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摘要： 目的　 探讨楮实子对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠海马神经发生的影响。 方法　 ４０ 只 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠随机分

为模型组、 阳性药组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ 多奈哌齐） 及楮实子低、 高剂量组 （１􀆰 ８、 ３􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ）， Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠作为对照组， 每

组 １０ 只， 灌胃给药 ６ 周。 然后， Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测小鼠学习记忆能力， ＴＵＮＥＬ 法检测小鼠海马区神经细胞凋亡，
免疫荧光染色法检测小鼠海马区 ＮｅｕＮ ／ ＢｒｄＵ 阳性细胞表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达。
结果　 与模型组比较， 楮实子高剂量组学习记忆能力显著改善 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 凋亡细胞数显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮｅｕＮ ／
Ｂｒｄｕ 阳性细胞数显著增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达显著升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 楮实子能促进 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠海马神经发生， 其机制可能与激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有关。
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　 　 阿尔茨海默病是一种神经退行性病变， 为老年

痴呆最常见的类型， 临床表现为认知功能丧失、 记

忆功能障碍等［１⁃３］， 主要病理特征为 β⁃淀粉样蛋白

过度沉积形成的细胞外老年斑、 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸

化形成的神经元纤维缠结及神经元丢失［４］， 发病

机制假说主要包括 β 淀粉样蛋白假说、 Ｔａｕ 蛋白假

说、 炎症假说、 氧化应激假说等［５⁃７］。
楮实子功效补肾清肝、 明目、 利尿， 用于肝肾

不足、 腰膝酸软、 虚劳骨蒸、 头晕目昏、 目生翳

膜、 水肿胀满， 具有一定神经保护作用， 能提高大

鼠慢性脑供血不足后认知功能障碍， 其水煎剂能通

过调控 ＭＡＰＫ 通路改善 Ｄ⁃半乳糖所致 ＰＣ１２ 细胞凋

亡［８⁃１２］， 但尚无对阿尔茨海默病模型的神经保护作

用及机制尚未见报道。 因此， 本实验探讨楮实子对

ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠海马神经发生的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ８ 月龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠， 购

于辽宁长生生物有限公司， 实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （辽） ２０１３⁃０００１； ８ 月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基

因小鼠， 购于北京中科泽晟生物技术有限公司， 实

验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１３⁃０００２， 体

质量 （３０±３） ｇ， 分笼饲养， 自由摄食饮水， 室温

２０～２５ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ， 每天光照 １２ ｈ，
采用 ＰＣＲ 法鉴定， 选取阳性小鼠用于实验。
１􀆰 ２　 试药　 楮实子购自安徽亳州药材市场， 经江

苏食品药品职业技术学院祝冬青副教授鉴定为正

品。 多奈哌齐 （批号 ６６４０８１， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）。
ＴＵＮＥＬ 试剂盒 （南京凯基生物科技发展有限公

司）； ＢｒｄＵ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 小鼠抗 ＢｒｄＵ、
ＧＳＫ⁃３β， 兔抗 ＮｅｕＮ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （北
京博奥森生物技术有限公司）； 羊抗小鼠 ＦＩＴＣ、 驴

抗兔 Ｃｙ３ 标记二抗 （美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司）； 辣根过

氧化物酶 （ＨＲＰ）、 标记羊抗小鼠 ＩｇＧ、 ＨＲＰ 标记

驴抗兔 ＩｇＧ （北京鼎国生物技术有限公司）； 全蛋

白提取、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （上海碧云天生物

技术有限公司）。 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ３　 仪器　 ＣＭ１８５０ 冰冻切片机、 ＤＭＬＳ２ 显微镜、
ＤＦＣ５００ 照相系统 （德国徕卡公司）； ＭＳ⁃１ 水迷宫

仪 （成都仪器厂）； 水平核酸电泳仪、 半干式蛋白

转膜仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组　 将 ４０ 只 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠随机

分为模型组、 阳性药组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ 多奈哌齐） 及

楮实子低、 高剂量组 （１􀆰 ８、 ３􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ）， Ｃ５７ＢＬ ／ ６

