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摘 要：【目的】观察PT109能否改善侧脑室注射链脲佐菌素（icv-STZ）诱导的散发性AD小鼠模型的认知功能

障碍并对其机制进行初步探讨。【方法】32只 7周龄雄性C57BL/6小鼠分为正常组（7只）、模型组（7只）、PT109低剂

量组（9只）、PT109高剂量组（9只）。将 STZ于第 1和 3天注射入小鼠侧脑室建立散发性阿尔茨海默病小鼠模型；

（3mg/kg，每个注射位点 5μL）造模后，分别腹腔注射PT109（30、100 mg·kg-1·d-1），2周后通过Morris水迷宫和避暗实

验评价小鼠学习记忆能力；随后通过免疫荧光、免疫组化、免疫印迹、高尔基染色等方法检测小胶质细胞、神经元、

树突棘、磷酸化 Tau蛋白等AD相关指标。【结果】行为学实验结果显示：PT109可改善 icv-STZ小鼠的学习记忆障

碍；免疫荧光及组化结果显示：与模型组相比，PT109减少海马区域 Iba1阳性细胞数量（低剂量：P <0.001，高剂量：

P <0.001），高剂量 PT109增加海马和皮层区域MAP2和 Tuj1阳性细胞总数量（P <0.05，P <0.01），差异具有统计学

意义。高尔基染色结果显示：与模型组相比，PT109增加树突棘密度（低剂量：P <0.001，高剂量：P <0.001），差异具

有统计学意义。免疫印迹实验结果表明：与模型组相比，PT109降低NLRP3（高剂量：P <0.05）、磷酸化Tau蛋白的表

达水平（低剂量：P <0.05，高剂量：P <0.01），高剂量 PT109提高 PSD95（P <0.05）、磷酸化GSK3β（P <0.05）的表达水

平，差异具有统计学差异。【结论】PT109可改善 icv-STZ诱导的小鼠学习记忆障碍，可能与调节GSK3β/Tau相关通

路有关。
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Abstract：【Objective】To observe whether PT109［5-（1，2-dithiolan-3-yl）-N-（4-（isoquinolin-5-ylamino）cyclo⁃
hexyl）pentanamide］could improve the cognitive dysfunction in sporadic AD mice induced by lateral ventricular injection
of streptozotocin and study the underlying mechanisms.【Methods】Thirty-two seven-week-old male C57BL/6 mice were
randomly divided into 4 groups：control group（7 mice），model group（7 mice），PT109 low dosage group（9 mice）and

·老年性痴呆专题·
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PT109 high dosage group（9 mice）. To establish the sporadic Alzheimer’s disease，these mice were injected with intra⁃
cerebroventricular streptozotocin on the first and third day（3 mg/kg，5 μL per injection site）. Then PT109（30，100 mg·
kg-1·d-1）was injected intraperitoneally. Two weeks later，Morris water maze and step through test were used to evaluate the
effect of PT109 on the learning and memory ability of AD mice. The AD related indexes such as microglia，neurons，den⁃
dritic spines and phosphorylated Tau protein were detected by immunofluorescence，immunohistochemistry，western blot⁃
ting and Golgi staining.【Results】The behavioral experiments results showed that PT109 could improve the learning and
memory impairment. The immunofluorescence and immunohistochemistry staining results showed that compared with mod⁃
el group，PT109 reduced the number of Iba1 positive cell in hippocampus region（low dosage：P <0.001，high dosage：P <
0.001）and high dosage PT109 increased the total number of MAP2 and Tuj1 positive cell in hippocampus and cortex re⁃
gion（P <0.05，P <0.01）. The Golgi staining results showed that compared with model group，PT109 increased the density
of dendritic spines（low dosage：P <0.001，high dosage：P <0.001）. The western blotting results showed that compared
with model group，PT109 decreased the protein levels of NLRP3（high dosage：P <0.05）and phosphorylated Tau protein
（low dosage：P <0.05，high dosage：P <0.01），and high dosage PT109 increased the protein levels of PSD95（P <0.05）
and phosphorylated GSK3β（P <0.05）.【Conclusion】PT109 could improve the learning and memory impairment of icv-
STZ mice，which might be related to the regulation of GSK3β/Tau pathway.

