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摘  要：目的  探究丁苯酞（NBP）是否通过 EphB2/ephrinB2 信号通路调节突触相关蛋白的表达，改善 β 淀粉样蛋白

（Aβ1-42）诱导的阿尔茨海默病（AD）模型大鼠认知功能障碍。方法  将 SD雄性大鼠随机分为 7组：对照组、假手术组、

模型组、空载组、溶媒组、NBP（100 mg∙kg−1）组、NBP（100 mg∙kg−1）＋shEphB2（EphB2敲低）组，每组 8只。所有大

鼠适应性喂养 1 周后，空载组、NBP＋shEphB2 组大鼠分别双侧海马立体定位注射空病毒和 EphB2 敲低病毒。等待 4 周病

毒起效后，除对照组、假手术组以外，在大鼠双侧海马立体定位注射 Aβ1-42寡聚体（6.67 μg·μL−1）3.5 μL；假手术组注射同

等体积 0.9%氯化钠溶液 3.5 μL。NBP组、NBP＋shEphB2组大鼠于注射 Aβ1-42寡聚体前 2周开始 ig NBP，每天 1次，共计

28 d。各组大鼠在注射 Aβ1-42后第 7天开始进行水迷宫实验；苏木精-伊红染色观察海马区神经元的病理变化；透射电镜下观

察海马神经元及突触结构的变化；Western blotting检测海马组织中 EphB2、突触后致密区蛋白 95（PSD95）、突触素（Syn）、

ephrinB2、淀粉样前体蛋白（APP）蛋白表达水平；ELISA法检测海马组织中 Aβ1-40、Aβ1-42蛋白的水平；免疫荧光观察大鼠

海马组织中 EphB2蛋白的表达。结果  与模型组相比，NBP组水迷宫逃避潜伏期有所缩短（P＜0.05），穿过平台的次数

增加（P＜0.05）；NBP＋shEphB2组逃避潜伏期较 NBP组延长（P＜0.05），穿越平台的次数较减少（P＜0.05）。在苏木精-

伊红染色实验中，对照组和假手术组大鼠海马 CA1/CA3区神经元排列整齐，细胞结构完整，核仁清晰，胞核与胞质界限分

明；模型组、空载组、溶媒组及 NBP＋shEphB2 组大鼠海马区神经元排列紊乱，细胞结构异常；NBP 组大鼠海马组织病理

损伤程度较上述各组有所减轻，但仍可见部分神经元坏死。透射电镜观察到，模型组、空病毒组、溶媒组及 NBP＋shEphB2

组海马神经元呈现典型凋亡特征，突触结构模糊，三层结构不清晰；NBP组神经元及突触病理改变较 AD模型组减轻：细胞

核形态基本正常，少数突触结构模糊。与对照组相比，AD模型组大鼠海马组织中 EphB2、PSD95、Syn、ephrinB2蛋白的表

达量下降（P＜0.05、0.001），APP蛋白表达量升高（P＜0.001），模型组与空载组、溶媒组和 NBP＋shEphB2组之间无明显

差异；与模型组相比，NBP组大鼠海马组织中 EphB2、PSD95、Syn、ephrinB2蛋白的表达量有所升高（P＜0.05、0.01、0.001），

APP蛋白表达显著降低（P＜0.01）。通过 ELISA实验发现，与对照组相比，模型组、空载组及溶媒组 Aβ1-40和 Aβ1-42含量

显著升高（P＜0.001）；NBP组 Aβ1-40和 Aβ1-42含量较模型组显著降低（P＜0.001），而 NBP＋shEphB2组 Aβ1-40和 Aβ1-42

含量水平较 NBP组明显升高（P＜0.001）。在免疫荧光实验中，EphB2在海马组织中均有分布，主要表达在各组大鼠海马神

经细胞的胞质中，并与 PSD95 存在共定位；模型组 EphB2 水平较对照组下降；NBP 组 EphB2 水平较模型组升高；NBP＋

shEphB2组 EphB2水平较 NBP组下降。结论  NBP对 Aβ1-42诱导的 AD模型大鼠的学习记忆障碍具有改善作用，其作用机制

可能与调控 EphB2/ephrinB2信号通路有关，通过该通路调节突触相关蛋白的表达，进而改善 AD模型大鼠的认知功能障碍。 
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Abstract: Objective To investigate whether butylphthalide regulates the expression of synaptic-related proteins through the 

EphB2/ephrinB2 signaling pathway and thereby improves cognitive dysfunction in a rat model of Alzheimer's disease (AD) induced 

by Aβ1-42. Methods  Male SD rats were randomly divided into seven groups: control group, sham operation group, model group, 

empty vector group, solvent group, NBP (100 mg∙kg−1) group, and NBP (100 mg∙kg−1) + shEphB2 (EphB2 knockdown) group, with 8 

rats in each group. After one week of adaptive feeding, rats in the empty vector group and NBP + shEphB2 group were bilaterally 

injected with empty virus and EphB2 knockdown virus into the hippocampus, respectively. After waiting for four weeks for the virus 

to take effect, except for the control group and sham operation group, Aβ1-42 oligomers (6.67 μg·μL−1) 3.5 μL were bilaterally injected 

into the hippocampus of rats in the model group, empty vector group, solvent group, and NBP + shEphB2 group; the sham operation 

group was injected with the same volume of 0.9% sodium chloride solution 3.5 μL. Rats in the NBP group and NBP + shEphB2 group 

began to receive ig administration of NBP for two weeks before the injection of Aβ1-42 oligomers, once a day for a total of 28 days. 

