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五味子乙素对慢性酒精中毒大鼠海马组织PSD-95蛋白表达的影响

张丽凤,张玲童,易思,朱延红,黄芳妮,韦妙,朱塘冲,庞艳芳,黄俊杰

(右江民族医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨五味子乙素(SchizandrinB,SchB)对慢性酒精中毒大鼠学习记忆能力的作用及对大鼠海马组织

PSD-95蛋白表达的影响。方法 40只成年 Wistar雄性大鼠随机分为正常组、模型组、SchB低剂量组、SchB中剂量组

和SchB高剂量组。除正常组给予蒸馏水灌胃,其余4组建立慢性酒精中毒动物模型,56°北京红星二锅头白酒连续灌胃

8周;动物模型建立成功后,SchB低、中、高剂量组分别按10mg/kg、20mg/kg、40mg/kg给予SchB灌胃,1d1次,连
续灌胃30d。应用 Morris水迷宫检测各组大鼠的学习记忆能力;采用 WesternBlot免疫印迹法检测各组大鼠大脑海马

组织中的突触后致密蛋白95(postsynapticdensityprotein-95,PSD-95)蛋白的表达。结果 Morris水迷宫实验结果显

示,与正常组比,模型组潜伏期明显变长,而平台穿越次数变少(P<0.05);与模型组比,SchB低、中剂量组潜伏期逐渐

缩短,而平台穿越次数逐渐增多,高剂量组潜伏期明显缩短(P<0.05),且平台穿越次数明显增多(P<0.05);Western
Blot印迹法实验结果显示,与正常组比较,模型组大鼠海马组织中的PSD-95蛋白表达减少(P<0.05);与模型组相比,

SchB低、中、高剂量组海马组织中的PSD-95蛋白表达逐渐增高,中、高剂量组PSD-95蛋白表达水平明显增高(P <
0.05)。结论 慢性酒精中毒可引起大鼠学习记忆能力障碍,SchB能明显改善慢性酒精中毒大鼠学习记忆能力障碍,其
可能通过调控大鼠大脑海马组织中PSD-95蛋白的表达水平实现。
关键词:SchB;慢性酒精中毒;学习记忆能力障碍;改善;PSD-95蛋白
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EffectsofSchizandrinBontheexpressionofPSD-95proteinin
hippocampusofratswithchronicalcoholism

ZhangLifeng,ZhangLingtong,YiSi,ZhuYanhong,HuangFangni,
WeiMiao,ZhuTangchong,PangYanfang,HuangJunjie

(YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Gangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofSchizandrinB(SchB)onlearningandmemoryimpair-
mentinratswithchronicalcoholismandtheeffectontheexpressionofpostsynapticdensityprotein-95(PSD-
95)proteininhippocampustissuesofrats. Methods FortymaleadultWistarratswererandomlydividedin-
toanormalgroup,amodelgroup,alow-doseSchBgroup,amedium-doseSchBgroupandahigh-doseSchB
group.Inadditiontothenormalgroupwhichwasgivenintragastricalgavageofdistilledwater,theotherfour
groupswereestablishedintoanimalmodelswithchronicalcoholism.Theratswerecontinuouslygivenintra-
gastricalgavageof56°BeijingRedStarErguotouliquorfor8weeks.Aftertheanimalmodelsweredeveloped
successfully,thelow-dose,medium-doseandhigh-doseSchBgroupswererespectivelygivenintragastricga-
vageofSchBatdosesof10mg/kg,20mg/kgand40mg/kg,oncedailyfor30days.Morriswatermazewas
usedtodetectthelearningandmemoryabilityofratsineverygroup.WesternBlotwasusedtodetecttheex-
pressionofPSD-95proteininthebrainhippocampustissuesofratsineachgroup. Results Morriswater
mazetestresultsshowedthatcomparedwiththenormalgroup,themodelgrouphadobviouslylengthenedla-
tencybutreductionofcrossingplatformtimes(P<0.05);andcomparedwiththemodelgroup,thelow-and
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medium-doseSchBgroupshadgraduallyshortenedlatencybutgrdualincreaseofcrossingplatformtimes,and
high-doseSchBgroupshadobviousshortenedlatency(P <0.05),moreover,obviousincreaseofcrossing
platformtimes(P<0.05).WesternBlotresultsshowedthatcomparedwithnormalgroup,theexpressionof
PSD-95proteininhippocampustissuesofratsinthemodelgroupwasreduced(P<0.05);andcomparedwith
themodelgroup,theexpressionsofPSD-95proteininhippocampustissuesofratsinthelow-dose,medium-
doseandhigh-doseSchBgroupsweregraduallyincreased,andthoseinthemedium-doseandhigh-doseSchB
groupsweresignificantlyincreased(P <0.05). Conclusion Chronicalcoholismcancauselearningand
memoryimpairmentinrats,andSchBcansignificantlyimprovelearningandmemoryimpairmentinratswith
chronicalcoholism,whichcanbepossiblyachievedbyregulatingtheexpressionlevelofPSD-95proteininthe
brainhippocampustissuesofrats.
  Keywords: SchizandrinB;chronicalcoholism;learningandmemoryimpairment;improvement;posts-