Key words：Alzheimer’s disease；streptozotocin；PT109；multi-kinase inhibitor
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（5）：694-702］

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是最

常见的痴呆症类型，预计 2050年，AD患者人数将

达到 1.35亿人，将会给患者家庭和社会带来沉重负

担［1］。AD病因复杂，但常见治疗药物靶点单一、疗

效有限，不能从源头缓解疾病发生发展；因此，开发

新型 AD药物意义重大。以往基于单靶点策略的

AD药物研发屡屡失败，部分研究人员认为将两个

或多个药效团结合到单一分子中，针对AD多个病

理过程，获得协同治疗AD作用的单分子多靶点策

略有望成功治疗AD的新途径［2］。AD从发病特点

上可分为家族性 AD（familial Alzheimer’s disease，
fAD）和散发性 AD（sporadic Alzheimer’s disease，
sAD），其中 sAD占绝大多数（> 95%）［3］。大鼠/小鼠

侧 脑 室 注 射 链 脲 佐 菌 素（intracerebroventricular
streptozotocin，icv-STZ）会诱导意识障碍［4］，引起胰

岛素受体的自身磷酸化和增加内在酪氨酸激酶、磷

酸化酪氨酸磷酸酶的活性，进而会导致胰岛素信号

转导被抑制，破坏脑中的葡萄糖和能量代谢［5］。并

且侧脑室注射 STZ除了会影响海马和皮层的葡萄

糖代谢外，还能导致小胶质细胞的激活所引起炎症

反应、氧化应激、突触功能障碍、Tau蛋白过度磷酸

化等 AD样病理特征［4，6-7］，因此被认为是研究 AD
（尤其是 sAD）发病机制及相关药物研发的重要动

物模型之一［8］。PT109［5 -（1、2-二硫戊环-3-yl）-

n -（4 -（异喹啉-5-基氨基）环己基）戊酰胺］是基

于单分子多靶点策略设计的多激酶抑制剂，可抑制

GSK3β等蛋白激酶的活性；前期实验已表明PT109
能改善APP/PS1小鼠的学习记忆障碍，缓解神经炎

症，降低Tau蛋白的磷酸化水平并且具有良好的药

物代谢特性及血脑屏障透过性［9］。本研究拟进一

步在 icv-STZ小鼠模型中探讨 PT109对 sAD的作

用，希望能进一步阐明 PT109的作用机制，为其深

入研究提供研究基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

本实验用到的试剂如下：链脲佐菌素（sigma，
美国）；PT109［5 -（1、2-二硫戊环-3-yl）- n -（4
-（异喹啉-5-基氨基）环己基）戊酰胺］由实验室制

备（图 1，纯度 99%）；免疫组化试剂盒（KIT-9710，
迈新）；DAB（博奥森，C02-04001）；BCA试剂盒

（Thermo，#23225）；一抗：anti-Iba1（wako，#019-
19741）；anti-MAP2（CST，#4542S）；anti-Tuj1（Bio⁃
Legend，#801201）；anti-NLRP3（CST，#15101）；an⁃
ti-PSD95（CST，#3450S） ；anti-p-Tau（abcam，
#ab109390）；anti-p-GSK3β（Bioword，#BS4084）；an⁃
ti-β-actin（Thermo，#MA5-15739）；免疫荧光二抗：
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Rhodamine red-X goat anti-rabbit IgG（life technolo⁃
gies，# R-6394）；免疫印迹二抗：Goat anti-Rabbit
IgG H&L（HRP）（碧 云 天 ，A0208）；Goat anti-
Mouse IgG H&L（HRP）（碧云天，A0216）；DAPI（碧

