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摘 要
:

[目的 1观察抗氧化剂 T A 99 o l 配伍 E G b7 6一(简称 T A 9 9 o Z ) 对加速老化鼠 P / s ( s A M
一

P / s )脑中 A p

样颗粒沉积的影响
,

为其临床治疗阿尔采默病 ( A )D 提供科学依据
。

【方法】选用 3 月龄雄性 s A M
一
P 8/ 小鼠 83

只
,

采用随机数表将其分为 T A9 00 1 组 ( 15 只 )
、

T A99 02 低剂量组 (T A 99 02
一

L 组
,

巧 只 )
、

T9A 90 2 高剂量组

(T 9A 9 02
一

H 组
,

1 5 只 )
、

EG b76 1组 ( 10 只 )
、

HAT 组 ( H即
一

A
,

1 0 只 ) 和老年组 ( 1 8 只 ) ; 3 月龄雄性 S AM一 / 8 小 鼠

一5 只
,

作为年轻组
。

T胡 90 1 组和 EG b7 6 1 组饮水中分别加人体积分数 5 9 / L T A9 90 1 和 0
.

8 9 / L E G b7 6 1
,

T A99 o Z
一
L 和 T A9 90 2

一

H 组分别加人 6 9 / L 和 1 0 9 / L 的 T A g o o Z
。

HAT 组石杉碱甲片用量为每只每 日 0
.

0 12 5

m g
。

动物喂养期为 6
,

0
一 6

.

5 个月
。

用 G o m or i 六胺银法 显示海马淀粉样颗粒
,

并对 C A I 区的银染颗粒 (M SS G
s

)进

行 图像分析
。

【结果】s A M
一
P / 8 小 鼠脑内 M ss G 常成群分布 (颗粒群长径约 4 0 一

2 50 林m )
,

以海马的 c A3 区和齿

状回多见
。

T A 9901
、

E G b7 6 1 和 T A 990 2 能显著减少 M SS G 平均截面直径
、

截面面积
、

平均灰度和 M SS G 簇数 ( P <

0
.

05 或 P < 0
.

01 )
。

高剂量 T A99 02 的作用要强于 T A 99 01
、

E G b7 6 1和低剂量 T A99 02 组 ( P < 0
.

05 )
。

而且

T A 99 0 1 和 E Gb7 6 1 M SS G 的 V v
显著减小

,

T A 9 90 1 还能减小 MSS G 的 N v
( P < 0

.

0 5 )
,

但对 吕无明显影响 ( P >

0
.

0 5 )
。

而 T A 99 o Z
·

L 和 T A9 9似
一

H 均可使 M s s G 的 v
v 、

N
v
有意义地减小

,

而增加 a
。

[结论 1高剂量的 T A9 9 o Z 能

有效清除和 / 或阻抑 SA M
一

P / 8 小鼠脑海马 内 A p样淀粉样颗粒的沉积
。
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1 T 。 。 b s e yr 。 山。 。
ffe

e t 。 f an t i o x id a n t , T A9 9 o一 m a t e h e d E伪 7 6 1 ( T A 9 9 o Z )

o n t h e d e p o s i ti o n o f a m y l o id g ar n u l e s i n s e n e s e e n e e 一 a e e e l e ar te d m o u s e
( SA M

一

p / 8 )
a n d p or v id e s e i e n t i-f

i e b a s i , of r

以 9 9 0 2
’ , 。 l i n i e日 。 s e

.

tM
e th o d s

1E i gh ty
一
th r e。 m al 。 s AM

一

P / s ( 3 m o n th s
) w e er ar n d o m

-

l y d i v id e d i n to s i x gor u p s
.

① T A 9 9 o l g or u p (
n 二 15 )

,

5 9 / L T A 9 9 o r i n d五n k i n g w a te r
.

② E G b 7 6 1

g or u p (
n = 10 )

,

0
.

8 9 / L EG b 7 6 1 i n d r i n k i n g w a t e r
.

③助 w d o s e T A9 9 o Z ( TA 9 9 o Z
一

L )脚
u p (

。 二

15 )
,

6 9 / L TA 9 9 o Z in d r i n k i n g w a t e r
.

④ H ihg d o s e T A 9 9 o Z ( T A 9 9 0 2
一

H )脚
u p (

n = 15 )
,

10 9 / L

TA 9 9 o Z i n d r i n k in g w aet
r

.

⑤ H A T (H
u p

一

A ) 脚
u p (

n = 10 )
,

0
.

0 12 5 m g H e u 一

A i n d h n k i n g w at e r
.

