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摘  要：目的= =探讨大黄酚对小鼠脑 cJfos 和 cJàun= mokA 表达的影响及与学习记忆的关系。方法= =昆明种小鼠，随机分 Q
组：对照组和大黄酚低、中、高（MKN、NKM、NMKM= mgLkg）剂量组（每组 nZOM），避暗实验和 jorrás 水迷宫实验观察小鼠空

间学习记忆的变化；oqJmCo检测 cJfos和 cJàun=mokA表达。原代培养小鼠皮层星形胶质细胞，不同剂量大黄酚（MKN、NKM、
NM=μgLmi）处理细胞 N、O、P周；大黄酚（NKM、NM=μgLmi）和谷氨酸（RM=μmoäLi）加或不加非竞争性 kJ甲基JaJ天冬氨酸（kjaA）
受体抑制剂jhJUMN（N=μmoäLi），oqJmCo检测 cJfos和 cJàun=mokA表达。结果= =中、高剂量大黄酚可提高小鼠空间学习记

忆能力，同时上调 cJfos和 cJàun= mokA表达；jhJUMN完全抑制大黄酚及谷氨酸诱导星形胶质细胞 cJfos和 cJàun= mokA表

达上调作用。结论= =大黄酚可能通过激活谷氨酸受体上调 cJfos和 cJàun基因表达，并提高小鼠空间学习记忆能力。=
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学习记忆是人类及动物重要的高级脑活动，研

究表明，学习记忆过程与脑内 cJfos和 cJàun基因表

达关系非常密切。cJfos 及 cJàun 基因属于即刻早期

癌基因xNz，在脑内广泛表达，以皮层、海马较多，

多种学习训练模型均可诱导脑内 cJfos 基因表达上

调xOJPz，如回避训练、光辨别训练等。长时程增强及

药物也可影响 cJfos基因的表达。相关研究提示 cJfos
基因表达受中枢神经系统神经递质或调质的调控。=
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谷氨酸作为中枢神经系统兴奋性神经递质可诱导

