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琐 琐 葡 萄 黄 酮 对 APP/PS-1 双 转 基 因
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再娜甫古丽·买买提 1， 武梦月 1， 古力夏提·艾力 2， 张鹏 2， 袁芳 1

（新疆医科大学 1.基础医学院， 2.公共卫生学院， 新疆维吾尔自治区 乌鲁木齐 830011）

摘要 ： 目的　研究琐琐葡萄黄酮（VTF）对 APP/PS-1 双转基因阿尔茨海默病（AD）小鼠神经炎症保护作

用的机制。方法　选取6月龄APP/PS-1双转基因雄性小鼠75只，随机分为模型组（0.5% CMC-Na）、阳性组

（多奈哌齐 0.7 mg/kg 体重）、VTF 低剂量组（VTF 70 mg/kg 体重）、VTF 中剂量组（VTF 210 mg/kg 体重）、VTF

高剂量组（VTF 420 mg/kg 体重），每组 15 只；另选取6月龄同背景SPF级C57BL/6小鼠15只为对照组（0.5% 

CMC-Na）。灌胃8周后，免疫组织化学检测IBA1蛋白表达；Western blotting检测APP、IBA1蛋白表达；酶联

免疫吸附试验（ELISA）检测脑组织的白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）的含量。结果　对照组、阳性组及VTF各剂量组IBA1蛋白阳性表达率较模型组低（P <0.05）；对照

组、阳性组及VTF各剂量组APP、IBA1蛋白相对表达量较模型组低（P <0.05）；对照组、阳性组及VTF各剂量组

IL-1β、IL-6、TNF-α含量较模型组减少（P <0.05）。结论　VTF可以减少APP/PS-1双转基因AD小鼠神经炎

症的发生，并通过下调APP、IBA1蛋白的表达发挥神经保护作用。
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Abstract:  Objective To investigate the neuroprotective effect of flavones from vitis vinifera L (VTF) on 

APP/PS-1 double transgenic mice model of Alzheimer's disease (AD).  Methods  Seventy-five 6-month-old APP/

PS-1 double transgenic male mice were randomly divided into model group (0.5% CMC-NA) and donepezil group 

(0.7 mg/kg) and low, medium, and high dose VTF group (70 mg/kg, 210 mg/kg, and 420 mg/kg), 15 mice in each 

group, and 15 6-month-old C57BL/6 mice with the same background SPF level were used as the wild control group 

(0.5% CMC-NA). All drug solvents were 0.5% CMC-Na solution. After 8 weeks of gavage, IBA1 protein expression 

was detected via immunohistochemistry and Western blotting. The protein expression levels of APP and Iba1 were 

detected by Western blotting. The contents of interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor 

(TNF-α) in brain tissue were detected by ELISA.  Results Compared with the model group, immunohistochemical 

results showed that the number of IBA1 protein positive cells was significantly reduced in the wild control, 
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donepezil, low, medium, and high dose VTF group; WB results showed that the relative expressions of APP and 

IBA1 protein in the wild control, donepezil, low, medium, and high dose VTF group were decreased; ELISA results 

showed that the levels of IL-1β, IL-6, TNF- α were significantly decreased in the wild control, donepezil, low, 

medium, and high dose VTF group.  Conclusion VTF can reduce the occurrence of neuroinflammation in APP/PS-1 

mice, reduce the damage of hippocampal neurons, and play a protective role by down-regulating the expression 

levels of APP and Iba1 proteins.

Keywords:  Alzheimer's disease; APP/PS-1 double transgenic AD mice; flavones from vitis vinifera L; 

