系构成网络。通过
*-PQ-1? O43Q

验证
ST

和

2U<.!

在中浓度组的表达比模型组减弱（
H R"


"J

）。结论　二至丸能改善
FG+H7

小鼠学习记忆能力，调

节其海马组织中多种蛋白质的表达，主要涉及代谢、糖酵解
D

糖异生、程序性坏死等相关通路蛋白，这可能是

二至丸治疗
G,

的作用机制。

关键词　二至丸；阿尔茨海默病；
FG+H7

小鼠；同位素标记相对和绝对定量技术；蛋白质组学
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（
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<?<4>P=P _<P AP-U Q3 P.1--? U=VV-1-?Q=<44> -ZT1-PP-U T13Q-=?P

，
QX-
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，
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，
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
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（
H R"


"#

），
<?U QX- Q=/-P 3V .13PP=?@ QX- T4<QV31/ aA<U1<?Q <?U QX- Q=/- 3V PQ<>=?@ =?

QX- 31=@=?<4 T4<QV31/ aA<U1<?Q _-1- P=@?=V=.<?Q4> PX31Q-?-U

（
H R"5 "#

）
5 &3/T<1-U _=QX QX- /3U-4 @13AT

，

QX- -P.<T- 4<Q-?.> =? QX- /-U=A/ <?U X=@X .3?.-?Q1<Q=3? @13AT _-1- P=@?=V=.<?Q4> PX31Q-?-U

（
H R"5 "J

），
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
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，
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@13AT
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;1WX= H=44 .<? =/T13Y- QX- 4-<1?=?@ <?U /-/31> <0=4=Q> 3V

FG+H7 /=.- <?U 1-@A4<Q- QX- -ZT1-PP=3? 3V /A4Q=T4- T13Q-=?P =? X=TT3.</TAP5 )X-P- U=VV-1-?Q=<4 T13Q-=?P
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，
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，
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T<QX_<> T<QX_<>P

，
PA.X <P /-Q<034=P/

，
@4>.34>P=P D@4>.3P>4<Q=3?

，
T13@1<//-U ?-.13P=P <?U 3QX-1 1-4<Q-U

T<QX_<> T13Q-=?P5 )X=P /=@XQ 0- QX- /-.X<?=P/ 3V ;1WX= H=44 =? QX- Q1-<Q/-?Q 3V G,5

N;^*CI,F

　
;1WX= H=44

；
G4WX-=/-1 cP U=P-<P-

；
FG+H7 /=.-

；
=P30<1=. Q<@P V31 1-4<Q=Y- <?U <0P34AQ-

aA<?Q=V=.<Q=3?

；
T13Q-3/=.P

　　阿尔茨海默病（
G4WX-=/-1 cP U=P-<P-

，
G,

）是一

种年龄相关的、进行性的、不可逆转的慢性神经退行性

疾病，主要临床表现为学习记忆功能减退及认知功能

障碍。海马是大脑边缘系统的重要组成部分，是学习

记忆功能与认知功能密切相关的重要脑区，研究表明

在
G,

中海马是最早也是最易受累部位［
#

］。

快速老化
FG+H7

小鼠是一种常用的较理想的

G,

动物模型，研究表明
FG+H7

小鼠在早期就存在

不同程度的学习记忆功能减退，而且在脑组织内也存

在
)<A

蛋白异常磷酸化、
Gβ淀粉样蛋白的沉积等 G,

典型的病理改变［
!

］。
FG+I#

是正常老化的小鼠，常

用作为
FG+H7

的对照组。

二至丸具有抗氧化、调节免疫力、改善血流等作

用［
%

］，在去卵巢所致
G,

小鼠模型中，二至丸通过促进

能量代谢与囊泡运输，同时减少
Gβ的生成与神经细

胞的氧化损伤来发挥治疗作用［
9

］。

本研究选用
G,

模型
FG+H7

小鼠，通过二至丸

灌胃干预后，利用水迷宫对其进行行为学测试，观察二

至丸对
FG+H7

小鼠学习记忆功能的影响；通过同位

素标记相对和绝对定量（
=P30<1=. Q<@P V31 1-4<Q=Y-

<?U <0P34AQ- aA<?Q=V=.<Q=3?

