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  [摘要] 目的 研究阿魏酸钠
 

(SF)对β淀粉样蛋白1-42(Aβ1-42)所致大鼠海马神经元损伤的保护作用,并
阐明其相关机制。方法 将SD大鼠40只随机分为对照组、Aβ1-42 模型组、SF治疗组和SF+Notch1信号通路

阻断剂
 

(DAPT)组,每组10只。SF治疗组连续灌胃给药3
 

周(100
 

mg/kg),对照组、Aβ1-42 模型组灌胃等量蒸

馏水,SF+DAPT组连续腹腔注射DAPT(100
 

mg/kg)7
 

d,采用脑室内注射Aβ1-42 (5
 

μL,2
 

mmol/L)制备痴呆

动物模型,对照组注射等量生理盐水,脑室注射后第2天进行Morris水迷宫实验,检测大鼠的学习记忆能力,采
用Nissl染色观察海马CA1区锥体神经元损伤情况,免疫组织化学染色观察胶质纤维酸蛋白(GFAP)表达水

平,Western
 

blot检测海马CA1区Notch1、NICD、Hes1蛋白表达。结果 与对照组比较,Aβ1-42 模型组大鼠出

现明显的空间学习记忆障碍,表现为逃避潜伏期较对照组明显延长,在原平台象限游泳时间占总时间百分比明

显降低,同时伴有海马CA1区尼氏体碎裂,锥体神经元数目明显减少,差异均有统计学意义(P<0.05);GFAP
免疫阳性细胞数明显增多,染色增强,胞体增大,突起增多并延长。Notch1、NICD、Hes1蛋白表达明显下降,差

异均有统计学意义(P<0.05)。与Aβ1-42 模型组比较,SF给药3周能明显改善大鼠的学习记忆障碍,并减轻

Aβ所致的上述神经细胞损伤及改变蛋白表达水平,DAPT可对抗SF对学习记忆的改善作用,下调 NICD、
Hes1蛋白表达,差异均有统计学意义(P<0.05),并部分对抗SF对海马神经元的保护作用及星形胶质细胞的

激活。结论 SF通过激活Notch1/Hes信号通路对抗Aβ1-42 所致大鼠海马神经元损伤及星形胶质细胞的活化。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

sodium
 

ferulate
 

(SF)
 

on
 

Aβ
 

amyloid
 

1-42
(Aβ1-42)

 

-induced
 

rat
 

hippocampal
 

neuron
 

damage,and
 

to
 

clarify
 

its
 

relate
 

mechanism.Methods Forty
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,Aβ1-42  model
 

group,SF
 

treatment
 

group
 

and
 

SF+Notch1
 

signal
 

pathway
 

inhibitor
 

(DAPT)
 

group,10
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

SF
 

treatment
 

group
 

was
 

given
 

the
 

medication
 

(100
 

mg·kg-1·d-1,intravenous
 

injection)
 

for
 

3
 

weeks
 

continuous
 

intragastric
 

administration.The
 

control
 

group
 

and
 

Aβ1-42 model
 

group
 

were
 

given
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

distilled
 

water
 

by
 

gastric
 

gavage.The
 

SF+
DAPT

 

group
 

was
 

given
 

DAPT
 

(100
 

mg/kg)
 

by
 

continuous
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

7
 

d.The
 

dementia
 

ani-
mal

 

model
 

was
 

prepared
 

by
 

the
 

intracerebroventricular
 

injection
 

of
 

Aβ1-42 (5
 

μL,2
 

mmol/L).The
 

control
 

group
 

was
 

injected
 

by
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline.The
 

Morris
 

water
 

maze
 

experiment
 

was
 

conducted
 

to
 

detect
 

the
 

rat
 

learning
 

and
 

memory
 

ability
 

on
 

the
 

second
 

day
 

after
 

cerebral
 

ventricle
 

injection.The
 

Nissl
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

injury
 

of
 

pyramidal
 

neurons
 

in
 

hippocampal
 

CA1
 

region.The
 

immunohistochemical
 

tech-
nique

 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

glial
 

fibrillary
 

acidic
 

protein
 

(GFAP).The
 

expressions
 

of
 

Notch1,
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Notch1
 

intracellular
 

domain
 

(NICD),Hairyand
 

enhancer
 

of
 

split
 

1
 

(Hes1)
 