nuroinflammation

阿 尔 茨 海 默 病（Alzheimer's disease, AD）是 一

种 痴 呆 症 ，最 常 见 于 老 年 人 。 其 特 征 是 认 知 能 力

逐 渐 下 降 ，通 常 从 记 忆 力 下 降 开 始 [1] 。 不 同 类 型

的 痴 呆 症 中 以 AD 最 常 见 [2] 。 随 着 全 球 人 口 老 龄

化 ，AD 患 者 数 量 不 可 避 免 地 增 加 ，这 是 一 种 快 速

增 长 的 脑 部 疾 病 [3] 。 据 报 道 ，AD 与 其 他 类 型 的 痴

呆 症 是 全 球 第 5 大 死 亡 原 因 。 大 约 有 5 000 万 人

患有痴呆症，预计到 2030 年，这一数据将翻一番，

到 2050 年 将 翻 3 倍 。 每 年 全 球 报 告 的 新 增 病 例

约 为 1 000 万 [2 ，4] 。 在 AD 与 轻 度 认 知 障 碍 患 者 中

发 现 了 各 种 免 疫 炎 症 变 化 ，包 括 促 炎 细 胞 因 子 和

活 化 小 胶 质 细 胞 水 平 升 高 ，进 一 步 说 明 神 经 炎 症

在 AD 的发病机制中起重要作用。人类超过 25 个

基 因 位 点 与 AD 发 病 风 险 相 关 ，其 中 大 多 数 基 因

位 点 主 要 表 达 于 小 胶 质 细 胞 ，并 与 神 经 炎 症 相

关 ，表 明 小 胶 质 细 胞 活 化 参 与 AD 的 病 理 生 理 学

改 变 [5] 。 小 胶 质 细 胞 的 激 活 会 增 加 促 炎 细 胞 因 子

和 趋 势 因 子 的 表 达 ，如 白 细 胞 介 素 -1β
（Interleukin-1β , IL-1β） 、 白 细 胞 介 素 -6

（Interleukin-6, IL-6）、肿 瘤 坏 死 因 子 - α（tumor 

necrosis factor- α , TNF- α） 、白 细 胞 介 素 -8

（Interleukin-6, IL-8）等 [6] 。 而 IBA1 对 基 本 神 经 胶

质 细 胞 发 育 过 程 中 的 小 胶 质 细 胞 活 动 有 重 要 作

用 [7] 。 SPAGNUOLO 等 [8] 总 结 了 炎 症 在 神 经 退 行 性

疾 病 中 的 作 用 ，强 调 黄 酮 类 化 合 物 作 为 抗 炎 剂 的

潜 在 治 疗 作 用 。 随 着 AD 研 究 的 深 入 ， 天 然 药 物

及 其 提 取 物 中 的 有 效 成 分 对 AD 的 预 防 和 治 疗 作

用 日 益 受 到 重 视 。 琐 琐 葡 萄 作 为 新 疆 独 特 的 葡

萄 品 种 ， 其 化 学 成 分 较 复 杂 ， 黄 酮 类 化 合 物 是

其 主 要 生 物 活 性 成 分 之 一 。 黄 酮 类 化 合 物 是 存

在 于 植 物 中 的 多 酚 类 化 合 物 ， 通 过 苯 基 丙 酸 类

途 径 合 成 ， 其 具 有 抗 氧 化 和 消 炎 的 作 用 [9] 。 有 研

究 表 明 ， 摄 入 类 黄 酮 可 以 降 低 痴 呆 的 风 险 [10] 。

黄 酮 类 化 合 物 具 有 神 经 保 护 作 用 ， 可 以 减 少 癫

痫 患 者 的 氧 化 应 激 。 摄 入 浆 果 类 黄 酮 可 以 改 善

老 年 人 的 记 忆 力 。 此 外 ， 现 在 有 越 来 越 多 的 证

据 支 持 黄 酮 类 化 合 物 有 干 预 AD 相 关 途 径 的 能

力 [11] 。 前 期 研 究 结 果 表 明 ， 琐 琐 葡 萄 提 取 物 对

模 拟 AD 损 伤 的 神 经 细 胞 和 动 物 模 型 均 有 明 显 的

神 经 保 护 作 用 [12-13] 。 本 实 验 探 讨 琐 琐 葡 萄 黄 酮

（flavones from vitis vinifera L, VTF）对 APP/PS-1 双转

基 因 AD 小 鼠 神 经 炎 症 的 影 响 及 其 神 经 保 护

作用。

1 材料与方法

1.1　药品和主要试剂

琐琐葡萄药材购自新疆吐鲁番维吾尔药材市

场，盐酸多奈哌齐（批号：S60449）购自上海源叶生

物科技有限公司，兔抗 APP（货号：Ab32136）、IBA1

（货号：Ab178846-40）均购自英国 Abcam 公司，浓缩

型 DAB 试剂盒（货号：ZLI-9018）、兔二步法试剂盒

（货号：PV-6001）均购自北京中杉金桥生物技术有

限公司，酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒购自武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，蛋白含量测

定试剂盒、SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒均购自北京

索莱宝科技有限公司。

1.2　主要仪器

酶标仪（美国宝特）、切片机（德国徕卡公司）、

包埋机（常州中威电子仪器有限公司）、组织脱水机

（武汉天之睿医疗科技有限公司）、摊片烤片机（上

海机密仪器仪表有限公司）、NIKON 正置研究级显

微镜（日本尼康）。

1.3　动物分组及给药

6 月龄 SPF 级雄性 APP/PS-1 双转基因 AD 小鼠

75 只和同龄 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠 15 只均购自启
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动子生物科技（北京）有限公司，实验动物生产许可