⑥ o ld a罗 gor u p (
n 二 xs ) an d y o u n g a g e 邵。

即 ( 3 m o n th s , n 二 18 )
, n o

mr al d r i n k i n g w a t e r a n d d i e t
.

hT
e a in m al s w e er fe d fo r 6

.

0 t o 6
.

5 m o n ht 。 w i t h n o

mr
a l d i e t

.

hT
e s e e t i o n s

( 4 0协m )
o f t h e m i e e b ar i n s
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T A 9 9 o Z 对加速老化小鼠 ( SA M
一

P / 8) 脑 A p 样颗粒沉积的影响 2 0 7

。 f M s s G 。 w e r 。 。 a xe u la t e d
.

I R
e s u l tS 」T h 。 d i a m e t e r 。 f 。 lu s t e r。 。 f M s s G w a 。 。 b o u t 4 o 一 2 5 0 协m

.

T h e

t r e a t m e n t o f T A 9 9 0 1
,

E G b 7 6 1 a n d T A 9 9 O Z p r o d u e e d a s i g n i if e a n r d e e r e a s e i n t h e n u m b e r o f e l u s t e r s ,

a v e r a g e d i a m e r e r , a r e a a n d d e n s i ty o f g r a n u l e s
( p < 0

.

0 5 o r P < 0
.

0 1 )
.

T h e v v a n d N v i n TA 9 9 o Z

w e r e s i g n iif e a n t l y s nr a l l e r th a n t h a t in o ld a g e g r o u p
.

T er a tm e n t w i th T A 9 9 0 2
一

H h a d b e tt e r er s u l t th a n

t h a t w i t h TA 9 9 O I
,

E G b 7 6 1 a n d T A 9 9 0 2
一

L ( P < 0
.

0 5 )
.

T h e er w a s a q u a n t i ty
一 e
ffe

e t r e l a ti o n s h i p b e -

tw e e n T A 9 9OZ
一

H a n d T A 9 9O Z
一

L g r o u p
.

Sm a l l a r e a g r a n u l e s w e r e m a kr e d l y i n e r e a s e d i n T A 9 9 0 1
,

E G b 7 6 1 。 n d T A9 9 o Z g r o u p
,

Ie
o n e一u s i o n

】T h。 r e s u 一t 。 。 u g g e s t t h a t th 。 T A 9 9 o Z 。 a 。 d i m i n i s h t h 。 d e p o s i
-

t i o n o f M S SG i n th e h iP p o e a m p u s o f SA M
一

P / 8 b r a i n
.

K e y w o r d s : m i e e , a g i n g
,

p r e m a t u r e ; a n t i o x id a n ts ; g in k g o b i l o b a e x t r a e t; a m y l o id

IJ S UN Y a卜 s e n U n i v ( M
e
d S

e i )
,

2 0 0 3
,

2 4 ( 3 )
: 2 0 6

一 2 10 ]

目前基础和临床研究已积累的证据支持 S P 中

的主要成份 A p 的聚集和纤维形成过程与 自由基

的产生有非常密切联系
,

应用抗氧化剂治疗可 以

改善 AD 患者的智力功能和延缓随年龄增加的认

知丧失 〔’ 一 ” 。

TA 9 9 01 是一种植物提取成分
,

具有极

强的抗氧化和清除 自由基的作用
。

本实验室以前研

究已证实 T A 99 0 1 能抑制 A p
, 一 4。
聚集和纤维形成

,

清除 S A M
一

P / 8 脑淀粉样颗粒的沉积 `4 ] ,

并能显著

改善 S AM
一

P / 8 小 鼠的学习记忆能力
,

初步显示其

抗 痴 呆 的 药 理 作 用 5I] ( 中 国 专 利 申 请 号 :

0 1 10 7 6 6 2
.

3 ) ; E Gb 7 6 1 主要含黄酮试 ( fl a v o n id s ) 和

菇类 (t e rp en es )
,

具有多种药理作用
,

由 T A 9 9 01 与

E G b 7 61 按一定比例组成的配伍物 (简称 TA 9 9O2)

在体外能更好地抑制 A p 的聚集和纤维形成 16 ] ,

其

作用主要是促使老化的 A p
, 一 4 2

二级结构 由 p 折叠

向 a 螺旋转化
,

且优于 AT 9 9 01 和 E G B 7 6I
口 ’ 。

本实

验进一步观察 T A 9 9O Z 在体内干预淀粉样颗粒 自

然沉积过程的作用是否优于其它组份
,

为 T A 9 9 OZ

治疗 A D 提供依据
。

1 材料与方法

1
.

