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摘 要 目的：研究二苯乙烯苷（TSG）对APP/PS1/Tau三转基因痴呆（3×Tg-AD）小鼠c-Jun氨基末端激酶（JNK）、钙调神经磷酸酶

（PP2B）的调控作用，探索该药抗阿尔茨海默病（AD）的可能机制。方法：将45只雄性3×Tg-AD小鼠随机分为模型组、阳性对照组

（石杉碱甲，0.15 mg/kg）和 TSG 低、中、高剂量组（0.033、0.1、0.3 g/kg），每组 9只；另取 9只正常雄性 C57BL/6J 小鼠作为正常对照

组。各给药组小鼠灌胃相应药物，每天给药1次，连续给药 60 d；正常对照组和模型组小鼠灌胃等量生理盐水。给药结束后，通过

Morris水迷宫实验测定各组小鼠的空间学习记忆能力，采用尼氏染色法观察小鼠大脑皮层和海马部位尼氏小体变化情况，并分别

采用实时荧光定量-聚合酶链式反应法和Western blotting法检测小鼠脑组织中 JNK、PP2B的mRNA及蛋白表达情况。结果：与正

常对照组比较，模型组小鼠逃避潜伏期显著延长（P＜0.01），原平台象限停留时间显著缩短（P＜0.01），穿越平台次数显著减少

（P＜0.01）；脑皮层和海马部位尼氏小体数量显著减少、着色浅；脑组织中 JNK mRNA及其蛋白的相对表达量显著升高（P＜0.01），

PP2B mRNA及其蛋白的相对表达量显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，阳性对照组和TSG各剂量组小鼠逃避潜伏期显著缩短

（P＜0.01），原平台象限停留时间显著延长（P＜0.01）；穿越平台次数显著增加（P＜0.01）；脑皮质和海马部位尼氏小体数量显著增

加、着色深；脑组织中 JNK蛋白的相对表达量显著降低（P＜0.05或P＜0.01），PP2B mRNA及其蛋白的相对表达量显著升高（P＜

0.01），且TSG高剂量组小鼠脑组织中 JNK mRNA的相对表达量显著降低（P＜0.05）。结论：TSG对3×Tg-AD小鼠的学习记忆能

力及神经元损伤有一定改善作用，其机制可能与下调蛋白激酶 JNK的转录和表达、上调蛋白磷酸酶PP2B的转录和表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the regulatory effects of stilbene glucoside（TSG）on c-Jun N-terminal kinase（JNK）and

protein phosphortase 2B（PP2B）in APP/PS1/Tau transgenic dementia（3×Tg-AD）mice，and to explore its potential mechanism of

anti-Alzheimer’s disease（AD）. METHODS：Totally 45 male 3×Tg-AD mice were randomly divided into model group，positive

control group（huperzine A，0.15 mg/kg），TSG low-dose，medium-dose and high-dose groups（0.033，0.1，0.3 g/kg），with 9

mice in each group. Another 9 normal male C57BL/6J mice were included into normal control group. Administration groups were

given relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 60 d. Normal control group and model group were given

constant volume of normal saline intragastrically. After medication，Morris water maze experiment was used to test the spatial

learning and memory ability of mice in each group；Nissl staining was used to observe the changes of Nissl bodies in cerebral

cortex and hippocampus；mRNA and protein expressions of JNK and PP2B were detected by qRT-PCR and Western blotting assay.

RESULTS：Compared with normal control group，the escape latency was significantly prolonged（P＜0.01），the retention time of

the original platform quadrant was significantly shortened（P＜

0.01），and the times of crossing the platform was significantly

reduced in model group （P＜0.01）； the number of Nissl

bodies in cerebral cortex and hippocampus was significantly

reduced，the staining was slight；the relative expressions of

JNK mRNA and protein were significantly increased （P＜

0.01）， and the relative expressions of PP2B mRNA and
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阿尔茨海默病（AD）亦称老年性痴呆，是老年人群

