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　　［摘 要］　目 的 探 究 口 服 甘 露 特 钠（Ｓｏｄｉｕｍ　Ｏｌｉｇｏｍａｎｎａｔｅ　Ｃａｐｓｕｌｅｓ，ＧＶ－９７１）对 阿 尔 兹 海 默 病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）小鼠认知及神经炎症 的 影 响 机 制。方 法 购 买 雌 性 ＡＤＡＰＰ／ＰＳ１小 鼠，通 过 口 服ＧＶ－９７１对 ＡＤ小 鼠

进行治疗。采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验及Ｙ迷 宫 实 验 检 测 各 组 小 鼠 的 认 知 功 能，硫 黄 素Ｓ染 色 检 测 Ａβ（β－淀 粉 样 蛋

白）沉积，酶联免疫吸附测定试剂盒（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测各组小鼠大脑中炎性细胞因

子１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β），肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）和ＩＬ－１０的水平。实时定量聚合酶链

式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分 别 检 测 各 组 小 鼠 脑 组 织 中

ＢＡＣＥ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平。结果 健康组和对照组的逃避潜伏期随时间的推移均呈缩短趋势，健康组比对

照组趋势更为明显，治疗组的逃避潜伏期随时间的推移呈现先缩短后延长后缩短的趋势，３组组间、时 点 间 以 及 组

间·时点间交互作用差异 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５），治 疗 组 在 目 标 象 限 停 留 的 时 间 百 分 比 少 于 健 康 组 和 对 照 组

（Ｐ＜０．０５）。治疗组通过Ｙ迷宫的准确率少于健康组和对照组（Ｐ＜０．０５）。与健康组相 比，对 照 组 大 脑 皮 层 和 海

马区Ａβ斑块占比和斑块面积升高（Ｐ＜０．０５）。与对照组 相 比，治 疗 组 小 鼠 大 脑 皮 层 和 海 马 区 Ａβ斑 块 占 比 和 Ａβ
斑块面积均降低（Ｐ＜０．０５）。ＥＬＩＳＡ结果显示，与 健 康 组 相 比，对 照 组 小 鼠 脑 组 织 炎 性 细 胞 因 子ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α
水 平显著增高，而ＩＬ－１０水平降低（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，治疗组ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α水平均降低，而ＩＬ－１０水平上

升（Ｐ＜０．０５）。与健康组相比，对照组小鼠脑组织 中ＢＡＣＥ１的 ｍＲＮＡ和 蛋 白 水 平 均 升 高（Ｐ＜０．０５）。与 对 照 组

相比，治疗组小鼠大脑中ＢＡＣＥ１的 ｍＲＮＡ和 蛋 白 表 达 下 降（Ｐ＜０．０５）。结 论 ＧＶ－９７１降 低 脑 组 织ＢＡＣＥ１的 表

达，改善ＡＤ小鼠认知障碍并且降低其神经炎症。
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ｂｌｏｔ　ｗｅｒｅ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ＢＡＣＥ１ｍＲＮＡ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ
ｍｉｃｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ　ｅｓｃａｐｅ　ｌａｔｅｎｃｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｇｒｏｕｐ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄ　ａ　ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ　ｔｒｅｎｄ　ｏｖｅｒ　ｔｉｍｅ，ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｇｒｏｕｐ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ａ　ｍｏｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｔｒｅｎｄ
ｔｈａｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ　ｅｓｃａｐｅ　ｌａｔｅｎｃｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｇｒｏｕｐ　ｓｈｏｗｅｄ　ａ　ｔｒｅｎｄ　ｏｆ　ｉｎｉｔｉａｌｌｙ
ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ｔｈｅｎ　ｐｒｏｌｏｎｇｉｎｇ，ａｎｄ　ｔｈｅｎ　ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ　ｏｖｅｒ　ｔｉｍｅ．Ｔｈｅｒｅ　ｗａｓ　ａ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ
ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｇｒｏｕｐｓ，ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ，ａｎｄ　ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ
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　　阿尔兹海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一