1 药物与试剂

T A 9 9 O I 的主要成分通过钙沉淀法从茶叶中提

取
,

由本室配制 ; E G b 7 61 由中国药品生物制品检

定 所提供 (生产批 号 0 8 6 6 一 9 7 0 1 ) ; 由 T A9 9O I
、

E G b 7 61 按 比 例 组 成 T A 9 9 OZ ; 石 杉 碱 甲 片

( H u p e r z i n e A
,

商品名哈帕因
,

双益平
,

H A T )
,

0
.

0 5

m g / 片 [由上海医科大学红旗制药厂生产
,

批准文

号 ( 9 6 ) 卫药准字 X
一

4 1
一

2 号
,

生产批号 0 0 0 5 0 2 1
。

脉 (尿素 ) 分析纯
,

广东台山化工厂生产
。

1
.

2 实验动物及分组
、

给药剂量
、

途经和喂养

选用 3 月龄雄性 S A M
一

P / 8 小鼠 (购 自北京大

学医学部实验动物科学部
,

许可证号
: 京动许字

19 9 9 第 0 0 5 号 ) 5 3 只
,

体质量 15 一 22 9
,

平均 2 0

g
。

采用随机数表将其分为 6 组
,

即 T A g o ol 组 (巧

只 )
、

T A9 9OZ 低剂 量组 ( T A 9 9 OZ
一

L 组
,

15 只 )
、

T A 9 9O Z 高剂量组 ( T A 9 9 O Z
一

H 组
,

15 只 )
、

E G b 7 6 1

组 ( 10 只 )
、

H A T 组 ( 10 只 )和老年组 (实验时达 9 月

龄
,

18 只 )
,

每笼 1只 ; 另取 3 月龄雄性 SA M
一

P / 8

小 鼠 巧 只
,

作为年轻组
。 T A9 9 01 组和 E G b7 61 组饮

水 中分别加人 5 9 / L T A 9 9O I 和 0
.

8 9 / L E G b 7 6 1
,

T A99 02
一

L 和 T A 9 9 0 2
一

H 组分别加人 6 9 / L 和 10 9 /

L 的 T A 9 9 0 2
。

H A T 组 石 杉 碱 甲 片 的 用 量 是 每 只 鼠每 日

0
.

01 2 5 m g
。

自由饮用
,

正常饲料供食 ; 老年组和年

轻组给予正常水饮食
,

无任何附加处理
。

动物喂养

环境 : 温度 ( 2 4 土 2) ℃
,

湿度 5 0% 士 5%
,

清洁级

(
c l e a n a n im a l s

,

C L )环境饲养 (中山大学附属第一医

院动物中心 )
,

保证通风干燥及昼夜各 12 h 的光线

变换
。

动物喂养期为 6
.

0 一 6
.

5 个月
。

1
.

3 取材和切片制备

s A M
一

P / 8 小 鼠行为检测结束后
,

用 10 9 / L 戊

巴比妥钠 ( 4 0 m g / k g 体质量 ) 腹腔注射麻醉
,

灌注

预冷的 4 0 9 / L 多 聚甲醛
、

5 m L / L 戊二醛
、

0
.

1

m o l / L p B S ( p H 7
.

2 一 7
.

4 ) 8 0 m L 固定
。

取含海马脑

组织块
,

冰冻冠状连续切片
,

片厚 4 0 林m
。

1
.

4 G o
m

o r i 六胺银法 (G
r o e o t t 改 良法 )染色

参照文献 〔31 并加以改进
。

染色结果六胺银法

染 色 颗 粒 ( m e th e n a m i n e S i l v e r s t a i n i n g g r a n u l e s ,

M S S G )为黑色
,

背景为棕色或棕灰色
。

1
.

5 形态计量学分析

1
.

5
.

1 取样和测试方法 光镜 图像计量采用三级

随机取样
,

即每组取 8 只 SA M 鼠的海马 M SSG 染

色切 片作为初级样 品 (H A T 组和 E G b 7 61 组 为 7

只 ) ; 参照 Pax ion s 和 W as t on 大鼠脑立体定位图谱
,

选取对应于大 鼠冠状切面 A P 一 1
.

8 一 A P 一 2
.

8 范

围内海马 M S SG 染色切片 5 张
,

作为次级样品 ; 每
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张切片对海 马随机观察 4 个视野进行测试作为三

级样品 (保证每组被测 MSS G 数在 2 00 个以上 )
。

取

样过程均遵循随机和双盲原则
。

采用经标定的 Le
-

i e a
Q s o o M C 图像分析仪和 M a e into

s h n 医学 图像

病理分析系统对海马的 MSS G 测试和定量分析
,

结

果由计算机 自动统计分析
。

1
.

