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摘要： 目的　 探讨肉桂油对 ＳＡＭＰ８ 小鼠记忆能力的改善作用。 方法 　 小鼠灌胃给予高、 低剂量肉桂油 （１００、 ２５
ｍｇ ／ ｋｇ） ８ 周， 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测定位航行、 空间探索能力， 免疫印迹法检测大脑颞叶皮质 ＬＣ３ＢⅡ蛋白、 磷酸化

Ｔａｕ 蛋白表达， 银染法检测神经纤维缠结， 在透射电镜下观察神经细胞内自噬小体。 结果　 与模型组比较， 肉桂油各

剂量组小鼠神经细胞 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平降低， ＬＣ３ＢⅡ蛋白与神经细胞内自噬小体数量增加， 神经纤维缠结减少，
定位航行与空间探索能力提升 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 肉桂油可改善 ＳＡＭＰ８ 小鼠记忆能力， 其机制可能与增强

神经细胞自噬， 清除磷酸化 Ｔａｕ 蛋白， 从而减少神经纤维缠结有关。
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　 　 神经退行性疾病阿尔茨海默病患者数量一直在不断增

加， 目前约为 ５ ０００ 万， 预计到 ２０３０ 年和 ２０５０ 年将分别达

到 ８ ２００ 万和 １􀆰 ５２ 亿［１⁃２］ ， 该病主要病理特征之一是神经

纤维缠结 （ＮＦＴｓ）， 与 Ｔａｕ 蛋白过磷酸化密切相关［３］ 。 人

体自身存在精细的调控机制， 使得细胞在正常的内环境中

能够启动合适的自噬途径， 清除多余的磷酸化 Ｔａｕ 蛋白，
从而阻止 ＮＦＴｓ 对细胞微管结构稳定与功能完整的威胁［４］ ，
但在阿尔茨海默病患者的异常内环境中， 细胞失去了充分

启动自噬途径清除异常蛋白的自我调节能力， 磷酸化 Ｔａｕ
蛋白不断异常累积而发生进行性的 ＮＦＴｓ， 引起细胞微管结

构破坏及功能障碍［５］ 。 针对上述主要病理特征， 目前已有

特异性清除 β⁃淀粉样蛋白的药物在进行临床试验， 并在病

情早期应用取得了乐观的效果， 但迄今临床仍然缺乏相关

治疗药物。
研究发现， 某些中药具有较好的改善阿尔茨海默病患

者认知能力的临床疗效［６⁃７］ 。 中医扶阳学派将阿尔茨海默病

关键病机概括为 “阳化不足， 阴化太过”， 治则以温阳化

瘀为要， 善用肉桂、 桂枝、 附子等温阳通经药物， 其中肉

桂性大热， 味辛、 甘， 归肝、 肾、 心、 脾经， 扶阳方剂取

其补火助阳、 引火归源之功效。 现代药理研究表明， 肉桂

油富含的肉桂醛为其主要活性成分， 而肉桂酸、 肉桂醇等

也为有效物质， 具有多种药理作用［８］ ， 但尚不清楚它们是

否能恢复磷酸化 Ｔａｕ 蛋白达到细胞自噬清除过程的平衡。
因此， 本研究旨在探讨肉桂油对恢复 Ｔａｕ 蛋白磷酸化平衡

相关的细胞自噬清除过程的调控作用。
１　 材料

１􀆰 １　 药 物 　 肉桂油 （桂林拓普香料有限公司， 批号

２０１９０７１８， 肉桂醛含量 ８１􀆰 ８６％ ）； 多奈哌齐片 （日本卫材

公司， 批号 １６１２０８２）。
１􀆰 ２　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＡＭＲ１ 正常老化小鼠 １０ 只、 ＳＡＭＰ８ 快

速衰老小鼠 ４０ 只购自北京大学实验动物科学部， ８ 周龄，
体质量 １８～２２ ｇ， 饲养于广西中医药大学实验动物部 ＳＰＦ
级动物实验室， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃
００１０， 室内温度 １８ ～ ２２ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ７０％ 。 本研究

