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基于线粒体动力学失衡调控研究锁阳醋酸乙酯提取物对阿尔茨海默症小鼠

行为学的改善作用

李鑫洁，程 丹，李玲玲，苏 磊，鲁 艺

北京中医药大学 中医学院，北京 100029

摘 要： 目的 探究锁阳醋酸乙酯提取物（ECS）对阿尔茨海默症（AD）模型小鼠行为学、线粒体组织形态学及线粒体动

力学相关蛋白表达的影响和作用机制。方法 采用 8周龄AD模型 5xFAD转基因小鼠为模型组，8周龄野生型C57BL/6小鼠

为对照组，ECS组为模型鼠 ig ECS 47 mg/kg，每天 1次，连续 14 d。给药 6和 12周分别进行跳台、水迷宫、旷场行为学检

测；给药 12周后取海马部位进行电镜观察；Western blotting检测线粒体融合相关蛋白MFN1、OPA1和线粒体分裂相关蛋白

DRP1的表达。结果 水迷宫结果显示，给药 6周，3组间均无显著性差异；给药 12周后，与对照组比较，模型组小鼠潜伏

期时间延长（P＜0.05），穿越平台次数显著减少（P＜0.05）；与模型组比较，ECS组小鼠潜伏期时间显著缩短（P＜0.05），

穿越平台次数显著增加（P＜0.05）；跳台结果显示，与对照组比较，给药 6周及 12周，模型组小鼠跳台潜伏期时间显著缩

短（P＜0.05），跳台次数显著增多（P＜0.05）；与模型组比较，给药 6周，ECS组无显著性差异；给药 12周，ECS组跳台

潜伏期时间显著延长（P＜0.05），跳台次数显著减少（P＜0.05）。旷场结果显示，给药 12周，三组均无显著性差异。电镜

结果显示，对照组线粒体结构清晰膜完整，嵴排列整齐；模型组线粒体膜破裂、直径变小、嵴扭曲模糊；ECS组线粒体嵴

不完全变形，部分基质出现空泡。Western blotting结果显示，与对照组比较，模型组OPA1及MFN1蛋白表达水平显著下

调，DRP1 蛋白表达水平显著上调（P＜0.05）；与模型组比较，ECS 组 MFN1、OPA1 蛋白表达水平显著上调（P＜0.05、

0.01），DRP1蛋白表达水平显著下调（P＜0.05）。结论 ECS显著改善AD模型小鼠的行为学，机制可能与调节线粒体动力

学失衡相关。
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Study on mechanism of action of Cynomorium on Alzheimer's disease based on

mitochondrial dynamics imbalance regulation
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Abstract: objective To investigate the effect and mechanism of the effective fraction of Cynomorium songaricum Ethyl Acetate

Extract (ECS) on behavior, mitochondrial histomorphology and expression of mitochondrial kinetic-related proteins in Alzheimer's

disease model mice.Methods 8-week-old AD model 5xFAD transgenic mice were used as the model group, 8-week-old wild-type

C57BL/6 mice as the control group, and ECS as the administration group. After 6 weeks and 12 weeks of administration, the

behaviors of platform jumping, water maze and so on were detected. After 12 weeks of administration, the hippocampus was taken

and observed by electron microscope. Western blotting was used to detect the expression of MFN1, OPA1 and DRP1.Results The

results of water maze showed that there was no significant difference among the three groups after 6 weeks of administration, but

after 12 weeks of administration, the incubation period of the model group was longer than that of the control group (P < 0.05), and

the number of crossing the platform was decreased (P < 0.05). Compared with the model group, the latency time and the number of

crossing the platform in ECS group were shorter (P < 0.05) and higher than those in model group (P < 0.05). The results of platform

jumping showed that compared with the control group, the latency time of platform jump in the model group was shortened (P <
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0.05) and the number of platform jumping was increased (P < 0.05), which was similar to that in the model group. After 6 weeks of

administration, there was no significant difference in ECS group, but at 12 weeks of administration, the latency time of platform

jump in ECS group was prolonged and the number of platform jumping was decreased (P < 0.05). The results of open field showed

