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·基础研究·
丹参酮对于阿尔茨海默症大鼠颞叶 iNOS，MMP-2表达的

影响及机理研究 *
蒋 平 1 孙秀佳 1 向正华 2 苏小平 2 李春波 1
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摘要 目的：应用中药丹参酮(tanshinone II A，Tan II A)治疗AD大鼠，观察 TanⅡ A干预前后，AD大鼠学习记忆、颞叶中诱导型一氧
化氮合成酶(iNOS)、基质金属蛋白酶（MMP-2）表达的变化。方法：采用 茁-淀粉样蛋白（A茁）定向注射法建立 AD大鼠模型，并使用
Tan II A干预，通过避暗测试、real-time PCR和Western Blot分别观察大鼠学习记忆能力、大鼠颞叶 MMP-2、iNOS两者的 mRNA
及蛋白表达的变化。应用 SPSS13.0进行统计学分析。结果：与假手术组相比，AD组的平均潜伏期缩短（P＜ 0.01），平均错误次数
增加（P＜ 0.01），差异均有统计学意义。颞叶内 iNOS、MMP-2 mRNA表达均显著增高（P＜ 0.01, P＜ 0.01）；两蛋白的表达均显著增
高（P＜ 0.01, P＜ 0.01）。与 AD组相比，Tan IIA组的平均潜伏期延长（P＜ 0.01），平均错误次数减少（P＜ 0.01），差异均有统计学意
义。颞叶内 iNOS、MMP-2 mRNA表达均显著下降（P＜ 0.05, P＜ 0.05），两蛋白的表达均显著下降（P＜ 0.01, P＜ 0.01）。结论：Tan II
A干预可显著降低 AD大鼠颞叶中 iNOS、MMP-2 mRNA及蛋白的表达，显著改善 AD大鼠的学习记忆能力。其作用机制可能是
通过降低 A茁诱导的 iNOS及 MMP-2的表达，抑制氧化应激损伤来完成。
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The Effect of Tanshinone on the Expression of iNOS, MMP-2 in Temporal of
Alzheimer's Disease Model Rats and Study on Mechanism*

To investigate the influence of tanshinone II A (Tan II A) on the learning and memory ability, the expression
of the inducible nitric oxide synthase (iNOS), matrix metalloproteinase II (MMP-2) in temporal of Alzheimer's disease (AD) model rats.

AD model rats were established by direct 茁-amyloid protein (A茁) injection method. For Tan II A intervention test, the learning
and memory ability of AD rats were observed by passive avoidance task test, the expression of iNOS, MMP-2 at mRNA and protein
levels in temporal region were compared by real-time PCR and Western Blot respectively. Using SPSS 13.0 to statistic analyse the data.

Compared with sham-operation group, the average latency time of passive avoidance task test in AD group was decreased (P<
0.01), and the average wrong times of passive avoidance task test in AD group was significantly increased (P< 0.01). Both mRNA and
protein expressions of iNOS, MMP-2 in temporal were significantly increased (mRNA:P< 0.01, P< 0.01; protein: P<0.01, P<0.01). Com-
pared with AD group, the average latency time in Tan II A group was significantly increased (P<0.01), and the average wrong times in
Tan II A group was significantly decreased(P<0.01). Both mRNA and protein expressions of iNOS, MMP-2 of temporal in Tan IIA group
were significantly decreased respectively (mRNA:P<0.05, P<0.05; protein: P< 0.01, P< 0.01). Tan II A can effectively en-
hance the ability of learning and memory of AD rats, significantly decrease mRNA and protein expressions of iNOS, MMP-2 in tempo-
ral of AD rats. This mechanism is probably inhibiting iNOS and MMP-2 expressions induced by A茁 in AD rats through suppressing
oxidative injury.
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前言

阿尔茨海默症 (Alzheimer’s disease, AD)是一种以进行性
认知障碍和记忆能力损害为主的 CNS退行性疾病，脑内的主
要病理改变为生成老年斑(Senile Plaques，SP)、神经原纤维缠

