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五味子乙素对慢性铝中毒大鼠海马

神经细胞凋亡相关基因的影响

郭建雄,程厚之,张丽凤,刘文静,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神经细胞凋亡相关基因的影响。方法 用

AlCl3 水溶液拌入饲料中连续喂养大鼠建立慢性铝中毒模型,将建模成功的大鼠按随机方法分为5组:铝中毒模型组、阳

性对照组和SchB低剂量组、SchB中剂量组、SchB高剂量组3个剂量实验组。阳性对照组用吡拉西坦按40mg/kg剂

量灌胃给药,SchB低剂量组、SchB中剂量组、SchB高剂量组用SchB分别按10mg/kg、20mg/kg、40mg/kg的剂量进

行灌胃,另设空白对照组,每组5只。RT-PCR检测大鼠海马神经细胞Caspase-3、Bcl-2、BaxmRNA表达情况。结果 

RT-PCR结果显示,与空白对照组相比,铝中毒模型组Caspase-3和BaxmRNA表达均明显增多,Bcl-2mRNA表达明显

减少,差异均有统计学意义(P <0.01);与铝中毒模型组相比,SchB低剂量组、SchB中剂量组、SchB高剂量组

Caspase-3mRNA相对表达量明显降低,差异均有统计学意义(P<0.01);SchB中剂量组、SchB高剂量组的Bcl-2mR-
NA表达升高,差异有统计学意义(P<0.05或P<0.01);SchB中剂量组、SchB高剂量组的BaxmRNA表达降低,差

异有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。结论 SchB可以通过对Caspase-3、Bcl-2、BaxmRNA表达调控,影响海马神

经细胞的凋亡。
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TheimpactofSchisandrinBonapoptosis-relatedgenesinthehippocampal
neuronsofratswithchronicaluminumtoxicity

GuoJianxiong,ChengHouzhi,ZhangLifeng,LiuWenjing,HuangJunjie

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

  Abstract: Objective ToinvestigatetheimpactofSchisandrinB(SchB)onapoptosis-relatedgenesin
hippocampalneuronsofratswithchronicaluminumtoxicity. Methods Achronicaluminumtoxicitymodel
wasestablishedbycontinuouslyfeedingratswithAlCl3aqueoussolutionmixedintheirfeed.Thesuccessfully
modeledratswererandomlydividedintofivegroups:thealuminumtoxicitymodelgroup,positivecontrol
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group,andlow,medium,andhigh-doseSchBexperimentalgroups.Thepositivecontrolgroupreceivedintra-
gastricadministrationofpiracetamatadoseof40mg/kg,whiletheSchBlow,medium,andhigh-dosegroups
receivedintragastricadministrationofSchBatdosesof10mg/kg,20mg/kg,and40mg/kg,respectively.A
blankcontrolgroupwasalsoincluded,withfiveratsineachgroup.TheexpressionofCaspase-3,Bcl-2,and
BaxmRNAinhippocampalneuronsofratswasmeasuredusingRT-PCR. Results RT-PCRresultsshowed
thatcomparedwiththeblankcontrolgroup,theexpressionofCaspase-3andBaxmRNAwassignificantlyin-
creasedinthealuminumtoxicitymodelgroup,whiletheexpressionofBcl-2mRNA wassignificantlyde-
creased,withstatisticallysignificantdifferences(P<0.01).Whencomparedtothealuminumtoxicitymodel
group,theSchBlow,medium,andhigh-dosegroupsshowedsignificantlydecreasedrelativeexpressionsof
Caspase-3mRNA,withstatisticallysignificantdifferences(P <0.01).TheexpressionofBcl-2mRNAwas
increasedintheSchBmediumandhigh-dosegroups,withstatisticallysignificantdifferences(P<0.05orP
<0.01).TheexpressionofBaxmRNAwasdecreasedintheSchBmediumandhigh-dosegroups,withstatis-
ticallysignificantdifferences(P<0.05orP<0.01). Conclusion SchisandrinBcanaffecttheapoptosisof
hippocampalneuronsbyregulatingtheexpressionofCaspase-3,Bcl-2,andBaxmRNA.
  Keywords: SchisandrinB;chronicaluminumtoxicity;hippocampus;apoptosis

  铝是生活中最常见的金属之一,其广泛存在于自

然环境中,可以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。研究结果表明,铝是一

种有效的神经性毒物,在生物体即使含量很低也具有

神经毒性[1],超过参考值含量的铝对身体有极大危害,
其影响人的学习记忆功能,会引起海马神经元凋亡,能
导致神经退行性问题[2-3]。神经退行性问题通常与神

经元凋亡有关系,长期接触铝是一个公共健康问题[4]。
已有研究表明,五味子乙素(SchisandrinB,SchB)具
有抗氧化以及抗凋亡、抗衰老等作用[5-6]。本研究通过