云天，C1002）；ECL显影液（Millipore，美国）；高尔

基染色试剂盒（FD Neuro Technologies，美国）。

1.2 实验动物

7周龄雄性健康的 SPF级C57BL/6小鼠购于南

京大学南京生物医药研究院，生产许可证号：SCXK
（苏）2015-0001，实 验 动 物 质 量 合 格 证 号 ：

No.32002100003485；饲养于中山大学实验动物中

心，使用许可证：SYXK（粤）2016-0112。动物饲养

于屏障环境，温度为（20～26）℃，湿度为 40 %～

70 %，昼夜明暗交替时间为 12/12 h。小鼠分笼饲

养，自由饮水进食。小鼠适应性喂养一周后开展实

验，相关实验伦理申请获得中山大学实验动物管理

与使用委员会批准（No. 2017-417XS）。

1.3 动物模型建立与分组给药

腹腔注射戊巴比妥钠溶液（50 mg/kg）麻醉小

鼠，固定于脑立体定位仪（NeuroStar），打开头皮，确

定注射位置后，使用微量注射器将STZ（每天3 mg/kg，
第 1、3天）注射入小鼠的左右侧脑室，每个注射位

点 5 μL；正常组与模型组前期操作一致，但注射等

量生理盐水。术后缝合，涂抹红霉素软膏，待苏醒

后将模型小鼠随机分组。实验过程中将小鼠共分

为正常组、模型组、低剂量组（30 mg/kg）、高剂量组

（100 mg/kg）。PT109使用含等摩尔量柠檬酸钠的

20 %羟丙基-β-环糊精溶液溶解，腹腔注射给药 2
周后，通过Morris水迷宫、避暗实验评价小鼠学习

记忆能力，行为学实验期间，小鼠仍每日给药，整个

实验周期为4周。

1.4 Morris水迷宫实验

给药 2周后，开展Morris水迷宫实验评价小鼠

学习记忆能力［9］。实验分为适应性实验、训练实

验、探索实验 3部分。适应性实验期间，平台露出

水面，记录小鼠 60 s内的游泳速度及找到平台的潜

伏期。第 2～6天开展训练实验，训练实验期间，隐

藏平台（第三象限）。小鼠从第一象限放入池中，如

在 60 s内找不到平台，将引导小鼠找到平台并在平

台上保持 15 s；每天每只小鼠分别以四个象限为入

水点，进行 4轮学习。第 7天开展探索实验，将平台

撤去，小鼠从第一象限放入池中，记录小鼠 60 s内
穿越平台次数和在目标象限（原平台所在象限）的

游泳时间和游泳路径比。

1.5 避暗实验

水迷宫实验结束后次日开展避暗实验［9］。该

实验分为 3个阶段：适应性实验、训练实验和测试

实验。第 1天，将小鼠从亮室中放入装置中，另其

自由探索，对装置进行适应 180 s。第 2天，将装置

暗室电击装置打开，小鼠从亮室放入装置中，记录

300 s内小鼠活动情况。24 h后，对小鼠进行无电

击记忆保留实验。将小鼠从亮室放入装置内，记录

小鼠在 300 s内进入暗室的次数和进入暗室的

时间。

1.6 免疫荧光实验

将各组小鼠脑片用 PBS润洗 3次，在室温下使

用含有 Triton X-100的免疫荧光封闭液孵育 1 h。
随后孵育一抗，4 ℃过夜。次日用PBS润洗 3次，每

次 5 min。使用荧光标记的二抗对避光孵育 1 h，随
后用 PBS润洗 3次，每次 5 min。使用DAPI进行染

核 7 min，随后使用PBS润洗 3次，每次 5 min。将脑

片捞出置于玻片，暗处阴干后滴加荧光淬灭剂进行

封片，拍摄。

1.7 免疫组化实验

根据免疫组化试剂盒说明书对脑片进行免疫

组化染色［9］。使用 PBS润洗脑片 3次后，加入A液

孵育 30 min，PBS润洗 3次，每次 5 min，然后使用B
液进行封闭 1 h，随后在 4 ℃孵育一抗过夜。次日

用PBS对润洗 3次，每次 5 min。室温孵育C液 1 h，
随后用PBS润洗 3次，每次 5 min。使用D液室温下

孵育 1 h。用PBS润洗后，使用DAB进行染色，自来

水终止染色，80 %-100 %乙醇梯度脱水，含二甲苯