cJfos 基因表达上调。而非竞争性 kJ甲基JaJ天冬氨

酸（kJmÉthyäJaJ~sé~rt~tÉ，kjaA）受体抑制剂

jhUMN可使 cJfos基因表达明显减少，并且研究提

示 kjaA受体激活先于 cJfos基因的表达xQz。=
大黄酚（Chrysoéh~noä）具有改善学习记忆障

碍，提高阿尔茨海默病（AäzhÉámÉrD=s=dásÉ~sÉI=Aa）
小鼠学习记忆和认知功能。研究表明大黄酚产生上

述药理作用与其抗氧化作用有关xRz。但从分子和基

因水平探讨大黄酚提高小鼠学习记忆功能的机制还

未见报道。本研究从体内、外阐述大黄酚对小鼠大

脑皮层 cJfos、cJàun 表达的影响及与学习记忆的= = =
关系。=
N= =材料与方法=
NKN= =动物=

昆明种健康小鼠，体质量 OR～PM=g，由中国医

学科学院实验动物中心提供，许可证编号：pCuh
京 OMMQJMMMN。所有实验动物在动物室适应性饲养，

自由饮食、进水，分笼饲养，室温（OM～OR=℃）。=
NKO= =药品与试剂=

大黄酚购自中国食品药品检定研究院（批号

NNMTVSJOMNMNT），制备大黄酚单体溶液= xk，kJ二甲

基甲酰胺（ajc）J聚山梨酯 UMJ生理盐水（N∶N∶
U）z。ajbj培养液、_pA、d_cAjm均购买于美

国 págm~公司；马血清和 qrázoä购于美国 fnvátrogÉn
公司；q~h~o~=okA=mCo=hátEAjsFsÉrK=PKM购自宝

生物工程有限公司（中国大连）；特异性引物序列合

成于上海生工生物工程有限公司。=
NKP= =仪器=

atpJO=jorrás水迷宫、p_AJO程控避暗箱（中

国医学科学院药物研究所）；紫外J可见分光光度计

（i~bqÉch公司）。=
NKQ= =动物分组与给药=

UM只小鼠随机分为 Q组，每组 OM只，分别为

正常对照组；大黄酚高、中、低剂量（NMKM、NKM、
MKN=mgLkg）组。正常对照组 áé=MKN=miLNM=kg溶剂，

即 k，kJ二甲基甲酰胺J聚山梨酯 UMJ生理盐水（N∶
N∶UF；大黄酚高、中、低剂量组 áé 给予不同剂量

大黄酚。连续给药 NQ=d。=
NKR= =行为学实验=
NKRKN= =避暗实验= =用药停止后第 O天进行避暗实验

训练（每组取 T 只小鼠）。U׃PM 开始训练，每只小

鼠训练 P= mán。小鼠进入暗室受电击逃往明室，记

录 P=mán内小鼠进入暗室的次数（错误次数），及首

次进入暗室的时间（避暗潜伏期）。当日 NQ׃MM，次

日 U׃PM 和第 P 天 U׃PM 以同样的方法进行实验，每

次实验测试 P次。V次结果均值用 t检验进行分析。

小鼠学习记忆成绩用两个参数反映：错误次数和避

暗潜伏期。=
NKRKO= = jorrás水迷宫实验= =用药停止后第 O天进行

水迷宫实验训练（每组取 T只小鼠）。实验共进行 R=
d，第 N天小鼠自由游泳 NOM=s。从第 O天开始，每

天分上、下午两段，每段训练 Q次，每次间隔 PM=mán。
小鼠从不同的入水点面向池壁进入池中，观察小鼠

寻找并爬到平台的情况。每次小鼠到达平台后让其

休息 PM= s，如果小鼠 NOM= s内未能找到平台，则将

其放置到平台上休息 PM=s。第 R天最后 N次训练，

记录 NOM= s内小鼠寻找并爬上平台所需时间（潜伏

期），及路线图（游泳总路程），未能找到平台的小

鼠，潜伏期记为 NOM=s。小鼠空间学习记忆成绩用两

个参数表示：平均逃避潜伏期和游泳总距离= xSz。=
NKS= =取样及处理=

用药停止后 S= h 快速断颈处死小鼠（每组取 S
只小鼠），迅速取其大脑皮层组织，放入 bm管；大

脑用生理盐水冲洗干净，－UM℃保存备用，用于

cJfos和 cJàun表达检测。=
NKT= =星形胶质细胞培养= =

小鼠大脑皮层星形胶质细胞原代培养参考

eÉrtzxTz方法。选择新生不超过 N= d小鼠，断头，取

出大脑置于 NMB马血清培养基（ajbj= UKP= gLi，
däucosÉ=N=gLi，däut~mánÉ=MKOVO=gLi，podáum=myruv~tÉ=
MKNN=gLi，k~eClP=PKT=gLi，mhÉnoä=oÉd=MKMNR=gLi）
中。在显微镜下剥离脑膜，用手术刀片将大脑切碎

（YMKQ=mm）。漩涡震荡分离组织 N=mán。再经 NMM=μm=
和 TM=μm尼龙网过滤组织。用含 NMB马血清培养液

稀释过滤后的细胞，再将含细胞的培养液分装到 SM=
mm培养皿中。PT℃、RB=ClO、VRB=lO培养。待每

皿细胞铺满整个培养皿时（[VRB），加入 d_cAjm
（MKOR=mmoäLi）。=
NKU= =逆转录J聚合酶链反应（oqJmCo）=

mokA提取：将细胞用冰的 N×m_p洗涤 O次，

每 SM=mm培养皿中加入 OMM=μi=qrázoä试剂。室温下

孵育 R=mán（完全溶解）。在混合物中加入 NLR=qrázoä
提取液剂量的氯仿。剧烈震荡，NO= MMM×g、Q℃离

心 NR=mán。将上清液转移至新的离心管中，加入 NLO=
qrázoä提取液剂量的异丙醇，混匀。在−UM℃=孵育 N=
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h。NO=MMM×g、Q℃离心 NM=mán。弃去上清液，用 TRB
乙醇洗 O次。干燥，加入 RM=μi=abmCJeOl溶解。=

使用紫外分光光度进行 okA 定量：用

abmCJeOl 将样品稀释 UM～NSM倍，在 OSM= nm和

OUM=nm条件下测量吸光度（A）值并计算 okA总质

量浓度。=
okA质量浓度（μgLmi）Z=AOSM×稀释倍数×QMLN=MMM=

逆转录及 cakA扩增：根据试剂盒说明书加入

各反应试剂。=
oqJmCo中所使用的 cJfos、cJàun和 q_m引物如

下：cJfos（forw~rdW=dCqdACAdAqACACqCCAAdCddI=
rÉvÉrsÉW= AddAAdACdqdqAAdqAdqdCAdI= RQO=
bé）xUz；cJàun（forw~rdW=AdCCqACCAACdqdAdqdCqI=
rÉvÉrsÉW=AdAACddqCCdqCACqqCACI=OOU=bé）xVz；
q_m （ forw~rdW= CCACddACAACqdCdqqdAqX=
rÉvÉrsÉW=ddCqCAqAdCqACqdAACqdI=OPS=bé）xNMz。=
NKV= =统计学分析=