Water maze experiments were conducted on the 7th day after the injection of Aβ1-42 in all groups; hematoxylin-eosin staining was used 

to observe the pathological changes of neurons in the hippocampus; transmission electron microscopy was used to observe the changes 

in the structure of hippocampal neurons and synapses; Western blotting was used to detect the expression levels of EphB2, PSD95, 

Syn, ephrinB2, and APP proteins in the hippocampus; ELISA was used to detect the levels of Aβ1-40 and Aβ1-42 proteins in the 

hippocampus; immunofluorescence was used to observe the expression of EphB2 protein in the hippocampus of rats. Results  

Compared with the model group, the escape latency in the water maze was shortened in the NBP group (P < 0.05), and the number of 

times crossing the platform increased (P < 0.05); the escape latency in the NBP + shEphB2 group was longer than that in the NBP 

group (P < 0.05), and the number of times crossing the platform was reduced (P < 0.05). In the hematoxylin-eosin staining experiment, 

the neurons in the CA1/CA3 regions of the hippocampus in the control group and sham operation group were neatly arranged, with 

complete cell structures, clear nucleoli, and distinct boundaries between the nucleus and cytoplasm; in the model group, empty vector 

group, solvent group, and NBP + shEphB2 group, the neurons in the hippocampus were disordered and the cell structures were 

abnormal; the pathological damage of the hippocampus in the NBP group was less severe than that in the above groups, but some 

neurons were still necrotic. Transmission electron microscopy showed that the neurons in the hippocampus of the model group, empty 

vector group, solvent group, and NBP + shEphB2 group presented typical apoptotic features, with blurred synaptic structures and 

unclear three-layer structures; the pathological changes of neurons and synapses in the NBP group were less severe than those in the 

AD model group: the nuclear morphology was basically normal, and a few synaptic structures were blurred. Compared with the control 

group, the expression levels of EphB2, PSD95, Syn, and ephrinB2 proteins in the hippocampus of the AD model group decreased 

(P < 0.05, 0.001), and the expression level of APP protein increased (P < 0.001); there was no significant difference between the model 

group and the empty vector group, solvent group, and NBP + shEphB2 group. Compared with the model group, the expression levels 

of EphB2, PSD95, Syn, and ephrinB2 proteins in the hippocampus of the NBP group increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), and the 

expression of APP protein significantly decreased (P < 0.01). Through the ELISA experiment, it was found that the contents of Aβ1-40 

and Aβ1-42 in the model group, empty vector group, and solvent group were significantly higher than those in the control group (P < 

0.001); The content of Aβ1-40 and Aβ1-42 in the NBP group was significantly lower than that in the model group (P < 0.001), while the 

content of Aβ1-40 and Aβ1-42 in the NBP + shEphB2 group was significantly higher than that in the NBP group (P < 0.001). In the 

immunofluorescence experiment, EphB2 was distributed in the hippocampal tissue of all groups of rats, mainly expressed in the 

cytoplasm of hippocampal neurons, and co-localized with PSD95. The level of EphB2 in the model group was lower than that in the 

control group; the level of EphB2 in the NBP group was higher than that in the model group; the level of EphB2 in the NBP + shEphB2 

group was lower than that in the NBP group. Conclusion  NBP has an improvement effect on learning and memory impairment in AD 

model rats induced by Aβ1-42, and its mechanism may be related to the regulation of the EphB2/ephrinB2 signaling pathway, which 

regulates the expression of synaptic-related proteins and thereby improves cognitive dysfunction in AD model rats. 

Key words: Alzheimer's disease; butylphthalide; ephrinB2; EphB2; synaptic plasticity; cognitive impairment 
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阿尔茨海默病（AD）是老年痴呆的主要类型，