经广西中医药大学伦理委员会审查批准。
１􀆰 ３　 试剂　 组织蛋白抽提试剂盒 ［生工生物工程 （上海）
股份有限公司， 批号 ＣＡ２１ＤＡ０００３］； 改良 Ｂｉｅｌｓｃｈｏｗｓｋｙ 染

色液 （北京索莱宝科技有限公司， 批号 ２０１７０９２１）； 兔抗

小鼠 ＬＣ３Ｂ、 Ｔａｕ、 Ｐｈｏｓ⁃Ｔａｕ （ Ｓ３９６ ）、 β 肌 动 蛋 白 （ β⁃
ａｃｔｉｎ） 单克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ＧＲ３２１３８２１⁃
１１、 ＧＲ６４７３２⁃３１、 ＧＲ３０３６３９⁃６、 ＧＲ３２４４９４⁃４）； 辣根过氧

化物酶标记羊抗兔 ＩｇＧ 抗体 （上海碧云天生物技术有限公

司， 批号 Ａ０２０８）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＢＷ⁃１ Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫 （上海软隆科技发展有限

公司）； ＥＧ１１５０Ｈ 石 蜡 包 埋 机、 ＲＭ２２４５ 轮 转 切 片 机、
ＡＳＰ３００Ｓ 组织脱水机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ
垂直电泳仪、 ＣｈｅｍｉＤｏｃ 成像系统、 Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ⁃ｂｌｏｔ 转印仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｈ⁃７６５０ 透射电镜 （日本日立公司）。
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２　 方法

２􀆰 １　 分组、 给药与建模 　 参考文献 ［９⁃１１］ 报道， １０ 只

ＳＡＭＲ１ 小鼠均纳入正常组； 采用随机数字表法， 将另外 ４０
只 ＳＡＭＰ８ 小鼠分为模型组， 多奈哌齐组， 肉桂油低、 高剂

量组， 每组 １０ 只， 正常组和模型组小鼠灌胃给予蒸馏水，
每天 ２ 次， 每次 １ ｍＬ； 多奈哌齐组小鼠灌胃给予多奈哌齐

０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ， 每天 １ 次； 肉桂油低、 高剂量组小鼠灌胃给予

２５、 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 肉桂油， 每天 ２ 次， 连续 ８ 周。 给药结束

５ ｄ后， 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测小鼠定位航行与空间探

索能力， 结束后脱颈椎处死小鼠， 于低温操作台上开颅取

脑， 分离大脑颞叶皮质， 分别用于提取总蛋白、 银染色病

理分析、 透射电镜观察。
２􀆰 ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 参考文献 ［１２］ 报道， 前 ４ ｄ 为

定位航行测试， 检测小鼠发现水面以下平台之前的潜伏期

时间； 第 ５ 天进行空间探索能力测试， 检测小鼠找到原水

面下平台位置的潜伏期时间以及穿越该位置的次数。
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃Ｔａｕ ／ Ｔａｕ 与 ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达 　
参考文献 ［１３］ 报道， 提取小鼠颞叶皮质组织总蛋白， 加

入到 ５％ ～１２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶中， 蛋白上样量 ２０ μｇ， 常

规电 泳， 湿 式 转 膜 封 闭， 室 温 ＬＣ３Ｂ、 Ｔａｕ、 Ｐｈｏｓ⁃Ｔａｕ
（Ｓ３９６）、 β⁃ａｃｔｉｎ 单克隆一抗 （１ ∶ １ ２００） 孵育 ６０ ｍｉｎ， 二

抗 （１ ∶ １ ０００） 孵育 ６０ ｍｉｎ， 化学发光试剂室温孵育

５ ｍｉｎ， 上机成像。
２􀆰 ４　 神经组织 ＮＦＴｓ 与神经细胞内自噬小体观察　 小鼠颞

叶皮质组织制备常规石蜡切片， 银染色后在光镜下观察，
计数 ３ 个高倍镜视野中的 ＮＦＴｓ 病灶数。 制备超薄切片， 醋

酸铀⁃柠檬酸铅双重染色后在透射电镜下观察， 计数视野中

的自噬小体。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 小鼠定位航行潜伏期　 与正常组比较， 模型组小鼠定