SchB治疗慢性铝中毒大鼠,检测大鼠海马神经元凋

亡相关基因mRNA相对表达量,探索SchB对铝中毒

大鼠海马神经细胞凋亡相关基因的影响,为慢性铝中

毒导致神经退行性疾病的防治提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物 30只SPF级SD大鼠,雌雄各半,体
重(180±20)g,购买于长沙天勤生物技术有限公司

[动物许可证号:SCXK(湘)2019-0014]。动物模型建

立过程中,各组大鼠采取分笼饲养,室温(25±1)℃,
湿度50%~60%,饲料供给充足,自由饮水。对实验

大鼠的所有处理严格按照右江民族医学院实验动物伦

理委员会的操作规程进行实验。

1.2 主 要 试 剂 与 药 品  Sch B(生 产 批 号:

wkq19101401,维克奇生物科技有限公司);吡拉西坦

(生产批号:190703,广东华南药业集团有限公司);

MonScriptRTIIIAll-in-OneMix逆转录试剂盒(生产

批号:100649,武 汉 莫 奈 生 物 科 技 有 限 公 司);

MonadSYBRqPCRMix荧光定量PCR试剂盒(生产批

号:120625,武汉莫奈生物科技有限公司);罗氏light-

cycle96梯度荧光PCR仪(美国ABI公司);Longgene
朗基逆转录PCR仪(杭州朗基科学仪器有限公司)。

1.3 动物分组与给药 按参考文献[7]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

按随机方法分为5组:铝中毒模型组、阳性对照组和

SchB低剂量组、SchB中剂量组、SchB高剂量组,每
组5只。阳性对照组用吡拉西坦按40mg/kg剂量灌

胃给药,SchB低剂量组、SchB中剂量组、SchB高剂

量组用五味子乙素分别按10mg/kg、20mg/kg、40
mg/kg的剂量进行灌胃,另设空白对照组,每组5只。

1.4 RT-PCR检测大鼠海马神经细胞 Bcl-2、Bax、

Caspase-3的mRNA表达 采用TRIzol法提取组织

总RNA,根据逆转录试剂盒(MonScriptRTIIIAll-in-
OneMix)逆转录获取目的cDNA后,再根据荧光定量

PCR试剂盒(MonadSYBRqPCRMix),配置10μL反

应体系,加入cDNA和引物(引物及序列见表1),实时

荧光定量PCR扩增目的基因。反应结束后,得到Ct
值和溶解曲线,以正常组为对照组,以β-actin为内参,
采用2-ΔΔCt法进行分析。

1.5 统计学方法 用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检验。检验水准

α=0.05。
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表1 PCR基因引物序列

引物名称 引物序列(5′→3′)

Caspase-3-F TGGACAACAACGAAACCTC
Caspase-3-R ACACAAGCCCATTTCAGG
Bcl-2-F GGGATGCCTTTGTGGAAC
Bcl-2-R GTCTGCTGACCTCACTTG
Bax-F GGACGCATCCACCAAGAAG
Bax-R CTGCCACACGGAAGAAGAC

β-actin-F ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC

β-actin-G TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

2 结果

2.1 RT-PCR检测大鼠海马神经细胞 Bcl-2、Bax、

Caspase-3的 mRNA 相对表达量 RT-PCR结果显

示,扩增曲线倾斜程度基本一致,目的基因和内参扩增

效率基本一致,溶解曲线呈单一峰,无引物二聚体等非

特异性扩增,特异性较好(见图1、图2)。铝中毒模型

组Caspase-3和BaxmRNA均较空白对照组明显增

多,Bcl-2mRNA较空白对照组明显减少,差异均有统

计学意义(P<0.01),阳性对照组的较铝中毒模型组

Caspase-3和BaxmRNA明显减少,Bcl-2mRNA明

显增多,差异均有统计学意义(P<0.01);SchB低、
中、高剂量组海马组织中的Caspase-3mRNA相对表

达量比铝中毒模型组明显降低,差异均有统计学意义

(P<0.01);SchB中、高剂量组海马组织中的Bcl-2
mRNA相对表达量比铝中毒模型组升高,差异有统计

学意义(P<0.05或P<0.01);SchB中、高剂量组

海马组织中的BaxmRNA相对表达量比铝中毒模型

组降低,差异有统计学意义(P <0.05或P <0.01)
(见表2、图3)