ynapticdensityprotein-95

  如今,随着经济社会的迅猛发展,人们生活水平在

不断提高,生活方式慢慢改变,社交活动变得频繁,饮
酒呈现一种社会趋势,尤其在一些民族地区更为突出。
长期过量饮酒,酒精在体内大量堆积,可引起慢性酒精

中毒。慢性酒精中毒起病隐匿,且病情表现多样,对脑

损伤尤为严重,可导致记忆力减退、认知功能障碍等多

种表现,因此,寻找有效解酒药物和改善慢性酒精中毒

导致的学习记忆能力障碍的药物具有重要意义。五味

子乙素(SchizandrinB,SchB)是一类联苯环辛烯类木

脂素,在中药北五味子中含量最高。目前,SchB对大

脑、神经元的保护作用及改善学习记忆方面的研究已

取得了很大成就,但SchB对慢性酒精中毒大鼠学习

记忆能力障碍的影响作用方面的研究尚未见相关报

道,本实验旨在探讨SchB对慢性酒精中毒大鼠学习

记忆能力障碍的影响作用及其相关机制,为开发改善

学习记忆能力的辅助药物提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂 实验所用的动物均为清洁级

健康成年雄性 Wistar大鼠,体重180~200g,由长沙

天勤生物技术有限公司提供[许可证号:SCXK(湘)