位航行潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 多奈哌齐

组与肉桂油各剂量组小鼠定位航行潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见表 １、 图 １。

表 １　 各组小鼠定位航行潜伏期比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１）
定位航行潜伏期 ／ ｓ
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正常组 — ２９􀆰 ９５±５􀆰 ９７ ２３􀆰 １７±５􀆰 ２４ ２６􀆰 ５１±５􀆰 ６２ １７􀆰 ０６±３􀆰 ７７
模型组 — ５０􀆰 ２９±８􀆰 ７３∗∗ ４４􀆰 １４±８􀆰 １３∗∗ ３９􀆰 ７６±６􀆰 ６７∗∗ ４３􀆰 １６±７􀆰 ８６∗∗

多奈哌齐组 ０􀆰 ４ ３３􀆰 ５９±５􀆰 ６７＃＃ ３５􀆰 ４２±５􀆰 ９５＃＃ ３２􀆰 ７２±４􀆰 ７７＃＃ ２９􀆰 ７６±４􀆰 ９７＃＃

肉桂油高剂量组 １００ ３４􀆰 ６５±５􀆰 ３２＃＃ ３５􀆰 ７３±５􀆰 ０４＃＃ ２５􀆰 ６２±４􀆰 ６１＃＃ ２４􀆰 ５０±４􀆰 ７１＃＃

肉桂油低剂量组 ２５ ４２􀆰 ００±６􀆰 ４９＃＃ ４０􀆰 ７０±８􀆰 ２４ ３２􀆰 ９４±５􀆰 ６６＃＃ ３０􀆰 ８９±６􀆰 ２０＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠典型定向航行运动路径

３􀆰 ２　 小鼠空间探索能力　 与正常组比较， 模型组小鼠进入

原水下平台区域的潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越平台次数

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 多奈哌齐组和肉桂油各

剂量组小鼠进入原水下平台区域的潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
穿越平台次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２、 表 ２。
３􀆰 ３　 小鼠神经组织 Ｔａｕ 蛋白磷酸化与 ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达 　
与正常组比较， 模型组小鼠颞叶皮质神经组织 ＬＣ３ＢⅡ蛋白

表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 肉桂油各剂量组小鼠神经组织

ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平降

　 　 　 　

图 ２　 各组小鼠典型空间探索能力运动路径

表 ２　 各组小鼠空间探索能力比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 潜伏期 ／ ｓ 穿越平台次数 ／ 次

正常组 — ２３􀆰 ７１±４􀆰 ５７ ３􀆰 ６０±１􀆰 １０
模型组 — ４２􀆰 １３±６􀆰 １０∗ １􀆰 ５０±１􀆰 ２７∗

多奈哌齐组 ０􀆰 ４ ２５􀆰 ５２±３􀆰 ７５＃＃ ２􀆰 ８０±１􀆰 ０３＃

肉桂油高剂量组 １００ ２２􀆰 １８±５􀆰 ８０＃＃ ３􀆰 ００±１􀆰 ２０＃＃

肉桂油低剂量组 ２５ ２７􀆰 ９１±４􀆰 ６６＃＃ ２􀆰 ４０±０􀆰 ７０＃

　 　 注： 与正常组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。
３􀆰 ４　 小鼠 ＮＦＴｓ、 神经细胞内自噬小体 　 正常组小鼠颞叶

皮质神经组织无或极少 ＮＦＴｓ， 神经细胞内有少量自噬小体

存在； 模型组与多奈哌齐组小鼠颞叶皮质神经组织可见较

多 ＮＦＴｓ， 神经细胞内自噬小体很少。 与正常组比较， 模型

组小鼠颞叶皮质 ＮＦＴｓ 增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 神经细胞内自噬小

体减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 肉桂油各剂量组小鼠

颞叶皮质 ＮＦＴｓ 减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 神经细胞内自噬小体增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ４～５。
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠 Ｔａｕ 蛋白磷酸化与 ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 图中白色箭头处为 ＮＦＴｓ。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠神经组织内 ＮＦＴｓ （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 图中白色箭头处为自噬小体。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组小鼠神经细胞内自噬小体 （×３０ ０００， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

