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［摘　要］目的：研究灵芝三萜类化合物（ＧＬＴ）对阿尔茨海默病（ＡＤ）模型大鼠脑细胞凋亡的影响。方法：将
自然衰老模型大鼠６０只随机均分为 ＧＬＴ低、中、高剂量组，模型组，溶媒对照组（食用油）及阳性对照组（健脑胶
囊），５月龄大鼠１０只为正常对照组；连续灌胃给予相应药物６０ｄ，取各组大鼠海马组织ＨＥ染色观察神经元变
化，ＴＵＮＥＬ法检测各组大鼠海马神经细胞凋亡。结果：与正常对照组比较，模型动物脑海马神经细胞损伤明显，
细胞排列极度紊乱，大小形态不规则，数量明显减少，海马凋亡阳性细胞数显著增多，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５），神经细胞核内有大量深染棕黄色颗粒状；给予 ＧＬＴ后，神经细胞损伤减轻，ＧＬＴ高剂量组无明显神经细
胞坏死特征；与模型组比较，ＧＬＴ中、高剂量组大鼠海马凋亡阳性细胞数减少（Ｐ＜００５），神经细胞核浅染棕黄
色颗粒。结论：ＧＬＴ可减少ＡＤ大鼠海马神经元凋亡，这可能是防治ＡＤ的机制之一。
［关键词］海马；阿尔茨海默病；衰老；细胞凋亡；灵芝三萜类化合物

［中图分类号］Ｒ２８５．５；Ｒ７４９．６　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１６）０５０５３２０３
ＤＯＩ：１０．１９３６７／ｊ．ｃｎｋｉ．１０００２７０７．２０１６．０５．００９

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧａｎｏｄｅｒｍａＬｕｃｉｄｕｍＴｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｏｎＡｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆＢｒａｉｎＴｉｓｓｕｅｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒＤｉｓｅａｓｅＭｏｄｅｌＲａｔ

ＺＨＡＮＧＹｕｅ，ＬＵＯＪｕｎ，ＨＵＡＮＧＮｅｎｇｈｕｉ，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｙｉ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｈｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ
Ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ（ＧＬＴ）ｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒＤｉｓｅａｓｅｍｏｄｅｌｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：６０ｎａｔｕｒａｌａｇｉｎｇｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ６ｇｒｏｕｐｓ，ＧＬＴｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＧＬＴｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＧＬＴｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ，ｓｏｌｖｅｎｔｇｒｏｕｐ（ｅｄｉｂｌｅｏｉｌ）ａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ（ＪＮＪＮ）．１０ｒａｔｓｏｆ５ｍｏｎｔｈｓｏｆａｇｅｗｅｒｅｕｓｅｄａｓ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｎｔｈｅｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄ．ＡｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧＬＴｆｏｒ６０ｄａｙｓ，
ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｔｏｏｂｓｅｒｖｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｎｅｕｒｏｎｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｄａｍａｇｅｄｉｎｔｈｅｂｒａｉｎ，ｃｅｌｌｄｉｓｐｌａｙｗｅｒｅ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｍｅｓｓｅｄｗｉｔｈｉｒｒｅｇｕｌａｒｓｉｚｅａｎｄｓｈａｐｅｓａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｍｏｄｅｌｒａｔｓ．Ｈｉｐ
ｐｏｃａｍｐｕｓａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｄａｒｋｂｒｏｗｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅ
ｆｏｕｎｄｉｎｎｅｕｒｏｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ；ＧＬＴｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｎｅｕｒｏｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｆｅａｔｕｒｅｓ；
ｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｍｉｄｄｌｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｌｉｇｈｔｂｒｏｗｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｎｅｕｒｏｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＧＬＴ
ｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｎｅｕｒｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｉｔｍａｙｂｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇＡＤｍｏｄｅｌ
ａｎｉｍａｌｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ；ｎａｔｕｒａｌａｇｉｎｇ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ＧａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍＴｒｉｔｅｒ
ｐｅｎｏｉｄｓ

　　阿尔茨海默病（ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
老年人神经系统退行性疾病，起病潜隐，临床主要

表现为严重的认知和记忆功能减退，并伴有进行性

的记忆、智能、言语、视空间技能障碍及人格改变
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等［１］。ＡＤ的病因和发病机制不明确，临床多采用
细胞代谢激活剂等药物改善脑细胞功能，无特异性

治疗药物及方法。本课题组前期研究表明灵芝主

要有效成分—灵芝三萜类化合物（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉ
ｄｕｍｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ，ＧＬＴ）能提高ＡＤ自然衰老模型大
鼠的学习记忆能力，其机制可能是通过改善ＡＤ大
鼠脑内能量代谢，提高总抗氧化能力，降低乙酰胆