2014-0011],采取分笼饲养,饲料供给充足,自由饮水。

SchB购于四川省维克奇生物科技有限公司,抗体突

触后致密蛋白95(postsynapticdensityprotein-95,

PSD-95)、GAPDH,辣根过氧化物酶(HRP)标记的二

抗购于Proteintech公司,蛋白提取试剂盒购于索莱宝

科技有限公司,BCA试剂盒、ECL显色液购于碧云天

生物制品有限公司。

1.2 实验动物分组及方法 40只健康成年 Wistar
雄性大鼠随机分为5个组,每组8只大鼠,即为:正常

组、模型组、SchB低剂量组、SchB中剂量组和SchB
高剂量组。除正常组每天给予蒸馏水灌胃外,其余四

组建立慢性酒精中毒动物组,以56°北京红星二锅头

白酒灌胃:第一周以8ml/(kg·d)剂量灌胃,从第二

周起,每周增加1ml,直至增加到10ml/(kg·d)的剂

量,1周后增至12ml/(kg·d)的灌胃剂量,后按此剂

量连续灌胃至第8周;动物模型建立成功后,SchB
低、中、高剂量组分别按10mg/kg、20mg/kg、40mg/

kg给予SchB灌胃,1d1次,连续灌胃给药30d后进

行 Morris水迷宫实验。

1.3 Morris水迷宫实验 动物模型建立完成后经过

5d的 Morris水迷宫实验测试慢性酒精中毒大鼠学习

记忆能力,Morris水迷宫实验包括两部分实验,定位

航行实验和空间探索实验,定位航行实验检测空间记

忆的获得和参照物记忆能力,过程为将动物先移入实

验环境适应1周,实验第1d将鼠放入水池中四个象

限分别自由游泳60s以适应环境,第2d起将平台置

于某一象限,进行获得性训练,每日训练4次即4个不

同的象限各一次。实验时面向池壁将动物放入水中,
每次实验间隔时间10s,共训练4d,动物找到平台后

在平台上休息10s,后继续进行下一个象限训练,若规

定时间内未找到平台,则由操作者将其引导上平台,在
平台上休息相同时间,再进行下一次实验。4d的定

位航行实验结束24h后,撤除水下平台,选1个入水

点将动物面向池壁放入水中,所有动物同一入水点,记
录动物在60s内第一次跨越平台时间即潜伏期、跨越

平台次数等指标,电脑采集、描绘轨迹。

1.4 WesternBlot免疫印迹 Morris水迷宫实验结

束后,冰面上断头取出大鼠脑组织,迅速分离海马组

织,取100mg海马组织加入1ml预冷裂解液,冰上匀

浆,后置于冰盒中裂解30min,将裂解完全后的样品

于冷冻离心机上10000~14000g离心3~5min,取
上清液,采用BCA法进行蛋白定量检测,配置上样体

系并煮沸使蛋白变性,电泳,转膜,封闭,一抗4℃孵育

过夜,洗膜,二抗室温振荡孵育1h,显影定影,凝胶成

像系统扫描灰度值,进行蛋白半定量分析。

1.5 统计学方法 实验数据采用SPSS22.0进行统
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计分析,Morris水迷宫实验结果寻找平台潜伏期、平
台穿越次数以(췍x±s)表示,采用单因素方差分析,以P
<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SchB对慢性酒精中毒大鼠学习记忆能力的影

响 Morris水迷宫实验结果显示,从定位航行实验轨

迹采集图像看出,与正常组相比,模型组大鼠运动轨迹

趋向性较差,多呈边缘化运动,偏离平台,且在目标象

限运动轨迹明显减少,说明慢性酒精中毒导致学习记

忆能力障碍,与模型组比较,各SchB实验组运动轨迹

较少趋向边缘化,运动轨迹更多趋向于目标平台(见图

1)。定位航行实验结束24h后,进行空间探索实验,
结果显示,与正常组比,模型组潜伏期明显变长,而平

台穿越次数变少(P<0.05);与模型组比,SchB低、
中剂量组潜伏期逐渐缩短,而平台穿越次数逐渐增多,
高剂量组潜伏期明显缩短(P<0.05),且平台穿越次

数明显增多(P<0.05);并且可从运动轨迹图看出正

常组、SchB低剂量组、SchB中剂量组、SchB高剂量

组游泳轨迹探索目标方向明确,在目标象限探索时间

及路程都较模型组明显(见表1、图2),说明SchB能

明显增强慢性酒精中毒大鼠寻找目标平台的记忆保持

能力。

图1 各组大鼠 Morris水迷宫定位航行实验游泳轨迹图

注:A:正常组;B:模型组;C:SchB低剂量组;D:SchB中剂量

组;E:SchB高剂量组

表1 Morris水迷宫空间探索实验潜伏期

和平台穿越次数实验结果

组别 n 潜伏期/s 平台穿越次数/次

正常组 8 16.88±10.88 3.62±2.07
模型组 8 41.13±18.93a 1.13±1.13a

SchB低剂量组 8 36.75±19.78 1.63±1.19
SchB中剂量组 8 33.00±18.62 1.88±0.99
SchB高剂量组 8 21.88±19.32b 2.75±1.71b

 注:①与正常组比较,a:P <0.05;与模型组比较,b:P <
0.05;②表内计量资料数据以(췍x±s)表示

图2 各组大鼠 Morris水迷宫空间探索实验游泳轨迹图

注:A:正常组;B:模型组;C:低剂量组;D:中剂量组;E:高剂量

组

2.2 SchB对慢性酒精中毒大鼠海马组织PSD-95蛋

白表达的影响 WesternBlot免疫印迹实验结果显

示,与正常组比较,模型组大鼠海马组织中的PSD-95
蛋白表达减少(P <0.05);给予SchB药物治疗后,
与模型组相比,SchB低剂量组、SchB中剂量组、Sch
B高剂量组海马组织中的PSD-95蛋白表达逐渐增