小鼠作为对照组， 每组 １０ 只。
２􀆰 ２　 给药　 ５０ ｇ 楮实子用蒸馏水浸泡 １ ｈ 后煎煮 ２
次， 每次 ２ ｈ， 合并药液， 浓缩至 １００ ｍＬ， 终质量

浓度为 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ （生药量）， 小鼠灌胃给药， 同时

阳性药组小鼠灌胃给予 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 多奈哌齐， 对照

组小鼠灌胃给予同体积的蒸馏水， 连续 ６ 周。
２􀆰 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验 　 经过 ６ 周给药后， 采用

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测小鼠学习记忆能力。 检测仪

器由 １ 个圆桶 （直径 １２０ ｃｍ、 高 ６０ ｃｍ）、 摄像及

自动图像采集分析系统组成， 桶内分成 ４ 个象限，
逃生平台 （直径 １０ ｃｍ） 置于其中 １ 个象限内， 加

水 （水温 ２５ ℃） 至水面高于平台 ２ ｃｍ， 观察小鼠

寻找台面所需时间及穿越平台次数。
２􀆰 ４　 原位末端标记 （ＴＵＮＥＬ） 法　 小鼠给药后处

死取脑， 制备冰冻切片， 根据 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明

书操作步骤检测海马区神经细胞凋亡。
２􀆰 ５　 免疫荧光染色 　 将 ５ μｍ 脑冰冻冠状切片于

室温下晾干， 固定、 透化、 封闭后兔抗 ＮｅｕＮ、 鼠

抗 ＢｒｄＵ 抗体 （１ ∶ １５０） ４ ℃下孵育过夜， 次日滴

加羊抗小鼠 Ｃｙ３ 标记、 驴抗兔 ＦＩＴＣ 标记二抗

（１ ∶ ２００） 室温孵育 １ ｈ， ＤＡＰＩ 染核， 盖玻片封

片， 置于荧光显微镜下观察 ＮｅｕＮ ／ ＢｒｄＵ 阳性细胞

表达。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法　 小鼠麻醉后进行心脏灌流，
取海马区脑组织， 研磨， 经蛋白提取、 定量、 电

泳、 转膜及显色后凝胶成像分析系统扫描， 测定光

密度， 其中 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体稀释

浓度分别为 １ ∶ ８００、 １ ∶ ６００、 １ ∶ １ ０００， ＨＲＰ 标

记二抗稀释浓度为 １ ∶ ８００。 然后， 以目的条带、
内参蛋白条带光密度比值为指标进行分析。
２􀆰 ７　 统计学分析 　 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行处理， 数

据以 （ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分

析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为具有显著性差异。
３　 结果

３􀆰 １　 楮实子对小鼠学习记忆能力的影响 　 图 １Ａ
显示， 与对照组比较， 模型组小鼠潜伏期显著延长

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 楮实子高剂量组其潜

伏期显著缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 图 １Ｂ 显示， 与对照组

比较， 模型组小鼠穿越平台次数显著降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 楮实子高剂量组其次数显

著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２ 　 楮实子对小鼠海马区神经细胞凋亡的影

响　 图２ 显示， 与对照组比较， 模型组小鼠海马区

凋亡细胞数显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
０４５
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 楮实子对小鼠学习与记忆能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｅ Ｆｒｕｃｔｕｓ ｏｎ ｍｏｕｓｅ
ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

楮实子高剂量组其数量显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 楮实子对小鼠海马区神经细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｅ Ｆｒｕｃｔｕｓ ｏｎ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ａｒｅａ

３􀆰 ３　 楮实子对小鼠海马区神经发生的影响 　 图 ３
显示， 与对照组比较， 模型组小鼠海马新生神经元

数显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 楮实子高

剂量组其数量显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 楮实子对小鼠海马区神经发生的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｅ Ｆｒｕｃｔｕｓ ｏｎ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ａｒｅａ

３􀆰 ４　 楮实子对 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响

　 图 ４ 显示， 与对照组比较， 模型组 ＧＳＫ⁃３β 蛋白

表达显著升高， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 楮实子高剂量组 ＧＳＫ⁃３β
蛋白表达显著降低， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
４　 讨论

