
重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 10 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.10 ）

金钗石斛水提物通过调节APP/PS1小鼠突触可塑性及
胶质细胞激活缓解学习记忆损伤

汪家文，吴 君，王承飞，朱安娥，汪元河，刘江金

（贵州医科大学法医学院/法医司法鉴定中心，贵阳 550004）

【摘 要】目的：探讨金钗石斛水提物（dendrobium nobile lindl，DNL）是否能通过调节突触的可塑性缓解APP/PS1阿尔茨海默病

（Alzheimer’s disease，AD）模型小鼠的学习记忆损伤。方法：12只野生型C57BL/6雄性小鼠随机分成两组（n=6）：对照组（WT），

单纯 DNL处理组（WT＋DNL）：DNL（10 mg/kg，灌胃，每天 1次，持续 2个月）；12只 APP/PS1小鼠分为 2组：APP/PS1 AD模型组

（APP/PS1）和APP/PS1 AD模型治疗组（APP/PS1+DNL）：APP/PS1小鼠 7个月龄时给予DNL（10 mg/kg，灌胃，每天 1次，持续 2个

月）。Morris水迷宫检测小鼠记忆能力；高尔基染色法检测小鼠脑海马区树突棘数量；海马脑片电生理检测长时程增强（long 
term potentiation，LTP）；免疫组织化学技术检测海马区胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）及离子钙接头蛋

白（Ionized calcium-binding adapter molecule 1，Iba1）的表达量以评估胶质细胞数量。Western blot检测小鼠海马区 Synapsin I、
Synatophysin、IL-6、TNF-α及 IL-1β蛋白的表达量。结果：与WT组相比，APP/PS1组小鼠在第 2~6天时逃避潜伏期的时间明显

增加，表现出学习和记忆功能障碍。与 WT 组相比，APP/PS1组小鼠脑组织的树突棘数量和突触相关蛋白 Synapsin I、Synato⁃
physin的表达量减少，星型胶质细胞和小胶质细胞的数量和炎症因子的表达量明显增加。DNL治疗明显改善了小鼠的学习和

记忆功能障碍，抑制了APP/PS1小鼠树突棘的丢失及突触相关蛋白 Synapsin I、Synatophysin的减少，缓解了海马CA1区神经元

的LTP损伤，增加了海马区星型胶质细胞及小胶质细胞的数量，显著下调了炎症因子 IL-6、TNF-α及 IL-1β蛋白的表达水平。

结论：金钗石斛水提物通过抑制APP/PS1小鼠突触长时程增强缓解学习和记忆功能障碍。
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Water extract of Dendrobium nobile Lindl. alleviates learning and memory 
impairment through synaptic plasticity modulation and glial cell activation 

in APP/PS1 mice
Wang　Jiawen，Wu　Jun，Wang　Chengfei，Zhu　An’e，Wang　Yuanhe，Liu　Jiangjin1

（1. School of Forensic Medicine/Forensic Judicial Appraisal Center，Guizhou Medical University）
【Abstract】Objective：To explore whether the water extract of Dendrobium nobile Lindl.（DNL） can alleviate learning and memory im⁃
pairment through synaptic plasticity modulation in APP/PS1 Alzheimer’s disease（AD） model in mice. Methods：Twelve wild-type
（WT） C57BL/6 male mice were randomly divided into two groups（n=6）：WT control group（WT） and DNL treatment alone group（WT+
DNL，DNL was intragastrically administered at 10 mg/kg，once a day，for 2 months）. Twelve APP/PS1 mice were divided into two 
groups：APP/PS1 AD model group（APP/PS1） and APP/PS1 AD model treatment group（APP/PS1+DNL，APP/PS1 mice aged seven 
months received DNL intragastrically administered at 10 mg/kg，once a day，for two months）. Morris water maze was used to test the 
memory ability of the mice；Gorky staining was used to determine the number of dendritic spines in the hippocampus of the brain in the 

