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柚皮素改善阿尔茨海默病模型大鼠的认知能力及其机制研究 

杨文青，马  晶，余华荣* 
重庆医科大学 生理教研室 神经科学研究中心，重庆  400016 

摘  要：目的  研究柚皮素对阿尔茨海默病（AD）模型大鼠认知水平的影响及对其 β淀粉样蛋白（Aβ）和 Tau 抗体的调节

作用，探讨其改善 AD 认知能力的可能机制。方法  于实验第 1、3 天向大鼠侧脑室内注射（icv）链脲佐菌素（STZ）建立

AD 模型，ig 给予柚皮素、罗格列酮，模型组和对照组则 ig 等量生理盐水，第 1 次术后 21 d 用 Morris 水迷宫检测动物的学

习和记忆水平；采用 Western blotting 检测胰岛素降解酶（insulin-degrading enzyme，IDE），糖原合成酶激酶-3β（glycogen 
synthase kinese-3β，GSK-3β）、磷酸化糖原合成酶激酶-3β（pGSK-3β）、Tau、磷酸化 Tau（pTau）的表达；采用免疫组化检

测 Aβ40 和 Aβ42 在大脑的沉积。结果  Morris 水迷宫结果显示柚皮素和罗格列酮均可以恢复 AD 动物的认知能力（P＜
0.05）；Western blotting 结果显示柚皮素和罗格列酮能增加 IDE 的表达和降低GSK-3β的活性，减少Tau的磷酸化水平（P＜0.05）；
免疫组化结果显示柚皮素和罗格列酮处理大鼠的大脑皮质 Aβ40 和 Aβ42 均减少。结论  柚皮素作为过氧化物酶体增殖因子

活化受体 γ（PPARγ）激动剂可以发挥胰岛素增敏剂的作用，可能通过改善与胰岛素相关的 IDE 和 GSK-3β的表达来缓解 AD
动物的认知能力、Aβ的沉积和 Tau 的磷酸化。 
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Improvement of naringein on cognition of model rats with Alzheimer’s diseases 
and its mechanism 

YANG Wen-qing, MA Jing, YU Hua-rong 
Neuroscience Research Center, Department of Physiology, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect of naringein on the cognition of rats with Alzheimer’s diseases (AD), its regulation on 
amyloid β-protein (Aβ) and Tau antibody, and its potential mechanism of improving the cognition of rats with AD. Methods  AD 
model of rats was established by intracerebroventricular (icv) Streptozotocin (STZ) on days 1 and 3, and then naringein and 
Rosiglitazone were ig administered. Rats in model and control groups were treated with the same volume of physiologic saline to 
induce dementia model. On day 21 after the first operation, spatial learning and memory of rats were tested in Morris water maze. The 
expression of insulin-degrading enzyme (IDE), glycogen synthase kinese-3β (GSK-3β), phospho-GSK-3β (pGSK-3β), Tau, and 
phospho-Tau (pTau) were measured by Western blotting. Aβ42 and Aβ40 levels in the brain of the AD rats were tested by 
immunohistochemistry. Results  Cognition of AD rats administered with naringein and Rosiglitazone could be recovered by Morris 
water maze (P < 0.05). Western blotting results showed that both naringein and Rosiglitazone could improve the expression of IDE 
and decrease the activity of GSK-3β, and reduce the phosphorylation level of Tau (P < 0.05). Immunohistochemistry demonstrated that 
the Aβ42 and Aβ40 in cerebral cortex of rats treated by naringein and Rosiglitazone were both decreased. Conclusion  Naringein as a 
peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) excitomotor could act as insulin sensitizer, and could alleviate the cognition of AD 
rats, Aβ deposition, and phosphorylation of Tau through regulating the expression of insuline-related IDE and GSK-3β. 
Key words: naringein; Alzheimer’s disease; cognition; amyloid β-protein; Tau protein 
 

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是老

年人最常见的一种神经退行性疾病，以进行性认知

行为全面减退为临床特征。研究发现，在 AD 早期

阶段患者大脑出现葡萄糖和能量代谢减弱[1]，2 型糖 
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尿病和 AD 有密切联系[2]，因此有研究者提出 AD 是

