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柏子仁甙对阿尔茨海默病模型大鼠的行为改善
作用及其相关作用机制

索金红１，牟海军２，刘晓娟１，姚福祥１∗，杨文广３
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究柏子仁甙（ ｓｅｍｅｎ ｐｌａｔｙｃｌａｄｉ ｓａｐｏｎｉｎｓ，ＳＰＳ）对阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）
模型鼠海马氧化应激反应的影响，进一步探讨 ＳＰＳ 对 ＡＤ 模型鼠的神经保护机制。 方法　 将大鼠分为正常对照

组、模型组和 ＳＰＳ 干预组，模型组和 ＳＰＳ 干预组应用 β 淀粉样蛋白 １⁃４２（β⁃ａｍｙｌｏｉｄ １⁃４２，Ａβ１⁃４２）于大鼠双侧海马

注射制作 ＡＤ 动物模型。 模型成功后，正常对照组和模型组给予生理盐水 ５ ｍＬ ＋ 羧甲基纤维素钠（５００ ｍｇ ／ ｋｇ）
灌胃，持续 ３０ ｄ；ＳＰＳ 干预组每天给予生理盐水 ５ ｍＬ ＋ ＳＰＳ（３００ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃，持续 ３０ ｄ，然后应用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

实验测定模型鼠的学习与记忆功能，应用生物化学方法检测 ＳＰＳ 对模型鼠海马脑组织超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）的影响。 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 印迹技术观察 ＡＤ 模型鼠海马 Ｂｃｌ⁃２、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｆａｓ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达。 结果　 模型组搜

索时间与另外两组相比延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；搜索距离百分比降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＰＳ 干预组较正常对照组搜索时间

明显延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、搜索距离百分比明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＳＰＳ 干预组 ＭＤＡ 较模型组明显减低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
但较正常对照组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＰＳ 干预组 ＳＯＤ、ＧＳＨ 较模型组明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但较正常对照组降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 ＳＰＳ 干预组较模型组 Ｂｃｌ⁃２ 和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但较正常对照组降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＳＰＳ 干

预组较模型组 Ｆａｓ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但较正常对照组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＳＰＳ 可以通过

抑制 ＡＤ 模型鼠海马氧化应激反应，提高抗氧化系统活性，从而改善 ＡＤ 模型鼠的认知功能，对 ＡＤ 模型鼠具有神

经保护作用。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｅｍｅｎ ｐｌａｔｙｃｌａｄｉ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ



ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ＡＤ）， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｅｍｅｎ ｐｌａｔｙｃｌａｄｉ
ｓａｐｏｎｉｎｓ （ＳＰＳ） ｏｎ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｉｘｔｙ ＳＰＦ ２４⁃ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｆｅｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ：
ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳＰＳ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ１⁃４２ ｉｎ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｉ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ＡＤ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＡＤ ｍｏｄｅｌ，
ｔｈｅ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ５ ｍＬ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ （５００ ｍｇ ／ ｋｇ）
ｏｒａｌｌｙ， ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ３０ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ＳＰＳ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｒａｌｌｙ ５ ｍＬ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ３００ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＰＳ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ３０ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ
ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＡＤ， ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， ｓｕｒｖｉｖｉｎ， Ｆａｓ， Ｂａｘ，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｉ ｏｆ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳＰＳ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａ ｌｏｎｇｅｒ ｓｅａｒｃｈ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｈｏｒｔｅｒ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｅａｒｃｈ ｄｉｓｔａｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｌｏｎｇｅｒ ｓｅａｒｃｈ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｅａｒｃｈ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ
ＳＰＳ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｌｅａｒｎｅｄ ｔｏ
ｆｉｎｄ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｗｉｔｈｉｎ ２􀆰 １ ｄａｙｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｗａｓ ｒａｐｉｄｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． ＭＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＳＰＳ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＳＰＳ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｔ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｆａｓ， Ｂａｘ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＳＰＳ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｓｅｍｅｎ
ｐｌａｔｙｃｌａｄｉ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｃａｎ ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｃａｍｐｕｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ｓｅｍｅｎ ｐｌａｔｙｃｌａｄｉ ｓａｐｏｎｉｎｓ； ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ； ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ； ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