5
.

2 刚试项 目和定量参数 每只小 鼠均选取相

同部位的切片
,

每个区域测 4 个不同视野
,

取其均

值
。

所有切片在放大 2 0 倍的视野 ( A, efe
r

。
。 。

约代表 71

% 4 林耐 ) 下定量处理
,

得出 M SS G 的截面数 (N
G

)
、

参照系截面数的平均截面积 ( A
。

)
、

周长 ( B
G

)
、

平均

截面直径 ( d) 和平均灰度
,

计数所测视野出现的

M SS G 簇数
、

所有已测的 M S S G 的截面积和灰阶大

小
。

然后在再按体视学原理计算下述定量参数
「8 ’ 。

① M s SG 的平均面积 (
a v e r a g e a er a ,

A ) A 二

A 。 / N 。
(卜m Z ) ;② M s s G 的体密度 (v o l u m e d e n s i t y

,

v v ) v v = A e / A
er fe r e 。 c e

(% ) ; ③ M s s e 的数密度

( n u m e r i e al d e n s i妙
,

N v
) N

v = N
、 / ( t + d 一 Z h ) (林m

一 ’
) ;

④ M S S G 的比表面 (
。 p e e i if C s u

血
e e ,

6 ) 6 二 4 / 二
·

B e / A 。
(卜m

一 ’
)

。

其中 t 为切片厚度
,

d 为颗粒的平均截面直径
,

h 为物镜的
c ap he ihg t

,

对于 4 0 林m 厚的切片 h 甚

小
,

常可忽略
。
N
人

为 M S SG 的面数密度
,

N̂
二
Nc /

A
er 、 二 。。 。

(林m
一 2

)
。

根据各组所有已测的 M sS G 截面积的大小
,

制

成不同截面积颗粒分布的频数分布图
。

1
.

6 统计学处理

全部数据资料用 S PS S 10
.

0 统计学软件分析
。

实验结果以 见 士 ,
表示

。

根据方差齐性与否
,

分别用

参数检验和非参数检验
,

即齐性检验采用单因素方

差分析 ( AN OV A )
,

两两 比较用 LSD 检验 ;非齐性资

料用秩和检验
。

以 a 二 0
.

0 5 为显著性水准
。

2 结 果

2
.

1 S AM
一

P / 8 小鼠脑内 M S S G 的形态
、

分布特

征和变化

SA M
一

P / 8 小鼠脑 内淀粉样颗粒样结构能被六

胺银法染成黑色
,

海马
、

皮质深层
、

小脑
、

纹状体和

间脑等都有 M SS G 广泛沉着
,

且分布不均
,

形态各

异
,

大小约 1
.

5 一 4
.

5 卜m (图 )I ; 以海马的 C A3 区

和齿状 回多见
,

其他各亚区也常见
。

由数个至数十

个 M ss G 成群分布 (颗粒群长径约 4 0 一 2 50 林m )
,

称之为 M SS G 簇
。

M SS G 簇无明显的致密核心
,

其形

态呈圆形
、

椭圆形或三角形等
,

非常类似于 AD 脑

海马 内 S P 的形态 (图 1 )
。

M S S G 簇在 CA 3 区多见
。

M SS G 主要分布于 CA 3
、

C A I 区的始层
、

辐射层和

分子层
,

在锥体细胞层也 出现 M S S G
。

M S SG 可表现

出几种不同的密度
,

高密度颗粒直径较大
,

边界清

楚
,

而低密度颗粒直径较小
,

有些形态不规则
。

年轻

组海马各亚区和齿状回内 M SS G 数明显减少
,

基本

未见 M S SG 簇 ; 而各药物组较老年组的 M SS G 数和

M sS G 簇数有不同程度的减少
,

M SS G 体积减小
,

低

密度颗粒数增加 (图 2 )
。

2
.

2 T A 9 9 0 2 对 S AM
一

P / 8 小鼠脑内 M S SG 参数

的影响

老年组 S AM 一 P / 8 脑海马 内 M SS G 平均截 面

直径
、

截面面积
、

平均灰度和平均 M SS G 簇数均较

年轻组明显增加
,

差别有显著性 ( P < 0
.

01 ) ;各药

物组 M SS G 的各项参数均较老年组减少
,

T A9 901

组
、

E Gb 7 6 1 组
、

T A 9 9 0 2
一

L 和 TA 9 9 0 2
一

H 组海马

M S SG 平均截面直径
、

截面面积
、

平均灰度和 M S S G

簇数显著减少 (尸 < 0
.