“3 型糖尿病”，是一种中枢神经系统的内分泌疾病，

最主要的异常是胰岛素通路信号转导障碍[3]。大脑胰

岛素受体主要分布在嗅球、大脑皮层、海马、脑扁

桃体和下丘脑，主要功能包括控制机体的能量平衡、

调控突触的可塑性、调节认知功能以及与年龄相关

的神经退行性变[4]，而这与 AD 患者的认知和记忆

功能障碍的临床病理相对应。大鼠侧脑室内注射

（icv）小剂量链脲佐菌素（STZ）可导致其脑局部的

糖利用和能量代谢障碍，引起学习记忆障碍和胆碱

能神经元丢失，而胰岛的结构和胰岛素的基因表达

未受影响[5]。因此该动物模型可用于研究大脑糖代

谢异常引起的 AD 的发病机制。 
柚皮素（naringenin）是从芸香科植物葡萄柚

Citrus paradisi Macfadyen 以及橘、橙的干燥果实提

取的黄酮类成分，具有抗菌、抗炎、抗癌、解痉和

利胆等作用。近来实验发现柚皮素亦是过氧化物酶

体增殖因子活化受体 γ（PPARγ）激动剂，对大脑

缺血再灌注损伤以及 Aβ 诱导的神经元损伤均有一

定的保护作用[6]。本实验采用 icv STZ 诱导 AD 大鼠

模型，观察柚皮素改善 AD 大鼠认知能力的作用以

及该作用是否是通过调节胰岛素信号通路相关分子

的表达而产生的。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

柚皮素，质量分数 97%，批号 139820100，比

利时 Acros 公司；罗格列酮片，重庆太极制药有限

公司，批号 66090452；STZ，德国 Sigma 公司。

pGSK-3β抗体，碧云天生物有限公司；糖原合成酶

激酶-3β（GSK-3β）抗体、pTau 抗体，美国 Bioworld；
Aβ40、Aβ42、Tau 抗体，北京博奥森生物有限公司；

胰岛素降解酶（IDE）抗体，武汉三鹰生物公司；

免疫组化试剂盒、二抗，均购自北京中杉金桥生物

公司；PVDF 膜，Millipore 公司。DBA 辣根过氧化

物酶显色试剂盒，碧云天生物有限公司。 
1.2  动物 

清洁级 SD 大鼠，体质量 320～380 g，购自重

庆医科大学实验动物中心，许可证号：SCXK（渝）

2007-0001。 
1.3  仪器 

DW—2000 脑立体定位仪，成都泰盟科技有限

公司；ELX 800 酶标仪、Gel Doc XR 凝胶成像分析

仪，美国 Bio-Rad 公司；蛋白垂直电泳仪、蛋白转

移系统，北京六一仪器厂。 
2  方法 
2.1  模型制备、分组及给药 

将动物随机分为对照组、模型组、柚皮素组、

罗格列酮组，共 4 组。大鼠用水合氯醛 4 mg/kg 麻醉

后固定在颅脑立体定位仪上，局部常规消毒，沿头

顶部矢状缝切开皮肤，分离骨膜，根据文献方法[7]

定位，在前囟后 0.8 mm、矢状缝旁开 1.5 mm 处用

锥颅器钻开颅骨，暴露硬脑膜，自定位点进针 3.5 
mm，模型组、柚皮素组和罗格列酮组缓慢注射 STZ 
3 mg/kg（用生理盐水溶解为 25%溶液）约 20 μL，
对照组给予等体积生理盐水，注射时间 5～10 min，
注入后留针 5 min，以保证溶液充分弥散，缓慢退