４　 讨论

阿尔茨海默病患者的神经细胞 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平显

著高于正常人群， 引起 ＮＦＴｓ 以及神经细胞及其突触的丢失

等形态学改变， 与认知、 记忆功能进行性丧失存在密切关
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联［１４］ 。 正常人体具有复杂而精细的保持 Ｔａｕ 蛋白磷酸化 ／
去磷酸化生理平衡的调控机制， 通过自噬清除过多的磷酸

化 Ｔａｕ 蛋白已被确认为维持 Ｔａｕ 蛋白的磷酸化与去磷酸化

生理平衡的重要途径［１５］ 。 ＬＣ３ＢⅡ蛋白几乎都是与自噬溶酶

体紧密结合直至自噬过程最终完成， 而后自然降解， 因而

神经细胞 ＬＣ３ＢⅡ蛋白可作为自噬活跃程度的指标［１６⁃１７］ 。 得

益于阿尔茨海默病与自噬的基础研究的不断深入， 自噬功

能障碍参与阿尔茨海默病病理进程中磷酸化 Ｔａｕ 蛋白异常

聚集以及神经细胞损伤的研究证据不断增加［１８⁃１９］ ， 较高水

平的自噬可以增加磷酸化 Ｔａｕ 蛋白的清除［２０］ 。 罹患家族性

阿尔茨海默病的患者具有神经细胞 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化的

病理特征， 其固有的细胞内溶酶体功能障碍导致神经细胞

的自噬过程阻滞， 清楚地显示了自噬与磷酸化 Ｔａｕ 蛋白清

除的密切关系［２１］ 。 以亚甲蓝诱导自噬的细胞与动物实验均

显示， 减少细胞内的磷酸化 Ｔａｕ 蛋白表达， 可以不同程度

地减轻神经细胞的损伤［２２］ 。 综上所述， 诱导并维持一定水

平的自噬有助于恢复 Ｔａｕ 蛋白的磷酸化平衡， 有望成为阿

尔茨海默病防治策略的有效靶点。
本研究结果显示， 快速老化的 ＳＡＭＰ８ 小鼠脑组织的自

噬标志物 ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达低于正常老化的 ＳＡＭＲ１ 小鼠，
扫描电镜观察可见 ＳＡＭＰ８ 小鼠脑神经细胞内的自噬小体数

量较少， 提示 ＳＡＭＰ８ 小鼠脑神经细胞内的自噬水平较低。
与 ＳＡＭＰ８ 小鼠较低的自噬水平相匹配的则是较高的 Ｔａｕ 蛋

白磷酸化水平与较多的 ＮＦＴｓ， 以及表征记忆能力的定位航

行与空间探索能力测试表现不佳。 上述结果与目前对于阿

尔茨海默病进程中自噬障碍导致 Ｔａｕ 蛋白磷酸化失衡、 神

经细胞功能损伤的普遍认知是一致的。
中医扶阳学派对于阿尔茨海默病主要病因病机的认识

可以概括为 “元阳虚衰” “阳虚阴实” 导致的 “阴化太过，
阳化不足， 内生浊邪” ［２３］ 。 在遣方用药中肉桂、 桂枝、 附

子等温阳药物出现频率较高， 共奏补益元阳、 温化浊邪、
通经活络之功［２４⁃２５］ 。 用肉桂制备的肉桂油中富含肉桂醛，
是主导性药理活性成分， 肉桂醇、 肉桂酸为相对次要的药