种损害记忆和认知功能的进行性神经退行性疾病，
可能导致生命晚期的痴呆［１］。ＡＤ的主要病理结果

是老年斑块、神经纤维缠结、突触结构稳定性的破坏

和 神 经 元 死 亡。 甘 露 特 纳 胶 囊 （ｓｏｄｉｕｍ
ｏｌｉｇｏｍａｎｎａｔｅ　ｃａｐｓｕｌｅｓ，ＧＶ－９７１）是一种源自海藻的

口服 寡 糖，由 上 海 绿 谷 制 药 公 司 开 发，用 于 治 疗

ＡＤ。甘露聚糖酸钠于２０１９年１１月 在 中 国 首 次 获

得批准，用 于 治 疗 轻 中 度 ＡＤ，以 改 善 认 知 功 能［２］。

ＧＶ－９７１是 一 种 聚 合 度 为２～１０的 低 聚 糖 混 合

物［３］，可以直接与β－淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβ－ｐｒｏｔｅｉｎ，

Ａβ）的多个亚区结合，抑制Ａβ纤维的形成，并将预

先形成的纤维稳定为无毒的单体［４］。口服后，大 多

数摄入的ＧＶ－９７１保 留 在 肠 道 中，可 以 重 建 肠 道 微

生物群，减少细菌代谢物驱动的免疫细胞向大脑的

外周渗透，并抑制在动物模型中观察到的大脑中的

神经炎症［４］。在一项为期３６周的多 中 心、随 机、双

盲、安慰剂对照的３期临床试验［４］中，ＧＶ－９７１显示

了对逆转ＡＤ患者认知障碍的治疗效果。本研究旨

在探究ＧＶ－９７１改 善 认 知 功 能 及 神 经 炎 症 的 机 制，
报告如下。

１　材 料 与 方 法

１．１　 材 料 　 ＡＤ 淀 粉 样 前 体 蛋 白 （Ａｍｙｌｏｉｄ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）／早 衰 蛋 白１（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ　１，

ＰＳ－１）小鼠（雌 性，９月 龄）和 ＷＴ－Ｃ５７（野 生 型Ｃ５７
小鼠，雌性，９月龄）购自中国医学科学院医学实 验

动 物 研 究 所［许 可 证 号：ＳＹＸＫ（京）２０２１－００５８，北

京，中国］。所有小鼠均在我院动物实验中心饲养。
每组小鼠为６只，共计１８只。动物分组如下：健康

组（野生 型Ｃ５７小 鼠）自 由 喂 食 及 饮 用 水；对 照 组

（ＡＰＰ／ＰＳ１ 小 鼠 ）每 天 口 服 １ 次 ＧＶ－９７１
（１００ｍｇ／ｋｇ），其余时间自由进食及饮用水；治疗组

（ＧＶ９７１＋ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠）每 天 同 一 时 段 口 服１次

蒸馏水，其余时间自由进食及饮用水。持续３个月，
在３个月结束时，对小鼠进行行为学测试评估其认

知行为表现。
本研究中进行的所有小鼠饲养程序均经我院动

物伦理委员会批准。

１．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验［５］用

于评估小鼠的学习和记忆。小鼠被放置在１个装满

水的圆形水池里（直径１．２ｍ，２４～２６℃），视觉信号
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放置在水池 周 围。水 迷 宫 实 验 包 括１个 可 见 测 试