that there was no significant difference among the three groups at 12 weeks. The results of electron microscope showed that the

structure of mitochondria in the control group was clear and the crest was arranged neatly, while in the model group, the

mitochondrial membrane ruptured, the diameter became smaller and the cristae were distorted and blurred. Western blotting results

showed that compared with the control group, the expression level of OPA1 and mfn1 protein in the model group was significantly

down regulated, and the expression level of drp1 protein was significantly up regulated (P < 0.05); compared with the model group,

the expression level of mfn1 and OPA1 protein in the ECS group was significantly up regulated (P < 0.05, 0.01), and the expression

level of drp1 protein was significantly down regulated (P < 0.05).Conclusion ECS can significantly improve the behavior of AD

mice, and the mechanism may be related to the regulation of mitochondrial dynamics imbalance.
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锁 阳 为 锁 阳 科 植 物 锁 阳 Cynomorium

songaricum Rupr.的干燥肉质茎，呈扁圆柱形，表面

粗糙，体重，质硬，难折断，较好辨认。锁阳具有补

肾益精，润肠通便的功效。临床主要用于肾阳不

足，精血亏虚，腰膝痿软，阳痿滑精，肠燥便秘等［1］，

素有“沙漠人参”及“不老药”之称［2］。作为珍稀濒危

药用植物，锁阳被国内外各领域研究者所重视。现

代研究表明［3］，锁阳中含有多种活性成分，并与其临

床药理作用息息相关，网络药理学研究显示，锁阳

保护神经是多成分、多靶点的作用机制。研究发

现，锁阳醋酸乙酯提取物（Ethyl acetate extract of

Cynomorium songaricum，ECS）能促进细胞再生和

分化，促进突触增长并改善学习和记忆能力，具有

体外神经元保护作用［4］。

研 究 表 明［5］，阿 尔 茨 海 默 病（Alzheimer’s

disease，AD）患者体内有大量 β淀粉样蛋白沉积及

神经原纤维缠结，同时伴有炎症、线粒体结构损伤

和神经元缺失等现象。随着更为深入的研究，有学

者发现，早期AD，即认知障碍出现时已经存在线粒

体功能异常，而 Aβ的沉积也会造成线粒体融合和

分裂障碍［6］，说明线粒体动力学维持平衡在AD病理

形成过程中扮演重要角色，早期调控干预线粒体动

力学可能会对AD病情发展有所控制。同时，神经

元丢失等现象与《医林改错》记载“小儿无记性者，

脑髓未满，高年无记性者，脑髓渐空”中“脑髓渐空”

