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［摘要］　目的　探讨槲皮素调控Ｗｎｔ信号通路对阿尔茨海默病（ＡＤ）模型小鼠海马神经的影
响。方法　选取ＳＰＦ级６周龄小鼠６０只，随机分为假手术组、模型组及实验组，每组２０只。模型
组和实验组小鼠双侧海马区注射Ａβ２５３５建立小鼠 ＡＤ模型，实验组小鼠灌胃槲皮素（５０ｍｇ·ｋｇ

－１

·ｄ－１），假手术组、模型组小鼠灌胃等体积生理盐水，连续干预１４ｄ。采用Ｙ迷宫法检测小鼠学习
记忆水平，ＴＵＮＥＬ法检测小鼠海马组织凋亡情况，免疫组化法检测小鼠海马组织轴蛋白（Ａｘｉｎ）和
β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）表达情况，蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测小鼠海马组织Ａｘｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ和
Ｗｎｔ１蛋白表达量，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测小鼠血清丝氨酸苏氨酸类激酶（ＧＳＫ３β）和蛋
白磷酸酶２Ａ（ＰＰ２Ａ）含量。结果　自Ｙ迷宫训练的第２天开始，实验组小鼠的错误次数明显低于
模型组（Ｐ＜０．０１）；模型组小鼠海马组织凋亡率、Ａｘｉｎ蛋白表达、ＧＳＫ３β水平均明显高于假手术组
（Ｐ＜０．０１），而βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达、Ｗｎｔ１蛋白表达、ＰＰ２Ａ活性均明显低于假手术组（Ｐ＜０．０１）；实
验组小鼠海马组织凋亡率、Ａｘｉｎ蛋白表达、ＧＳＫ３β活性均明显低于模型组（Ｐ＜０．０１），而βｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达、Ｗｎｔ１蛋白表达、ＰＰ２Ａ水平均明显高于模型组（Ｐ＜０．０１）。结论　槲皮素可以通过降
低海马组织凋亡率减轻ＡＤ小鼠海马组织神经损伤，可能与调节Ｗｎｔ信号通路有关。
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　　阿尔茨海默病（ＡＤ）是最常见的痴呆类型，是一种
进行性、不可逆的神经退行性疾病，主要表现为记忆、