（即刻）、隐藏站台测试（第１～５天）和探针测试（第

６天）。在可见测试和隐藏站台测试期间，小鼠释放

到水池的频率是４次／ｄ，记录逃避潜伏期（寻找隐藏

站台的时间）和游泳速度。如果小鼠未在６０ｓ内找

到平台，则将其抓出并在站台上放置１５ｓ。在探针

测试期间，释放小鼠，并允许其在无平台的水池内自

由游泳６０ｓ。记 录 在 每 个 象 限 中 花 费 的 时 间 百

分比。

１．３　Ｙ型迷宫实验　Ｙ型 迷 宫 试 验 包 括 自 发 交 替

试验和新臂探索试验。Ｙ型迷宫由３个对称的手臂

组成，呈１２０°，不同颜色的图案被贴 在 每 个 手 臂 上

以便区分［６］。在自发交替试验中，允许小鼠在Ｙ型

迷宫中自由移动８ｍｉｎ。小鼠在重叠的三联组上连

续进入３个手臂的行为被定义为自发交替。记录小

鼠的总进入次数和自发交替的次数。交替的百分比

用以下公式计算：［自发交替的数量／（总的手臂条目

数－２）］×１００％［７］。在 新 的 手 臂 探 索 测 试 中，１个

手臂被挡板挡住，并被定义为新的手臂，允许小鼠探

索其 他２个 手 臂（家 的 手 臂 和 熟 悉 的 手 臂），持 续

５ｍｉｎ。间隔２ｈ后，移除挡板，允许小鼠自由 探 索

所有３个手臂５ｍｉｎ。用摄像机记录小鼠进入新臂

的次数、行走的距离以及小鼠在新臂上花费的时间，

Ｙ迷宫的准确性是正确交替和总交替之间的比率。
每次试验后用７５％的乙醇清洗Ｙ型迷宫。

１．４　组织样本采集　小鼠行为试验结束后，腹腔注

射戊巴比妥钠 （８００ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，然后立即用

磷酸盐 缓 冲 盐 水（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）
（含４％多聚 甲 醛）进 行 心 脏 灌 流。灌 注 后，冰 上 移

出大脑，快速分为左右半脑并取出每个半脑的皮层

和海马组织。一 部 分 分 装 入 提 前 标 记 好 的ＥＰ管，
液氮速 冻，后 放 入－８０℃保 存，等 待 后 一 步 实 验。
另一部分４℃固 定 过 夜，４℃、３０％蔗 糖 孵 育 至 平

衡。用 低 温 恒 温 器 （ＣＭ１８５０，Ｌｅｉｃａ，Ｗｅｔｚｌａｒ，

Ｇｅｒｍａｎ）制备冠状切片，４℃保存。

１．５　硫黄素Ｓ染色　自由漂浮切片（３０μｍ）在溶于

５０％乙醇的１％硫黄素Ｓ（北京索莱宝公司，北京，中
国）中 孵 育１０ｍｉｎ，用５０％乙 醇 洗 涤２次，每 次

５ｍｉｎ，然后再用蒸馏水洗 涤１次，５ｍｉｎ；然 后 使 用

Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ荧光安 装 介 质（Ｈ－１０００，上 海 桑 戈 生 物

科技有限公司，上海，中国）安装切片。在荧光显微

镜下（Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）老 年 斑 显 示 为 绿 色

斑 点 状，使 用 Ｉｍａｇｅ　Ｊ（ｖｉｓｉｏｎ　１．４８，Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ，ＵＳＡ）进行统计

分析。

１．６ 　 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 （ｅｎｚｙｍｅ　ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）　在每只小鼠中，大

脑皮 层 或 海 马 体 的 左 半 部 分 在 含 有５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ和５ｍｏｌ／Ｌ盐 酸 胍（ｐＨ　８．０）的 缓 冲 液 中 均 质

化。将匀浆在室温下混合４ｈ，并在含有５％牛血清

白蛋白、０．０３％吐 温２０和 蛋 白 酶 抑 制 剂 混 合 物 的

ＰＢＳ中稀释［８］。采用ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海茁彩生物

科技有限公司，上海，中国）分析小鼠脑组织炎性细

胞因子（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、ＩＬ－１０和肿瘤坏死因

子α（ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）的蛋白水平，
通过比较样品与标准品的相对吸光度来测定各因子

的浓度。

１．７　实 时 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）　收 集

小 鼠 脑 组 织，总 采 用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提 取 总

ＲＮＡ。ＲＮＡ浓度 用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ　ＮＤ－１０００分 光 光 度

计（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）测 量。ＲＮＡ 纯 度 根

据Ａ２６０／Ａ２８０（１．８～２．０）比值进行判断。ｃＤＮＡ合

成采用Ｔａｋａｒａ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ（Ｏｔｓｕ，Ｊａｐａｎ），

ｍｉＲＮＡｓ和 ｍＲＮＡｓ的ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ 检 测 使 用

ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ 试 剂 （Ｂｉｏ　Ｆａｃｔ，Ｄａｅｊｅｏｎ，Ｓｏｕｔｈ
Ｋｏｒｅａ）。３－磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶（ＧＡＰＤＨ）用 作 内