理活性成分［２６］ 。 在本研究中， 与模型组比较， 肉桂油干预

的小鼠在定位航行与空间探索能力测试中表现较优， 其神

经组织 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平与 ＮＦＴｓ 程度亦较低， 而神经组

织 ＬＣ３ＢⅡ蛋白与神经细胞内自噬小体的数量也较多， 这些

有益的改善呈现某种程度的剂量正相关特征。 以上研究结

果提示， 肉桂油改善幼龄 ＳＡＭＰ８ 小鼠记忆功能的药理作用

至少部分地与其增强神经细胞自噬， 清除磷酸化 Ｔａｕ 蛋白

有关， 提示早期小剂量摄入肉桂油， 对于预防阿尔茨海默

病具有潜在的有益效用。
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摘要： 目的　 研究芒果苷对急性血瘀大鼠血液流变性的影响。 方法 　 大鼠随机分为正常组 （０􀆰 ５％ ＤＭＳＯ）、 模型组

（０􀆰 ５％ ＤＭＳＯ）、 阿司匹林组 （ ９ ｍｇ ／ ｋｇ）、 复方丹参滴丸组 （ ７３ ｍｇ ／ ｋｇ） 和芒果苷低、 中、 高剂量组 （ ２０、 ４０、
８０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 灌胃给予相应药物 ７ ｄ。 给药第 ６ 天， 除正常组外， 其余各组大鼠皮下注射 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｋｇ ０􀆰 １％ 盐

酸肾上腺素注射液， ２ ｈ 后将大鼠放置于 ０～４ ℃冷水中 ５ ｍｉｎ， ２ ｈ 后再次注射盐酸肾上腺素建立大鼠急性血瘀模型。
于末次 （第 ７ 天） 给药 ０􀆰 ５ ｈ 后腹主动脉取血， 分别测定血液流变学、 血栓素 Ｂ２ （ＴＸＢ２）、 ６⁃酮⁃前列腺素 １α （６⁃ｋｅｔｏ⁃
ＰＧＦ１α）、 内皮素⁃１ （ＥＴ⁃１） 水平和内皮型一氧化氮合酶 （ｅＮＯＳ） 活性， 通过 ＨＥ 染色观察芒果苷对血瘀大鼠心脏、
肺组织病理的影响。 结果　 与模型组比较， 芒果苷可降低急性血瘀大鼠全血粘度、 血浆粘度、 全血还原粘度、 血沉、
血沉方程 Ｋ 值、 血小板数、 ＴＸＢ２ 和 ＥＴ⁃１ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高血小板压积、 ６⁃ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１α水平和 ｅＮＯｓ 活性

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＨＥ 染色显示芒果苷能减轻心肌细胞加宽、 肺间质水肿程度。 结论　 芒果苷对血液流变性及心

脏、 肺组织损伤有明显的改善作用， 其可能与降低急性血瘀大鼠血清 ＴＸＢ２ 和 ＥＴ⁃１ 水平， 升高 ６⁃ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１α水平和

ｅＮＯｓ 活性有关。
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　 　 血瘀证是临床常见证型， 与血栓、 动脉粥样硬化、 冠

心病和心肌梗死等多种疾病相关［１］ ， 中医认为气虚、 气

滞、 寒凝、 血热、 痰阻或外伤等多种因素均会导致血瘀证

的发生［２］ 。 现代医学认为， 血液循环障碍与血瘀证的病理

过程密切相关， 主要表现在血液流变性异常 （血液浓、

黏、 凝、 聚）、 微循环障碍和局部血液动力学异常等方

面［３］ 。 目前研究血瘀证的病理变化多通过血液流变学反

映， 包括全血粘度、 血浆粘度、 红细胞压积、 血小板聚集

性等， 主要检测指标包括血流变指标、 内皮型一氧化氮合

酶 （ｅＮＯＳ）、 内皮素⁃１ （ＥＴ⁃１）、 血栓素 Ｂ２ （ＴＸＢ２） 和 ６⁃

酮⁃前列腺素 １α （６⁃ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１α） 等生化指标［３］ 。

芒果苷属双苯吡酮型黄酮类化合物， 天然来源于 ５１ 科

１８１ 种植物， 具有抗炎、 抗氧化、 抗病毒、 抗糖尿病、 抗

肿瘤、 心血管保护等作用［４⁃５］ 。 邓东红等［６］ 发现芒果苷具
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