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　　［摘要］　目的　观察β细辛醚对犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９双转基因小鼠脑组织中差异蛋白表达的调节作用，探讨其对

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的治疗作用机制。方法　实验动物分为正常对照组（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠）、模型组

（犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９小鼠）和β细辛醚治疗组（犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９小鼠），每组１０只。β细辛醚治疗组用灌胃方法给药，

正常对照组和模型组给予等量生理盐水，历时９０ｄ。用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫行为学方法测试小鼠学习记忆能力，用免疫组织

化学方法检测小鼠脑组织中β淀粉样前体蛋白（ＡＰＰ）的表达。用同位素标记相对和绝对定量（ｉＴＲＡＱ）技术对小鼠脑

组织进行蛋白质组学分析，用蛋白质印迹法鉴定差异蛋白Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ的表达。结果　与模型组小鼠比较，经β细辛醚

治疗后，小鼠的逃避潜伏期和第１次穿越平台时间缩短（犘＜０．０５），平台穿越次数增多（犘＜０．０５），ＡＰＰ的表达减少

（犘＜０．０５），差异蛋白组蛋白Ｈ２Ａ１Ｈ、Ｈ２Ｂ２Ｅ和Ｈ２Ｂ１Ｆ／Ｊ／Ｌ的表达水平下降（犘＜０．０５）。结论　β细辛醚能够

介入到组蛋白的修饰过程而起到治疗作用，这可能是其改善β淀粉样肽毒性所致学习记忆能力下降的机制之一。
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ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈｅｑｕａｌｄｏｓｅｓｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ｔｈｅｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓ

ｏｆｍｉｃｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＰＰ）ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓ

ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨ２Ａ１Ｈ，Ｈ２Ｂ２ＥａｎｄＨ２Ｂ１Ｆ／Ｊ／Ｌｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 βＡｓａｒｏｎｅ

ｐｌａｙｓａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｒｏｌｅｂｙｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇｔｈｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｉｓｔｏｎｅ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅ

ｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓｉｎｊｕｒｅｄｂｙｔｈｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆβａｍｙｌｏｉｄｐｅｐｔｉｄｅ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ；βａｓａｒｏｎｅ；ｄｏｕｂｌｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ；ｈｉｓｔｏｎｅｓ；ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１０）：１２８６１２９２］

