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琐琐葡萄黄酮对 APP / PS - 1 小鼠海马神经
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摘 　 要 　 目的 　 探讨琐琐葡萄总黄酮( flavones from vitis vinifera L. ,VTF)对 APP / PS - 1 双转基因阿尔茨海默病(Alzheimer′s
disease,AD)小鼠海马神经细胞凋亡的影响。 方法 　 选用 6 月龄雄性 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠 75 只,随机分为模型组,阳性

对照组(多奈哌齐组,0. 7mg / kg) ,VTF 低、中、高剂量组(70、210、420mg / kg) ,另取 15 只同龄雄性 C57BL / 6 小鼠作为空白对照组,
模型组和空白对照组给予等量 0. 5% CMC - Na 灌胃。 酶联免疫吸附试验( enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)检测小鼠血

清中 Aβ1 ~ 42含量;免疫组织化学 ( immunohistodiemistiy, IHC) 观察小鼠海马 CA1 区 caspase - 3 蛋白表达情况;原位末端标记

(TdT - mediated dUTP - biotin nick end labeling assay, TUNEL)法检测小鼠海马神经细胞凋亡情况。 结果 　 ELISA 检测结果显示,
与模型组比较,阳性对照组和 VTF 各剂量组小鼠血清中 Aβ1 ~ 42 含量显著升高(P < 0. 05)。 IHC 实验结果显示,模型组小鼠海马

CA1 区 caspase - 3 蛋白表达与空白对照组比较,阳性细胞着色深(P < 0. 05),VTF 各剂量组小鼠较模型组海马 caspase - 3 蛋白阳

性表达均有所减少(P < 0. 05)。 TUNEL 法检测结果显示,与模型组比较,阳性对照组及 VTF 各剂量组小鼠海马神经元细胞大多

较正常,其凋亡率与模型组比较显著下降(P < 0. 05)。 结论 　 VTF 可以通过下调 caspase - 3 蛋白的表达从而减少 APP / PS - 1 双

转基因 AD 小鼠海马神经元的凋亡,对 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠具有较好的防治作用。
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Effect of Flavones from Vitis Vinifera L on Apoptosis of Hippocampal Neurons in APP / PS - 1 Mice. 　 GULIXIATI·Aili, XIAO Hui, ZAIN-
AFUGULI·Maimaiti, et al. School of Public Health, Xinjiang Medical University, Xinjiang 830011, China

Abstract　 Objective　 To investigate the effect of flavones from vitis vinifera L. (VTF) on hippocampal neurons apoptosis in APP /
PS - 1double transgenic AD mice. Methods　 Seventy - five 6 - month - old male APP / PS - 1double transgenic AD mice were randomly
divided into model group, positive control group (donepezil group, 0. 7mg / kg) , VTF low - dose, medium - dose and high - dose groups
(70, 210 and 420mg / kg) , and 15male C57BL / 6mice of the same age were taken as blank control group. The model group and blank
control group were given the same amount of 0. 5% CMC - Na by gavage. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to de-
tect the content of Aβ1 - 42 in serum of mice; immunohistochemical ( IHC) staining was used to observe the expression of caspase - 3 pro-
tein in hppocampal CA1 region of mice; TdT - mediated dUTP - biotin nick end labeling assay (TUNEL) method was used to detect the
apoptosis of hippocampal neurons in mice. Results 　 The results of ELISA showed that compared with the model group, the content of
Aβ1 - 42 in serum of mice in the positive control group and VTF dose groups was significantly increased (P < 0. 05) . The results of IHC ex-
periment showed that the expression of caspase - 3 protein in hippocampal CA1 region in the model group was darker than that in the blank
control group (P < 0. 05), and the positive expression of caspase - 3 protein in hippocampal CA1 region of mice in the VTF dose groups
was decreased compared with that in the model group (P < 0. 05) . TUNEL assay showed that compared with the model group, most hipp-
ocampal neurons in the positive control group and VTF dose groups were normal, and the apoptosis rate was significantly decreased com-
pared with the model group (P < 0. 05) . Conclusion　 VTF can reduce the apoptosis of hippocampal neurons in APP / PS - 1 transgenic
mice by down - regulating the expression of caspase - 3 protein, and has a good preventive and therapeutic effect on APP / PS - 1double
transgenic AD mice.

