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白桦脂醇对 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因痴呆模型小鼠认知
及海马突触功能相关蛋白表达的影响
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摘　要：目的　探讨白桦脂醇对阿尔茨海默病（ＡＤ）小鼠的学习记忆功能的干预作用及海马突触功能相关蛋白表达的影
响，为探索治疗 ＡＤ提供新的可能。方法　采用白桦脂醇干预 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因痴呆模型小鼠，将小鼠随机分为模型组、

药物高剂量组和低剂量组，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ健康小鼠为对照组。通过行为学观察学习记忆能力、在体电生理记录海马神经元

的生物电、ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测 ＰＳＤ９５和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ水平。结果　水迷宫检测结果发现白桦

脂醇能改善模型小鼠认知功能障碍；电生理检测 ＡＤ模型组长时程增强（ＬＴＰ）幅值低于对照组，经过白桦脂醇干预治疗

后，白桦脂醇各组 ＬＴＰ幅值较 ＡＤ模型组升高；ＡＤ模型组神经元凋亡率显著高于对照组，经过白桦脂醇干预治疗后凋亡

率下降；ＡＤ小鼠模型海马区ＰＳＤ９５和ＳｙｎａｐｓｉｎＩ表达下降，但经白桦脂醇干预后其表达上升。结论　白桦脂醇通过使海

马 ＰＳＤ９５和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ的表达增加，发挥对 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因痴呆模型小鼠认知功能的保护，使海马长时程增强。
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　　阿尔兹海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）发病机
制复杂，迄今尚无特效的治疗药物。Ｌａｔｏｃｈａ等［１］研

究报道，白桦脂醇（ｂｅｔｕｌｉｎ）为桦树皮提取物的关键
活性分子，动物学实验中其表现出丰富的生物学活

性，且低毒性。Ｍａ等［２］研究报道，早期 ＡＤ的海马
及皮质区域突触数量显着减少，其中突触前标志物

突触蛋白 Ｉ（ＳｙｎａｐｓｉｎＩ）和突触后标志物（ｐｏｓｔｓｙｎａｐ
ｔｉｃｄｅｎｓｉｔｉｅｓ９５，ＰＳＤ９５）的表达明显下降。课题组
前期研究发现，白桦脂醇能够抑制 Ａβ２５３５诱导
产生的 ＰＣ１２细胞凋亡［３］，白桦脂醇能够改善慢性

应激抑郁模型大鼠的抑郁行为，且对其海马神经元

具有一定保护作用［４］。白桦脂醇是否可以通过影

响突触功能而发挥对痴呆小鼠的神经保护作用，本

研究采用白桦脂醇干预 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因痴呆模
型小鼠，通过观察学习记忆能力、记录海马神经元

的生物电、ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡、检测 ＰＳＤ９５
和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ水平，探讨白桦脂醇对 ＡＤ小鼠的学
习记忆功能的干预作用。

１　材料
１．１　实验动物

雄性 １２月龄 ＳＰＦ级 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因 ＡＤ模
型 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ３６只，１２月龄具有相同遗传背
景的雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ健康小鼠 １２只，均由东北农
业大学实验动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（黑）
２００９０１０７０。
１．２　主要仪器与试剂

白桦脂醇（大兴安岭林格贝寒带生物产业公

司）；免疫荧光试剂盒（美国 Ｆｏｃｕｓ公司）；兔抗鼠
多克隆抗体（美国 Ａｂｂｋｉｎｅ公司）；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ、
ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）。
２　方法
２．１　实验分组

实验共分为 ４组，每组 １２只。ＡＰＰ／ＰＳ１双转基
因 ＡＤ小鼠随机分为模型组、药物高剂量组和低剂量
组，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ健康小鼠为对照组。药物高剂量组和
低剂量组分别给予５０ｍｇ／（ｋｇ·Ｌ）和２５ｍｇ／（ｋｇ·Ｌ）药
物灌胃，对模型组行蒸馏水灌胃。各组小鼠连续 ３
个月每天均药物或蒸馏水灌胃 １次。
２．２　采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验小鼠学习与记忆行
为测试

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫用直径为 １２０ｃｍ的圆形水池，内
部装有小的白色塑料颗粒。将直径为 １１厘米的透
明平台放置在目标象限中固定位置的水面下方１ｃｍ
处。训练时候，每天进行 ４次实验，连续 ６ｄ。在第