参，用２－△△Ｃｔ计算定量表达。实验重复３次。引物

如下表１所示，由生工生物工程（上海）股份有限公

司）合成。
表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称 引物序列（５′－３′）

ＢＡＣＥ１－Ｆ　 ＡＴＧＧＣＣＣＣＧＧＣＧＣＴＧＣＧＣＴＧＧＣＴＣ
ＢＡＣＥ１－Ｒ　 ＴＴＡＴＴＴＣＡＧＣＡＧＧＧＡＧＡＴＧＴＣＡＴ
ＧＡＰＤＨ－Ｆ　 ＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡ
ＧＡＰＤＨ－Ｒ　 ＴＴＡＣＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＣＣＡＴＧＴＡＧＧＣ

１．８　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ）　述各组小鼠脑

组织或细胞裂解液置于冰预冷的ＲＩＰＡ裂解缓冲液

中（碧云天生物技术有限公司，上海，中国）３０ｍｉｎ，
然后４℃，１２　０００×ｇ离 心１０ｍｉｎ。上 清 液 用 于 分

析。用ＢＣＡ法（碧云天生物技术有限公司）检测蛋

白浓度。１０％的十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶

电泳（碧云天生物技术有限公司）分离的蛋白转移到

硝基纤维素膜（Ｗｈａｔｍａｎ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）
上，室温下用封闭液（ｃａｔ．ｎｏ．Ｐ００２３Ｂ，碧云天生物技

术有限公司）封闭１ｈ，再用相应的一抗和膜一起孵

育，并４℃过 夜。洗 膜 并 加 入 二 抗 室 温 孵 育２ｈ，

ＥＣＬ工作液（Ｍｅｒｃｋ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ，ＵＳＡ）
显影。最后 用Ｉｍａｇｅ　Ｊ软 件（ｖｉｓｉｏｎ　１．４８，Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ，ＵＳＡ）进行数据
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分 析，β－ａｃｔｉｎ作 为 内 参（一 抗：ＢＡＣＥ１，ａｂ１８３６１２，

１:１　０００；β－ａｃｔｉｎ，ａｂ８２２７，１:１　０００；二 抗：山 羊 抗 兔

ＩｇＧ　Ｈ＆Ｌ （ＨＲＰ），ａｂ２０５７１８，１:５　０００，Ａｂｃａｍ，

Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）。

１．９　统计学方法　应用ＳＰＳＳ　２１．０统 计 软 件 分 析

数据。计量资料比较采用独立样本ｔ检 验、单 因 素

方差分析、ＳＮＫ－ｑ检验和重复测量方差 分 析。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＶ－９７１改善小鼠认知障碍　对阿尔兹海默症

模型小鼠进行为期３个月的ＧＶ－９７１口 服 治 疗 后，
水迷宫实验结果显示，健康组和对照组的逃避潜伏

期随时间的推移均呈缩短趋势，健康组比对照组趋

势更为明显，治疗组的逃避潜伏期随时间的推移呈

现先缩短后延长后缩短的趋势，３组组间、时点间以

及组间·时点 间 交 互 作 用 差 异 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜
０．０５），治疗组在目标象限停留的时间百分比少于健

康组和对 照 组，差 异 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５）。治

疗组通过Ｙ迷宫的准确率少于健康组和对照组，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１～３。

表１　水迷宫实验检测小鼠逃避潜伏期

Ｔａｂｌｅ　１　Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒ　ｍａｚｅ　ｔｅｓｔ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｅｓｃａｐｅ　ｌａｔｅｎｃｙ　ｏｆ　ｍｉｃｅ
（ｎ＝６，ｘ－±ｓ，ｓ）

　组别
逃避潜伏期

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天

健康组 ５１．４５±１．４５　 ３８．６７±４．５６　 ２３．４５±３．４５　 １９．２１±４．５２　 １７．８９±４．００
对照组 ５０．６７±４．５６　 ４８．９９±４．６６　 ４０．９８±１．５６　 ５２．７４±２．７４　 ４４．０４±４．０４
治疗组 ５０．７９±２．７９　 ４０．１２±４．１２　 ３４．２５±３．５６　 ３６．５４±４．１１　 ３３．２３±３．２３
组间 Ｆ 值＝７０．９４３　　　Ｐ 值＜０．００１
时点间 Ｆ 值＝８４．０２４　　　Ｐ 值＜０．００１
组间·时点间 Ｆ 值＝１５．２５９　　　Ｐ 值＜０．００１

