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五味子乙素对铝中毒大鼠学习记忆及突触

相关蛋白表达影响的研究

程厚之,张丽凤,梁祚仁,廖素婵,李艳丽,莫颂轶,黄彦峰,余双全,黄俊杰

(右江民族医学院基础医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 研究五味子乙素(SchisandrinB,SchB)对慢性铝中毒大鼠海马和大脑皮层中突触相关蛋白表达及学习记

忆功能的影响,并探讨其分子机制。方法 用AlCl3 连续喂养大鼠3个月建立慢性铝中毒动物模型,动物随机分为5个

组,即模型组、阳性对照组、五味子乙素低剂量组、中剂量组、高剂量组,阳性对照组用吡拉西坦按40mg/kg剂量灌胃给

药,五味子乙素低剂量组、中剂量组、高剂量组,分别用五味子乙素按10mg/kg、20mg/kg、40mg/kg剂量进行灌胃,各

组每天灌胃1次,连续灌胃30d;另设空白对照组,每组各10只。用Morris水迷宫定位航行实验记录大鼠找到平台的游

泳路径轨迹,免疫组化和 WesternBlot分别检测突触素(SYN)、突触后致密蛋白95(PSD-95)在海马组织和大脑皮层中

的表达水平。结果 模型组大鼠运动轨迹趋向性较差,偏离平台;与模型组比较,五味子乙素各剂量组大鼠运动轨迹更

多趋向于目标平台。免疫组化结果显示,铝中毒模型组海马和大脑皮层中SYN、PSD-95表达水平均较空白组明显降低

(P<0.01);而高剂量组SYN、PSD-95在海马和大脑皮层中表达水平比模型组的明显增多(P<0.01)。WesternBlot
结果显示,铝中毒模型组海马组织和大脑皮层中SYN、PSD-95蛋白相对表达量均比空白对照组的明显降低(P <
0.01);SchB高剂量组PSD-95、SYN蛋白相对表达量比模型组均明显升高(P<0.05)。结论 SchB能改善慢性铝中

毒大鼠学习记忆能力,可能与通过上调海马组织和大脑皮层中SYN和PSD-95蛋白表达有关。
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EffectsofSchisandrinBonthelearningandmemoryandtheexpressionof
synapse-relatedproteinsinratswithaluminumintoxication

ChengHouzhi,ZhangLifeng,LiangZuoren,LiaoSuchan,LiYanli,

MoSongyi,HuangYanfeng,YuShuangquan,HuangJunjie

(SchoolofBasicMedicine,YoujiangMedicalUniversity
forNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofSchisandrinB(SchB)onsynapse-relatedproteinex-
pressioninhippocampusandcerebralcortexaswellasthelearningandmemoryfunctionofratswithchronica-
luminumintoxication,andtodiscussthemolecularmechanism. Methods RatswerefedwithAlCl3continu-
ouslyfor3monthstoestablishtheanimalmodelofchronicaluminumintoxication.Theratswererandomlydi-
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videdinto5groups:themodelgroup,thepositivecontrolgroup,thelow-,medium-andhigh-doseSchB
groups.Ratsinthepositivecontrolgroupweregivenpiracetamat40mg/kgbyintragastricadministration.
Ratsinthelow-dose,medium-doseandhigh-dosegroupsweregivenSchBbyintragastricadministrationat10
mg/kg,20mg/kgand40mg/kg,respectively.Eachgroupwasgivenmedicineintragastricallyonceadayfor
30days.Theblankcontrolgroupwasalsoestablishedandtherewere10ratsineachgroup.Thenavigationex-
perimentofMorriswatermazewascarriedouttorecordtheswimmingpathtrajectoryoftheratsfindingthe
platform.Theexpressionofsynaptophysin(SYN)andpostsynapticdenseprotein95(PSD-95)inhippocampus
andcerebralcortexweredetectedbyimmunohistochemistryandWesternBlot,respectively. Results The
movementtrajectoryofratsinthemodelgrouptendedtobepooranddeviatedfromtheplatform.Compared
withthatofthemodelgroup,thetrajectoryofratsineachSchBgroupwastowardthetargetplatformmore
closely.ImmunohistochemistryresultsshowedthattheexpressionsofSYNandPSD-95inhippocampusand
cerebralcortexofthealuminumintoxicationmodelgroupweresignificantlylowerthanthoseofthecontrol
group(P<0.01),andtheexpressionsofSYNandPSD-95inhippocampusandcerebralcortexofthehigh-
dosegroupweresignificantlyhigherthanthoseofthemodelgroup(P<0.01).TheresultsofWesternBlot
showedthattherelativeexpressionsofSYNandPSD-95proteininthehippocampusandcerebralcortexofthe
aluminumintoxicationmodelgroupweresignificantlylowerthanthoseoftheblankcontrolgroup(P<0.01),