证 号 ：SCXK（浙）2019-0004，实 验 动 物 使 用 许 可 证

号 ：SYXK（新）2018-0003，伦 理 审 批 号 ：IACUC-

20210507-07。适应性饲养 7 d，APP/PS-1 双转基因

AD 小鼠 75 只，随机分为 5 组，即模型组（0.5% CMC-

Na）、阳性组（多奈哌齐 0.7 mg/kg 体重）、VTF 低剂量组

（VTF 70 mg/kg 体重）、VTF 中剂量组（VTF 210 mg/kg 体

重）、VTF 高剂量组（VTF 420 mg/kg 体重）。6 月龄同背

景 SPF 级 C57BL/6 小 鼠 15 只 为 对 照 组（0.5% CMC-

Na），连续给药 8 周。所有药物溶剂均为 0.5% CMC-

Na 溶液。每组随机选取 6 只小鼠进行以下实验。

1.4　免疫组织化学检测各组小鼠大脑皮层 IBA1

蛋白阳性表达率

石蜡切片脱蜡至水，抗原修复，山羊血清封

闭 25 min，滴加一抗，4℃过夜，滴加二抗工作液，

DAB 显 色 ， 苏 木 精 复 染 ， 封 片 ， 显 微 镜 下 观 察 。

每组随机选取 6 张切片，光学显微镜下观察，保存

图像，应用图像分析软件 Image J 分析免疫组织化

学染色结果。

1.5　Western blotting检测APP、IBA1蛋白表达

分别称取各组小鼠大脑组织 50 mg，研磨，提

取总蛋白。用 BCA 定量试剂盒法测定总蛋白含量，

采用聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）制胶、电泳，湿转

法将蛋白转移到 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉封闭 2 h。

将 PVDF 膜 浸 泡 在 稀 释 后 的 APP（1∶1 000）、IBA1

（1∶1 000），GAPDH（1∶5 000）一抗中，4 ℃摇床孵

育过夜；次 日 将 洗 涤 后 的 PVDF 膜 浸 泡 在 二 抗

（1∶5 000）中，室温孵育 1 h。洗膜后将 PVDF 膜浸

泡在 ECL 化学发光剂中，取出后凝胶成像仪曝光显

色。用 Image J 软件分析条带灰度值，以 GAPDH 为

内参，计算 APP、IBA1 蛋白相对表达量。

1.6　 ELISA 检 测 小 鼠 脑 组 织 中 IL-1β、IL-6、

TNF-α含量

快速取出各组小鼠脑组织并置入-80 ℃冰箱冷

冻保存。组织匀浆取上清液，设定标准孔、空白

孔 、 样 本 孔 。 每 孔 加 生 物 素 化 抗 体 工 作 液 体 ，

37 ℃孵育 1 h；洗版，每孔加酶结合物工作液；洗

版；加底物溶液 37 ℃孵育 15 min；加入加终止液；

15 min 内进行测定每孔光密度（OD）值，根据标准品

OD 值和浓度计算 IL-1β、IL-6 及 TNF-α的含量。

1.7　统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计学软件。计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较用单因

素方差分析，进一步两两比较用 LSD-t 检验。P < 

0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　各组小鼠大脑皮层 IBA1 蛋白阳性表达率的

比较

免疫组织化学检测结果显示，各组小鼠大脑

皮层 IBA1 蛋白阳性表达率的比较，差异有统计有

统计学意义（P <0.05）；模型组小鼠大脑皮层 IBA1

蛋白阳性表达率较对照组升高（P <0.05），阳性组

及 VTF 各剂量组 IBA1 蛋白阳性表达率较模型组降

低（P <0.05）。见表 1 和图 1。

2.2　各组小鼠脑组织 APP、IBA1 蛋白相对表达量

表 1　各组小鼠大脑皮层IBA1蛋白阳性表达率的比较

（n = 6，%， x±s）

组别

对照组

模型组

阳性组

VTF 低剂量组

VTF 中剂量组

VTF 高剂量组

F 值

P 值

IBA1 蛋白阳性表达率

1.8±0.2

7.9±1.9①

2.1±0.7②

2.2±0.4②

2.6±0.5②

2.1±0.5②

40.559

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。

  对照组         模型组                    阳性组
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比较

Western blotting 检测结果显示，各组小鼠脑组

织 APP、IBA1 蛋白相对表达量比较，差异均有统

计学意义（P <0.05）；模型组 APP、IBA1 蛋白相对

表达量较对照组升高（P <0.05），阳性组及 VTF 各

剂量组 APP、IBA1 蛋白相对表达量较模型组降低

（P <0.05）。见表 2 和图 2。

2.3　各组小鼠脑组织 IL-1β、IL-6、TNF-α含量的

比较

ELISA 检测结果显示，各组小鼠脑组织 IL-1β、

IL-6、TNF-α 含 量 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05），模型组 IL-1β、IL-6、TNF-α含量较对照组增

