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紫云英苷诱导自噬减轻APP/PS1转基因小鼠皮质内神经元
损伤及老年斑沉积
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摘 要：【目的】探讨紫云英苷（AST）对APP/PS1转基因小鼠脑皮质神经元及Aβ斑块的影响。【方法】将 24只 8
月龄雄性APP/PS1转基因小鼠随机分为APP/PS1组、10 mg/kg AST（APP/PS1+AST 10）组、20 mg/kg AST（APP/PS1+
AST 20）组、40 mg/kg AST（APP/PS1+AST 40）组，每组各 6只。6只同月龄 C57BL/6雄性小鼠作为对照组（WT组）。

AST药物连续腹腔注射一个月后，采用免疫荧光染色法观察小鼠脑皮质内Aβ斑块沉积情况，尼氏染色法观察皮质

内神经元数量及形态变化，免疫荧光多重染色法观察小鼠脑皮质内 LC3B、p62分别与NeuN共表达情况。Western
blot法检测皮质中NeuN、LC3B及 p62蛋白表达情况。【结果】免疫荧光染色法表明，20、40 mg/kg AST均可减少APP/
PS1转基因小鼠脑皮质内Aβ斑块沉积（P < 0.000 1；P < 0.000 1）。Western blot结果表明，20、40 mg/kg AST均可增

加APP/PS1转基因小鼠脑皮质内NeuN蛋白表达量（P = 0.012 1；P < 0.000 1）。免疫荧光多重染色结果揭示APP/
PS1转基因小鼠脑皮质内 LC3B、p62与NeuN均存在共表达现象。Western blot结果表明，AST增加APP/PS1转基因

小鼠脑皮质内LC3B表达量（P = 0.007，P < 0.000 1），减少p62表达量（P < 0.000 1，P < 0.000 1）。【结论】AST通过激

活自噬减轻APP/PS1转基因小鼠脑皮质内神经元损伤及Aβ斑块沉积。
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Autophagy in the Cortex of APP/PS1 Transgenic Mice
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Abstract：【Objective】To explore the effect of astragalin（AST）on neurons and Aβ plaques in the cortex of APP/PS1
transgenic mice.【Methods】Twenty-four 8-month-old male APP/PS1 transgenic mice were randomly divided into APP/
PS1 group，10 mg/kg AST（APP/PS1+AST 10）group，and 20 mg/kg AST（APP/PS1+AST 20）group，40 mg/kg AST
（APP/PS1+AST 40）group，with 6 mice in each group. Six C57BL/6 male mice of the same age served as the control group
（WT group）. AST drugs were continuously injected intraperitoneally for one month. Then Immunofluorescent staining was
used to observe the deposition of Aβ plaques in the cortex. Nissl staining was used to observe the number and morphologi⁃
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cal changes of neurons in the cortex，and immunofluorescent multiple staining methods were used to observe the co-expres⁃
sion of LC3B，p62 and NeuN in the cortex. Then the expressions of NeuN，LC3B，and p62 protein were detected by West⁃
ern blot method.【Results】Immunofluorescent staining results showed 20 mg/kg and 40 mg/kg AST reduced Aβ plaques de⁃
position in the cortex of APP/PS1 mice（P < 0.000 1；P < 0.000 1）. Western blot analysis showed both 20 and 40 mg/kg
AST increased the expression of NeuN protein in the cortex of APP/PS1 mice（P = 0.012 1；P < 0.000 1）. Immunofluores⁃
cent multiplex staining showed co-expression of LC3B，p62，and NeuN in the cortex of APP/PS1 mice. Western blot analy⁃
sis showed AST increased the expression of LC3B（P = 0.007，P < 0.000 1）and decreased the expression of p62（P <
0.000 1，P < 0.000 1）in the cortex of APP/PS1 mice.【Conclusions】AST reduces neuronal damage and Aβ plaques depo⁃
sition in the cortex of APP/PS1 mice by activating autophagy.