碱酯酶活力，升高乙酰胆碱转移酶活力等起效，本

文观察ＧＬＴ对ＡＤ模型大鼠脑细胞凋亡的影响。

１　材料与方法

１１　材料
ＧＬＴ（中科院地化所提取），健脑胶囊 （ＪＮＪＮ，

青岛国风药业公司），ＴＵＮＥＬ法细胞凋亡检测试剂
盒（武汉 ＢＯＳＴＥＲ公司）及 ＢＩＯＭＩＡＳ９９图像分析
系统（四川大学图像图形研究所）。ＳＤ大鼠由贵
州医科大学实验动物中心提供。

１２　方法
１２１　ＡＤ大鼠筛选　取２４月龄 ＳＤ大鼠１００只
和５月龄大鼠１０只进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，以５月
龄大鼠的逃避潜伏期均数加２倍标准差为判别ＡＤ
的标准，２４月龄大鼠大于该值的为ＡＤ大鼠［２］。

１２２　分组　筛选出的６０只ＡＤ大鼠随机分为模
型组（ＮＳ１０ｍＬ／ｋｇ）、ＧＬＴ低剂量组（０２５ｇ／ｋｇ）、
ＧＬＴ中剂量组（０５ｇ／ｋｇ）、ＧＬＴ高剂量组（１０ｇ／
ｋｇ）、溶媒对照组（食用油１０ｍＬ／ｋｇ）及阳性对照组
（健脑胶囊 ０３８ｇ／ｋｇ），每组１０只，雌雄各半；以５
月龄大鼠为正常对照组（ＮＳ１０ｍＬ／ｋｇ）。每日 １
次灌胃给药，连续６０ｄ。
１３　观察指标

给药结束后，各组大鼠迅速于冰台上０℃下断
头取出大脑，取视交叉后 ５ｍｍ厚的冠状位脑片
（包含海马），石蜡包埋，连续冠状切片，每例标本

切片分别作 ＨＥ染色观察海马细胞；ＴＵＮＥＬ法（按
试剂盒操作）检测海马神经凋亡细胞并计数：每张

切片（每例动物标本）随机选取５个４００倍视野，
以５个视野阳性细胞数的平均值作为一例标本的
阳性表达细胞数。

１４　统计学方法
所有实验数据采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计

学分析。数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单
因素方差分析进行统计学处理，两两比较采用 ｔ检
验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　大鼠海马组织病理学
图１显示，正常对照组大鼠海马神经细胞排列

整齐，形态规则，胞体为类圆形；细胞结构完整，胞

膜、胞核轮廓清晰；神经细胞无明显肿胀及坏死。

模型组及溶媒对照组大鼠海马神经细胞排列极度

紊乱，大小形态不规则，神经细胞数量明显减少，细

胞肿胀，结构轮廓模糊，有明显神经细胞空泡样变

性改变（细胞浆染色变浅，其内有大小不等圆形或

类圆形空泡，有明显的神经细胞坏死表现）；核结

构模糊、向一侧固缩、碎裂或溶解消失。ＧＬＴ低、中
剂量组及阳性药对照组大鼠海马神经细胞排列轻

度紊乱；ＧＬＴ高剂量组神经细胞大小形态规则，细
胞数量较多，细胞结构完整，胞膜、胞核轮廓清晰，

细胞体积稍增大、无明显肿胀，少量神经细胞空泡

变性，无明显神经细胞坏死特征。

２２　大鼠海马神经细胞凋亡
显微镜下可见细胞核呈棕黄色颗粒状改变

（凋亡小体）的为凋亡阳性细胞（箭头所示）。与正

常对照组比较，模型组大鼠海马凋亡阳性细胞数显

著增高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），神经细胞
核内有大量深染棕黄色颗粒状；与模型组相比，

ＧＬＴ中、高剂量组及阳性对照组海马凋亡阳性细胞
数降低，神经细胞核浅染棕黄色颗粒（图２、表１）。
表１　各组大鼠海马神经细胞凋亡情况（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｃｅｌｌｓｏｆａｇｉｎｇｒａｔｓ

组别 ｎ 凋亡阳性细胞数

正常对照组 １０ ０５０±０１７

模型组 １０ ４４６０±４４５（１）

溶媒对照组 １０ ３８４０±２５５（１）

ＧＬＴ低剂量组 １０ ３１２０±２１０（２）

ＧＬＴ中剂量组 １０ ２０４０±１５８（２）

ＧＬＴ高剂量组 １０ １０７０±１９５（２）

阳性对照组 １０ ２０４０±１５８（２）

（１）与正常对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

有关ＡＤ的发病机制研究很多，研究已证实基
因突变、脑内胆碱能传递功能紊乱、自由基损伤、

Ａβ沉积、神经元凋亡等因素可能在ＡＤ的发病中
３３５
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注：Ａ为正常对照组，Ｂ为模型组，Ｃ为溶媒对照组，Ｄ、Ｅ及Ｆ为ＧＬＴ低、中及高剂量组，Ｇ为阳性对照组