，
=)IGL

）结合液相色

谱－串联质谱法（
4=aA=U .X13/<Q3@1<TX>


Q<?U-/

/<PP PT-.Q13/-Q1>

，
K&


+FD+F

）的定量蛋白质组

学技术，筛选二至丸干预后
FG+H7

小鼠海马的差异

表达蛋白，同时利用生物信息学技术对差异蛋白的相

关信号途径进行整合、绘制网络结构图，探讨二至丸治

疗
G,

可能的作用机制。

材料与方法

#

　实验动物　
:

月龄雄性
FG+H7

小鼠
9"

只，

雄性
FG+I#

小鼠
#"

只，清洁级，体重（
!J

±
%

）
@

，均

购自天津中医药大学第一附属医院动物实验中心（合

格证号：
#!""!$9"%%

）。小鼠在饲养温度
#7

～
!!

℃，相对湿度
9"d

～
J"d

，保证充足的光照通风，

自由摄食饮水的环境中适应性饲养
#

周后进行后续实

验。本实验经中南大学湘雅三医院实验动物伦理委员
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　实验药物　二至丸由墨旱莲、女贞子按
#

∶
#

配

伍组成，饮片均购于中南大学湘雅三医院门诊中药房，

墨旱莲产于江苏，女贞子产于湖南，经过中南大学湘雅

三医院中药房副主任中药师朱胜平鉴定，均为优质产

品。根据中药药理实验方法学［
J

］将女贞子、墨旱莲各

!J" @

加水适量煎煮
!

次，每次
%" /=?

，合并
!

次煎液

后过滤，通过蒸馏浓缩分别配制成实验所需浓度的溶

液，低浓度（
"


#J @D/K

）、中浓度（
"


% @D/K

）、高浓度

（
"


: @D/K

）。每周定期制备各组药液，
9

℃冰箱保存
备用。

%

　主要试剂及仪器　蛋白提取试剂盒（南京建
成生物工程研究所），

=)IGL

试剂盒（美国
GO F.=-Z

公司），去高分度蛋白试剂盒（美国
F=@/<

公司），
G?


Q=


ST

（英国
G0.</

公司），
G?Q=


2,G&!

（美国
H13


Q-=?Q-.X

公司）。
+311=P

水迷宫（北京硕林苑科技有

限公司），冷冻离心机（
S!"J"I

，湘仪公司），高效液相

色谱仪（
SHK&

，
K&!"G

型，日本
FX=/<UWA

公司），质

谱仪（美国
)X-1/3 F.=-?Q=V=.

公司），蛋白质电泳仪

（
,^^

Ⅲ!7G

型，北京六一仪器厂）。

9

　动物分组及干预方法　小鼠适应性喂养
#

周

后，将
9"

只
FG+H7

小鼠随机分为二至丸低、中、高浓

度组和模型组，每组
#"

只。另选择
#"

只
FG+I#

小鼠

作为正常组。依据人与实验用动物给药剂量换算公

式［
J

］，二至丸低、中、高浓度组分别予
"


#J

、
"


%

、

"


: @D/K

二至丸药液灌胃，按体表面积折算，分别相当

于
8" b@

成人用药剂量
:

、
#!