表２　水迷宫实验检测小鼠处于不同象限的时间

Ｔａｂｌｅ　２　Ｍｏｒｒｉｓ　ｗａｔｅｒ　ｍａｚｅ　ｔｅｓｔ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｔｉｍｅ　ｏｆ

ｍｉｃｅ　ｓｐｅｎｔ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔａｒｇｅｔ　ｑｕａｄｒａｎｔｓ
（ｎ＝６，ｘ－±ｓ，％）

组别 处于目标象限时间的百分比

健康组 ５３．３２±３．３２　

对照组 ２３．４５±３．３４＊

治疗组 ４１．２３±１．２３＃

Ｆ 值 １７１．５０７
Ｐ 值 ＜０．００１

＊Ｐ 值＜０．０５与健康组比较　＃Ｐ 值＜０．０５与对 照 组 比 较（ＳＮＫ－ｑ
检验）

表３　Ｙ迷宫检测空间工作记忆的准确性

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｃｃｕｒａｃｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｙ－ｍａｚｅ　ｉｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｓｐａｔｉａｌ

ｗｏｒｋｉｎｇ　ｍｅｍｏｒｙ
（ｎ＝６，ｘ－±ｓ，％）

组别 通过Ｙ型迷宫的准确率

健康组 ７２．０２±５．０１　

对照组 ５１．５０±５．２０＊

治疗组 ６６．４５±５．５０＃

Ｆ 值 ２４．６００
Ｐ 值 ＜０．００１

＊Ｐ 值＜０．０５与健康组比较　＃Ｐ 值＜０．０５与对 照 组 比 较（ＳＮＫ－ｑ

检验）

２．２　ＧＶ－９７１降低ＡＤ小鼠神经炎症　硫黄素Ｓ对

脑组织染色结果显示，与健康组相比，对照组大脑皮

层和海马区Ａβ斑 块 占 比 和 斑 块 面 积 显 著 升 高，差

异均有统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５）。与 对 照 组 相 比，治

疗组小鼠大脑皮层和海马区Ａβ斑块占比和 Ａβ斑

块面积均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

ＥＬＩＳＡ结果显示，与 健 康 组 相 比，对 照 组 小 鼠 脑 组

织炎性细胞因子ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α水平显著增高，而

ＩＬ－１０水平显著降低，差 异 均 有 统 计 学 意 义（均Ｐ＜
０．０５）。与对照 组 相 比，治 疗 组ＩＬ－１β和 ＴＮＦ－α水

平均显著降低，而ＩＬ－１０水平显著上升，差异均有统

计学意义（均Ｐ＜０．０５）。见图１、表４～５。

２．３　ＧＶ－９７１降 低 ＡＤ 小 鼠 ＢＡＣＥ水 平　ｑＲＴ－
ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ对各组小鼠脑组织ＢＡＣＥ１的

表达检测结果显示，与健康组相比，对照组小鼠脑组

织中ＢＡＣＥ１的ｍＲＮＡ和蛋白水平均升高，差异均

有统计学 意 义（Ｐ＜０．０５）。与 对 照 组 相 比，治 疗 组

小鼠大脑中ＢＡＣＥ１的 ｍＲＮＡ和蛋白表达下降，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表６、图２。
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图１　硫黄素Ｓ染色各组小鼠大脑皮层和海马区的Ａβ沉积

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｔｈｉｏｆｌａｖｉｎ　Ｓ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　Ａβｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｃｏｒｔｅｘ　ａｎｄ　ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ
表４　硫黄素Ｓ染色各组小鼠大脑皮层和海马区的Ａβ沉积

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｉｏｆｌａｖｉｎ　Ｓ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　Ａβｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｃｏｒｔｅｘ　ａｎｄ　ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝６，ｘ－±ｓ）

组别
大脑皮层

斑块占比（％） 斑块面积（ｍｍ２）
海马体

斑块占比（％） 斑块面积（ｍｍ２）
健康组 ０．９９±０．２２　 １７０．４５±７．４５　 １．１２±０．１２　 １００．３１±４．４１
对照组 １．９２±０．２３＊ ２３４．３４±４．３４＊ ２．４５±０．４５＊ １７１．３２±５．３４＊