常见的一种退行性神经疾病。随着中国老年人口数量

的日益增多，AD带给老年群体的各种精神问题不容忽

视。刘肇瑞等[1]开展的中国≥55岁人群归因于痴呆的精

神残疾描述性流行病学研究发现，残疾人群归因于AD

的精神残疾率较高，尤其是合并多重残疾者归因于AD

的精神残疾率更高 [1]。在中国，仅 60岁以上老年人的

AD患病率已达5％，而80岁以上老年人的AD患病率高

达 20％[2]。然而，目前可用于AD治疗的药物仅能缓解

症状，且副作用明显，无法达到根治的目的[3]。因此，研

发具有高效低毒的治疗AD的药物已成为医药科研工作

者关注的焦点。

二苯乙烯苷（化学名为 2，3，5，4′-四羟基-二苯乙

烯-2-O-β-D-葡萄糖苷，简称TSG）是何首乌提取物中的

主要药理活性成分。本课题组前期研究表明，TSG能通

过减少β-淀粉样蛋白（Aβ）的沉积和老年斑形成，改善

APP/PS1双转基因 AD 小鼠的学习记忆能力 [4]，同黄蕊

等[5]的研究结果一致，这提示TSG在AD的防治方面有

重要的研究价值，但尚需更多个模型从多角度加以证

实。现有研究表明，AD与过度磷酸化的Tau蛋白的关系

紧密[6-8]。Tau蛋白的异常磷酸化可导致AD患者的认知

障碍。可见，抑制和调控Tau蛋白的磷酸化可能是预防

和治疗AD的关键。另有研究表明，c-Jun氨基末端激酶

（JNK）、钙调节神经磷酸酶（PP2B）参与了Tau蛋白的异

常磷酸化[9-10]，因此 JNK、PP2B的表达变化可能与AD的

发病机制有关。鉴于此，本课题组选择高表达Tau基因

突变的APP/PS1/Tau三转基因痴呆（3×Tg-AD）小鼠为研

究对象，研究TSG对其 JNK、PP2B表达的影响，探索该

药抗AD的可能机制，进而为其临床应用提供一定的理

论支持。

1 材料

1.1 仪器

DigBehv-MG型Morris水迷宫（上海吉量软件科技

有限公司）；14050237999型半自动轮转式切片机、Arca-

dia（H+C）型包埋机[徕卡显微系统（上海）贸易有限公

司]；LightCycler96型荧光定量-聚合酶链式反应（PCR）

系统[罗氏诊断产品（上海）有限公司]；ME204E型电子

天平 [梅特勒 -托利多仪器（上海）有限公司]；Tanon-

5200 multi型全自动化学发光图像分析仪（广州誉维生

物科技仪器有限公司）；SpactraMax i3x型多功能酶标仪

（美国Molecular Devices公司）；Neofuge15R型高速冷冻

离心机（上海力康生物医疗科技控股有限公司）；BX53

型正置荧光显微镜（日本Olmypus公司）。

1.2 药品与试剂

TSG提取物（成都克洛玛生物科技有限公司，批号：

CHB180810，纯度：≥70％）；石杉碱甲片（辰欣药业股份

有限公司，批号：191211202，规格：50 μg/片）；高效RIPA

组织/细胞快速裂解液（批号：20190922）、尼氏染色液（批

号：20200320JH）均购自北京索莱宝科技有限公司；100×

蛋白酶抑制剂（美国 Med Chem Express 公司，批号：

HY-K0010）；兔 抗 小 鼠 PP2B 多 克 隆 抗 体（批 号 ：

00050052）、鼠 抗 小 鼠 JNK 多 克 隆 抗 体（批 号 ：

10010983）、兔抗小鼠甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）多

克隆抗体（批号：00083125）、辣根过氧化物酶（HRP）标

记山羊抗小鼠免疫球蛋白G（IgG）二抗、HRP标记山羊

抗兔 IgG 二抗均购自美国 Proteintech Group 公司；鼠抗

小鼠β-肌动蛋白（β-actin）单克隆抗体（美国 Invitrogen公

司，批号：UD277186）；总RNA提取试剂盒（美国Axygen

公司，批号：00920KD1）；10％聚丙烯酰胺（PAGE）凝胶

快速制备试剂盒（批号：02431400）、Omini-ECLTM超灵敏

感化学发光检测试剂盒（批号：02391063）、二喹啉甲酸

（BCA）蛋白定量试剂盒（批号：013B1050）、5×蛋白快速

封闭液（批号：0141189）均购自上海雅酶生物科技有限

公司；其余试剂均为分析纯，水为蒸馏水。

1.3 动物

本研究所使用的实验动物有APP/PS1/Tau 3×Tg-AD

和与其有相近遗传背景的 C57BL/6J 两种小鼠品系，均

为SPF级、雄性。3×Tg-AD小鼠购自美国 Jackson Labo-

ratory 公司（健康证书编号：1911A18008），体质量为

（25.02±0.20）g，共 45只，6周龄；C57BL/6J小鼠购自长

protein were significantly decreased （P＜0.01）. Compared with model group，the escape latency was significantly shortened in

positive control group and TSG groups（P＜0.01）；the retention time of the original platform quadrant was significantly prolonged