的形态学表现一致。AD患者伴有的情志及认知功

能障碍，也与“肾藏精，精舍志”的中医理论相似。

在临床上，陈士铎用“补肾益精”的理论基础改善记

忆力，他解释道：“如只益精血而不填肾中之精，则

血虽骤生，而精乃长涸，则只能改善一时之善忘，而

不能冀长年之不忘也”。因此，本课题选用补肾要

药锁阳及带有 5 个家族性基因突变的 AD 模型

5xFAD 小鼠，基于线粒体动力学失衡调控，探究锁

阳醋酸乙酯提取物作用于机体治疗AD的机制，为

进一步临床治疗提供选择。

1 材料

1.1 动物

5xFAD转基因小鼠（雄鼠），来自上海虔碧生物

科技有限公司，实验动物生产许可证号 SCXK（苏）

2018-0006；C57BL/6 小鼠，来自北京维通利华实验

动物技术有限公司 ，实验动物生产许可证号

SCXK（沪）2017-0011，体质量 20～30 g，完全按照动

物中心饲养标准饲养转基因鼠，SPF 级环境，温度

18～25 ℃，自由摄食和饮水，定期观察小鼠生长状

况，及时更换垫料，并定时给药。

1.2 药品

ECS：根据前期实验［6］，锁阳饮片（购于北京国

医堂，批号 701002539）与 70% 乙醇以 1∶10 的比例

浸泡过夜后，超声提取 3次，回收溶剂，加热回流浓

缩直无醇味。加水溶解，用石油醚萃取后取上层水

溶液，再用醋酸乙酯萃取水溶液取下层有机层，分

别萃取 5次，合并萃取液后用旋转蒸发仪减压浓缩，

测得提取率为 2.36%。获得 ECS为黄棕色粉末，杂

质＜2%，总灰分＜12%。运用超高压液相色谱/线性

离子阱-静电场轨道阱高分辨质谱法，鉴别出ECS有

效成分21个，多以黄酮类化合物为主［7］。

1.3 主要试剂

乙醇、醋酸乙酯，均购于北京高华伟业食品添

加剂有限公司；25%戊二醛、4%多聚甲醛，均购于北

京百诺威生物科技有限公司；线粒体蛋白提取试剂

盒、BCA 蛋白定量试剂盒、5X 蛋白上样缓冲液（含

DTT）、预染蛋白Marker、4XSDS-PAGE浓缩胶缓冲

液、4XSDS-PAGE 分离胶缓冲液、30% 蛋白凝胶溶

液（29∶1）、过硫酸铵、PBS缓冲液，均购于北京拜尔
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迪生物科技有限公司；Actin Antibody、DRP1 Rabbit