protein
 

were
 

determined
 

by
 

the
 

Western
 

blot
 

method.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

Aβ1-42 model
 

group
 

appeared
 

the
 

signifi-
cant

 

the
 

spatial
 

learning
 

and
 

memory
 

impairments,showing
 

that
 

the
 

escape
 

latency
 

stage
 

was
 

significantly
 

prolonged
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.The
 

percentage
 

of
 

swimming
 

time
 

in
 

the
 

original
 

platform
 

quad-
rant

 

accounting
 

for
 

the
 

total
 

time
 

was
 

decreased
 

significantly,meanwhile
 

this
 

was
 

accompanied
 

by
 

fragmenta-
tion

 

of
 

Nissellite
 

in
 

the
 

CA1
 

region
 

of
 

hippocampus,the
 

number
 

of
 

pyramidal
 

neurons
 

was
 

decreased
 

signifi-
cantly,and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

number
 

of
 

GFAP
 

immunopositive
 

cells
 

was
 

increased
 

significantly,the
 

staining
 

was
 

enhanced,the
 

cell
 

body
 

was
 

enlarged,and
 

the
 

protrusions
 

were
 

increased
 

and
 

prolonged.The
 

expression
 

levels
 

of
 

Notch1,NICD
 

and
 

Hes1
 

protein
 

were
 

decreased
 

signifi-
cantly,and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Aβ1-42 model
 

group,the
 

SF
 

administration
 

for
 

3
 

weeks
 

could
 

markedly
 

improve
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

impairment,attenuated
 

the
 

Aβ
 

induced
 

above
 

neural
 

cells
 

injury,changed
 

the
 

protein
 

expression
 

level,DART
 

could
 

confront
 

the
 

improve-
ment

 

effect
 

of
 

SF
 

in
 

learning
 

and
 

memory,down-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

NICD
 

and
 

Hes1
 

protein,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion SF
 

confronts
 

the
 

Aβ1-42 induced
 

rat
 

hippocam-
pal

 

neuron
 

damage
 

and
 

activation
 

of
 

astrocytes
 

via
 

activating
 

Notch1/Hes
 

signaling
 

passway.
[Key

 

words] sodium
 

ferulate;β-amyloid
 

protein;hippocampal
 

neurons;Notch1/Hes
 

signaling
 

pathway

  阿尔茨海默病(AD)为最常见的痴呆类型,目前,
全球有近5亿患者,预计到2050年患病人数将增加3
倍[1]。虽然目前可以对疾病做出早期诊断,但尚无有

效防治药物[2]。越来越多的资料表明,星形胶质细胞

激活引发的炎性反应可能是 AD的主要发病机制,
AD最早期的神经病理学改变为在沉积的β淀粉样蛋

白(Aβ)周围聚集大量活化的星形胶质细胞。有研究

证实,大脑星形胶质细胞的胶质化程度与认知功能损

伤程度呈正相关[3-4]。海马是学习、记忆的关键部位,
AD患者及动物模型均证实海马CA1区神经元容量

和数量严重缺失,并伴有明显的CA1区星形胶质细

胞的增殖和严重的胶质化[5]。因此,促进海马神经细

胞的再生、抑制星形胶质细胞的激活可能对改善 AD
患者学习、记忆功能具有重要意义。

阿魏酸具有抗氧化、抗自由基、抗炎等药理作用,
是很有前景的AD防治药物[6]。有研究表明,阿魏酸

钠(SF)能改善AD模型大鼠及老年大鼠的学习记忆

障碍[7-8],但其作用机制尚未阐明。近年来,有研究表

明,Notch信号传导通路在AD发病调控中具有关键

作用[9-10]。Notch1/Hes信号通路与神经元受损后修

复密切相关,该通路的激活可以促进神经干细胞/前

体细胞增殖,抑制前体细胞分化为神经元,进而参与

神经系统增殖和分化。有研究表明,激活 Notch1/
Hes信号通路可对抗 Aβ所致的海马神经细胞的损

伤,并促进神经细胞再生,抑制星形胶质细胞的激活

和胶质化[11]。一项最近的离体实验证实,阿魏酸通过

Notch信号通路对抗Aβ1-42 诱导海马神经元凋亡[12]。
本研究通过脑室注射Aβ1-42 建立动物模型,进一步观

察了SF的保护作用并探讨了其机制,旨在为其治疗

AD提供实验依据。
1 材料与方法

1.1 实验动物

  SD大鼠40只(雄性、体重250~350
 

g)由锦州医

科大学科学实验动物中心提供[动物合格证号:SCXK
(辽)2017-0004]。
1.2 实验药品

 