、
!9

倍二至丸；模型组和

正常组予等体积生理盐水灌胃。每天干预
#

次，连续干

预
7

周。

J

　水迷宫行为学测试　参照参考文献［
:

］，通过

水池式水迷宫测试各组小鼠行为学改变，以小鼠逃避

潜伏期（即从入水至找到平台所用的时间和无平台状

态下小鼠
:" P

内穿越平台次数及原平台象限停留时

间）衡量小鼠的学习记忆能力。通过
+311=P

水迷宫行

为学测试，筛选最佳有效剂量浓度组进行后续的

=)IGL

蛋白质组学和
*-PQ-1? O43Q

等相关实验。

:

　
=)IGL

蛋白质组学检测　水迷宫实验结束
后，断颈处死小鼠，取出小鼠海马组织，提取并纯化海

马蛋白质，通过
O1<UV31U

法测定各组蛋白质浓度，对

测定好的蛋白质进行胰蛋白酶酶解和
=)IGL

试剂标

记，模型组用
##9

标记，二至丸中浓度组用
##J

标记，

正常组用
##%

标记。将各组标记样品混合均匀后进

行
K&


+FD+F

分析，利用
H13Q-=?H=43Q F3VQ_<1- J


"

（
GOF.=-Z

）进行检索，设置
\?AP-U≥#


%

进行筛选，

使蛋白的可信度在
$Jd

以上，去除重复性不好的蛋

白，确定了各组显著性差异的上调倍数为
#


J

倍，下调

倍数为
#


J

的倒数倍即
"


:8

倍，筛选变异系数（
.3


-VV=.=-?Q 3V Y<1=<Q=3?

，
&2

）
e "


J

，
H ≤"


"J

的蛋白

作为差异蛋白，然后对差异蛋白进行功能分析，包括

MC

分析、
N;MM

通路分析、
F)I(6M


,O

蛋白网络分

析；细胞组分、分子功能、生物学过程等指标是通过

MC

功能注释分析得出，蛋白质或者基因可以通过
(,

对应或者序列注释的方法找到与之对应的
MC

号，而

MC

号可对应到
)-1/

，即功能类别或者细胞定位。

8

　
*-PQ-1? O43Q

检测
ST

、
2U<.!

蛋白表达　将
提取纯化的海马蛋白质通过

O1<UV31U

法进行蛋白定

量，然后将蛋白质用
#"dF,F


HGM;

凝胶电泳分离，转

膜
9 X

后封闭过夜，在蛋白质中加入按
#

∶
# """

的稀释

比例的兔源一抗
G?Q=


ST

、
G?Q=


2U<.!

，
9

℃孵育过夜，
)OF)

漂洗
%

次后，加入羊抗兔二抗抗体，室温下于摇

床孵育
# X

，洗膜后适量
;&K

显色液孵育
% /=?

。暗室内

于
]

光胶片上曝光、显影。使用
(/<@- '

软件读取图

片灰度值，将读取后的
ST

和
2U<.!

的
(?Q,-?

与内参

β<.Q=?的 (?Q,-?

进行比较，得到蛋白质表达的相对强

度。用
M1<TXH<U H1=P/ :

软件进行绘图。

7

　统计学方法　采用
FHFF !!


"

对数据进行

统计分析，所有数据均采用
Z

±
P

表示，应用随机分组

设计，采用
C?-


*<> G6C2G

，方差齐性时，用
F6N

检验或
KF,


Q

进行两两比较，方差不齐时，用秩和检

验。
H R"


"J

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　各组各时间点逃避潜伏期比较（图
#

、
!

）　与
正常组比较，模型组各时间点逃避潜伏期延长（

H R

"


"#

）。与模型组比较，二至丸中、高浓度组逃避潜伏

期缩短（
H R"


"J

）。与二至丸低浓度组比较，二至丸

中、高浓度组逃避潜伏期缩短（
H R"


"J

）。

!

　各组穿越平台次数及停留原平台象限时间比
较（图

%

）　与正常组比较，模型组穿越平台次数及原
平台象限停留时间减少（

H R"


"#

）。与模型组及低浓

度组比较，二至丸中、高浓度组小鼠穿越平台象限次数

和停留在原平台象限的时间增加（
H R"


"J

）。本实验

基于临床用药原则及经济因素等多方面考虑，选取中

浓度进行后续相关实验。

%

　二至丸中浓度组和正常组重复差异蛋白表达
（表

#

）　与模型组比较，中浓度组有
9:

个差异蛋白，

其中
#J

个蛋白上调，
%#

个蛋白下调。正常组有
#$!

