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【摘要】 目的 观察远志总皂苷对阿尔茨海默病模型大鼠海马 CA1 区脑源性神经营养因子

（BDNF）及其特异性受体酪氨酸蛋白激酶 B（TrkB）表达的影响，探讨远志总皂苷对阿尔茨海默病的干预

作用机制。方法 雄性 Wistar 大鼠被随机分为生理盐水组（正常对照组）、阿尔茨海默病模型组（模型

组），以及远志总皂苷低剂量（12.50 mg/ml）和高剂量（37.50 mg/ml）组；采用 D⁃半乳糖致衰老联合鹅膏覃

氨酸损毁基底前脑 Meynert 核法建立阿尔茨海默病大鼠模型，免疫组织化学染色检测大鼠海马 CA1 区

BDNF 及其受体 TrkB 表达水平。结果 BDNF 和 TrkB 阳性物质呈棕黄色，主要表达于海马 CA1 区神经

元胞膜。模型组大鼠海马 CA1 区 BDNF 及其受体 TrkB 表达水平为 0.30 ± 0.02 和 0.21 ± 0.07，低于正常对

照组的 0.47 ± 0.02 和 0.46 ± 0.05（均 P = 0.000）；与模型组相比，远志总皂苷低剂量组（0.35 ± 0.05，0.32 ±
0.07）和高剂量组（0.43 ± 0.05，0.37 ± 0.03）大鼠海马 CA1 区 BDNF 及其受体 TrkB 表达水平均显著升高（均

P = 0.000），但以高剂量组升高更为显著（均 P = 0.000）。结论 远志总皂苷可以显著升高阿尔茨海默病

模型大鼠海马 CA1 区 BDNF 及其受体 TrkB 表达水平，且具有剂量依赖性，这可能是其改善认知功能的机

制之一。
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酸激酶类； 疾病模型，动物
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of tenuigenin (TEN) on expression of brain⁃derived
neurotrophic factor (BDNF)，and its receptor tyrosine protein kinase B (TrkB) in the hippocampal CA1
region of Alzheimer's disease (AD) model rats. Methods Sixty male Wistar rats were divided randomly
into 4 groups: the control group, the model group, 12.50 mg/ml TEN group and 37.50 mg/ml TEN group.
AD model rats were made by injecting ibotenic acid into Meynert basal nuclei of aging rats induced by D ⁃
galactose. The expressions of BDNF and its receptor TrkB in the hippocampal CA1 region were measured
by immunohistochemistry method. Results The positive expressions of BDNF and TrkB were pale brown
and mainly in neuronal cell membrane of the hippocampal CA1 region measured by immunohistochemistry
method. The average absorbance values of BDNF and its receptor TrkB in the control group were 0.47 ±
0.02 and 0.46 ± 0.05, while in the model group were 0.30 ± 0.02 and 0.21 ± 0.07 which were significantly
lower than that of the control group (P = 0.000, for all). The average absorbance values of BDNF and its
receptor TrkB in 12.50 mg/ml TEN group were 0.35 ± 0.05 and 0.32 ± 0.07, which were significantly higher
than that of the model group (P = 0.000, for all) and 37.50 mg/ml TEN group were 0.43 ± 0.05 and 0.37 ±
0.03, which were significantly higher than that of the model group (P = 0.000, for all). The average
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阿尔茨海默病为一种神经变性疾病，主要表现

为认知功能进行性减退。随着世界人口老龄化的

进程，其患病率不断增加，最新报道，截至 2050 年，

全世界生活不能自理的老年人口将增至 2.77 亿，其

中 50%为阿尔茨海默病患者［1］。然而，目前尚无特

效药物可以逆转或阻止其病情进展。突触功能障

碍是阿尔茨海默病主要病理生理学特征之一，而脑

源性神经营养因子（BDNF）在突触可塑性中发挥重

要作用，阿尔茨海默病患者海马 BDNF mRNA 表达

水平明显降低［2］。长时程增强（LTP）是反映突触功

能可塑性的理想指标，BDNF 能与其特异性受体酪

氨酸蛋白激酶 B（TrkB）结合，促进长时程增强［3］。

目前，基于 BDNF 对突触功能修复以治疗神经变性

疾病的方法引起了研究者们的极大兴趣［4］。远志是

一种常用的益智中药，我们的前期研究发现其主要

成分为远志总皂苷（TEN），具有保护胆碱能系统、促

进长时程增强、提高阿尔茨海默病模型大鼠学习记

忆能力之功效［5⁃7］。在本研究中，我们进一步观察远

志总皂苷对阿尔茨海默病模型大鼠海马 CA1 区

BDNF 及其受体 TrkB 表达水平的影响，旨在深入探

讨其预防和治疗阿尔茨海默病的可能机制。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 清洁级健康雄性 Wistar 大鼠共计