mice；electroencephalography was used to measure the long-term 
potentiation（LTP） in the hippocampus of the brain； immunohisto⁃
chemical techniques were used to measure the expression of glial fi⁃
brillary acidic protein and ionized calcium-binding adaptor mol⁃
ecule 1 in the hippocampus and evaluate the number of glial cells. 
The protein expression levels of Synapsin I，Synaptophysin，interleu⁃
kin-6（IL-6），tumor necrosis factor-α（TNF-α），and interleukin-
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1β（IL-1β） in the hippocampus of the mice were measured by western blot. Results：Compared with the WT group，the APP/PS1 group 
had a significantly increased escape latency on days 2-6，showing learning and memory dysfunction. In addition，compared with the 
WT group，the APP/PS1 group showed reductions in the number of dendritic spines and the expression levels of synapse-related pro⁃
teins Synapsin I and Synaptophysin but noticeable increases in the number of astrocytes and microglial cells and the expression levels 
of inflammatory factors in the brain tissue. However，DNL treatment improved learning and memory function，inhibited the loss of den⁃
dritic spines and the decreases in synapse-related proteins Synapsin I and Synaptophysin in the APP/PS1 mice，alleviated the LTP in⁃
jury of neurons in the hippocampal CA1 area，increased the numbers of astrocytes and microglial cells，and significantly downregulated 
the protein expression levels of inflammatory factors IL-6，TNF-α，and IL-1β. Conclusion：The water extract of DNL may alleviate 
learning and memory dysfunction by inhibiting synaptic LTP in APP/PS1 mice.
【Key words】Dendrobium nobile Lindl；Alzheimer’s disease；memory impairment；dendritic spine

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是老

年患者中最常见的痴呆类型[1]。据推测，至 2050年

全世界 AD 患者数量将达 1 亿[2]。伴随着人口老龄

化的加剧，AD 患者数量的增多对家庭及整个社会

产生的经济负担也越来越重。AD的主要病理变化

包括神经元胞外 Aβ 淀粉样斑块沉积（Aβ Amyloid 
plaque deposition，Aβ）、胞内磷酸化微管相关蛋白

Tau缠结、胶质细胞活化以及突触退行性病变[3]。树

突棘为突触后树突上的棘状突起，其在生理及病理

状态下具有极强的可塑性[4]。研究表明，在AD患者

及动物模型大脑中，树突棘可脱落、萎缩甚至消失，

从而引起突触功能受损，最终导致记忆及认知功能

障碍[5]。

许多证据表明，神经炎症参与了 AD 的病理生

理学过程。小胶质细胞和星型胶质细胞的过度激

活以及炎症因子的过量表达均参与了AD的发病机

制[6]。在 AD 患者大脑沉积的斑块附近聚集着大量

激活的胶质细胞；并且，激活的胶质细胞能够释放

各种炎症因子，如肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）和白细胞介素 6（interleukin-6，IL-
6），通过增加 β 淀粉样前体蛋白（β-amyloid precur⁃
sor protein，β -APP）和 核 因 子 κB（nuclear factor 
kappa-B，NF- κB）的活性从而导致 Aβ 的生成增