７天进行了 １次试探实验。在试探实验期间，允许
小鼠自由探索１ｍｉｎ，后将平台从池的目标象限中移
出。自动跟踪系统监视这些数据以进行分析。

２．３　电生理检测
药物实验结束时随机取每组一半的实验动物

（６只）进行电生理实验。
２．３．１　诱发电位检测　麻醉下断头，取脑置于
４℃的人工脑脊液中，小心剥出双侧海马，垂直于
海马长轴切成 ４００μｍ厚度的薄片。刺激器输出
方波信号（电流强度 ０．１～０．４ｍＡ、波宽 １００μｍ）
作用 于 孵 育 后 的 脑 片。双 极 电 极 进 行 ＣＡ３区
Ｓｃｈａｆｆｅｒ侧支刺激，记录电极为自制玻璃微电极，内
充 ４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，电极电阻 ４～１５ＭΩ，经微电极放
大器放大后的电信号于示波器（ＫｏｈｄｅｎＶＣ１０）上
监测，记录 ＣＡ１区椎体细胞诱发群峰电位（ｐｏｐｕｌａ
ｔｉｏｎｓｐｉｋｅ，ＰＳ）。
２．３．２　高频刺激诱导长时程增强　高频刺激
（ｈｉｇｈｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ＨＦＳ）是指波宽为１００μｓ、
强度为１５０μＡ的直流电流每 １０ｓ作用 １次，至最
佳 ｆＥＰＳＰ出现，固定电极。记录基础波，３０ｍｉｎ后给
予 ２００Ｈｚ，波宽为１００μｓ，包括３串（每串２０个脉
冲），间隔 ３０ｓ的高频刺激，诱发出长时程增强
（ｌｏｎｇｔｉｍｅｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ），并记录 １ｈ。每个时
间点的突触传递水平以与基础突触传递水平比较

的相对值（％）表示，相对值 ＝（实测值 －相对
值）／相对值 ×１００％。
２．４　ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡

每组剩余小鼠（６只）在麻醉后下快速取出全
脑，冰盘上分离左侧海马，多聚甲醛固定 ２４ｈ，梯
度乙醇脱水、浸蜡、包埋、切片，严格按 ＴＵＮＥＬ凋亡
试剂盒说明书进行染色，洗涤后封片，显微镜观察

凋亡细胞，每张切片随机观察 ５个非重叠视野。
２．５　采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测 ＰＳＤ９５和 Ｓｙｎａｐ
ｓｉｎＩ水平

冰浴分离出步骤 ２．４右侧海马，制作组织匀
浆，提取总 ＲＮＡ，ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒进行反
转录。

所需引物序列：ＰＳＤ９５正向：５＇ＣＣＡＣＡＡＧＡＧＴＧＣ
ＣＡＴＡＣＧＡ３＇，反向：５＇ＧＧＡＡＣＡＣＡＣＴＣＣＴＴＧＧＧＡＡＡＧＴ
３＇；ＳｙｎａｐｓｉｎＩ正向：５＇ＧＡＧＣＡＴＧＣＴＴＣＡＣＧＡＴＴＡＧＧ３＇，反
向：５＇ＣＡＴＡＣＣＣＣＴＡＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴ３＇。以 ＧＡＰＤＨ为内
参，正向：５＇ＣＣＧＣＴＡＣＡＴＣＣＧＣＡＴＡＣＡＡＣ３＇，反向：５＇
ＧＡＣＣＣＣＣＣＧＡＡＡＧＧＴ３＇。

反应体系为：２×ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）：１０μＬ；上、下游引物（各 １０μｍｏｌ／Ｌ），各
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１μＬ；ｃＤＮＡ模板１μＬ；加入灭菌蒸馏水使总反应体
积至２０μＬ。

标准对照物为 ＧＡＰＤＨ，引物序列为正向：５＇
ＣＧＧＴＧＧＡＧＡＡＣＧＡＡＴＧＧＴＣＡ３＇，反向：５＇ＡＴＣＣＴＧＴ
ＧＧＧＡＴＡＣＣＡＧＣＡＴＡＡ３＇。

扩增程序：９５℃，５ｍｉｎ，１个循环；（９５℃，１５ｓ；
６０℃，２０ｓ；７２℃，４０ｓ）×４０个循环。

按照 ２－△△Ｃｔ相对定量计算公式计算各样品的
目的基因相对定量结果，分析目的基因 ｍＲＮＡ转录
水平差异。

２．６　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＰＳＤ９５和 Ｓｙｎａｐ
ｓｉｎＩ蛋白水平

取 ２．５步骤中右侧海马制作匀浆，提取总蛋
白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后，ＳＤＳＰＡＧＥ分离等量
蛋白，冰上行转膜反应，添加 ＢＳＡ封闭，清洗后添
加抗 ＰＳＤ９５、ＳｙｎａｐｓｉｎＩ和 βａｃｔｉｎ的抗体（１∶５００），