图１　各组大鼠海马神经细胞（ＨＥ，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｒａｔｓ

注：Ａ为正常对照组，Ｂ为模型组，Ｃ为溶媒对照组，Ｄ、Ｅ及Ｆ为ＧＬＴ低、中及高剂量组，Ｇ为阳性对照组

图２　各组大鼠海马细胞凋亡情况 （ＴＵＮＥＬ，×４００）
Ｆｉｇ．２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｃｅｌｌｓｏｆａｇｉｎｇｒａｔｓ

起关键性作用。习惯所称灵芝属中赤芝的子实体

部分。灵芝具有广泛的药理活性，主要有效成分之

一是ＧＬＴ［３－５］。本文旨在观察 ＧＬＴ对 ＡＤ大鼠组
织细胞凋亡的影响，从而研究该药对ＡＤ有无防治
功能，并探讨其可能的作用机制。建立理想的模型

是研究的重要环节，本研究采用自然衰老认知障碍

模型，更符合衰老因素在ＡＤ发病过程中的重要作
用［６］。ＡＤ的病理学改变有老年斑（ｓｅｎｉｌｅｐｌａｑｕｅ，
ＳＰ）、神经元纤维缠结 （ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙｔａｎｇｌｅｓ，
ＮＦＴ）、大量神经元丢失及颗粒空泡变性等。在某
些神经变性疾病中，一个明显的病理特征是神经

元的缺失，其中细胞凋亡起了主要作用，特别是在

ＡＤ中［７］。本研究结果表明：自然衰老模型大鼠形

态学方面，脑组织切片 ＨＥ染色可见神经细胞肿
胀、坏死，胞浆空泡样变性等改变；在神经生化学方

面，神经细胞凋亡数增多。以上结果表明，本实验

建立的ＡＤ模型组织病理学以及神经生化学变化
方面模拟出与 ＡＤ相似的特征。自然衰老模型大
鼠用ＧＬＴ灌胃２个月后，脑神经元坏死减少，细胞
凋亡数减少，表明ＧＬＴ能够保护ＡＤ自然衰老模型
大鼠脑组织，减轻大脑神经损伤。

细胞凋亡是 ＡＤ重要的神经病理学特性。大
量的研究表明，在 ＡＤ发病过程中，细胞凋亡起主
导作用，ＡＤ患者脑内细胞丢失的机制可能与细胞
凋亡有关［８］。传统上用显微镜来观察细胞的死

亡，其特征为核染色质的浓缩和碎片的形成，但这

种现象出现晚且时间短暂。凋亡的特征是内源性

核酸内切酶被激活，细胞自身的染色质或 ＤＮＡ被
切割，出现单链或双链缺口，并产生与ＤＮＡ断点数
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ＲＯＣ曲线面积（ＡＵＣ）分别为０８１９、０７９４，证明血
清 ＩＬ６、ＴＮＦα水平对首发抑郁症有一定诊断价
值。但是，因本研究采用特异性和灵敏度相对较局

限的ＥＬＩＳＡ法，结果影响因素相对流式细胞技术
和化学发光法等较多，结果尚需进一步研究证实。

此外，还需进一步研究对照组的 ＨＡＭＤ各因子、细
胞因子以及甲状腺功能之间的相关性来补充证明

各细胞因子在抑郁症首次发作中的作用。
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目相同的３’－ＯＨ末端，通过 ＴＵＮＥＬ法可以检测
凋亡细胞。本实验中，ＡＤ模型动物组脑组织 ＨＥ
染色显示神经元变性、坏死及丢失较正常对照组显

著增多，予ＧＬＴ治疗后，ＧＬＴ治疗组动物脑组织神
经元变性、坏死及丢失明显减少，与模型组有显著

性差异；与正常对照组相比，模型组动物脑组织

ＴＵＮＥＬ阳性凋亡细胞数显著增加，ＧＬＴ治疗后，
ＴＵＮＥＬ阳性凋亡细胞数较模型组明显减少；提示
ＧＬＴ能减少ＡＤ神经元细胞损伤、坏死、丢失，抑制
细胞凋亡。

本研究结果表明ＧＬＴ对ＡＤ有防治作用，其可
能的作用机制与减少脑神经元坏死、抑制细胞凋亡

有关。
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