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紫云英苷抑制APP/PS1小鼠大脑皮质神经元凋亡

王姝涵，杨翠珠，张润恒，林佳泓，杨雅琪，刘 靖，李国营，马宇昕
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摘 要：【目的】　探讨紫云英苷 （AST）对APP/PS1转基因小鼠大脑皮质神经元凋亡的影响。【方法】　将 18只 6月

龄雄性 APP/PS1 转基因小鼠随机分为 APP/PS1、APP/PS1+40 mg/kg AST、APP/PS1+20 mg/kg DNP （Donepezil， DNP）
三组，每组各 6只动物。同时另选 6只同月龄C57BL/6雄性小鼠作为正常对照组 （Control）。腹腔注射给药AST，每
日一次，连续给药一个月后，Tunel 染色法检测 APP/PS1 小鼠大脑皮质内神经元凋亡情况；免疫荧光染色法检测

APP/PS1小鼠大脑皮质内神经元凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2、Caspase9、Cleaved-Caspase3表达情况；Western blot法检测

APP/PS1小鼠大脑皮质内 Bax、Bcl-2、Caspase9及 Caspase3表达水平的变化。【结果】　Tunel染色结果显示，40 mg/kg 
AST及 20 mg/kg DNP均可减少APP/PS1小鼠大脑皮质内神经元凋亡，其中AST抑制效果尤为明显。免疫荧光染色

结果表明，40 mg/kg AST 及 20 mg/kg DNP 均抑制 APP/PS1 小鼠大脑皮质内神经元中 Bax、Caspase9 及 Cleaved-Cas⁃
pase3的表达，增加Bcl-2的表达。Western blot 结果进一步证实，40 mg/kg AST及 20 mg/kg DNP均可下调APP/PS1小

鼠大脑皮质内神经元Bax （P < 0.05， P < 0.05）、Caspase9 （P < 0.005， P < 0.05）及Caspase3 （P<0.000 1， P<0.000 1），

上调Bcl-2 （P < 0.05， P < 0.05）。【结论】　AST能够抑制APP/PS1小鼠大脑皮质神经元凋亡。
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Abstract：【Objective】 To investigate the effect of Astragalin （AST） on apoptosis of cerebral cortex neurons in APP/
PS1 transgenic mice.【Methods】 Eighteen six-month-old male APP/PS1 transgenic mice were randomly divided into APP/
PS1 group， APP/PS1+ 40 mg/kg AST group and APP/PS1+ 20 mg/kg Donepezil （DNP） group， with six mice in each 
group. At the same time， six male C57BL/6 mice were selected as the normal control group. After intraperitoneal injection 
of AST once a day and continuous administration for one month， we used Tunel staining to detect the apoptosis of neurons 
in the cerebral cortex of APP/PS1 mice； immunofluorescent staining to examine the expression of apoptosis-related pro⁃
teins Bax， Bcl-2， Caspase9 and Cleaved-Caspase3 in the cerebral cortex neurons of APP/PS1 mice； Western blot method 
to evaluate the changes of the expression of Bax， Bcl-2， Caspase9 and Caspase3.【Results】 Tunel staining showed that 40 
mg/kg AST and 20 mg/kg DNP both reduced the apoptosis of neurons in the cerebral cortex of APP/PS1 mice， AST with 
more significant inhibition effect. Immunofluorescent staining revealed that 40 mg/kg AST and 20 mg/kg DNP both inhibit⁃
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ed the expression of Bax， Caspase9， and Cleaved-Caspase3， and icreased the expression of Bcl-2 in the cerebral cortex 
neurons of APP/PS1 mice. Western blot results further confirmed that 40 mg/kg AST and 20 mg/kg DNP both down-regulat⁃
ed the expression of Bax （P < 0.05， P < 0.05）， Caspase9 （P < 0.005， P < 0.05） and Caspase3 （P < 0.0001， 
P < 0.0001） ， and  up-regulated the expresstion of Bcl-2 （P < 0.05， P < 0.05） in the cerebral cortex neurons of APP/PS1 
mice.【Conclusions】 AST can inhibit the apoptosis of cerebral cortex neurons in APP/PS1 mice.