60 只，体重（250 ± 20）g，由山西医科大学实验动物

中心提供，大鼠自由摄食、饮水，昼夜节律光照。

2. 试剂与仪器 （1）试剂与药品：远志总皂苷

（生药含量：1 g/25 g）由山西大学中医药现代研究中

心提供，4 ℃避光保存，以生理盐水配制成 12.50 和

37.50 mg/ml 的溶液备用。D⁃半乳糖（D⁃Gal）为上海

恒信化学试剂有限公司产品，以生理盐水配制成

0.96% 的溶液备用。鹅膏覃氨酸（IBO）购自美国

Sigma 公司。免疫试剂中Ⅰ抗工作液［含兔抗大鼠

BDNF 和兔抗大鼠 TrkB 单克隆抗体，工作浓度均为

1∶100］，通用型 SA1022 免疫组织化学检测试剂盒

［含生物素标记的山羊抗兔 IgGⅡ抗（1∶100）和链霉

亲和素⁃生物素⁃过氧化物酶复合物（1∶100）］，以及

二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司。（2）实验仪器：MP8003 型脑立体

定位仪由深圳市瑞沃德生命科技有限公司提供。

二、实验方法

1. 阿尔茨海默病大鼠模型制备 （1）动物分组：

本组 60 只大鼠通过编号、选取随机数字、排序以实

现随机化分组。分为生理盐水组（正常对照组）、阿

尔茨海默病模型组（模型组）、远志总皂苷低剂量

（12.50 mg/ml）治疗组（低剂量组）和远志总皂苷高剂

量（37.50 mg/ml）治疗组（高剂量组），每组各 15 只大

鼠。（2）模型制备：模型组和远志总皂苷高、低剂量

组大鼠均经腹腔注射质量分数为 0.96%的 D⁃半乳糖

溶液（0.50 ml/100 g），共连续注射 6 周；远志总皂苷

高、低剂量组大鼠同时每日以不同浓度远志总皂苷

（1 ml/100 g）灌胃；正常对照组大鼠经腹腔注射和灌

胃以等量生理盐水。模型制备第 43 天，模型组和远

志总皂苷高、低剂量组大鼠以质量分数为 7%的水

合氯醛溶液（0.30 ml/100 g）腹腔注射麻醉、固定于

脑立体定位仪，行颅顶皮肤正中切口并显露至颅

骨，于前囟后 1.40 mm、中线旁 2.30 mm 处，两侧各钻

一小孔，于脑立体定位仪上固定微量加样器，并以

此定位点向下垂直进针 7 mm，注射鹅膏覃氨酸溶液

（2 g/L），每侧各 1 μl，行基底前脑 Meynert 核损毁并

留针约 5 min，正常对照组大鼠采用同样方法注射等

量生理盐水，然后缓慢拔针、逐层缝合。模型制备

后常规饲养，远志总皂苷高、低剂量组大鼠继续以

远志总皂苷灌胃 2 周，正常对照组大鼠以等量生理

盐水灌胃。（3）结果判断：采用 Morris 水迷宫实验之

定位航行实验，评价大鼠空间学习记忆能力，评价

指标为大鼠发现圆形安全平台所需时间即逃避潜

伏期（EL）［4］。

2. 免疫组织化学染色检测大鼠海马 CA1 区

absorbance values of BDNF and its receptor TrkB in 37.50 mg/ml TEN group increased significantly than
that in 12.50 mg/ml TEN group (P = 0.000). Conclusions TEN can dose⁃dependently increase BDNF and
its receptor TrkB expression in the hippocampal CA1 region of Alzheimer's disease model rats, which may
partly explain the beneficial effects of TEN on cognitive function.