　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）作为一

种最常见的痴呆类型，是中枢神经系统最具毁损性

的疾病之一，其治疗药物虽较多，但并未获得满意的

疗效。在ＡＤ发病机制的众多假说中，最受关注的

“β淀粉样肽（βａｍｙｌｏｉｄｐｅｐｔｉｄｅ，Ａβ）级联假说”认

为Ａβ在ＡＤ发病过程中发挥核心作用
［１］，是各种原

因诱发ＡＤ的共同通路，其引起的一系列神经毒性

反应导致神经细胞功能紊乱和死亡，引发痴呆。建

立以Ａβ为靶点的治疗策略来指导药物研究，通过

对Ａβ及其相关蛋白的研究深入揭示ＡＤ发病机制

并找到有效的治疗方法是当前研究热点。

从抑制Ａβ的产生到对抗Ａβ的毒性，中药具

有多途径、多靶点、多层次的神经保护作用［２］，但其

治疗机制仍未明确。通过调节差异蛋白治疗疾病，

显示可能性的分子及疗效基础成为当前发展中医

中药的热点课题。中药石菖蒲为天南星科多年生

草本植物石菖蒲的干燥根茎，其味辛性温，具有化

湿开胃、开窍豁痰、醒神益智的功效［３］，是ＡＤ治疗

的常用中药，其公认的药理活性成分β细辛醚具有

较好的益智和脑保护作用。本实验以Ａβ毒性相

关的转基因动物模型为载体进行比较蛋白质组学

研究，运用可视化方法识别小鼠脑组织中成对样本

的差异表达蛋白，观察β细辛醚通过调节关键蛋白

改善小鼠学习记忆能力的疗效，从蛋白质水平寻找

可能的药靶蛋白，为临床研究提供可靠的实验资料

和理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物与药物　３个月龄的犃犘犘狊狑犲／

犘犛１犱犈９双转基因小鼠４０只，３个月龄的同背景品

系Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠１０只，雌雄各半，由中国医学科

学院实验动物所遗传中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ

（京）２０１３２００２。动物实验经贵阳市第一人民医院

动物伦理委员会批准，在ＳＰＦ级实验室分笼分性别

饲养，每笼５只，普通繁殖饲料饲养。

实验用β细辛醚为中药石菖蒲的提取物，由南

京广润生物制品有限公司提供（批号：ＧＲ１３３

２０１４１２２３），经高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法鉴定纯度大

于９５％。

１．２　主要仪器与试剂　ＥＬｘ８００ＵＶ型酶标仪（美

国ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＨＰＬＣ仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；

ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００纳升液相色谱仪（美国 Ｄｉｏｎｅｘ公

司）；ＱＥｘａｃｔｉｖｅ质谱仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公

司）；ＵＭＡＸＰｏｗｅｒＬｏｏｋ２１００ＸＬＵＳＢ扫描仪（美国

ＵＭＡＸ公司）；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ型离心

机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；同位素标记相对和绝对

定 量 （ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）试剂盒（ｉＴＲＡＱ○
Ｒ

Ｒｅａｇｅｎｔ

８ＰｌｅｘＭｕｌｔｉｐｌｅｘＫｉｔ，美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ 公

司）；ＳｔｒａｔａＸＣ１８除盐柱、ＳＣＸ 强阳离子交换柱

（ＳＣＸ１００Ａ）购自美国Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司；ＤＭＳ２型

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫系统（中国医学科学院药物研究所）。

多克隆兔抗组蛋白 Ｈ２Ａ和 Ｈ２Ｂ抗体、β淀粉样前

体蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）免疫组

化一抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；抗β肌动蛋白

（βａｃｔｉｎ）抗体、抗ＩｇＧ抗体（辣根过氧化物酶标记）、

预染蛋白相对分子质量标准蛋白及可曝光标准蛋白

等购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　动物分组及给药方法　实验动物分为５组：正

常对照组，模型组，β细辛醚高、中、低剂量治疗组，

每组１０只。模型组为犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９双转基因

小鼠；正常对照组为同背景品系Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠；

β细辛醚高、中、低剂量治疗组为犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９

双转基因小鼠，药物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得。对各组小鼠进行灌

胃给药，β细辛醚高、中、低剂量组的给药剂量分别

为１５、１０、５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），正常对照组和模型组给予

等量生理盐水，历时９０ｄ。
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１．４　学习记忆能力测试　用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫行为学