加[7]。此前，1 项针对 88 名年龄相关的记忆丧失人

群的试验表明，给予非甾体抗炎药 18个月后，患者

的记忆功能得到显著改善[8]。AD 模型小鼠实验也

表明，在服用非甾体抗炎药后，小鼠大脑内沉积的

斑块密度明显下降[9]。上述研究表明，神经炎症可

能通过导致多种病理变化（如斑块沉积）来诱导AD
的病理生理过程和症状的进展。

目前，针对 Aβ 沉积的几种临床药物几乎不能

缓解 AD 患者的学习记忆功能。因此，需要寻找一

种能缓解AD患者学习及记忆能力的药物。研究表

明，中药在改善 AD 患者学习记忆功能上显示出了

较大的潜力。金钗石斛（Dendrobium nobile Lindl，
DNL）为贵州特色药材，属兰科草本植物，其有效成

分为生物碱及多糖，具有降血糖、抗肿瘤及抗菌等

作用[10-11]。最近的 1 项研究表明，DNL 生物碱可能

是通过激活 Wnt/β-catenin 信号通路来保护突触完

整性，从而有效改善 AD 大鼠的空间学习和记忆功

能障碍[12]。体外实验研究证实，DNL对氧化应激诱

导的神经元损伤具有保护作用[13]。而 DNL 是否能

缓解 AD 动物模型的记忆能力及具体机制尚不清

楚。因此，本研究利用 7个月龄APP/PS1小鼠AD模

型，给予DNL治疗后观察模型小鼠的学习记忆能力

是否得到改善，并探究 DNL 对 AD 模型小鼠学习记

忆功能改善的作用是否与树突棘的可塑性有关。

1　材料与方法

1.1　动物

SPF级C57BL/6雄性小鼠 12只，购自陆军军医大学实验

动物中心，许可证号 SCXK（渝）2017-0016。12 只 7 个月龄

APP/PS1双转基因AD雄性小鼠购自上海南方模式生物科技

股份有限公司，合格证号 SCXK（沪） 2018-0023。各组小鼠

自由饮水进食，饲养在 12 h光照/黑暗循环、温度（22±2） ℃、

湿度45%~55%的标准环境中。

1.2　试剂及药品

金钗石斛粉（北京同仁堂）；TNF-α（货号：17590-1-AP，
武汉三鹰技术有限公司）；IL-1β（货号：16806-a-AP，武汉三

鹰技术有限公司）；IL-6（货号：66146-a-lg，武汉三鹰技术有

限公司）；GFAP（货号：60190-1-lg，武汉三鹰技术有限公
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司）；Iba 1（货号：26177-a-AP，武汉三鹰技术有限公司）；

β-actin（货号：RM2001，武汉爱博泰克生物科技有限公司）； 
Synatophysin（ab32127，美 国 Abcam 公 司）；Synapsin Ⅰ
（ab254349，美国 Abcam 公司）；DAB 显色试剂盒（货号：

CW2069，北京康为世纪有限公司）；FD快速高尔基染色试剂

盒（美国FD神经科技公司）。

1.3　仪器

蔡司显微镜（德国蔡司公司）；电泳仪（上海化科实验器

材有限公司）；Tannon-5200 ECL化学发光成像系统（上海天

能有限公司）。

1.4　实验方法

1.4.1　金钗石斛水提物的提取　首先以水：金钗石斛粉=
10∶1 的比例水煎金钗石斛粉，待水量减半时再加入金钗石

斛粉 5倍体积的水，过滤得到金钗石斛水提物，最后滤液浓

缩为相当于生药 2 g/mL的浸膏。此种方法获得的金钗石斛

水提物经气相色谱检测其主要成分为石斛碱、石斛多糖、黄

酮类及酚类等成分，其中生物碱类成分占总量的86.2%[6]。

1.4.2　实验分组　12只 7个月龄野生型雄性小鼠随机分成

两组（n=6），即对照组（WT）；单纯 DNL 处理组（WT＋DNL）：

DNL（灌胃，10 mg/kg，每天 1 次，持续 2 个月）[14]；7 月龄 APP/
PS1 小鼠 12 只分为两组：APP/PS1 AD 模型组（APP/PS1）；