治疗组 １．４５±０．１９＃ ２００．３２±２．３２＃ １．６５±０．１２＃ １３０．２１±３．３１＃

Ｆ 值 ２８．３２８　 ２３０．７３８　 ３４．８８７　 ３８８．３１４
Ｐ 值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

＊Ｐ 值＜０．０５与健康组比较　＃Ｐ 值＜０．０５与对照组比较（ＳＮＫ－ｑ检验）

表５　ＥＬＩＳＡ检测小鼠脑组织炎性细胞因子

ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α和ＩＬ－１０的含量

Ｔａｂｌｅ　５　ＥＬＩＳＡ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

ＩＬ－１β，ＴＮＦ－αａｎｄ　ＩＬ－１０ｉｎ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｏｆ　ｍｉｃｅ
（ｎ＝６，ｘ－±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组别 ＩＬ－１β ＴＮＦ－α ＩＬ－１０

健康组 １１．２４±０．３１　 １１３．３２±３．２１　 １６５．２５±１１．２３
对照组 ５６．４２±０．８９＊ ２３０．４５±３．４５＊ ６９．５８±４．５６＊

治疗组 ３２．４５±０．５６＃ １７２．３１±２．３１＃ １２０．３６±３．５９＃

Ｆ 值 ７　６５２．６６５　 ２　２４１．５５８　 ２５８．０７８
Ｐ 值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

＊Ｐ 值＜０．０５与健康组比较　＃Ｐ 值＜０．０５与对 照 组 比 较（ＳＮＫ－ｑ
检验）

表６　ｑＲＴ－ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测各组小鼠

脑组织中ＢＡＣＥ１表达水平

Ｔａｂｌｅ　６　ｑＲＴ－ＰＣＲ　ａｎｄ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＢＡＣＥ１ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝６，ｘ－±ｓ）

组别 ＢＡＣＥ１ｍＲＮＡ　 ＢＡＣＥ１蛋白

健康组 １．００±０．０４　 ０．２９±０．０４　
对照组 ２．０１±０．０５＊ ０．５４±０．０４＊
治疗组 １．４５±０．０５＃ ０．４１±０．０１＃

Ｆ 值 ６９８．２７３　 ８５．２７３
Ｐ 值 ＜０．００１ ＜０．００１

＊Ｐ 值＜０．０５与健康组比较　＃Ｐ 值＜０．０５与对 照 组 比 较（ＳＮＫ－ｑ

检验）

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测各组小鼠脑组织中ＢＡＣＥ１的蛋白水

平

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＢＡＣＥ１ｉｎ

ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ

３　讨　　论

ＡＤ是 患 者 常 见 慢 性 神 经 退 行 性 疾 病 之 一，其

特征是认知和记忆的进行性恶化［９－１０］。ＡＤ的组织

病理学标志是含有Ａβ的细胞外斑块和含有聚集的

ｔａｕ的 细 胞 内 缠 结，以 及 选 定 脑 区 中 的 神 经 元 和 突

触损失。区域差异性淀粉样β蛋白沉积已经在一些

家族性ＡＤ导致ＡＰＰ和ＰＳ－１基因突变的转基因小

鼠品系或同时表达突变ＡＰＰ和ＰＳ－１的双转基因小

鼠中捕获［１１］。

ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠品 系 是 广 泛 用 于 模 拟 ＡＤ的 动

物模型，并且具有人类ＡＤ的许多特征，包括炎症和
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突触可塑性［１２］。在本研究中，９个月大的ＡＰＰ／ＰＳ－１
转基因小鼠 行 为 能 力 弱。ＡＰＰ可 以 进 行 非 淀 粉 样

