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·研究原著· 

结论： 

(1)丁苯酞改善 APP/PS1 转基因小     

鼠的认知功能； 

(2)丁苯酞显著改善 β 淀粉样蛋白介    

导的 STEP61 蛋白水平； 

(3)丁苯酞显著增加 β 淀粉样蛋白介 

导的 ERK 蛋白、环磷酸腺苷反应

单元结合蛋白水平。 

 

 

实验分组： 

(1)野生型小鼠组； 

(2)APP/PS1 组； 

(3)丁苯酞 10 mg/kg 组； 

(4)丁苯酞 30 mg/kg 组。 

行为学实验 
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文题释义： 

β-淀粉样蛋白(amyloid-β，Aβ)：是由淀粉样前体蛋白( amyloid precursor protein，APP) 经 β-和γ-分泌

酶的蛋白水解作用而产生的含有 39-43 个氨基酸的多肽。它可由多种细胞产生，循环于血液、脑脊液和脑

间质液中，大多与伴侣蛋白分子结合，少数以游离状态存在。人体内 Aβ 最常见的亚型是 Aβ1-40和 Aβ1-42。

在人脑脊液和血中，Aβ1-40 分别比 Aβ1-42 的含量水平高 10 倍和 1.5 倍，Aβ1-42 具有更强的毒性，且更

容易聚集，从而形成 Aβ 沉淀的核心，引发神经毒性作用 。 

环磷酸腺苷反应单元结合蛋白(cAMP response element binding protein，CREB)：是真核生物细胞核内一

种重要的核蛋白，属于结构相关转录因子 CREB 家族成员之一，它的功能是调节基因转录，因此被称为调

节转录的核因子。CREB 在一些神经心理活动中如神经元的发育、再生、突触形成、学习记忆及细胞的修

复等起着关键性的作用，是细胞内多种信号通路的一种关键成分。 

 

摘要 

背景：β 淀粉样蛋白被认为是阿尔茨海默病发病的关键因素，抗脑缺血药物丁苯酞(NBP)是治疗血管性痴呆

的一种关键药物。 

目的：分析丁苯酞治疗 APP/PS1 转基因小鼠是否参与 STEP-ERK-CREB 信号通路的机制。 

方法：SPF 级雄性 APP/PS1 转基因小鼠(阿尔茨海默病模型小鼠)30 只，12 月龄，购自北京华阜康生物科

技股份有限公司；SPF 级 C57BL/6 野生型小鼠 10 只，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。动物分

4 组，每组 10 只：C57BL/6 野生型小鼠组；APP/PS1 组；丁苯酞 10 mg/kg 组和 30 mg/kg 组(分别每日灌

胃丁苯酞 10 mg/kg 和丁苯酞 30 mg/kg)；野生型小鼠组和 APP/PS1 组小鼠每日灌胃等量植物油。连续灌

胃 17 d，第 9-16 天进行行为学实验，在水迷宫训练前 40 min 给予丁苯酞；第 17 天处死小鼠，Western-blot

检测小鼠皮质 STEP61、pERK1/2、pCREB 的蛋白表达。 

结果与结论：①连续给予 10 和 30 mg/kg 丁苯酞药物治疗 16 d：可明显改善 APP/PS1 转基因小鼠 Morris

水迷宫任务中的空间学习缺陷，减轻其工作记忆障碍；②Western-blot 检测显示：丁苯酞部分降低了活化

的 STEP61 蛋白水平，抑制 ERK 和 CREB 的磷酸化；③结果说明：丁苯酞对 APP/PS1 转基因小鼠具有抗

β 淀粉样蛋白诱导的神经变性和认知功能减退的保护作用，其可能具有治疗阿尔茨海默病的潜力。 
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Abstract 

BACKGROUND: Amyloid-β protein is a key factor of pathogenesis of Alzheimer’s disease. N-butylphthalide, an anti-cerebral ischemia drug, 

has been shown to have therapeutic effects in vascular dementia.  

OBJECTIVE: To investigate whether N-butylphthalide treating APP/PS1 transgenic mice via the SPEP-ERK-CREB signaling pathway. 

METHODS: Thirty male APP/PS1 transgenic mice (mouse model of Alzheimer’s disease), SPF grade, aged 12 months were provided by 

Beijing Huafukang Biotechnology Co., Ltd., and 10 C57BL/6 wild-type mice, SPF grade, were provided by Beijing Weitong Lihua Experimental 

Animal Technology Co., Ltd. The animals were divided into four groups (n=10/group): C57BL/6 wild-type mice group, APP/PS1 group, and 10 

and 30 mg/kg N-butylphthalide groups. The former two groups were given same volume of vegetable oil via gavage, for 17 consecutive days. 