Key words　 VTF; Alzheimer disease; APP / PS - 1double transgenic AD mice; Apoptosis

　 　 阿尔茨海默病(Alzheimer′s disease, AD)是痴呆

症最常见的一种形式,AD 占其 60% ~ 80% 。 AD 的

病理特征包括突触变性、老年斑和神经原纤维缠结,
最终导致神经元功能障碍和丢失。 据流行病学调查,
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全球每 3s 就会出现新发的 AD 患者,且中、低等收入

国家新发病例增加趋势尤为显著,使其成为全球第 5
大死亡原因 [1] 。 Zhao 等 [2] 对 2001 ~ 2017 年文献的

Meta 分析显示,随着我国老年人年龄增长,AD 患病

率呈现上升趋势。 基于此,研究和开发有效的预防和

治疗 AD 的手段和药物已成为医药研究领域亟待解

决的关键问题。
类黄酮是一类天然存在的多酚化合物,迄今为

止,已发现自然界中有 6000 多种黄酮类化合物,其有

抗炎、神经保护、抗衰老和抗胆碱酯酶的特性 [3,4] 。
研究表明,黄酮类化合物及其亚类对活跃的大脑部位

表现出多重靶向能力,显示出对 Aβ 介导的神经毒性

的抑制作用 [5] 。 Huang 等 [6] 研究表明,黄酮类化合物

可能是通过改善抗氧化防御系统和减弱线粒体介导

的神经细胞凋亡,对 Aβ1 ~ 42诱导的大鼠认知功能障碍

具有潜在的保护作用。 琐琐葡萄作为新疆维吾尔自

治区独特的葡萄品种,其化学成分较复杂,黄酮类化

合物是其主要生物活性成分之一。 因此,本实验用

APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠研究琐琐葡萄总黄酮

( flavones from Vitis vinifera L,VTF)对 APP / PS - 1 双

转基因 AD 小鼠海马神经细胞凋亡的影响,以期为临

床研究提供相关依据。
材料与方法

1. 药品和主要试剂:盐酸多奈哌齐(上海源叶生

物科技有限公司)、ELISA 试剂盒 (上海江莱生物科

技有限公司)、兔抗 caspase - 3 (北京博奥森生物技

术有限公司)、兔二步法试剂盒(北京中杉金桥生物

技术有限公司)、TUNEL 试剂盒(武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司)。
2. 主要仪器:酶标仪 (美国宝特公司)、切片机

(德国徕卡公司)、包埋机(常州中威电子仪器有限公

司)、组织脱水机(武汉天之睿医疗科技有限公司)、
摊片烤片机(上海机密仪器仪表有限公司)、NIKON
正置研究级显微镜(日本尼康公司)。

3. 动物分组及给药:6 月龄 SPF 级雄性 APP / PS -
1 双转基因 AD 小鼠 75 只,同龄 SPF 级雄性 C57BL / 6
对照组 15 只,购买自启动子生物科技(北京)有限公

司,生产许可证号:SCXK(浙)2019 - 0004,使用许可

证:SYXK(新)2018 - 0003,伦理学审批号:IACUC -
20210507 - 07。 适应性饲养 7 天,APP / PS - 1 双转基

因 AD 小鼠 75 只随机分为模型组,阳性对照组(多奈

哌齐组,0. 7mg / kg),VTF 低、中、高剂量组 (70、210、
420mg / kg)。 6 月龄同背景 SPF 级 C57BL / 6 小鼠 15 只

作为空白对照组。 空白对照组和模型组小鼠给予

0. 5% CMC - Na(0. 1ml / 10g)灌胃;阳性对照组给予多

奈哌齐溶液(0. 7mg / kg)进行灌胃;VTF 高、中、低剂量

组灌胃分别为 420、210、70mg / kg,连续给药 8 周。
4. 小鼠血清制备:随机在各组抽取 6 只小鼠,摘取

眼球取血,颈椎脱臼处死。 血样在 - 4℃下保存 30min,
3000r / min 离心 15min,分离血清 - 20℃保存待测。

5. ELISA 法检测小鼠血清 Aβ1 ~ 42 含量:按照试剂

盒步骤操作并检测(在加入终止液后 15min 内进行测

定,将样本 A 值的测定结果乘以 2)。
6. 免疫组化:切片脱蜡至水,抗原修复;山羊血清

封闭 20min;随后滴加一抗(1∶ 200),4℃过夜;滴加二抗

工作液;DAB 显色;苏木精复染;封片,显微镜下观察。
7. TUNEL 法检测小鼠细胞凋亡:切片脱蜡至水,

蛋白酶 K 工作液,37℃ 作用 20min;PBS 冲洗 3 次,样
本浸入阻断液 (3% H2O2 ) 中 10min;TdT 酶工作液,
37℃湿盒避光反应 60min;Streptavidin - HRP 工作液,
37℃湿盒避光反应 30min;DAB 显色;苏木精染色;封
片,镜下观察。 阳性细胞率 (% ) = (阳性细胞数 / 计
数细胞总数) × 100% 。