（P＜0.01）；the times of crossing the platform was significantly increased（P＜0.01）；the number of Nissl bodies in cerebral cortex

and hippocampus was increased significantly，the staining was heavy；the relative expression of JNK protein was significantly

decreased（P＜0.05 or P＜0.01），the relative expressions of PP2B mRNA and protein were significantly increased（P＜0.01），

while the relative expression of JNK mRNA was significantly decreased in TSG high-dose group（P＜0.05）. CONCLUSIONS：TSG

can improve the learning and memory ability and neuronal damage of 3 × Tg-AD mice. The mechanism may be related to

down-regulating the transcription and expression of protein kinase JNK，up-regulating the transcription and expression of protein

phosphatase PP2B.

KEYWORDS Alzheimer’s disease；Stilbene glucoside；APP/PS1/Tau transgenic dementia mice；c-Jun N-terminal kinase；

Protein phosphortase 2B
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沙市天勤生物技术有限公司[动物生产许可证号：SCXK

（湘）2019-0011]，体质量为（25.20±0.16）g，共 9只，6周

龄。购入后，所有小鼠均饲养于右江民族医学院SPF级

动物实验中心，直到长至 8月龄后开始用于实验。SPF

级实验室的环境室温为 20～25 ℃、相对湿度为 55％～

75％。本研究通过右江民族医学院伦理委员会的审批，

实验过程中对动物的处置符合科学技术部颁发的《关于

善待实验动物的指导性意见》要求。

2 方法

2.1 分组与给药

取8月龄3×Tg-AD雄性小鼠45只，按随机数字表分

为模型组、阳性对照组（石杉碱甲，0.15 mg/kg）和 TSG

低、中、高剂量组（0.033、0.1、0.3 g/kg），每组9只。另外，

取 8月龄 C57BL/6J雄性小鼠9只，作为正常对照组。正

常对照组和模型组小鼠灌胃等量生理盐水，各给药组小

鼠灌胃相应药物，灌胃容积为10 mL/kg，每天给药1次，

连续给药 60 d。给药组小鼠的给药剂量参考本课题组

前期已发表的文献[4]设置。

2.2 小鼠空间记忆能力检测

给药结束后第 2天，各组小鼠进行Morris水迷宫定

位航行实验，总计5天，每天训练4次，每次间隔30 s。首

先将平台放于水池第三象限的中间位置，每天4次训练

的入水顺序依次为面向第一、第三、第二、第四象限池壁

的中点。实验开始前先将小鼠置于站台上适应30 s，然

后面朝池壁按照第一、第三、第二、第四象限的顺序依次

放入水池中。实验设置为小鼠登上平台 5 s 后终止记

录，记录小鼠在 60 s 内找到平台的时间（即逃避潜伏

期）。如果小鼠在 60 s后未登上平台，则时间记为 60 s，

并人为引导小鼠至平台上停留30 s。

定位航行实验结束后的第 2天进行空间探索实验，

共计1天。先撤掉水池中平台，将小鼠从原平台象限的

反向象限面向池壁中点放入水中，通过 DigBehv 2.3动

物行为分析系统记录小鼠在60 s内的游泳轨迹，并计算

其在原平台象限的停留时间和穿越原平台次数。

2.3 小鼠脑皮层、海马部位神经元尼氏小体检测

水迷宫实验结束后，每组随机选3只小鼠，颈椎脱臼

处死，冰上操作取出完整大脑，经脱水等常规处理后包

埋成蜡块，切片（厚度为4 μm）。选取合适脑组织切片进

行尼氏染色、中性树胶封片，然后在显微镜下观察脑皮

层、海马部位的尼氏小体染色情况。

2.4 小鼠脑组织中JNK、PP2B mRNA表达情况检测

采用实时荧光定量-PCR（qRT-PCR）法进行检测。

水迷宫实验结束后，每组随机选 3只小鼠，颈椎脱臼处

死，冰上操作取出完整大脑，保存于液氮中。取脑组织

适量，用液氮研磨后，参照AxyPrep总RNA小量制备试

剂盒中说明书方法提取总RNA，然后立即用微量核酸蛋

白分析仪检测总 RNA 纯度及浓度（测得 A260 nm/A280 nm在

1.8～2.1之间，表明 RNA 的纯度较高）。将提取的总

RNA按相应试剂盒说明书步骤进行去DNA和逆转录合

成 cDNA后，采用两步法进行PCR扩增。反应体系（共

20 μL）：上、下游引物各 1 µL、cDNA 模板 2 µL、Fast-

Start Universal SYBR Green Master（ROX）10 µL、无酶

水6 µL。反应条件：95 ℃预变性10 min；95 ℃变性10 s，

60 ℃延伸 30 s，共 40个循环。以GAPDH为内参，采用

2－ΔΔCt法计算各目的基因mRNA的相对表达量（式中Ct

是指每个反应管内荧光信号强度达到设定阈值时经历

的循环次数）。引物序列及产物长度见表1。

表1 引物序列及产物长度

Tab 1 Primer sequence and product length

基因
JNK

PP2B

GAPDH

序列
上游：5′-GTGGAATCAAGCACCTTCACT-3′
下游：5′-TCCTCGCCAGTCCAAAATCAA-3′
上游：5′-GAGCCCAAGGCGATTGATCC-3′
下游：5′-ATCCACACGAGGTTTCCCATC-3′
上游：5′-GGTTGTCTCCTGCGACTTCA-3′
下游：5′-TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC-3′

