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摘 要:目的 观察二苯乙烯苷(TSG)对APP/PS1双转基因小鼠海马区病理形态学变化和脑组织中β-淀粉样前体蛋

白裂解酶-1(BACE1)表达的影响,探讨其作用的可能机制,为临床应用提供实验依据。方法 50只3月龄APP/PS1双

转基因小鼠,随机分为TSG低剂量(0.033g·kg-1·d-1)组、TSG中剂量(0.1g·kg-1·d-1)组、TSG高剂量(0.3g·kg-1

·d-1)组、石杉碱甲(阳性对照)组及模型组,正常对照组为10只同龄C5B7L/6J小鼠。各组给予60d相应药物后,苏木

精-伊红(HE)染色法观察海马区病理形态学变化;用 Westernblotting法检测小鼠脑组织BACE1蛋白表达水平。结果

 与模型组相比,各治疗组小鼠海马区形态均有不同程度的改善;BACE1表达水平均显著降低(P<0.01)。TSG各剂

量组BACE1的表达量与石杉碱甲组相比,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 TSG治疗阿尔茨海默病的机制可能

与降低BACE1表达水平,减少β淀粉样蛋白(Aβ)产生,改善神经元损伤等有关。
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  Abstract: Objective Toobservetheeffectsof2,3,5,4'tetrahydroxy-stilbene-2-O-β-D-glycoside(TSG)

onthepathomorphologicalchangesofhippocampusandontheexpressionsofβ-amyloidprecursorproteincleav-
ageenzyme1(BACE1)inAPP/PS1doubletransgenicmice,soastostudyitspossiblemechanismsandtopro-
videexperimentalevidencesfortreatingADbyTSG. Methods Fiftythree-month-oldAPP/PS1double
transgenicmicewererandomlydividedintoalow-doseTSG(0.033g·kg-1·d-1)group,amid-doseTSG(0.1

g·kg-1·d-1)group,ahigh-doseTSG(0.3g·kg-1·d-1)group,ahuperzineA(positivecontrol)groupandan
APP/PS1modelgroup.Thenormalcontrolgrouphad10C5B7L/6JmicewiththesameageasAPP/PS1doub-
letransgenicmice.HEstainingwasusedtoobservethepathomorphologicalchangesofhippocampusandthe
expressionsofBACE1proteininmicebraintissueswereassayedbyusingWesternblottingafterallmicewere
givencorrespondingmedicineforsixtydays. Results Bycomparingwithmodelgroup,thehippocampalcon-
figurationsineverytreatedgroupwererecoveredatdifferentdegree,theexpressionsofBACE1weremarkedly
down-regulated(P<0.01).ComparedwithhuperzineAgroup,thelevelofBACE1expressionhadnosignifi-
cantdifference(P>0.05). Conclusion ThemechanismofTSGintreatmentofADmightberelatedwith
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down-regulatingtheexpressionsofBACE1,decreasingthegenesisofβ-amyloidproteinandrelievingtheneu-
ronsdamages.
  Keywords: 2,3,5,4'-tetrahydroxy-stilbene-2-O-β-D-glycoside;Alzheimer’sdisease;β-amyloidprecursor

proteincleavageenzyme1

  阿尔茨海默病(Alzheimer’sdisease,AD)是一种

进行性发展的神经退行性疾病,又名老年痴呆症,目前

已成为威胁老年人健康的四大疾病之一[1],使该病的

治疗受到了广泛关注。二苯乙烯苷(2,3,5,4-四羟基

二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷,2,3,5,4'-tetrahydroxy-
stilbene-2-O-β-D-glycoside,TSG)具有保护神经、提高

AD模 型 动 物 学 习 记 忆 能 力、防 治 AD 的 作 用[2]。

APP/PS1双转基小鼠是目前国际公认的AD动物模

型,目前被广泛用于AD研究[3-4]。β-淀粉样前体蛋白

裂解酶1(β-amyloidprecursorproteincleavageen-
zyme1,BACE1)在 AD 发病中起着至关重要的作

用[5]。本实验以 TSG干预 APP/PS1双转基因小鼠

后观察其对双转基因小鼠海马区神经细胞形态学变化

和脑组织中BACE1表达的影响,探讨其作用的可能

机制,为临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 动物 APP/PS1双转基因小鼠和C5B7L/6J小