结(Neurofibrillary Tangles，NFT)及大量的神经元丢失。AD病理
改变主要发生在颞叶、额叶等大脑皮层各叶以及海马、前脑基

底。AD患者颞叶萎缩程度比正常同龄人明显严重，这与临床上
AD患者智能全面减退，早期以近记忆障碍为主要表现相一致。
因此对于颞叶的研究有助于阐明 AD发生机制[1,2]。
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诱导型一氧化氮合成酶(Inducible Nitric Oxide Synthase，i-
NOS)介导产生高浓度的 NO，具有神经毒作用，能够杀伤脑内
神经元。AD患者脑内 iNOS阳性神经元明显增多，同时伴随局
部大量神经元受损，提示 iNOS可能与 AD有关[3]。

基质金属蛋白酶 2 ( Matrix Metalloproteinases 2，MMP-2)
参与了 AD的发生、发展过程，可通过调节金属离子浓度来调
节 AD患者体内 茁淀粉样蛋白(amyloid beta protein,A茁)的代谢
平衡，其蛋白活力的变化被视为 AD潜在标志物之一。与 AD
密切相关的两种蛋白 iNOS及 MMP-2的在颞叶中的表达及作
用机制目前尚鲜有报道[4]。

丹参酮(tanshinone II A，Tan II A)是从中药丹参(Salvia mil-
tiorrhiza bunge) 中提取分离得到的一种脂溶性二萜酮类化合
物，目前发现丹参酮能明显保护 AD样大鼠脑内胆碱能系统，
改善 AD样病变，但其作用机制尚需进一步研究。此外，从传统
中药中筛选潜在 AD防治药物也是非常有意义的尝试[5,6]。

本研究采用 A茁蛋白注射法建立 AD大鼠模型，施加 Tan II
A干预，观察 Tan II A干预前后对 AD大鼠学习记忆能力及颞
叶内 iNOS，MMP-2 mRNA 与蛋白表达的变化。目的是阐明
Tan II A干预下 AD大鼠颞叶 iNOS，MMP-2的表达变化。

1 材料与方法

1.1 实验动物
Sprague-Dawley（SD）大鼠 60 只，鼠龄 8～ 12 周，体重量

200～ 250 g，雄性，购买自上海西普尔 -必凯（SIPPR/BK）试验
动物有限公司。标准环境下饲养，试验温度 20～ 24 ℃，湿度
65%～ 80 %。
1.2 主要试剂及仪器

基质金属蛋白酶（MMP-2）、诱导型一氧化氮合成酶（iN-
OS）多克隆抗体购自美国 Cayman公司，试验时使用 1:200 稀
释液。一步法 RNA 抽提试剂盒 (TRIzol 试剂盒) 购自美国
Promega 公司，PrimeScript 反转录试剂盒及 SYBR Premix Ex
TaqTM酶购自 TaKaRa公司。Tan Ⅱ A标准品购自中国药品生
物制品鉴定所。A茁 及其它生化试剂均购买自美国 Sig-
ma-aldrich公司。避暗实验设备由上海鑫闵生物科技有限公司
生产。SDS-PAGE 电泳仪及电转设备由美国 Bio-Rad公司生
产。

1.3 方法
1.3.1 AD动物模型的建立 参照文献[7]的方法制备记忆功能

障碍动物模型：取 SD大鼠，腹腔注射 100 g/L的水合氯醛(0.35
g/kg)麻醉，固定于脑立体定位仪上，头顶部去毛，消毒皮肤，头
顶部正中切口，暴露前囟，按大鼠脑立位图谱，于前囟后 3.0 mm，
中线右侧 2.0 mm处，微量注射器自脑表面垂直进针 2.8 mm，
向侧脑室缓慢注入 10 滋L A茁。留针 5 min以确保注射溶液充分
扩散，后缓慢撤针。所有试验步骤均为无菌操作，皮肤切开处用