  SF(纯度大于99%)购自苏州布莱恩斯(畅通化

学)有限公司,使用时用蒸馏水溶解。Aβ1-42、焦油紫

试剂、二甲基亚砜(DMSO)均购自美国Sigma公司,
Aβ1-42 用前用无菌生理盐水稀释为2

 

mmol/L,放置于

37
 

℃温箱内孵育24
 

h,使之变为凝聚态。Notch1信

号通路阻断剂(DAPT,临用前用DMSO溶解)、胶质

纤维酸蛋白(GFAP)兔多克隆抗体、山羊抗兔FITC/
Cy3标记的荧光二抗均购自美国Santa

 

Cruz公司。
兔抗大鼠Notch1、兔抗大鼠NICD、兔抗大鼠Hes1均

购自美国Abcam公司。
 

1.3 方法

1.3.1 动物分组、给药及模型制备

  将SD大鼠40只随机分为对照组、Aβ1-42 模型组、
SF治疗组和SF+DAPT组,每组10只。SF给药剂

量及模型制备参照文献[7,13]的方法,SF连续灌胃

给药3
 

周(100
 

mg/kg),对照组、Aβ1-42 模型组灌胃等

量蒸馏水,SF+DAPT组在脑室注射前连续腹腔注射

DAPT(100
 

mg/kg)7
 

d。通过脑立体定位仪在无菌条

件下将Aβ1-42 (5
 

μL,2
 

mmol/L)恒速注入左侧脑室

(前囟后0.8
 

mm、前囟左1.3
 

mm、深3.5
 

mm)建立

AD动物模型,对照组注射等量生理盐水。
1.3.2 Morris水迷宫实验

  参照文献[8,13]的方法进行 Morris水迷宫实

验。脑室注射后第2天进行定位航行实验,连续训练

5
 

d,记录大鼠爬上平台所需的逃避潜伏期,第6天撤

出平台进行空间探索实验,记录60
 

s内大鼠在原平台

象限游泳时间占总游泳时间百分比。
1.3.3 尼氏染色
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  用10
 

%
 

水合氯醛腹腔麻醉大鼠后取脑组织制备

冰冻切片进行焦油紫染色,去掉多余的染色液后中性

树胶封片,晾干后镜下观察拍照。海马锥体神经元计

数方法为在低倍镜(40×)下确定海马CA1区位置,
然后在高倍镜(400×)下连续计数2个视野的海马锥

体神经元数目,取平均值,每只动物计数4张切片,取
平均值,即为该只大鼠海马CA1区锥体神经元数。
1.3.4 免疫组织化学荧光染色

  将制备完成的切片贴片并晾干放入0.1%Tri-
tonX-100(含5%山羊血清)封闭液中室温封闭1

 

h,封
闭后用含5%山羊血清的一抗杂交液、4

 

℃杂交过夜,
用三羟甲基氨基甲烷缓冲液(TBS)洗3次后加入二

抗避光孵育1
 

h,用TBS避光漂洗3次后将抗荧光淬

灭封片剂[含4,6联脒-2-苯基吲哚(DAPI)]滴在载玻

片上,用眼科弯镊子夹取盖玻片进行封片,使用Leica
 

4000B荧光显微镜观察、照相及分析。
1.3.5 Western

 

blot检 测 大 鼠 海 马 组 织 Notch1、
NICD、Hes1蛋白表达

  提取总蛋白,采用蛋白质定量(BCA)法测蛋白浓

度,用10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳法

分离蛋白质,每个泳道蛋白上样量为30
 

μg,然后转移

至聚偏 氟 乙 烯 膜,以 含1%牛 蛋 白 血 清(BSA)的
TBST(TBS+Tween)室 温 封 闭 2

 

h;加 入 一 抗

[Notch1(1∶1
 

000)、NICD(1∶1
 

000)、Hes1(1∶
1

 