加（P <0.05），阳性组及 VTF 各剂量组 IL-1β、IL-6、

TNF-α含量较模型组减少（P <0.05）。见表 3。

3 讨论

在 AD 的发病机制和进展中，β-淀粉样蛋白

（β amyloid protein, Aβ）的神经毒性寡聚体的出现和

传播被广泛认为是 AD 发病机制中的关键因素，导

致 神 经 元 损 伤 、 氧 化 应 激 、 线 粒 体 功 能 障 碍 等 ，

并导致认知缺陷[14]。Aβ作为人机体的正常代产物，

一般情况下其发生和降解保持一定的水平，当淀

粉样前体蛋白（amyloid precursor protein, APP）水解异

常而导致其代谢异常时，会产生更多 Aβ，降解量

的减少导致 Aβ的大量聚集[15]。有研究发现，AD 患

者大脑海马结构及其他相关脑区内有大量淀粉样

蛋白沉积，同时出现 APP 免疫阳性神经元数量增

加[16]。因而推测 APP 过度产生是细胞内 Aβ沉积形

成及 AD 发病的主要机制之一。神经炎症可能是 AD

病理起始的重要组成部分。据报道，在 AD 的发展

过 程 中 ， Aβ 沉 积 可 以 激 活 小 胶 质 细 胞 和 星 形 细

胞[17]。小胶质细胞的激活会增加促炎细胞因子的

表 2　各组小鼠脑组织APP和IBA1蛋白相对表达量的比较

（n = 6， x±s）

组别

对照组

模型组

阳性组

VTF 低剂量组

VTF 中剂量组

VTF 高剂量组

F 值

P 值

APP 蛋白

0.5±0.3

1.4±0.8①

0.8±0.4②

0.7±0.2②

0.6±0.3②

0.7±0.3②

3.061

0.024

IBA1 蛋白

0.5±0.2

1.1±0.5①

0.7±0.3②

0.6±0.2②

0.5±0.3②

0.6±0.3②

2.733

0.038

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。

95 kD

17 kD

36 kD

APP

IBA1

GADPH

A         B         C        D        E         F

A：对照组； B：模型组； C：阳性组； D：VTF 低剂量组； E：VTF 中

剂量组； F：VTF 高剂量组。

图2　各组小鼠脑组织蛋白表达

表 3　各组小鼠脑组织炎症因子含量的比较

（n = 6， pg/mL， x±s）

组别

对照组

模型组

阳性组

VTF 低剂量组

VTF 中剂量组

VTF 高剂量组

F 值

P 值

IL-1β
196.9±7.4

234.3±5.6①

197.5±34.6②

173.5±32.1②

220.5±36.4②

176.4±42.8②

3.789

0.009

IL-6

871.0±26.2

955.6±38.0①

866.2±80.2②

879.5±21.9②

889.0±54.1②

861.3±49.2②

3.063

0.024

TNF-α
89.8±10.2

133.3±20.1①

102.8±11.6②

84.5±10.9②

104.4±9.0②

91.9±15.4②

10.245

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。

表达[6]。

本实验对 6 月龄 APP/PS-1 双转基因 AD 小鼠用

阳性药多奈哌齐和 VTF 进行灌胃 8 周。免疫组织化

学 结 果 显 示 ， 对 照 组 、 阳 性 组 及 VTF 各 剂 量 组

IBA1 蛋白阳性表达率较模型组降低，说明 VTF 可

以通过减少 IBA1 在 APP/PS-1 双转基因 AD 小鼠脑

内的过表达来起到减轻神经炎症的作用。Western 

blotting 检 测 结 果 显 示 ， 阳 性 组 及 VTF 各 剂 量 组

APP、IBA1 蛋白相对表达量较模型组降低，这说明

VTF 能够通过改善 AD 小鼠神经炎症水平起到神经

保护作用。ELISA 检测结果显示，阳性组及 VTF 各

剂量组 IL-1β、IL-6、TNF-α含量较模型组减少，

说明 VTF 可以减少神经炎症的发生。由于此次实验

样本量少，故 VTF 各剂量组之间没有呈现明显的量

效关系，后续会进一步加大样本量深入观察 VTF 各

剂量组是否存在量效关系。

综上所述 ，VTF 通过降低 APP、IBA1 等蛋白表

达，以及减少 IL-1β、IL-6、TNA-α等炎症因子含量

对 APP/PS-1 双转基因 AD 小鼠大脑的神经元细胞起

到较好的保护作用并减缓神经炎症的发生。本研

究结果为深入探讨 VTF 对 APP/PS-1 双转基因 AD 小

鼠 的 神 经 保 护 作 用 奠 定 基 础 ，但 仍 需 进 一 步 研 究

VTF 发挥神经保护作用的具体过程，并确定其在人

体中的作用。
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