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!论!著!
华中五味子酮对阿尔茨海默病样大鼠学习记忆功能及海马区核因子

!!!诱导型一氧化氮合酶表达的影响

于!方3!拓西平3"!吕建勇3!陈海生.
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"摘要#!目的"观察华中五味子酮!&"8)9#,$:;,’"对阿尔茨海默病!!*<8’)=’:#9$)9’#9’$!1"样大鼠学习记忆及海马区核因子
!>!,?"*’#:@#"A;:B!>"%诱导型一氧化氮合酶!),$?")C*’,)A:)";D)$’9E,A8#9’$)FG&"表达的影响$探讨华中五味子酮对!1可能

的防治作用&方法"4/只雄性&1大鼠随机分为空白对照组%!1模型组和华中五味子酮干预组4组$每组各3/只&采用侧
脑室立体定向注射"淀粉样蛋白!#=E*;)$BC’A#H:;A’),$!"".5B45的方法$建立!1的动物模型’华中五味子酮干预组采用华中五

味子酮灌胃进行药物干预$空白对照组注射生理盐水&通过 (;::)9水迷宫检测大鼠学习%记忆能力$通过免疫组化法观察大

鼠海马区FIB!>及)FG&蛋白的表达&结果"华中五味子酮干预组大鼠短期学习记忆能力较 !1样大鼠有明显改善!!#
/6/5"$海马区FIB!>及)FG&的表达较!1样大鼠明显减少!!#/6/5"$海马区FIB!>及)FG&的表达呈正相关关系!空白

对照组%!1模型组%华中五味子酮干预组的相关系数分别为/6J4K%/6J5J%/6J2.$!均#/6/5"&结论"华中五味子酮可能通
过影响FIB!>信号转导通路而抑制!"诱导的氧化应激和炎性反应$在!1发病中具有保护作用&
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!!阿尔茨海默病"!*<8’)=’:)9$)9’#9’%!1#发现
至今已百年%但由于其病因不完全明确%迄今尚无有
效的防治药物*就目前的进展来看%有关防治 !1
的药物研究主要还是延缓患者的死亡+部分阻止或
延缓疾病的发作和改善患者的生活质量%并提倡个
性化治疗&3’*传统中药不但成本低廉%且可作用于
多靶点%毒副作用小%具有其独特的优势*因此%结

合!1的病因研究%在传统中药中寻找防治 !1的
有效药物成分是十分有意义的尝试*华中五味子酮
"&"8)9#,$:;,’#是从华中五味子中提取分离得到的
一种具有7B苯代四氢萘骨架的木脂素&.’*本研究采
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用侧脑室立体定向注射"淀粉样蛋白"#=E*;)$BC’A#

H:;A’),%!"#.5B45的方法建立!1大鼠模型%并用华中
五味子酮灌胃进行药物干预%观察华中五味子酮对

!1样大鼠学习记忆能力及海马区核因子!>",?B
"*’#:@#"A;:B!>%FIB!>#+诱导型一氧化氮合酶"),B
$?")C*’,)A:)";D)$’9E,A8#9’%)FG&#蛋白表达的影
响%以探讨华中五味子酮对!1可能的防治作用*

I!材料和方法

363!实验材料!雄性&1大鼠4/只%鼠龄2$3.
周%体质量.5/$4//O%由第二军医大学实验动物中
心提供%标准环境下饲养*!".5B45由&)O=#公司生
产!FIB!>,WJ5蛋白单克隆抗体+)FG&单克隆抗体
和生物素化抗兔[OV 均购自武汉博士德公司!华中
五味子酮%纯度$K2\%由第二军医大学药学院天然
药物化学教研室陈海生教授提供*(;::)9水迷宫
由上海吉量公司生产!脑立体定向仪%江湾%号S
型%第二军医大学生产*

36.!动物分组和处理!将&1大鼠随机分为4组(
"3#空白对照组%大鼠予玉米油灌胃0$%方法为用灌
胃针将.=*玉米油灌入大鼠胃内%3次,$%第2日侧
脑室内注射无菌生理盐水5&*%再继续用玉米油灌
胃37$!".#!1模型组%大鼠予玉米油灌胃0$%方
法同上%第2日侧脑室内注射5&*配制的 !"溶液
"将!".5B45溶于无菌生理盐水%浓度3/==;*,Q%置