思维、定向、理解、学习、语言和判断等高级功能的衰

退［１２］。随着人口老龄化加剧，预计到２０５０年全世界
痴呆人口数量将达到１．３１亿［３］。该病的特征性病理

改变包括 β淀粉样蛋白（Ａβ）沉积形成的细胞外老年
斑、Ｔａｕ蛋白过度磷酸化形成的神经细胞内神经原纤
维缠结、胆碱能神经减少及大脑皮层突触标志丢失

等［４５］。一项基础研究结果显示，６～８月龄的ＡＤ小鼠
前额叶皮层Ａβ的聚集与认知功能损害密切相关，额
叶皮层Ａβ的聚集越广泛则认知功能损害越严重［６］。

大部分ＡＤ患者海马组织萎缩严重，且发病过程中海
马神经原纤维缠结数量与痴呆程度具有相关性。槲皮

素是一种天然黄酮类化合物，可从植物的花、叶、果实

中提取，分子式为 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ７，分子量为３０２．２４
［７］。槲

皮素具有抗氧化、抗病毒、抗癌、减轻肺脏炎症及保护

肝细胞、肾脏、心脏等作用。目前，槲皮素在临床上作

为一种新型的治疗氧化应激性神经退行性疾病的药

物，效果较为显著［８］。在ＡＤ治疗中，槲皮素可以通过
清除多余活性氧，维持线粒体功能正常运行，发挥保护

神经元的作用；槲皮素还可抑制炎症反应和细胞凋亡，

从而减轻ＡＤ后继发性神经元损伤。本文通过探讨槲
皮素对ＡＤ模型小鼠海马神经的影响及其作用机制，
希望为ＡＤ治疗药物研发提供新的方向。

材料与方法

１．材料：（１）实验动物：ＳＰＦ级６周龄小鼠 ６０只
（雌雄各３０只），体质量（２０．０±３．０）ｇ，由北京维通利
华实验动物技术有限公司提供，动物许可证号为

ＳＣＸＫ（京）２０１７００２２，于ＳＰＦ级环境饲养，饲养环境温
度为１５～１８℃，相对湿度为３５％～４０％。（２）药物与
试剂：槲皮素（纯度 ＞９８％，批号：２０１６０１１２０４）购自美
国Ｓｉｇｍａ公司；Ａβ２５３５购自美国 Ｂｉｏｓｓｏｕｒｃｅ公司；轴蛋
白（Ａｘｉｎ）抗体（货号：ｓｃ２９３１９０，批号：２０１８１２１０）、β
连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）抗体（货号：ｓｃ１３３２４０，批号：
２０１８１２１０）、Ｗｎｔ抗体（货号：ｓｃ３７３７８０，批号：２０１８１２０９）
购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自
天津科密欧公司；丝氨酸苏氨酸类激酶（ＧＳＫ３β）免疫
试剂盒（货号：４８Ｔ／９６Ｔ；批号２０１８１１１１Ｔ０１）购自上海
瓦兰生物科技有限公司；蛋白磷酸酶２Ａ（ＰＰ２Ａ）免疫
试剂盒（货号：ＣＤ１０５８００８ＧＭ）购自武汉纯度生物科
技有限公司；原位末端转移酶标记技术（ＴＵＮＥＬ）凋亡
检测试剂盒（货号：ＡＡＴ２２８４４，批号：２０１８１０２１）购自
艾美捷科技有限公司。（３）仪器：小鼠脑立体定位仪
购自国营西北光学仪器厂；酶标检测仪购自北京宾达

英创业科技有限公司；电子天平购自沈阳德克天平仪

器有限公司；超薄切片机购自北京迪索仪器有限公司；

显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＴＤＬ５型台式离心机
购自上海安亭科学仪器厂；光学显微镜购自东莞市同

创仪器有限公司；蛋白电泳及转膜仪购自美国ＢｉｏＲａｄ
公司。本实验经过新疆医科大学实验动物伦理委员会

审批通过。

２．方法
（１）分组及建立模型：随机将小鼠分为假手术组、

模型组及实验组，每组 ２０只。参考文献［９］使用
Ａβ２５３５建立 ＡＤ小鼠模型并判定建模是否成功。具体
方法如下：使用３００ｍｇ／ｋｇ１０％水合氯醛腹腔注射麻
醉模型组及实验组小鼠，剥开皮下筋膜暴露顶骨，并消

毒手术区小鼠皮肤，在两侧冠状缝后钻出小孔，取出小

鼠大脑碎骨屑，保持硬脑膜的完整。按小鼠脑立体定

位图谱选择小鼠海马区域进行注射。分别在前囱后

３．５ｍｍ、中线外侧２ｍｍ、硬脑膜下２．７ｍｍ注射浓度为
５μｇ／μｌ的聚集肽的 Ａβ２５３５。５ｍｉｎ内注射完毕，并留
针５ｍｉｎ再拔出针头，防止药物溢出，将小鼠伤口缝
合，３ｄ内每天肌注青霉素５万单位防止感染。假手术
组手术方法同前，颅内不注射药物，改为注射等量生理

盐水。完成造模后小鼠出现无法行走或行走时原地打

转等现象表明造模成功。造模过程中若有小鼠死亡，

及时补足并继续实验。

（２）干预方式：将纯度为９８％的槲皮素与超纯水
配成饱和溶液，按照５０ｍｇ／ｋｇ的剂量对实验组小鼠进
行灌胃，假手术组和模型组小鼠灌胃等体积生理盐水，

每天１次，持续１４ｄ。
（３）Ｙ迷宫检测小鼠学习记忆水平［１０］：完成药物

干预后１２ｈ，开始使用Ｙ迷宫中控制仪释放电击电压
为７０Ｖ、延迟２ｓ的电刺激来电击小鼠足部。控制仪
中的反射箱顶端有３个信号灯，根据动物所在位置随
机改变安全信号灯方位。此时有灯光信号的信号灯不

通电，另外两个通电。小鼠受电击会从开始位置逃至

有灯光信号的安全区，这种逃离为正确反应，否则为错

误反应。手术后给药１４ｄ后开始实验，每次实验后休
息１ｍｉｎ，每天实验２０次，共训练５ｄ，记录每天小鼠逃
离的错误次数并计算平均值。错误次数越少说明小鼠

的海马组织受损较轻，记忆能力较好。

（４）小鼠灌注固定：Ｙ迷宫检测实验结束后，麻醉
小鼠，使用剪刀剪开胸腔，暴露心脏。用镊子夹住小鼠

心脏，使用灌注针插入小鼠的心脏灌入约５０ｍｌ生理盐
水后，观察从右心房流出的液体颜色，当变成无色透明

时，说明血液已经冲洗干净，使用预冷过的４％多聚甲
醛的吊瓶继续输液，待小鼠抽搐停止后继续灌注５ｍｉｎ
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固定小鼠内脏，当小鼠四肢僵硬时表明灌注完成。

