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摘要# 目的!探讨壮药绞股蓝C/1$67&--+ @&17+@*/%%2-正丁醇提取物对快速老化 @D‘E’ 小鼠淀粉样蛋白 "D"蛋白%
的影响) 方法! (& 只快速老化 @D‘E’小鼠随机分为模型组* 石杉碱甲组 #&L"( 3>J"K>-^%$ 和绞股蓝正丁醇提取
物高* 中* 低剂量组 #(&&* #(&* "#( 3>J"K>-^%$( "& 只正常老化 @D‘H" 小鼠为正常对照组) 灌胃给药 ’ 周后(
取小鼠血清和脑匀浆( 以2BC@D法检测其D"蛋白的水平( H/)EFH和免疫组织化学法检测 0@@基因和 DEE蛋白的表
达) 结果!与模型组比较( 绞股蓝正丁醇提取物给药组小鼠脑组织中的 DEE基因表达和蛋白表达明显下调( 血清和
脑组织中的D"蛋白水平显著降低) 结论!绞股蓝正丁醇提取物可通过抑制DEE蛋白的生成( 使D"蛋白的表达减少(
从而起到防治阿尔茨海默症 "DA% 的作用)
关键词! 绞股蓝正丁醇提取物& 快速老化小鼠& 淀粉样前体蛋白 "DEE蛋白%& 淀粉样蛋白 "D"蛋白%
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!!阿尔茨海默症 "D1-X0530?. 6̂ 560460( DA% 是
一种持续性神经功能障碍( 临床上以记忆障碍* 失
语* 失用* 失认* 视空间技能损害* 执行功能障碍
以及人格和行为改变等全面性痴呆表现为特征) 目
前( 仍不清楚DA的成因及疾病进程( 其病理机制
主要有 % 种假说! 淀粉样蛋白沉积* 神经元纤维缠
结以及胆碱能神经元退行性病变#"$ ( 而被广泛接
受的是淀粉样蛋白"肽凝集和沉着为DA发病的诱
因) 基于此假说( 以阻断D"产生及清除")淀粉蛋
白为靶标的相关治疗药物已经成为研究热点##$ )

绞股蓝为葫芦科绞股蓝属多年生草质藤本植物
绞股蓝 C/1$67&--+ @&17+@*/%%2- "/XP8Y$% ‘4K58<
的全草( 广西壮族民间认为其能通调三道两路( 具
有清热解毒* 止咳祛痰等功效( 常用于治疗慢性支
气管炎* 病毒性肝炎* 高血压* 痈疮肿毒* 毒蛇咬
伤等症#%$ ) 现代药理研究表明( 绞股蓝具有调节
血脂#=$ * 抗脑缺血损伤#($ * 抗血管性痴呆#,$ * 抗
疲劳* 增强记忆力#e$等作用( 可逆转D"蛋白引起
的动物学习记忆能力减退* 海马神经元内异常表达
细胞周期蛋白和钙稳态失衡#’$ & 绞股蓝总苷可减
轻血管性痴呆小鼠海马神经元的损伤( 提高学习记
忆能力#.$ & 绞股蓝正丁醇提取物可促进 0! 损伤的
NG)"&’ 细胞增殖#"&)""$ ( 并通过抑制F46\460)% 酶的
生成( 减少NG"&’)"( 细胞凋亡#"#$ ) 然而( 绞股蓝
正丁醇提取物对D"的作用尚不明确( 本研究拟考
察其对快速老化 @D‘E’ 小鼠淀粉样前体蛋白 DEE
及D"的影响)
JK实验材料
"L"!药材!绞股蓝购自南宁市中药材批发站( 经
广西中医药大学中药鉴定学教研室廖月葵高级实验
师鉴定( 为葫芦科绞股蓝属多年生草质藤本植物绞
股蓝C/1$67&--+ @&17+@*/%%2-"/XP8Y$% ‘4K58<的
全草)
"L#!试剂!石杉碱甲 "浙江震元制药有限公司(
批号 ""&=&"%& D"21564试剂盒 "武汉华美生物工
程有限公司( 批号 #&""&(%& DEE抗体 "_5<]4?̂(
美国( 批号 Y6"&"" %& HND \?<\ \P?0/566P0b5[
"天根生化科技北京有限公司( 批号 AE=%" %&
UP48[6;?5\[$H/$b5["天根生化科技北京有限公
司( 批号bH"&%)&%%)
"L%!仪器!‘P1[56K48 ‘b% 酶标仪 "美国 /X0?3<
I56X0?@;508[5*5;公司%& ‘585@PY F011G/水平电泳
系统* /)#D凝胶成像分析仪 "美国 _5<)H4̂ 公
司%& /)>?4̂508[/X0?3<Y1<;K 梯度 EFH仪 "德国