8. 统计学方法:应用 SPSS 21. 0 统计学软件对数

据进行统计分析,计量资料以均数 ± 标准差( x ± s)表
示,多组间比较采用单因素方差分析,以 P < 0. 05 为

差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. VTF 对小鼠血清 Aβ1 ~ 42 含量的影响:与空白对

照组比较,模型组小鼠血清中 Aβ1 ~ 42 含量显著降低

(P < 0. 05);与模型组比较,阳性对照组小鼠血清中

Aβ1 ~ 42含量显著升高(P < 0. 05);随着 VTF 药物剂量

的增加,各组 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠血清中

Aβ1 ~ 42含量呈现降低趋势。 并且与模型组比较,VTF
低、中、高剂量组小鼠血清中 Aβ1 ~ 42含量差异均有统计

学意义(P < 0. 05,表 1)。

表 1　 各组小鼠 Aβ1 ~ 42 、caspase - 3 阳性表达率

和细胞凋亡率比较( x ± s)

组别
血清 Aβ1 ~ 42

( ng / ml)

caspase - 3

阳性表达率(% )
细胞凋亡率(% )

模型组 2. 65 ± 0. 64 # 15. 39 ± 5. 05 # 55. 95 ± 2. 18 #

阳性对照组 4. 51 ± 0. 56∗ 6. 18 ± 1. 92∗ 17. 50 ± 2. 23∗

VTF 低剂量组 4. 58 ± 0. 52∗ 7. 96 ± 1. 02∗ 22. 77 ± 2. 78∗

VTF 中剂量组 4. 38 ± 0. 53∗ 9. 86 ± 3. 07∗ 32. 13 ± 1. 48∗

VTF 高剂量组 3. 72 ± 0. 53∗ 10. 52 ± 2. 01∗ 36. 76 ± 2. 85∗

空白对照组 5. 02 ± 0. 22 5. 37 ± 0. 87 11. 17 ± 1. 36

　 　 与模型组比较,∗ P < 0. 05;与空白对照组比较,#P < 0. 05
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　 　 2. VTF 对小鼠海马组织 CA1 区 caspase - 3 蛋白

表达的影响:APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马组织

caspase - 3 蛋阳性细胞呈棕褐色 (图 1)。 模型组小

鼠海马 CA1 区 caspase - 3 蛋白棕褐色阳性产物与空

白对照组比较,着色深且染色阳性表达率增高(P <
0. 05), 提 示 APP / PS - 1 双 转 基 因 AD 小 鼠 海 马

caspase - 3 蛋白表达量增加。 与模型组比较,多奈哌

齐阳性对照组和 VTF 各剂量组小鼠海马 CA1 区

caspase - 3 蛋白染色减弱,阳性表达率均显著降低

(P < 0. 05,表 1)。 以上结果表明,VTF 各剂量组可以

不同程度下调 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马

CA1 区 caspase - 3 表达。

图 1　 各组小鼠海马组织 CA1 区 caspase - 3 蛋白表达( IHC, × 400)
A. 空白对照组;B. 模型组;C. 阳性对照组;D. VTF 低剂量组;E. VTF 中剂量组;F. VTF 高剂量组

　
　 　 3. VTF 对 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马组

织细胞凋亡的影响:各组小鼠海马 CA1 区均可以观

察到 TUNEL 染色阳性细胞(图 2,箭头所指为阳性细

胞)。 其中,空白对照组小鼠大脑海马 CA1 区极少有

TUNEL 染色阳性细胞,而在模型组可见散在分布的

成群的阳性染色细胞,阳性细胞凋亡率较空白对照组

显著升高(P < 0. 05,表 1),提示 APP / PS - 1 双转基

因 AD 小鼠大脑海马 CA1 区存在大量凋亡细胞。 盐

酸多奈哌齐阳性对照组小鼠海马区与空白对照组比

较仍存有较多凋亡细胞,但较模型组小鼠 TUNEL 染

色细胞凋亡率显著降低(P < 0. 05);VTF 各剂量组与

模型组比较发现,小鼠大脑海马 CA1 区 TUNEL 染色

凋亡细胞率均显著降低(P < 0. 05),其中以 VTF 低剂

量组治疗效果最为明显。 上述结果提示,VTF 可能可

以通过减少 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠神经元的

凋亡从而起到神经保护的作用。

图 2　 VTF 对小鼠海马 CA1 区神经元凋亡的影响(TUNEL, × 400)
A. 空白对照组;B. 模型组;C. 阳性对照组;D. VTF 低剂量组;E. VTF 中剂量组;F. VTF 高剂量组