个差异蛋白，其中
!J

个蛋白上调，
#:8

个蛋白下调。
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图
#

　各组小鼠逃避潜伏期测试轨迹图

　　注：与模型组比较，
H R "


"J

，
H R "


"#

；

与低浓度组比较，△
H R"


"J

；
? f#"

图
!

　各组各时间点逃避潜伏期比较

　　注：与模型组比较，
H R"


"J

，
H R"


"#

；与低浓度组

比较，△
H R"


"J

；
? f#"

图
%

　各组穿越平台次数及原平台象限停留时间比较

中浓度组与正常组均有表达并且表达趋势相同的差异

蛋白有
!"

个，其中
#"

个蛋白上调，
#"

个蛋白下调。

9

　蛋白质
MC

注释与分类分析

9


#

　二至丸中浓度组及正常组细胞组分　与模
型组比较，二至丸中浓度组细胞组分由高至低分别为：

胞外区（
#7d

）、细胞液（
#9d

）、细胞质（
#%d

）、细胞

外间隙 （
##d

）、细胞核 （
##d

）、蛋白质络合物

（
#"d

）、线粒体（
8d

）、胞内区（
:d

）、质膜（
:d

）、细

胞骨架（
9d

），正常组分别为：胞外区（
#7d

）、细胞质

（
#:d

）、线粒体（
#!d

）、胞液（
#!d

）、蛋白质络合物

（
#"d

）、细胞核（
$d

）、质膜（
8d

）、胞内区（
:d

）、细

胞外间隙（
Jd

）、细胞骨架（
Jd

），二至丸中浓度组和

正常组差异蛋白的细胞组分主要为细胞质基质。

9


!

　二至丸中浓度组及正常组分子功能　与模
型组比较，二至丸中浓度组分子功能由高至低分别为：

离子结合（
!Jd

）、酶结合（
#:d

）、酶调节活性（
#!d

）、

I6G

结合（
7d

）、细胞骨架蛋白结合（
7d

）、氧化还原

酶活性（
8d

）、水解酶活性（
8d

）、异构酶活性（
:d

）、转

运体活性（
:d

）、
,6G

结合（
Jd

），正常组分别为：离子

结合（
%"d

）、
I6G

结合（
#9d

）、酶结合（
#9d

）、氧化

还原酶活性（
$d

）、酶调节活性（
7d

）、转运体活性

（
8d

）、细胞骨架蛋白结合（
:d

）、结构分子活性（
Jd

）、

脂结合（
9d

）、激酶活性（
%d

），二至丸中浓度组和正常

组筛选得到的差异蛋白的分子功能主要与
I6G

结合、

酶调节活性、酶结合以及离子结合相关。

9


%

　二至丸中浓度组及正常组生物学过程　与
模型组比较，二至丸中浓度组生物学过程由高至低分

别为：应激反应 （
##d

）、细胞氮复合代谢过程

（
##d

）、解剖结构发育（
##d

）、转运（
##d

）、信号转

导（
#"d

）、小分子代谢过程（
#"d

）、免疫系统过程

（
$d

）、分解代谢过程（
$d

）、生物合成过程（
$d

）、细

胞分化（
$d

），正常组分别为：细胞氮复合代谢过程

（
#!d

）、转运（
##d

）、生物合成过程（
##d

）、解剖结

构发育（
##d

）、应激反应（
#"d

）、小分子代谢过程

（
#"d

）、信号转导（
$d

）、分解代谢过程（
$d

）、细胞

分化（
$d

）、细胞蛋白修饰（
$d

），二至丸中浓度组与

正常组大部分差异表达蛋白与信号转导、物质转运、细

胞氮化合物合成代谢过程以及应激反应有关，其中以

代谢过程和信号转导为主。

J

　
N;MM

通路分析（表
!