【Key words】 Polygala tenuifolia; Saponins; Alzheimer disease; Hippocampus; Brain ⁃ derived
neurotrophic factor; Receptor protein⁃tyrosine kinases; Disease models, animal
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BDNF 及 TrkB 表达变化 （1）脑组织切片制备：以

7%水合氯醛溶液（0.30 ml/100 g）腹腔注射麻醉大鼠

后开胸、开腹，充分显露心脏和肝脏，经左心室插

管、剪开右心耳。以 250 ml 生理盐水快速灌注心脏

至肝脏变白，右心室流出澄清液体后以 40 g/L 多聚

甲醛溶液灌注固定至大鼠肢体僵硬，断头取脑，置

4 ℃、40 g/L 多聚甲醛溶液固定 4 ~ 6 h，脱水、透明、

石蜡包埋，海马组织连续冠状位切片，层厚 4 μm。

（2）免疫组织化学染色（SABC 法）：脑组织切片常规

脱蜡；以体积分数为 3%过氧化氢溶液灭活内源性

酶、蒸馏水连续冲洗 3 次；高温、高压修复 2 min，磷
酸盐缓冲液冲洗 3 min（× 3 次）；以体积分数为 5%牛

血清白蛋白（BSA）封闭、37 ℃恒温箱反应 30 min；滴
加 兔 抗 大 鼠 BDNF（1∶100）和 兔 抗 大 鼠 TrkB（1∶
100）单克隆Ⅰ抗，4 ℃过夜；次日复温 30 min，磷酸

盐缓冲液冲洗 3 min（× 3 次）；滴加生物素标记的山

羊抗兔 IgGⅡ抗，37 ℃恒温箱反应 20 min，磷酸盐缓

冲液冲洗 5 min（× 3 次）；滴加链霉亲和素⁃生物素⁃过
氧化物酶复合物（SABC），37 ℃恒温箱反应 20 min，
磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（× 3 次）。DAB 显色、蒸馏

水终止显色反应、苏木素复染，脱水，透明，封片。

阴性对照以质量分数为 10%的磷酸盐缓冲液替代

Ⅰ抗行免疫组织化学染色，其余步骤如前，光学显

微镜下观察海马神经元形态。（3）结果判断：BDNF
和 TrkB 阳性物质着色呈棕黄色，主要表达于海马

CA1 区神经元胞膜，每张切片随机观察海马 CA1 区

5 个视野，采用 BI⁃2000 医学图像分析系统检测单一

视野中 BDNF 和 TrkB 光密度（OD）值，取平均值。

三、统计分析方法

采用 SPSS 18.0 统计软件进行数据处理与分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，经正态