05 或 尸 < 0
.

01 )
,

H AT 组虽

较老年组减少
,

但变化不明显
,

统计学上差别无显

著性 ( 尸 > 0
.

0 5)
。

T A 9 9O Z
一

H 组 的作用 要 强 于

aT b l e l

表 1 T A99 02 对 S AM
一

P / 8 海马 M SS G 平均截面直径
、

截面面积
、

平均灰度和 M S SG 簇数的影响

E ffe
e t o

f T A9 90 2 o n d i

ame
t e r , a化 a ,

盯盯 鱿公e
an d

e
l
u s * e sr n u

lbn
e r

of M SS G i n th
e
h ip p o e a m p u s o f S AM

一

P / 8 无士 :
)

G or u P s

Y o u n g

o ld

TA 9 90 1

E G b7 6 1

T A9 90 2
一

L

T A9 9 0 2
一

H

H AT

D io
e t e r

(卜m )

0
.

8 7 土 0
.

3 5

2
.

3 5 士 0
.

4 3 2 )

1
.

35 土 0
.

34
1 )

·
3 )

1
.

4 6 士 0
.

3 2
1 )

·

3 )

1
.

16 土 0
.

2 7
1 )

, 4 )

0
.

8 4 士 0
.

1 8
`卜 5 )

,

6 )
,

7 )

1
.

94 土 0
.

3 9
2 〕

A比a
(林m Z

)

0
.

9 4 士 0
.

4 2

3
.

5 5 士 0
.

7 8 2 )

2
.

3 1 土 0
.

5 1
1 )

·
3 )

2
.

4 9 土 0
.

4 6
1 )

·

3 )

1
.

7 8 土 0
.

4 1 1 )
,

3 )

1
.

3 9 土 0
.

3 6 ’ )
,

4 )
,

5 )
·

6 )
,

7 )

2
.

9 7 土 0
.

6 6 2 )

Gar y s e

ale C l u s t e rs n u m b
e r o f M S SG

54
,

7 9 士 1 5
.

2 3

89
.

8 4 士 1 2
.

4 6 2 )

6 1
.

5 8 士 1 1
.

10
,卜 3 )

6 4
.

4 7 土 1 1
.

7 2
, )

,

3 )

5 4
.

5 8 土 1 0
.

4 5
1 )

、 4 )

5 0
.

2 8 土 9
.

7 8 4 )
·

, )
·

6 )
,

7 )

7 3
.

5 6 士 1 2
.

1 7
1 )

1
.

5 土 0
.

2

7
.

2 土 2
.

8
2 )

4
.

6 士 2
.

1 1 )
,

3 )

5
.

3 士 l
,

7 1 )
·

3 )

4
.

2 土 1
.

4 1 )
,

3)

3
.

2 土 1
.

3
4 )

,

5〕
,

6 )
,
7 )

6
.

3 士 3
.

4 2 )
、
5 1

C o m p a r e d w i th y o u n g gr o u p
,

1 ) p < 0
.

0 5
,

2 ) p < 0
.

0 1; e o m p a re d w i th ol d g o u P
,

3 ) p < 0
.

0 5
,

4 ) p < 0
.

0 1: e o m p a re d w i盆h TA 9 9 0 1脚
u p ,

5 ) p

< 0
.

0 5 ; e o m胖 re d w i t h E G b 7 6 1 脚
u p

,

6 ) P < 0
.

0 5 : e o m p al e d w i t h TA 9 90 2
一

L g or u p
,

7 ) P < 0
.

0 5
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,

等
.

T A 9 9 02 对加速老 化小 鼠 ( s A M
一

P / 8 )脑 A p样颗粒沉积的影响 2 0 9

T A 99 01
、

E G b7 61 和 TA 9 9 02
一

L 组
,

差别有显著性 (尸

< 0
.

05 )
,

与年轻组 比较
,

差别无显著性 ( 尸 >

0
.

0 5 ) ; H A T 组对 M S S G 的影 响差别不显著 (表

1 )
。

上述结果表明老年 SA M
一

P / 8 小 鼠脑海马淀粉

样颗粒数
、

大小和密度比年轻小鼠增加
,

T A 9 9 o Z 及

其配伍成份则能阻抑这种变化
,

尤以 T A 9 9 0 2 作用

最强
。

2
.