Key words： astragalin （AST）； APP/PS1 mice； cerebral cortex； neuron； apoptosis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2023，44（6）：983-990］

阿尔茨海默病 （Alzheimer’s disease， AD） 是
继肿瘤、心血管疾病和中风之外危害人类健康的致

死性疾病［1］，且发病率逐年上升［2］。目前，AD 的主

要治疗药物有胆碱酯酶抑制剂和N-甲基 d-天冬氨

酸（N-Methyl-D-aspartic acid， NMDA）拮抗剂，但

这些药物都只能缓解疾病进程，无法治愈AD［3］，且

迄今为止尚无安全有效的阻断 AD 病程进展的药

物［4］。AD 的发病机制仍未明确，主要存在 β-淀粉

样蛋白（β-amyloid， Aβ）聚集学说、Tau 蛋白过度磷

酸化学说、氧化应激学说、细胞凋亡学说等在内的

多种假说［5-6］。其中，淀粉样蛋白假说认为，β-分泌

酶和 γ-分泌酶对 APP 的异常加工导致 Aβ 单体产

生，而这些单体聚集成斑块并分布在海马和皮

质［7］。紫云英苷（Astragalin，AST），化学名为 3，5，
7，4’-四羟基黄酮-3-葡萄糖（kaempferol-3-O-β
-D-glucoside），是杜仲、黄芪、辣木叶、月季等多种

传统药用和食用植物中的天然黄酮类化合物之一，

被证实能够抗炎、抗氧化，并且具有修复受损

DNA、及保护神经等作用［8-9］。本课题组前期研究

发现 AST 能够促进 APP/PS1 转基因小鼠大脑皮质

内神经元自噬减轻 Aβ 沉积，改善 APP/PS1 转基因

小鼠的学习认知能力［10-11］。但未能充分探究 AST
是否同时能够抑制 APP/PS1 转基因小鼠大脑皮质

神经元的凋亡，从而共同改善病理症状。因此本实

验将进一步探讨AST能否抑制AD小鼠大脑皮质神

经元凋亡，改善AD小鼠的病理症状，旨在为AST能

够用于临床上治疗AD提供可靠的实验依据和理论

基础。

1 材料与方法

1.1　实验动物与饲养

18只6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AD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，盐酸多奈哌齐（Done⁃
pezil ， DNP） （110119-84-1） 购于上海源叶生物公

司，DMSO （D8370） 购于北京索莱宝公司，Bax 抗

体 （AF1020） 购 于 Affinity 公 司 、Bcl-2 抗 体 
（26593-1-AP）、Caspase9 抗 体 （10380-1-AP）及

Caspase3 （19677-1-AP） 抗体均购于 proteintech 公

司、Cleaved-Caspase3 抗体 （ab32042）、GAPDH 抗体 
（ab9485）、NeuN抗体 （ab104224）、山羊抗兔荧光二

抗 （ab150077）、山羊抗小鼠荧光二抗 （ab150116）、

HRP 山羊抗兔 （ab205718） 均购于 abcam 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，随机将 18只 6月龄

雄性的 APP/PS1 转基因小鼠随机分为： APP/PS1、
APP/PS1+AST、APP/PS1+DNP三组，6只 6月龄雄性

的C57BL/6作为对照组。

将 AST 和 DNP 分别溶于 50 mL/L DMSO 溶液，

制成 40 mg/kg AST和 20 mg/kg DNP溶液。APP/PS1
组小鼠给予等量 50 mL/L DMSO 溶液，每日给药 1
次，连续腹腔给药1个月。