（５）海马组织凋亡情况检测［１１］：分别于药物干预

后１２ｈ、１４ｄ，各组取６只小鼠断头，分离出海马组织
并固定于４％多聚甲醛溶液中，进行常规石蜡包埋、切
片，然后按照 ＴＵＮＥＬ说明书步骤进行操作，在４００倍
显微镜下统计每张海马组织切片５个不重叠视野，记
录凋亡阳性细胞数目和细胞总数，细胞核呈现出棕褐

色或棕黄色颗粒则是凋亡阳性细胞，凋亡率（％）＝
（凋亡阳性细胞数目／细胞总数）×１００％。

（６）免疫组化法检测小鼠海马组织的 Ａｘｉｎ和
βｃａｔｅｎｉｎ表达：处死小鼠后，立即取小鼠海马组织，常
规石蜡包埋、切片、二甲苯脱蜡，蒸馏水冲洗，使用３％
的Ｈ２Ｏ２和０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗，使用微波修复抗原，
再次使用３％的Ｈ２Ｏ２溶液孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后微
波修复抗原，使用４％牛血清蛋白孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗后使用兔抗Ａｘｉｎ抗体一抗（１∶５００）孵育１２０ｍｉｎ，使
用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗并加入羊抗兔 ＩｇＧ（１∶３００）孵
育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，加入链霉亲和素和生物素标记的
过氧化物酶复合物（ＳＡＢＣ，１∶３００）孵育６０ｍｉｎ，３，３’二
氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，苏木素复染，常规脱水、透明、
封片，并在４００倍的显微镜下观察Ａｘｉｎ和βｃａｔｅｎｉｎ的
表达。βｃａｔｅｎｉｎ免疫组化方法同上，采用一抗为兔抗
βｃａｔｅｎｉｎ（１∶１０００），二抗为羊抗兔ＩｇＧ（１∶５００）。观察
结果中棕色为阳性，阳性率（％）＝（阳性细胞数目／细
胞总数）×１００％。

（７）蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测相关蛋
白表达：处死小鼠后立即取小鼠海马组织，使用剪刀剪

碎后，提取总蛋白，经１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳、
蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）膜，置于５％脱脂
奶粉室温封闭２ｈ后加入 Ａｘｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｗｎｔ１一
抗（１∶５００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ漂洗４０ｍｉｎ，加入辣根
过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗（１∶５００）孵育２ｈ，ＴＢＳＴ
洗净，以βａｃｔｉｎ为内参蛋白，采用显色液显色后行吸
光度分析，计算各蛋白相对表达量。

（８）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＧＳＫ３β和
ＰＰ２Ａ表达：处死小鼠后立即腹腔取血 ０．１ｍｌ，使用
ＧＳＫ３β试剂盒和ＰＰ２Ａ试剂盒检测小鼠全血 ＧＳＫ３β
和ＰＰ２Ａ含量。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比
较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．３组小鼠 Ｙ迷宫检测结果比较：假手术组小鼠

和实验组小鼠错误次数随着训练天数的增加显著降低

（Ｐ＜０．０１），模型组小鼠错误次数随着训练天数的增
加有一定程度降低但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
与假手术组比较，模型组小鼠的错误次数从训练的第

１天开始明显升高（Ｐ＜０．０１）；而相较于模型组小鼠，
实验组小鼠的错误次数从训练的第２天开始明显降低
（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　３组小鼠Ｙ迷宫错误次数比较（ｎ＝２０，次，珋ｘ±ｓ）

组别 第１天 第２天 第３天 第４天 第５天

假手术组 ５．２１±１．０２ ５．５４±０．８４ ４．２０±１．０２ ４．３２±１．２４ ３．９８±１．２４
模型组 １１．０２±０．９１ａ１０．９９±１．０３ａ９．２８±１．３２ａ８．９８±１．３４ａ ８．２１±１．４３ａ

实验组 １０．８９±１．００ａ ７．５６±１．０２ｂ６．２４±１．２６ａｂ５．２１±１．２３ａｂ５．００±１．５２ａｂ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１