以进行性认知能力减退、神经元丢失及神经炎症

等为特征，全球患者数量已近 5 000 万，且仍在

上升[1-2]。其核心病理表现为 β 淀粉样蛋白（Aβ）

沉积和 tau 蛋白过度磷酸化导致的神经纤维缠结，

同时伴随突触功能障碍，而后者与认知功能减退有

着十分紧密的关联[3-5]。突触可塑性是 AD病理机制

研究的重要方向之一，其中长时程增强（LTP）和

长时程抑制（LTD）依赖于突触素（Syn）和突触

后致密区蛋白 95（PSD95）等关键分子的生物学

作用。Syn 可以调控突触囊泡的释放影响突触可

塑性，在 AD 动物模型中观察到其表达量有所下

降 [6]； PSD95 则通过锚定 N-甲基天冬氨酸

（NMDA）受体来维持突触功能，其上调可部分抵

消 Aβ的突触毒性作用[7-9]。 

Eph受体及其配体 ephrin在突触发育和可塑性

中起核心作用。Eph家族分为 EphA和 EphB亚类，

通过复杂配体-受体互作调控轴突导向、树突形态及

突触形成[10-11]。其中，EphB2-ephrinB2信号通路介导

树突丝状伪足的运动，敲除 EphB2可导致突触数量减

少 40%，而恢复其表达则可改善突触缺陷[12-14]。该通

路依赖 p21活化激酶 1（（PAK1）活化及 ephrinB2的

特异性结合，表明其双向信号传导对突触形成的必

要性。在成熟突触中，EphB2 与 NMDA 受体直接

结合[15]，调控其亚基（（如 GluN2B）的分布和功能。

AD 模型中，EphB2 表达下调早于认知障碍出现，

而过表达 EphB2可恢复突触功能，提示其作为早期

干预靶点的潜力[15-16]。 

丁苯酞（NBP）是一种已获批用于脑卒中的小分

子化合物，近年研究发现其可通过抑制 Aβ沉积、调

节 tau磷酸化、增强突触可塑性等机制改善 AD动物

模型的认知障碍[17-19]。实验表明，NBP能上调 PSD95

和 SYN表达，增加树突棘密度，并改善 Aβ诱导的

动物模型的突触损伤[5, 20-21]。然而，NBP 是否通过

EphB2/ephrinB2通路发挥作用尚不十分明确。 

基于此，本研究提出 NBP 可能通过调控

EphB2/ephrinB2 信号通路调节突触相关蛋白的表

达，从而缓解 Aβ 诱导的 AD 动物模型的认知障碍

的推测，以期为 AD的治疗提供新的作用靶点。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级健康成年 SD 雄性大鼠，均购自长沙

市天勤生物技术有限公司，实验动物生产许可证

号 SCXK（湘）2019-0013，体质量 180～200 g。

实验开始前，将大鼠置于符合自然昼夜节律的标

准化动物饲养室中适应性饲养 7 d，环境温度控制

在（25±1）℃。本研究基于贵州省科技计划项目

（项目编号：黔科合支撑[2020]4Y144号），实验操

作均严格遵守实验动物伦理规范，伦理审批由遵

义医科大学实验动物伦理委员会批准（审批号

ZMU21-2203-163）。 

1.2  主要仪器 

K3230102-001脑立体定位仪（（深圳沃瑞德科技

有限公司）；Morris水迷宫系统（（上海宝派环保科技

有限公司）；THUNDER Imager 3D Tissue组织微环

境分析系统、Bio Cut 石蜡切片机（Lieca 公司）；

Multiskan skyHigh全波长酶标仪、Multifuge X1R高

速低温离心机、PR505750R-CN（566L）恒温箱

（（Thermo Fisher 公司）；PowerPac Basic＋Mini-Sub 

Cell＋Wide-Mini Sub-Cell垂直电泳转印系统、全自

动凝胶曝光仪（美国 BIO-RAD 公司）；DK-98-IIA

双列恒温水浴锅（天津市泰斯特仪器有限公司）；

Scientz-48 高通量组织研磨器（宁波新芝生物科技

股份有限公司）；JEM-1400FLASH透射电子显微镜

（（日本电子株式会社）。 

1.3  主要试剂 

Aβ1-42（（美国MedChemExpress公司，批号 HY-

P1388）；六氟异丙醇（（HFIP）（上海Macklin公司，

批号 H811027）；EphB2 抗体（美国 Abcam，批号

ab252935；美国 Santa Cruz Biotechnology，批号 sc-

130068）；淀粉样前体蛋白（（APP）抗体（（批号 25524-

1-AP）、PSD95抗体（（批号 20665-1-AP）、二抗羊抗

鼠抗体（（批号 RGAM001）、二抗羊抗兔抗体（（批号

RGAR001）、荧光二抗（批号 RGAM002、批号

RGAR003、批号 RGAM004）购于武汉三鹰生物技

术有限公司；Syn抗体（（批号 ET1606-56）、ephrinB2

抗体（（批号 ET1705-33）、微管蛋白（（Tubulin）抗体

（（批号 ET1602-4）、GAPDH抗体（（批号 ET1601-4）、

神经氨酸酶（（Neu）抗体（（批号 ET1602-12）购于杭

州华安生物技术有限公司；丁苯酞软胶囊（（规格每

粒 0.1 g，批号 H2005050299）购于石药集团恩必普

药业有限公司；二甲基亚砜（（DMSO，批号 D8370）、

磷酸盐缓冲液（PBS，批号 P1010）购于北京索莱

宝科技有限公司；EphB2基因的 RNAi-Easy（三保

一）-腺相关病毒（KO序列号 130386-1、130387-1、

130388-1，编号分别为V1、V2、V3）、阴性对照病毒
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CON305（9型）（AAV9CON305）由吉凯基因定制。 