）　与模型组比较，二
至丸中浓度组差异表达蛋白匹配到

7J

条
N;MM

通

路，正常组差异表达蛋白匹配到
#J8

条
N;MM

通路。

二至丸中浓度组和正常组重叠的通路有
:$

条，包括代

谢通路、糖酵解
D

糖异生通路、程序性坏死通路等。

:

　二至丸中浓度组
F)I(6M


,O

蛋白网络分析

（图
9

）　与模型组比较，二至丸中浓度组和正常组
均有表达的

!"

个差异蛋白（见表
#

），在中浓度组的

网络结构图大都居于中心位置，部分蛋白之间相互

关联。
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表
#

　二至丸中浓度组和正常组重复差异蛋白表达

基因简称 蛋白名称 正常组
D

模型组 二至丸中浓度组
D

模型组 表达变化

SPT$"<0# S-<Q PX3.b T13Q-=? SFH $"


0-Q< "

．
!% "

．
%$

上调

ST S<TQ3@430=? "

．
!$ "

．
!"

下调

G.3! G.3?=Q<Q- X>U1<Q<P-

，
/=Q3.X3?U1=<4 !

．
$9 #

．
7J

上调

;?3! M<//<


-?34<P- 8

．
:$ !

．
!!

上调

Hb/ H>1AY<Q- b=?<P- HN+ !

．
8" !

．
99

上调

H@b# HX3PTX3@4>.-1<Q- b=?<P- # 9

．
"" !

．
87

上调

2U<.! 234Q<@-


U-T-?U-?Q <?=3?


P-4-.Q=Y- .X<??-4 T13Q-=? ! "

．
!! "

．
%7

下调

)T=# )1=3P-TX3PTX<Q- =P3/-1<P- 8

．
#9 !

．
7:

上调

H1UZJ H-13Z=1-U3Z=?


J

，
/=Q3.X3?U1=<4 "

．
#9 "

．
%9

下调

H@</# HX3PTX3@4>.-1<Q- /AQ<P- # 9

．
#8 #

．
$:

上调

F?.0 O-Q<


P>?A.4-=? "

．
!$ "

．
J9

下调

2U<.% 234Q<@-


U-T-?U-?Q <?=3?


P-4-.Q=Y- .X<??-4 T13Q-=? % "

．
!J "

．
%8

下调

&<40! &<41-Q=?=? "

．
:: "

．
J$

下调

M43# K<.Q3>4@4AQ<QX=3?- 4><P- "

．
9# "

．
%!

下调

&>.P &>Q3.X13/- .

，
P3/<Q=. "

．
J! "

．
98

下调

(@X


#< (@ @<//<


!G .X<=? & 1-@=3?

，
/-/01<?-


03A?U V31/ !

．
%# !

．
!8

上调

H.0T! H34>

（
1&

）
0=?U=?@ T13Q-=? ! "

．
9" "

．
J"

下调

+=V +<.13TX<@- /=@1<Q=3? =?X=0=Q31> V<.Q31 "

．
99 "

．
J8

下调

N1Q:0 N-1<Q=?

，
Q>T- (( .>Q3Pb-4-Q<4 :O #

．
J# !

．
98

上调

+30T +>-4=?


<PP3.=<Q-U 34=@3U-?U13.>Q- 0<P=. T13Q-=? !

．
9" #

．
::

上调

图
9

　二至丸中浓度组网络结构

8

　各组
ST

和
2U<.!

蛋白表达比较（图
J

）　与
正常组比较，模型组

ST

和
2U<.!

蛋白表达升高（
H R

"


"#

）。与模型组比较，二至丸中浓度组
ST

及

2U<.!