方法进行学习记忆能力检测，历时５ｄ。第１～４天

进行定向航行实验，记录６０ｓ内大鼠从不同象限入

水到爬上平台（固定于第１象限）所需时间（即逃避

潜伏期），每天连续测试４次，连续４ｄ，取其平均

值。第５天撤去平台，进行空间探索实验，记录大

鼠第１次穿越原平台时间及１ｍｉｎ内穿过原平台位

置的次数。根据测试结果，选择疗效显著的剂量组

作为后续实验的治疗组。

１．５　动物处理　所有组别在治疗结束后次日进行

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试，测试２４ｈ后将各组小鼠断颈处

死，用预冷的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗干净后，小心

剥离脑组织，称量后迅速于冰盘上沿矢状缝将脑组

织一切为二。取左侧脑组织置于－８０℃冰箱冻存

用于蛋白质组学检测。将右侧脑组织沿正矢状面片

开，厚度为０．２ｃｍ，放入４％多聚甲醛溶液中浸泡固

定用于组织学检查；其余脑组织置于－８０℃冰箱冻

存用于指标检测。

１．６　免疫组织化学染色检测小鼠脑组织中ＡＰＰ的

表达　取材后用常规方法进行石蜡包埋，取５μｍ

厚度切片，用免疫组织化学法（ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法）染

色，一抗为ＡＰＰ兔多克隆抗体，１∶１５０稀释，以试

剂公司提供已知阳性片作为阳性对照，以ＰＢＳ代替

一抗作为阴性对照。用ＤＡＢ显色后在光镜下观察。

综合考虑切片中阳性细胞所占观察细胞数的百分比

和阳性细胞着色强度两项指标，随机选取小鼠大脑

皮质８个高倍视野（×４００）进行计算，半定量判定结

果。阳性细胞所占比例：阳性细胞数≤１０％记１分，

１１％～５０％记２分，５１％～７５％记３分，＞７５％记

４分；阳性细胞着色强度：细胞无色记０分，淡黄色

记１分，棕黄色记２分，棕褐色记３分。这两项指标

的总积分在４分以上者代表阳性表达。

１．７　ｉＴＲＡＱ技术分析鉴定差异蛋白　提取各组动

物脑组织总蛋白，行还原烷基化和酶解消化处理，每

组样本消化的全部肽段分别用ｉＴＲＡＱ试剂标记，

利用二维液相色谱串联质谱（２ＤＬＣＭＳ）技术，经过

ＨＰＬＣ肽段分离后，用ＳｔｒａｔａＸＣ１８反相色谱除盐纯

化肽段，采用ＱＥｘａｃｔｉｖｅ质谱仪检测肽段信号。质

谱扫描完毕后，将得到的原始质谱文件转换成质谱

峰 文 件，质 谱 数 据 用 ＰＤ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ

Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ１．３）软件进行数据库检索，与数据库中

的序列进行搜索匹配，并对质谱数据进行过滤筛选

和质量控制，从ＵｎｉＰｒｏｔ＿２０１５＿ｍｕｓ数据库中获取

可信的蛋白质定性信息，并通过报告基团对组织样

本的蛋白质进行定量分析。

１．８　生物信息学分析　基于ｉＴＲＡＱ定量比值，利

用９５％置信区间法则计算蛋白质差异是否具有统

计学意义，并通过差异倍数筛选出差异存在统计学

意义的蛋白质作为后续分析的备选。通过ＫＥＧＧ

（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）软件对

差异蛋白质进行通路分析及富集分析，采用

ＫＯＢＡＳ２．０软件对比蛋白质的相似序列并进行通

路注释，得到蛋白质参与的生物通路。

１．９　小鼠脑组织组蛋白Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ的蛋白表达水

平鉴定　用玻璃匀浆器将各组小鼠脑组织在冰上

匀浆，提取总蛋白，定量后用蛋白质印迹法检测组

蛋白Ｈ２Ａ和Ｈ２Ｂ的表达水平，聚丙烯酰胺凝胶电

泳后转至ＰＶＤＦ膜上印迹显色，分别加入一抗

（Ｈ２Ａ和Ｈ２Ｂ，１∶２０００；βａｃｔｉｎ，１∶１０００）和二

抗（１∶６５００）孵育后曝光显影，定影。以βａｃｔｉｎ蛋

白作为内参照，用ＬａｂＷｏｒｋｓ软件对图像进行灰度

分析，结果以组蛋白Ｈ２Ａ和Ｈ２Ｂ条带与βａｃｔｉｎ条

带灰度的百分比值作为 Ｈ２Ａ和 Ｈ２Ｂ蛋白的相对

表达量。

１．１０　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计

学分析，实验数据以珔狓±狊表示，组间差异的比较采

用狋检验和秩和检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　学习记忆能力测定　定向航行和空间探索实

验结果显示，模型组小鼠的学习记忆能力下降，经β

细辛醚治疗后学习记忆能力有所回升。与模型组比

较，高剂量治疗组小鼠逃避潜伏期的时间和第１次

穿越平台时间缩短（犘＜０．０５），平台穿越次数增多

（犘＜０．０５），中、低剂量治疗组小鼠未见明显改善

（犘＞０．０５），故选取高剂量组作为后续实验的治疗

组。见图１、２。

２．２　小鼠脑组织中ＡＰＰ的表达　免疫组织化学染

色可见阳性染色位于细胞膜和（或）细胞质，呈棕黄

色（图３）。与正常对照组［（１．３０±０．３０）分］相比，
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第１０期．郭莉莉，等．β细辛醚对犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９双转基因小鼠脑组织中差异蛋白表达的影响