性检验和方差齐性检验，满足条件者采用单因素方

差分析，两两比较行 SNK⁃q检验。以 P ≤ 0.05 为差

异具有统计学意义。

结 果

光学显微镜观察显示，不同处理组大鼠海马

CA1 区 BDNF 和 TrkB 阳性物质主要表达于神经元胞

膜（图 1，2）。正常对照组大鼠海马 CA1 区阳性神经

元排列规则、密集，染色较深；模型组大鼠阳性神经

元排列欠规则、分布稀疏，染色较淡，其海马 CA1 区

BDNF 和 TrkB 表达水平低于正常对照组（均 P =

0.000）；远志总皂苷高、低剂量组大鼠阳性神经元排

列较模型组规则，染色较深，其海马 CA1 区 BDNF 和

TrkB 表达水平高于模型组（均 P = 0.000），而且高剂

量组大鼠两物质表达水平均高于低剂量组（均 P =
0.000；表 1，2）。

讨 论

胆碱能系统损害和突触可塑性降低在阿尔茨

海默病的发病中至关重要。动物实验结果显示，

BDNF 可以通过基底前脑胆碱能系统调节阿尔茨海

默病大鼠学习记忆能力，并通过调节突触传递易化

长时程增强而改善突触可塑性［8］。

BDNF 是由德国神经生物学家 Barde 等［9］首次

从猪脑组织中提取的神经营养因子，主要分布于中

枢神经系统突触密集的海马、丘脑、大脑皮质等区

域。BDNF 通过与受体相结合发挥其生物学功能，

其高亲和力受体 Trk 可以分为 TrkA、TrkB 和 TrkC 共

3 种，其中 TrkB 是 BDNF 之特异性受体。据文献报

道，BDNF 与 TrkB 结合，在突触功能可塑性中发挥重

要作用［10］。动物实验结果显示，敲除 BDNF基因的

小鼠，其海马 CA1 区长时程增强减弱，而补充外源

性 BDNF 可诱导长时程增强，脑组织切片中加入抗

TrkB 抗体后其长时程增强现象即被抑制，表明无论

是外源性或内源性 BDNF 均可提高长时程记忆力，

TrkB 亦在长时程增强的形成中发挥一定作用［2］。

BDNF 通过突触前和突触后两种机制参与记忆功能

的长时程增强。在突触前，BDNF 通过促进突触囊

泡磷酸化而增加谷氨酸释放［11］，具体机制尚不十分

清楚，最近有学者通过体外分离培养大鼠原代皮质

神经元的方法，首次提出酪氨酸激酶 Src 通过促进

TrkB 充分活化而增加 BDNF 与 TrkB 的结合，促进磷

脂酶 C ⁃γ1（PLC ⁃γ1）磷酸化，诱导谷氨酸释放，在

BDNF/TrkB/PLC⁃γ1 信号转导通路中发挥正反馈作

用［12］。在突触后，BDNF 与 TrkB 结合，激活 TrkB，使

N ⁃甲基 ⁃D ⁃天冬氨酸（NMDA）受体亚单位 NR1 和

NR2B 磷酸化，从而增加钙离子内流，进而促进长时

程增强［13］，同时还可以通过增强钙/钙调蛋白依赖性

蛋白激酶Ⅱ（CaMKⅡ）磷酸化致α⁃氨基⁃3⁃羟基⁃5⁃甲
基 ⁃4 ⁃异 唑丙酸（AMPA）受体亚基谷氨酸受体 1
（GluR1）磷酸化而直接参与长时程增强［14］。对于

BDNF 与 TrkB 结合后的细胞内信号转导途径，目前

大多数研究支持 Ras⁃MAPK 级联激活介导其在长时
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程增强中发挥作用。

有研究显示，BDNF 及其受体 TrkB 退行性变更

显著，尤其在阿尔茨海默病等认知功能障碍性疾病

中二者 mRNA 表达水平明显下降［15］。提示升高海

马 BDNF 及其受体 TrkB 表达对突触可塑性降低性

疾病，尤其是阿尔茨海默病不失为一种较理想的治

疗方法。远志是著名的益智中药，始载于《神农本

草经》，至今已有 2000 余年的临床实践，近年来，国

内一些研究小组已就远志的抗衰老、益智作用及其

可能机制展开了探索性研究。我们研究小组的前

期动物实验结果表明，远志的主要成分远志总皂苷

不但可以升高海马 nAChRa7 亚基、nAChRα4 亚基表

达水平而改善胆碱能系统功能；而且可以升高突触

后致密物 95（PSD95）、NMDA 受体 NR2A 表达，以及

促进海马 CA1 区长时程增强而改善突触可塑性，从

而提高阿尔茨海默病模型大鼠学习记忆能力［5 ⁃7］。

本研究采用 D⁃半乳糖亚急性致衰老联合鹅膏覃氨

酸损毁双侧基底前脑 Meynert 核制备大鼠模型，结

果显示，模型组大鼠 BDNF 及其受体 TrkB 表达水平

显著低于正常对照组，此与之前的实验结果相一

致。远志总皂苷高、低剂量组大鼠 BDNF 及其受体

TrkB 表达水平显著高于模型组，远志总皂苷存在剂

量依赖性，可据此升高 BDNF 及其受体 TrkB 表达水

平。表明远志总皂苷可以通过上调 BDNF 及其受体

图 1 不同处理组大鼠海马 CA1 区 BDNF 表达变化 免疫组织化学染色（SABC 法） × 400 1a 正常对照组大鼠海马 CA1 区阳
性神经元排列规则、密集，染色较深 1b 模型组大鼠海马 CA1 区阳性神经元排列欠规则、分布稀疏，空泡变性，神经元缺失，染色
略浅 1c 远志总皂苷低剂量组大鼠海马 CA1 区阳性神经元排列较模型组规则，染色较深 1d 远志总皂苷高剂量组大鼠海马
CA1 区阳性神经元排列较模型组规则，染色较深

Figure 1 BDNF positive ⁃ stained neurons in the hippocampal CA1 region of different groups. Immunohistochemical staining
(SABC) × 400 Positive ⁃ stained neurons in control group showed dense and regular arrangment and deep staining (Panel 1a).
Positive neurons in model group showed sprase and irregular arrangement, neuronal loss and vacuolar degeneration with shallow
staining (Panel 1b). Positive neurons with 12.50 mg/ml TEN group were more regular than that in model group with deep staining
(Panel 1c). Positive neurons in 37.50 mg/ml TEN group were more regular than that in model group with deep staining (Panel 1d).
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图 2 不同处理组大鼠海马 CA1 区 TrkB 表达变化 免疫组织化学染色（SABC 法） × 400 2a 正常对照组大鼠海马 CA1 区阳性
神经元排列规则、密集，染色较深 2b 模型组大鼠海马 CA1 区阳性神经元排列欠规则且分布稀疏，空泡变性，染色略浅 2c 远
志总皂苷低剂量组大鼠海马 CA1 区阳性神经元排列较模型组规则，染色较深 2d 远志总皂苷高剂量组大鼠海马 CA1 区阳性神