蛋白表达降低（
H R"


"J

）。

讨　　论

二至丸是补肾经方，由墨旱莲和女贞子两味药：等

比配伍组成，是平补佳品，具有补肝益肾、滋阴止血、强

筋骨、乌须发等功效。研究表明，二至丸及其组成药味

女贞子和墨旱莲中的多种成分如齐墩果酸［
8

］、红景天

苷［
7

］、槲皮素［
$

］等均能够改善
G,

模型大鼠的学习记

忆能力，延缓
G,

发展，改善
G,

症状。本研究
+31


1=P

水迷宫结果表明二至丸能够改善
FG+H7

小鼠的

学习记忆能力。

　　注：
#

为正常组；
!

为二至丸中浓度组；
%

为模型组；与模型组比

较，
H R"


"J

，
H R "


"#

；
G

为
*-PQ-1? O43Q

结果；
O

为蛋白定量

表达

图
J

　各组小鼠海马
ST

和
2U<.!

蛋白表达比较

本实验基于
=)IGL

蛋白质组学技术研究发现，与

模型组相比较，二至丸中浓度组与正常组重复的差异

蛋白有
!"

个，上调的蛋白有
#"

个，下调的蛋白有
#"

个，根据蛋白质数据库中所提供的蛋白质功能注释，这

些差异表达蛋白大致涉及以下几类通路：（
#

）代谢通

路，如：线粒体乌头酸（
<.3?=Q<Q- X>U1<Q<P-

，
/=Q3


.X3?U1=<4

，
G&C!

）、
ST

；（
!

）糖酵解
D

糖异生通路，如：

磷酸甘油酸酯激酶
#

（
TX3PTX3@4>.-1<Q- b=?<P- #

，

H@b#

）、丙酮酸激酶（
TX3PTX3@4>.-1<Q- b=?<P- #

，

Hb/

）、磷酸丙糖异构酶（
Q1 =3P-TX3PTX<Q- =P3/-1


<P-

，
)T=#

）、磷酸甘油酸变位酶
#

（
TX3PTX3@4>.-1<Q-

/AQ<P- #

，
H@</#

）、γ－烯醇化酶（@<//<


-?3


4<P-

，
;?3!

）；（
%

）程序性坏死通路，如热休克蛋白
$"
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表
!

　中浓度组及正常组重叠
N;MM

通路

N;MM

通路 通路名称
蛋白数量

二至丸中浓度组 正常组

//A"##"" +-Q<034=. T<QX_<>P 8 9$

//A"J#9% GV1=.<? Q1>T<?3P3/=<P=P : 9

//A"#!"" &<103? /-Q<034=P/ : !!

//A"#!%" O=3P>?QX-P=P 3V </=?3 <.=UP : #"

//A"""#" M4>.34>P=P D M4A.3?-3@-?-P=P J #J

//A"9$:# ;?U3.1=?- <?U 3QX-1 V<.Q31


1-@A4<Q-U .<4.=A/ I-<0P31TQ=3? 9 %

//A"9#9# H13Q-=? T13.-PP=?@ =? -?U3T4<P/=. 1-Q=.A4A/ % J

//A"J!"% 2=1<4 .<1.=?3@-?-P=P ! #J

//A"9"!! .M+H


HNM P=@?<4=?@ T<QX_<> ! 9

//A"9":: S(`


# P=@?<4=?@ T<QX_<> ! :

//A"J!%" &-?Q1<4 .<103? /-Q<034=P/ =? .<?.-1 ! 8

//A"9!#8 6-.13TQ3P=P ! $

//A"":!" H>1AY<Q- /-Q<034=P/ ! ##

//A"9!#: `-113TQ3P=P ! %

//A"J"#! H<1b=?P3?cP U=P-<P- ! #J

//A"J"#: SA?Q=?@Q3?cP U=P-<P- ! #:

//A"9$!! M4A.<@3? P=@?<4=?@ T<QX_<> ! 8

//A"9:!# 6C,


4=b- 1-.-TQ31 P=@?<4=?@ T<QX_<> ! 9

//A"J!"" H<QX_<>P =? .<?.-1 ! 9

//A"J%!! F>PQ-/=. 4ATAP -1>QX-/<Q3PAP # #9

//A"J"%9 G4.3X34=P/ # #9

//A"J"#" G4WX-=/-1 cP U=P-<P- # #!