中性树脂封片，拍摄。

1.8 免疫印迹法

将提取的蛋白样品定量后加上样缓冲液沸水

煮 5 min，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，然后转到

PVDF膜，5 % BSA溶液室温封闭 2 h，分别加 NL⁃
RP3、p-Tau、p-GSK3β一抗（1：1 000）4 ℃孵育过

夜，二抗（1：5 000）室温孵育 1.5 h，用化学发光液显

影，曝光成像。

1.9 高尔基染色

采用高尔基染色试剂盒进行染色。每组处死

3只小鼠，用 ddH2O润洗脑组织。然后在室温下用

A+B混合液暗处浸泡14 d，再用C液浸泡5 d。使用

冷冻切片机切片，厚度为 180 μm。切片按说明书

所述用D溶液染色，封片拍摄。
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1.10 统计学方法

实验数据以均数±标准误差表示。数据进行单

因素方差分析或双因素方差分析，多重比较采用

Tukey法。Iba1阳性细胞数、树突棘密度以及免疫

印迹蛋白灰度值采用 Image J软件进行分析。所有

数值均通过 GraphPad Prism 5软件进行分析，P <
0.05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PT109改善icv-STZ小鼠学习记忆障碍

给药 2周后，开展Morris水迷宫实验、避暗实验

对小鼠学习记忆能力进行评价。在水迷宫实验中，

如图 2A、B、D所示，经单因素方差分析，结果发现

各组小鼠游泳速度未存在统计学差异（适应实验：

F = 2.733，P = 0.062 5；训练实验：F = 1.621，P =
0.187 2；探索实验：F = 0.081 12，P = 0.969 7）。如

图 2 C所示，经双因素方差分析，结果发现第 2～6
天的训练实验结果表明，各组小鼠的潜伏期会随着

训练时间增加而逐渐缩短，且各组小鼠潜伏期存在

统计学差异［训练时间：［F（3，174）= 10.67，P <0.001；
组间：F（3，174）= 12.36，P <0.001］。如图 2（E-G）所

示，经单因素方差分析，结果发现在探索实验中，各

组小鼠在平台穿越次数（F = 4.493，P = 0.009 5）、

目标象限的时间比例（F = 4.517，P = 0.010 5）、路

径比例（F = 5.122，P = 0.006）存在统计学差异；采

用 Tukey法进一步做两两比较，结果发现与模型组

相比，低剂量和高剂量PT109均能显著增加小鼠穿

越平台次数（P <0.05，P <0.05），提高小鼠在目标象

限的时间比例（P <0.01，P <0.05）；低剂量 PT109能
显著增加小鼠在目标象限路程比例（P <0.01），高

剂量组与模型组间差异无统计学意义（P >0.05）。

如图 2H、I所示，经单因素方差分析，结果发现避暗

实验中，各组间潜伏期（F =5.695，P = 0.003 3）和错

误次数（F = 10.03，P <0.000 1）存在统计学差异；采

用 Tukey法进一步做两两比较，结果发现与模型组

相比，高剂量PT109能显著增加小鼠进入暗室的潜

伏期（P <0.05），而低剂量组数据与模型组差异无

统计学意义（P >0.05）；但PT109在低剂量和高剂量

条件下均能减少小鼠进入暗室的错误次数（P <
0.05，P <0.01）。

2.2 PT109减少icv-STZ小鼠的小胶质细胞数量

通过免疫荧光及免疫组化法检测小鼠海马及

皮层 Iba1阳性细胞数量。如图 3 A-D所示，经单因

素方差分析，结果发现各组小鼠 Iba1阳性细胞数量

在海马区域存在统计学差异（F = 17.15，P =
0.001），而在皮层区域不存在统计学差异（F =
2.958，P = 0.063 9）；采用Tukey法进一步做两两比