４℃过夜孵育，添加二抗（１∶５０００），室温下孵育
２ｈ，ＥＣＬ发光显影后置于凝胶成像仪中，采用 Ｉｍ
ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件对蛋白表达进行定量分析。
２．７　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１６．０对所有数据进行处理。所有实
验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。数据分析前经
正态性分布检验和方差齐性检验。多组间资料的比

较采用单因素方差分析，组间比较采用 ｑ检验（Ｎｅｗ
ｍａｎＫｅｕｌｓ法）。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
３　结果
３．１　各组小鼠空间探索测试结果

与对照组比较，模型组在定位航行实验中的逃

避潜伏期（ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，ＥＬ）延长，除第 １天外差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，药
物低、高剂量组 ＥＬ均减少（Ｐ＜０．０１）；药物高剂
量组较低剂量组 ＥＬ亦缩短（Ｐ＜０．０５）。见表 １。

表１　小鼠在水迷宫中寻找隐蔽平台的逃避潜伏期　［ｓ；（ｘ±ｓ）］

组别 第１天 第２天 第３天 第４天 第５天
对照组 ７２．６４±２．０３ ３６．７３±３．９３ ２６．７４±１．９３ １９．５４±２．９６ １４．７６±２．７４
模型组 ８２．０３±５．８４ ５９．６３±４．０７ａ ４８．８９±３．６１ａ ４０．３７±２．７３ａ ３６．８３±２．９４ａ

低剂量组 ７８．４２±４．５７ ４７．２６±３．１８ｂ ３５．８２±２．５４ｂ ２８．１６±２．４４ｂ ２３．４９±２．５０ｂ

高剂量组 ７７．７３±３．８１ ４４．５３±２．８３ｂ ３１．８３±２．５０ｂｃ ２４．１１±３．１４ｂｃ １８．９４±２．９３ｂｃ

注：ａ为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ为与模型组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ为与低剂量组比较，Ｐ＜０．０５

　　与对照组小鼠在目标象限内游泳的距离占总
距离的百分比（５１．５４±７．５３）％比较，模型组
（３１．７６±６．１４）％增大（Ｐ＜０．０１）；与模型组小
鼠比 较，药 物 高、低 剂 量 组 增 大 ［（４７．８５±
５．０３）％、（４１．７７±４．３２）％，Ｐ＜０．０１］；且高剂
量组较低剂量组增多（Ｐ＜０．０５）。

３．２　各组小鼠海马神经元电活动水平
不同组别小鼠 ＨＦＳ均能诱导海马神经元突触传

递明显增强，呈现 ＬＴＰ样电位变化，对 ＬＴＰ幅值增加
的相对值进行比较：与对照组 ＬＴＰ幅值比较，模型组
下降（Ｐ＜０．０１）；与模型组 ＬＴＰ幅值比较，药物高、
低剂量组均增加（均 Ｐ＜０．０１），且高剂量组较低剂
量组增加（Ｐ＜０．０５）。见图１。
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图 １　各组小鼠 ＨＦＳ前后 ＰＳ波幅

３．３　各组小鼠海马神经细胞细胞凋亡率
与对照组小鼠海马神经细胞凋亡率（８．２５±

１．８４）％比较，模型组增加［（３７．１４±３．７４）％，
Ｐ＜０．０１）］；与模型组小鼠比较，药物高、低剂量组

下降［（１６．２５±２．７４）％、（２２．２６±１．７４）％，均
Ｐ＜０．０１）］，且高剂量组较低剂量组下降 （Ｐ＜
０．０５）。见图 ２。
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Ａ：免疫荧光显微镜所示；Ｂ：神经元凋亡百分比；ａ为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ为与模型组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ

为与低剂量组比较，Ｐ＜０．０５

图 ２　各组小鼠海马 ＴＵＮＥＬ神经元百分率

３．４　各组小鼠海马神经细胞 ＰＳＤ９５和 Ｓｙｎａｐｓｉｎ
ＩｍＲＮＡ水平

与对照组小鼠 ＰＳＤ９５和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩｍＲＮＡ相对
表达水平（１．３３±０．０７、１．７３±０．１１）比较，模型组
均降低［（０．２６±０．０１、０．７５±０．１０），（均 Ｐ＜
０．０１）］；与模型组比较，药物高、低剂量组均升高
［（０．４２±０．０４、１．２３±０．１８），（０．７４±０．１０、１．４９±
０．２１），（均 Ｐ＜０．０１）］；与药物低剂量组比较，且高
剂量组较低剂量组升高（均 Ｐ＜０．０５）。见图３。
３．５　各组小鼠海马神经细胞 ＰＳＤ９５和 Ｓｙｎａｐｓｉｎ
Ｉ蛋白水平