Key words：astragalin；APP/PS1 transgenic mice；autophagy；neuronal damage；Aβ deposition
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2022，43（2）：238-246］

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是最

常见的与年龄相关的神经退行性疾病，其典型特征

是进行性认知能力减退。据AD协会最新统计，AD
导致患者死亡人数已超过乳腺癌和前列腺癌患者

人数的总和，居世界第一位［1］。而在中国≥60岁老

年人中，约有 983万人患AD［2］。尽管AD发病机制

尚未完全明确，但目前大部分研究表明自噬参与了

AD的发生与发展。自噬是溶酶体介导的细胞自我

处理系统，能够清除衰老或异常聚集蛋白，对维持

细胞稳态具有重要作用。既往研究表明在AD发病

早期自噬被激活，进而抑制神经细胞损伤来改善

AD症状，但随着AD病程的发展，自噬功能逐渐降

低［3］。紫云英苷（astragalin，AST）作为一种天然小

分子黄酮类化合物［4］，能够通过调节自噬发挥抗

炎［5］、抗癌［6］、抗氧化［7］作用，但AST是否能够通过

调节自噬来改善痴呆这类神经系统方面的疾病尚

未见相关体内实验报道。因此，本实验将APP/PS1
转基因小鼠作为研究对象，探究AST对APP/PS1转
基因小鼠脑皮质内神经元损伤的作用及机制，为

AST作为治疗AD潜在药物提供动物实验依据和理

论基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物和饲养

24 只 8 月 龄 SPF 级 APP/PS1（APPswe，
PSEN1dE9）雄性转基因小鼠，及 6只同品系同月龄

SPF级C57BL/6雄性小鼠，均购自广东省实验动物

中心，许可证号：SCXK（粤）2018-0002。动物均饲

养于 SPF级屏障环境内：将APP/PS1转基因小鼠单

笼单只饲养，12 h光照循环，饮水进食自由，室温

（22±2）℃，相对湿度（55±5）%。广东药科大学动物

护理伦理和使用委员会批准（批准使用号为：

SPF2017356）并通过本实验所有动物实验操作。

1.2 主要试剂与仪器

99.02%紫云英苷（wkq20032506）购于四川省

维克奇生物科技有限公司，羧甲基纤维素钠

（MB1731）购于美仑生物技术有限公司，NeuN抗体

（ab104224）、LC3B抗体（ab51520）、SQSTM1/p62抗
体（ab91526）、荧光兔二抗（ab150077）、荧光小鼠二

抗（ab150116）、HRP兔二抗（ab205718）、均购自于

Abcam公司，Beta amyloid（GT622）购于 GeneTex公
司，β-actin（ac026）购于Abclonal公司，HRP小鼠二

抗（E030110-02）购于 EarthOx公司。化学发光成

像与分析系统 Tanon-5200购于上海天能科技有限

公司，光学显微镜及成像系统 AX-10购于德国

ZEISS生物公司。

1.3 实验动物分组及给药

实验动物适应环境一周后，将 8月龄雄性APP/
PS1转基因小鼠随机分为：APP/PS1组、10 mg/kg
AST（APP/PS1+AST 10）组 、20 mg/kg AST（APP/
PS1+AST 20）组、40 mg/kg AST（APP/PS1+AST 40）
组。另将 C57BL/6小鼠设为WT组。将 AST溶于

0.5%羧甲基纤维素钠溶液中制成 10、20、40 mg/kg
浓度的混悬液［5］。AST药物处理组小鼠腹腔注射

不同剂量的AST混悬液，WT组和APP/PS1组小鼠

给予等量 0.5%羧甲基纤维素钠溶液，每日给药 1
次，连续给药1个月。

1.4 尼氏染色

每组选取 3只小鼠麻醉后，断头处死取出完整
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的大脑，于 40 g/L多聚甲醛溶液固定，组织脱水浸