较，结果发现模型组小鼠海马区小胶质细胞数量明

显增加（P <0.001），与正常组数据存在统计学差

异。PT109干预后海马区域小胶质细胞的数量减

少（P <0.001），与模型组数据存在统计学差异。但

在皮层区域与模型组却差异无统计学意义（P >
0.05）。同时我们检测了小鼠海马内NLRP3炎症小

体的蛋白表达水平，各组间数据存在统计学差异

（F = 6.326，P = 0.016 6）。结果发现高剂量的

PT109能显著下调 icv-STZ小鼠海马NLRP3蛋白水

平（P <0.05，图3E、F）。

2.3 PT109减少icv-STZ小鼠的神经元丢失

我们通过免疫荧光法检测神经细胞标记蛋白

Tuj1和MAP2的表达情况，如图 4所示，经单因素方

差分析，结果发现各组小鼠海马（F = 6.882，P =
0.002 3）和皮层区域（F = 20.33，P <0.000 1）相关数

据存在统计学差异；采用 Tukey法进一步做两两比

较，结果与正常组相比，模型组小鼠海马和皮层中

Tuj1和MAP2阳性细胞数量均大幅减少，结果具有

统计学差异（P <0.01，P <0.001）。与模型组相比，

高剂量PT109干预后可增加 icv-STZ小鼠海马和皮

层 Tuj1和MAP2阳性细胞数量（P <0.05，P <0.01），

但 低 剂 量 组 与 模 型 组 差 异 无 统 计 学 意 义

（P >0.05）。

2.4 PT109增加icv-STZ小鼠树突棘密度

我们用高尔基染色法对小鼠脑组织进行染色。

如图 5A所示，经单因素方差分析，各组小鼠树突棘

密度存在统计学差异（F = 33.07，P <0.000 1）；采用

Tukey法进一步做两两比较，结果发现与正常组相

图1 PT109结构

Fig. 1 The structure of PT109
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比，模型组小鼠额叶皮质树突棘密度下降（P <
0.001），具有统计学差异。而低剂量和高剂量

PT109能增加 icv-STZ小鼠树突棘密度（P <0.001，
P <0.001），相关数据与模型组具有统计学差异。

另外，我们检测海马 PSD95蛋白水平，发现各组

PSD95蛋白表达存在统计学差异（F = 6.32，P =
0.016 7）；高剂量 PT109可增加 icv-STZ小鼠 PSD95
的表达水平（P <0.05）。

2.5 PT109对 icv-STZ小鼠Tau蛋白、GSK3β磷
酸化水平的影响

我们检测了各组小鼠海马中 Tau蛋白磷酸化

水平，经单因素方差分析，发现各组数据存在统计

学差异（F = 12.95，P = 0.001 9）；采用 Tukey法进一

步做两两比较，结果发现与正常组相比，模型组小

鼠Tau蛋白磷酸化水平具有统计学差异（P <0.01），

低剂量和高剂量的 PT109能降低 icv-STZ小鼠 Tau

蛋白磷酸化水平，结果具有统计学差异（P <0.05，
P <0.01）。同时，我们检测了 GSK3β的磷酸化水

平，经单因素方差分析，结果显示各组数据存在统

计学差异（F = 7.006，P = 0.012 5）；采用Tukey法进

一步做两两比较，结果发现模型组 S9位点的

GSK3β磷酸化水平明显降低（P <0.05），高剂量的

PT109能逆转下调趋势（P <0.05；图6）。

3 讨 论

本研究发现，PT109能改善 icv-STZ小鼠学习

记忆障碍。进一步研究结果显示，PT109减少 icv-
STZ小鼠中小胶质细胞数量，降低NLRP3炎症小体

的蛋白表达水平，表明 PT109可改善 icv-STZ小鼠

的神经炎症；PT109提高 icv-STZ小鼠Tuj1和MAP2
阳性细胞数量，增加树突棘密度，上调海马区

A：The swimming speed of mice in adaptability test. B：The swimming speed of mice in hidden platform test. C：Mean escape latencies of mice in
hidden platform test. D：The swimming speed of mice in probe test. E：The platform crossing times in probe test. F：Percentage of path in target quadrant
(%) in probe test. G：Percentage of time in target quadrant (%) in probe test. H：The mean latency of mice in step-through test. I：The times of entering
dark chamber of mice in step-through test. Data were presented as the mean ± S.E.M. and analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey post hoc
test (two-way ANOVA followed by Tukey post hoc test was used for the data analyzing of latency in hidden platform test in MWZ). N = 7-9 mice/group,
1)P <0.05, 2) P <0.01, 3) P <0.001 compared with icv-STZ group.