产物长度，bp

114

126

100

2.5 小鼠脑组织中JNK、PP2B蛋白表达情况检测

采用 Western blotting 法进行检测。水迷宫实验结

束后，每组取剩余 3只小鼠，按“2.4”项下方法取材并保

存。取脑组织适量，用液氮研磨，按照每200 mg脑组织

加蛋白裂解液（RIPA高效快速裂解液、蛋白酶抑制剂按

体积比 100 ∶ 1混合）2 mL的比例进行匀浆，于冰上充分

裂解30 min后，在4 ℃下以12 000 r/min离心5 min，收集

上清液，采用BCA 法测定蛋白浓度后，用5×蛋白上样缓

冲液稀释，最后于 95～100 ℃变性 6 min。每孔取 80 μg

蛋白行十二烷基硫酸钠（SDS）-PAGE凝胶电泳，然后在

180 mA、室温条件下转移 60 min至NC膜上；将膜置于

QuickBlockTMWestern封闭液中，摇床上振摇 10 min封

闭；用TBST清洗10 min×3次，分别加入 JNK一抗（稀释

比例为 1 ∶ 6 000）、PP2B、β-actin和GAPDH一抗（稀释比

例均为 1 ∶ 5 000），于 4 ℃孵育过夜；用 TBST 清洗 10

min×3次，加入相应的二抗（稀释比例均为 1 ∶ 5 000），于

4 ℃下避光振摇 1 h；用TBST清洗 10 min×3次，以超灵

敏感化学发光液进行发光显色，采用 Imagej v1.8.0软件

测定条带灰度值。其中 JNK以GAPDH为内参，PP2B以

β-actin为内参，以目的蛋白条带与相应内参蛋白条带灰

度值的比值表示目的蛋白的相对表达量。

2.6 统计学方法

采用SPSS 22.0软件对实验数据进行统计分析。计

量资料以 x±s表示。多组间比较使用单因素方差分析；

方差齐性时组间两两比较采用LSD检验，方差不齐性时

组间两两比较采用Tamhane’s T2检验。P＜0.05表示差

异具有统计学意义。
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3 结果

3.1 TSG对3×Tg-AD小鼠空间学习记忆能力的影响

3.1.1 水迷宫定位航行训练实验结果 随着训练天数

的增加，各组小鼠的空间学习记忆能力都在逐渐提高。

在训练的第 3～5天，与正常对照组比较，模型组小鼠的

逃避潜伏期显著延长（P＜0.01）；与模型组比较，阳性对

照组和 TSG 各剂量组小鼠的逃避潜伏期均显著缩短

（P＜0.05或P＜0.01），并且TSG高剂量组小鼠在训练第

3天的逃避潜伏期显著短于阳性对照组（P＜0.05）。各

组小鼠定位航行实验游泳轨迹见图 1，逃避潜伏期趋势

见图2。

3.1.2 水迷宫空间探索实验结果 与正常对照组比较，

模型组小鼠原平台象限停留时间显著缩短（P＜0.01），

穿越平台次数显著减少（P＜0.01）；与模型组比较，阳性

对照组和TSG各剂量组小鼠原平台象限停留时间均显

著延长（P＜0.01），穿越平台次数均显著增多（P＜0.01）；

与阳性对照组比较，TSG中、高剂量组小鼠的原平台象

限停留时间显著延长（P＜0.01），穿越平台次数显著增

多（P＜0.05或 P＜0.01）。各组小鼠空间探索实验结果

见表2。

表2 各组小鼠空间探索实验结果（x±±s，n＝9）

Tab 2 Space exploration experiment result of mice in

each group（x±±s，n＝9）

组别
正常对照组
模型组
阳性对照组
TSG低剂量组
TSG中剂量组
TSG高剂量组

原平台象限停留时间，s

28.947±5.409

7.245±2.234＊＊

15.282±1.850##

17.607±1.409##

20.265±1.662##ΔΔ

21.602±2.081##ΔΔ

穿越平台次数
8.427±1.325

2.051±0.403＊＊

3.089±0.465##

3.962±0.918##

4.088±0.473##Δ

5.366±1.165##ΔΔ

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01；与阳

性对照组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜

0.01；vs. positive control group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

3.2 TSG对3×Tg-AD小鼠脑皮层和海马部位尼氏小体

的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠脑皮层和海马CA1