蜡后进行包埋，制作石蜡切片。选取小鼠脑组织切

片，常规脱蜡脱水后，将切片完全浸入甲苯胺蓝工

作液中，于 56 ℃恒温干燥箱中染色 45 min，之后进

行梯度乙醇脱水及二甲苯透明，中性树胶封片，自

然风干后于显微镜下观察并拍照。

1.5 免疫荧光单标染色方法

选取各组小鼠脑组织切片，常规脱蜡脱水后，

进行中高火微波抗原修复，切片冷却至室温后，滴

加免疫染色封闭液，37 ℃封闭 20 min后，滴加小鼠

抗 Aβ1-42（1：300）后 4 ℃孵育过夜；复温 30 min
后，PBST清洗后，滴加Alexa Flour ® 594标记的山

羊抗小鼠 IgG（1：800）于 37 ℃下孵育 1 h；PBST清洗

后滴加含DAPI的抗荧光淬灭剂，封片；利用光学显

微镜观察图像并拍照。

1.6 免疫荧光多重染色方法

选取各组小鼠脑组织切片，常规脱蜡脱水后，

进行中高火微波抗原修复，切片冷却至室温后，滴

加免疫染色封闭液，37 ℃封闭 20 min后，滴加兔抗

LC3B（1：600）和小鼠抗NeuN（1：500），兔抗 p62（1：
100）和小鼠抗NeuN（1：500）后 4 ℃孵育过夜；复温

30 min后，PBS清洗后，加入Alexa Flour ® 488标记

的山羊抗兔 IgG（1：800）和Alexa Flour ® 594标记

的山羊抗小鼠 IgG（1：800）于 37 ℃下孵育 1 h；PBST
清洗后滴加含DAPI的抗荧光淬灭剂，封片；利用光

学显微镜观察图像并拍照。

1.7 Western blot法

每组选取 3只小鼠麻醉后，断头取出皮质组织

放于含有苯甲基磺酰氟（PMSF）的RIPA裂解液中，

冰上充分研磨后，转移至离心管中，4 ℃高速离心

后取上清。用BCA蛋白定量试剂盒测定每组组织

的蛋白含量，接着进行电泳，转膜，封闭后分别加入

下述一抗：兔抗 LC3B（1：3 000），兔抗 p62（1：1
000），兔抗 β-actin（1：3 000），4 ℃过夜孵育。复温

20 min，于室温下用TBST洗膜 3次后，加入HRP标
记的山羊抗兔 IgG（1：10 000）或HRP标记的山羊抗

小鼠 IgG（1：3 000）室温下孵育 80 min，于室温下用

TBST洗膜 3次。将 ECL超敏发光液滴加到膜上，

于 1 ~ 2 min进行显影曝光成像。采用 Image J图像

分析系统对蛋白条带进行灰度测定分析。

1.8 统计学分析

采用 Graphpad Prism 8.0分析数据，所有数据

以均数±标准差（x̄ ± s）表示；所有定量资料满足正

态分布，且通过方差齐性检验后采用单因素方差分

析（one way-ANOVA），组间两两进行比较采用Tur⁃
key法。P < 0.05认为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 紫云英苷对APP/PS1转基因小鼠体质量的

影响

为了观察紫云英苷对APP/PS1转基因小鼠体

质量变化的影响，在造模期间称重并记录小鼠的体

质量。经过 10 mg/kg、20 mg/kg、40 mg/kg AST药物

处理后，各组小鼠体质量与APP/PS1转基因小鼠相

比均无统计学意义（P = 0.889 8；P = 0.634 7；P =
0.991 8，图 1）。上述结果表明，本实验中不同给药

浓度的AST均未对小鼠体质量造成明显影响。

All the data are analyzed by Turkey’s multiple comparisons test after one-way ANOVA. n = 6，F = 2.697, P = 0.033 1.
图1 不同浓度的紫云英苷对APP/PS1转基因小鼠体质量的影响

Fig. 1 Effects of astragalin at different concentrations on body weight of APP/PS1 mice
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2.2 紫云英苷对APP/PS1转基因小鼠脑皮质内