andtherelativeexpressionsofPSD-95andSYNproteininthehigh-doseSchBgroupweresignificantlyhigher
thanthoseofthemodelgroup(P<0.05). Conclusion SchBcanimprovethelearningandmemoryability
ofratswithchronicaluminumintoxication,whichmayberelatedtotheup-regulationoftheexpressionsof
SYNandPSD-95proteininhippocampusandcerebralcortex.
  Keywords: SchisandrinB;chronicaluminumintoxication;learningandmemory;proteinassociatedto

synapse;cerebralcortex;hippocampus

  铝元素是常见的慢性蓄积性神经毒物,其广泛存

在于自然环境中,通过多种途径侵入人体并损伤人体

器官,其中最严重的是神经系统,并且铝中毒与多种退

行性疾病的发生和发展有关。长期与铝接触,可引起

机体学习记忆减退、认知功能状态出现异常等症状。
与突触可塑性密切相关的主要蛋白有突触素(synap-
tophysin,SYN)、突 触 后 致 密 蛋 白-95(postsynaptic
densityprotein-95,PSD-95),它们表达异常可导致认

知功能障碍及学习与记忆的减退[1-2]。研究表明五味

子乙素(SchisandrinB,SchB)具备保护大脑,改善记

忆的功效[3],但其作用机制尚未完全清楚。本研究旨

通过用SchB干预慢性铝中毒大鼠后,探索SchB对

铝中毒海马组织和大脑皮层中突触相关蛋白的表达及

认知功能的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物 购买于长沙天勤生物技术有限公司

60只成年清洁级 Wistar大鼠,雌雄各半,体重180~
200g,许可证号:SCXK(湘)2019-0014。研究经右江

民 族 医 学 院 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准

(IACUC2020061101)后在学校实验动物中心[SYXK
(桂)2017-0004]实施。

1.2 主要试剂与药品 SchB购买于维克奇生物科

技公司(批号:wkq20060411);吡拉西坦购买于广东华

南药业集团有限公司(批号:国药准字 H44020779);

PSD-95和Synaptophysin抗体购买于Proteintech中

国公司;三氯化铝(AlCl3·6H2O)购买于上海阿拉丁

生化科技股份有限公司(批号:L1706080)。

1.3 实验方法

1.3.1 慢性铝中毒模型建立和动物分组 按参考文

献[4-5]造模方法,配制AlCl3 浓度为16g/L的水溶液,
根据大鼠每天体重及食取饲料量,用 AlCl3 水溶液每

天按120mg/kg剂量拌入饲料中喂养大鼠,每天确保

染铝饲料喂完后再进行普通饲料喂养,保证铝的摄入,
连续染铝饲料喂养3个月,建立慢性铝中毒动物模型。
将建模成功的大鼠随机分为5个组,即铝中毒模型组

(n=10只)、阳性对照组(n=10只)、SchB低剂量

组(n=10只)、SchB中剂量组(n=10只)、SchB
高剂量组(n=10只)。阳性对照组用吡拉西坦按40
mg/kg剂量灌胃给药,SchB低剂量组、中剂量组、高
剂量组用SchB分别按10mg/kg、20mg/kg、40mg/

kg的剂量进行灌胃,吡拉西坦和SchB均每天给药1
次,连续给药30d;另10只大鼠作为空白对照组。

1.3.2 Morris水迷宫记录描绘动物找到平台的游泳

路径轨迹[5] 对大鼠进行定位航行实验,在各象限内
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将大鼠面向池壁放入水中,大鼠找到平台后继续进行