　 　 柏子仁为柏科植物侧柏的种仁，具有养心气，
润肾燥，益智宁神；烧沥，泽头发，治疥癣的功

效［１］ 。 近年来研究表明，柏子仁含柏子仁甙、柏木

醇、双萜类成分，还含脂肪油约 １４％ ，并含少量挥

发油、皂苷、维生素 Ａ 和蛋白质等，脂肪油的主要

成分为不饱和脂肪酸，占 ６２􀆰 ３９％ ［２］ 。 因此无论是

祖国医学理论还是现代医学研究均提示柏子仁有

促进学习记忆的作用。 但是柏子仁是否对阿尔茨

海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ）有治疗和预防作

用以及治疗和预防的分子机制是什么，目前还未

见文献报道，因此需要进一步探索，为传统医药的

深入开发利用提供理论基础。 本研究的目的就是

通过 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠双侧大脑海马注射 Ａβ１⁃４２建立 ＡＤ
动物模型，着重探讨 ＳＰＳ 对 ＡＤ 模型鼠认知功能及

海马组织氧化性损伤与抗氧化作用的影响，进一

步阐明 ＳＰＳ 对 ＡＤ 的神经保护作用机制和神经保

护作用效果。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ６０ 只，２４ 周龄，体重

（３００ ± ２０）ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司［ＳＣＸＫ（京）２０１６ － ００１１］，实验在通辽职业

学院实验中心及合约协作单位医学院完成［ ＳＹＸＫ
（蒙）２０１６ － ０００３］。 所有使用的动物依照国家实

验动物使用的相关规定获得学校实验动物伦理委

员会的批准（伦理审查证号 ２０１７００２）。 所有大鼠

先用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验初筛，去除先天痴呆、体力

差、游泳姿势不良、视力困难者，剩下的即为合格

大鼠，所有合格大鼠按照自然条件喂养，给予充足

的食物和水，动物在实验动物房中笼养，每笼 ３
只，实验室保证良好的通风及湿度，室温保持

在 ２３℃。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

超氧化物歧化酶试剂盒（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧

化物酶试剂盒（ＧＳＨ）、丙二醛试剂盒（ＭＤＡ）（南京

建成生物工程研究所，批号： ２０１６０８２９， ２０１６０８０１，
２０１６０８０１）；ＵＶ７５４ 紫外可见分光光度计（上海奥析

科学仪器有限公司）；蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒（武汉博士德）；Ｂｃｌ⁃２、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂａｘ、
Ｆａｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３（武汉博士德）；二抗（武汉博士德）；
５０８２ 型酶标仪（ＴＥＣＡＮ）；Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｍｏｄｅｌ ７８５ 型电转

移仪。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

选取 ２０ 只经 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验筛选的正常无
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痴呆合格大鼠为正常对照组，将每只大鼠放于鼠脑

立体定位仪上，双侧海马穿刺，每侧各一次性注入

生理盐水 ５ μＬ，穿刺坐标为（以 Ｂｒｅｇｍａ 点为 ０ 点，
ＡＰ ３􀆰 ０ ｍｍ，ＭＬ ２􀆰 ０ ｍｍ，ＤＶ ２􀆰 ９ ｍｍ），另选取 ５０ 只

合格大鼠，将每只大鼠放于鼠脑立体定位仪上，双
侧海马穿刺，穿刺坐标为（以 Ｂｒｅｇｍａ 点为 ０ 点，ＡＰ
３􀆰 ０ ｍｍ，ＭＬ ２􀆰 ０ ｍｍ，ＤＶ ２􀆰 ９ ｍｍ），双侧海马各一次