针。术后第 3 天再注射 1 次。第 1 次注射后大鼠给

予葡萄糖水饲养，柚皮素组 ig 柚皮素 50 mg/kg[8]、

罗格列酮组 ig 罗格列酮 5 mg/kg（均溶于生理盐水）

均 1 mL；对照组和模型组则给予等量生理盐水，每

天给药 1 次，连续给药 3 周。 
2.2  大鼠一般情况观察 

自手术后第 1 天开始，每天检测大鼠的体质量，

观察大鼠的进食情况及死亡数，以考察 STZ 对大鼠

的毒性。 
2.3  大鼠 Morris 水迷宫实验 

各组大鼠给药结束后进行 Morris 水迷宫实验。

定位航行实验：将大鼠面向池壁放入水中，记录其

在 120 s 内找到平台所用时间，即为逃避潜伏期，

如大鼠不能在 120 s 内找到平台，将其牵到平台上

停留 30 s，再放回笼中，间隔 30 min 再进行下 1 次

实验，以检测大鼠的学习能力。空间探索实验：撤

走平台，将大鼠从任意一个入水点放入池中，记录

其在 120 s 内找到原平台所在位置所需时间，以测

试大鼠的记忆能力。实验连续进行 5 d。 
2.4  脑组织样本制备 

Morris 水迷宫实验结束后，每组各随机取 3 只

动物，10%水合氯醛麻醉，剪开胸腹腔，暴露心脏

和肝脏，剪开右心耳，从左心室用生理盐水灌注至

肝脏无血色，再用 4%多聚甲醛灌注约 120 mL，迅

速取出大脑，放入 4%多聚甲醛固定约 24 h，以进

行免疫组化切片染色、检测。其余大鼠断颈取脑，

放入液氮中备用。 
2.5  免疫组化法检测大脑 Aβ40 和 Aβ42 变化 

部分脑组织石蜡包埋，行冠状面切片，烘烤。

将片架和玻片一同放入 60 ℃二甲苯中脱蜡 2 次，
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每次 20 min，后依次放入 100%、100%、100%、95%
乙醇各 3 min，PBS 洗 5 min，用枸橼酸缓冲液充分

暴露抗原，再将标本浸于封闭血清 20 min，滴加一

抗 4 ℃过夜。次日 37 ℃复温 1 h 后再滴加二抗和

三抗，在 37 ℃均各温孵 20 min，DBA 显色，苏木

素染色，5 组乙醇脱水各 1 min，3 组二甲苯透明各

5 min，封片。显微镜（×400）观察并照片。 
2.6  Western blotting 法检测胰岛素信号通路中相

关蛋白表达 
部分脑组织放入玻璃匀浆器中碾碎，加入含 1 

mmol/L PMSF的裂解液裂解，30 min后移入EP管中，

4 ℃、11 000×g 离心 5 min，取少量上清液进行 BCA
蛋白定量分析，其余上清液按 4∶1 加入 5×蛋白上

样缓冲液，100 ℃水中煮沸 5 min 后放入－80 ℃冰

箱，备用。每组取适量样本行 SDS-PAGE 凝胶电泳

分离蛋白，再将蛋白转移至 PVDF 膜上，5%脱脂奶

粉封闭，一抗（IDE 1∶125，Tau 1∶25，pTau 1∶500，
GSK-3β 1∶500，pGSK-3β 1∶250）4 ℃孵育过夜，

TBST洗膜 5次，每次 5 min，二抗室温孵育 1 h，TBST
洗膜 5 次，每次 5 min，通过 Bio-Rad ChemiDocXRS
化学发光成像系统进行曝光，分析显影。 
2.7  统计学分析 

所有数据以 ±x s 表示，用 SPSS 18.0 软件对各

组数据进行正态检验以及方差齐性检验，多组数据

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

SNK-q 检验分析。 
3  结果 
3.1  大鼠一般情况观察 

各组大鼠 icv 给予 STZ 后，体质量不同程度地

下降，其中模型组在造模 1 周后下降最明显。结果

见图 1。给予 STZ 后，共死亡 6 只大鼠，每组剩余

大鼠 6 只。 

 

图 1  造模后大鼠体质量的变化 ( 6=± n , sx ) 
Fig. 1  Body weight changes of rats ( 6=± n , sx ) 

3.2  对AD大鼠在Morris水迷宫实验中行为的影响 
3.2.1  定位航行实验  各组大鼠的逃避潜伏期均呈

逐渐缩短趋势。与对照组相比，模型组大鼠的逃避潜

伏期显著延长（P＜0.05）；与模型组相比，柚皮素组

和罗格列酮组大鼠的逃避潜伏期显著缩短（P＜0.05），
且模型组大鼠找到平台后又会立即跳入水中，表明该

组大鼠的学习能力降低，盲目游泳。结果见图 2。 
3.2.2  空间探索实验  模型组大鼠则沿池壁盲目游

动，找到原平台所在位置的时间明显延长；而对照

组、柚皮素组和罗格列酮组大鼠在平台所在的象限

活动时间较长，且有意识地在原平台位置寻找，其

中柚皮素组和罗格列酮组与模型组相比差异显著

（P＜0.05）。结果见图 3。 

 
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 

图 2  柚皮素对大鼠逃避潜伏期的影响 ( 6=± n , sx ) 
Fig. 2  Effect of naringein on escape latency time 

of rats ( 6=± n , sx ) 