40]恒温箱内孵育4$后备用#&4’%再继续用玉米油
灌胃37$!"4#华中五味子酮干预组%大鼠予含华中
五味子酮的玉米油"将华中五味子酮溶于玉米油%浓
度.==;*,Q#灌胃0$%方法同上%第2日侧脑室内
注射前述!"溶液5&*%再继续用含华中五味子酮的
玉米油灌胃37$*

364!(;::)9水迷宫行为学测定!各组大鼠分别于
术后第3/日开始进行 (;::)9水迷宫测试*测试程
序为定位航行试验(历时5$%前.$为训练适应期%
每天上下午各.次%将受试大鼠按顺时针方向依次
由U+&+̂ +F7个入水点面向池壁放入水中%记录
其寻找并爬上平台所需的时间"逃避潜伏期#!后4$
记录%如果大鼠在3=),内找到平台%记录其实际逃
避潜伏期!如果在3=),仍未找到平台%则将其引上
平台并停留./9%逃避潜伏期记录为3=),*

367!脑组织标本制备!侧脑室注射后第35日%将
大鼠用.\戊巴比妥钠腹腔麻醉"7/$5/=O,YO#
后%快速开胸%经左心室主动脉插管%.//=*冷生理
盐水快速冲洗后%45/=*含7\多聚甲醛W>&液灌
注固定*除去颅盖%取出完整大脑组织%用上述固定

液固定.78后%自视交叉向后取材.$7==%常规
脱水%石蜡包埋%做连续冠状切片%片厚7&=*常规
脱蜡%分别进行 TBU染色及免疫组化染色*

365!免疫组化染色!切片常规脱蜡至水后%用W>&
洗5=),_4次*切片加4\ T.G.阻断内源性过氧
化物酶%室温下孵育./=),%W>&洗5=),_4次%加
抗原修复液%微波KJ]+./=),修复抗原%取出后自
然冷却至室温*W>&洗.=),_4次%加入一抗FIB
!>,WJ5及)FG&"3-.//#*40]孵育38%W>&洗.
=),_4次%加入生物素标记的二抗%室温下孵育./
=),*W>&洗5=),_4次*用链霉菌抗生物素B过
氧化 物 酶 溶 液%室 温 下 孵 育 ./ =),*W>& 洗

5=),_4次*加新鲜配制的1!>溶液%呈色4$5
=),*自来水冲洗后用苏木精复染4$5=),%盐酸
乙醇分化%中性树胶封片%镜检*以W>&代替一抗
作阴性对照*

36J!结果判定!随机观察5个不同高倍视野
"_7//#%根据每个高倍视野阳性细胞占总细胞的比
例判断结果*取5个视野的算术平均数并计算各组
均数及标准差*

360!统计学处理!实验数据以%"‘#表示%用&W&&
3.6/软件进行单因素方差分析%样本均数间多重比较
用Q&1B$检验*两变量之间的关系用直线相关分析*

J!结!果

.63!行为学判定!!1模型组大鼠的逃避潜伏期
从水迷宫试验记录的第3日开始较空白对照组就明
显延长"!#/6/5或#/6/3#%华中五味子酮干预组
从试验记录的第.日开始与!1模型组比较逃避潜
伏期明显缩短"!#/6/5#%与空白对照组比较仍有
延长"表3#*

.6.!TBU染色结果!镜下见空白对照组大鼠海马
区神经元排列规则+紧密%形态完整*!1模型组海
马区神经元明显疏松%排列紊乱%层次模糊%有核小
深染+成扁圆形的细胞增生%判断为胶质细胞*华中
五味子酮干预组海马区神经元无明显缺失%亦可见
少许胶质细胞增生现象*见图3*

.64!海马区FIB!>蛋白表达!FIB!>在细胞胞核
和胞质都有表达%呈深棕黄色%弥漫或颗粒状分布*

!1模型组神经元及胶质细胞均可见阳性表达%胞
核表达主要见于胶质细胞"图.>#*空白对照组"图

.!#及华中五味子酮干预组"图.S#也可见阳性表
达%而!1模型组表达水平明显增高 "!#/6/3或

!#/6/5#%见表.*

.67!海马区)FG&蛋白表达!)FG&定位于细胞质
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中%阳性染色为棕黄色或棕色"图4#%空白对照组及
华中五味子酮干预组中)FG&阳性细胞明显少于