2  方法 

2.1  Aβ1-42、NBP 溶液的制备 

在 1 mg的 Aβ1-42中加入预冷的 HFIP 222 μL，

混合均匀后离心，超声溶解 3次，每次 5 s，室温

静置 1 h 后转至冰上溶解 10 min，通风橱室温过

夜，使其形成肽膜。次日在肽膜中加入 13 μL 

DMSO，充分混匀，再加入 137 μL PBS，超声溶解

10 min，制成 6.67 μg·μL−1的 Aβ1-42溶液，存于 4 ℃

冰箱备用。 

用无菌注射器抽取 0.3 g NBP，用玉米油定

容至 10 mL，混合均匀，制成 30 mg·mL−1的 NBP

溶液。 

2.2  分组、造模及干预 

将 SD雄性大鼠随机分为 7组：对照组、假手

术组、模型组、空载组、溶媒组、NBP（（100 mg∙kg−1）

组、NBP（ 100 mg∙kg−1）＋ EphB2 病毒敲低

（（shEphB2）组，每组 8只。课题组前期预试验中设

置 NBP 30、100 mg∙kg−1，探究其对 AD模型大鼠学

习、记忆的改善作用，结果发现 100 mg∙kg−1作用更

为显著。 

所有大鼠适应性喂养 1周后，对空载组、NBP＋

shEphB2 组进行病毒注射，在大鼠双侧海马分别

立体定位注射阴性对照病毒 CON305及 EphB2基

因的 RNAi-Easy-腺相关病毒，待病毒起效。实验

动物经 1.5%戊巴比妥钠（2 mL∙kg−1）ip麻醉后，

固定于脑立体定位仪上。参照（ 大鼠脑立体定位图

谱》确定海马CA1区坐标：前囟后 3.6 mm，矢状缝

旁开 2.0 mm，硬脑膜下 3.86 mm。使用电动微型颅骨

钻在定位点钻孔，采用微量注射器以 0.5 μL∙min−1的

速度缓慢注射病毒，注射完成后留针 10 min 以

确保病毒充分扩散，随后缓慢撤针。同法进行对

侧海马 CA1 区注射。注射完成后，检查钻孔处

无出血，依次进行消毒、缝合皮肤及术后消毒等

处理。  

待病毒转染 4周时，对模型组、空载组、溶媒

组、NBP组、NBP＋shEphB2组大鼠双侧海马立体

定位注射 Aβ1-42寡聚体 3.5 μL，以 0.5 μL∙min−1的速

度持续注射 7 min，注射后留针 10 min，再缓慢撤

针，以确保溶液充分弥散，具体操作步骤同前；假

手术组以同样方法双侧海马 CA1 区注射 0.9%氯化

钠溶液 3.5 μL，对照组不注射。 

NBP 组和 NBP＋shEphB2 组大鼠在 Aβ1-42注

射前 2周开始进行 NBP ig处理，每天 1次，持续至

实验结束，共计 28 d；溶媒组大鼠每天 ig给予等体

积玉米油。在 Aβ1-42注射后第 7天开始Morris水迷

宫实验，所有行为学测试均在每天 ig后 1 h进行。 

为筛选最佳干扰序列，设置对照组、空载组和

V1、V2、V3（（分别立体定位注射 V1、V2、V3）组， 

4 周后取海马组织，采用 Western blotting 法检测

EphB2蛋白表达。 

2.3  Morris 水迷宫行为学检测大鼠认知功能 

进行Morris水迷宫行为学检测时，将水池划分

为 4个象限，在其中 1个象限固定设置逃生平台。

正式测试前 24 h进行适应性训练，将逃生平台固定

于第 3象限，平台顶端露出水面，依次将大鼠放入

4 个象限，观察其在 120 s 内是否能够自主找到平

台，若大鼠未能在规定时间内找到平台，则引导其

游向平台并停留至少 10 s。在实验第 1～5 天进行

定位航行测试。保持水迷宫设置不变，将逃生平台

置于水面下 2 cm处。每次测试时，将大鼠面向池壁

放入水中。图像采集系统记录每只大鼠的运动轨迹

及找到隐藏平台所需时间（（潜伏期）。所有大鼠依次

完成 4个象限的测试。在实验第 6天进行空间探索

测试。撤除水池中的逃生平台，其余条件保持不变。

图像采集系统记录每只大鼠在 120 s内的运动轨迹，

并统计其穿越原平台所在区域的次数。 

2.4  组织标本的采集与处理 

行为学实验结束后，立即进行脑组织的分离及

后续处理。首先，将全脑置于中性缓冲福尔马林固

定液中，用于后续苏木素-伊红（（HE）染色、免疫荧

光实验。同时，迅速分离海马组织并分割成适当体

积置于预冷的电镜专用固定液，在避光条件下固定

后转移至 4 ℃冰箱保存，以备透射电子显微镜观

察。剩余海马组织经液氮速冻后，置于−80 ℃超低

温冰箱中长期保存，供Western blotting、ELISA检

测使用。 

2.5  HE 染色检测海马区神经元的病理变化 

全脑进行石蜡包埋后制备 4 μm 连续切片，

经二甲苯脱蜡及梯度乙醇脱水。切片苏木素染色

5 min，1%盐酸酒精分化后 LiCO3反蓝，伊红染色

3 min，梯度乙醇脱水、二甲苯透明，中性树脂封

片，将切片置于显微镜下观察。 

2.6  透射电镜下观察海马神经元及突触结构变化 

组织块经戊二醛和锇酸双重固定后，采用梯度

丙酮脱水。随后依次用丙酮/Epon-812混合液梯度渗
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透，纯树脂过夜渗透后，60 ℃聚合 48 h。半薄切片