老年斑的影响

免疫荧光组织化学结果显示（图 2）：Aβ斑块主

要分布在APP/PS1转基因小鼠脑皮质内，形状多呈

椭圆形或不规则形。与WT组小鼠相比，APP/PS1

转基因小鼠皮质内Aβ斑块数量增多，且差异具有

统计学意义（P < 0.000 1）。而经 20 mg/kg、40 mg/
kg AST药物处理后，APP/PS1转基因小鼠皮质内

Aβ斑块数量明显减少，且差异均具有统计学意义

（P < 0.000 1；P < 0.000 1）。

2.3 紫云英苷对APP/PS1转基因小鼠脑皮质内

神经元的影响

尼氏染色结果显示（图 3A-F），WT组小鼠尼氏

体结构清晰，染色均匀；APP/PS1组小鼠皮质内神

经元形态清晰，与WT组小鼠尼氏体数量相比，差

异具有统计学意义（P < 0.000 1）；与APP/PS1组相

比，20、40 mg/kg AST药物处理后尼氏体数量增多

（P < 0.000 1；P < 0.000 1）。进一步通过Western
blot（图 3G）检测NeuN蛋白的表达情况发现，与WT
组小鼠相比，APP/PS1组小鼠皮质中 NeuN蛋白表

达量降低，差异具有统计学意义（P < 0.000 1）。而

给予 20、40 mg/kg AST药物处理后，APP/PS1转基

因小鼠皮质中的NeuN蛋白含量均明显升高，差异

均具有统计学意义（P = 0.012 1；P < 0.000 1）。

2.4 紫云英苷对APP/PS1转基因小鼠脑皮质内

LCB和p62的影响

免疫荧光多重标记染色结果显示：WT组小鼠

和APP/PS1组小鼠脑内皮质中均可检测到LC3B和

p62阳性细胞，且主要表达于小鼠脑皮质神经元的

胞膜和胞质中（图 4-5）。与WT组小鼠相比，APP/
PS1组小鼠皮质中 LC3B阳性细胞较少（图 4），p62
阳性细胞数较多（图 5）；与APP/PS1组小鼠相比，经

10、20、40 mg/kg AST药物处理后，LC3B阳性细胞

呈剂量依赖性增加，而 p62阳性细胞呈剂量依赖性

减少。Western blot实验进一步证实了上述取得的

免疫荧光染色结果：LC3B、p62条带分析结果显示

The scale shown in A-O is 100 μm. P: Statistics of Aβ1-42 plaque area. Data are represented as mean± SD and are analyzed using one-way ANO⁃
VA of variance followed by Turkey test (F = 1369, P < 0.000 1). n = 3/group. 1）P < 0.001 compared with WT group；2）P < 0.001 compared with the
APP/PS1 group.

图2 免疫荧光检测各组大鼠脑皮质内Aβ1-42表达情况

Fig. 2 Detection of Aβ1-42 in the cortex among groups by immunofluorescent method
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如下（图 6），APP/PS1组 LC3B和 p62蛋白表达量与