区尼氏小体着色变浅，数量显著减少，神经元细胞排列

凌乱。与模型组比较，阳性对照组和TSG各剂量组小鼠

脑皮层和海马CA1区神经元尼氏小体着色加深且数量

明显增多，神经元细胞更为规则有序。各组小鼠脑组织

皮层和海马部位尼氏染色显微图分别见图3、图4。

3.3 TSG 对 3 × Tg-AD 小鼠脑组织中 JNK、PP2B

mRNA表达的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠脑组织中 JNK

mRNA的相对表达量显著升高（P＜0.01），PP2B mRNA

的相对表达量显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，TSG

高剂量组小鼠脑组织中 JNK mRNA的相对表达量显著

降低（P＜0.05），阳性对照组和TSG各剂量组小鼠脑组

织中PP2B mRNA的相对表达量均显著升高（P＜0.05或

P＜0.01）；与阳性对照组比较，TSG 高剂量组小鼠脑组

织中 JNK mRNA 的相对表达量显著降低（P＜0.05），

PP2B mRNA 的相对表达量显著升高（P＜0.01）。各组

小鼠脑组织中 JNK、PP2B mRNA的相对表达量测定结

果见表3。

3.4 TSG对3×Tg-AD小鼠脑组织中JNK、PP2B蛋白表

达的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠脑组织中 JNK蛋白

的相对表达量显著升高（P＜0.01），PP2B蛋白的相对表

达量显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组和

A.正常对照组 B.模型组 C.阳性对照组

D. TSG低剂量组 E. TSG中剂量组 F. TSG高剂量组

图1 各组小鼠定位航行实验游泳轨迹

Fig 1 Swimming trajectory of mice in each group in

positioning navigation experiment

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阳性对照组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. positive control group，ΔP＜0.05

图 2 各组小鼠在定位航行训练中逃避潜伏期趋势（x±±

s，n＝9）

Fig 2 Trend of escape latency of mice in each group

in positioning navigation experiment（x ±± s，

n＝9）
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TSG各剂量组小鼠脑组织中 JNK蛋白的相对表达量均

显著降低（P＜0.05或 P＜0.01），PP2B 蛋白的相对表达

量均显著升高（P＜0.01）；与阳性对照组比较，TSG 中、

高剂量组小鼠脑组织中 JNK蛋白的相对表达量均显著

降低（P＜0.01），PP2B 蛋白的相对表达量均显著升高

（P＜0.01）。各组小鼠脑组织中 JNK、PP2B蛋白表达的

电泳图见图5，蛋白相对表达量测定结果见表4。

表4 各组小鼠脑组织中JNK、PP2B蛋白的相对表达量

测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Relative expressions of JNK and PP2B protein

in cerebral tissue of mice in each group（x±±s，

n＝3）

组别

正常对照组

模型组

阳性对照组

TSG低剂量组

TSG中剂量组

TSG高剂量组

JNK/GAPDH

0.712±0.014

1.578±0.012＊＊

1.140±0.027#

1.211±0.014##ΔΔ

0.955±0.036##ΔΔ

0.930±0.010##ΔΔ

PP2B/β-actin

1.549±0.015

0.733±0.033＊＊

1.030±0.053##

1.087±0.023##

1.195±0.024##ΔΔ

1.272±0.053##ΔΔ

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阳性对照组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. positive control group，ΔΔP＜0.01