模型组小鼠脑组织中 ＡＰＰ的表达升高［（５．６０±

０．２８）分，犘＜０．０５］；与模型组相比，β细辛醚治疗组

小鼠脑组织中ＡＰＰ的表达减少［（３．２０±０．２６）分，

犘＜０．０５］。

２．３　蛋白质谱鉴定及表达差异分析　实验通过选

取差异倍数为１．２倍并与犘≤０．０５相结合进行差异

蛋白质的筛选。结果显示，与正常对照组相比，模型

组中有５９种蛋白质表达上调、３５种蛋白质表达下

调；与模型组相比，β细辛醚治疗组中有３７种蛋白

质表达上调、１０７种蛋白质表达下调。

图１　各组小鼠的逃避潜伏期时间

犉犻犵１　犈狊犮犪狆犲犾犪狋犲狀犮狔狅犳犿犻犮犲犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．狀＝１０，珔狓±狊

图２　各组小鼠的第１次穿越平台时间（犃）和穿越次数（犅）

犉犻犵２　犉犻狉狊狋犾犪狋犲狀犮狔狋犻犿犲狉犲狇狌犻狉犲犱狋狅犳犻狀犱狋犺犲犲狊犮犪狆犲狆犾犪狋犳狅狉犿（犃）犪狀犱犪犮狉狅狊狊狆犾犪狋犳狅狉犿狋犻犿犲狊（犅）狅犳犿犻犮犲犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．狀＝１０，珔狓±狊

图３　各组小鼠脑组织中犃犘犘的表达

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犃犘犘犻狀犫狉犪犻狀狋犻狊狊狌犲狊狅犳犿犻犮犲犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：βＡｓａｒｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．ＡＰＰ：βＡｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ．ＥｎＶｉｓｉｏｎｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

２．４　ＫＥＧＧ数据库通路富集结果　以犘＜０．０５为

筛选标准，经过富集分析，模型组与正常对照组的差

异蛋白主要参与了１３条通路（表１），β细辛醚治疗

组与模型组的差异蛋白主要参与了１０条通路

（表２）。进一步比对模型组和β细辛醚治疗组的通

路调控结果，发现可信度最高的１条共同通路，即

ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，匹配到３个基因转

录翻译的差异蛋白质，分别是组蛋白 Ｈ２Ａ１Ｈ型

（Ｑ８ＣＧＰ６）、Ｈ２Ｂ２Ｅ型（Ｑ６４５２４）、Ｈ２Ｂ１Ｆ／Ｊ／Ｌ型

（Ｐ１０８５３）。其中，模型组与正常对照组相比，组蛋白

Ｈ２Ａ１Ｈ型、Ｈ２Ｂ２Ｅ型、Ｈ２Ｂ１Ｆ／Ｊ／Ｌ型表达上

调（分别为１．２１９、１．６１７、１．３８５）；经过β细辛醚治

疗后，上述３个蛋白的表达下降（分别为０．６５２、

０．７３８、０．７４７）。
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表１　模型组与正常对照组的差异蛋白参与的１３条通路

犜犪犫１　犜犺犻狉狋犲犲狀狆犪狋犺狑犪狔狊犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犿狅犱犲犾犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊

Ｎｏ．ＰａｔｈｗａｙＩＤ Ｐａｔｈｗａｙｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ

１ ｍｍｕ０４９７４ Ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｐ１１０８７，Ｐ１４２３１，Ｑ６ＰＩＥ５，Ｑ０１１４９

２ ｍｍｕ０４９７６ Ｂｉｌｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎ Ｐ５５０８８，Ｐ１４２３１，Ｑ６ＰＩＥ５，Ｏ８８３４３

３ ｍｍｕ０４９７３ Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｐ１４２３１，Ｑ６ＰＩＥ５，Ｑ６１２９０

４ 犿犿狌０５３２２ 犛狔狊狋犲犿犻犮犾狌狆狌狊犲狉狔狋犺犲犿犪狋狅狊狌狊 犙８犆犌犘６，犙６４５２４，犘１０８５３，Ｑ９ＪＩ９１

５ ｍｍｕ０４９６４ Ｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌｅｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎ Ｐ１４２３１，Ｑ６ＰＩＥ５，Ｏ８８３４３