The behavioral test was performed at 9-16 days. N-butylphthalide was given 40 minutes prior to Morris water maze task. The mice were killed 

at 17 days, and the proteins levels of STEP61, pERK1/2 and pCREB in brain cortex were detected by western blot assay. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) Consecutive 16-day 10 and 30 mg/kg N-butylphthalide could significantly improve spatial learning 

disability and working memory disorder of APP/PS1 transgenic mice in Morris water maze test. (2) N-butylphthalide partly reduced the level of 

activated STEP61, and inhibited the dephosphorylation of ERK and CREB. (3) These results suggest that N-butylphthalide protects against 

amyloid-β-induced neurodegeneration and cognitive decline in APP/PS1 transgenic mice, which may be potential for Alzheimer’s disease. 

Subject headings: Alzheimer Disease; Amyloid; Cognition 

Funding: the Medical Science Research Program of Dalian, No. 171102 (to ZL) 

 

0  引言  Introduction 

阿尔茨海默病是一种不可逆转的进行性神经退行性疾

病，其病理特征是胞外β-淀粉样蛋白斑块和胞内神经原纤维

缠结[1-3]，但目前其发病机制尚不清楚。越来越多的证据表明，

在阿尔茨海默病的早期就有β-淀粉样蛋白沉积，并引发或加

速其他病理事件[4]。另外，在阿尔茨海默病患者大脑中发现

可溶性β-淀粉样蛋白寡聚体，并与痴呆和突触丢失的严重程

度相关[5-6]。在阿尔茨海默病转基因小鼠模型中，认知障碍和

突触功能障碍与可溶性淀粉样蛋白β寡聚体有关，并在斑块

形成之前发生[7-10]。作者之前的研究结果表明，STEP61负性

调控β-淀粉样蛋白介导的ERK-CREB信号通路，为STEP61

成为阿尔茨海默病有效的新的靶点提供理论依据[11]。合成的

DL-3-丁基苯酞(DL-NBP)是一种水性化合物，含有L和D异构

体，并于2002年获得国家食品药品监督管理局批准，用于脑

卒中患者的临床应用[12]。研究表明，丁苯酞能显著改善软脑

膜小动脉的直径和血流速度[13-15]，减少脑梗死面积，抑制血

小板聚集[16-18]。此外，在大鼠大脑中动脉闭塞模型中，丁苯

酞还通过改善线粒体功能发挥了强大的神经保护作用[19-21]，

减少氧化损伤[22]，减少神经元凋亡[23]，抑制炎症反应[24-25]，

减轻慢性脑低灌注所致大鼠学习记忆障碍[26-27]。研究进一步

探讨丁苯酞治疗APP/PS1转基因小鼠是否参与STEP-ERK- 

CREB信号通路的机制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  分组对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年1月至9月在锦州医科大

学生命科学研究所完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  SPF级APP/PS1转基因小鼠(阿尔茨海

默病模型小鼠)30只：12月龄、雄性、体质量(10.0±0.5) g，

购自北京华阜康生物科技股份有限公司，许可证号：

SCXK(京)2014-0004；SPF级C57BL/6野生型小鼠10只：

SCXK(京)2016-0006，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司。 

所有动物实验均按照“中华人民共和国卫生部(1998)”