1.4　免疫荧光染色

每组随机选取 3 只小鼠进行免疫荧光染色。

50 mL/L戊巴比妥钠麻醉小鼠，断头取脑，于多聚甲

984



第6期 王姝涵，等 .紫云英苷抑制APP/PS1小鼠大脑皮质神经元凋亡

醛溶液固定 48 h，流水冲洗，组织梯度脱水、包埋、

切片。选取完整的石蜡切片，烘箱 60 ℃烘片 2 h，
进行常规脱蜡水合，0.1 mol/L柠檬酸盐缓冲液抗原

修复 20 min，含 5 ml/L Trition 的 PBS 打孔 30 min，
PBST摇洗，快速免疫封闭液 37 ℃封闭 20 min，分别

滴加小鼠一抗NeuN （1： 200）和兔一抗Bax （1：200）、

兔抗 Bcl-2 （1： 200）、兔抗 Caspase9 （1： 200）、兔抗

Cleaved-Caspase3 （1： 200），4 ℃孵育过夜。PBST
摇洗，再分别滴加山羊抗小鼠荧光二抗（1： 200）和

山羊抗兔荧光二抗 （1： 200）烘箱 37 ℃孵育 2 h，
PBST 摇洗，DAPI 染液染核 8 min，PBST 摇洗，抗荧

光淬灭剂封片，光学显微镜观察并拍照。

1.5　Western blot

每组随机选取 3只小鼠进行Western blot检测。

50 mL/L戊巴比妥钠麻醉小鼠，断头取脑，于冰上快

速分离大脑皮质组织，根据大脑皮质组织质量，按

照 100 ： 1 加入 RIPA 和 PMSF 裂解，冰上研磨大脑

皮质组织，4 ℃离心，用 BCA 蛋白定量试剂盒测定

各组蛋白浓度，制成蛋白样品。SDS-PAGE凝胶电

泳，湿转将蛋白印迹转至PVDF膜，50 g/L脱脂奶粉

封闭 2 h，分别滴加抗体： 小鼠一抗Bax （1： 5 000）、

兔一抗Bcl-2 （1：2 000）、兔一抗Caspase9 （1：2 000）、

兔一抗Caspase3 （1： 500）、兔一抗GAPDH （1：10 000），

4 ℃ 孵育过夜。TBST 摇洗，再滴加山羊抗小鼠二

抗 （1： 10 000）、山羊抗兔二抗 （1： 10 000）于摇床

缓慢孵育 1 h，TBST 摇洗。ECL 超敏发光液显影，

Image J进行蛋白灰度值测定。

1.6　Tunel染色

选取完整的脑部石蜡切片，烘箱 60 ℃烘片

2 h，进行常规脱蜡水合，0.1 mol/L柠檬酸盐缓冲液

组织抗原修复 20 min，含 50 mL/L Trition 的 PBS 打

孔 30 min，PBST 摇洗，快速免疫封闭液 37 ℃封闭

20 min，滴加小鼠一抗 NeuN （1： 200），4 ℃孵育过

夜，PBST摇洗，滴加山羊抗小鼠荧光小鼠荧光二抗

（1： 200），烘箱 37 ℃孵育 2 h，PBST 摇洗。30 mL/L 
H2O2处理 10 min，PBST 摇洗，Tunel 染液烘箱 37 ℃
孵育 90 min。PBST 摇洗，DAPI 染液染核 8 min，
PBST摇洗，抗荧光淬灭剂封片，光学显微镜观察并

拍照。

1.7　统计学分析

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 
Turkey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 小鼠大脑内皮质神经

元凋亡相关蛋白表达的影响

由免疫荧光染色结果（图 1-图 5）可知，与Con⁃
trol组相比，APP/PS1组小鼠大脑皮质神经元内Bax
（F = 59.556， P < 0.000 1）、Caspase9（F = 24.236， 
P < 0.000 1）、Cleaved-Caspase3（F = 18.259， P < 
0.001）阳 性 细 胞 数 量 均 显 著 增 加 ，Bcl-2（F = 
40.162， P < 0.000 1）阳性细胞数量明显减少。而