高,中、高剂量组PSD-95蛋白表达水平增高明显,且
差异有统计学意义(P<0.05),见图3。

                    A

                    B
图3 WesternBlot法检测各组海马组织中

PSD-95蛋白表达水平

注:A:Westernblot电泳图;B:PSD-95蛋白相对表达量。与正

常组比较,*:P<0.05;与模型组比较,#:P<0.05
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3 讨论

随着社会进步迅速发展,人们生活水平越来越好,
同时社会的进步带来了很多挑战,使得人们压力越来

越大,应酬成为一种常态,酒精的非正常消耗问题日益

凸显,且慢性酒精中毒治疗者复饮率也在不断提高,造
成一系列严重的社会问题,近年来,滥用酒精问题更加

严峻[1-3]。酒精具有很好的水溶性,饮酒后会迅速被人

体胃肠黏膜吸收,随血液循环到达人体的各组织、器官

贮存,因此长期过量饮酒,酒精在体内大量堆积,可引

起慢性酒精中毒。同时酒精具备亲脂性小分子特性,
其特征驱使酒精能快速通过血脑屏障抵达大脑,作用

于脑组织,与神经细胞膜有较高的亲和力,并通过作用

于膜上的某些酶类和受体而影响细胞的功能,进而引

起学习、记忆、认知、判断等一系列神经行为功能的改

变[4-5]。本研究中,行为学实验结果显示,慢性酒精中

毒模型组大鼠运动轨迹趋向性较差,多呈边缘化运动,
偏离平台方向,且在平台所在目标象限运动轨迹明显

减少,寻找平台潜伏期延长,跨越平台次数也明显减

少,说明长期过量饮酒引起慢性酒精中毒将导致学习

记忆能力障碍发生,与文献[6]报道一致,但酒精中毒引

起学习记忆障碍具体发生机制还没有明确。

SchB是一类联苯环辛烯类木脂素,在中药北五

味子中含量最高,且为木脂素中的单体化合物成分,

SchB具有改善认知功能的作用,主要包括兴奋中枢、
改善学习和记忆功能[7],有研究表明,SchB能有效地

抑制体外培养的神经元网络自发突触活动,进而调控

神经元网络的兴奋性和网络神经元的同步性活动,抑
制胞内同步钙振荡。且其能通过调控蛋白的表达而抑

制阿尔茨海默症小鼠神经元线粒体凋亡,保护受损神

经元,改善其学习记忆能力[8-9]。实验中,给予每天灌

胃SchB治疗后,大鼠运动轨迹较少趋向边缘化,运动

轨迹更多趋向于目标平台,潜伏期缩短,跨平台次数增

多,说明SchB对慢性酒精中毒导致的学习记忆障碍

有改善作用,但其改善作用尚机制未清楚。
海马区的主要功能是参与学习记忆,海马区神经

元的损伤能引起学习记忆和认知判断障碍发生。神经

系统可塑性改变最敏感的部位在于突触,其作用为在

神经元之间传递信息和加工信息,人类行为表现记忆

过程和记忆维持都与突触密切相关,记忆得以保持的

根本取决于突触数量的稳定,但突触又不是恒定不变,
其数量及结构可随体内外各种环境的改变而发生变

化,突触可塑性影响着学习和记忆能力,突触丧失的结

果可引起神经网络功能异常,从而导致信息传递障

碍[10-11]。PSD-95是突触后致密物质中兴奋突触后致

密物质主要的蛋白质成分,PSD-95通过其特有不同结

构性质域与其它蛋白相互作用,在信号转导中起关键

作用,是神经信息传递的重要基础,PSD-95蛋白的组

织性质和它动态重组的能力是酒精诱导突触效能改变

的主要特征[12-13]。PSD-95是与突触传递紧密相关的

主要蛋白之一,PSD-95表达水平与突触可塑性及其生

物学功能密切相关,其表达下降说明突触可塑性降

低[14]。本研究发现,酒精中毒模型组大鼠出现学习记

忆功能障碍,且其海马组织中PSD-95蛋白呈现低表

达,说明PSD-95蛋白表达水平降低与慢性酒精中毒

导致海马突触可塑性及学习记忆能力的损伤相关,与
文献[15]报道一致。SchB低剂量组、中剂量组、高剂量

组中,慢性酒精中毒大鼠学习记忆能力障碍得到改善,