Antibody、MFN1 Rabbit Antibody、OPA1 Rabbit

Antibody、超敏ECL化学发光液，均购于 Proteintech

公司；膜再生液、辣根酶标记山羊抗兔 IgG、辣根酶

标记山羊抗鼠 IgG，均购于北京百诺威生物科技有

限公司。

1.4 主要仪器

101FAB-2型电热鼓风干燥箱（上海树立仪器表

有限公司）；Sigma1-15PK小型高速冷冻离心机（德

国 Sigma公司）；Morris水迷宫（中国医学科学院药

物研究所）；小鼠跳台记录系统（北京中医药大学）；

透射电子显微镜 TEM-1400plus（日本电子株式会

社）；电泳仪及电转仪（Bio-Rad PowerPac Basic）；酶

标仪（THERMO FISHER Multiskan）；凝胶成像系

统（Azure Biosystems）；分 析 天 平（Sartorius

BP110S）。

2 方法

2.1 分组及给药

对照组为野生型C57小鼠，采用随机分组法将

5xFAD小鼠分为模型组和ECS组，均为 8周龄，每组

8只。适应性饲养 1周后，ECS组 ig给药ECS 47 mg/

kg，剂量设置参照文献［8］，对照组和模型组分别 ig等

量生理盐水。给药 6 周和 12 周分别进行 Morris 水

迷宫、小鼠跳台实验及旷场实验等行为学测试。

2.2 Morris水迷宫

平台位于西南象限，前 4 d为定位航行实验，第

5 天为空间探索实验。定位航行实验中分别以东

南、东北和西北 3个象限为入水点，随机放入小鼠，

每天进行 3次，记录搜索平台时间即逃避潜伏期时

间。但若小鼠在 60 s内未找到平台，则由实验者将

其引向平台，其潜伏期记录为 60 s。空间探索实验

在第 5天撤去平台，入水点为东北象限，记录 60 s内

小鼠穿越原平台次数。

2.3 小鼠跳台实验

黑色长方形跳台箱内被黑色隔板划分为 5个空

间，中心为白色绝缘体高站台，底部为可通电流的

铜栅。将小鼠置于高站台，正常情况下被电击的小

鼠会跳回平台并有一定的电击记忆储存时间而不

继续下跳。此测试为期 2 d，第 1天为学习阶段，第 2

天为测试阶段。记录首次跳下高站台的时间即跳

台潜伏期时间，300 s 内受到电击的次数即错误次

数，以此反映其记忆储存时间情况。

2.4 旷场实验

将小鼠放置在旷场箱中央格，由摄像系统记录

其 5 min 内的活动，记录穿行总格子数即水平得

分（三爪及以上跨入），前肢抬起次数即垂直得

分（两前肢离地面 1 cm 以上），以此观察小鼠焦虑

情况。

2.5 制备切片与电镜观察

行为学试验结束后，小鼠 ip 1% 戊巴比妥 0.04

mL/10 g麻醉后，使用心脏灌流法固定脑组织，快速

取出小鼠脑分离海马于 4% 戊二醛中固定。1% 锇

酸后固定，梯度酒精脱水，Epon812环氧树脂包埋，

制备半薄切片定位 CA1区后，超薄切片，用醋酸双

氧铀和柠檬酸铅双染，在TEM-1400plus透射电镜下

观察并拍片。

2.6 Western blotting检测 DRP1、OPA1、MFN1蛋

白表达

提取小鼠海马组织进行线粒体蛋白提取（与线

粒体提取试剂盒说明书同步），并用BCA法进行蛋

白定量，配制 10% 分离胶及浓缩胶，上样后进行

SDS-PAGE 电泳（75 V 30 min，120 V 60 min），湿转

法转膜（180 mA 90 min，0.45 μm孔径PVDF膜），5%

脱脂牛奶封闭 120 min 后孵一抗 4 ℃过夜，所用抗

体为 β-actin（1∶30 000）、DRP1（1∶1 500）、OPA1（1∶

1 100）、MFN1（1∶650）。次日 37 ℃孵二抗 60 min，

TBST清洗 3次用ECL化学发光液显色并进行凝胶

成像系统曝光。

2.7 数据统计分析

检测结果均采用SPSS 20软件进行统计学分析

处理，实验数据均以
-x±s表示，分别进行ANOVA单

因素方差分析，继以LSD进行多重比较。

3 结果

3.1 Morris水迷宫实验

给药 6 周时，定位航行实验和空间探索实

验结果均显示，模型组和 ECS 组与对照组无明

显差异，但模型组与对照组比较，逃避潜伏期

时间有延长趋势；给药 12 周后，与对照组比较，

模型组小鼠潜伏期时间显著延长（P＜0.05），且

穿越平台次数明显减少（P＜0.05）；与模型组比

较 ，ECS 组 小 鼠 潜 伏 期 时 间 显 著 缩 短（P＜

0.05），且穿越平台次数明显增加（P＜0.05）；对

照组与 ECS 组结果无显著差异。提示 ECS 可能

对 AD 有良好的预防作用。见表 1。

3.2 跳台实验结果

结果显示，给药 6周时，与对照组比较，模型组

跳台潜伏期时间显著缩短（P＜0.05），且错误次数显

著增加（P＜0.05）；模型组与ECS组无显著性差异；
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给药 12周后，与对照组比较，模型组跳台潜伏期时