鼠,均为雄性,体重26~30g,SPF级,购自北京华阜

康生物科技股份有限公司〔许可证号:SCXK(京)2014-
0004〕。

1.2 药品和试剂 TSG购自成都克洛玛生物科技有

限公司(批号:14112);石杉碱甲购自河南太龙药业(批
号:H10940156);RIPA裂解液、聚丙烯酰胺凝胶配制

试剂盒、BeyoECLStar、显影定影试剂盒、一抗二抗去

除液(强碱性),均购自碧云天生物技术有限公司;

Ladder(购自 ThermoScientific,#26616);Millipore
的PVDF膜;BACE1抗体(Sigma,SAB2108415);β-
Actin抗体及 HRP标记的二抗(购自CellSignaling
Technology)。

1.3 动物分组与给药 50只3月龄雄性 APP/PS1
双转基因小鼠,随机分为 TSG低剂量组(0.033g·

kg-1·d-1)、TSG中剂量组(0.1g·kg-1·d-1)、TSG高

剂量组(0.3g·kg-1·d-1)、石杉碱甲(阳性对照)组及

模型组,每组10只。正常对照组为10只雄性3月龄

C5B7L/6J小鼠。石杉碱甲(0.15g·kg-1·d-1);模型

组和正常对照组:生理盐水,30ml·kg-1·d-1;以上各

组每日灌胃1次,连续给药60d。

1.4 标本采集 治疗结束后,冰上迅速取出小鼠脑组

织,每组随机抽取4个脑组织放入10%甲醛中固定,

剩余的脑组织从液氮罐中转移到-80℃冰箱保存,用
于后续的 Westernblotting测定。固定1周后的脑组

织进行石蜡包埋,海马区冠状切片,厚度4μm,切片于

60℃烤箱烘烤2h,常温保存备用。

1.5 苏木精-伊红(HE)染色 切片依次经二甲苯Ⅰ、

Ⅱ脱蜡各5min;100%、95%、70%酒精水化各5min;
苏木精染色5min,水洗;1%盐酸酒精分化15s,水洗

返蓝;伊红染色1min,水洗;依次梯度酒精脱水、二甲

苯透明,中性树胶封片,显微镜下观察海马区形态。

1.6 Westernblotting测定 从-80℃冰箱取出小鼠

脑组织,冰上剪碎,按比例加入RIPA裂解液,匀浆至

充分裂解;离心取上清液,BCA法测定总蛋白浓度;取

15μg样品加入上样缓冲液煮沸变性后,进行10%
SDS-PAGE凝胶电泳,湿式电印迹法转至PVDF膜,
双蒸水洗膜,Western封闭液封闭1h后加入BACE1
抗体(Western一抗稀释液1∶1000稀释)4℃摇床孵

育过夜;TBST洗膜3×12min/次,加入二抗(West-
ern二抗稀释液1∶1000稀释)室温摇床孵育1~2h;

TBST洗膜3×20min/次,化学发光法显影定影。

BACE1条带曝光后的膜用一、二抗去除液洗脱已结合

的抗体,再进行封闭、孵育β-Actin(1∶1000稀释)和
二抗、化学发光检测,定影。用ImageJ软件分析蛋白

条带的光密度值。目的蛋白条带与β-Actin条带灰度

值的比值表示其相对含量,再将各实验组的值除以正

常对照组后得出的结果作为统计数据。

1.7 统计学方法 用SPSS17.0软件分析数据,数据

用(췍x±s)表示;计量资料符合正态分布及方差齐性,用
单因素方差分析(one-wayANOVA),多组间均数的

两两比较采用SNK检验,P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 TSG对小鼠海马区病理形态学变化的影响 从

苏木精-伊红(HE)染色结果见正常对照组小鼠的海马

区神经细胞数量多,细胞形态完整,排列整齐;模型组

小鼠海马区神经细胞排列紊乱,数量减少明显,并可见

明显的空泡样变性及胞核固缩。与模型组相比,各治

疗组小鼠海马区形态均有不同程度的改善。见图1。

2.2 TSG对小鼠脑组织BACE1表达的影响 与正

常对照组比较,模型组小鼠脑组织BACE1的表达量
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显著增多(P <0.01);与模型组相比,石杉碱甲组及