//A"""!" &=Q1<Q- .>.4-

（
)&G .>.4-

）
# ##

//A"9$%! 63?


<4.3X34=. V<QQ> 4=Y-1 U=P-<P-

（
6G`K,

）
# 7

//A"J#%9 K-@=3?-443P=P # :

//A"":%" M4>3Z>4<Q- <?U U=.<103Z>4<Q- /-Q<034=P/ # :

//A"J#J! )A0-1.A43P=P # J

//A""!:" M4>.=?-

，
P-1=?- <?U QX1-3?=?- /-Q<034=P/ # 9

//A"9#99 ;?U3.>Q3P=P # 9

//A"9:#" &3/T4-/-?Q <?U .3<@A4<Q=3? .<P.<U-P # 9

//A"9!:" &<1U=<. /AP.4- .3?Q1<.Q=3? # 9

//A"9!#" GT3TQ3P=P # 9
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（
X-<Q PX3.b T13Q-=? SFH $"


0-Q<

，
SF&$"β）、细胞

色素
&

（
.>Q3.X13/- .

，
&>.P

）、钙视网膜蛋白（
.<4


1-Q=?=?

）、电压依赖性阴离子通道
%

（
Y34Q<@- U-


T-?U-?Q <?=3?.X<??-4 %

，
2U<.%

）、
2U<.!

等。而其

中程序性坏死通路异常将直接启动相关凋亡途径，引

起细胞凋亡；其余通路即代谢通路、糖酵解
D

糖异生通

路异常将会导致线粒体能量代谢障碍，产生大量氧自

由基导致脑内氧化应激损伤。

G&C!

是线粒体中对氧化应激很敏感的酶，在

G,

等神经退行性病变中起着重要作用［
#"

］。除此之

外，
G&C!

是增龄性活性下降的酶［
##

］，其活性降低可

引起活性氧自由基 （
1-<.Q=Y- 3Z>@-? PT-.=-P

，

ICF

）产生过量，导致能量代谢障碍；过多的
ICF

攻

击细胞膜后释放出的
`-

! g，通过
`-Q3?

反应产生更多

的超氧阴离子，加重细胞氧化应激，加快
G,

的发生。

本研究中，与模型组比较，二至丸治疗后
G&C!

表达

水平上调，
G&C!

表达上调能够减轻氧化应激状态，这

可能是二至丸治疗
G,

的作用机制之一。

ST

是α! 球蛋白中的一种酸性糖蛋白，具有抗氧
化活性、抗炎、抗菌、促进血管生成等作用。

F3?@ (\

等［
#!

］观察到
G,

患者血清
ST

水平明显高于健康对

照组，他们发现血清中的
ST

水平与认知功能损害的

严重程度呈正相关性。本研究中，与模型组比较，二至

丸中浓度组、正常组的
ST

表达水平下调，推测二至丸

作用机制可能与调节
ST

表达水平，进而抑制游离血

红蛋白的神经毒性有关。

糖酵解是糖代谢过程中重要生化途径。在细胞质

中，
H@b#

、
Hb/

、
)T=#

、
H@</#

、
;?3!

等一起构成糖

酵解酶复合体共同作用于糖酵解途径。糖酵解途径异

常时，其相应脑区的
Gβ产生增加，同时也能够增加兴

奋性谷氨酸神经毒性，引起神经变性，导致脑组织功能

异常［
#%

］；除此之外，糖酵解重要的中间产物丙酮酸能

够使
T%7 /GHN

信号通路的激活受到抑制，使机体

促炎因子的产生减少，降低机体的炎症损伤，从而发挥

保护作用［
#9

］。本研究中，和模型组比较，中浓度组、正

常组的糖酵解酶复合体即
H@b#

、
Hb/

、
)T=#

、
H@</#

、

;?3!