_5<30[?4公司%& A‘C#(&& 光学显微镜 "德国 B05;4
公司%& 旋涡混合器 VR)F "金坛市医疗仪器厂%&
手掌式离心机BV)#&& "海门市麒麟医用仪器厂%)
"L=!实验动物!健康正常老化 @D‘H" 小鼠 "& 只(
快速老化 @D‘E’ 小鼠 (& 只( 体质量 #& c%& >( 购
自天津中医药大学( 实验动物生产许可证号 @FVb
"津% #&&’)&&&")
"L(!绞股蓝正丁醇提取物的制备!称取绞股蓝药
材粗粉 #(L& K>( 分别用 .(!* e&!* (&!乙醇渗
漉提取( 合并提取液( 回收乙醇( 得乙醇总提取
物) 再加水制成混悬液( 接着用正丁醇萃取( 回收
溶剂( 得到正丁醇提取物 .e=L# >#"%$ )
LK方法
#L"!动物分组与处理!(& 只 @D‘E’ 小鼠随机分
为 ( 组( 即 @D‘E’ 组 "模型组%( 石杉碱甲组
"阳性组( RP\)D( &L"( 3>JK>% 和绞股蓝正丁醇
提取物高* 中* 低剂量组 " (&& 3>JK>( GE)R&
#(& 3>JK>( GE)‘& "#( 3>JK>( GE)B%( "& 只
@D‘H" 小鼠为正常组) 正常组* 模型组给蒸馏水(
其余各组给予相应的药物) 灌胃给药( " 次Ĵ( 连
续 ’ 周) 给药 ’ 周后( 动物摘眼球取血( 离心( 分
离血清( l#& d冰箱冻存备用) 随后( 取左侧大
脑制成 "&!脑组织匀浆备用& 部分右脑组织加入
HND保存液( 冻存于le& d 冰箱备用& 余下的右
脑组织甲醛固定后( 用于免疫组织化学法测 DEE
蛋白的表达)
#L#!小鼠血清和脑组织0!水平的测定!取制备好
的血清和脑组织匀浆上清液( 按 2BC@D试剂盒说
明书进行操作( 于 =(& 83波长处测 P值) 以
FP?Z029\0?[曲线拟合软件计算标准曲线的直线回
归方程式( 将样品的 P值代入方程式( 计算出样
品浓度( 再乘以稀释倍数( 即为样品的实际浓度)
#L%!免疫组化法!右脑组织经甲醛固定后( 常规
石蜡包埋切片( 铺片置于涂有组织黏胶的载玻片
上( 免疫组织化学染色( 于 =&& 倍显微镜下观察)
每张切片在海马FD"* FD% 或大脑皮质区随机摄取
( 个完全不重叠的视野( 计数表达目标蛋白的阳性
细胞数#"=$ )
#L=!H/)EFH检测!提取脑组织总 HND( 逆转录
获得;AND) 以 ;AND为模板扩增 0@@基因) EFH
反应条件为 .= d 预变性 ( 358( .= d 变性 =( 6(
退火 =( 6( e# d 延伸 " 358( %& 个循环( e# d 最
终延伸 ( 358) EFH反应结束( 取目的基因与内参
基因扩增产物各 ( !B( %!琼脂糖凝胶水平电泳
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"( aJ;3h,& 358%( 凝胶成像分析仪测定扩增产
物条带灰度并计算两者比值( 作为基因的相对表达
量#"($ ) 基因和内参 !A+.731 的引物序列和退火温度
见表 ")