注:A.Bax;B.Bcl-2;C.Caspase-3;D.β-actin。

图1 Bax、Bcl-2、Caspase-3β-actin扩增曲线图

注:A.Bax;B.Bcl-2;C.Caspase-3;D.β-actin。

图2 Bax、Bcl-2、Caspase-3β-actin溶解曲线图
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表2 各组大鼠海马组织Caspase-3、Bcl-2和BaxmRNA表达水平比较

组别 n 剂量/(mg·kg-1) Caspase-3mRNA Bcl-2mRNA BaxmRNA

空白对照组 5 - 1±0 1±0 1±0
铝中毒模型组 5 - 2.78±1.05a 0.47±0.09a 2.98±0.77a

阳性对照组 5 40 1.25±0.55c 0.95±0.47c 1.70±0.68c

SchB低剂量组 5 10 1.83±0.19c 0.58±0.12 2.27±0.63
SchB中剂量组 5 20 1.18±0.52c 0.68±0.16b 1.97±0.65b

SchB高剂量组 5 40 1.56±0.78c 0.78±0.20c 1.64±0.80c

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白对照组比较,a:P<0.01;与铝中毒模型组比较,b:P<0.05,c:P<0.01。

注:A.各组大鼠海马BaxmRNA表达;B.各组大鼠海马Bcl-2mRNA表达;C.各组大鼠海马Caspase-3mRNA表达。

与空白对照组比较,**P<0.01;与铝中毒模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图3 各组大鼠海马组织Caspase-3、Bcl-2和BaxmRNA表达水平比较

3 讨论

铝是一种人体内非特定性作用元素,是生活中常

见的几种金属之一,随着日常生活中铝制品的广泛使

用、食品中铝添加剂的应用以及长期职业接触铝等,摄
入人体内的铝含量有增多的趋势。大规模的铝业生产

导致铝暴露人群逐渐上升,长期过多的铝进入体内后

会在肝、脑等组织中蓄积,过多的铝对人体具有一定的

毒性,人体内蓄积的铝可导致铝中毒,并可造成脑内海

马的结构损伤和功能障碍,从而引起学习记忆功能减

退、认知功能障碍等症状[8-9],从而导致机体学习和记

忆能力的下降。
细胞凋亡被广泛认为是程序性细胞死亡,是细胞

死亡的高度调节过程。细胞凋亡在生理和病理条件下

都起着不可或缺和不可替代的作用。细胞凋亡不仅仅

是消除细胞,以高度调节的方式,不再需要的或对生物

体有害的细胞会自杀。细胞凋亡的一个显著特征是它

主要通过一种称为半胱天冬酶的丝氨酸蛋白酶的作用

来发挥其作用。死亡信号通过信号通路传递,最终导

致负责执行细胞破坏的半胱天冬酶的激活外部和内部

刺激,加上外在和内在细胞凋亡途径,都可以启动细胞

凋亡[10-11]。铝暴露引起的铁过载已被证明会导致脂质

过氧化,DNA损伤和活性氧诱导的细胞凋亡增加。铝

通过调控Caspase家族表达,抑制凋亡Bcl-2蛋白表达

和增 加 促 凋 亡 Bax蛋 白 的 表 达 来 诱 导 细 胞 的 凋

亡[12-14]。

SchB是一种从五味子中分离出来的活性成分,
已被证明可以提供广泛的组织保护,防止实验动物的

各种器官(包括大脑)的氧化损伤。SchB是天然的抗

氧化剂,能够增加组织细胞内超氧化物歧化酶和谷胱

甘肽的含量和活性,影响神经元的功能及突触的可塑

性,SchB可以调节神经递质的释放,抑制炎症及氧化

应激反应的产生,保护神经元,提高学习与记忆。Sch
B的作用机制在于有效增强机体的抗氧化能力,减轻

氧化损伤程度,从而通过增强抗氧化活性来抑制细胞

凋亡,对受损神经细胞起到保护作用,此外,SchB还

可能通过降低大鼠脑组织Bax基因的表达,从而使得

凋亡通路被干扰阻断,抑制神经细胞线粒体凋亡,并保

护受损神经细胞,进而改善大鼠的记忆能力[15-16]。
本实验中,通过建立慢性铝中毒大鼠模型,观察铝

中毒大鼠海马神经细胞凋亡相关基因的表达。铝中毒

模型组Caspase-3、BaxmRNA均较空白对照组明显增

多,Bcl-2mRNA较空白对照组明显减少,提示铝中毒

可以促进海马神经细胞凋亡增加。本实验发现,在给

予SchB治疗30d后,Caspase-3、BaxmRNA较铝中

毒模型组明显降低,Bcl-2mRNA较铝中毒模型组明

显升高,这表明SchB可以通过调控Caspase-3、Bcl-2、

BaxmRNA表达水平,进而影响海马神经细胞的凋

亡。
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