和“中国医科大学实验动物伦理标准指南”的“医学实验

动物的护理和使用”要求进行。 

1.3.2  试剂  丁苯酞(纯度>98%)购自石家庄市恩帕尔制

药有限公司石材医药集团。 

1.4  实验方法 

1.4.1  动物分组及处理  动物分4组，每组10只：C57BL/6

组；APP/PS1组；药物处理组2组：分别为丁苯酞10mg/kg

组和30 mg/kg组，自实验第1天开始分别给予APP/PS1小

鼠每日灌胃丁苯酞10 mg/kg或丁苯酞30 mg/kg；C57BL/6

组；APP/PS1组小鼠灌胃等量植物油。连续灌胃17 d，第

9-16天进行行为学实验。在水迷宫训练前40 min给予丁苯

酞，第17天开始处死小鼠取材，进行组织学检查。 

1.4.2  水迷宫实验  利用Morris水迷宫来评估海马依赖的

空间学习和记忆功能[28]。容器是一个圆形水桶(直径120 cm，

50 cm高)。桶中水加入白色粉末使其呈不透明，水温保持在

(23±1)℃。 

 (1)定位航行实验：实验历时7 d。第1天为可视平台训

练实验：无色透明平台固定于第三象限中心，露出水面  

1.5 cm。每个象限相对应的桶壁的中心有4个不同的标识：

●，▲，◆，■，以便小鼠记忆平台的位置。将小鼠分别

从4个象限贴壁放入水中，如果小鼠在60 s未找到平台，则

由实验者用手牵引其到平台上，让小鼠停留30 s，再放回

笼中。每只小鼠共游8次，每次间隔15 min，每个象限入水

2次。第2天仍为可视平台，不过只从第一象限入水，每只

小鼠3次，间隔15 min。将小鼠贴壁放入水中的同时用电脑

影像跟踪系统记录实验过程中小鼠的运动行为，包括在  

60 s内找到平台的时间(逃避潜伏期)及所经过的路程。如果

小鼠在60 s未找到平台，则记录为60 s。第3-7天为隐蔽平

台实验：用白色食用色素把水染成白色混浊状，大体看不

清水下平台。实验过程中平台位于水下1 cm。操作过程同

第2天。 

  (2)空间探索实验：由于小鼠在搜索隐蔽平台过程中，

可能由于偶然性碰到平台后而上台，为消除这种随机性，

第8天将平台从水中移走，从第一象限入水点将小鼠贴壁放

入水中，让小鼠在水池内搜索平台60 s，观察小鼠跨过平
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台相应位置的次数，以此作为评价小鼠空间认知和记忆能

力的指标。 

1.4.3  取材及处理  将取毕血清的APP/PS1转基因小鼠和

C57BL/6野生型小鼠断头处死，快速取出左侧皮质和海马，

剥离白色物质，称质量，匀浆，加10倍体积的0.32 mol/L蔗

糖(此蔗糖溶液用KOH调节pH值至7.4，其中包括5 mmol/L 

PMSF，1 mmol/L EDTA。用玻璃匀浆器匀浆，1 000×g离心

10 min，留上清，弃沉淀，沉淀为细胞核及细胞碎屑。将上

清转移至一新的离心管中，17 000×g离心15 min，弃上清，

留沉淀(上清中为微粒体及核糖体等)。在沉淀中加入上述匀

浆液，将其置入由0.8 mol/L和1.2 mol/L的蔗糖溶液组成的不

连续梯度溶液中，82 500×g密度梯度离心60 min。在     

0.8 mol/L和1.2 mol/L的蔗糖界面吸出突触小体后，计算体

积，溶于10倍体积的冰预冷的0.32 mol/L蔗糖中，2 000×g

离心10 min，沉淀即为突触体。以上操作均在4 ℃完成，尽

量避免蛋白质的降解[29]。 

1.4.4  Western-blot 检 测  APP/PS1 转 基 因 小鼠 和

C57BL/6野生型小鼠大脑皮质和海马突触体分别称质量，

小剪刀剪碎样品(冰上操作)，按1∶5比例加入蛋白裂解液，

超声粉碎，4 ℃裂解过夜，4 ℃  12 000×g低温离心     

30 min，取上清，BCA法进行蛋白定量，每管60 μg蛋白分

装，-80 ℃冻存待用。接下来进行灌胶，加样，电泳，转

膜，封闭，并配制一抗稀释液STEP(1∶300)，pERK1/2 

(1∶500)，pCREB(1∶500)，β-actin(1∶500)，将条带用

TTBS略加清洗后分别放入一抗稀释液中，4 ℃冰箱内摇床

上孵育过夜，TTBS清洗10 min，3次，辣根过氧化物酶(HRP)

标记的二抗(1∶5 000)室温下孵育2 h。ECL发光，检测小

鼠皮质突触体STEP61、pERK1/2、pCREB的蛋白表达，

采用ImageJ软件包分析。所有的实验保证至少重复3次。 

1.5  主 要 观 察 指 标   Western-blot 检测小鼠皮质

STEP61、pERK1/2、pCREB的蛋白表达。 

1.6  统计学分析  应用SPSS 18.0软件处理实验数据，数

据均用x
_

±s表示。对数据进行one-way ANOVA或two-way 

ANOVA 方 差 分 析 ， 两 组 间 比 较 采 用 LSD and 

Student-Newman-Keuls post hoc test，P < 0.05认为差异

有显著性意义；P < 0.01认为差异有非常显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用APP/PS1转基因小鼠