下一个象限训练,共训练4d,电脑采集、记录描绘大鼠

找到平台的游泳路径轨迹。

1.3.3 免疫组化检测海马组织及大脑皮层中SYN、

PSD-95表达 分别取海马组织和大脑皮层,经过固

定、脱水及孵育一抗、生物素标记二抗,DAB显色后在

显微镜下观察SYN和PSD-95阳性细胞表达。采用

ImageJ软件对阳性细胞进行图像分析,测定其表达

的平均光密度值(OD值)。

1.3.4 WesternBlot检测SYN、PSD-95在海马组织

及大脑皮层的表达水平 分别提取海马组织、大脑皮

层中的蛋白,用10% SDS-PAGE分离蛋白质,转膜,
分别加一抗、二抗,ECL发光溶液进行曝光成像,采用

ImageJ软件对蛋白带进行分析,计算SYN、PSD-95
蛋白相对表达量。

1.4 统计学方法 SPSS22.0统计软件进行数据统

计,实验数据用(췍x±s)表示,用One-WayANOVA进

行多组间比较,若方差齐,采用LSD法进行配对多重

比较,若方差不齐,采用Tamhane’sT2检验。检验水

准α=0.05。

2 结果

2.1 Morris水迷宫定位航行实验记录大鼠找到平台

的游泳路径轨迹 从各组大鼠定位航行实验游泳路径

轨迹图看出,铝中毒模型组大鼠运动轨迹趋向性较差,
在目标象限运动轨迹也明显减少,偏离平台,找到平台

的时间明显增长。与铝中毒模型组比较,各SchB实

验组运动轨迹更多趋向于目标平台,在目标象限运动

轨迹明显增多,找到平台的时间明显缩短(见图1)。

A:空白对照组,B:铝中毒模型组,C:阳性对照组,

D:SchB低剂量组,E:SchB中剂量组,

F:SchB高剂量组。

图1 Morris水迷宫记录大鼠找到平台的游泳路径轨迹

2.2 大鼠海马组织和大脑皮层SYN、PSD-95蛋白结

果 大鼠海马CA1和大脑皮层区可见SYN 、PSD-95
呈棕黄色的阳性细胞;与空白对照组相比,铝中毒模型

组SYN、PSD-95阳性细胞表达较少;SchB低、中、高
剂量实验组阳性细胞表达比模型组的相对较多(见图

2、图3)。空白对照组、铝中毒模型组、阳性对照组和

SchB低、中、高剂量实验组海马组织中SYN表达水

平(光密度值,OD值)分别为15.33±1.40,9.56±
1.28,13.26±1.71和10.42±1.30,11.94±1.96,

13.16±1.09;PSD-95表达水平(OD值)分别为17.21
±1.20,9.39±2.58,15.89±1.33和9.72±1.76,

14.35±1.93,15.10±2.41。大脑皮层中SYN表达

水平(OD值)分别为16.79±2.01,10.19±0.96,

16.12±1.70和10.76±1.41,13.95±2.56,15.89±
1.56;PSD-95表达水平(OD 值)分别为21.02±
0.97,14.26±0.70,17.84±0.44和15.23±0.74,

15.76±2.44,18.36±0.87。铝中毒模型组的上述指

标均较空白对照组明显降低,阳性对照组的上述指标

均较铝中毒模型组明显升高,差异均有统计学意义(P
<0.01);SchB中剂量、高剂量实验组海马组织和大

脑皮层中的SYN 表达水平比铝中毒模型组明显升

高,差异均有统计学意义(P <0.05或 P <0.01);