甲苯胺蓝染色定位后，制备 60～90 nm超薄切片，

经醋酸铀和柠檬酸铅双重染色，双蒸水冲洗后干燥

待检。 

2.7  Western blotting 检测海马组织中 EphB2、

PSD95、Syn、ephrinB2、APP 蛋白表达水平 

海马组织经含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液匀

浆后离心取上清，BCA 法定量蛋白浓度。样品经

SDS变性后，进行 SDS-PAGE电泳（（7.5%～10%分

离胶，80～120 V）并转至 PVDF膜。5%脱脂牛奶

封闭 1 h后，经 TBST洗涤后依次孵育一抗（（EphB2 

1∶5 000、PSD95 1∶10 000、Syn 1∶5 000、ephrinB2 

1∶2 000、APP 1∶1 000、Tubulin 1∶10 000、GAPDH 

1∶10 000）4 ℃过夜，一抗孵育结束后取出并用

TBST洗涤后室温孵育相应二抗 1 h。ECL显影后，

采用 Image J 分析条带灰度值，GraphPad Prism 10

进行统计。 

2.8  ELISA 法检测海马组织中 Aβ1-40、Aβ1-42 蛋白

的水平 

海马组织经 PBS匀浆后离心取上清备用。实验

前将试剂盒平衡至室温，按 5 倍稀释比例加样，

37 ℃孵育 30 min。采用 20倍稀释洗涤液洗板 5次

后，加入 50 μL酶标二抗 37 ℃反应 60 min。重复

洗涤后依次加入显色剂 A/B各 50 μL，37 ℃避光显

色 10 min。终止反应后立即在 450 nm波长下测定

吸光度值，15 min内完成检测。 

2.9  免疫荧光观察大鼠海马组织中目的蛋白神经

细胞定位 

脑组织切片经 EDTA抗原修复液高压修复 8 min

后，0.1% Triton X-100 37 ℃通透 30 min。10%山羊

血清封闭 1 h 后，加入一抗（EphB2 1∶30，Neun 

1∶200，PSD95 1∶50）4 ℃过夜。次日 37 ℃复温

1 h 后，荧光二抗（1∶500）37 ℃避光孵育 1 h。

DAPI染核 10 min，抗淬灭剂封片后 4 ℃保存，将

切片置于显微镜下观察。 

2.10  统计学处理 

采用使用 IBM SPSS Statistics 29.0软件进行统

计分析，实验数据结果以 x s 表示，检验水准 α＝

0.05。检验数据正态性时使用 Shapiro-Wilk检验法，

方差齐性检验使用 Brown-Forsythe检验法，两组间

比较采用 t检验，多组间比较用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  EphB2 敲减病毒的转染及敲减效果的验证 

为筛选最佳干扰序列，采用Western blotting法

检测 3 个不同 shRNA 序列的敲减效率。结果显示

（（图 1），与对照组比较，V1的敲减效果最为显著，

EphB2 蛋白表达降低 65.6%（P＜0.05），故后续实

验选用该序列进行 EphB2敲减。 

 

与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 1  EphB2 敲减病毒转染情况及敲减率的筛选 ( x±s，n＝3) 

Fig. 1  Screening of EphB2 knockdown virus transfection status and knockdown rate ( x±s，n＝3) 

3.2  NBP 对 AD 模型大鼠认知功能的影响 

3.2.1  水迷宫定位航线实验  在第 1～5 天的定位

航行实验中，各组大鼠的逃避潜伏期逐渐缩短。AD

模型组比对照组逃避潜伏期延长（P＜0.05）；与模

型组相比，第 3～5天 NBP组逃避潜伏期有所缩短

（（P＜0.05）；第 3、5天 NBP＋shEphB2组逃避潜伏

期较 NBP组延长（P＜0.05），结果见表 1。 

3.2.2  水迷宫空间探索实验  在同一 120 s 内计数

各组大鼠穿过平台的次数，AD 模型组穿过平台的

次数较对照组明显减少（P＜0.05）；空载组、溶媒

组穿过平台的次数与 AD 模型组无明显差异（P＞

0.05）；与 AD模型组相比较，NBP组穿过平台的次 
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表 1  各组大鼠逃避潜伏期的情况 ( x±s，n＝8) 

Table 1  Escape from latency in groups of rats ( x±s，n＝8) 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 