3 T A 9 9 0 2 对 SA M
一

P / 8 小 鼠脑内 M S SG 影响

的三维图像分析

M S SG 的 V v
为单位参照体积 中 (包容空 间 )

M S SG 成份的集合相所 占有的体积 ; N v
代表单位参

照体积中所含的 MSS G 的多少 ; 6 是 M SS G 的表面

积与其结构本身体积之比
,

颗粒大则 比表面小
。

从

表 2 看出
,

老年组 SA M
一

P / 8 小 鼠脑海马内 M S S G 的

V v 、

N v 比年轻组显著增加
,

而 吕明显减小 ( 尸 <

0
.

05 或 尸 < 0
.

01 )
,

反映老年组 M SS C 比年轻组体

积增大
、

数量增加
。

与老年组 比较
,

T A 9 9 01 和

E Gb 7 6 1 M S SG 的 V v 显著减小
,

T A9 9 O I 还能减小

M S S G 的 N v ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

但对 5 无明显影响 ( P >

0 0 5 )
。

而 T A9 9OZ
一

L 和 T A 9 9 OZ
一

H 对 M S S G V v 、

N v

和 6 均有影响
,

均可使 M SS G V v 、

N v 有意义地减

小
,

增加 6
,

且 T A 9 9 0 2
一

H 的作 用优于 T A 9 9O I
、

T
a
b l

e Z

表 2 T A 9 9O Z 对 SA M 一 P / 8 海马 M S SG 。 V v
、

N v

和 吕的影响

E ffe
e一 o f T A 9 9OZ o n v o

l
u m e

d
e n s i ty ( V v

)
、 n u n , e ir e a

l d
e n s i ty ( N v

)
a n

d 各
o f M S SG

s i n th
e

h ip p o e a m p u s o f SAM
一
P / 8

G r o L一P s V v
(% ) 6 (协m

一 `
)

Y o u n g

O l d

T A 99O I

E Gb7 6 1

T A 9 9O Z
一

L

T A9 9 0 2
一

H

H A T

7
.

2 7 士 0
.

8 4

3 9
.

7 3 士 4
.

8 2
2 )

2 1
.

9 5 土 3
.

2 5 2 〕
,

3 )

2 0
.

9 8 土 4
.

2 5 2 )
,

3 }

1 8
,

0 4 士 1
.

1 7 3 )

N
v
(N / 林m , , x 1 0

一 9

1
.

8 9 士 0
.

3 1

4
.

19 士 0
.

2 8 2 )

1 1
.

9 5 士 7
.

0 2

2 8
.

3 5 士 8
,

6 4

3
.

15 士 0
.

5 8 1 卜3 )

5
.

2 1 士 0
.

7 5 2 )

2
.

8 1 士 0
.

6 4
’ )

,

3 )

2
.

2 5 士 0
.

5 7
4 )

·

` ,
·

6 ,

3
.

4 2 土 0
.

8 7 2 )

0
.

0 3 土 0
.

0 0 1

0
.

0 1 士 0
.

0 0 4 1 )

0
.

0 2 士 0
.

00 3

0
.

0 2 士 0
.

0 0 2

0
.

0 3 士 0
.

0 0 7 3 )

0
.

0 3 士 0
.

0 0 3 〕少

0
.

0 1 士 0
.

0 0 2 1 )

C
o n , p a r e d w i t h y o u n g g or

u p
,

l ) z
, < 0

.

0 5
,

2 ) p < 0 0 1 ; e o rn p a re d w i th o ld 脚
u p

,

3 ) 尸 < 0
.

0 5
, 4 ) 尸 < 0

.

0 1 : e o m p a r e d w i t h rr A9 9 0 1 g or u p
,

5 )

I
, < 0

.

0 5 ; e o m p a
er d w i *h E Gb 7 6 1 g r o u p

,

6 ) }
) < 0

.

0 5 : e o m p a r e d w i t h T A9 9 0 2
一

L sro
u p

,

7 ) p < 0
.

0 5

E G b 7 6 1 和 TA 9 9 OZ
一

L ( P < 0
.

0 5 )
。

表 明 高 剂 量

T A 9 9 O Z 能有效清除和 / 或阻抑 SA M
一

P / 8 小鼠脑海

马内淀粉样颗粒的沉积
。

2
.

4 T A 9 9 O Z 对 S AM
一

P / 8 鼠脑内 M SS G 截面积频

数分布的影响

根据各组所有 已测定的 M SS G 截 面积的大小

制成的直方图
,

可见年轻
、

老年
、

TA 9 9 0 1
、

E G b 7 6 1
、

T A 9 9OZ
一

L
、

T A 9 9 0 2
一

H 和 H A T 组 M S S G 截面积分别

在 0
.

3 一 0
.

6
、

1
.

8 一 2
.

1
、

0
.

3 一 0
.