与对照组小鼠 ＰＳＤ９５和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ蛋白相对
表达水平（０．８４±０．０６、１．１３±０．０９）比较，模型
组均降低［（０．３４±０．０２、０．６３±０．０７），（均 Ｐ＜
０．０１）］；与模型组比较，药物高、低剂量组均升高
［（０．５７±０．０７、０．７９±０．１２），（０．７１±０．０８、

０．９３±０．１１），（均 Ｐ＜０．０１）］；与药物低剂量组
比较，且高剂量组较低剂量组升高（均 Ｐ＜０．０５）。
见图 ４。
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Ａ：电永图；Ｂ：蛋白相对表达水平；ａ为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ为与模型组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ为与低剂量组
比较，Ｐ＜０．０５

图 ４　各组小鼠海马神经元 ＰＳＤ９５和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ蛋白水平

４　讨论
神经突触减少是 ＡＤ重要的标志性病理变化，

易受累区域突触丢失与 ＡＤ病人的认知损害水平
密切相关，海马在学习和记忆中扮演重要角色［６８］，

海马中突触的早期丢失与轻度认知损害相关［５］。

本研究发现，白桦脂醇可以通过降低氧化应激对海

马神经元的损害，保护实验动物的认知功能。电生

理实验中，高频刺激可引起各组小鼠海马的 ＬＴＰ，
但就程度幅值上，对照组高于 ＡＤ模型组的值，经
过白桦脂醇干预治疗后，白桦脂醇各组 ＬＴＰ幅值较
ＡＤ模型组显著升高，提示白桦脂醇对神经细胞的
损伤有一定程度的保护作用。
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Ｌｅｕｇｅｒｉｎｇ等［９］和 Ｋａｎｅｄａ等［１０］提出突触重塑是学

习和记忆的基础。在本研究中，模型组 ＡＰＰ／ＰＳ１双
转基因痴呆模型小鼠海马神经元 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ表达下
调，但给予白桦脂醇治疗后可以上调 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ表
达。Ｚｈｕ等［１１］和 Ｍｉｒｚａ等［１２］报道，ＳｙｎａｐｓｉｎＩ以磷酸
化激活途径调节递质的释放，主要功能是调节突触

前氨基酸递质的释放，其含量的减少标志着突触发

生了功能可塑性损伤，结合突触结构参数的变化，使

神经信息的传递、编辑及存储等出现损害，从而引起

认知功能的异常，白桦脂醇可能通过上调 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ
而发挥保护突触的作用，进而改善认知功能。

突触后致密物位于突触后膜下方，特别容易被

外界因素影响，而突触后致密物的形态变化直接影

响突触的功能活动［１３］。ＰＳＤ９５是突触后致密物内
含的一种关键的因子，其与突触增强、认知及神经

重塑直接相关［１４］。在本研究中，模型组 ＡＰＰ／ＰＳ１
双转基因痴呆模型小鼠海马神经元 ＰＳＤ９５表达下
调，但给予白桦脂醇治疗后可以上调 ＰＳＤ９５表
达，突触的丢失是认知功能缺陷的核心事件，ＰＳＤ
９５是信息传递和记忆形成的主要场所，其主要功
能是维持突触的功能和形态［１５］，ＰＳＤ９５减少会引
起海马的学习记忆能力降低［１６］，白桦脂醇治疗可

以上调 ＰＳＤ９５表达，在客观上说明其神经突触保
护作用。

本实验中选取的 ＰＳＤ９５和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ是在突
触可塑性中发挥重要生理作用的突触相关蛋白进

行研究。在本研究中，ＡＤ小鼠模型海马区 ＰＳＤ９５
和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ表达下降，但经白桦脂醇干预后却表
达上升，说明二者或为白桦脂醇发挥保护神经元的

靶点。本研究从行为学、电生理学以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔｔｉｎｇ实验多方面证实了白桦脂醇通过增加海马
ＰＳＤ９５和 ＳｙｎａｐｓｉｎＩ的表达，起到对 ＡＰＰ／ＰＳ１双转
基因痴呆模型小鼠的学习记忆能力的改善作用，增

强海马 ＬＴＰ。推测可能是白桦脂醇降低 Ａβ或 ｔａｕ
蛋白的神经毒性而保护神经细胞，引起通道和受体

的功能性改变，进而引起细胞内信号转导通路和基

因转录、蛋白表达等过程的改变，最终影响 ＬＴＰ与
学习和记忆功能，但其中的具体机制还有待我们更

深入的研究。
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