WT组小鼠相比，差异均具有统计学意义（P <
0.000 1；P < 0.000 1）。经 20、40 mg/kg AST药物处

理后，LC3B和 p62蛋白表达量与APP/PS1组小鼠差

异均具有统计学意义（P = 0.007，P < 0.000 1；P <
0.000 1，P < 0.000 1）。

3 讨 论

本研究发现，10、20、40 mg/kg AST药物干预

APP/PS1转基因小鼠一个月，各组动物体质量变化

并未出现明显的变化，表明AST对动物无明显毒副

作用。同时，AST药物干预后可减少APP/PS1转基

因小鼠脑皮质内Aβ斑块沉积及减轻神经元损伤，

可能是通过促进脑皮质内神经元自噬发挥其神经

保护作用。

AD作为一种常见的神经退行性疾病，临床上

仍缺乏有效针对其病因进行靶向治疗的药物，因

而，根据病因寻找有效预防及治疗AD的药物十分

重要。脑内Aβ淀粉样蛋白过度沉积、神经元纤维

缠结及神经元损伤是AD重要的病理特征，是导致

患者学习记忆功能障碍的主要原因［8-10］。APP/PS1
双转基因小鼠在 6月龄时脑内会出现 Aβ斑块沉

积，并可稳定表达定位于神经元的小鼠/人APP和
突变的人 PS1［11］。因此，本实验选择 8月龄 APP/
PS1转基因小鼠作为研究对象。AST作为一种新型

小分子天然黄酮类药物，对其抗炎、抗癌、抗氧化的

生物学功能目前均有研究报道，大多研究主要集中

在其抗炎作用方面。Wang等［12］研究报道在神经病

理性大鼠疼痛模型中，AST通过下调P2X4受体，抑

制胶质细胞活化，从而减轻模型大鼠的疼痛行为。

同时，AST能够抑制NF-κB通路，降低 IL-6、IL-8、
TNF-α的产生，改善小鼠结肠炎［13］。但AST在阿尔

茨海默病此类神经退行性疾病中的作用研究相对

较少，且集中在体外细胞层面。Yuan等［14］在对小

叶金露梅中黄酮类化合物药理作用分析时发现，

AST能够改善 SH-SY5Y细胞损伤。同时，有研究

报道 AST通过激活 ER-P38/MAPK信号通路减少

Aβ25-35损伤PC12细胞的凋亡来发挥神经保护作

用［15］。在体内AD动物模型中AST是否同样具备神

经保护作用尚未有明确报道。因此，本实验将具体

研究AST对AD动物模型的作用及机制。

The scale shown in A-E is 10 μm; F: Statistics of Nissl bodies. Data are represented as mean±SD and are analyzed using one-way ANOVA of vari⁃
ance followed by Turkey test (F = 234.1, P < 0.000 1). n = 3/group. 1）P < 0.001 compared with WT group; 2）P < 0.001 compared with the APP/PS1
group. G：The protein band and statistics of NeuN (F = 98.29, P < 0.000 1). n = 3/group. 1）P < 0.01 compared with WT group; 2）P < 0.05 compared
with the APP/PS1 group. All the data are analyzed using one-way ANOVA of variance followed by Turkey test.

图3 尼氏染色及Western blot法检测AST对脑皮质内神经元的影响

Fig. 3 Nissl staining and Western blot methods to detect the effect of AST on neurons in the cortex
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本研究结果发现，在APP/PS1转基因小鼠脑皮