６ ｍｍｕ０４９７８ Ｍｉｎｅｒａｌａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｐ１４２３１，Ｑ６ＰＩＥ５，Ｏ０８９９７

７ ｍｍｕ０４９７１ Ｇａｓｔｒｉｃａｃｉｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ Ｐ１４２３１，Ｑ６ＰＩＥ５，Ｐ１１８８１，Ｑ９ＪＭ６３

８ ｍｍｕ０４０２２ ＣｙｃｌｉｃｇｕａｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＧｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ Ｐ１４２３１，Ｑ６ＰＩＥ５，Ｐ１１８８１，Ｐ５１８８１，Ｑ６１２９０
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２．５　组蛋白Ｈ２Ａ和Ｈ２Ｂ的蛋白表达鉴定结果　蛋

白质印迹分析检测结果显示，与正常对照组相比，模

型组小鼠脑组织中组蛋白Ｈ２Ａ和Ｈ２Ｂ的蛋白表达

水平升高（犘＜０．０５），经β细辛醚治疗后二者明显

下降（犘＜０．０５），见图４。

３　讨　论

ＡＤ以老年斑和神经原纤维缠结为主要病理学

改变，老年斑的核心物质Ａβ随着浓度升高引发神

经毒性的环形事件，最终导致记忆力减退与认知功

能障碍。ＡＰＰ通过蛋白酶解途径裂解形成Ａβ，其

与早老素１（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ１，ＰＳ１）均是ＡＤ的重要相关

蛋白质，在 ＡＤ 的病理进程中发挥重要作用。

犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９双转基因痴呆小鼠模型是利用

犃犘犘狊狑犲转基因小鼠与犘犛１转基因小鼠杂交建立
［４］，

也是Ａβ毒性相关的痴呆动物研究模型之一。该模型

在３个月龄开始即出现逃避潜伏和空间探索的记忆

能力缺陷。本研究以β细辛醚［１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］对

３个月龄犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９双转基因模型小鼠连续

灌胃９０ｄ后进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫行为学测试和脑组

织ＡＰＰ检测，证实经过药物处理，缩短了模型小鼠

的逃避潜伏期和穿越平台时间，并增加了小鼠的平
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第１０期．郭莉莉，等．β细辛醚对犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９双转基因小鼠脑组织中差异蛋白表达的影响

台穿越次数，降低了 ＡＰＰ的表达，显示出β细辛醚

在改善小鼠学习记忆能力和减少Ａβ沉积方面的积

极作用（考虑到药物本身的毒性作用，又是长期给

药，在剂量设定上有所保留，药物处理的中、低剂量

治疗组未显示出有统计学意义的学习记忆能力改

善）。为进一步明确药物产生疗效的物质基础，本研

究进行了差异蛋白的检测和验证，发现β细辛醚调

控了ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ通路中组蛋白

Ｈ２Ａ１Ｈ型、Ｈ２Ｂ２Ｅ型和Ｈ２Ｂ１Ｆ／Ｊ／Ｌ型蛋白的

表达。

图４　各组小鼠脑组织中组蛋白犎２犃和犎２犅的表达水平

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犺犻狊狋狅狀犲犎２犃犪狀犱犎２犅犻狀犫狉犪犻狀狋犻狊狊狌犲狊狅犳犿犻犮犲犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．狀＝１０，珔狓±狊