　　２．３组小鼠海马组织凋亡率比较：药物干预１２ｈ
和１４ｄ时，模型组小鼠海马组织凋亡率分别为（１６．５８
±２．６８）％和（３８．９５±３．８７）％，明显高于假手术组［分
别为（３．５４±０．９８）％和（３．９７±０．９１）％，Ｐ＜０．０１］；
相较于模型组，实验组药物干预１２ｈ和１４ｄ海马组织
凋亡率［（６．８７±０．８４）％、（８．９８±０．９３）％］明显降低
（Ｐ＜０．０１）。见图１。
　　３．３组小鼠海马组织Ａｘｉｎ表达情况比较：假手术组
小鼠海马组织Ａｘｉｎ蛋白阳性率为（８．４４±１．２３）％，细
胞呈规律排列，细胞有较清晰的细胞核、细胞质，细胞整

体呈淡蓝色；模型组小鼠的海马组织中Ａｘｉｎ蛋白阳性
率为（３８．９７±３．２５）％，明显高于假手术组（Ｐ＜０．０１），
细胞排列不规则，细胞无法看到清晰的细胞核和细胞

质，Ａｘｉｎ蛋白在细胞核和细胞质中均有显著表达。实
验组中Ａｘｉｎ蛋白阳性率为（１２．１１±２．０３）％，明显低
于模型组（Ｐ＜０．０１），细胞核、细胞质中阳性 Ａｘｉｎ蛋
白表达不显著，与假手术组结果相近。见图２。
　　４．３组小鼠海马组织 βｃａｔｅｎｉｎ表达情况比较：假
手术组和实验组小鼠海马组织 βｃａｔｅｎｉｎ阳性率分为
（３８．６９±３．４１）％、（２８．９７±３．２８）％，模型组海马组
织βｃａｔｅｎｉｎ阳性率为（７．８６±１．３２）％，明显低于假手
术组（Ｐ＜０．０１），实验组 βｃａｔｅｎｉｎ阳性率显著高于模
型组（Ｐ＜０．０１）。见图３。
　　５．３组小鼠海马组织 Ａｘｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｗｎｔ１蛋
白表达量比较：模型组小鼠的Ａｘｉｎ蛋白表达明显高于
假手术组，βｃａｔｅｎｉｎ和Ｗｎｔ１蛋白表达明显低于假手术
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。实验组小鼠Ａｘｉｎ蛋
白表达明显低于模型组，βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｗｎｔ１蛋白表达
明显高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。实
验组小鼠Ａｘｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｗｎｔ１蛋白与假手术组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图４、表２。
　　６．３组小鼠ＧＳＫ３β和ＰＰ２Ａ表达比较：模型组小
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图１　３组小鼠海马组织凋亡情况（Ａ：假手术组药物干预１２ｈ后；Ｂ：模型组药物干预１２ｈ后；Ｃ：实验组药物干预１２ｈ

后；Ｄ：假手术组药物干预１４ｄ后；Ｅ：模型组药物干预１４ｄ后；Ｆ：实验组药物干预１４ｄ后；ＴＵＮＥＬ法，×４００）

图２　３组小鼠海马组织Ａｘｉｎ表达情况（Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：实验组；免疫组化法，×４００）

图３　３组小鼠海马组织βｃａｔｅｎｉｎ表达情况（Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：实验组；免疫组化法，×４００）

鼠的ＧＳＫ３β水平明显高于假手术组，ＰＰ２Ａ明显低于
假手术组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；实验组小
鼠ＧＳＫ３β水平明显低于模型组，ＰＰ２Ａ明显高于模型
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见表３。

讨　　论

有研究表明，抑制 ＡＤ患者的海马组织凋亡可有
效缓解其病情［１２］。本研究通过检测小鼠海马组织凋

亡情况发现，相较于模型组，实验组海马组织凋亡率明

显降低，说明槲皮素可减轻ＡＤ小鼠海马组织凋亡。
Ａｘｉｎ是一种体轴发育抑制因子，在 Ｗｎｔ信号转导

途径中起关键作用［１３］。Ａｘｉｎ主要通过Ｗｎｔ信号转导途
图４　３组小鼠海马组织Ａｘｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ１蛋白表达情况

（Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：实验组）
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表２　３组小鼠海马组织Ａｘｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ１蛋白
水平比较（ｎ＝６）

组别 Ａｘｉｎ βｃａｔｅｎｉｎ Ｗｎｔ１

假手术组 ０．７９±０．０６ １．２６±０．０９ １．２９±０．０８
模型组 １．１８±０．０９ａ ０．７３±０．０８ａ ０．７６±０．０９ａ

实验组 ０．８３±０．０８ｂ １．２０±０．１０ｂ １．２２±０．０９ｂ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１