APP/PS1 AD模型治疗组（APP/PS1+DNL）：APP/PS1小鼠 7月

龄时给予DNL（灌胃，10 mg/kg，每天1次，持续2个月）。

1.4.3　行为学检测　在小鼠 DNL 灌胃最后一周时，进行

Morris 水迷宫检测。水迷宫直径约为 110 cm，水温控制在

19 ℃~22 ℃。将平台置于第 4象限，实验前训练小鼠寻找平

台位置，若小鼠1 min内未找到平台，则引导其至平台并停留

30 s。实验时，将小鼠由第 2象限置入水中，观察其寻找至平

台的时间（逃避潜伏期）、1 min内穿越平台的次数，以及在平

台象限的停留时间。

1.4.4　免疫组织化学检测　灌胃 2月后次日，苯巴比妥麻醉

小鼠后将其开胸解剖。剪开右心耳，蠕动泵针入左心室灌注

生理盐水 3 min后将脑组织取出，4% 多聚甲醛内固定 24 h，
经脱水后制作石蜡包埋切片（3 μm）。切片用 3% 过氧化氢

孵育，去除内源性过氧化物酶，然后置于 EDTA 抗原修复液

中进行高压修复。滴加山羊血清封闭液，在 37 ℃恒温培养

箱中培养30 min，然后加入靶蛋白一抗，4 ℃恒温过夜。一抗

包括 GFAP（稀释度 1∶200）、Iba1（稀释度 1∶200）。在 PBS缓

冲液中冲洗 3次后，滴加山羊抗兔二抗，室温孵育 1 h。使用

DAB显色后，苏木素复染细胞核，自来水冲洗 15 min。最终，

经脱水和透明后，用中性树胶密封保存。

1.4.5　Western blot 检测　脑组织获取方法同免疫组织化

学，提取海马区域总蛋白，用紫外分光光度计测定各样品的

蛋白浓度后，加入 1/4 体积的 5×蛋白样品上样缓冲液，在

100 ℃恒温水浴中变性 10 min。通过 8%~12% SDS-PAGE凝

胶电泳分离、转膜、封闭，分别与 Synapsin Ⅰ、Synatophysin、

IL-6、TNF-α、IL-1β 及 β-actin 抗体（1∶1 000稀释比例）4 ℃
孵育过夜，选择合适种属二抗室温孵育 1 h。充分洗膜后，使

用 ECL 发光液显影，采用 Image J软件测定灰度值。所有蛋

白表达量以β-actin灰度值进行归一化。

1.4.6　海马区域树突棘高尔基染色　按照FD高尔基快速染

色试剂盒中的步骤，首先将新鲜小鼠脑组织置于 6%糖水中

振动切片（100 μm），置于 5%重铬酸钾中染色 3 d，1.5%硝酸

银溶液中避光浸泡 1周，每日更换硝酸银染液，流水漂洗后

梯度乙醇脱水，中性石蜡封片。

1.4.7　离体海马脑片电生理　小鼠苯巴比妥麻醉后解剖取

脑，振动切片机制作 300 μm 小鼠冠状位海马脑片，放入

95% O2+5% CO2饱和的人工脑脊液中孵育 2 h后放入记录槽

中。将刺激电极放入海马CA1区辐射层（1个刺激/30 s），在

海马CA1区域记录兴奋性突触后电位。基线记录 10 min，长
时程增强（long-term potentiation，LTP）应用 100 Hz高频刺激

诱导 1 s，诱导成功后持续记录 30 min，记录兴奋性突触后电

位（excitatory postsynaptic potential，EPSP）幅度，将数据导入

Clampfit软件进行分析。

1.5　统计学方法

所有数据利用 SPSS 22.0（美国 IBM 公司）及 Graphpad
（Graphpad software Co.Ltd）进行统计分析。计数资料为均

数±标准差（x±s）表示。采用单因素方差分析结合 Turkey
事后检验进行两两比较。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　DNL对APP/PS1小鼠学习记忆的影响