间缩短（P＜0.05），错误次数显著增加（P＜0.05）；与

模型组比较，ECS组跳台潜伏期时间显著延长（P＜

0.05），错误次数明显减少（P＜0.05）；而对照组与

ECS组各水平均无明显差异。见表2。

3.3 旷场实验结果

结果显示，给药 12周，对照组、模型组和ECS组

在垂直得分和水平得分上均无显著性差异，提示

ECS 对动物焦虑程度和自主活动性没有影响。

见表3。

3.4 电镜结果

电镜观察小鼠海马神经元中线粒体形态，对照

组线粒体结构清晰、膜完整，体积较大，嵴排列整

齐，分布不均；模型组线粒体膜破裂、直径变小、嵴

扭曲模糊，线粒体形态几乎辨别不清；ECS 组线粒

体嵴不完全变形，部分基质出现空泡，有的线粒体

之间有融合趋势。见图1。

3.5 Western blotting结果

结果显示，与对照组比较，模型组线粒体融合

相关蛋白 MFN1、OPA1 表达水平显著下调（P＜

0.05、0.01）；线粒体分裂相关蛋白DRP1表达水平显

著上调（P＜0.05）。与模型组比较，ECS组 MFN 1、

OPA 1 蛋白表达水平显著上调（P＜0.05、0.01），

DRP 1蛋白表达水平显著下调（P＜0.05）。见图2。

4 讨论

AD 是一种神经退行性疾病，尽管过去几十年

对AD神经生物学的研究取得了显著进展，但迄今

仍缺乏有效治愈或者控制病情进展的方法。现代

研究，AD的特征性病理改变为 β淀粉样蛋白沉积形

成的细胞外老年斑和 tau蛋白过度磷酸化形成的神

经细胞内神经原纤维缠结，但是对于AD发病的分

子机制说法不一。目前几种假说主要围绕AD发生

发展事件进行研究，有学者发现，在 β淀粉样蛋白沉

积过多及神经元纤维缠结形成之前，神经细胞已经

出现能量代谢障碍、ROS生成増加等现象，说明线粒体结

构和功能障碍及氧化应激可能是AD的早期事件［9］。

线粒体作为细胞内主要供能的动态细胞器，时

表3 旷场实验结果比较（（x
̅
± s，，n=8））

Table 3 Comparison of crossing and rearing（（x
̅
± s，，n=8））

组别

对照

模型

ECS

水平得分

58.5±4.6

54.8±6.0

55.8±3.7

垂直得分

28.5±4.6

24.7±6.1

25.8±3.7

表 2 跳台结果比较（（x
̅
± s，，n=8））

Table 2 Comparison of platform（（x
̅
± s，，n=8））

给药时

间/d

42

84

组别

对照

模型

ECS

对照

模型

ECS

剂量/

（mg∙kg-1）

—

—

47

—

—

47

跳台潜伏期/s

262.0±32.4

126.0±42.6*

155.2±18.2

274.0±34.4

121.9±23.8*

214.7±32.7#

错误次数

0.6±0.8

9.8±3.3*

8.7±2.8*

0.5±0.8

10.2±2.3*

2.5±1.4#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

表1 Morris 水迷宫结果比较（（x
̅
± s，，n=8））

Table 1 Comparison of morris water labyrinth（（x
̅
± s，，n=8））

给药时间/

d

42

84

组别

对照

模型

ECS

对照

模型

ECS

剂量/

（mg∙kg-1）

—

—

47

—

—

47

平台潜伏期/s

第1天

54.4±12.6

56.7±14.7

55.9±14.4

50.4±8.6

52.0±7.9

52.1±4.3

第2天

45.8±7.9

47.4±10.2

47.1±8.7

38.1±5.8

42.5±4.5

40.3±8.3

第3天

37.4±6.2

36.5±12.2

39.0±6.4

19.8±3.9

30.4±6.3

22.3±5.1

第4天

13.8±4.3

15.6±6.4

15.3±5.9

10.1±3.7

27.4±4.1*

13.4±2.3#

穿越平台次数

10.6±2.0

9.2±1.9

10.9±1.6

12.8±2.6

4.8±1.8*

10.1±1.8#

与同时期对照组比较：*P＜0.05；与同时期模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group in the same period；#P < 0.05 vs model group in the same period

 

 

 

  

 

 

对照             模型         ECS 47 mg kg
−1

 

图1 小鼠线粒体电镜观察结果

Fig.1 Electron microscopic observation of mitochondria

in mice
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刻维持着生物体基础生命代谢和各项生命活动。

