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摘要：目的 观察梓醇对阿尔茨海默病（AD）大鼠模型大脑皮质的保护作用。方法 健康雄性Wistar大鼠36只，体质量范围为

250～300 g，随机数字表法分为4组，每组9只：健康对照组、模型组、梓醇小剂量组、梓醇大剂量组。除健康对照组大鼠外，其

余组大鼠均行右侧脑室定位注射β⁃淀粉样蛋白片段25⁃35（Aβ25⁃35）和腹腔注射D⁃半乳糖结合制备AD模型，然后梓醇小剂量组

大鼠注射梓醇5 mg·kg-1·d-1，梓醇大剂量组大鼠注射梓醇10 mg·kg-1·d-1，健康对照组和模型组大鼠注射等容积0.9%氯化钠水

溶液，连续腹腔注射给药7 d。Y⁃迷宫检测大鼠的学习指数，苏木精⁃伊红（HE）染色和透射电镜观察AD大鼠皮层结构，免疫组

织化学染色观察大脑皮质胆碱能毒蕈碱受体M1亚型（M1受体）的表达，蛋白质印迹法（Western Blot）检测M1受体蛋白的含量。

结果 实验过程中模型组大鼠死亡1只，最终模型组n＝8，其余组均n＝9。与模型组比较，从造模后第14天开始，梓醇显著提

高了大鼠的学习指数（第14天：小剂量组 t＝3.267，P＝0.030 9，大剂量组 t＝4.648，P＝0.009 7；第21天：小剂量组 t＝5.010，P
＝0.007 4，大剂量组 t＝4.614，P＝0.009 9），第14天4组大鼠的学习指数分别为（5.6±0.2），（2.6±0.3），（3.7±0.5），（4.4±0.6）；第

21天4组大鼠的学习指数各组分别为（6.3±0.8），（4.1±0.5），（5.3±0.4），（5.8±0.8）。HE染色可见模型组大鼠大脑皮质结构有损

伤性表现，透射电镜检查见大脑皮质神经元细胞内线粒体、粗面内质网、核染色质等异常改变，梓醇干预组神经元的结构显著
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改善。免疫组织化学染色可见模型组大鼠大脑皮质M1受体染色浅，神经元数目减少，M1受体蛋白表达下调，梓醇能够显著上

调M1受体蛋白表达（与模型组比较，小剂量组 t＝3.983，P＝0.016 4；大剂量组 t＝6.694，P＝0.002 6），4组大鼠M1受体蛋白表达

分别为100%，64.75%，74.63%，85.74%。结论 梓醇能够改善AD大鼠大脑皮质结构异常，升高M1受体表达。

关键词：阿尔茨海默病； 梓醇； 大脑皮质； 受体，毒蕈碱M1； 迷宫学习； 大鼠，Wistar

The protective effect of catalpol on cerebral cortex
in an Alzheimer’s disease rat model
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Abstract：Objective To observe the protective effect of catalpol on cerebral cortex in an Alzheimer’s disease（AD）rat model.
Methods Thirty⁃six male Wistar rats，weighing 250⁃300 g，were used and assigned into 4 groups according to random number ta⁃
ble method，9 rats in each group.The groups included the normal control group，the model group，the low⁃dose catalpol group and
the high ⁃dose catalpol group.Except for the rats in normal control group，the rats in other groups were prepared by injection of
Aβ25⁃35 in the right ventricle and D⁃galactose intraperitoneally.The low⁃dose catapol group was injected with 5 mg·kg-1·d-1 of cata⁃
pol，and the high⁃dose catalpol group was injected with 10 mg·kg-1·d-1 of catapol.The normal control group and the model group
were injected with the same volume of 0.9% sodium chloride solution intraperitoneally once a day for 7 days.Study index of rats
was observed by Y⁃maze test，cortex structure of AD rats observed by Hematoxylin⁃ehong（HE）staining and electronic microscope，
expression of M1 subtype of muscarinic cholinergic receptors（M1 receptor） in cerebral cortex observed by immunohistochemical
staining，and protein content of M1 receptor detected by Western Blot.Results A rat in the model group died during the study and
there were 8 rats left in the group while there were 9 rats in each of the other groups.Compared with the model group，the study in⁃
dex of the rats increased significantly from the 14d（day 14：as for low⁃dose catalpol group t＝3.267，P＝0.030 9，as for high⁃dose
catalpol group t＝4.648，P＝0.009 7；day 21：as for low⁃dose catalpol group t＝5.010，P＝0.007 4，as for high⁃dose catalpol group
t＝4.614，P＝0.009 9）.At day 14，the study indexes of rats in the 4 groups were（5.6±0.2），（2.6±0.3），（3.7±0.5），（4.4±0.6）re⁃
spectively，and the study indexes turned to（6.3±0.8），（4.1±0.5），（5.3±0.4），（5.8±0.8）respectively at day 21.Abnormalities were
found in cortex structure by HE staining，and ultrastructure changes of mitochondria，rough endoplasmic reticulum，nuclear chroma⁃
tin were observed by transmission electron microscope，while the structure of the neuron was significantly improved in catalpol
groups.Immunohistochemical staining results showed that the expression of M1 receptor in the cerebral cortex of rats decreased，the
number of neurons decreased，and the expression of M1 receptor protein was down⁃regulated.Catalpol could increase the expression
of M1 receptor protein significantly（compared with the model group，catalpol low dose group t＝3.983，P＝0.016 4 in the low⁃dose
catalpol group；t＝6.694，P＝0.002 6 in the high⁃dose catalpol group）.The expressions of M1 receptor protein in rats from 4 groups
were 100%，64.75%，74.63%，and 85.74% respectively.Conclusion Catalpol could improve the abnormal structure of cerebral cor⁃
tex in AD rats and increase the expression of M1 receptor.
Key words：Alzheimer disease；Catalpol； Cerebral cortex； Receptor，muscarinic M1； Maze learning； Rats，wistar