 

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 

图 3  柚皮素对大鼠空间探索实验的影响 ( 6=± n , sx ) 
Fig. 3  Comparison of naringein on spatial probe time 

of rats ( 6=± n , sx ) 

3.3  对 AD 大鼠大脑中 Aβ40 和 Aβ42 的影响 
Aβ的变化是 AD 典型的病理特征，其异常沉积

可以引起局部炎症反应，甚至神经元死亡，Aβ40
和 Aβ42 是 Aβ最主要的两种亚型。由图 4 可见，与

对照组相比，模型组大鼠大脑皮质区中 Aβ40、Aβ42
均明显增加（在海马区的沉积不明显）；与模型组相 
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图 4  柚皮素对 AD 大鼠大脑皮质区 Aβ40 和 Aβ42 的影响 
Fig. 4  Effect of naringenin on Aβ40 and Aβ42 in cerebral cortex of AD rats 

比，柚皮素组和罗格列酮组大鼠脑中 Aβ40 和 Aβ42
则明显减少。 
3.4  对胰岛素信号通路中相关蛋白表达的影响 
3.4.1  对 IDE 的影响  与对照组比较，模型组大鼠

的 IDE 水平明显下降（P＜0.05）。与模型组相比，

柚皮素组和罗格列酮组大鼠的 IDE 水平有所提高

（P＜0.05）。结果见图 5。 
 

 
图 5  柚皮素对 AD 大鼠脑组织中 IDE 表达的影响 

Fig. 5  Effect of naringenin on IDE expression 
in brain tissue of AD rats  

3.4.2  对 GSK-3β 活性的影响  与对照组相比，模

型组大鼠脑组织中 pGSK-3β的量明显减少，pGSK- 
3β/GSK-3β 的值明显降低（P＜0.05），表明模型组

大鼠 GSK-3β 的活性增强，促进了 Tau 蛋白的磷酸

化。与模型组相比，柚皮素组的 pGSK-3β/GSK-3β
值显著增加（P＜0.05），表明柚皮素组 GSK-3β 的

活性显著降低（P＜0.05）；罗格列酮组 pGSK-3β/ 
GSK-3β 值有增加趋势，但与模型组比较无统计学

差异。结果见图 6。 
3.4.3  对 Tau 蛋白磷酸化水平的影响  除柚皮素组

大鼠脑组织中总 Tau 蛋白稍偏低外，其余 3 组总 Tau
蛋白的水平无显著差异。与对照组相比，模型组

pTau、pTau/Tau 的值明显升高（P＜0.05），提示模

型组 Tau 的磷酸化水平升高；与模型组相比，柚皮

素组和罗格列酮组 pTau 的水平和 pTau/Tau 的值均

明显降低（P＜0.05）。结果见图 6。 
4  讨论 

本实验研究了作为 PPARγ 激动剂的柚皮素对

AD 大鼠模型认知能力、大脑组织中 Aβ的量和 Tau
的磷酸化水平等方面的影响。罗格列酮作为胰岛素

增敏剂，也是 PPARγ激动剂，已在临床广泛应用于

治疗 2 型糖尿病，因此用其作为阳性对照。 
大脑胰岛素的主要功能包括调控机体的能量平

衡，突触的可塑性和认知功能以及与年龄相关的神

经退行性变。本实验结果表明，柚皮素可以明显改

善 AD 大鼠的学习记忆能力，其与罗格列酮均可通

过改善胰岛素信号通路而促进胰岛素在中枢发挥作

用，表明柚皮素亦可作为胰岛素增敏剂。 
Aβ的异常积蓄导致其过分聚合，而过度聚合的

Aβ分子对神经网络具有损害作用[8]。胰岛素通过加

速 Aβ 从高尔基体到细胞膜的转运来影响其代谢，

还可以通过促进 Aβ 的分泌和竞争 IDE 抑制 Aβ 的

降解，进而增加其在细胞外的水平。IDE 能催化胰

岛素降解和负性调控胰岛素信号，也能降解可溶性

的 Aβ，从而调节细胞外 Aβ 水平，即胰岛素和 Aβ
是 IDE 的竞争性底物。此外，胰岛素能反馈性调节

IDE 的水平：若中枢胰岛素水平下降，则下调 IDE
水平，从而使 Aβ 的降解减少；若中枢胰岛素水平
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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 