SchB高剂量组海马组织和大脑皮层中的PSD-95表

达水平比铝中毒模型组明显升高,差异有统计学意义

(P<0.01)。

A:空白对照组,B:铝中毒模型组,C:阳性对照组,

D:SchB低剂量组,E:SchB中剂量组,F:SchB高

剂量组;Ⅰ为SYN,Ⅱ为PSD-95。

图2 大鼠海马CA1区SYN和PSD-95的表达情况(×400)
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A:空白对照组,B:铝中毒模型组,C:阳性对照组,

D:SchB低剂量组,E:SchB中剂量组,F:SchB高

剂量组;Ⅰ为SYN,Ⅱ为PSD-95。

图3 大鼠大脑皮层SYN和PSD-95的表达情况(×400)

2.3 WesternBlot检测SYN、PSD-95在海马组织及

大脑皮层的表达水平 空白对照组、铝中毒模型组、阳
性对照组和SchB低、中、高剂量实验组海马组织中的

SYN蛋白相对表达量分别为1.22±0.23,0.12±
0.03,1.29±0.34和0.55±0.20,0.63±0.20,0.97±
0.19;PSD-95蛋白相对表达量分别为1.03±0.24,

0.57±0.06,0.94±0.21和0.63±0.08,0.69±0.10,

0.95±0.14;大脑皮层中的SYN蛋白相对表达量分

别为1.25±0.18,0.68±0.11,1.16±0.07和0.76±
0.06,0.99±0.12,1.08±0.13;PSD-95蛋白相对表达

量分别为0.94±0.35,0.39±0.12,0.79±0.14和

0.40±0.07,0.58±0.11,0.65±0.22。铝中毒模型组

的上述指标均较空白对照组明显减少,阳性对照组的

上述指标均较铝中毒模型组明显增多,差异均有统计

学意义(P<0.01);SchB中、高剂量组海马组织和大

脑皮层中的SYN蛋白相对表达量比铝中毒模型组明

显升高,差异均有统计学意义(P<0.01);SchB高剂

量组海马组织和大脑皮层中的PSD-95蛋白相对表达

量比铝中毒模型组明显升高,差异有统计学意义(P
<0.05或P<0.01)。见图4、图5。

3 讨论

铝是一种人体非必需元素,长期过多的铝进入体

内后会在肝、脑等组织中蓄积,对机体有毒性作用,可
引起学习记忆功能减退、认知功能障碍等症状[6-7]。

A:空白对照组;B:铝中毒模型组;C:阳性对照组;D:SchB
低剂量组;E:SchB中剂量组;F:SchB高剂量组。

图4 各组海马组织中SYN和PSD-95蛋白的表达情况

A:空白对照组;B:铝中毒模型组;C:阳性对照组;D:SchB

低剂量组;E:SchB中剂量组;F:SchB高剂量组。

图5 各组大脑皮层中SYN和PSD-95蛋白的表达情况

SchB是从五味子中提取的含量最高的木脂素,其具

有许多生物活性,包括抗氧化、抗炎症和神经保护作

用,改善学习记忆的能力,五味子提取物对认知功能有

积极影响 [8-10]。本研究 Morris水迷宫定位航行训练

结果显示,铝中毒模型组大鼠的潜伏期比空白对照组

明显增长,说明慢性铝中毒可导致大鼠学习记忆能力

下降,与文献报道的研究结果一致[11]。给予SchB干

预治疗后,SchB中、高剂量组大鼠潜伏期缩短,尤以

SchB高剂量组潜伏期缩短明显,这表明SchB可以

改善铝中毒所引起的学习和记忆障碍,提高学习和记

忆能力。

PSD-95和SYN是与突触可塑性密切相关的重要

蛋白,它们能影响突触的结构和功能,SYN是突触的

可塑性的基础[12-13],PSD-95参与长时程突触传递增

强,其表达水平与突触可塑性紧密相关[14-15]。故本研

究检测海马组织和大脑皮层中SYN、PSD-95的表达

情况来观察铝中毒学习记忆障碍是否与突触相关蛋白

有联系。本研究结果发现,慢性铝中毒大鼠海马组织

和大脑皮层中的SYN、PSD-95蛋白表达较空白对照

组明显减少,给予SchB干预1个月后,SchB中、高剂

量实验组中的SYN、PSD-95蛋白表达逐渐增多,尤其

以SchB高剂量实验组蛋白表达增多明显。提示Sch
B可能通过调节与突触结构及功能相关的蛋白质表达

水平,提高突触可塑相关蛋白SYN、PSD-95在海马组

织和大脑皮层中表达水平,进而调节突触的可塑性,最