表 JK引物序列’ 扩增产物长度和退火温度
;-8QJKT,$0),.)‘1)3’)% -02&$/$’-+$#32,#"1’+&)34+(-3"

-33)-&$34 +)02),-+1,)

基因 引物序列"(s"%s%
退火温度J

d
产物长度J

Y\

0@@
正向 /D/GFGD/GFGDD/G///
反向 /GGGF//F/G/F//GGDG

(( =#"

!A+.731
正向 FD/F/F//GF/FGDDG/FFD
反向D/FD/G///GDGDFF//FDDFD

(( #,%

#L(!统计方法!数据采用 @E@@ ",L& 软件进行统
计学分析( 采用单因素方差分析 B@A检验方差齐
性) 如方差齐( 数据采用多个样本间的均数两两比
较& 如方差不齐( 数据采用秩和检验) 以)j&L&(
为差异具有统计学意义#",$ )
MK结果
%L"!小鼠血清和脑组织 D"水平测定!与 @D‘E’
模型组比较( @D‘H" 正常组* 石杉碱甲组* GE)‘
组及GE)B组小鼠的血清和脑内 D"蛋白水平的表
达显著降低 ")j&L&"( )j&L&(%) GE)R组可以
显著降低 @D‘E’ 小鼠血清中D"蛋白的水平 ")j
&L&(%( 但对脑内 D"蛋白水平无明显影响 ")k
&L&(%) 结果见表 #)
%L#!免疫组化法检测小鼠脑组织内 DEE蛋白表达
水平!DEE蛋白主要分布于大脑顶叶皮层* 海马
!!

表 LK血清和脑组织%!蛋白水平 $!N"% #OJR&
;-8QLK%!2,#+)$3&)5)&.$3.),10-3"8,-$3+$..1)$!N"%

#OJR&

组别
给药剂量J

"3>-K>l"%

血清D"J

"8>-3Bl"%

脑组织D"J

"8>-3Bl"%
正常组 ’ &L,e i&L"=!! &L%, i&L"#!!

模型组 ’ "L’’ i&L#( &Le’ i&L#&
石杉碱甲组 &L"( &L.’ i&L".!! &L=’ i&L"=!!

GE)R组 (&& "L,& i&L#,! &L,e i&L".
GE)‘组 #(& "L%& i&L#=!! &L,& i&L"e!

GE)B组 "#( "L## i&L#"!! &L(’ i&L""!

!!注! 与模型组比较(!)j&L&((!!)j&L&"

FD"* FD% 区和血管内壁等部位( 其阳性反应物呈
棕黄色( 定位于胞膜或胞浆) 模型组的小鼠脑组织
切片在光镜下( 可见较多的阳性棕黄色反应物( 提
示其DEE蛋白在该组动物的大脑中沉淀较多) 与
模型组相比( 正常组* 石杉碱甲组及 GE)‘* GE)B
组小鼠的大脑顶叶皮层和海马 DEE的表达则相对
较少 ")j&L&(% #"=$ ( 提示石杉碱甲组和 GE组能
显著减少DEE在大脑的沉积) 结果见表 %* 图 ")

表 MK脑组织内%TT蛋白表达 $!N"% #OX&
;-8QMK%TT2,#+)$3)*2,)..$#3.$38,-$3+$..1)$!N"% #OX&

组别
给药剂量J
"3>-K>l"%

DEE免疫阳性细胞数J
#个-"3#% l"$

正常组 ’ .L’’ i%L,#!!

模型组 ’ ##L#’ i(Le.
石杉碱甲组 &L"( "=L= i(L#&!

GE)R组 (&& ".Le= i=L=,
GE)‘组 #(& "eL%, i(L%(!

GE)B组 "#( "eL’= i=L.&!

!!注! 与模型组比较(!)j&L&((!!)j&L&"

图 JK脑组织=%J 区%TT蛋白表达 $ VURR&
W$4QJK%TT2,#+)$3)*2,)..$#3.$38,-$3+$..1)$=%J& $ VURR&

%L%!H/)EFH检测脑组织中 0@@基因的表达!与
@D‘E’ 模型组比较( @D‘H" 正常组* 石杉碱甲

组* GE)‘组和 GE)B组的 0@@基因表达下调( 有
显著性差异 ")j&L&"( )j&L&(%) 结果见表 =*

&&."