逃避潜伏期/s 

第1天 第2天 第3天 第4天 第5天 

对照 — 41.44±5.39 30.99±3.32 21.02±2.84 17.88±2.51 12.37±2.99 

假手术 — 45.04±5.95 33.81±3.01 22.69±3.03 15.54±3.70 15.26±3.60 

模型 — 54.59±8.32* 43.38±4.94* 40.29±2.99* 39.90±3.15 39.03±4.33* 

空载 — 56.83±7.50* 40.68±4.50* 41.44±3.09* 37.13±5.31* 36.51±2.27* 

溶媒 — 51.91±2.54* 44.28±3.69* 41.35±6.17* 35.77±6.08* 33.31±5.06* 

NBP 100 49.27±4.26* 36.72±6.51 28.80±7.01# 21.64±3.71# 19.06±4.50# 

NBP＋shEphB2 100 52.97±5.19* 41.79±2.19* 37.59±5.16*& 32.71±6.92* 30.25±6.08*& 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与 NBP组比较：&P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs NBP group. 

表 2  各组大鼠穿越平台次数 ( x±s，n＝8) 

Table 2  Number of times rats in each group crossed the 

platform ( x±s，n＝8) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 穿越平台次数 

对照 — 6.25±0.94 

假手术 — 5.94±099 

模型 — 3.19±0.85* 

空载 — 2.41±1.32* 

溶媒 — 3.06±0.54* 

NBP 100 4.91±0.62# 

NBP＋shEphB2 100 3.09±1.18*& 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与 NBP组

比较：&P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs 

NBP group. 

数增加（（P＜0.05）；与 NBP组相比，NBP＋shEphB2

组穿过平台的次数显著减少（P＜0.05）；假手术组

穿过平台的次数与对照组比较无明显差异（P＞

0.05），结果见表 2。 

3.3  HE 染色观察各组大鼠海马组织病理学改变 

如图 2 所示，HE染色后观察海马组织 CA1或

CA3 区结构。对照组和假手术组大鼠海马 CA1/CA3

区神经元排列整齐，细胞结构完整，核仁清晰，胞核

与胞质界限分明。相比之下，模型组、空载组、溶媒

组及 NBP＋shEphB2 组大鼠海马区神经元排列紊

乱，细胞结构异常，表现为胞质嗜伊红染色加深，

并出现核固缩、核碎裂、核溶解等病理改变，部分 

 

图 2  各组大鼠海马区组织的病理学变化（×40） 

Fig. 2  Pathological changes in the tissues of the hippocampal region of rats in various groups (×40) 

神经元发生裂解坏死，细胞间隙明显增宽。NBP

组大鼠海马组织病理损伤程度较上述各组有所减

轻，神经元排列相对整齐，但仍可见部分神经元

坏死，其病理改变程度介于对照组与其他造模组

之间。 

3.4  透射电镜观察大鼠海马组织中神经元细胞及

突触结构的变化 

在透射电镜下观察到，对照组和假手术组海马

神经元结构完整：细胞核其位置居中，形态规则，

核膜界限分明，染色质均匀分布，核仁结构清晰可

 

对照                  假手术                   模型                   空载 

溶媒                    NBP                NBP＋shEphB2 
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见；胞质富含结构完整的细胞器，线粒体形态正常，

粗面内质网分布均匀，细胞膜结构完整。相比之下，

AD 模型组、空载组、溶媒组及 NBP＋shEphB2组

海马神经元呈现典型凋亡特征：胞浆浓缩，细胞核

皱缩，线粒体肿胀，粗面内质网部分扩张，高尔基体

明显扩张，胞质中可见少量溶酶体；尽管细胞膜保持

完整，但突触结构模糊，三层结构不清晰，部分线

粒体呈现轻度肿胀。值得注意的是，NBP组神经元

病理改变较其他模型组明显减轻：细胞核形态基本

正常，线粒体仅轻度肿胀，粗面内质网形态正常，

高尔基体轻度扩张，细胞膜完整，突触数量较多且

多数结构清晰，仅少数突触结构模糊，线粒体形态

正常。 

在透射电镜下，对照组和假手术组海马组织突

触结构完整，突触数量丰富，突触前膜、突触间隙

和突触后膜三层结构清晰可见，突触小泡数量较多

且分布均匀。相比之下，AD模型组、空载组、溶媒

组及 NBP＋shEphB2 组海马组织虽然突触数量较

多，但结构模糊，突触三层结构界限不清。NBP组

海马组织突触数量与正常组相当，多数突触结构清

晰，但仍可见部分突触结构模糊，提示其突触结构

部分受损。 

 

A图：红色箭头-线粒体，橙色箭头-粗面内质网，绿色箭头-高尔基体，蓝色箭头-溶酶体；B 图：粉色圈-突触结构完整，紫色箭头-突触前

膜，黄色箭头-突触间隙，深蓝色箭头-突触后膜，黄色圈-突触小泡。 

Figure A: Red arrow-mitochondria, orange arrow-rough endoplasmic reticulum, green arrow-Golgi apparatus, blue arrow-lysosome; Figure B: Pink 

circle-intact synaptic structure, purple arrow-presynaptic membrane, yellow arrow-synaptic cleft, dark blue arrow-postsynaptic membrane, yellow circle-

synaptic vesicles. 