!1模型组"!#/6/3或!#/6/5#%见表.*

表I!各组大鼠水迷宫逃避潜伏期

?’3I!E&#’.,0’4,(#%,&+5K’4,*-’7,%(*’4&+5,’#$1*+:.
"%a3/%&"‘#%$,9#

V:;?H $3 $. $4

>*#,Y";,A:;* .0654‘376KJ 34630‘J60K 346/3‘J624
!1=;$’* 7.63K‘3.6.K" 436.2‘./65K"" .46K3‘26/5""

&"8)9#,$:;,’),A’:-’,A);, 446..‘376KJ ./655‘37600’ 3065.‘0604’

!"!#/6/5%""!#/6/3&#C*#,Y";,A:;*!’!#/6/5&#!1=;$’*

图I!L组大鼠海马区M8E染色结果

=%1I!M8E&4’%(%(1+5*’4$%..+#’-.:&%(L1*+:.&$NJOO%

!(>*#,Y";,A:;*!>(!1=;$’*!S(&"8)9#,$:;,’),A’:-’,A);,

图J!L组大鼠海马区<=8!!免疫组化染色结果

=%1J!P--:(+$%&4+#$,-%#’0&4’%(%(15+*<=8!!%(*’4$%..+#’-.:&%(L1*+:.&$NJOO%

!(>*#,Y";,A:;*!>(!1=;$’*!S(&"8)9#,$:;,’),A’:-’,A);,

图L!L组大鼠海马区%<>"免疫组化染色结果

=%1L!P--:(+$%&4+#$,-%#’0&4’%(%(15+*%<>"%(*’4$%..+#’-.:&%(L1*+:.&$NJOO%

!(>*#,Y";,A:;*!>(!1=;$’*!S(&"8)9#,$:;,’),A’:-’,A);,
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表J!<=8!!!%<>"在大鼠海马组织的表达情况

?’3J!E;.*,&&%+(+5<=8!!&

%<>"%($%..+#’-.:&+5*’4&
"%a3/%&"‘##

V:;?H FIB!> )FG&

>*#,Y";,A:;* .464J‘.643 3365J‘76JK
!1=;$’* .K67/‘76/3"" 4767.‘56KK""

&"8)9#,$:;,’),A’:-’,A);, .56JJ‘7647’ .56/5‘.63K’