采用 pmpp= NPKM软件进行统计学分析，实验数

据以 ±x s表示，组间比较采用 t检验。多组资料用

onÉJw~y=AklsA方法进行方差分析，ipaJt检验。=
O= =结果=
OKN= =避暗实验=

各实验组小鼠试验前后体质量变化无显著性差

异。大黄酚对小鼠学习记忆功能的提高见表 N，大

黄酚低、中、高剂量组（MKN、NKM、NMKM=mgLkg）可

提高小鼠学习记忆能力。中、高剂量组可使小鼠避

暗潜伏期明显延长，错误次数明显减少，与对照组

相比差异具有统计学意义（mYMKMN）；低剂量组可轻

度提高小鼠学习记忆能力，但与对照组相比差异无

统计学意义。=

表 N= =大黄酚对小鼠避暗潜伏期和 P=min错误次数的影响=
E ±x s，n=TF=

qable=N= = bffects=of=Chry=on=error=count=in=P=min=and=latency=
of=mice=E ±x s，n=TF=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= 错误次数L次= 避暗潜伏期Ls=
对照= —= MKNV±MKMS= NSTKOP±RTKMQ=
大黄酚= MKN= MKNT±MKMR= = NTOKRT±RVKQQ=
= NKM= = MKMU±MKMOGG= OMUKPP±TSKUOGG=
= NMKM= = MKMT±MKMOGG= OONKNT±TUKNRGG=

与对照组比较：G∗mYMKMN=
G∗mYMKMN=vs=controä=groué=

OKO= =jorris水迷宫实验=
大黄酚对小鼠空间学习记忆功能的改善见表

O，大黄酚可提高小鼠空间学习记忆能力，中、高剂

量组可使小鼠平均逃避潜伏期和游泳总路径显著缩

短，与对照组相比差异均具有统计学意义（mYMKMN）；
低剂量组可轻度改善小鼠空间学习记忆能力，但与

对照组相比差异无显著性。=

表 O= =大黄酚对小鼠平均逃避潜伏期和游泳总路径的影响=
E ±x s，n=TF=

qable=O= = bffects=of=Chry=on=swimming=distance=and=average=
escape=latency=of=mice=E ±x s I n=TF=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= 游泳总路径Lcm= 逃避潜伏期Ls=
对照= —= RPQKOT±NPRKOQ= QNKTS±NOKMQ=

大黄酚= MKN= RSSKMM±NUSKOQ= = QPKUQ±NQKQT= =
= NKM= = TSRKUS±PRQKPRGG= RQKNO±NUKPQGG=
= NMKM= = TUPKMM±PSPKRSGG= RTKOT±NVKMTGG=
与对照组比较：G∗mYMKMN=
G∗mYMKMN=vs=controä=groué=

OKP= =大黄酚上调 cJfos、cJjun=mokA表达=
原代培养小鼠星形胶质细胞，不同质量浓度大

黄酚（MKN、NKM、NMKM=μgLmi）处理细胞 N、O、P周。

oqJmCo检测 cJfos、cJàun=mokA表达。中、高浓度

大黄酚上调 cJfos、cJàun= mokA表达，在 O周处表

达增加，并长时维持此水平（mYMKMR）（图 N）。不=

=
与对照组比较：GmYMKMR=
GmYMKMR=vs=controä=groué=

图 N= =大黄酚（MKN、NKM、NMKM=μgLmi）处理 N、O、P周小鼠

星形胶质细胞中 cJfos和 cJjun=mokA的表达=
cigK=N= = mokA=bxpression=of=cJfos=and=cJjun=in=primary=

cultured=astrocytes=treated=with=Chry=EMKNI=NKMI=and=
NMKM=µgLmiF=for=NI=OI=and=P=weeks=