性注射凝聚态 Ａβ１ ４２５ μＬ，术后 １ 周将 ５０ 只大鼠

应用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验筛选 ＡＤ 模型大鼠 ４０ 只（选
定标准为以正常对照组大鼠逃避潜伏期平均值的

９５％可信区间上限值为标准，将超出上限值者确定

为 ＡＤ 模型造模成功）。 将造模成功的 ＡＤ 模型大

鼠随机分为模型组和 ＳＰＳ 干预组，每组 ２０ 只。 正常

对照组和模型组给予生理盐水 ５ ｍＬ ＋ 羧甲基纤维

素钠（５００ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃，持续 ３０ ｄ，ＳＰＳ 干预组每天

给予生理盐水 ５ ｍＬ ＋ ＳＰＳ（３００ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃［３］，持续

３０ ｄ，每天喂养饮食及饲养条件与造模前一样，３０ ｄ
后进行水迷宫实验，然后断头取脑（含海马）进行

实验。
１􀆰 ３􀆰 ２　 学习记忆能力测试［４］

用药 ３０ ｄ 后，全部 ６０ 只大鼠进行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫实验，测定大鼠的空间学习和记忆能力。 水迷宫

测试房间保持安静、清洁，整个测试期间，实验环境

保持恒定。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫直径 １２０ ｃｍ，高 ６０ ｃｍ，水
深 ２５ ｃｍ（高出站台 １ ｃｍ），水温控制在 ２２℃～２６℃，
设置 ４ 个象限，站台置于第 ３ 象限。 池壁、水及平台

均用墨汁染黑不见水下平台。 迷宫上方安装摄像

头，采集图像输入计算机。
１􀆰 ３􀆰 ３　 海马组织 ＭＤＡ、 ＧＨＳ 含量及 ＳＯＤ 活力

测定［５］

将正常对照组、模型组、ＳＰＳ 干预组全部 ６０ 只

大鼠用 ２０％的水合氯醛腹腔注射麻醉后，迅速断

头取出完整大脑。 将大鼠脑置冰盘上，于解剖显

微镜下仔细剥除脑膜，沿中线胼胝体切成两半，将
半脑翻过，从腹侧面掀开大脑皮层，暴露靠近小脑

侧的里面月牙状组织，即为海马，用弯镊取出。 保

留海马组织，用滤纸吸干水分，天平称重，然后加

组织重量 ９ 倍的 ４℃ 生理盐水，制成组织匀浆液，
冷冻离心机 ２５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取离心后的

上清液用生理盐水按 １ ∶ ９稀释成 １％ 的海马组织

匀浆溶液。 将准备好的海马组织上清液取样，放
在 ９５℃ 水 浴 箱 中 ４０ ｍｉｎ， 然 后 放 入 离 心 机 中

３５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，取离心后的上清液，测各

管吸光度。 含量测定（ ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ） ＝ （测定管吸

光度 － 空白管吸光度） ÷ （标准管吸光度 － 空白管

吸光度） × 标准管浓度 （ ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ÷ 蛋白含量

（ｍｇｐｒｏｔ ／ ｍＬ）。 ＳＯＤ 活力（Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ） ＝ （对照管吸

光度 － 测定管吸光度） ÷ （对照管吸光度 × ５０％ ）
× 反应液总体积 ÷ 取样量 （ ｍＬ） ÷ 蛋白含量

（ｍｇｐｒｏｔ ／ ｍＬ）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ

将 ３ 组大鼠海马组织从液氮罐中取出，取出的

３ 组海马组织块先用冷 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，去除血污，剪
成小块放在匀浆器中，加入细胞裂解液，冰上放置

３０ ｍｉｎ， ４℃ １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ 离心，得到的上清为

蛋白样品，然后应用 ＢＣＡ 法检测样本蛋白浓度。 电

泳及电转、抗体检测，严格按照试剂盒说明步骤

进行。
１􀆰 ４　 统计学方法

使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件，正态分布计量资料

用平均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，３ 组之间实验潜伏

期、象限搜索时间、象限搜索距离、ＭＤＡ、ＧＳＨ 含量

和 ＳＯＤ 活性、ＰＣＲ 相对扩增倍数和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
相对光密度值比较用方差分析，两两比较用 ｑ 检验。
以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果