图4 各组小鼠脑组织海马尼氏染色显微图（×400）

Fig 4 Micrographs of Nissl staining of hippocampus

tissue of mice in each group（×400）

A.正常对照组 B.模型组

C.阳性对照组 D. TSG低剂量组

E. TSG中剂量组 F. TSG高剂量组

A.正常对照组 B.模型组

C.阳性对照组 D. TSG低剂量组

E. TSG中剂量组 F. TSG高剂量组

图3 各组小鼠脑组织皮层尼氏染色显微图（×400）

Fig 3 Micrographs of Nissl staining of cerebral cortex

of mice in each group（×400）

表 3 各组小鼠脑组织中 JNK、PP2B mRNA的相对表

达量测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Relative expression of JNK and PP2B mRNA

of mice in each group（x±±s，n＝3）

组别

正常对照组

模型组

阳性对照组

TSG低剂量组

TSG中剂量组

TSG高剂量组

JNK

1.000

2.028±0.300＊＊

1.381±0.030

1.341±0.009

1.368±0.028

1.274±0.022#Δ

PP2B

1.000

0.490±0.035＊＊

0.589±0.041#

0.653±0.030##

0.660±0.021##

0.783±0.018##ΔΔ

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阳性对照组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. positive control group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

图5 各组小鼠脑组织中JNK、PP2B蛋白表达的电泳图

Fig 5 Electrophoresis of protein expression of JNK

and PP2B in cerebral tissue of mice in each

group
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4 讨论
AD是一种好发于老年人群且不可逆转的中枢神经