表３　３组小鼠ＧＳＫ３β和ＰＰ２Ａ含量比较（ｎ＝６）

组别 ＧＳＫ３β（ｎｇ／ｍｌ） ＰＰ２Ａ（ｎｇ／ｍｌ）

假手术组 ０．１０±０．０２ ０．３９±０．０６
模型组 ０．３５±０．５ａ ０．１５±０．０４ａ

实验组 ０．１１±０．０３ｂ ０．３７±０．０７ｂ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１

径调控体轴发育、细胞死亡、神经元分化等过程［１４］，与

ＡＰＣ、ＧＳＫ３β、βｃａｔｅｎｉｎ结合形成复合体促使 βｃａｔｅｎｉｎ
降解并降低ＧＳＫ３β对ｔａｕ蛋白的磷酸化［１５］。槲皮素

可通过结合 Ａｘｉｎ以提高 ＰＰ２Ａ活性，阻止 ＡＤ中神经
纤维缠结形成。Ａｘｉｎ是βｃａｔｅｎｉｎ降解循环中重要的蛋
白，不仅可与 βｃａｔｅｎｉｎ结合，还可调节 ＧＳＫ３β活性。
Ａｘｉｎ可以通过结合位点促进 ＧＳＫ３β催化 βｃａｔｅｎｉｎ，
若Ａｘｉｎ过多会导致 Ｗｎｔ通路异常活化损伤细胞［１６］。

正常胞质中存在少量βｃａｔｅｎｉｎ，如 βｃａｔｅｎｉｎ含量过多
会与 ＡＰＣ、Ａｘｉｎ、ＧＳＫ３β形成复合物，促进 βｃａｔｅｎｉｎ
磷酸化，磷酸化βｃａｔｅｎｉｎ会被泛素蛋白水解酶识别并
降解。本研究结果显示，与模型组比较，使用槲皮素处

理实验组小鼠后，其 Ａｘｉｎ含量显著降低，βｃａｔｅｎｉｎ显
著升高，推测可能是通过影响海马组织 Ｗｎｔ信号通路
变化，实现对ＡＤ小鼠神经损伤的改善作用。
　　ＧＳＫ３β是在蛋白合成、细胞增殖、细胞分化等方
面发挥重要作用的丝氨酸苏氨酸类激酶［１７］。ＧＳＫ３β
与神经退行性病变密切相关，ＧＳＫ３β可使微管相关蛋
白Ｔａｕ蛋白磷酸化，Ｔａｕ磷酸化引起微管蛋白不稳定，
并聚集成神经纤维缠结，使神经元的可塑性发生改变，

诱导神经元退行性变化，导致海马组织受损，造成 ＡＤ
病情加重。ＰＰ２Ａ可使蛋白质脱磷酸，具有调节细胞凋
亡、增生、分化的作用。ＰＰ２Ａ会降低海马组织中 Ｔａｕ
蛋白活性，使βｃａｔｅｎｉｎ过度磷酸化并降低 ＡＤ患者海
马组织中磷酸酶 ＰＰ１和 ＰＰ２水平，最终导致 ＡＤ患者
病情进一步恶化［１８］。ＡＤ细胞模型人神经母细胞瘤细
胞株（ＳＫＮＳＨ细胞）磷酸酶 ＰＰ２Ａ和 ＰＰ２Ｂ的活性显
著降低，而蛋白激酶的活性则显著升高［１９］。本实验结

果显示，使用槲皮素调控 Ｗｎｔ信号通路后，ＡＤ小鼠大
脑内的ＰＰ２Ａ活性显著增加，ＧＳＫ３β活性显著降低，
说明槲皮素可以通过调控 Ｗｎｔ信号通路使小鼠海马
组织的酶活性和磷酸化趋于正常，有效缓解ＡＤ症状。

综上所述，槲皮素可以通过调控 Ｗｎｔ信号通路发
挥缓解和治疗ＡＤ的作用，其作用机制可能与降低小
鼠海马组织 Ａｘｉｎ表达、ＧＳＫ３β活性，上调 βｃａｔｅｎｉｎ
表达、升高ＰＰ２Ａ活性有关。但因槲皮素调控 Ｗｎｔ信
号通路涉及相关蛋白和酶种类较多，在后续的实验中

可以研究其他蛋白和酶在槲皮素调控 Ｗｎｔ信号通路
中的作用，进一步探讨槲皮素缓解ＡＤ的机制。
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