经元排列较模型组规则，染色较深

Figure 2 Changes of TrkB positive ⁃ stained neurons in the hippocampal CA1 region of different groups. Immunohistochemical
staining (SABC) × 400 Positive⁃stained neurons in control group showed dense and regular arrangment and deep staining (Panel 2a).
Positive neurons in model group showed sprase and irregular arrangement, neuronal loss and vacuolar degeneration with shallow
staining (Panel 2b). Positive neurons with 12.50 mg/ml TEN group were more regular than that in model group with deep staining
(Panel 2c). Positive neurons in 37.50 mg/ml TEN group were more regular than that in model group deep staining (Panel 2d).

表 1 不同处理组大鼠海马 CA1 区 BDNF 和 TrkB 表达水平的
比较（x ± s，OD 值）

Table 1. Comparison of expression levels of BDNF and TrkB inhippocampal CA1 region of model rats among differntgroups (x ± s, OD value)
Group
Control (1)
Model (2)
TEN 12.50 mg/ml (3)
TEN 37.50 mg/ml (4)
F value
P value

N
15
15
15
15

BDNF
0.47 ± 0.02
0.30 ± 0.02
0.35 ± 0.05
0.43 ± 0.05

59.943
0.000

TrkB
0.46 ± 0.05
0.21 ± 0.07
0.32 ± 0.07
0.37 ± 0.03

47.612
0.000

TEN，tenuigenin，远志总皂苷；BDNF，brain⁃derived neurotrophic factor，脑源
性神经营养因子；TrkB，tyrosine protein kinase B，酪氨酸蛋白激酶 B

表 2 不同处理组大鼠 CA1 区 BDNF 和 TrkB 表
达水平的两两比较

Table 2. Paired comparison of BDNF andTrkB expression levels in hippocampal CA1region among different groups
Paired comparison

(1)∶(2)
(2)∶(3)
(2)∶(4)
(3)∶(4)

P value
BDNF
0.000
0.000
0.000
0.000

TrkB
0.000
0.000
0.000
0.000

BDNF，brain⁃derived neurotrophic factor，脑源性神经
营养因子；TrkB，tyrosine protein kinase B，酪氨酸蛋
白激酶 B
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为进一步推动我国神经内科事业的发展、促进我国神经内科专业医护人员临床技能的提高，中国医师协会、中国医师协会

神经内科医师分会拟定于 2014 年 6 月 19-22 日在重庆市国际会展中心召开“中国医师协会第七届中国神经内科医师大会”。

“中国医师协会第七届神经内科医师大会”是中国医师协会的年度学术盛会，遵循“贴近临床、行业培训、维权管理”的理

念，继续开展临床专科医师培训班并颁发由中国医师协会认证的培训证书。本次会议还将成立中国医师协会神经内科医师分

会青年委员会和中国医师协会神经内科医师分会各亚专业委员会。

会议期间将设立多个分会场，对当前神经内科医师临床诊断与治疗、专业技能、医师维权等关键问题进行深入交流和探

讨。内容包括：（1）神经内科技术培训。神经介入培训、神经影像培训、脑电图培训、神经电生理培训、神经超声培训、神经重症

监护培训、神经内科专科护理培训等。（2）学术报告。邀请国内外著名专家讲授神经病学临床研究最新进展。（3）疑难病例讨论

与医患互动。神经内科疑难病例讨论及神经内科患者教育、生活指导等医患互动活动。（4）热点讨论。邀请部分国家卫计委、

中国医师协会及重庆市卫计委领导、法律专家、新闻媒体代表等围绕医学伦理学、医师法律维权、医改现状和意见等当前热点

问题进行现场讨论。欢迎全国各医疗卫生机构、科研机构、高等院校从事神经内科临床、管理、科研的医护、技术及科研人员踊

跃参加。与会者将授予国家级继续医学教育Ⅰ类学分 6 分。

联系人：张玉清（15123231810，Email：yqzhang216@163.com）、周新雨（15823996993，Email：511640340@qq.com）。详情请

登录中国医师协会神经内科医师分会网站 http://sjnk.cmda.org.cn/。

中国医师协会第七届神经内科医师大会通知
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TrkB 表达水平，而改善阿尔茨海默病模型大鼠的学

习记忆能力。远志总皂苷上调 BDNF 及其受体 TrkB
表达，以及二者结合后在突触可塑性中易化长时程

增强的具体作用位点和相关的信号转导通路尚待

进一步研究。
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