模型组所有大鼠在 ５ ｄ 内学会寻找平台，潜伏

期较正常对照组和 ＳＰＳ 干预组明显延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
模型组搜索时间较正常对照组、ＳＰＳ 组搜索时间明

显延长；模型组搜索距离百分比较正常对照组、ＳＰＳ
干预组搜索距离百分比明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＳＰＳ
干预组较正常对照组搜索时间明显延长，ＳＰＳ 干预

组较正常对照组搜索距离百分比明显降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（见表 １）。
２􀆰 ２　 ３ 组大鼠海马 ＭＤＡ、ＧＳＨ 含量及 ＳＯＤ 活力

的比较

３ 组大鼠海马 ＭＤＡ、ＧＳＨ 含量及 ＳＯＤ 活力的比

较见表 ２，ＳＰＳ 干预组 ＭＤＡ 含量明显低于模型组，
而高于正常对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＧＳＨ 含量 ＳＰＳ 干预

组明显高于模型组，低于正常对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
ＳＯＤ 活力 ＳＰＳ 干预组明显高于模型组，低于正常对

照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
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表 １　 ３ 组大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果比较
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ３ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

实验潜伏期（ｓ）
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

象限搜索时间（ｓ）
Ｑｕａｄｒａｎｔ ｓｅａｒｃｈ ｔｉｍｅ

象限搜索距离（％ ）
Ｑｕａｄｒａｎｔ ｓｅａｒｃｈ ｄｉｓｔａｎｃｅ

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 ２９ ± ６． １７ ２４􀆰 ５８ ± ５． ４７ ６２􀆰 ２１ ± １６． ２７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５２􀆰 ３６ ± １７． ２４ａｂ ５８􀆰 ６２ ± １２． ４１ａｂ ２７􀆰 ６３ ± ７． ２４ａｂ

ＳＰＳ 干预组
ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ３１􀆰 ７２ ± １１． １８ａ ３６􀆰 ５３ ± ８． ２７ａ ４８􀆰 ３４ ± １２． ６１ａ

注：与正常对照组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＳＰＳ 干预组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ２　 ３ 组大鼠海马 ＭＤＡ、ＧＨＳ 含量及 ＳＯＤ 活力的比较
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＭＤＡ， ＧＨＳ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＭＤＡ 含量
（ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

ＧＳＨ 含量
（ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

ＳＯＤ 活力
（Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ４８ ± ０􀆰 ２７ １􀆰 ８８ ± ０􀆰 ５７ ７０􀆰 １７ ± ９􀆰 ６５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ６９ ± ０􀆰 ８２ａｂ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 １５ａｂ ４６􀆰 ６８ ± ７􀆰 １４ａｂ

ＳＰＳ 干预组
ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 １６ ± ０􀆰 ５２ａ １􀆰 ５３ ± ０􀆰 ４６ａ ５８􀆰 ３２ ± ８􀆰 ５２ａ

注：与正常对照组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＳＰＳ 干预组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ３　 ３ 组大鼠海马组织凋亡相关因子蛋白表达比较（相对光密度）
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ （ｒｅｌａｔｉｖｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ Ｂｃｌ⁃２ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ Ｂａｘ Ｆａｓ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３５７􀆰 ６２ ± ６８． ４５ ３１９􀆰 ６８ ± ６１． ８３ ３８􀆰 ４８ ± ５． ６２ ５７􀆰 ７８ ± ７． １９ １１６􀆰 ５８ ± １７． ８７

ＳＰＳ 干预组
ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ２６８􀆰 ３７ ± ４６． ７９ａｂ ２１２􀆰 １９ ± ４２． １３ａｂ ７２􀆰 ６４ ± ９． ８３ａｂ ７９􀆰 １３ ± ９． ５４ａｂ １６３􀆰 ７２ ± ２７． ３８ａｂ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １２４􀆰 ９３ ± ２３． ３２ａ ８７􀆰 ６１ ± １０． ２７ａ １０５􀆰 ３９ ± １６． ６８ａ １１４􀆰 ２６ ± １７． ４４ａ ２５７􀆰 ８４ ± ４２． ５９ａ