图 3  透射电镜下各组大鼠海马区神经元细胞 (A) 及突触结构 (B) 

Fig. 3  Neuronal cells (A) and synaptic structures (B) in hippocampus of rats under transmission electron microscopy 

3.5  Western blotting 检测各组大鼠海马组织中

EphB2、PSD95、APP、Syn、ephrinB2 的表达水平 

与对照组相比，模型组 EphB2、PSD95、Syn和

ephrinB2表达显著降低（P＜0.05、0.001）；对照组与

假手术组间上述蛋白的表达无统计学差异（P＞0.05）；

模型组、空载组及溶媒组间上述蛋白的表达水平相

当（P＞0.05）；值得注意的是，NBP 组各蛋白的表

达较模型组显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），而

NBP＋shEphB2 组各蛋白的表达较 NBP 组明显降

低（P＜0.05、0.01、0.001）。与对照组相比，模型
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溶媒                    NBP                 NBP＋shEphB2 
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组 APP表达显著升高（P＜0.001）；对照组与假手

术组间 APP 表达无统计学差异（P＞0.05）；模型

组、空载组及溶媒组间 APP 表达水平相当（P＞

0.05），NBP 组 APP 表达较模型组显著降低（P＜

0.01），而 NBP＋shEphB2组 APP表达较 NBP组明

显升高（P＜0.05）。结果见图 4。 

 

 
*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

图 4  各组大鼠海马区 EphB2 蛋白表达情况 ( x±s，n＝3) 

Fig. 4  EphB2 expression in hippocampus of rats in each group ( x±s，n＝3) 

3.6  ELISA 检测各组大鼠海马组织中 Aβ1-40、Aβ1-42

表达水平 

与对照组相比，模型组Aβ1-40和Aβ1-42含量显著

升高（P＜0.001）；NBP组Aβ1-40和Aβ1-42含量较模型

组显著降低（P＜0.001），而NBP＋shEphB2组Aβ水

平较NBP组明显升高（P＜0.001）。结果见图 5。 

  

***P＜0.001。 

图 5  各组大鼠海马组织中 Aβ1-40、Aβ1-42表达情况 ( x±s，n＝3) 

Fig. 5  Expression of Aβ1-40 and Aβ1-42 in hippocampal tissues of rats in each group ( x±s，n＝3) 

 

 

 

150 

100 

50 

0 

150 

100 

50 

0 

*** *** 

*** *** *** 

*** 

A
β

1
-4

0
/(

n
g

·L
−

1
) 

  

A
β

1
-4

2
/(

n
g

·L
−

1
) 

对照 假手  模   空 溶媒 NBP NBP＋shEphB2 
术   型   载 

对照 假手  模   空 溶媒 NBP NBP＋shEphB2 
术   型   载 



第 48 卷第 12 期  2025 年 12 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 12  December 2025 

    

·3513· 

3.7  免疫荧光观察大鼠海马组织中 EphB2 蛋白 

结果如图 6所示，EphB2在海马组织中均有分

布，主要表达在各组大鼠海马神经细胞的胞质中，

并与 PSD95存在共定位。模型组 EphB2水平较对

照组下降；NBP 组 EphB2 水平较模型组升高；

NBP＋shEphB2组 EphB2水平较 NBP组下降。 

 

A-EphB2定位于神经元胞质（×40）；B-EphB2与 PSD95共定位（×20）；C-各组大鼠海马区 EphB2的表达（×20）。 

A-EphB2 is located in the cytoplasm of neurons (× 40); B-EphB2 co localization with PSD95 (× 20); C-Expression of EphB2 in the hippocampus of rats 

in each group (× 20). 

图 6  免疫荧光观察大鼠海马组织中 EphB2 蛋白的表达 

Fig. 6  Immunofluorescence observation of EphB2 protein expression in rat hippocampus tissue 

4  讨论 

AD 是一种病因未明、发病机制复杂的原发性

中枢神经系统退行性疾病，已成为老年人群痴呆症

的主要类型[1]。该病以进行性认知功能障碍和神经

元退行性病变为特征，常伴有神经精神症状和行为

异常，对全球公共卫生构成重大挑战[2]。AD的病理

特征主要包括 Aβ 异常沉积和 tau 蛋白过度磷酸化

形成的神经纤维缠结[3]。此外，神经元丢失、突触

功能障碍和神经炎症反应也是其重要病理改变[22]。

然而，AD 病理机制的复杂性和当前治疗效果的局

限性提示，AD 中仍存在许多未知机制有待阐明，

深入研究 AD 的多因素发病机制，对于改善 AD 的

防治策略具有重要意义。本研究采用 Aβ1-42 诱导建

立 AD动物模型。将 Aβ1-42溶液注射至大鼠双侧海

马 CA1区，以模拟 AD特征性病理改变——Aβ沉

积形成的老年斑[23,24]。Aβ1-42 作为淀粉样蛋白的主

要形式，其形成的核结构可启动纤维形成过程，进

而引发典型的淀粉样变性。本研究中，与对照组相

比，模型组大鼠表现出显著的认知功能障碍。HE染

色及透射电镜结果显示模型组大鼠海马区神经元
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细胞排列紊乱，出现核细胞凋亡特征，突触结构模糊。