图2 PT109改善 icv-STZ小鼠的学习记忆能力

Fig. 2 PT109 improved spatial learning ability of icv-STZ mice
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PSD95蛋白表达，表明 PT109可一定程度要减少

STZ引起的神经元损伤，具有神经保护及突触保护

作用；此外，PT109可降低 icv-STZ小鼠 Tau蛋白磷

酸化水平，并且能够提高GSK3β的磷酸化水平。

sAD在AD患者中占比居多，开发针对性药物

意义重大。icv-STZ小鼠因具有神经炎症、氧化应

激、神经退行性变等AD样病理性指标，常被用作为

研究 sAD动物模型［6，10］。因此本研究采用 icv-STZ
小鼠作为 sAD模型动物进行研究，给予PT109治疗

后，采用Morris水迷宫实验、避暗实验评价了PT109
对 icv-STZ小鼠学习记忆能力的影响。研究结果表

明 icv-STZ小鼠出现了学习记忆缺陷，这与已有研

究一致［7］；而给予 PT109治疗后，icv-STZ小鼠学习

记忆障碍得到改善（图 2）。水迷宫实验过程中，各

组小鼠游泳速度没有存在统计学差异，说明药物不

影响小鼠的运动能力。本课题组前期以APP/PS1
小鼠作为 fAD模型，同样发现了 PT109对 fAD模型

小鼠学习记忆的改善作用［9］，这些结果进一步说明

了PT109具有抗AD的潜力。

小胶质细胞是中枢神经系统中的主要吞噬细

胞，是神经炎症的主要参与者。小胶质细胞的过度

激活会释放大量的炎症介质，进而加剧炎症反

应［11］。而NLRP3炎症小体是神经系统中研究最广

泛的炎症小体，主要集中在星形胶质细胞和小胶质

细胞中，活化后可诱导炎症及免疫应答，在神经炎

症中扮演者重要角色［12］。本研究发现 PT109能够

A：Images of sections stained for Iba1 by the method of immunofluorescence staining in hippocampus and cortex regions. B：Quantifications of mi⁃
croglia number in hippocampus and cortex regions, respectively. C：Images of sections stained for Iba1 by the method of immunohistochemistry staining
in hippocampus and cortex regions. D：Quantifications of microglia number in hippocampus and cortex regions, respectively. E：Images of NLRP3 in hip⁃
pocampus regions of icv-STZ mice. F：Quantitative analysis of NLRP3. Data were presented as the mean ± S.E.M. and analyzed using one-way ANOVA
followed by Tukey post hoc test. N = 5 mice/group for immunofluorescence and immunohistochemistry staining; N = 3 mice/group for western blotting.
1)P <0.05, 2) P <0.001 compared with icv-STZ group, scale bar = 40 μm (A) and 200 μm (C), respectively.

图3 PT109减少 icv-STZ小鼠小胶质细胞数量并降低NLRP3蛋白表达水平

Fig. 3 PT109 reduced the number of microglia and decreased NLRP3 levels in icv-STZ mice
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显著减少 icv-STZ小鼠脑内激活的小胶质细胞，同