图 6  柚皮素对 AD 大鼠 GSK-3β活性和 Tau 磷酸化水平的影响 ( 6=± n , sx ) 
Fig. 6  Effect of naringenin on GSK-3β activity and phosphorylation level of Tau ( 6=± n , sx ) 

增高，则竞争性抑制 IDE 对 Aβ 的降解。因此，通

过检测 IDE 的水平可以反映中枢胰岛素的水平和

Aβ降解的情况。同时胰岛素对 Aβ代谢的影响也可

以通过促分裂素原活化蛋白激酶（MAPK）途径进

行调节[9]。因此，胰岛素信号途径的异常影响 Aβ的 
生理代谢过程。柚皮素作为胰岛素增敏剂可降低中

枢胰岛素的水平，从而有更多的 IDE 降解 Aβ，减少

Aβ的沉积。柚皮素和罗格列酮可调控 IDE基因转录，

从而增加 IDE 的表达[10]。但也有研究显示罗格列酮

并未增加转基因 AD 动物模型的 IDE 表达[11]。PPARγ
激动剂除了可以增加 Aβ 的降解外，也可以通过降

低淀粉样前体蛋白 β 位分解酶 1（BACE1）的表达

来减少 Aβ 的形成[12]。因此，柚皮素可以通过影响

Aβ的形成和降解两方面来调节 Aβ的量。 
Tau 是神经系统非常重要的一种微管相关蛋

白，在生理状况下，主要存在神经元轴突内，与微

管结合并维持微管的稳定、轴突的生长和信息的传

递。Tau 的过度磷酸化是 AD 的又一个典型的病理

特征，Tau 被蛋白激酶磷酸化的位点多达 20 个，本

实验选择了 ser262 位点作为衡量 Tau 磷酸化程度的

指标。AD 患者大脑中异常磷酸化的 Tau 丧失了与

微管结合的生物学活性，并在神经元内异常聚集最

终形成神经纤维缠结（NFT），进而影响神经元功能。

本实验结果显示，模型组和罗格列酮组大鼠脑组织

中总 Tau 未见减少，而柚皮素组脑组织中总 Tau 蛋

白有所减少；柚皮素组和罗格列酮组的 pTau/Tau 的

值较模型组小，表明两组的 Tau 的磷酸化程度低。

GSK-3β作为胰岛素信号通路中一种重要的激酶，其

活性受胰岛素信号调节，也与 Tau 的磷酸化有密切

联系。胰岛素信号通路的损伤抑制了磷脂酰肌醇-3
激酶（PI3K）和蛋白激酶 B（PKB），从而增加了

GSK-3β的活性，进而导致Tau蛋白的过度磷酸化[13]。

异常积累的 Aβ 干扰胰岛素信号并通过 PI3K/AKT
途径增加 GSK-3β 的活性，促进 Tau 蛋白的过度磷

酸化，最终形成 NFT[14]。本实验结果表明，柚皮素

和罗格列酮通过降低 GSK-3β 的活性及减少 Aβ 的
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量来降低 Tau 磷酸化水平，减少 NFT 的形成，维持

神经突触的完整性。 
本实验结果表明，柚皮素和罗格列酮可以从多

方面（如改善氧化应激水平）对 AD 模型大鼠产生

影响，因此 PPARγ激动剂可以作为治疗 AD 的靶向

药物。从实验结果看，柚皮素和罗格列酮均明显改

善 AD 大鼠的认知水平，而从 pGSK-3β/GSK-3β 和

pTau/Tau 的结果看，两者作用存在一定的差异，可

能是由于样本数较少造成的误差，也有可能是两者

对 AD 有其他不同的作用机制。罗格列酮并不能通

过血脑屏障，而柚皮素作为一种天然的化合物，能

够通过血脑屏障且具有副作用少等优点，因此柚皮

素可作为更佳的治疗 AD 的胰岛素增敏剂。但柚皮

素治疗 AD 的可能途径和分子机制还有待进一步深

入研究。 
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