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麦冬皂苷Ｄ改善阿尔茨海默病模型大鼠认知功能的机制研究
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［摘　 要］　 目的　 探究麦冬皂苷Ｄ对阿尔茨海默病（ＡＤ）模型大鼠认知功能障碍的作用及其机制。方法　 将７２只大鼠随机
分为假手术组、模型组、麦冬皂苷Ｄ １０ ｍｇ ／ ｋｇ组、麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、麦冬皂苷Ｄ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸多奈哌齐组，每组１２只。
除假手术组外，其余各组均建立ＡＤ大鼠模型，药物干预４周。水迷宫试验检测大鼠认知能力；ＨＥ染色检测海马组织病理变化；尼
氏染色检测海马组织尼氏体变化，评估神经元情况；检测海马组织氧化应激指标丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽
过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）水平和乙酰胆碱转移酶（ＣｈＡＴ）、乙酰胆碱（Ａｃｈ）、乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测脑源性神经
营养因子（ＢＤＮＦ）、酪氨酸激酶受体Ｂ（ＴｒｋＢ）蛋白表达水平。结果　 与假手术组比较，模型组大鼠逃跑潜伏期延长（Ｐ ＜ ０． ０５），穿
越目标象限次数减少（Ｐ ＜ ０． ０５），在目标象限停留时间缩短（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模型组比较，麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸
多奈哌齐组大鼠逃跑潜伏期均缩短（Ｐ ＜ ０． ０５），穿越目标象限次数增加（Ｐ ＜ ０． ０５），在目标象限停留时间延长（Ｐ ＜ ０． ０５）。模型组
较假手术组出现明显神经元排列紊乱、海马组织空洞增多，尼氏体数量减少，麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸多奈哌齐
组较模型组海马组织病理情况出现不同程度的改善，尼氏体数量增多。与假手术组比较，模型组大鼠海马组织ＭＤＡ、ＡＣｈＥ水平升
高（Ｐ ＜ ０． ０５），ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣｈＡＴ、Ａｃｈ水平降低（Ｐ ＜ ０． ０５），ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ蛋白表达水平均下调（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模型组比较，麦冬皂
苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸多奈哌齐组大鼠海马组织ＭＤＡ、ＡＣｈＥ水平降低（Ｐ ＜ ０． ０５），ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣｈＡＴ、Ａｃｈ水平升
高（Ｐ ＜ ０． ０５），ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ蛋白表达水平均上调（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 麦冬皂苷Ｄ可改善ＡＤ大鼠认知功能障碍，减轻氧化应激，调
节神经递质平衡，其机制可能与调控ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ信号通路相关。
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ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｓ，ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎｉｎ Ｄ；Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ；ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ

　 　 阿尔兹海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种进
展缓慢的神经退行性疾病，为临床最常见的痴呆类
型［１］，其特征是细胞外淀粉样斑块、细胞内神经原纤
维缠结和神经元死亡［２］。β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄ，
Ａβ）是淀粉样斑块的主要成分，Ａβ升高与认知缺陷的
严重程度有关［３］。研究表明，激活的小胶质细胞和神
经炎症可引起氧化应激和神经元损伤，导致ＡＤ患者
脑内形成淀粉样斑块和缠结［４］。ＡＤ主要依靠药物治
疗，对于认知症状采用胆碱酶抑制剂和谷氨酸受体拮
抗剂联合治疗，对于精神行为症状采用非典型抗精神
病药和５羟色胺类药［５］。尽管近年来临床在ＡＤ的治
疗方面取得了很大进展，但疗效并不令人十分满意。
因此，开发新的ＡＤ治疗药物具有重要意义。中医药
作为医学重要组成部分，对于改善ＡＤ患者症状具有
显著作用［６］。麦冬皂苷Ｄ是一种从麦冬中提取出的
生物活性甾体苷，具有抗炎、抗氧化、止咳、抑制血栓形
成等药理作用［７］，但其能否改善ＡＤ患者认知功能障
碍目前尚不清楚。因此，本研究探讨麦冬皂苷Ｄ对
ＡＤ模型大鼠认知功能障碍的作用及其机制，以期为
临床治疗ＡＤ提供参考，现报告如下。
１　 材料与方法
１． １　 实验动物与试剂

ＳＰＦ级Ｗｉｓｔａｒ大鼠７２只，８周龄，体质量２３０ ～
２５０ ｇ，购于河北省实验动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ
（冀）２０１８００４。