6
、

0 一 0
.

3
、

O 一 0
.

3
、

0
.

3 一 0
.

6
、

0
.

3 一 0
.

6 卜m “
范围内其 M SS G 数最多

。

而且 老 年组 M SS G 最 大 截 面积 为 5
.

4 卜耐
,

经

T A 9 9 O I
、

E Gb 7 6 1 和 低
、

高剂 量 TA 9 9OZ 治疗 后

M S S G 最大截面积减小
,

分别为 4
.

5
、

5
.

1
、

4
.

8 和

4
.

5 林m “ ,

各组截面积小的颗粒数增多
,

形成一不对

称型单峰
,

整个频数图形呈左侧迁移
,

即明显 向截

面积小的区域偏移
。

3 讨 论

S A M
一

P / 8 可作为一种 AD 模型用于对 A D 具

有潜在疗效的药物研究
,

是因为其具有
: ①早期老

化和加速老化的特点
,

其寿命约为 12 个月
,

主要表

现为学习记忆障碍 ; ②脑内 A p 样颗粒结构广泛沉

着
,

且可被 A p
, 一 , 5 、 A p

, 一 1。
和 Ap

, 一 2 4

等抗体染色 ; ③

含有 A D 脑的 SP 中其它的一些蛋白成分如层粘连

蛋白和硫醉素糖蛋白191
。

在 SAM
一

P / 8 脑 中 A p样沉

积 的形态是直径为 1
.

5 一 2
.

5林m 的颗粒状结构
,

能被 G o m or i
’ s 六胺银法和 P A S 染色显示

! ’ 。 l ,

这种

颗粒状结构约从 2
.

5 月龄开始出现
,

此后 随年龄

增长而渐增加
,

在 4 一 9 月龄时增长最快
,

被认为

是类似于 A D 脑 内 S P 的特征性结构
,

并且其积累

也被认为是引起 SA M
一

P / 8 学习记忆能力退化的原

因之一 [ , ,
,

, , ]。

本实验观察到 3 月龄 S AM
一

P / 8 已出现淀粉样

颗粒结构
,

老年组显著增加 ; 而且相关分析结果表

明
,

SA M
一

P / 8 小 鼠脑 内 M S S G 的平均截面面积和

V v 与小 鼠明暗回避试验的逃避潜伏期和错误次数

有相关关系
,

平均截面面积与平均错误次数的多元

相关分析中的偏相关系数有显著性意义 (行为学结

果另文发表 )
。

M S s G 的形态和分布与 A p 样免疫反应阳性颗

粒的形态和分布非常相似
。

其中
,

不同密度的颗粒



2 1 0 中山大学学报 (医学科学版 ) 第 2 4 卷

可能代表 A p样蛋白不同的聚集状态
。

定量分析结

果显示老年 SA M
一

P / 8 小鼠脑海 马淀粉样颗粒数
、

大小和密度 比年轻小鼠增加 ; 海马 M S SG 平均截直

径
、

截面面积
、

平均灰度和 M Ss G 簇数在 TA9 9 I0

组
、

E G7b 16 组和高
、

低剂量 TA 99 20 组都被有意义

的减小
,

表明 T A 9 9 0 2 及其配伍成份能阻抑这种老

年组海马 M S S G 体积的增大和数目的增多
,

尤以高

剂量的 T A9 9 0 2 比低剂量效果更显著
。

也就是说高

剂量的 T A9 9 OZ 的应用可以抑制 M S SG 颗粒中淀粉

样蛋 白的聚集或减少它的分泌
。

从 S A M
一

P / 8 小鼠

脑内 M SS G 影响的三维图像分析的结 果也进一步

证实 了这一点
。

T A9 9 OZ 阻抑淀粉样蛋 白的作用优于 E Gb7 61

和 T A9 9 o l
,

是 由于 A p 聚集
、

纤维形成和沉积是受

多种因素相互作用的结果
,

这包括局部代谢改变
、

pH 值
、

离子浓度
、

蛋 白质的化学修饰
、

自由基的攻

击等引起肤链构象的改变 〔’ 3 ]。 假定低密度 MSS G 颗

粒类似于 A D 中 A p 的无定形沉积
,

高密度颗粒对

应于成熟的 A p纤维
,

庚照学等 l ’ 1用 TA 9 901 实验治

疗 SA M
一

P / 8 小 鼠
,

发现 T A9 901 的作用正是阻止了

这些无定形沉积的进一步积累
,

或促进高密度颗粒

降解
,

正如体外 T9A 9 01 对 A p 的作用一样 ll’
,

, , “。

李

光武等
17 ] 实验显示 TA 9 9 0 2 比 T A9 9 O I 或 E G b 7 6 1

在体外有更强烈地抑制 A p
l 一 4 2

的聚集和纤维形成

的作用
,

并呈量效关系和时效关系
,

能显著地抑制

A p 的核化和扩布聚集过程 ; 对已聚集和形成纤维

的 A p 肤
,

T A 9 9 0 2 能使 A p 断裂
、

解聚或降解作用 ;