变或淀 粉 样 变 加 工，这 取 决 于 切 割 蛋 白 质 的 分 泌

酶［１３］，在淀粉样变形 成 过 程 中，ＡＰＰ被ＢＡＣＥ－１酶

切割，产生细 胞 外 可 溶 性 ＡＰＰ－β（ｓＡＰＰβ）
［１４］。ＧＶ－

９７１是一种被 提 出 有 新 型 作 用 机 制 的 寡 糖，在 非 临

床研究中，ＧＶ－９７１通 过 调 节 肠 道 微 生 物 群 和 减 少

可能加重神经炎症的外周炎症，显示了大脑神经炎

症的减少ＧＶ－９７１直接与Ａβ结合，减少Ａβ在大脑

中的沉积［１５－１９］。在 一 项 为 期３６周 的 临 床 实 验 中，

ＧＶ－９７１在改善 认 知 方 面 表 现 出 显 著 疗 效，并 在 所

有观察期内持续改善［２０］。在本研究中ＡＰＰ／ＰＳ１小

鼠经过ＧＶ－９７１治 疗 后，空 间 记 忆 及 行 动 能 力 部 分

恢复，另外本 研 究 显 示 ＧＶ－９７１能 够 抑 制 ＡＤ小 鼠

脑组织ＢＡＣＥ－１的 表 达。ＢＡＣＥ－１是 生 成 Ａβ的 关

键酶。在转基因ＡＤ动物模型中，肿胀和 芽 生 轴 突

末梢，失营养性神经突起高表达ＢＡＣＥ－１可能是导

致局部Ａβ生成增多和淀粉斑发展的关键因素［２１］。
因此推测ＧＶ－９７１可 能 具 有 降 低ｓＡＰＰβ水 平 的 能

力，由此能够下调ＡＰＰ加工从而减少Ａβ的产生。
现已 知，炎 症 在 ＡＤ的 病 理 学 中 起 着 重 要 作

用［２２］。神经炎症既可能是ＡＤ的发病原因，也可能

是ＡＤ病理或与其相关的风险因素的结果，并通过

加剧Ａβ的沉积和Ｔａｕ蛋白病变而增加疾病的严重

性。本研究 通 过 检 测 促 炎 因 子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β及 抗

炎因子ＩＬ－１０的表达，探讨ＧＶ－９７１对ＡＤ小鼠神经

炎症的影 响。促 炎 细 胞 因 子 如 ＴＮＦ－α和ＩＬ－１β诱

导空间记忆的 损 伤，根 据 淀 粉 样 蛋 白 级 联 假 说，Ａβ
沉积在老年斑块中并引发促炎反应，导致氧化应激、
神经元变 性 和 神 经 炎 症［２３］。ＴＮＦ－α和ＩＬ－１β作 为

常见的促炎因子，是评价机体炎症水平的常用指标。

ＴＮＦ－α是一种多功能炎症细胞因子，能够刺激ＩＬ－６、

ＩＬ－８等因子的生成，从而使机体产生持续存在的炎

症反应。ＩＬ－１０属 于 内 源 性 抗 炎 介 质，已 被 证 实 可

以减轻Ａβ１－４２所 致 ＡＤ动 物 学 习 记 忆 功 能 减 退。
本研 究 结 果 显 示，与 野 生 型 Ｃ５７小 鼠 相 比，ＡＰＰ／

ＰＳ１小鼠促炎因子水平显著上升，而 抗 炎 症 因 子 水

平 显 著 下 降，证 实 ＡＤ 中 的 神 经 炎 症 反 应。

Ｍａｎｇａｌｍｕｒｔｉ等［２４］研 究 表 明，脑 组 织 炎 症 反 应 与

ＡＤ症状的发生密切相关，抑制炎症反应是治疗ＡＤ
的关 键。本 研 究 显 示，当 ＡＰＰ－ＰＳ１小 鼠 经 过 ＧＶ－
９７１治 疗 后，ＧＶ－９７１炎 症 水 平 下 调，提 示 ＧＶ－９７１
对ＡＤ小鼠神经炎症的抑制作用。Ｔａｎｇ等［２５］研究

显示，ＬＰＳ诱导的神经炎症可以上调ＢＡＣＥ－１、ＡＰＰ
和Ａβ在脑内的表达，且过表达ＢＡＣＥ－１可能对ＡＤ

的发生具有促进作用。基于既往研究推测，ＧＶ－９７１
可能通过降低ＢＡＣＥ－１表达从而抑制神经炎症。

综上所 述，初 步 推 测 ＧＶ－９７１介 导ＢＡＣＥ１对

ＡＤ小鼠神经炎症进行调控，但ＢＡＣＥ１调控机制复

杂，在今 后 的 研 究 中，将 进 一 步 探 究ＢＡＣＥ１影 响

ＡＤ小鼠神经炎症相关机制。
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