β淀粉样蛋白１４２（Ａβ１４２，美国Ｓｉｇｍａ公司），盐
酸多奈哌齐片（重庆植恩药业有限公司），麦冬皂苷Ｄ
（ＨＰＬＣ≥９８％，上海吉至生化科技有限公司），甲苯胺
蓝染色液（北京伊塔生物科技有限公司），丙二醛（ｍａ
ｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘ
ｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）检测试剂盒（武汉益普生物科技有限公
司），乙酰胆碱转移酶（ｃｈｏｌｉｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＣｈＡＴ）、乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡＣｈＥ）、
乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）检测试剂盒（武汉菲恩生
物科技有限公司），脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、酪氨酸激酶受体Ｂ（ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂ，ＴｒｋＢ）一抗和二抗（武汉博士德生物

工程有限公司）。
１． ２　 动物模型建立及干预方法

７２只大鼠适应性喂养１周后，随机分为假手术
组、模型组、麦冬皂苷Ｄ １０ ｍｇ ／ ｋｇ组、麦冬皂苷Ｄ
２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、麦冬皂苷Ｄ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸多奈哌齐
组，每组１２只。除假手术组外，其余各组均建立ＡＤ
大鼠模型［８］。术前禁食１２ ｈ，０． ３％戊巴比妥钠麻醉
后固定于脑立体定位仪上，头顶备皮后从正中作一切
口，中线旁开约２ ｍｍ、前囟后约３ ｍｍ、深３ ｍｍ，用微
量进液器向海马注射Ａβ１４２溶液２ μＬ（２． ５ μｇ ／ μＬ），
速度为１ μＬ ／ ｍｉｎ，注射完留针３ ｍｉｎ防止溢出，缝合切
口；假手术组在头顶切口用微量进液器注射等体积生
理盐水，所有大鼠术后均单笼饲养。４ ｄ后采用水迷
宫试验判断造模是否成功，与假手术组比较，逃避潜伏
期缩短１ ／ ３表明造模成功，剔除每组造模失败的大鼠
并补充相应数量。造模成功后第２天开始进行药物干
预，麦冬皂苷Ｄ治疗组分别以１０ ｍｇ ／ ｋｇ、２０ ｍｇ ／ ｋｇ、
４０ ｍｇ ／ ｋｇ麦冬皂苷Ｄ溶液灌胃，盐酸多奈哌齐组用盐
酸多奈哌齐０． ９ ｍｇ ／ ｋｇ灌胃，假手术组和模型组大鼠
用等体积生理盐水灌胃，每日１次，持续４周。
１． ３　 水迷宫试验检测大鼠认知能力

干预结束前６ ｄ开始水迷宫试验，第１天为适应
性训练，未记录时间，第２ ～ ５天将大鼠从同一入水点
放入水中，记录逃跑潜伏期，即８０ ｓ内大鼠下水后找
到并爬上水中平台的时间，若８０ ｓ内大鼠未找到平
台，则将其引导至平台并记录逃跑潜伏期为８０ ｓ；第
６天撤除平台，随机选择入水点将大鼠放入水中，记录
８０ ｓ内大鼠在原平台所在目标象限停留时间及穿越目
标象限次数。
１． ４　 ＨＥ染色检测海马组织病理变化

末次水迷宫试验结束１ ｈ后，每组随机选出６只
大鼠，心脏灌注后取脑并剥离海马组织，固定于４％多
聚甲醛４８ ｈ。将海马组织修剪成组织块并以梯度乙醇
脱水，二甲苯透明，石蜡包埋、切片，进行ＨＥ染色，显
微镜下观察海马组织病理变化。
１． ５　 尼氏染色检测海马组织尼氏体变化

将石蜡切片脱蜡入水后用甲苯胺蓝染色液染色
５ ｍｉｎ，蒸馏水洗后用１％冰醋酸分化５ ｓ，经无水乙醇
脱水、二甲苯透明５ ｍｉｎ，晾干后封片，避光保存，显微
镜下观察尼氏体情况。
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１． ６　 氧化应激指标和神经递质水平检测
末次水迷宫试验结束１ ｈ后，将每组剩余６只大

鼠断头取脑，冰上分离海马组织，保存于－ ８０ ℃冰箱。
将海马组织手动匀浆并稀释，按照试剂盒说明书检测
海马组织中氧化应激指标ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和神经
递质ＣｈＡＴ、Ａｃｈ、ＡＣｈＥ水平。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测蛋白表达水平

将海马组织手动匀浆、裂解并提取总蛋白进行蛋
白定量，用分离胶与浓缩胶制备电泳，上样并电泳
（８０ Ｖ、３０ ｍｉｎ，１１０ Ｖ至ｍａｒｋｅｒ接近底部１ ｃｍ左右）、
转膜（２２０ Ｖ、９０ ｍｉｎ），以５％脱脂牛奶４ ℃封闭２ ｈ，洗
膜３次，一抗（１∶ ８００）稀释液中４ ℃振荡孵育过夜，洗膜
３次，二抗（１∶ ２ ０００）稀释液中室温孵育２ ｈ，ＥＣＬ显色并
用凝胶成像系统成像，Ｉｍａｇｅ Ｊ软件分析条带灰度值。
１． ８　 统计学方法