　　组蛋白是存在于真核生物核内构成染色体的基

本结构蛋白，包括Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、Ｈ４和Ｈ１，由前

４型各２分子构成八聚体成为核小体核心，Ｈ１作为

连接分子位于核小体之间调节其在ＤＮＡ高级结构

的装配。组蛋白Ｎ末端保守且易发生转录后修饰，

修饰的方式和数量不同可产生不同的表观遗传学信

息。组蛋白修饰参与广泛的神经生物学过程，包括

中枢神经系统发育、记忆的形成、星形胶质细胞源性

和脑源性神经营养因子的转录，以及各种神经系统

疾病如ＡＤ等。ＡＤ患者海马组织中组蛋白 Ｈ２Ａ

变体Ｈ２ＡＸ丝氨酸磷酸化水平升高，与ＤＮＡ损伤

有关［５］，Ｈ２Ｂ的泛素化则在ＤＮＡ复制与修复、基因

表达及转录调控过程中起重要作用［６］，同时，组蛋白

的修饰可通过相互之间的促进和抑制形成修饰级联

来发挥作用。本实验结果显示，与正常对照组相比，

模型小鼠脑组织中组蛋白 Ｈ２Ａ１Ｈ、Ｈ２Ｂ２Ｅ和

Ｈ２Ｂ１Ｆ／Ｊ／Ｌ型的表达上调，经β细辛醚治疗后上

述组蛋白表达均降低，提示β细辛醚可能介入组蛋

白修饰过程而起到治疗作用。

值得一提的是，组蛋白的乙酰化与ＡＤ的发生

发展关系密切，ＡＤ患者脑内总组蛋白的乙酰化修

饰显著增加，促进多个基因的转录活性［７］；在ＡＰＰ

剪切酶ＢＡＣＥ１与ＰＳ１等基因的启动子区域组蛋白

发生乙酰化有利于促进Ａβ的形成
［８９］，通过乙酰化

过程调节脑内Ａβ的含量并影响Ａβ的神经毒性作

用。组蛋白的乙酰化过程主要由组蛋白乙酰化转移

酶（ＨＡＴｓ）与组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣｓ）动态调

节，乙酰化可激活基因的转录活性，去乙酰化则可沉

默或抑制基因转录［１０］。ＡＤ患者早期出现内嗅皮质

与海马ＣＡ１区的Ⅰ类去乙酰化酶ＨＤＡＣ２表达增

加，这２个区域也是ＡＤ患者脑组织受损最早、最严

重的区域［１１１２］；Ⅱ类去乙酰化酶ＨＤＡＣ６表达降低

可降低ｔａｕ蛋白在Ｔｈｒ２３１位点的磷酸化水平，从而调

节ｔａｕ磷酸化蛋白向异常蛋白包涵体聚集
［１３］；

ＳＩＲＴ１作为第Ⅲ类ＨＤＡＣｓ，对神经保护、突触可塑

和学习记忆起重要作用，可通过与不同的非组蛋白

和组蛋白的相互作用来完成不同的功能［１４］。研究

表明，ＡＤ患者顶叶皮质中ＳＩＲＴ１显著减少，与Ａβ

和ｔａｕ蛋白的异常沉积相关
［１５］；ＡＤ小鼠模型中出

现ＳＩＲＴ１过表达，可以激活编码解聚素和金属蛋白

酶１０（ＡＤＡＭ１０）α分泌酶的基因，从而减少Ａβ的

产生和老年斑的形成；ＳＩＲＴ１还能够调节Ｎｏｔｃｈ通

路从而修复神经元损伤［１６］。目前，ＨＤＡＣｓ成为较

为理想的ＡＤ药物干预靶点，ＨＤＡＣｓ抑制剂也是研

究较为广泛的针对ＡＤ表观遗传的治疗措施。当

然，β细辛醚是否可以产生ＨＤＡＣｓ抑制剂的作用需

·１９２１·
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要进一步研究。

ＡＤ的发生由遗传因素和环境因素共同决定，

遗传因素包括基因突变等传统意义的遗传信息和表

观遗传学信息，表观遗传信息的改变是可以逆转的，

在早期治疗指导上有重要意义。本研究通过比对

犃犘犘狊狑犲／犘犛１犱犈９双转基因小鼠模型脑组织中的差

异蛋白质并进行通路富集的分析，寻找到β细辛醚

产生疗效的重要靶标蛋白，即：组蛋白Ｈ２Ａ１Ｈ型、

Ｈ２Ｂ２Ｅ型和 Ｈ２Ｂ１Ｆ／Ｊ／Ｌ型。提示β细辛醚可

能通过调节上述３种蛋白参与表观遗传修饰方面作

用降低Ａβ毒性，改善学习记忆能力；同时表明药物

的治疗作用可以存在于早期干预的环节，提供了

β细辛醚抗痴呆疗效的新信息。
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