#&", 年 . 月
第 %’ 卷!第 . 期

中 成 药
FX58060/?4̂5[5<841E4[08[‘0̂5;580

@0\[03Y0?#&",
a<1$%’!N<$.



图 #)
表 UK脑组织内/++基因表达 $!N"% #OX&

;-8QUK/++ 4)3))*2,)..$#3.$38,-$3+$..1)$!N"% #OX&

组别 给药剂量J"3>-K>l"% 0@@
正常组 ’ &L(% i&L"&!!

模型组 ’ "L"& i&L"=
石杉碱甲组 &L"( &L’% i&L"%!

GE)R组 (&& "L&( i&L"e
GE)‘组 #(& &L’’ i&L"&!

GE)B组 "#( &L.& i&L""!

!!注! 与模型组比较(!)j&L&((!!)j&L&"

"$正常组!#$模型组!%$石杉碱甲组!=$绞股蓝正丁醇提取

物高剂量组!($绞股蓝正丁醇提取物中剂量组!,$绞股蓝正丁

醇提取物低剂量组
"$8<?341>?<P\!#$3<̂01>?<P\!%$RP\0?-580)D>?<P\!=$X5>X)

^<60<*8)YP[48<109[?4;[*?<3C/1$67&--+ @&17+@*/%%2->?<P\!($

30̂5P3)̂<60<*8)YP[48<109[?4;[*?<3C/1$67&--+ @&17+@*/%%2->?<P\

,$1<])̂<60<*8)YP[48<109[?4;[*?<3C/1$67&--+ @&17+@*/%%2->?<P\

图 LK脑组织内/++基因表达
W$4QLK/++ 4)3))*2,)..$#3.$38,-$3+$..1)

UK讨论
在DA的病理过程中( 最早期看到的变化是出

现被称为 /大脑皮质老年斑0 的异常结构物) 老
年斑的主要构成成分是 D"( 其以 ")折叠构造的重
合( 所形成的纤维性凝集体是 "淀粉样蛋白) 该
蛋白除见之于老年斑外( 还可在脑血管壁沉着( 形
成脑淀粉样变性血管病) 构成 "淀粉样蛋白的是
一类由 %. c=% 个氨基酸构成的循环于血液* 脑脊
液和脑间质液中的小分子多肽( 在正常状态下(
D"可恒定地被分解* 去除( 在脑实质中仅以可溶
状态微量存在& 在DA脑中( 因某种原因使 D"代
谢平衡被破坏( 即变成高度不溶性的 ")淀粉样蛋
白沉着在细胞间( 加上变性的神经突起和反应性神
经胶质细胞( 从而形成老年斑#"e$ ) 淀粉样前体蛋
白DEE是一种跨膜蛋白( 在生物体内经 DEE经 "
分泌酶和$分泌酶的顺次切割产生D"#"’$ ( 其在正
常情况下产生和降解以保持平衡#".$ ( 通过抑制
DEE的生成( 可以减少 D"在脑内的沉积) 目前(
阻断致病物质D"产生及清除")淀粉蛋白是 DA防
治的重要策略之一##$ ( 而研究减少 D"产生和聚集
来对抗其对大脑损伤的药物也已成为国际上研究