神经退行性疾病阿尔茨海默病（Alzheimer’s
disease，AD）的主要临床病征包括进行性学习记忆

功能下降、认知功能损害等，对病人、家庭和社会危

害严重［1⁃3］，积极探索有效的治疗药物成为近年来重

要的研究方向。梓醇是中药地黄的主要有效成分

之一，大量研究证明其有神经保护作用［4］。我们前

期的研究表明梓醇改善AD大鼠学习记忆能力，其

作用机制与胆碱酯酶无关［5］，但可提高AD大鼠模型

脑内降低的胆碱乙酰基转移酶（choline acetyl⁃trans⁃
ferase，ChAT）活性［6］。本实验于 2016年 5月至 2018
年 2月实施，探讨了梓醇对大鼠大脑皮质结构和胆

碱能毒蕈碱受体M1亚型（M1受体）表达的保护作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 无特定病原体（SPF）级健康雄性

Wistar大鼠，体质量范围为250～300 g，购于山东鲁

抗医药股份有限公司，医学实验动物合格证号：

No.0010061，许可证号：SCXK（鲁）20140007。饲养

条件：温度范围为20~25 ℃，湿度范围为50%~60%，

自然昼夜节律光照，自由进食和饮水。本研究符合

一般实验动物伦理学原则。

1.1.2 实验药品及试剂 梓醇购自北京索莱宝科技
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有限公司（批号20161124）；β⁃淀粉样蛋白片段25⁃35
（Aβ25⁃35）购自Sigma公司（批号050M4765）；D⁃半乳糖

为 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 产 品（批 号

20150615）；抗M1受体抗体购自上海江莱生物科技有

限公司；辣根酶标记的羊抗兔二抗购自美国Protein⁃
tech公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝

科技有限公司；四甲基乙二胺（TEMED）购自碧云天

生物技术有限公司；超敏ECL化学发光即用型底物

和DAB试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 模型制备及行为学检测 侧脑室内注射用

Aβ25⁃35 溶液的配制：无菌 0.9% 氯化钠水溶液稀释

Aβ25⁃35至 2 μg/μL 溶液，37 ℃恒温箱内孵育 1 周置

4 ℃备用。D⁃半乳糖用无菌0.9%氯化钠水溶液配成

20 mg/mL溶液置 4 ℃备用。参考文献［7］方法制作

AD大鼠模型。大鼠腹腔注射2%D⁃半乳糖50 mg·kg-1·
d⁃1，连续6周。腹腔注射D⁃半乳糖第3周的第1天侧

脑室内定位注射Aβ25⁃35：大鼠术前禁食不禁水 12 h，
腹腔注射水合氯醛麻醉，固定于脑立体定位仪，剪去

手术区毛发，皮肤常规消毒，沿颅顶中线切开头皮约

2 cm，分离骨膜，暴露颅骨和前囟。参照《大鼠脑立

体定位图》［8］，右侧侧脑室定位于前囟后 1.0 mm，右

侧1.8 mm，硬膜下3.8 mm，钻开颅骨，暴露硬脑膜，用

微量注射器垂直进针，缓慢注入Aβ25⁃35 5 μL即10 μg，
注射过程持续5 min，留针3 min，缓慢拔针。

Y⁃迷宫实验检测大鼠行为学，学习指数降低表

明模型制作成功。

1.2.2 动物分组及取材 造模后的大鼠按照体质量

编号后按随机数字表法分组，每组9只：健康对照组、

模型组、梓醇小剂量组、梓醇大剂量组。梓醇小剂量

组和梓醇大剂量组大鼠分别给予梓醇5 mg·kg-1·d-1、

10 mg·kg-1·d-1，健康对照组和模型组大鼠注射等容

积0.9%氯化钠水溶液。均腹腔注射给药，从侧脑室

注射Aβ25⁃35完毕次日开始给药，连用7 d。
大脑皮质取材：实验结束时麻醉大鼠，立即断

头，于冰上开颅迅速取出脑组织，电镜检测取材找

到右侧大脑皮质，不同大鼠尽量在皮层相同部位，

取约1 mm×1 mm×1 mm小块，放入3%戊二醛中，置

4 ℃冰箱固定进行电镜观察，其余脑组织立即放入

液氮准备进行蛋白质印迹法（Western Blot）检测。

左侧大脑皮质取下后放入 4%多聚甲醛固定，然后

依次进行常规脱水透明、浸蜡、包埋，切片厚度 5
μm，制成石蜡切片，进行苏木精-伊红（HE）染色和

免疫组织化学染色检测。

1.2.3 指标检测方法 行为学检测：Y⁃迷宫实验检

测大鼠学习能力［9］，根据初筛结果选定工作电压范

围35~45 V。大鼠每天做逃避反应实验1次，每次试

验20次，间隔5 s，记录20次试验的正确反应次数及

完成该过程的总时间，连续 15 d。正确反应的次数

与总反应时间的比值即学习指数作为衡量学习能

力的指标。

HE染色：石蜡切片脱蜡，二甲苯透明，梯度乙

醇脱二甲苯，充分浸洗后苏木素染色 15 min，1%盐

酸乙醇镜检分化后入1%氨水蓝化2~3 min，蒸馏水

充分冲洗，1%伊红染色 3 min，梯度乙醇脱水、二甲

苯透明，中性树胶封片。

电镜观察：组织于 3%戊二醛 4 ℃固定，PBS缓

冲液反复冲洗后 4 ℃固定于 1%四氧化锇（OsO4）置

冰箱固定，系列乙醇梯度脱水和丙酮脱水，包埋剂

37 ℃浸透过夜后环氧树脂包埋，恒温箱逐渐加温聚

合，甲苯胺蓝染色，切片厚度 70 nm，依次醋酸铀避

光染色和柠檬酸铅染色，电镜观察。

免疫组织化学染色：脑切片常规脱蜡，3%过氧

化氢室温 30 min，5% 牛血清白蛋白（BSA）室温 30
min，依次加抗M1受体一抗（1∶200）4 ℃过夜（阴性对

照以 PBS代替）、生物素化二抗 37 ℃ 45 min、SABC
复合物 37 ℃ 30 min，DAB显色试剂盒染色，倒置显

微镜观察并拍照。各步骤间按照操作要求PBS充分

冲洗切片3次。

蛋白质印迹法检测：首先提取组织蛋白，事先

准备组织裂解液，将大脑皮质从-80 ℃冰箱取出，放

入1.5 mL微型离心管（EP管），加RIPA裂解液研磨，

匀浆后用BCA法测定蛋白质浓度，进行十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE），每孔上样

50 μg蛋白，转膜、封闭后，加入一抗（1∶500稀释）置

4 ℃孵育过夜，加入二抗、显色。

1.3 统计学方法 所有数据以 x̄ ± s表示，采用

SPSS 11.5处理，经方差齐性检验后，多组间比较用

单因素方差分析（one⁃way ANOVA），进一步各组与

模型组间采用Dunnett⁃t检验进行比较。P＜0.05认

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 行为学指标 实验过程中模型组大鼠死亡 1
只，最终模型组 n＝8，其余组均 n＝9。实验前大鼠

学习指数为第 0天的数据，侧脑室定位注射后第 7
天开始每天进行Y⁃迷宫行为学检测，连续15 d。与

健康对照组大鼠比较，模型组大鼠的学习指数明显

降低，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比

较，除第 7天外，梓醇小剂量、大剂量组第 14天、第

21天均显著提高了大鼠的学习指数。见表1。
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表1 各组大鼠的学习指数比较/x̄ ± s
组别