时能显著降低NLRP3的蛋白表达水平（图 3）。这

些研究结果表明PT109改善了 icv-STZ小鼠的神经

炎症。

AD发病过程中会出现神经元损伤以及丢失等

情况［13］。前期研究表明，STZ具有神经毒性，可导

致小鼠脑内神经元减少、顶叶皮层变薄［6］。为了评

价 PT109对 icv-STZ小鼠脑内神经元的作用，我们

用免疫荧光方法检测了 icv-STZ小鼠脑中神经元标

记蛋白Tuj1和MAP2的表达，在我们的研究中同样

发现 icv-STZ小鼠脑中Tuj1和MAP2阳性细胞明显

减少。给药治疗后，阳性细胞明显增加（图 4）。这

提示我们PT109可减轻STZ诱导的神经元损伤。

突触是神经元间信息传递的重要结构，突触功

能异常会导致学习记忆功能障碍，在AD发病过程

中至关重要［14］。研究表明 icv-STZ小鼠出现突触可

塑性损伤［15］。在本研究中发现类似现象，icv-STZ
小鼠脑组织中树突棘大量减少，突触相关蛋白

PSD95显著减少，表明 STZ诱导了脑组织中突触结

构的损伤；而给予 PT109治疗后，树突棘的密度显

著增加，PSD95显著增加（图 5）。这些结果提示我

们PT109可以改善STZ诱导的突触损伤。

Tau蛋白异常磷酸化形成的神经纤维缠结是

AD的一个重要病理表现［16］。在AD患者脑内，Tau
蛋白处于高度磷酸化水平，最终会导致微管的解

体。同时游离的磷酸化 Tau蛋白会随着轴索传送

到其他神经元内，并形成小颗粒和神经纤维缠结，

最终造成神经元死亡和突触功能障碍［17］。而

GSK3β是调控 Tau蛋白磷酸化的重要激酶。在AD
中，活化的GSK3β表达增加，并能促使 Tau蛋白磷

酸化位点的形成［18］。另有研究表明，GSK3β还可通

过调控Aβ异常聚集、神经细胞凋亡和炎症反应等

参与AD的发病过程［19］。已有实验表明PT109能减

少APP/PS1转基因小鼠 Tau蛋白的磷酸化水平，且

在 10 μmol/L的浓度下具有较好的 GSK3β活性抑

制作用（61%）［9］。因此，本研究进一步评价了

A：Images of sections stained for Tuj1 and MAP2 by the method of immunofluorescence in hippocampus and cortex regions. B：Quantifications of
neurons number in hippocampus and cortex regions respectively. Scale bar = 40 μm. Data were presented as the mean ± S.E.M. and analyzed using one-
way ANOVA followed by Tukey post hoc test. N = 6 mice/group. 1)P <0.05, 2) P <0.01, 3) P <0.001 compared with icv-STZ group.

图4 PT109增加 icv-STZ小鼠Tuj1和MAP2表达水平

Fig. 4 PT109 increased the Tuj1 and MAP2 expression of icv-STZ mice
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PT109对 icv-STZ小鼠脑组织中 Tau蛋白磷酸化和

GSK3β的影响。研究发现，PT109可提高 icv-STZ
小鼠脑组织中GSK3β的水平并减少 Tau蛋白磷酸

化（图 6）。这提示 GSK3β可能参与介导 PT109对
Tau蛋白磷酸化的调节。

Images and quantitative analysis of p-Tau, p-GSK3β protein levels in hippocampus regions of icv-STZ mice. Data were presented as the mean ± S.
E.M. and analyzed using one-wayANOVA followed by Tukey post hoc test.N= 3mice/group. 1)P<0.05, 2)P<0.01 comparedwith icv-STZ group.

图6 PT109对 icv-STZ小鼠Tau蛋白、GSK3β磷酸化水平影响

Fig. 6 The effects of PT109 on phosphorylation of Tau proteins and GSK3β in icv-STZ mice

A：Images of sections stained for dendritic spines by the method of Golgi-Cox staining and quantifications of dendritic spines number. B：Images of
PSD95 protein levels in hippocampus regions of icv-STZ mice and quantitative analysis of PSD95. Scale bar =10 μm. Data were presented as the mean
± S.E.M. and analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. N = 3 mice/group, 5-6 neurons/mouse. 1)P <0.05, 2) P <0.001 compared
with icv-STZ group.

图5 PT109增加 icv-STZ小鼠树突棘密度和PSD95蛋白表达水平

Fig. 5 PT109 increased the number of dendritic spines and PSD95 protein levels of icv-STZ mice
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综上所述，PT109可通过减少小胶质细胞数

量、神经元丢失，增加树突棘密度，减少Tau蛋白磷

酸化等多途径改善 icv-STZ小鼠学习记忆障碍，相

关作用可能与调节 GSK3β信号通路有关。这与

PT109在 APP/PS1转基因小鼠中获得的结果基本

一致［9］，表明 PT109有可能是一种潜在的预防或治

疗AD的多靶点先导化合物，但尚需进一步验证。
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