DA治疗最热门* 发展最快的一类药物##&$ )
绞股蓝作为广西壮族地区常用的壮药( 具有改

善记忆和保护神经细胞等作用) 本实验采用的研究
对象为快速老化痴呆小鼠 @D‘E’( 其具有均一的
遗传背景和稳定老化的病态特征( 快速老化的自然
产生与临床痴呆的渐进性发生极为相似( 特别是能
在大脑内形成D"沉积( 并随着年龄增加( 表达量
也增加( 是目前研究老年性痴呆病症较理想的模
型##"$ ) 研究结果发现( 给予绞股蓝正丁醇的小鼠
血清和脑内D"水平均降低( 而且血清中的 D"水
平明显比脑内高( 这可能与D"大量沉积在血管壁
有关) 对脑组织中的 DEE基因和蛋白水平的检测
结果也提示( 绞股蓝正丁醇可以显著下调脑内DEE
基因和蛋白的表达( 从而减少D"蛋白在脑内的沉
积) 因此( 绞股蓝具有成为以阻断 D"产生为靶标
的DA治疗药物的潜质)
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摘要# 目的!应用斑马鱼模型研究小金胶囊 "麝香* 木鳖子* 制草乌等% 的抗肿瘤作用) 方法!荧光标记的人乳腺
癌细胞 "35;X5>48 ;48;0?*<P8^4[5<8)e( ‘FI)e% 移植入斑马鱼卵黄囊内建立移植瘤模型) 小金胶囊以水溶液暴露移植
瘤斑马鱼以评价其抗肿瘤作用( 用转基因斑马鱼观察其对新生血管形成的抑制作用) 吖啶橙染色后( 图像分析法评价
该药物的体内细胞凋亡诱导作用) 结果!#,L=e* ’’L#=* #,=Le# !>J3B的小金胶囊对斑马鱼 ‘FI)e 移植瘤的抑制率
分别为 %"L,,!* (=L%(!* (%Lee! ")j&L&"%) 小金胶囊在高质量浓度 "#,=Le# !>J3B% 下能显著抑制血管形成和
诱导细胞凋亡( 抑制率和诱导率分别为 #"Le=!和 #’L.#! ")j&L&"%) 结论!小金胶囊能诱导细胞凋亡( 抑制
‘FI)e移植瘤生长和新血管形成( 具有潜在的抗肿瘤作用)

关键词! 小金胶囊& 斑马鱼& 抑制血管形成& 诱导凋亡& 抗肿瘤
中图分类号! H#’(L(!!!!!文献标志码! D!!!!!文章编号! "&&")"(#’"#&",%&.)".&#)&(
"#$!"&L%.,.J7$5668$"&&")"(#’L#&",L&.L&&(

%3+$+10#,)//)’+#/_$-#[$3=-2.1&).#3*)3#+,-3.2&-3+)"+10#,$3])8,-/$.(

RWDNGoX5)7P8"(#( !BDNV54<)X<8>%( !oRDMG48>#( !VWS5)T54<%( !QW‘P)T58#( !oRDNGS<8>%(
BCFXP8)T5%

"!"B.*$$%$(#*&-367,/( #*&-3.+%J1’31&&,31’ +19 E3(&B.3&1.&6( [2*+1 4135&,637/$(D&.*1$%$’/( [2*+1 \<==T=( #*31+& ;"H3+1-31 )*+,-+.&273A

.+%C,$2@6#$"( E79"( [2*+1 \<==Z;( #*31+& <":+1’M*$2 :217&,K3$7&.*1$%$’/#$"( E79"( :+1’M*$2 <!====( #*31+%

%9:;<%=;! %>?!/<58Z06[5>4[0[X048[5[P3<?0**0;[<*V54<758 F4\6P106"8$6.*26( 8$-$,93.+&B&-&1( 0.A
$1373W261&M$((33L+93G.$.7+( &7."% 58 -0Y?4*56X 3<̂016$?@;ABC:!/X03<̂016*<?908<[?486\148[0̂ [P3<?
]0?006[4Y156X0̂ Y+-0Y?4*56X +<1K 64;908<[?486\148[0̂ ]5[X *1P<?06;08[14Y0158>XP348 Y?046[;48;0?;0111580
‘FI)e$/X0-0Y?4*56X ]5[X 908<[?486\148[0̂ [P3<?]46[?04[0̂ ]5[X V54<758 F4\6P106Y+̂ 5?0;[̂?P>6<4K58>*<?0)
Z41P4[58>[X05?48[5[P3<?0**0;[(]X<6048[548>5<>085;4;[5Z5[+]46[X08 <Y60?Z0̂ Y+[?486>085;-0Y?4*56X$/X031 535$

#&."

#&", 年 . 月
第 %’ 卷!第 . 期

中 成 药
FX58060/?4̂5[5<841E4[08[‘0̂5;580

@0\[03Y0?#&",
a<1$%’!N<$.