所有数据采用ＳＰＳＳ ２０． ０统计软件进行分析，以
Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６软件作图，计量资料以均数±标准差

（ｘ ± ｓ）表示，２组间比较使用独立样本ｔ检验，多组间
比较使用单因素方差分析，组间两两比较使用ＬＳＤｔ
法，Ｐ ＜ ０． ０５表示差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 麦冬皂苷Ｄ对大鼠认知能力的影响

与假手术组比较，模型组大鼠逃跑潜伏期均延长
（Ｐ ＜ ０． ０５），穿越目标象限次数减少（Ｐ ＜ ０． ０５），在目
标象限停留时间缩短（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模型组比较，麦冬
皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸多奈哌齐组大
鼠逃跑潜伏期均缩短（Ｐ ＜０． ０５），穿越目标象限次数增加
（Ｐ ＜０． ０５），在目标象限停留时间延长（Ｐ ＜０． ０５），见图１。
２． ２　 麦冬皂苷Ｄ对大鼠海马组织病理变化的影响

假手术组海马神经元无明显异常，模型组较假手术
组出现明显神经元排列紊乱和海马组织空洞增多，与模
型组比较，麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸
多奈哌齐组上述情况均出现不同程度的改善，见图２。

ａ：大鼠逃跑潜伏期；ｂ：大鼠穿越目标象限次数；ｃ：大鼠目标象限停留时间　 １：假手术组；２：模型组；３：麦冬皂苷Ｄ １０ ｍｇ ／ ｋｇ组；４：麦
冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组；５：麦冬皂苷Ｄ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ组；６：盐酸多奈哌齐组；：与假手术组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图１　 麦冬皂苷Ｄ对大鼠认知能力的影响

图２　 大鼠海马组织ＨＥ染色
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２． ３　 麦冬皂苷Ｄ对大鼠海马组织尼氏体的影响
显微镜下假手术组大鼠海马神经元排列规则，

尼氏体数量较多；模型组和麦冬皂苷Ｄ １０ ｍｇ ／ ｋｇ组
大鼠海马神经元排列不规则，尼氏体数量较少；麦冬

皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸多奈哌齐组
海马神经元排列整齐且尼氏体数量较模型组明显增
多，见图３。

图３　 大鼠海马组织尼氏染色
２． ４　 麦冬皂苷Ｄ对大鼠氧化应激的影响

与假手术组比较，模型组大鼠海马组织ＭＤＡ水平升
高（Ｐ ＜０． ０５），ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平降低（Ｐ ＜０． ０５）；与模型

组比较，麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸
多奈哌齐组大鼠海马组织ＭＤＡ水平降低（Ｐ ＜０． ０５），
ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平升高（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４。

ａ：大鼠海马组织ＭＤＡ水平；ｂ：大鼠海马组织ＳＯＤ水平；ｃ：大鼠海马组织ＧＳＨＰｘ水平　 １：假手术组；２：模型组；３：麦冬皂苷Ｄ
１０ ｍｇ ／ ｋｇ组；４：麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组；５：麦冬皂苷Ｄ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ组；６：盐酸多奈哌齐组；：与假手术组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组
比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图４　 大鼠海马组织氧化应激指标水平
２． ５　 麦冬皂苷Ｄ对大鼠胆碱能神经递质的影响

与假手术组比较，模型组大鼠海马组织中ＣｈＡＴ、
Ａｃｈ水平降低（Ｐ ＜０． ０５），ＡＣｈＥ水平升高（Ｐ ＜０． ０５）；与
模型组比较，麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和
盐酸多奈哌齐组大鼠海马组织中ＣｈＡＴ、Ａｃｈ水平升高
（Ｐ ＜ ０． ０５），ＡＣｈＥ水平降低（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５。

２． ６　 麦冬皂苷Ｄ对大鼠ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ信号通路的影响
与假手术组比较，模型组大鼠海马组织中ＢＤＮＦ、

ＴｒｋＢ蛋白表达水平均下调（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模型组比较，
麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组、４０ ｍｇ ／ ｋｇ组和盐酸多奈哌齐
组大鼠海马组织中ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ蛋白表达水平均上调
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图６。
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ａ：大鼠海马组织ＣｈＡＴ水平；ｂ：大鼠海马组织Ａｃｈ水平；ｃ：大鼠海马组织ＡＣｈＥ水平　 １：假手术组；２：模型组；３：麦冬皂苷Ｄ １０ ｍｇ ／ ｋｇ组；
４：麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ组；５：麦冬皂苷Ｄ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ组；６：盐酸多奈哌齐组；：与假手术组比较，Ｐ ＜０． ０５；＃：与模型组比较，Ｐ ＜０． ０５