30只，C57BL/6野生型小鼠10只，实验过程无脱失，全部

进入结果分析。 

2.2  丁苯酞可显著改善阿尔茨海默病转基因小鼠空间学

习记忆能力  见图1。 

在定位航行实验中，APP转基因小鼠寻找平台的潜伏

期明显增加，与同龄野生型小鼠相比较有显著性差异，结

果表明APP转基因小鼠对水迷宫学习和记忆的获取能力明

显受损，见图1A，B。而两者的平均游泳速度没有明显差

异，这表明APP转基因小鼠没有运动能力的缺损，图1E-H。 

在空间探索实验中，APP转基因小鼠花费在目标象限

的时间明显减少，与同龄野生型小鼠相比较有显著性差异，

表明APP转基因小鼠对水迷宫空间认知和记忆能力明显受

损。在隐蔽平台实验中，APP/PS1 转基因小鼠比野生型

小鼠有更长的逃避潜伏期。而两者花费在目标象限的时间

在可视平台实验中没有明显的差别，这表明APP转基因小

鼠没有视觉能力的缺损。总的来说12月龄APP转基因小鼠

表现出明显的海马依赖的学习和记忆能力的缺损，见图

1E，F。最后1次训练的24 h后转基因小鼠与野生型相比在

目标象限中花费的时间更少。每天给予10和30 mg/kg丁苯

酞可以明显改善APP/PS1转基因小鼠学习记忆的缺损。 

由于有非常显著的药物效应，对逃避潜伏期数据进行

了分析。首先，与C57BL/6小鼠相比，APP/PS1小鼠的逃

避潜伏期明显受损(P < 0.001)，说明APP/PS1小鼠存在明

显学习记忆缺陷；同时，发现10 mg/kg丁苯酞处理的

APP/PS1小鼠与C57BL/6小鼠相比，在逃避潜伏期上无显

著差异(P < 0.05；见图1F)。说明每天给药10 mg/kg或   

30 mg/kg丁苯酞可明显减轻APP/PS1所致的学习障碍。 

2.3  丁苯酞显著降低转基因小鼠的STEP61水平  12月

龄APP/PS1转基因小鼠的脑皮质突触小体STEP61蛋白水

平是同龄野生型小鼠的203%(P < 0.001)。给予APP/PS1

小鼠每天10 mg/kg或30 mg/kg丁苯酞灌胃，可检测到

STEP61磷酸化比例在皮质突触小体表达量较APP/PS1小

鼠增加，尤其是10 mg/kg丁苯酞处理组(P < 0.01，见图2)。

2.4  丁苯酞可增加β淀粉样蛋白介导的ERK和CREB磷酸

化水平  实验检测到APP/PS1转基因小鼠皮质pERK1/2

和pCREB水平较正常小鼠明显减少(61.82%，30.5%，P < 

0.001)，见图3，4。给予APP/PS1小鼠每天10 mg/kg或   

30 mg/kg丁苯酞灌胃后，明显增加了pERKs和pCREB水

平，尤其是10 mg/kg丁苯酞处理组(P < 0.05)。作者之前的

结果表明STEP61负性调控了β淀粉样蛋白介导的ERK1/2

和CREB磷酸化水平和可能的活性(P < 0.01)，提示丁苯酞

可以调控STEP/ERK/CREB通路。 

 

3  讨论  Discussion 

β-淀粉样蛋白被认为是阿尔茨海默病患者神经元损伤

和痴呆的关键因素。采用双转染人APP695swe基因和人早

老素(presenilin，PS-1)突变基因的阿尔茨海默病模型小鼠

Tg-APPswe/PSEN1dE9(APP/PS1)，这两种突变都与阿尔

茨海默病的早期发病有关[30]，小鼠/人APP695 swe双转基

因使小鼠分泌人β-淀粉样蛋白寡肽。在阿尔茨海默病病理

生理学早期，可溶性β-淀粉样蛋白寡聚体干扰突触功    

能[31-32]，可能是通过β-淀粉样蛋白介导的N-甲基-D-天冬

氨酸(NMDA)受体的内化作用等[33]。纹状体富集的酪氨酸

磷酸酶(STEP) 是一种酪氨酸磷酸酶，调控NMDA受体的

内化作用[33]。 
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图注：图 A-D 为定位航行实验小鼠运动轨迹：A 为 C57BL/6 野生型小鼠(WT)；B 为 APP/PS1 转基因小鼠；C，D 分别为丁苯酞 10 mg/kg 和      

30 mg/kg 组；E 为隐蔽平台实验；F 为在探索实验的每一个目标象限停留时间的百分比，单因素方差分析和 Student-Newman-Keuls post hoc