经 AST、DNP 分别给药处理后，小鼠大脑皮质内

Bax、Caspase9、Cleaved-Caspase3阳性细胞数量明显

减少，Bcl-2阳性细胞数显著增多。

由Western blot结果（图 6）显示，与Control组相

比，APP/PS1组小鼠大脑皮质内神经元凋亡相关蛋

白Bax、Caspase9、Caspase3表达水平显著上升，Bcl-
2 表达水平显著下降。而经过 AST 和 DNP 分别给

药处理后，小鼠大脑皮质内神经元 Bax（F = 3.039， 
P = 0.006）、Caspase9（F = 12.272， P = 0.002）、Cas⁃
pase3（F = 37.500， P < 0.000 1）的表达均出现下调，

而Bcl-2 （F = 11.171， P = 0.003）表达呈上调趋势，

且 AST 和 DNP 两组给药组之间差异有统计学

意义。

2.2　紫云英苷对 APP/PS1 小鼠大脑皮质神经元

凋亡的影响

由免疫荧光结果（图 7）可知，与 Control 组相

比，APP/PS1 组小鼠大脑皮质内 Tunel 阳性神经元

数量明显增多，而经 AST、DNP 分别给药处理后，

APP/PS1小鼠大脑皮质内 Tunel阳性神经元数量明

显减少，且 AST 和 DNP 两组之间差异无统计学

意义。

3 讨 论
痴呆是认知能力下降的统称，而阿尔茨海默

病 （AD） 几乎占痴呆症病例的四分之三，它严重干

扰人们的日常生活［12］，因此世界卫生组织确认其为

全球公共卫生优先事项［2］。我国是世界上AD患病

率最高的国家［13］，且目前临床用于治疗 AD的药物
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只能缓解相应症状，控制病程进展［14］。

AD的典型病理症状之一就是Aβ的沉积，研究

表明Aβ的异常沉积会激活一系列半胱天蛋白酶来

诱导神经元的凋亡，而半胱天冬酶活化和细胞凋

亡，又会加剧 Aβ 积累，从而加重 AD 病理症状［15］。

Bax可以改变线粒体膜电位，增加线粒体膜的通透

性，细胞色素 C 释放，诱发半胱氨酸天冬氨酸酶的

级联反应，导致细胞凋亡。而 Bcl-2家族蛋白可以

抑制凋亡蛋白引发的一系列信号激活发挥抗凋亡

作用［16］。

AST 作为天然的黄酮类化合物，具有抗炎症、

保护神经等多种药理特性，且未发现存在细胞毒

性。一系列研究表明，AST 能够通过 JAK/STAT 信

号通路上调DLBCL细胞中 p53水平的表达，激活线

粒体途径诱发细胞发生凋亡［17］；AST还可抑制内毒

素诱导的氧化应激［18］、抑制肝癌细胞的线粒体功

The scale shown in A-D, F-I, K-N, P-S: 100 μm. n=3/group.
图 1　免疫荧光染色检测小鼠大脑皮质内 Bax 与 NeuN 共表达情况

Fig. 1　Multiple immunofluorescent detection of the co-expression of Bax and NeuN in the cerebral cortex of mice

The scale shown in A-D, F-I, K-N, P-S: 100 μm. n=3/group.
图 2　免疫荧光染色检测小鼠大脑皮质内 Bcl-2 与 NeuN 共表达情况

Fig. 2　Multiple immunofluorescent detection of the co-expression of Bcl-2 and NeuN in the cerebral cortex of mice
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能，使癌细胞内ROS水平升高，激活一系列 caspase
酶进而促进癌细胞凋亡［19］。

为探究AST抑制神经元凋亡的分子作用机制，

本研究以 APP/PS1 小鼠作为 AD 动物模型展开研

究，并选用 DNP 作为 AST 的阳性药物对照。我们

通过Western blot法检测凋亡相关蛋白的表达。结

果表明，AST能够显著增加神经元中抗凋亡的 Bcl-

2 蛋白表达，显著降低促凋亡的 Bax 、Caspase9 和

Caspase-3 蛋白表达。我们通过免疫荧光染色和

Tunel 染色，还发现 AST 能够显著抑制 APP/PS1 小

鼠大脑皮质神经元的凋亡。这些结果提示 AST 可

能通过改善 APP/PS1 小鼠大脑皮质神经元内抗凋

The scale shown in A-D, F-I, K-N, P-S: 100 μm. n=3/group.
图 3　免疫荧光染色检测小鼠大脑皮质内 Caspase9 与 NeuN 共表达情况