图５　 大鼠海马组织神经递质水平

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ蛋白表达条带；ｂ：蛋白相对表达水平　 １：假手术组；２：模型组；３：麦冬皂苷Ｄ １０ ｍｇ ／ ｋｇ组；４：麦冬皂苷Ｄ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ
组；５：麦冬皂苷Ｄ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ组；６：盐酸多奈哌齐组；：与假手术组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图６　 大鼠ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ信号通路蛋白表达水平

３　 讨论
临床上常用的ＡＤ疗法仅能够轻微缓解症状，对

疾病进展的延缓作用微乎其微，且ＡＤ进展到出现认
知功能障碍后神经元损伤已不可逆转，故当前的研究
普遍集中于ＡＤ的早期检测和治疗干预［９１０］。麦冬皂
苷Ｄ因具有抗肿瘤、抗氧化、减轻代谢综合征、改善肠
道菌群等广泛的药理作用而受到越来越多的关
注［１１１３］，但对中枢神经系统的作用却鲜少报道。尼氏
体是神经元的特征性结构，由粗面内质网和游离核糖
体组成，神经元损伤会导致尼氏体溶解［１４］，其形态和
数量反映了神经元功能状态。本研究结果显示，经麦
冬皂苷Ｄ干预后，ＡＤ大鼠逃跑潜伏期逐渐缩短，穿越
目标象限次数增加，在目标象限停留时间延长，且海马
神经元形态和排列得到改善，尼氏体数量增加，与刘江
华等［１５］的研究结果相似，表明麦冬皂苷Ｄ对ＡＤ大鼠
认知功能障碍和神经元功能具有改善作用。

氧化应激发生在ＡＤ早期，在ＡＤ的发生发展中
起关键作用。有轻微认知功能障碍的患者在发展为
ＡＤ之前已被确定有氧化损伤，海马组织中蛋白、脂质
和核酸的氧化产物水平与Ａβ１４０和Ａβ１４２水平升高有
关，而Ａβ水平较低的区域，氧化应激指标水平也较
低［１６１７］。Ａｃｈ是胆碱能神经元的信号递质。Ｌｉｕ等［１８］

认为约９０％的ＡＤ患者在神经冲动传递过程中缺乏
Ａｃｈ。ＣｈＡＴ、ＡＣｈＥ活性的变化是间接反映ＡＤ胆碱能
生化变化的重要指标，通过抑制突触ＡＣｈＥ促进突触
间隙中Ａｃｈ降解，也是多种ＡＤ药物的作用机制［１９２０］。
据报道，麦冬皂苷Ｄ可通过抑制ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路，
减轻肺泡上皮细胞氧化应激损伤［２１］。本研究检测了
ＡＤ大鼠海马组织氧化应激指标和胆碱能神经递质，
结果显示，麦冬皂苷Ｄ可降低ＭＤＡ和ＡＣｈＥ水平，提
升ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和ＣｈＡＴ、Ａｃｈ水平，与赵玲琳等［２２］报
道的麦冬皂苷Ｄ能减轻心肌细胞氧化应激的作用相
似，但目前鲜见麦冬皂苷Ｄ调节神经递质平衡的相关
报道。本研究发现麦冬皂苷Ｄ可有效减轻ＡＤ大鼠氧
化应激，调节神经递质平衡。

虽然我们明确了麦冬皂苷Ｄ可改善ＡＤ大鼠认知
功能障碍，但其作用机制尚不明确。ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ信号
通路在ＡＤ认知功能障碍过程中具有重要作用［２３］，
ＢＤＮＦ广泛分布于中枢神经系统，可抑制Ａβ诱导的神
经元凋亡，通过与其特异性受体ＴｒｋＢ结合，激活下游
信号通路，参与神经元生长和分化等过程［２４２５］。Ｎｇ
等［２６］研究表明，ＡＤ患者与健康对照组比较，血清
ＢＤＮＦ水平显著降低。本研究检测了ＡＤ大鼠海马组
织ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ信号通路蛋白表达水平，结果显示，ＡＤ
大鼠海马组织中ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ蛋白表达水平降低，而经
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麦冬皂苷Ｄ干预后，ＡＤ大鼠海马组织中ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ
蛋白表达水平上调，表明麦冬皂苷Ｄ对ＡＤ的改善作
用可能与调控ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ信号通路相关。

综上所述，麦冬皂苷Ｄ可改善ＡＤ大鼠认知功能
障碍，可能与减轻氧化应激，调节神经递质平衡，调控
ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ信号通路相关。然而由于中药活性成分
的药理作用大多具有多靶点、多通路的特点，麦冬皂苷
Ｄ是否可通过其他途径改善ＡＤ认知功能障碍尚未可
知，未来将开展进一步研究。
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