000)、β-actin(1∶10
 

000)
 

]4
 

℃孵育过夜;用TBST
洗涤4次,每次5

 

min;二抗室温2
 

h,用TBST洗涤4
次,每次5

 

min。增强化学发光(ECL)显影,采用Im-
age

 

J软件分析灰度值。

1.4 统计学处理

  采用SPSS17.0统计软件进行数据分析,计量资

料以x±s表示,采用one-way
 

ANOVA、LSD’s
 

post
 

hoc
 

test
 

等。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 学习记忆能力

  与对照组比较,Aβ1-42 模型组大鼠第4~5天定位

航行实验中逃避潜伏期明显延长,第6天空间探索实

验中在原平台象限游泳时间百分比明显降低,差异均

有统计学意义(P<0.05)。与Aβ1-42 模型组比较,SF
组大鼠第4~5天的逃避潜伏期缩短,原平台象限游

泳时间占总游泳时间的百分比增大,DAPT可对抗

SF对学习记忆的改善作用,差异均有统计学意义

(P<0.05),见图1。
2.2 神经元形态和数量

  与对照组比较,Aβ1-42 模型组大鼠海马CA1区锥

体神经元数量明显减少,差异有统计学意义(P<
0.05);细胞肿胀,细胞质内尼氏体减少,突触回缩,神
经元不整齐。与 Aβ1-42 模型组比较,SF组大鼠海马

CA1区锥体神经元排列整齐,细胞数量明显增多,
DAPT可对抗SF对神经元损伤的保护作用,差异均

有统计学意义(P<0.05),见图2。
2.3 GFAP表达

  与对照组比较,Aβ1-42 模型组大鼠海马CA1区星

形胶质细胞胞体增大,突起增多、延长,染色增强。与

Aβ1-42 模型组比较,SF组大鼠海马CA1区GFAP阳

性细胞染色减弱,胞体变小,突起短细,DAPT可对抗

SF对星形胶质细胞激活的抑制作用,见图3。

  *:P<0.05,与对照组比较;#:P<0.05,与Aβ1-42 模型组比较;△:P<0.05,与SF组比较。

图1  各组大鼠典型游泳轨迹图及实验结果比较
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  A:对照组(×40);B:对照组;C:Aβ1-42 模型组;D:SF组;E:SF+DAPT组(B-E
 

Nissl染色,×400);*:P<0.05,与对照组比较;#:P<0.05,

与Aβ1-42 模型组比较;△:P<0.05,与SF组比较。

图2  各组大鼠海马CA1区尼氏染色及计数比较

图3  各组大鼠海马CA1区GFAP免疫荧光染色影像图

2.4 Notch1、NICD、Hes1蛋白表达

  与对照组比较,Aβ1-42 模型组大鼠海马CA1区

Notch1、NICD、Hes1蛋白表达均明显减少,差异均有

统计学意义(P<0.05)。与Aβ1-42 模型组比较,SF组

大鼠海马CA1区Notch1、NICD、Hes1蛋白表达均明

显增加,差异均有统计学意义(P<0.05);DAPT可抑

制SF 升 高 NICD、Hes1 蛋 白 表 达 的 作 用,但 对

Notch1蛋白表达无影响,见图4。
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  1:对照组;2:Aβ1-42 模型组;3:SF组;4.SF+DAPT组;*:P<

0.05,与对照组比较;#:P<0.05,与 Aβ1-42 模型组比较;△:P<0.05,
与SF组比较。

图4  各组大鼠海马CA1区Notch1、NICD、Hes1蛋白

表达比较

3 讨  论

  AD病因复杂,发病机制尚不清楚,目前尚未开发
出有效的治疗药物。阿魏酸是蔬菜、水果、谷物中广
泛存在的一种酚类化合物,具有抗氧化、抗炎、神经保
护、抑制 Aβ形成、Tau蛋白磷酸化等药理作用[14]。
已有研究表明,长期小剂量使用阿魏酸能延缓AD的
发生、发展[6,15-17],但其机制目前还不清楚。有研究表
明,SF可通过调节c-Jun氨基末端激酶(JNK)/蛋白
激酶(ERK)等多种信号通路发挥其保护作用[7,13]。
Notch信号通路与JNK、ERK 通路关联紧密,激活