Fig. 3　Multiple immunofluorescent detection of the co-expression of Caspase9 and NeuN in the cerebral cortex of mice

The scale shown in A-D, F-I, K-N, P-S : 100 μm. n=3/group.
图 4　免疫荧光染色检测小鼠大脑皮质内 Cleaved-Caspase3 与 NeuN 共表达情况

Fig. 4　Multiple immunofluorescent detection of the co-expression of Cleaved-Caspase3 and NeuN in the 
cerebral cortex of mice
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Proportation of colocalization of Bax、Bcl-2、Caspase9 and Cleaved-Caspase3 with NeuN in the cerebral cortex of APP/PS1 mice. F = 59.556, P < 
0.000 1; F = 40.162, P < 0.000 1; F = 24.236, P < 0.000 1; F = 18.259, P = 0.001. n=3/group. 1) P < 0.000 1 compared with Control group in A; P < 
0.005 compared with Control group in B；P < 0.05 compared with Control group in C; P < 0.001 compared with Control group in D. 2）P < 0.000 1 com⁃
pared with APP/PS1 group in A; P < 0.001 compared with APP/PS1 group in B；P < 0.000 1 compared with APP/PS1 group in C; P < 0.001 compared 
with APP/PS1 group in D. 3）P < 0.05 compared with the APP/PS1+AST group in A; P < 0.005 compared with APP/PS1+AST group in B; P < 0.05 com⁃
pared with APP/PS1 group in D. 4）P < 0.05 compared with the APP/PS1+AST group in D. All the data are analyzed using one-way ANOVA of variance 
followed by Turkey test.

图 5　APP/PS1 小鼠大脑皮质内 Bax 、Bcl-2、Caspase9 与 Cleaved-Caspase3 与 NeuN 共定位统计分析

Fig. 5　Statistical Analysis of colocalization of Bax、Bcl-2、Caspase9 and Cleaved-Caspase3 with NeuN in the cerebral cortex 
of APP/PS1 mice

Western blot for determining the protein levels of Caspase9、Bcl-2、Bax、Caspase3. F = 12.272， P = 0.002； F = 11.171， P = 0.003； F = 9.039， 
P = 0.006； F = 37.500， P < 0.000 1. n=3/group. 1） P < 0.005 compared with Control group in A； P < 0.005 compared with Control group in B；P < 
0.05 compared with Control group in C； P < 0.000 1 compared with Control group in D. 2）P < 0.05 compared with APP/PS1 group in A； P < 0.05 com⁃
pared with APP/PS1 group in B；P < 0.05 compared with APP/PS1 group in C； P < 0.000 1 compared with APP/PS1 group in D. 3）P < 0.05 compared 
with the APP/PS1 group in A. All the data are analyzed using one-way ANOVA of variance followed by Turkey test.

图 6　Western blot 检测小鼠大脑皮质内 Caspase9、Bcl-2、Bax、Caspase3 的表达水平

Fig. 6　Western blot to detect the expression of Caspase9、Bcl-2、Bax and Caspase3 in the cerebral cortex of mice
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亡与促凋亡蛋白的失衡来抑制神经元凋亡。

综上所述，AST能够抑制 APP/PS1小鼠大脑皮

质神经元凋亡，其作用机制可能与 Bcl-2蛋白表达

上调和 Bax、Caspae9和 Caspase-3 蛋白表达下调有

关。本实验对 AST 抑制 APP/PS1 小鼠大脑皮质神

经元凋亡的分子作用机制进行初步探讨，有望为

AST 在临床上治疗 AD 提供潜在的治疗靶点，但

具体的凋亡作用机制仍待进一步的深入探讨。
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