!""!#/6/3&#C*#,Y";,A:;*!’!#/6/5&#!1=;$’*

.65!)FG& 表达量和 FIB!> 表达量的相关分

析!大鼠脑组织海马区FIB!>阳性细胞密度与)FB

G&阳性细胞密度呈显著正相关关系"空白对照组+

!1模型组+华中五味子酮干预组的相关系数分别

为/6J4K+/6J5J+/6J2.%!#/6/5#*

L!讨!论

!!!1是一种进行性+退行性神经系统病变%脑内

老年斑"&W#形成是其重要的病理构成之一%而 !"
是&W的核心部分并被认为是 !1发病的关键&7’*

!"侧脑室定向注射是目前建立 !1动物模型较常

用的方法之一*本实验采用大鼠急性脑室内注射

!".5B45%.周内大鼠水迷宫试验学习记忆能力下降%

出现类!1表现*TBU染色见脑内海马区神经元明

显疏松%排列紊乱%且出现胶质细胞增生%符合 !1
的病理改变*

!!)FG&是炎症中的一种反应性酶类%其表达不仅

是反应性胶质细胞增生的标志之一%也与神经元损

伤有关*)FG&能够持续大量地催化一氧化氮"FG#

产生%而FG具有潜在神经毒性%是!1中氧化应激

的有效来源%过量 FG可通过多种途径损伤膜性结

构+蛋白质及1F!%导致神经元坏死&5BJ’*用&*;A印

迹分析表明%)FG&蛋白在!1的脑微血管内的表达

显著高于其在对照脑的微血管表达&0’*本研究显

示%侧脑室注射 !".5B45后%皮质下+海马区神经元及

胶质细胞)FG&的表达均明显增加*

!!有关FG释放的调控机制目前仍不清楚%研究

发现可能与 FIB!>活化有关*FIB!>广泛存在于

神经系统中%是参与神经元和胶质细胞功能的一种

重要的转录因子*S;=C9等&2’发现!"诱导酪氨酸

激酶活化%并激活 FIB!>依赖的信号途径%使小胶

质细胞和单核细胞中肿瘤坏死因子"A?=;:,’":;9)9

@#"A;:%PFI#’和白细胞介素"),A’:*’?Y),%[Q#3"等

细胞因子表达增加%同时)FG&表达及过氧化硝酸

盐产物增加%最终导致神经元凋亡或死亡*业已证

实%在)FG&启动子也存在FIB!>的结合位点&K’*

!!FIB!>是由WJ5+W5/组成的异源二聚体%静息

状态时与FIB!>抑制单体"[!>#结合成非活性状态

存在于胞质中%当机体受到外界刺激时%在蛋白激酶

"[bb#的作用下%[!>发生磷酸化%通过依赖于泛素,

蛋白酶的途径降解%使 FIB!>游离出来而激活%并

移位入细胞核%与靶基因的!>序列结合启动基因转

录&3/’*本实验观察到%侧脑室注射!".5B45后%海马区

FIB!>的表达明显增多%胞质+胞核均有表达%而胞

核表达以胶质细胞为多*由于 FIB!>被激活后由

胞质进入核内%说明侧脑室注射 !".5B45后可能胶质

细胞更多被激活*在各实验组%胞质中FIB!>的阳

性表达也以模型组显著增多%可能表明FIB!>被激

活向核内转移过程中%[!>起到调控 FIB!>过度活

化的作用%从而引起 FIB!>WJ5胞质内滞留现象*

也可能由于 FIB!>被激活向核内转移会使胞质内

FIB!>WJ5正反馈性增多*

!!有研究显示%五味子具有抗衰老作用*周忠

光&33’研究表明%五味子浸出液能延缓小鼠大脑皮质

毛细胞基膜增厚%降低毛细血管月增长率%改善大脑

皮质内的血液供应%在小鼠寿命实验中%给药组较对

照组寿命显著延长*许多五味子水提液药理活性的

报道如五味子水煎剂对老龄鼠脑+肝超氧化物歧化

酶"9?H’:;D)$’$)9=?A#9’%&G1#活性有明显增强作

用并且对脑&G1活性增强作用较肝更明显&3.’*华

中五味子的有效药物成分主要为木脂素类%包括五

味子酚+五味子酯+五味子醇等&3.’%五味子酮在结构

上与五味子酚相似%且有研究&34’显示华中五味子酮

对维生素SBF!1WT系统或I’.cB半胱氨酸系统诱

发的脑微粒体脂质过氧化有抑制效应%对黄嘌呤B黄

嘌呤氧化酶系统产生的超氧阴离子具有清除作用%

其抗氧化活性强于维生素U%对处于活性氧应激状

态下的细胞具有保护作用*最近有研究表明%从中

药五味子中分离得到的一种具有二苯环辛二烯骨架

的新的木脂素%其抗氧化活性与环外亚甲基形成有

关&37’*我们前期研究发现五味子酮能够抑制!"诱

导的神经元内&S#’)的增加%维持细胞内钙稳态&35’%

下调!1样大鼠海马区小胶质细胞中[QB3"+)FG&
的转录水平%对 !1样大鼠学习记忆能力的损害有

一定程度的改善作用&4’%提示华中五味子酮能够抑

制!"诱导的氧化应激和炎性反应%在!1发病中可
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能具有保护作用%但其具体机制尚不清楚*而本实

验发现%用华中五味子酮进行药物干预%能够降低

!1样大鼠海马区 FIB!>及)FG&蛋白表达水平%

且FIB!>及)FG&的表达具有相关性%提示五味子

酮不仅能够抑制大鼠海马区)FG&的 =LF!水平

表达%也抑制了其蛋白表达*同时%由于 FIB!>及

)FG&的表达具有相关性%五味子酮可能是通过对

FIB!>转导途径的干预起作用的*

!!已经有研究&3J’证明抑制 FIB!>对于炎性疾病

的治疗包括 !1的发生+发展是有益的*而中药则

可能在这一方面具有副作用小的优点*但五味子酮

是通过抑制[!>的磷酸化从而增加了[!>的表达还

是通过阻止WJ5或W5/进入核内从而达到抑制FIB

!>的作用有待进一步研究*
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