青霉素抗菌，缝合伤口。假手术组注射等量生理盐水。

1.3.2 试验动物分组 试验大鼠随机分为 4 个试验组即：①
正常对照组；② 假手术组；③ AD组；④ Tan II A组。每组 15
只。AD模型制备 24 h后：④组以 Tan II A(溶于玉米油)每天以
50 mg/kg剂量灌胃，连续 15 d。①②③组大鼠以等量玉米油灌
胃，连续 15 d。① -④组于模型制备后第 11 d-15 d开始避暗测试
及行为学观察，每天一次。第 15 d训练结束后，全部动物以颈
椎脱臼法处死，取大鼠颞叶，用冰生理盐水清洗后置于液氮中。

一半作为Western Blot检测，一半做为 Real-time PCR检测。对
颞叶内 iNOS、MMP-2目的基因及蛋白等指标进行检测。
1.3.3 避暗实验 避暗测试是被动回避实验的一种，目的是要

让受试动物记住某一行为所带来不良的后果，这样动物在下一

次要进行同一行为时就会犹豫。为了观察大鼠非空间学习记忆

能力的影响，采用避暗反应实验，利用大鼠具有避明趋暗的习

性，当大鼠进入暗箱，便给予 0.5 mA的电击，测定潜伏期。于
AD造模结束后第 11天，每组大鼠开始进行避暗实验，测定大
鼠潜伏期和进入暗箱的错误次数，从而分析大鼠的非空间学习

记忆能力。每天 1次，连续记录 5天，取平均值。
1.3.4 大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2基因表达的 Real-time PCR检
测 取冻存颞叶组织约 50 mg，匀浆后用 TRIzol 法提取总
RNA。用 PrimeScript反转录试剂盒反转录合成 cDNA。采用
SYBR Green荧光染料法行实时定量 PCR反应。反应体系 25
滋L，包括 Taq酶 12.5 滋L。反应条件：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃
30 s，循环 40次。采用相对定量法定量靶基因，以 茁-actin为参
照，计算待测基因 mRNA相对表达量，实验重复 3次。iNOS,
MMP-2及内参 茁-actin基因的引物如表 1所示。

1.3.5 大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2蛋白表达的Western blot检测
参照分子克隆实验指南 (第二版) 进行蛋白的 Western blot检
测。一抗为兔抗大鼠 iNOS, MMP-2 (1:200稀释)，37 ℃孵育 1
h，二抗为 HRP-IgG，室温孵育 1 h。ECT显色。记录其扫描光度
值（OD），分析 iNOS、MMP-2目的基因的蛋白表达水平。以
茁-actin为内参，以光度值计算大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2蛋白
表达的相对值大小。

1.4 统计学分析
数据统计分析利用 SPSS13.0进行 t检验、ONEWAY方差

分析等。对所有正态分布数据表示为 Mean± SD。正态分布数
据两组之间比较使用 t检验，三组及以上比较使用 ONEWAY
方差分析等统计方法。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠行为学检测及对学习记忆的影响
避暗实验可以反映大鼠的被动回避学习记忆能力。实验中

分别记录各组大鼠进入暗箱之前的平均潜伏期和进入暗箱的

平均错误次数。各组大鼠避暗实验测试结果见表 2。
与正常对照组比较：AD组的平均潜伏期缩短（P< 0.01），

平均错误次数增加（P< 0.01），差异均有统计学意义。
与假手术组比较：AD组的平均潜伏期缩短（P< 0.01），平

均错误次数增加（P< 0.01），差异均有统计学意义。表明经 A茁
定向注射法建立的 AD大鼠模型，从学习记忆能力方面评估，
构建基本成功。

表 1 三基因的 PCR引物

Table 1 The primers of three targeted genes

Genes Primers

iNOS
Sense:

Anti-sense:

CTC ACT GTG GCT GTG GTC ACC TA

GGG TCT TCG GGC TTC AGG TTA

MMP-2
Sense:

Anti-sense:

GAT CCG TGG TGA GAT CTT CTT C

AGA ACA CAG CCT TCT CTT CCT G

茁-actin
Sense:

Anti-sense:

TGA CAG GTG CAG AAG GAG A

TAG AGC CAC CAA TCC ACA CA
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表 3 iNOS, MMP-2蛋白的表达

Table 3 Protein expression of iNOS, MMP-2 in four groups

Group
Protein expression

iNOS MMP-2

Normal Control

Sham-Operation

AD

Tan II A

0.21 ± 0.08

0.28 ± 0.10*

0.46 ± 0.13**△△

0.19 ± 0.07**△△##

0.14 ± 0.07

0.18 ± 0.06*

0.51 ± 0.24**△△

0.29 ± 0.11**△△##

与 AD组相比：Tan II A组的平均潜伏期延长（P< 0.01），平
均错误次数减少（P< 0.01），差异均有统计学意义。与 AD模型
组比较，Tan II A干预的 AD大鼠模型，学习记忆能力明显提
高。表明 Tan II A有改善 AD大鼠学习记忆的作用。
2.2 Tan II A对 AD大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2基因表达的影响
四组大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2基因表达的 Real-time PCR

结果见图 1A~1B。同假手术组相比，AD组和 Tan II A干预组
的 iNOS, MMP-2两者 mRNA的表达均高于假手术组，差异均
有统计学意义（P< 0.01，P< 0.01）。同 AD组相比，Tan II A干预
组的 iNOS, MMP-2两者 mRNA的表达均低于 AD组，差异有
统计学意义（P< 0.05，P< 0.05）。
2.3 TanⅡ A对 AD大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2蛋白表达的影响

四组大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2 蛋白表达的 Western blot
检测结果如图 2及表 3。

同正常对照组相比，假手术组和 AD组的 iNOS, MMP-2
蛋白表达有升高，差异有统计学意义 (假手术组: P< 0.05，P<
0.05；AD组：P < 0.01，P< 0.01)。

同假手术组相比，AD组的 iNOS, MMP-2蛋白表达均有升
高，差异均有统计学意义（P< 0.01，P<0.01）；Tan II A组的 iNOS
蛋白表达均有下降，差异有统计学意义（P< 0.01），MMP-2蛋白
表达上升，差异有统计学意义（P< 0.01）。同假手术组相比，A茁
定向注射法制备的 AD 模型颞叶内 iNOS, MMP-2表达上调，
且有统计学差异。表明经 A茁定向注射法建立的 AD大鼠模型

在 iNOS, MMP-2蛋白表达方面有显著变化，可视为 AD模型
基本成功。

同 AD组相比，Tan II A组的 iNOS, MMP-2蛋白表达均下
降，差异均有统计学意义（P< 0.01, P< 0.01）。同 AD组相比，
Tan II A 干预可显著降低 AD大鼠颞叶内 iNOS, MMP-2 蛋白
的表达。表明 Tan II A可能通过降低颞叶内 iNOS, MMP-2蛋
白表达，在一定程度缓解 AD的症状。

表 2 各组大鼠避暗实验测试结果（x± s，n=15）

Table 2 Results of the passive avoidance task test (x± s)

组别 平均潜伏期（秒） 平均错误次数（次）

Normal Control

Sham-Operation

AD model

Tan II A

274.00± 73.54

269.50± 97.58

225.00± 108.12**ΔΔ

245.50± 97.58##

0.25± 0.12

0.28± 0.14

0.75± 0.39**ΔΔ

0.54± 0.24##

*注：与正常对照组相比：* P < 0.05；** P < 0.01

与假手术组相比：△P < 0.05；△△P < 0.01

与 AD组相比：#P<0.05; ##P<0.01

Note: *P<0.05; ** P<0.01 compared with normal control group
△P<0.05; △△P<0.01 compared with sham-operation group
#P<0.05; ##P<0.01 compared with AD group

*注：与假手术组相比：* P < 0.05；** P < 0.01

与 AD组相比：△P < 0.05；△△P < 0.01

Note: *P< 0.05；** P< 0.01 compared with sham-operation group
△P< 0.05；△△P< 0.01 compared with AD group