健康对照组

模型组

梓醇小剂量组

梓醇大剂量组

F值

P值

鼠数

9
8
9
9

第0天
5.4±0.7
5.5±0.9
5.7±1.1
5.5±0.9
0.171 3
0.915 0

第7天
5.3±0.2a

2.3±0.3
2.8±0.6
3.1±0.7
61.625 1
0.000 0

第14天
5.6±0.2a

2.6±0.3
3.7±0.5b

4.4±0.6a

71.765 6
0.000 0

第21天
6.3±0.8a

4.1±0.5
5.3±0.4a

5.8±0.8a

17.395 6
0.000 0

注：与模型组比较，aP＜0.01，bP＜0.05（第 14 天：小剂量组 t＝

3.267，P＝0.030 9，大剂量组 t＝4.648，P＝0.009 7；第 21天：小剂量

组 t＝5.010，P＝0.007 4，大剂量组 t＝4.614，P＝0.009 9）
2.2 大脑皮质HE染色 切片在40倍镜下观察，健

康对照组神经元结构清晰，细胞排列整齐，细胞核

深染（图 1A）；模型组皮层结构有损伤性改变，表现

为组织结构疏松，神经元细胞体积有缩小，部分神

经元细胞核固缩（图1B）；小剂量梓醇干预后细胞结

构有所改善，可见细胞结构较正常，核膜清晰，神经

元细胞数目增多（图1C）；大剂量梓醇对结构的改善

作用更明显（图1D）。
2.3 大脑皮质超微结构⁃电镜观察结果 健康对照

组大鼠大脑神经元形态正常，胞质内大量正常线粒

体，粗面内质网和高尔基复合体正常分布，脂褐素

颗粒极少见，细胞核染色质分散，部分可见清晰的

突触结构（图 2A）。模型组大鼠大脑神经元固缩多

见，电子密度增高，粗面内质网扩张，出现脱颗粒现

象，大量脂褐素颗粒见于胞质内，高尔基复合体异

常丰富，线粒体肿胀、嵴脱颗粒现象多见，部分呈空

泡样变，有些细胞核呈不规则固缩，核周隙局部增

宽，甚至有些核内异染色质呈边集现象（图2B）。
梓醇低剂量组细胞核固缩及核周隙增宽现象改

善，异染色质有部分边集现象，线粒体较丰富，小部

分线粒体嵴紊乱（图 2C）。梓醇高剂量组神经元结

构与模型组比较有明显改善，胞质和细胞核内线粒

体丰富，线粒体嵴排列整齐，个别嵴间腔增大，粗面

内质网丰富，脱颗粒少见，细胞核常染色质均匀，异

染色质少（图2D）。
2.4 大脑皮质M1受体免疫组织化学染色 正常大

鼠大脑皮质神经元胞体大，细胞多为梭形和椭圆

形，突起明显，M1受体阳性染色分布于神经元膜上

（图3A）。模型组阳性染色神经元细胞数目减少，部

分萎缩，染色浅（图 3B）。梓醇小剂量组M1受体染

色神经元个体增大，染色深（图3C）。梓醇大剂量组

神经元的形态和着色深度显著好转（图3D）。
各组大鼠免疫组织化学阳性染色神经元在显微

镜下计数，每张切片选择 3个相邻视野（1个视野＝

1 mm3），计数并取其平均值。结果可见，模型组的

阳性神经元个数（35.7±3.4）个少于健康对照组

（41.3±5.1）个，差异有统计学意义（t＝3.085，P＝
0.007 1）；梓醇小剂量组神经元个数（38.8±3.9）个增

加，与模型组（35.7±3.4）个比较差异有统计学意义

（t＝2.153，P＝0.047 0）；梓醇大剂量组神经元个数

（41.4±1.5）个增加显著，与模型组（35.7±3.4）个比较

差异有统计学意义（t＝4.514，P＝0.000 4）；四组间

大鼠皮层M1受体染色阳性神经元数比较，差异有统

计学意义（F＝4.369 0，P＝0.011 2）。
2.5 大脑皮质M1受体蛋白的表达 蛋白质印迹法

结果显示，模型组的M1受体蛋白表达较健康对照组

减少，梓醇两个剂量对其表达有不同程度升高作用。

通过蛋白质印迹法条带灰度进行分析比较，以健康

对照组蛋白表达为100%计算，模型组大鼠大脑皮质

M1受体蛋白的表达为64.75 %，明显低于健康对照组，

差异有统计学意义（t＝14.39，P＝0.000 1），梓醇小剂

量升高蛋白表达至74.63%，大剂量升高受体蛋白表

达至 85.74%，与模型组比较差异有统计学意义（t＝

3.983，P＝0.016 4；t＝6.694，P＝0.002 6）。见图4。
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注：各组整体分析F＝376.375，P＝0.000。与模型组比较，aP＜