大鼠海马组织中的PSD-95蛋白表达水平逐渐升高,
说明SchB可能通过调控海马区PSD-95蛋白表达水

平改善慢性酒精中毒大鼠学习记忆能力障碍。
综上所述,PSD-95是神经信息传递的重要基础,

其表达下降说明突触可塑性降低,引起慢性酒精中毒

大鼠学习记忆能力障碍,SchB可能通过调控海马区

PSD-95蛋白表达水平改善慢性酒精中毒大鼠学习记

忆能力,这可能是SchB改善慢性酒精中毒大鼠认知

能力障碍的机制之一,但其具体机制还需进一步研究

和探讨。
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本刊对论文中出现统计学分析的要求

1.统计学符号书写格式 按照GB/T3358.1—2009《统计学词汇及符号》的有关规定,一律采用斜体排印。常

用:①样本的算术平均数用英文小写췍x(中位数用M );②标准差用英文小写s;③标准误用英文小写s췍x;④t检验

用英文小写t;⑤F 检验用英文大写F ;⑥卡方检验用希腊文小写χ2;⑦相关系数用英文小写r;⑧自由度用希

腊文小写df;⑨概率用英文大写P(P值前应给出具体检验值,如t值、χ2 值、q值等),P值应给出实际数值,不
宜用大于或小于表示,而用等号表示,小数点后保留3位数。

2.研究采用的设计方法 应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计(分为前瞻性、回顾性还是横断面调

查研究),实验设计(应告知具体的设计类型,如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等),临床

试验设计(应告知属于第几期临床试验,采用了何种盲法措施等);主要做法应围绕4个基本原则(重复、随机、对
照、均衡)概要说明,尤其要告知如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

3.计量资料的描述方法 用췍x±s表示近似服从正态分布的定量资料,用M (q25 ~q75)表示呈偏态分布的定量

资料,用统计表时,要合理安排纵横标目,并将数据的含义表达清楚;用统计图时,所用统计图的类型应与资料性

质相匹配,并使数轴上刻度值的标法符合数学原则;用相对数时,分母不宜小于20,要注意区分百分率与百分比。

4.研究所选择的统计学方法 对于定量资料,应根据所采用的设计类型、资料具备的条件和分析目的,选用合适

的统计学分析方法,不应盲目套用t检验和单因素方差分析;对于定性资料,应根据所采用的设计类型、定性变量

的性质和频数所具备的条件及分析目的,选用合适的统计学分析方法,不应盲目套用χ2 检验。对于回归分析,应
在资料满足线性、独立、正态等方差基础上结合专业知识和散点图,选用合适的回归类型,不应盲目套用直线回归

分析;对具有重复实验数据检验回归分析资料,不应简单化处理;对于多因素、多指标资料,要在一元分析的基础

上,尽可能运用多元统计分析方法,以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、合理的解释

和评价。

5.统计学结果的表述方法 当P<0.05(或P<0.01)时,应说对比组之间的差异有统计学意义,而不应说对比

组之间具有显著性(或非常显著性)差异;应写明所用统计分析方法的具体名称(如:成组设计资料的t检验、两因

素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的q检验等),统计量的具体值(如t=4.501,r=5.488,F
=6.923等);在用不等式表示P 值的情况下,一般情况下选用P>0.05和P<0.001两种表达方式即可满足需

要。当涉及总体参数 (如总体均数、总体率等)时,在列出显著性检验结果的同时,再列出95%CI。
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