图 1A 各组 iNOS mRNA表达

Fig.1A Expression of iNOS mRNA in each group

图 1 B各组MMP-2 mRNA表达

Fig. 1 B Expression of MMP-2 mRNA in each group

*注：与假手术组相比：* P < 0.05；** P< 0.01

与 AD组相比：△P < 0.05；△△P < 0.01

Note:* P < 0.05；** P < 0.01 compared with sham-operation group
△P < 0.05；△△P < 0.01 compared with AD group

图 2 iNOS, MMP-2的蛋白印迹检测

Fig. 2 Expression of iNOS, MMP-2 proteins identified by Western

blotting analysis 1:Normal control;2:Sham-operation;3:AD ;4: Tan II A

*注：与正常对照组相比：* P < 0.05；** P < 0.01

与假手术组相比：△P < 0.05；△△P < 0.01

与 AD组相比：#P<0.05; ##P<0.01

Note: *P<0.05; ** P<0.01 compared with normal control group
△P<0.05; △△P<0.01 compared with sham-operation group
#P<0.05; ##P<0.01 compared with AD group
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3 讨论

AD患者智能全面减退，早期以近记忆障碍为主，其颞叶萎
缩程度比正常同龄人明显严重，双颞叶局部脑血流量下降，脑

萎缩明显。因此对颞叶的研究有助于阐明 AD的发生机制。
本研究中 AD大鼠颞叶中 iNOS, MMP-2 mRNA和蛋白较

假手术组显著增高，同时伴随 AD组大鼠的学习记忆能力下
降。这与我们以往海马内的研究结果相一致。推测原因可能为：

MMPs蛋白是与 A茁代谢密切相关的重要金属酶之一，AD 患
者体内存在 A茁的代谢紊乱，导致金属离子浓度也随之改变，
因此MMP-2在 AD颞叶中高表达。iNOS与 A茁的神经毒性密
切相关，A茁注射法可激活机体内 NO/NOS机制异常表达，而
iNOS产生的 NO则介导脑损伤后迟发性神经元死亡，造成学
习记忆能力的减退，最终导致 AD患者出现学习记忆障碍。这
与本研究中 AD大鼠颞叶中 iNOS高表达，学习记忆能力下降
相一致[8,9]。

AD大鼠颞叶内 iNOS、MMP-2两者表达的变化趋势一致：
mRNA水平上，iNOS, MMP-2两者在 AD组中高表达，Tan II A
干预后降低；蛋白水平上，iNOS, MMP-2两者在 AD组中高表
达，Tan II A干预后降低。这些均提示我们 iNOS, MMP-2两者
既可作为判断 AD发生发展程度的重要生物标记，还可作为参
与 AD病理过程的蛋白以及 Tan II A干预（治疗）下，联合拮抗
A茁生成的潜在重要靶点，对 AD的防治具有重要意义[10-15]。

我国中药资源丰富，从传统中草药中寻找有效成分治疗

AD是一条可以探索的道路。丹参是我国传统中药，丹参酮是
丹参脂溶性成分的代表物质，具有清除氧自由基等广泛的药理

作用，是研究的热点。动物实验发现丹参酮能明显保护 AD样
大鼠脑内胆碱能系统，改善 AD 样病变，但其作用机制尚需进
一步研究。本研究中 Tan II A干预后，iNOS, MMP-2 mRNA和
蛋白较 AD组均显著下降，大鼠学习记忆能力得到显著改善。
Tan II A可通过抑制 iNOS mRNA的表达及 iNOS蛋白活性而
抑制 NO的生成释放，减弱 NO对于 AD患者大脑的神经毒性
作用造成的迟发性神经元死亡，减弱对于学习记忆能力减退的

影响[10],可能有多种机制参与了这一过程（如 NF-资B 通路等），
尚需进一步研究阐明丹参酮的神经保护作用机制，为临床治疗

AD提供理论依据[16-20]。
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