Notch通路不仅可直接抑制JNK通路[18],Notch受
体与配体结合后还经过γ-分泌酶裂解,释放胞内段,
参与了基因转录调控,ERK是γ-分泌酶活性的重要
调节因子[19],参与了Notch信号通路的生物学效应。
因此,可以推测激活Notch信号通路可能是SF发挥
其保护作用的主要机制之一,研究并阐明SF作用机
制可能在探寻AD新的治疗策略方面具有重要意义。

海马CA1区是长时程记忆相关的重要脑区,该
区损伤与AD患者典型的情节记忆和空间记忆障碍
密切相关。有研究表明,CA1区神经元更脆弱,损伤
程度远高于其他脑区,AD患者及动物模型均证实海
马CA1区神经元容量和数量严重缺失,伴有明显的

CA1区星形胶质细胞的增殖和严重的胶质化。因此,
促进海马神经细胞的再生、抑制星形胶质细胞的激活
可能对改善 AD患者学习记忆功能具有重要意义。
Notch信号通路也是脑内调控星形胶质细胞活化和
神经元再生的重要通路[20-21]。Notch为一个保守的
细胞表面受体,通过与周围细胞的配体相结合而被激
活。目前发现 Notch共有4个受体,其中 Notch1受
体主要分布于神经元、星形胶质细胞、祖细胞、室管膜
细胞、内皮细胞中。有研究表明,AD发病早期海马

CA1区Notch1信号传导通路活性增强,伴随大量被
激活的星形胶质细胞[22]。

星形胶质细胞在脑内具有双重作用,一方面可以

维持脑的许多重要功能,与神经元进行信息传递;另
一方面过度激活的星形胶质细胞形成胶质瘢痕,释放
炎性细胞因子和活化的氧自由基。有研究证实,Aβ
可刺激星形胶质细胞释放谷氨酸[23]和肿瘤坏死因子-
α、一氧化氮合酶(iNOS)、白细胞介素-1等炎性细胞
因子[24],损伤海马神经元。如果可以减轻或延缓星形
胶质细胞的激活,使其尽可能地发挥对神经元的保护
作用就可以减轻或延缓Aβ对神经元的损伤,从而减
轻因Aβ造成的大脑功能的损害。本研究结果显示,
脑室注射Aβ1-42 后出现了明显的神经元损伤及海马

CA1区胶质化,SF可对抗Aβ引起的神经元损伤及星
形胶质细胞的激活,可能是其改善大鼠学习记忆障碍
的主要机制。

Notch信号通路还参与了神经再生过程,与轴突
和树突生长密切相关,成年动物脑内 Notch1信号通
路对脑缺血损伤后的神经修复具有重要作用。有研
究发现,AD晚期出现Notch信号通路下调,并伴随海
马神经元的丢失。本研究结果显示,脑室注射 Aβ1-42
后Notch通路相关蛋白表达减少,与ZHANG等[11]

研究结果一致。
为阐明SF的保护作用是否与激活Notch通路有

关,本研究应用该通路的特异性抑制剂———DAPT,检
测了各组大鼠海马海马CA1区 Notch通路相关蛋
白———Notch1、NICD、Hes1的相对表达情况。由于

Notch1被激活后在跨膜区近胞膜内位点经γ-分泌酶
水解释放胞内段NICD[25-26]。所以,本研究结果显示,
与SF组比较,SF+DAPT组大鼠经DAPT处理后海
马CA1区 Notch1蛋白表达无改变,但 NICD、Hes1
蛋白表达均明显降低。DAPT在抑制NICD、Hes1蛋
白表达的同时也对抗了SF的上述保护作用,说明激
活Notch通路是SF的主要作用机制,但本研究进行
的蛋白表达结果也显示,与 Aβ1-42 模型组比较,SF+
DAPT组仍高一些,说明SF的保护作用可能还与其
他通路相关。

综上所述,SF对脑室注射Aβ1-42 所致大鼠海马神
经元具有明显的保护作用,其机制可能 与 其 激 活

Notch1/Hes信号通路有关,提示SF可能有望成为防
治AD的潜在有效药物。但成年大鼠脑内 Notch1/
Hes通路调控机制比较复杂,该通路激活是否对其他
信号通路具有调节作用尚需进一步研究。
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