质内存在大量Aβ斑块沉积，而在不同浓度AST药
物干预后，Aβ斑块沉积均有所减少，其中以 40mg/
kg AST药物处理最为明显。尼氏体是神经元体内

嗜碱性颗粒，尼氏体数量减少及形态结构改变是神

经元损伤的表现。本研究采用尼氏染色观察各组

小鼠脑皮质内尼氏体数量及形态变化，发现WT组
小鼠脑皮质内尼氏体结构清晰完整，APP/PS1组小

鼠脑皮质内尼氏体数量减少、排列稀疏；但随着

AST浓度增加，APP/PS1转基因小鼠脑内尼氏体数

量呈剂量依赖性增加，细胞排列紧密。与WT小鼠

相比，APP/PS1转基因小鼠脑皮质内 NeuN蛋白表

达量降低，而AST用药处理后逆转了这一结果。上

述结果共同表明，AST可以减轻APP/PS1转基因小

鼠脑皮质内Aβ斑块沉积并改善尼氏体丢失和神经

元损伤。有研究报道AST通过抑制氧化剂暴露的

气道上皮细胞和气道组织中自噬体的形成，有效缓

解活性氧促进的支气管纤维化［16］。同时，通过抑制

二氢二醇脱氢酶（DDH）诱导细胞凋亡和自噬，从而

增强抗癌效果［17］。那么，AST改善APP/PS1转基因

小鼠脑皮质内Aβ斑块沉积及神经元损伤，是否通

过调控自噬这一途径发挥作用仍需进一步探讨。

AD病人或相关动物模型脑中，致病性的错误

折叠蛋白出现聚集，囤积在细胞质中无法清除，从

而对细胞表现出高毒性；而这些蛋白能够很好地被

自噬泡所识别，从而通过溶酶体内的酸性水解酶清

除。因此，激活自噬可用来抵抗这些聚集蛋白对细

胞的毒性。细胞中存在两种形式的 LC3B：LC3B-
Ⅰ和 LC3B-Ⅱ。当自噬体形成时，LC3B-Ⅰ被剪切

和泛素化修饰后与磷脂酰胺乙醇胺偶联后转变为

LC3B-Ⅱ，LC3B-Ⅱ是一种膜结合蛋白，位于自噬

体膜［18］。因此，LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值大小可用来

评判自噬水平的高低［19-21］。p62/SQSTM1作为自噬

选择性底物，在自噬功能正常时可被降解［22］，因此

本研究选用 LC3Ⅱ和 p62这两个指标评价自噬

功能。自噬功能被抑制可能是 AD致病的因素之

一［23-24］。有研究学者检测 APP/PS1转基因小鼠脑

内自噬相关因子发现 LC3Ⅱ、Beclin-1蛋白表达量

降低，而 p62蛋白表达量升高，自噬正常功能被抑

制而无法清除脑内的堆积的老年斑［25］。本研究结

The scale shown in A-D, F-I, K-N, P-S, U-X is 100 μm. n = 3/group.
图4 免疫荧光多重染色法检测脑皮质中LC3B和NeuN共表达情况

Fig. 4 Detection of co-expression of LC3B and NeuN in the cortex by immunofluorescent multiple staining
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果发现，APP/PS1转基因小鼠脑皮质内 LC3B蛋白

的表达量减少，p62蛋白表达量增加，而 AST用药

处理能够逆转这一变化，激活自噬，尤以 40 mg/kg
AST药物处理最为明显。以上结果提示，AST能够

激活脑皮质内神经元自噬，从而减少APP/PS1转基

因小鼠脑皮质内 Aβ沉积及改善神经元损伤。但

是，AST能否改善 APP/PS1小鼠认知功能障碍，以

及AST通过激活自噬改善APP/PS1小鼠脑皮质内

The scale shown in A-D, F-I, K-N, P-S, U-X is 100 μm. n = 3/group.
图5 免疫荧光多重染色法检测脑皮质中p62和NeuN共表达情况

Fig. 5 Detection of co-expression of p62 and NeuN in the cortex by immunofluorescent multiple staining

Western blot for determining the protein levels of LC3B and p62. n = 3/group, F = 44.565, P < 0.000 1; F = 144.560, P < 0.000 1. 1）P < 0.01 com⁃
pared with WT group；2）P < 0.01 compared with the APP/PS1 group. All the data are analyzed using one-way ANOVA of variance followed by Turkey test.

图6 Western blot检测脑皮质中LC3B和p62蛋白表达情况

Fig. 6 The expressions of LC3B and p62 protein in the cortex were detected by Western blot
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Aβ斑块沉积及神经元损伤相关机制，我们仍需要

进行深入研究和探讨。同时，需要根据药物剂量和

持续作用时间，对AST临床用药进行安全性评估，

以期AST最终成为临床有效候选药提供更多的理

论支撑。

综上所述，AST能够升高 LC3B的蛋白表达水

平及降低 p62蛋白表达水平，诱导APP/PS1转基因

小鼠脑皮质内神经元自噬，减少Aβ沉积和减轻神

经元损伤。本研究为AST通过调控自噬关键环节

改善APP/PS1转基因小鼠脑内Aβ斑块沉积，进而

改善认知功能障碍提供实验依据，为AST将应用于

临床AD治疗提供新思路。
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