DNL灌胃、行为学检测及取材时间表见图1A。Morris水
迷宫结果显示，9 个月龄 APP/PS1 小鼠在第 2~6 天时逃避潜

伏期的时间较同龄野生型小鼠明显增加，而给予 DNL 后，

APP/PS1+DNL 组小鼠逃避潜伏期较 APP/PS1 组明显降低

（见图 1B、C）。此外，APP/PS1 组小鼠穿越平台次数及在平

台的停留时间较同龄野生型小鼠明显减少，APP/PS1+DNL
组小鼠穿越平台次数及平台停留时间较 APP/PS1小鼠明显

增加（见图1D）。

2.2　DNL对APP/PS1小鼠海马区域突触可塑性的影响

通过高尔基染色，观察到 9个月龄APP/PS1小鼠海马区

域蘑菇型、短粗型及细长型树突棘数量较同龄野生型小鼠明

显减少；而给予 DNL 处理后，APP/PS1+DNL 组小鼠蘑菇型、

短粗型及细长型树突棘数量较APP/PS1组小鼠明显增多（见

图 2A、B）。Western blot结果显示，9个月龄 APP/PS1小鼠海

马突触相关蛋白 Synapsin I及 Snaptophsin较同龄野生型小鼠

明显降低，APP/PS1+DNL 组小鼠 Synapsin Ⅰ及 Snaptophsin
表达水平较APP/PS1组小鼠明显升高（图 2C）。电生理结果

显示，APP/PS1 小鼠海马高频刺激后 EPSC 幅度较对照组明

显降低，而给予 DNL 处理后则可明显缓解 APP/PS1 小鼠

EPSC幅度的降低（图2D、E、F）。
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图 1　DNL 对 APP/PS1 小鼠学习记忆的影响

图 2　DNL 对 APP/PS1 小鼠海马区域突触可塑性的影响
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2.3　DNL 对 APP/PS1 小鼠海马区域胶质细胞及炎症因子的

影响

免疫组织化学结果显示，在海马 CA1 区域，APP/PS1 组

小鼠星型胶质细胞标志物GFAP及小胶质细胞的标志物 Iba 
1阳性细胞数目较野生型小鼠明显增高，给予 DNL后，APP/
PS1+DNL 组小鼠 GFAP 及 Iba 1 阳性细胞数目较 APP/PS1 组

明显降低（见图 3A、B）。Western blot 结果显示，APP/PS1 组

小鼠 IL-1β、IL-6及TNF-α蛋白表达水平较野生型小鼠明显

增高；给予 DNL 后，APP/PS1+DNL 组小鼠 IL-1β、IL-6 及

TNF-α蛋白表达水平较APP/PS1组明显降低（见图3C、D）。

3　讨 论

已有研究表明，DNL 可明显改善多种 AD 动物

模型的认知能力[15]。但对 AD患者或动物模型学习

记忆能力的影响及其具体机制仍有待深入研究。

本研究利用 APP/PS1 双转基因小鼠作为 AD 模型，

发现 9月龄APP/PS1小鼠学习记忆能力较同月龄野

图 3　DNL 对 APP/PS1 小鼠海马区域胶质细胞及炎症因子的影响
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生型小鼠明显降低。APP/PS1小鼠大脑内胶质细胞激