T 9A 90 2 能更明显地阻止 A俘的 p 折叠结构
,

并促

使其向 自由卷 曲和 。 一
螺旋转化

。

FT
一

IR 分析提示

E Gb7 61 和 T A 9 9 01 通过不同机制作用于 A p
, 一 4: ,

由

其配伍组成的 TA 9 902
,

作用协同互补并有增效
。

s A M
一

P 8/ 脑 中 A p 沉 积造成神经元损伤和学

习记忆的降低
,

而 T A9 9 02 能抑制 A p 沉积的进一

步积累
,

并且在体外能减轻其神经毒性和对神经元

有营养作用
【’ 5 1

,

有关 TA 9 9OZ 能否具有在体内消除

A p 沉积导致的一些继发性反应
,

如神经元溃变
、

突

触丢失和胆碱能系统的损伤等作用正在进一步研

究
。

(本文图 l
,
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可能代表 A p样蛋白不同的聚集状态
。

定量分析结

果显示老年 SA M
一

P / 8 小鼠脑海 马淀粉样颗粒数
、

大小和密度 比年轻小鼠增加 ; 海马 M S SG 平均截直

径
、

截面面积
、

平均灰度和 M Ss G 簇数在 T A9 9 0I

组
、

E Gb7 61 组和高
、

低剂量 T A99 20 组都被有意义

的减小
,

表明 T A 9 9 0 2 及其配伍成份能阻抑这种老

年组海马 M S S G 体积的增大和数目的增多
,

尤以高

剂量的 T A9 9 0 2 比低剂量效果更显著
。

也就是说高

剂量的 T A9 9 OZ 的应用可以抑制 M S SG 颗粒中淀粉

样蛋 白的聚集或减少它的分泌
。

从 S A M
一

P / 8 小鼠

脑内 M SS G 影响的三维图像分析的结 果也进一步

证实 了这一点
。

T A9 9 OZ 阻抑淀粉样蛋 白的作用优于 E Gb7 61

和 T A9 9 o l
,

是 由于 A p 聚集
、

纤维形成和沉积是受

多种因素相互作用的结果
,

这包括局部代谢改变
、

pH 值
、

离子浓度
、

蛋 白质的化学修饰
、

自由基的攻

击等引起肤链构象的改变 〔’ 3 ]。 假定低密度 MSS G 颗

粒类似于 A D 中 A p 的无定形沉积
,

高密度颗粒对

应于成熟的 A p纤维
,

庚照学等 l ’ 1用 TA 9 901 实验治

疗 SA M
一

P / 8 小 鼠
,

发现 T A9 901 的作用正是阻止了

这些无定形沉积的进一步积累
,

或促进高密度颗粒

降解
,

正如体外 T9A 9 01 对 A p 的作用一样 ll’
,

, , “。

李

光武等
17 ] 实验显示 TA 9 9 0 2 比 T A9 9 O I 或 E G b 7 6 1

在体外有更强烈地抑制 A p
l 一 4 2

的聚集和纤维形成

的作用
,

并呈量效关系和时效关系
,

能显著地抑制

A p 的核化和扩布聚集过程 ; 对已聚集和形成纤维

的 A p 肤
,

T A 9 9 0 2 能使 A p 断裂
、

解聚或降解作用 ;

T 9A 90 2 能更明显地阻止 A俘的 p 折叠结构
,

并促

使其向 自由卷 曲和 。 一
螺旋转化

。

FT
一

IR 分析提示

E Gb7 61 和 T A 9 9 01 通过不同机制作用于 A p
, 一 4: ,

由

其配伍组成的 TA 9 902
,

作用协同互补并有增效
。

s A M
一

P 8/ 脑 中 A p 沉 积造成神经元损伤和学

习记忆的降低
,

而 T A9 9 02 能抑制 A p 沉积的进一

步积累
,

并且在体外能减轻其神经毒性和对神经元

有营养作用
【’ 5 1

,

有关 TA 9 9OZ 能否具有在体内消除

A p 沉积导致的一些继发性反应
,

如神经元溃变
、

突

触丢失和胆碱能系统的损伤等作用正在进一步研

究
。
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