　
讨 　 　 论

当 Aβ 清除途径受损时,Aβ 生成与清除均衡被

破坏,大量 Aβ 聚集在脑内,经参与介导线粒体凋亡

通路、死亡受体通路、内质网凋亡通路等多种细胞信

号转导途径诱导神经元凋亡 [7] 。 Wu 等 [8] 研究表明,
黄酮类化合物淫羊藿苷可以通过减少 Aβ1 ~ 42 的沉积

和抑制神经元凋亡来改善认知缺陷。 郝凯敏 [9] 研究

发现,随着 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠月龄的逐渐

增加,APP / PS - 1 小鼠血清中 Aβ1 ~ 42水平呈现逐渐降

低的现象,而在海马组织中呈相反趋势。 黄攀等 [10]

采用 ELISA 测定 AD 患者外周血清中 Aβ1 ~ 42 蛋白含

量发现,试验组患者外周血清中 Aβ1 ~ 42浓度明显低于

对照组。 既往研究发现,VTF 能通过下调 APP / PS - 1
小鼠海马 APP 蛋白表达水平从而减少 Aβ 产生,改善

神经元损伤。 本实验通过 ELISA 检测 APP / PS - 1 小

鼠血清中 Aβ1 ~ 42浓度,分析结果显示,模型组小鼠血

清中 Aβ1 ~ 42 含 量 为 2. 65 ± 0. 64ng / ml, 与 对 照 组

(5. 02 ± 0. 22ng / ml)比较血清 Aβ1 ~ 42 含量显著降低
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(P < 0. 05)。 阳性对照组和 VTF 各剂量组小鼠血清

中 Aβ1 ~ 42含量与模型组比较血清 Aβ1 ~ 42 显著升高

(P < 0. 05),与既往研究结果一致,其作用机制有待

于进一步研究。
细胞凋亡近年来被认为是神经退行性疾病中神

经元死亡的一种可能机制,并且已在大量其他病理状

况中观察到 [11] 。 本实验采用 TUNEL 染色法检测各

实验组 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马组织神经

细胞凋亡情况,结果进行统计分析后发现,模型组可

见散在分布的成群的阳性染色细胞,阳性细胞凋亡率

较空白对照组显著升高,证实 APP / PS - 1 双转基因

AD 小鼠大脑存在大量凋亡细胞。 盐酸多奈哌齐阳

性对照组和 VTF 各剂量组与模型组比较发现,各组

小鼠海马 CA1 区 TUNEL 染色细胞凋亡率均显著降

低(P < 0. 05),在 VTF 各剂量组中,以 VTF 低剂量组

治疗效果最为明显,但仍比空白对照组存在较多的凋

亡细胞。 说明 VTF 可以在一定程度上减轻 APP /
PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马区神经元损伤,减少神

经细胞凋亡,从而起到神经保护作用,以上结果与大

多数黄酮类化合物能够减轻 APP / PS - 1 双转基因

AD 小鼠海马区神经元凋亡研究结果一致 [12 ~ 15] 。
半胱天冬酶( caspase)本质上是蛋白水解酶,是

细胞凋亡的关键因素。 此前,马丽娟 [16] 研究发现,
VTF、VTP 可减少 Aβ25 ~ 35诱导的 AD 大鼠海马凋亡细

胞数量,下调 caspase - 3 蛋白表达,从而抑制凋亡。
为进一步研究,笔者通过免疫组化法对 APP / PS - 1
双转基因 AD 小鼠海马 CA1 区 caspase - 3 蛋白表达

情况进行检测,实验结果显示,模型组小鼠海马 CA1
区 caspase - 3 蛋白表达较空白对照组明显增多,提示

APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马 caspase - 3 蛋白

表达增加。 与模型组比较,VTF 各剂量组小鼠海马

CA1 区 caspase - 3 蛋白染色均有不同程度变浅,其中

VTF 低剂量组效果最为明显。 caspase - 3 是 caspase
家族中研究最广泛的成员之一,它是细胞凋亡的关键

发起者之一。 此外,TUNEL 染色是一种检测 DNA 片

段化的方法,这是凋亡细胞死亡的特征。 VTF 各剂量

给药组 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马 CA1 区

caspase - 3 表达和 TUNEL 阳性细胞数量均有不同程

度减弱,说明 VTF 可能通过下调 caspase - 3 蛋白的

表达,对神经元细胞凋亡起到保护作用。
综上所述,VTF 对 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠

大脑的神经元细胞有较好的保护作用,可以减少

caspase - 3 蛋白在 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠脑

内的过表达,减少 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠海马

神经元的凋亡,对 APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠具有

较好的防治作用。 本研究旨在为深入探讨 VTF 对

APP / PS - 1 双转基因 AD 小鼠神经保护作用的研究

奠定基础,对于 VTF 活性成分改善神经元损伤的机

制,需在后续实验中进行深入探讨。
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