终提高铝中毒大鼠学习记忆能力。

综上所述,慢性铝中毒引起学习记忆障碍与PSD-
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95、SYN蛋白在海马组织及大脑皮层中表达下降有

关,SchB能提高铝中毒大鼠的学习和记忆能力,这与

海马组织和大脑皮层中的PSD-95、SYN蛋白表达增

多有关。

参考文献:

[1] ColeyAA,GaoWJ.PSD-95deficiencydisruptsPFC-asso-

ciatedfunctionandbehaviorduringneurodevelopment
[J].SciRep,2019,9(1):9486.

[2] ZhuX,WangP,LiuH,etal.ChangesandSignificanceof

SYPandGAP-43ExpressionintheHippocampusofCIH

Rats[J].IntJMedSci,2019,16(3):394-402.
[3] 白文宇,王厚恩,王冰瑶,等.五味子化学成分及其药理作

用研究进展[J].中成药,2019,41(9):2177-2183.
[4] 李秋营,杨艳旭,张太强,等.实验性大鼠铝中毒模型建立

[J].山西医药杂志,2002,31(2):113-115.
[5] 莫颂轶,张丽凤,黄彦峰,等.慢性铝中毒小鼠学习记忆与

大脑皮层ACh、β-EP、SOD及 MDA关系的研究[J].中国

比较医学杂志,2018,28(7):63-67.
[6] ZhangL,JinC,LuX,etal.Aluminiumchlorideimpairs

long-term memoryand DownregulatescAMP- PKA-

CREBsignallinginrats[J].Toxicology,2014,323:95-

108.
[7] 刘佳喜,张立丰.铝的毒性作用研究进展[J].现代预防医

学,2021,48(5):806-809,871.
[8] HuXL,GuoC,HouJQ,etal.StereoisomersofSchisan-

drinBArePotentATPCompetitiveGSK-3βInhibitors

withNeuroprotectiveEffectsagainstAlzheimer’sDis-

ease:StereochemistryandBiologicalActivity[J].ACS

ChemNeurosci,2019,10(2):996-1007.
[9] CaiNN,WangZZ,ZhuXC,etal.SchisandrinAandBen-

hancethedentategyrusneurogenesisinmousehippocam-

pus[J].JChemNeuroanat,2020,105:101751.
[10] 吴靖,常丽英,肖娟,等.五味子乙素调控小神经胶质

BV-2细胞氧化应激损伤机制研究[J].中国现代应用药

学,2018,35(10):1507-1510.
[11] 张立丰,白春玉,张迪,等.亚慢性铝暴露对 Wistar大鼠

学习记忆及海马CA1区c-Fos表达的影响[J].中国药

理学与毒理学杂志,2016,30(5):553-557.
[12] 梁娜,王白云,廖梦君,等.七氟醚对老龄大鼠认知功能

及海马CA3区突触素的影响[J].中国临床药理学杂

志,2019,35(16):1762-1764.
[13] 王晓燕,侯爱生,宋玉祥,等.小鼠学习记忆能力及海马

区突触功能相关蛋白BDNF、PSD95、GluA1的增龄性变

化[J].解放军医学院学报,2020,41(8):808-812,837.
[14] 张丽凤,张玲童,易思,等.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[J].右江民族医

学院学报,2020,42(2):142-146.
[15] 林江涛,丁悦敏,张雄.PSD-95与老化相关学习记忆能

力下降关系研究进展[J].生物学杂志,2019,36(2):83-

85,89.
收稿日期:2021-10-08;修回日期:2021-10-20

—817—

2021年             右江民族医学院学报              第6期