系统退行性疾病，其治疗手段非常有限。本课题组前期

研究发现，TSG通过抑制Aβ前体蛋白和早老素1基因的

表达对APP/PS1双转基因AD模型小鼠具有良好的改善

作用[4]，提示TSG在AD的防治方面有重要的研究价值。

3×Tg-AD小鼠同其他单转（双转）基因AD模型类别

相比能更好地模拟AD神经元纤维缠结（过度磷酸化的

Tau蛋白聚集）病理结构的特点[11]，因此本课题组选择3×

Tg-AD小鼠为研究对象开展实验。另外，同为中药来源

的石杉碱甲早在 1994年就被中国批准用于临床治疗

AD，其能显著改善AD患者的认知能力，对脑神经元有

明确的保护作用[12]，因此本研究选择石杉碱甲作为阳性

对照药。

在生理状态下，Tau蛋白的重要功能是协助微管蛋

白组装形成微管和维持微管的稳定；而在 AD 状态下，

Tau蛋白可以通过异常构象增加自我聚集的倾向，从而

导致健康细胞模板错误折叠，最终形成惰性不溶神经原

纤维，阻碍神经元的传输系统[9，13]。本研究结果发现，3×

Tg-AD 小鼠表现出明显的空间认知障碍，而给予 TSG

低、中、高剂量处理2个月后，模型小鼠的空间学习记忆

障碍明显改善，且呈一定剂量依赖性趋势。为验证TSG

是否具有修复受损神经元的功能，本课题组进行了尼氏

染色实验，结果发现，不同剂量TSG 给药 60 d后，能使

AD模型小鼠脑皮层和海马部位尼氏小体数量增多、着

色加深。以上实验结果表明，TSG具有改善AD模型小

鼠学习记忆能力、修复其受损神经元的作用。

JNK 是参与 Tau 蛋白过度磷酸化的一个重要激

酶[14-15]。JNK信号通路的激活可增加海马神经炎症、Tau

蛋白过度磷酸化、神经毒性和神经元退化死亡，进一步

导致认知功能障碍[6，15]。减少 JNK信号通路的活化被认

为是解决病理性 Tau 蛋白导致 AD 的一个重要靶标 [14]。

本研究结果显示，模型组小鼠脑组织中 JNK mRNA及其

蛋白的相对表达量均较正常对照组显著升高，这提示

AD模型小鼠的发病可能与 JNK蛋白表达增强有关。给

药后，不同剂量 TSG 组小鼠脑组织中 JNK mRNA 及其

蛋白的相对表达量均较模型组不同程度地降低，特别以

高剂量TSG的作用最为明显。这提示TSG对AD模型

小鼠的改善作用可能是通过抑制 JNK mRNA的转录及

其蛋白的表达来实现的。

PP2B是唯一受钙和钙调素调节的一种丝氨酸/苏氨

酸蛋白质磷酸酶，广泛分布于机体各个组织。在细胞信

号传递的过程中，PP2B通过对靶蛋白脱磷酸化而实现

其对生理活动的调节，故被认定为是保护AD的一个重

要磷酸酶[7]。PP2B 通过抑制星形胶质细胞中活化 T 细

胞核因子（NFAT）和核因子κB（NF-κB）的活化以及抑制

星形胶质细胞增生而减轻促炎性细胞因子的产生，从而

抑制Tau蛋白过度磷酸化而缓解AD的病症[7，16]。本研究

结果显示，模型组小鼠脑组织中PP2B mRNA及其蛋白

的相对表达量较正常对照组均显著降低，这提示AD模

型小鼠的发病可能与PP2B蛋白表达的增强有关。给药

后，TSG各剂量组小鼠脑组织中PP2B mRNA及其蛋白

的相对表达量均较模型组不同程度地升高，这提示TSG

对 AD 模型小鼠的改善作用可能是通过增加 PP2B

mRNA的转录及其蛋白的表达来实现的。

综上，TSG可能是通过下调3×Tg-AD小鼠蛋白激酶

JNK 的 mRNA 转录及蛋白表达和上调磷酸酶 PP2B 的

mRNA转录及蛋白表达，修复小鼠脑受损皮层和海马神

经元，进而改善其认知功能障碍。然而，本研究还存有

一定不足之处，如每组的研究小鼠数量有限、只选用了

单一时间点进行考察等。在后续研究中，本课题组将进

一步对此进行完善。
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摘 要 目的：制备甘草次酸修饰多西紫杉醇磁性纳米粒（GA-DTX-NGO/IONP-NPs），并对其理化性质进行评价。方法：以磁性

纳米氧化石墨烯（NGO/IONP）作为抗肿瘤药物载体，多西紫杉醇（DTX）为模型药物，甘草次酸（GA）为靶头分子。采用水热法合

成NGO/IONP、酰胺化反应合成GA修饰的壳聚糖（GA-CS）后，采用傅里叶红外光谱法、差示扫描量热法及振动样品磁测量法等对

两者进行表征。采用离子凝胶化法制备GA-DTX-NGO/IONP-NPs；采用透射电镜、纳米粒度分析仪等对其微观形态、粒径及Zeta

电位进行观察和测定；采用超滤离心法测定其包封率和载药量；通过观察有无外加磁场时的状态考察其磁性；结合808 nm激光对

其进行光热转换试验。结果：成功合成了 NGO/IONP 和 GA-CS，且 NGO/IONP 呈现超顺磁性。GA-DTX-NGO/IONP-NPs 在透射

电镜下呈圆球状，粒径为（262.8±4.23）nm，Zeta电位为（13.6±1.51）mV，包封率为（94.29±0.50）％，载药量为（17.12±0.12）％。

GA-DTX-NGO/IONP-NPs的外观呈黑色，分散均匀；其在外加磁场下磁性纳米粒可定向移动，显示出良好的磁定向性。在808 nm

激光照射下，GA-DTX-NGO/IONP-NPs具有良好的光热转换效应，且呈浓度和时间依赖趋势。结论：本研究成功制备了一种磁性

纳米载药系统GA-DTX-NGO/IONP-NPs，可为肿瘤的磁热-化疗联合治疗提供一定的理论依据。
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Preparation and Characterization of Glycyrrhetinic Acid-modified Docetaxel Magnetic Nanoparticles
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Glycyrrhetinic acid-modified docetaxel magnetic nanoparticles （GA-DTX-NGO/IONP-

NPs），and to evaluate its physicochemical properties. METHODS：Magnetic nano graphene oxide（NGO/IONP）was chosen as the

anti-tumor drug carrier，docetaxel（DTX）as the model drug and glycyrrhetinic acid（GA）as the target molecule. Firstly，NGO/

IONP was synthesized by hydrothermal method and GA-CS was synthesized by amidation reaction. Fourier IR spectrometer，DSC

and vibration sample magnetic measuring instrument were used to characterize NGO/IONP and GA-CS. GA-DTX-NGO/IONP-NPs
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