TSG低、中、高各剂量组BACE1的表达量均显著减少

(P<0.01);TSG各剂量组BACE1的表达量和石杉

碱甲组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表1、
图2。

图1 海马区 HE染色结果(×400)

注:a为正常对照组;b为模型组;c为石杉碱甲组;d为TSG低

剂量组;e为TSG中剂量组;f为TSG高剂量组

表1 TSG对APP/PS1转基因小鼠脑组织

BACE1表达的影响

组别
动物数

(n)
BACE1蛋白

(相对比值)
正常对照组 6 1.00±0.00a

模型组 6 1.64±0.26
石杉碱甲组 6 1.08±0.16a

TSG低剂量组 6 1.04±0.10a

TSG中剂量组 6 1.03±0.13a

TSG高剂量组 6 1.03±0.11a

 注:与模型组比较:a:P<0.01

图2 TSG对APP/PS1转基因小鼠脑

组织BACE1表达的影响

注:a为正常对照组;b为模型组;c为石杉碱甲组;d为TSG低

剂量组;e为TSG中剂量组;f为TSG高剂量组

3 讨论

TSG是何首乌的主要水溶性成分,目前,二苯乙

烯苷(泰思胶囊)已进入治疗AD的临床试验阶段[6]。

TSG可以促进神经元树突的生长和保护海马神经元

的完整性,清除和抑制老年斑的生成,促进AD模型鼠

脑神经元损伤的恢复[7]。APP/PS1双转基因小鼠,属
于早期斑块模型,脑内斑块形成较早,2~3个月时海

马和大脑皮质发生胆碱能轴突肿胀,5~6个月时肿胀

的轴突形成成簇的玫瑰花结[8]。本实验病理形态学结

果显示,TSG在一定程度上改善了 APP/PS1转基因

小鼠海马区神经元的损伤,和前期实验结果一致。
脑内β淀粉样蛋白(Aβ)斑块沉积是 AD主要的

病理特征[9],聚集的Aβ有神经毒性,引发一系列病理

反应,最终导致神经元损伤、凋亡。Aβ是由β淀粉样

前体蛋白(APP)相继被β-分泌酶、γ-分泌酶水解产生

的[10]。APP在体内分为两种代谢途径:不产生Aβ的

α途径和产生Aβ的β途径(淀粉样酶切途径),β-分泌

酶起始了APP的淀粉样酶切途径,是Aβ生成的限速

酶[5]。目前已知的β-分泌酶有多种,其中BACE1是

Aβ产生的关键限速因子[11]。BACE1属于胃蛋白酶家

族Ⅰ型膜结合天冬氨酸蛋白酶,在人体的各类组织中

都能表达,但在脑内和胰腺中的表达量最高[12],且

BACE1的启动子在神经元中的活性高于非神经细

胞[13]。目前BACE1的高表达和活性增强已经成为诊

断AD的一个重要生化指标[14]。当BACE1过度表达

时,细胞内的β-分泌酶活性增强,Aβ分泌增多,促进老

年斑的形成,加速神经元的损伤。有研究表明,在AD
模型中,降低BACE1蛋白的表达或敲除BACE1基因

均可显著减少 Aβ的沉积[15]。本实验 Westernblot-
ting测定结果显示,给药2个月后,TSG各剂量组的

疗效和阳性对照药(石杉碱甲)相当,均显著降低了

APP/PS1小鼠脑组织中BACE1表达水平,这与本实

验的病理形态学结果吻合,说明TSG防治AD的作用

机制,可能与降低BACE1表达从而抑制APP的淀粉

样酶切途径,减少 Aβ产生,改善神经元损伤有关;也
可能是与在抑制BACE1蛋白表达的基础上继而改善

神经元的损伤有关。
总之,本实验为 TSG的临床应用提供了实验依

据,但鉴于中药的治疗作用有多靶点、多环节等特点,

TSG防治AD的机制除了与降低BACE1水平、减少

Aβ产生、改善神经元损伤有关外,可能还存在其它机

制,有待于进一步研究。
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