0.01，bP＜0.05（健康对照组 t＝14.39，P＝0.000 1；梓醇小剂量组 t＝

3.983，P＝0.016 4；梓醇大剂量组 t＝6.694，P＝0.002 6）
图4 蛋白质印迹法检测各组大鼠大脑皮质M1受体蛋白表达

3 讨论

AD是常见的中枢神经系统变性疾病，表现为学

习记忆能力逐步减退，严重降低病人的生活质量。

由于发病机制迄今不明，至今AD临床治疗效果并不

理想，而根据AD研究进展开发的各种治疗措施如

Aβ疫苗、脑内注射神经生长因子（NGF）等在临床试

验中均存在一定的不足而最终没有进入临床［10］，因

此，开发有效治疗AD的药物具有重要的临床意义。

研究证明，Aβ是老年斑的主要成分，AD时神经

元退行性病变主要源于Aβ产生和清除失衡导致的
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Aβ聚集，是各种原因诱发AD的共同通路。聚集态

Aβ可诱导细胞凋亡，损伤神经元，导致学习记忆功

能障碍［7］，对体外培养和在体神经细胞均可观察到

其毒性作用。Aβ的主要效应片段是Aβ25⁃35，Aβ25⁃35
已成为制作拟 AD 动物及细胞模型的常用工具

药［11⁃12］。因此，本研究选择用Aβ25⁃35复制AD大鼠模

型。联合应用D⁃半乳糖的机制在于，D⁃半乳糖是一

种小分子单糖，连续注射后机体内含量增多，通过

自由基引起氧化应激损伤等途径诱发动物衰老［13］。

实验选择对大脑皮质进行观察，因为大脑皮质是学

习记忆的关键脑区之一，而且脑M受体的含量与学

习记忆密切相关。AD临床症状的产生主要与中枢

胆碱能神经系统功能减退有关，胆碱能系统功能低

下，包括相关脑区胆碱能神经元较正常明显减少，

合成乙酰胆碱的关键酶ChAT活性降低，M受体密

度降低等。正常情况下，M1受体是大脑皮质分布的

主要M受体亚型，乙酰胆碱与其结合后调节学习记

忆能力，AD病人大脑皮质M1受体显著降低，被认为

是AD发病的重要中间环节［14］，寻找提高脑内M受

体的药物治疗AD具有重要的意义，因此本研究观

察了大脑皮质M1受体的表达。

梓醇是从中医常用的抗衰老药物地黄中提取的

一种活性成分，研究证实其具有神经保护作用［4，15⁃17］。

本研究从大脑皮质结构和M1受体的表达方面研究梓

醇对AD的保护作用，文中梓醇设定了小剂量和大剂

量2个组，所用剂量分别为5 mg/kg和10 mg/kg，这是

根据已有的实验结果和相关文献而设定的［6］。

本研究结果表明，模型大鼠学习指数降低，说

明其学习能力下降，梓醇对这种学习能力有显著改

善作用。大脑皮质形态学检查中，HE染色发现梓

醇改善了大脑皮质组织疏松、神经元萎缩等损伤性

改变；透射电镜观察发现模型大鼠大脑皮质神经元

固缩、粗面内质网扩张、脱颗粒，线粒体肿胀、嵴脱

颗粒、空泡样变等结构改变，梓醇抑制了这种超微

结构的损伤性改变。中枢胆碱能神经系统功能异

常是导致AD病人学习能力降低的重要因素，脑M1
受体减少是AD发病的重要一环，因此，提高脑M1受

体表达可能改善AD病人的学习记忆能力。本研究

观察到M1受体免疫组织化学阳性染色分布于神经

元膜上，模型组大鼠M1受体在大脑皮质神经元的染

色浅，阳性染色神经元数目减少，同时蛋白质印迹

法结果也进一步印证了M1受体蛋白表达降低。梓

醇能够增加M1受体的表达，意味着其对中枢的胆碱

能神经系统的功能有一定改善作用，可能对AD的

学习记忆能力产生相应的治疗效应。

综上所述，梓醇具有提高AD模型大鼠学习记忆

能力的作用，同时改善大鼠大脑皮质的结构异常，其

改善学习能力可能与提高大鼠脑内M1受体表达有关。

（本文图1~3见插图10⁃2）
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