活数量增加，同时炎症因子释放也增加。以10 mg/kg
灌胃剂量给予小鼠DNL灌胃后 [13]，小鼠海马组织内

小胶质细胞和星型胶质细胞数量减少，炎症因子表

达量降低，APP/PS1 小鼠学习记忆能力得到明显改

善。上述发现证明了DNL改善AD症状与神经炎症

相关，为 DNL 治疗 AD 患者学习记忆功能障碍的研

究和应用提供了药理实验基础。

在 AD 患者及小鼠脑组织病理改变过程中，除

Aβ沉积及微管相关蛋白Tau纤维缠结外，还可观察

到突触减少[16]、突触传递障碍[17]及突触可塑性的改

变[18]。树突棘作为突触的重要组成部分，数量减少

或成熟障碍与认知及学习记忆功能密切相关[19]，且

树突棘数量的减少是AD的主要病理特征之一[20-21]。

在本研究中，APP/PS1小鼠海马区域成熟树突棘（短

粗形及蘑菇型树突棘）数量较同龄野生型小鼠明显

降低，且细长型幼稚树突棘的数量也明显低于同龄

野生型小鼠，表明在 AD 模型小鼠的脑海马区有树

突棘成熟障碍并伴有成熟树突棘的丢失。这可能

是APP/PS1小鼠在Morris水迷宫实验中发生了学习

记忆损害的原因。而给予DNL后，APP/PS1+DNL组

小鼠细长型树突棘、短粗型树突棘及蘑菇型树突棘

的数量较APP/PS1组小鼠明显升高，表明DNL可明

显缓解 APP/PS1小鼠树突棘数量的丢失，且可促进

树突棘成熟。同时，本研究观察到APP/PS1+DNL组

小鼠学习记忆能力较 APP/PS1组小鼠明显改善，推

测其原因可能为树突棘数量的增加。同时，DNL可

明显改善 APP/PS1 小鼠 LTP 的损害，这可能也是

DNL缓解记忆损伤的机制之一。此外，本研究还观

察到APP/PS1小鼠突触相关蛋白 Synapsin I及 Snya⁃
tophysin 表达水平较同龄野生型小鼠明显降低，给

予 DNL 处理后可逆转两种突触蛋白的表达水平。

Nie 等在体内及体外实验中也发现 DNL 可缓解由

Aβ 导致的神经元突触相关蛋白的减少，并可促进

神经营养因子的表达[22]，与本研究结果一致。

在AD中，星型胶质细胞被激活，并经历一系列

构象、转录和功能变化，统称为反应性星型胶质细

胞，其表现为胞体增大、GFAP表达增加[23]。在本研

究中，同样观察到 APP/PS1 小鼠海马区 GFAP 星型

胶质细胞数量增多。研究表明，星型胶质细胞通过

吞噬局部变性的树突和突触在淀粉样斑块周围积

聚，以类似胶质瘢痕的方式包围 Aβ斑块[24]。因此，

在AD患者和啮齿动物模型中，GFAP的表达增加主

要集中在 Aβ 斑块周围。此外，活化的星型胶质细

胞能够产生各种促炎细胞因子（IL-1β、IL-6 和

TNF-α）加剧神经炎症，从而导致突触发生和轴突

生长[25-26]。发现 DNL 可下调 3 种炎症因子的表达

量，改善星型胶质细胞的活化。

正常的生理条件下，小胶质细胞在免疫监测中

发挥重要作用。然而，在神经退行性疾病等病理条

件下，小胶质细胞被激活，影响了其免疫检测功能。

例如，Aβ 积累形成的斑块可持续刺激小胶质细胞

激活[27]。小胶质细胞的过度激活导致其表型和形态

发生显著变化，并伴随着促炎细胞因子 TNF-α、IL-
6、IL-1β和NO的表达升高[28]。也发现，IL-1β、IL-6
及 TNF-α 的表达水平在 APP/PS1 小鼠海马组织中

明显升高。小胶质细胞活化释放炎症因子造成了

慢性神经炎症环境，加剧了神经元和突触的丧失[29]。

而DNL通过下调炎症因子的表达量，抑制了小胶质细

胞的活化，缓解了AD模型小鼠学习记忆功能障碍。

目前，许多中药已经成为预防和改善 AD 病理

改变和症状的有效药物。研究已经证明，DNL中的

有效成分生物碱，能够显著改善 AD 动物模型的认

知功能障碍[15，30]。DNL 能够通过抑制 Aβ 斑和 Tau
蛋白高磷酸化或者通过抑制神经元凋亡、自噬等抑

制神经元变性，从而改善 AD 的各种病理过程和认

知功能障碍[31-32]。然而，DNL 通过抑制神经炎症改

善突触变性的分子机制仍未完全阐明。本研究明

确了 DNL 通过抑制神经胶质细胞激活，减少炎症

因子的释放，起到神经保护作用，进一步阐明了

DNL 在 AD 模型中的神经保护作用与神经炎症之

间的关系。

综上所述，在 APP/PS1 AD小鼠模型中，DNL通

过抑制星型胶质细胞和小胶质细胞数量增加、降低

炎症因子释放，从而抑制突触长时程增强，改善

APP/PS1小鼠记忆能力。因此，DNL可作为改善AD
学习记忆能力的潜在药物。
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