阿尔茨海默病是一种中枢神经系统退行性疾

病， 临床表现为患者生活能力下降、 记忆力减退，
并出现神经行为异常、 认知功能障碍， 甚至生活不

能自理， 随着老龄化加剧， 患病人数将保持快速增

长， 预计到 ２０３０ 年全世界患者将达到 ６ ５００ 万左

右， 将会对全社会造成严重负担［１３］。
神经干细胞在一定条件下可分化为神经元及胶

质细胞， 参与神经功能维持、 修复等过程， 称为神

经发生［１４⁃１５］。 成年哺乳动物海马区仍然具有神经

发生的能力， 打破了中枢神经系统神经元不能再生

的观点， 也是阿尔茨海默病患者最易受损的区域之

一， 它主要负责学习记忆功能， 故患者在早期均会

出现学习记忆障碍［１６⁃１７］。
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠是公认的阿尔茨海默

１４５
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ４　 楮实子对 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｅ Ｆｒｕｃｔｕｓ ｏｎ ＧＳＫ⁃３β，
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

病动物模型之一［１８］， 可表达突变的人类早老素

（ＤｅｌｔａＥ９） 和人鼠淀粉样前体蛋白 （ＡＰＰｓｗｅ） 融

合体， 人类早老素基因的第 ９ 个外显子突变缺失会

导致早发性老年痴呆症［１９］。 本实验发现， 高剂量

（３􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ） 楮实子能显著改善 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠学习

记忆能力。 研究表明， 在阿尔茨海默病发生时，
Ａβ 大量沉积， 导致海马神经元大量凋亡和丢失，
从而引起海马神经发生障碍。 利用 ＴＵＮＥＬ 法和

ＮｅｕＮ ／ ＢｒｄＵ 免疫荧光染色检测小鼠海马 ＣＡ３ 区神

经细胞凋亡及神经元新生情况， 发现模型组神经细

胞凋亡数显著增多， 新生神经元数显著降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 而给予高剂量 （３􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ） 楮实子后海马

区神经细胞凋亡显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 新生神经元

数也显著增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 表明它能促进 ＡＰＰ ／
ＰＳ１ 小鼠海马神经发生。

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是影响神经干细胞增

殖、 分化和神经元凋亡最重要的通路之一， 当通路

激活时可引起 ＧＳＫ⁃３β 表达下降， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 水平升

高［２０］。 研究表明， 激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路能

促进神经干细胞增殖， 刺激其分化为神经元， 并能

减少神经元的凋亡， 在哺乳动物中枢神经系统神经

元再生中起重要作用［２１⁃２３］。 本实验发现， 模型组

小鼠海马区 ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达显著升高， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 而给予高剂量

（３􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ） 楮实子后 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达显著升

高， ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明

它能减少神经元凋亡、 促进神经发生， 在一定程度

上与激活可 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路。
综上所述， 楮实子可减少阿尔茨海默病小鼠海

马神经细胞凋亡， 促进神经发生， 改善学习记忆能

力， 其机制可能与激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

有关。
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摘要： 目的　 比较佐太、 β⁃ＨｇＳ、 ＨｇＣｌ２ 对 ＰＣ１２ 细胞活性和凋亡相关基因表达的影响。 方法　 ＭＴＴ 法测定 ３ 种药物对

细胞活性的影响， 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂｃｌ２、 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 表达。 结果　 ０􀆰 ２５０ ｇ ／ Ｌ 佐太作用 ２ ｈ 后细胞

活性下降约 １０％ ， 等汞量 β⁃ＨｇＳ 使其下降 １２％ 左右， 而含汞量只有佐太 １ ／ １０ 的 ＨｇＣｌ２ 却导致其下降约 ７０％ ； 佐太降

低 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＦａｓＬ 表达， β⁃ＨｇＳ 降低 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 表达， ＨｇＣｌ２ 降低 Ｂｃｌ⁃２ 表达而增加 Ｆａｓ、 ＦａｓＬ 表

达。 结论　 佐太、 β⁃ＨｇＳ 对 ＰＣ１２ 细胞的毒性远小于 ＨｇＣｌ２， 两者可能对细胞中线粒体凋亡通路的激活有抑制作用， 而

ＨｇＣｌ２ 可能通过激活死亡受体通路诱导细胞凋亡。
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