注：与正常对照组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＳＰＳ 干预组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＰＳ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ３ 　 ３ 组大鼠海马 Ｂｃｌ⁃２、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 Ｂａｘ、 Ｆａｓ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达

ＳＰＳ 干预组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达较模型组上升，两者

比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；同时与对照组比较

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而模型组较对照组

明显下降，两者比较差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
ＳＰＳ 干预组 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达较模型组上升，两者比

较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；同时与对照组比较

ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而模型组较对照

组明显下降，两者比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
ＳＰＳ 干预组 Ｂａｘ 蛋白表达较模型组下降，两者比较

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；同时与对照组比较 Ｂａｘ
蛋白表达上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而模型组较对照组明显

上升，两者比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＳＰＳ 干

预组 Ｆａｓ 蛋白表达较模型组下降，两者比较差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；同时与对照组比较 Ｆａｓ 蛋白表

达上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而模型组较对照组明显上升，
两者比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＳＰＳ 干预组

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达较模型组下降，两者比较差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；同时与对照组比较 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白表达上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而模型组较对照组明显上

升，两者比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （见表 ３ 和

图 １）。

３　 讨论

ＡＤ 模型组搜索时间较正常对照组明显延长，
两组比较具有明显的统计学差异。 其表现主要体

现为学习记忆功能的损害，与临床上阿尔茨海默病

病人的表现相符，结合我们应用的 Ａβ１⁃４２ 注射模

型说明 Ａβ 损害是阿尔茨海默病发病的主要机制，

７８中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ６



图 １　 ＳＰＳ 对模型鼠海马 Ｂｃｌ⁃２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
、Ｂａｘ、Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＰＳ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２，
ｓｕｒｖｉｖｉｎ， Ｂａｘ， Ｆａｓ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ

也进一步说明此模型可以作为探索 ＡＤ 病因、寻找

ＡＤ 治疗药物较理想的模型。 因此我们采取此模型

是符合阿尔茨海默病的发病机制并且其临床表现

也符合人类 ＡＤ 的临床表现，为我们下一步的实验

奠定了可靠的模型基础。 在我们的实验中还发现，
进行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫试验测试中比较具有统计学差