=
=
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同浓度大黄酚处理细胞 N 周不引起 cJfos、cJàun=
mokA 表达改变，且低浓度大黄酚无上调作用。áé
给予不同质量浓度大黄酚（MKN、NKM、NMKM=mgLkg）
NQ=d，取小鼠皮层组织，中、高浓度大黄酚上调 cJfos、
cJàun=mokA表达，但低浓度大黄酚无上调作用（图

O），áé给予大黄酚 N周，cJfos、cJàun=mokA表达无

变化。与体内实验结果相似。=

=
与对照组比较：GmYMKMR=
GmYMKMR=vs=controä=groué=

图 O= =大黄酚（MKN、NKM、NMKM=mgLkg）处理 NQ=d小鼠脑皮

层组织中 cJfos和 cJjun=mokA的表达=
cigK=O= = mokA=bxpression=of=cJfos=and=cJjun=in=brain=

tissue=of=mice=treated=with=Chry=EMKNI=NKMI=and=NMKM=
mgLkgF=for=NQ=d=

OKQ= =非竞争性 kjaA受体抑制剂jhJUMN抑制大

黄酚诱导 cJfos、cJjun=mokA表达上调=
为了进一步研究大黄酚上调 cJfos 和 cJàun=

mokA的机制，分别用中、高质量浓度大黄酚（NKM、
NM= μgLmi）、谷氨酸（RM= μmoäLi）和 jhJUMN（N=
μmoäLi）处理细胞 O周。大黄酚和谷氨酸均上调 cJfos
和 cJàun=mokA表达，jhJUMN抑制上述反应（图 P）。=
P= =讨论=

学习记忆是人类和动物重要的大脑高级活动，

研究表明，学习记忆过程与脑内 cJfos和 cJàun基因

表达密切相关。cJfos属于 fos蛋白家族。fos蛋白家

族是一组转录因子，包括 cJfos、fos_、fr~JN、fr~JO=

=
与对照组比较：GmYMKMR；与同组加入jhUMN前比较：@mYMKMR=
GmYMKMR=vs=controä=grouéX=@mYMKMR=vs=s~mÉ=groué=bÉforÉ=jhUMN=

图 P= =非竞争性kjaA受体抑制剂jhUMN抑制大黄酚诱导

cJfos、cJjun=mokA表达上调=
cigK=P= = fnhibition=of=noncompetitive=kjaA=acceptor=

inhibitor=jhUMN=on=upregulation=of=cJfos=and=cJjun=
expression=induced=by=Chry= =

和 dÉät~Jfos_（为 fos_的剪接变体）。fos 家族成员

可以和 àun 家族成员形成一组蛋白激活因子 N
（~ctáv~táng=érotÉánJNI=AmJN）蛋白二聚体，后者可以

结合于目的基因启动子和增强子的 qmA 敏感部= =
位xNNz。所有的 AmJN 蛋白均有一个亮锌部位以便二

聚体形成和akA结合。很多因素可以影响 fos和 àun
蛋白表达，例如不同的学习训练类型、第二信使（蛋

白激酶 A、蛋白激酶 C、钙离子等）及某些药物（谷

氨酸、乙酰胆碱、人参皂苷等）。受调控后的 fos和
àun 蛋白又可以进一步影响蛋白稳定性、蛋白结合

活力、一些转录因子的间接激活潜力等xPz。=
谷氨酸作为中枢神经系统兴奋性递质与学习记

忆有着十分密切的关系。研究表明 kjaA 受体激

动剂可上调脑 cJfos基因表达，并且 kjaA受体激

活先于 cJfos、cJàun等早期基因的表达。=

=
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=
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大黄酚作为大黄有效成分之一，大量实验研究

已明确其改善学习记忆的药理作用，但从分子水平

探讨其改善学习记忆的机制尚未见报道。本课题采

用连续 áé大黄酚 NQ=d，模型小鼠学习记忆能力及空

间探索能力均出现不同程度的提高，同时 cJfos 和

cJàun=mokA表达上调。体内实验结果显示大黄酚于

O周处诱导 cJfos和 cJàun=mokA表达上调，且长时

维持此水平。低浓度谷氨酸同样可以上调 cJfos 和

cJàun=mokA表达，而非竞争性 kjaA受体抑制剂

jhUMN可抑制上述作用，提示大黄酚可能通过激活

谷氨酸受体来诱导 cJfos和 cJàun基因表达。但大黄

酚提高小鼠学习记忆能力是否还具有其他方面的机

制有待进一步研究。=
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