实验，与 C57BL/6 野生型小鼠相比，a
P < 0.001；G 显示每组小鼠的运动功能无差别；H 为在可视平台实验中没有明显的区别(P > 0.05)。 

图 1  丁苯酞明显改善 APP/PS1 转基因小鼠的空间学习记忆能力 

Figure 1  N-butylphthalide significantly improves spatial learning and memory abilities of APP/PS1 transgenic mice 

 

图注：A 为各组 STEP61 表达电泳图；B 为 STEP61 水平定量分析，与 APP/PS1 小鼠相比，丁苯酞 10 mg/kg 和 30 mg/kg 组小鼠 STEP61 蛋

白表达明显减少，a
P < 0.001；C为 STEP61 磷酸化比例，与 APP/PS1 小鼠比较，a

P < 0.001。 

图 2  各组鼠皮质突触体 STEP61 蛋白表达和 STEP61 脱磷酸化水平 

Figure 2  STEP61 protein expression and STEP61dephosphorylation in the mouse cortical synapse of each group 

图注：图 A 为 pERK1/2 蛋白表达电泳图；

B 为 pERK1/2 蛋白定量分析，与野生型小

鼠比较，a
P < 0.001。 

图 3  各组鼠皮质突触体 pERK1/2 蛋白表

达 

Figure 3  Expression pERK1/2 protein in 

the mouse cortical synapse of each group 

图注：图 A 为 CREB 蛋白表达电泳图；B

为 CREB 蛋白定量分析，与野生型小鼠比

较，a
P < 0.001。 

图 4  各组鼠皮质突触体 CREB 蛋白表达 

Figure 4  Expression CREB protein in 

the mouse cortical synapse of each group 
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左旋丁基苯酞(L-NBP)，芹菜属种子提取物(中国芹

菜)。以往的研究表明丁苯酞对脑缺血、血管性痴呆和β-

淀粉样蛋白诱导的大鼠动物模型具有神经保护作用，机制

为抑制氧化应激损伤、神经元凋亡与胶质细胞活化，调节

淀粉样β蛋白前体(AbetaPP)进程并减少β-淀粉样蛋白生

成。DL-3-丁基苯酞增强了局部脑血流量，左旋丁基苯酞

和DL-3-丁基苯酞增加局灶性脑缺血大鼠软脑膜小动脉直

径和血流速度[34]，左旋丁基苯酞改善β-淀粉样输注模型中

空间学习和工作记忆的损害[35]。然而，左旋丁基苯酞改善

认知功能障碍的具体机制尚不清楚。 

STEP是一种脑特异性的蛋白酪氨酸磷酸酶，ERKs是 

STEP的底物[36]。STEP结合ERKs在KIM区域[37]，在KIM 区

域调控的丝氨酸残基的磷酸化阻止STEP与ERKs相互作

用，同样的丝氨酸残基的脱磷酸化激活STEP。然后，STEP

结合并下调ERKs的活性[37]。CREB的Ser133磷酸化后具有

转录因子的功能，CREB是一个下游底物和各种信号转到

通路的被作用者，包括ERK。作者之前的研究显示，在阿

尔茨海默病动物和细胞模型中活化的STEP61影响ERK信

号通路[11]。 

此次研究中，pERK1/2和pCREB水平在的动物和细胞

模型中显著受到抑制，同时伴随着STEP61水平和其脱磷

酸化水平的增加。然而，连续给予10 mg/kg或30 mg/kg丁

苯酞明显降低STEP61水平，并增加pERK和pCREB水平，

特别是10 mg/kg丁苯酞处理组(P < 0.05)。丁苯酞浓度组设

置为10 mg/(kg•d)和30 mg/(kg•d)组，研究结果多为10 mg

组有统计学意义，30 mg无统计学差异，这个浓度是根据

已发表文献而设置，10 mg组有统计学意义，30 mg无统计

学差异，可能与药物最佳浓度所致最佳疗效有关。作者得

出结论，新药丁苯酞改善了β-淀粉样蛋白诱导的学习和记

忆缺损，同时第一次发现丁苯酞降低β-淀粉样蛋白诱导的

STEP61水平，抑制ERK和CREB磷酸化。结果表明，丁苯

酞作为一个多靶点药物，具备神经保护作用的潜力。因此，

丁苯酞可能作为阿尔茨海默病的有效治疗药物。这与最近

的研究结果吻合，含有多种功能的化合物可能比单一靶点

化合物具有更大的作为神经保护药物的潜力。 
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