异，这也说明 ＳＰＳ 对阿尔茨海默病模型鼠的认知功

能具有保护作用。 余正文等［６ － ８］ 通过活性筛选发

现，柏子仁石油醚提取物对鸡胚背根神经节突起的

生长有轻度促生长作用。 这些物质的促生长作用

有两种可能性：一是促进神经生长因子 ＮＧＦ 的合

成、分泌及释氧化应激反应对神经元具有直接的毒

性作用。 由于 ＡＤ 患者中内源性氧化作用增强，而
内源性和外源性的抗氧化作用减弱，加上中枢神经

系统丰富的脂质成分，因此神经元细胞膜极易遭受

自由基的损伤，导致膜的结构破坏和几种乙醛产物

的产生；同时自由基的几种成分，特别是羟自由基

可以直接破坏核酸，导致染色体的断裂、底物的改

变，进而导致蛋白质的变性；此外自由基也可以直

接破坏线粒体呼吸链，导致线粒体的变性。 这三种

因素导致神经元的凋亡甚至是死亡，这可能是导致

ＡＤ 患者神经元丢失的原因。 另外氧化应激还与其

他致病因素协同作用进一步加重 ＡＤ 的病理过程。
本研究发现，ＳＰＳ 干预组 ＭＡＤ 的含量与模型组

比较明显降低，说明 ＳＰＳ 具有抑制氧化应激反应的

能力，从而进一步抑制活性自由基的产生。 由于自

由基生成减少，由自由基直接造成的神经元细胞

膜、ＤＮＡ 的直接损伤以及线粒体呼吸链的损伤会明

显减少，神经元的凋亡必然减少，从而发挥其神经

元保护作用。 本研究还发现 ＳＰＳ 干预组 ＧＳＨ 的含

量和 ＳＯＤ 活力均较模型组明显升高，这进一步说明

ＳＰＳ 不仅可以通过调节自由基的代谢，也同时可以

调节氧化还原反应，加速自由基的清除，减少自由

基在神经元内的蓄积，从而对 ＡＤ 模型鼠的海马神

经元具有保护作用。 但是 ＳＰＳ 是直接从基因水平调

节氧化应激及抗氧化系统的蛋白质代谢还是间接

的作用尚不清楚。 笔者推测 ＳＰＳ 的作用机制如下：
由于 ＳＰＳ 促进神经生长因子 ＮＧＦ 合成、分泌及释

放，且其具有神经生长因子功能，能在基因水平促

进抗氧化系统蛋白质的合成，从而促进清除自由

基，其亦可通过促进线粒体呼吸链相关蛋白质的合

成抑制自由基产生；ＳＰＳ 具有拮抗神经炎症的作用，
可减轻神经元损害［９ － １０］。

在我们的实验中发现，ＳＰＳ 组海马组织 Ｂａｘ、
Ｆａｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达较模型组比较明显降低，两者

比较具有统计学意义，说明 ＳＰＳ 具有拮抗凋亡的作

用，并且细胞内途径和细胞外途径均可以部分拮

抗，同时在我们的实验中也发现 ＳＰＳ 组海马 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
和 Ｂｃｌ⁃２ 的表达明显升高，说明 ＳＰＳ 还有促进拮抗

凋亡机制的作用。 有研究发现［１１］ 在新生小猪低氧

缺血模型中 ＳＰＳ 在 １０ ｍｇ ／ ｄ 应用时可以明显减少神

经元细胞凋亡。 有研究发现［１２］ ＳＰＳ 可以明显减少

脑梗死体积百分比，且在海马和皮层单位面积

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞的数目明显减少，虽然这两个实验

是在缺血中发现的直接证据，也与我们的实验结果

基本吻合，也从另外一个角度证实了 ＳＰＳ 抗神经元

凋亡的效果。 ＳＰＳ 调节凋亡是从阻止凋亡通路和激

活抗凋亡通路发挥双重作用，但是 ＳＰＳ 抗凋亡的具

体机制不是很清楚，推测可能与以下机制有关，一
是拮抗海马神经元的氧化应激反应，提高抗氧化系

统的活性，这在我们前面的实验中已经被证实；二
是 ＳＰＳ 可以抑制凋亡相关基因的表达［１３］；三是调节

电压门控钙通道和兴奋性谷氨酸受体，减轻细胞凋

亡信号的触发因素［１４］；四是直接抑制 ＡＰＰ 的合成；
五是抑制了乙酰胆碱酯酶的活性。 但是在我们的

实验中也发现，ＳＰＳ 组海马组织 Ｂａｘ、Ｆａｓ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３
的表达与正常对照组比较仍然是较高，ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和

Ｂｃｌ⁃２ 的表达较正常对照组低，这说明 ＡＤ 发病机制

中神经元的凋亡是一个多途径，多因素的结果，ＳＰＳ
还不能完全拮抗凋亡在 ＡＤ 发病中的作用，这指导

　 　 　 （下转第 ９５ 页）
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我们在临床应用中，要联合用药。 同时我们实验中

难以选择一个特异性的凋亡阻滞剂进行对照来进

一步评价，需要在下一步实验中进一步完善。
因此，氧化应激反应的增强和抗氧化应激反应

系统的减弱必然参与了阿尔茨海默病的发病机制，
并且贯穿其发病与发展的整个过程，ＳＰＳ 在阿尔茨

海默病模型鼠中表现出了较好的抗氧化应激反应

的作用，这必将为 ＡＤ 的治疗带来新的希望，同时也

必将扩展祖国医学的深入开发利用。
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