的表达水平均上调，它们都参与糖酵解途径，推

测二至丸通过调节
H@b#

、
Hb/

、
)T=#

、
H@</#

、
;?3!

的表达水平，从而影响糖酵解途径，这可能是二至丸治

疗
G,

的作用机制之一。

&<40!

是一种重要的钙结合蛋白，主要分布在中

枢神经元如大脑皮质的中间神经元、海马组织、和部分

周围神经元中［
#J

］。钙超载可激活蛋白激酶和磷脂酶、

促进
ICF

生成、导致线粒体功能障碍进而引起细胞

损伤、细胞骨架被破坏从而诱导细胞凋亡，导致神经退

行性疾病的发生［
#:

］。
&<40!

能调控细胞内
&<

! g浓

度，结合过多的
&<

! g，防止钙超载的发生，减轻钙超

载引起的细胞凋亡，改善神经退行性疾病［
#8

］。本研究

中，和模型组比较，二至丸中浓度组、正常组
&<40!

的

表达水平均下调，推测二至丸作用机制可能与通过调

节
&<40!

表达水平，抑制钙超载，减轻细胞凋亡有关。

&>.P

从线粒体膜间隙进入细胞质是线粒体途径

细胞凋亡的关键步骤［
#7

］。
&>.P

从膜间隙释放进入

胞浆后，和
&>.P

结合后的
GT<V


#

的
&<PT<P-

募集

结构域可以募集结合
&<PT<P-


$

形成凋亡小体启动

凋亡程序［
#$

］。
SFH$"

是一种作用非常广泛的分子伴

侣，它参与炎症反应、细胞凋亡信号转导途径、抗自由

基和减少钙超载、
Gβ聚集等多个反应机制［

!"

］。一方

面，
SFH$"

在神经系统组成性和诱导性的表达特性与

G,

患者脑中
Gβ聚集和神经原纤维缠结（?-A13V=

01=44<1> Q<?@4-P

，
6`)

）关系密切，它能够抑制脑组织

中蛋白质的异常聚集，减少
Gβ的产生；同时它能够激

活
6`


bO

和
T%7 /GHNP

信号通路，清除异常聚集的

Gβ；另一方面，SFH$" 可抑制线粒体通路介导的内源
性细胞凋亡，阻止

GT<V


#

与
&>.P

结合，抑制

&<PT<P-


%

介导的细胞凋亡途径［
!#

］。
2U<.!

是线粒

体外膜最丰富的蛋白，
2U<.!

可与
O<b

结合导致线粒

体外膜通透性改变，引起凋亡因子的释放，导致细胞凋

亡，同时也能与一些细胞内因子如
O<Z

、
O.4


!

、己糖

激酶发生相互作用［
!!

］，参与细胞程序性死亡。本研究

中，与模型组比较，二至丸中浓度组、正常组的
&>.P

、

2U<.!

表达水平均下调，
SFH$"

表达水平上调。它

们都能够与细胞内凋亡因子相互作用来调控细胞凋

亡，推测二至丸通过调节
&>.P

、
2,G&

、
SFH$"

的表

达水平，作用于程序性坏死通路从而调节细胞凋亡。

综上所述，二至丸能改善
FG+H7

小鼠的学习记

忆能力，调节
FG+H7

小鼠海马组织中涉及到代谢、

糖酵解
D

糖异生、程序性坏死等相关通路的多种蛋白

质的表达，为之后研究中药治疗
G,

提供实验基础。

但本研究同时还存在不足之处，缺乏西药阳性对照

组是一缺憾，需要下一步的研究中继续完善和深入。

利益冲突：针对此次投稿，本文作者未曾接受第

三方的金钱或服务支持（除基金外），不存在利益

冲突。
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