正常情况下，当细胞环境改变，线粒体会通过一系

列生理过程使其数量、形态及其内酶总量等保持平

衡，以维持其结构和功能正常，这一过程称之为“线

粒体的稳态”（mitochondrial homeostasis）［10］。同时，

线粒体可以调节自身融合和分裂、细胞器内相关的

蛋白和酶等，以保证线粒体正常进行各项生理功

能，这称之为"线粒体的质量控制"（mitochondrial

quality control，MQC）。线粒体不断的融合和分裂，

控制着线粒体质量，当线粒体这种调节能力水平失

衡，会引起线粒体形态、数量及相关酶和功能异常，

从而引发 AD、糖尿病等疾病［11-12］。同时，线粒体的

融合和分裂水平失衡会影响线粒体嵴的重建、堆叠

或降解，进而影响线粒体内膜的形态和结构［13］。

一般认为，哺乳动物线粒体的融合主要由分布

于线粒体外膜上的 MFN1和 MFN2，以及分布于线

粒体内膜上的OPA1共同调控，其分裂主要由DRP1

调控，融合和分裂蛋白的活性和动态平衡共同决定

线粒体的整体表现［14］。

线粒体融合初期，靠近的线粒体双分子磷脂层

改变，外膜上的 MFN1/MFN2 环状拉近其距离，在

ATP被水解产生能量后完成外膜融合；随后，PARL、

Mgm1p、Higd-1a等融合相关的作用因子使OPA1降

解为长短两种异构体，启动融合，完成线粒体内膜

的融合［15］。融合之后的线粒体可以发生物质能量

交换。线粒体分裂一般发生在融合之后，表现较为

突出的 Fis1 等多种分裂作用因子诱导细胞质中

Drp1聚集于线粒体膜上，使其围绕于线粒体形成环

状结构，环状结构收缩，双层膜断裂完成分裂。然

而，下调 Fis1的表达，Drp1表达水平并未发生明显

的改变［16］。线粒体动力学平衡与维持线粒体形态，

保持能量供应息息相关。研究表明，OPA1 及

MFN1/2蛋白表达量增加，线粒体融合作用增强，氧

化磷酸化水平显著提高，ATP含量增加［17］。ATP供

应不足时［18-19］，会导致OPA1表达量减少，氧化磷酸

化水平与电子传递速率下降，加重 ATP紧缺状态，

从而引起一系列细胞损失问题［20］。

前期的实验研究表明，锁阳神经保护的有效部

位为黄酮类化合物，并对现有黄酮部位的提取方法

进行改进，创立了以 70% 乙醇水溶液作为溶剂，超

声 1.5 h提取的模式，使锁阳总黄酮得出率较传统方

法显著提高。动物行为学检测的研究表明，ESC在

47 mg/kg剂量下，可以产生明显的提高学习记忆能

力，而这种改善学习记忆能力，在另外的两种实验

动物模型（去卵巢OVX大鼠/侧脑室注射Aβ1-42）上，

得到的进一步的证实［8，21-23］。

目前没有针对 AD 模型较好且优化的造模方

法，因此本实验选取携带 5 个家族性突变基因的

APP/PS1模型小鼠，旨在探讨模型小鼠脑损伤与认

知功能障碍及空间记忆的关系。采用水迷宫检测

视觉线索空间定位能力，测试结果易受视觉、运动

能力及光线的影响［24］。结果显示，给药 6周时，各组

无明显差异；给药 12周后，模型组小鼠学习能力和

空间记忆能力均与对照组、ECS 组有显著性差异，

而对照组与给药组间无差异，提示 5xFAD模型小鼠

在近 4月龄之后才会出现空间记忆障碍等表型，同

时提示ECS对AD具有良好的预防作用。跳台实验

结果显示，给药 12周后，与模型组比较，ECS组记忆

储存时间才显著延长，提示ECS发挥其治疗效果需

要足够的时间，短期服用可能影响不显著。此外，

为了证明药物对小鼠自主活动性的影响，本课题组

还做了旷场实验，结果显示，ECS 对小鼠自主活动

性无明显影响，提示其可能无副作用或副作用较

小。采用透射电镜观察小鼠海马 CA1区神经元细

胞中线粒体形态，发现与对照组比较，模型组小鼠

的线粒体形态已经出现损伤，膜和脊已被破坏，而
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图2 MFN1、OPA1、DRP1蛋白表达结果

Fig. 2 Proteins expression of MFN1，OPA1 and DRP1
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ECS组线粒体形态稍有改善，同时出现少数融合现

象。Western blotting结果也证明，与对照组比较，模

型组线粒体融合相关蛋白OPA1和MFN1表达量显

著下降，线粒体分裂相关蛋白 DRP1表达量显著上

升；与模型组比较，ECS 组线粒体融合相关蛋白

OPA1 和 MFN1 表达量显著上升，线粒体分裂相关

蛋白DRP1表达量显著下降，与电镜结果相符。

ECS显著改善 AD 模型小鼠的行为学，机制可

能与调节线粒体动力学失衡相关。
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