此外模型组大鼠海马组织中 APP、Aβ1-40、Aβ1-42蛋

白表达量增加，符合 AD特征。 

近年来的研究进展表明，突触可塑性在认知功

能中起着关键作用[25,26]，参与突触可塑性调控的关

键分子包括 Syn 和 PSD95 等。PSD 作为突触后膜

接受兴奋性神经递质的关键区域，其结构和成分的

动态变化能够准确反映突触功能状态。Syn 作为突

触前囊泡膜的特异性标志物，与 PSD95共同构成了

评估突触数量的重要指标。轴突导向分子在突触定

位、生成及功能调控中发挥关键作用。其中，Eph受

体及其配体 ephrin作为重要的轴突导向分子，在突

触发育调控中扮演着不可或缺的角色，参与多种重

要生理活动，包括神经元的分化与迁移、轴突导向、

树突重塑以及突触的形成与成熟等。研究证实，

EphB受体中的 EphB亚家族分子，特别是 EphB2，

在前脑兴奋性突触形成过程中具有不可或缺的作

用，具体而言，EphB2的上调可以部分挽救突触损

害及改善认知功能[10,14]。该作用主要通过调控谷氨

酸受体的簇集与定位发挥作用[12,13,27,28]。研究表明，

树突丝状伪足作为突触后前体结构[10,14,29,30]，其与

突触前成分的特异性识别主要依赖 EphB-ephrinB 相

互作用。这些高度可塑性的细胞突起在突触形成过程

中大量存在[29,31]，并通过 EphB信号通路动态调节形

态变化，以促成突触形成或寻找新结合位点[10]。在分

子机制上，EphB2 的纤维连接蛋白结构域是与 Aβ

寡聚体相互作用的关键区域 [32]；EphB2 还能与

NMDA受体（NMDAR）相互作用，增强钙离子内

流，促进谷氨酸受体 GluN2B磷酸化并调控受体膜

表达[27,32]。通过Western blotting发现，与对照组相

比，模型组大鼠海马组织中 EphB2、PSD95、Syn表

达量下降且具有统计学差异，与前述结论一致。免

疫荧光中观察到，EphB2在大鼠海马组织的神经元

的胞质中表达，并与 PSD95存在共定位。 

NBP 是一种从芹菜籽中提取的手性小分子化

合物，具有广泛的神经保护作用。近年来研究发现，

NBP 不仅对脑卒中急性期症状具有显著改善作用
[33-34]，还对 AD动物模型展现出多方面的治疗潜力。

其作用机制涉及抑制 Aβ沉积[17]、调节 Tau蛋白磷

酸化、缓解神经炎症、增强突触可塑性[18]、抑制神

经元凋亡以及促进神经发生[19]等多个方面。既往实

验研究表明[5]NBP处理可显著增加APP/PS1转基因

小鼠海马 CA1和 CA3区的突触密度及突触后致密

区厚度。Western blotting分析显示，NBP处理显著

上调 PSD95的表达水平，体外实验也证实 Syn蛋白

表达增加。这些发现表明，NBP通过调控突触可塑

性来改善认知功能的作用机制[20,21]。尽管研究表明

NBP具有调节突触可塑性的作用，但其具体分子机

制尚未完全阐明。本研究假设 NBP 可能通过调控

EphB2 的表达来改善突触可塑性，从而缓解 Aβ1-42

诱导的 AD模型大鼠认知功能障碍，采用立体定位

注射技术向 AD 大鼠海马区注射 EphB2敲低病毒，

特异性降低 EphB2表达水平。本实验中，经 NBP ig

治疗后大鼠认知功能障碍有所改善，海马组织中

EphB2、ephrinB2 蛋表达量有所升高且具有统计学

差异，神经元结构和突触结构受损程度有所减轻，

突触相关蛋白 PSD95、Syn蛋白的表达量有所上升，

但经 EphB2 病毒敲低后 NBP 对前述变化无明显的

改善作用。 

本研究结果表明，NBP可以改善 Aβ1-42诱导的

AD 模型大鼠认知功能障碍，其作用机制可能通过

调控 EphB2/ephrinB2 信号通路来调节突触可塑性

从而改善认知功能。本研究尚存在部分局限性，实

验采用的 SD 大鼠与人类在生理和病理特征上存在

种属差异；其次，样本量相对有限可能影响结果的

统计学效力。后续的研究可考虑使用更接近人类

AD 病理特征的转基因动物模型，并适当增加样本

量以提高实验结果的可靠性和代表性。此外，进一

步研究可结合多种行为学测试和多时间点检测，以

更全面地评估认知功能改变和病理进程。 
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