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摘’要!目的’探讨叶黄素对老年痴呆*+Z+模型小鼠学习记忆能力的影响及相关作用机制$ 方法’采用 * 月龄

雄性快速老化痴呆模型小鼠*E+hl%+作为自然发病的 +Z模型#随机分为 +Z模型组和 # 个叶黄素剂量组*(*(#"(

$" I;0H;J_+#采用正常老化小鼠*E+h)(+作为正常对照组#连续灌胃 % 周$ 灌胃结束后采用 h9CC=G水迷宫对小

鼠进行学习记忆能力测验#取小鼠脑组织检测超氧化物歧化酶* EWZ+(过氧化氢酶*?+K+(谷胱甘肽*[ET+(丙二

醛*hZ++和乙酰胆碱酯酶*+35R+水平#取小鼠海马组织进行病理学观察$ 结果’与 +Z模型组比较#叶黄素中(

高剂量组的潜伏期明显缩短#差异有统计学意义*1i"."*+)# 个叶黄素剂量组的 ?+K(+35R活性均明显升高#[ET

含量明显增加#hZ+含量明显降低#差异均有统计学意义 *1i"."*+)叶黄素高剂量组海马组织细胞异常明显减

少$ 结论’叶黄素可改善快速老化痴呆模型小鼠的学习记忆能力#其作用机制之一可能是提升小鼠的抗氧化能

力#减少氧化应激损伤$
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’’老年痴呆"+A]5B=IBCnGD=GB>GB%+Z#是一种常见
的神经退行性疾病%临床表现为认知功能受损,智

能衰退和行为障碍&因其发病率高,病程较长,治疗
效果差%给家庭和社会造成了巨大的经济负担%已
成为当前世界急需解决的社会问题+ 我国虽不是
+Z患病率最高的国家%却是 +Z患病率增长最快的
国家+ 据统计%!"(" 年我国已有 +Z患者约 *&" 万
人 /(0 %$* 岁以上人群的患病率高达 *./\&预计到
!"!" 年%我国 +Z患者将超过 ( """ 万人+ 为缓解
随之引发的经济压力和医疗负担%迫切需要有效的
+Z防治办法+

目前 +Z的原发因素尚不清楚%建立一种理想化
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的 +Z动物模型进行相关机制和治疗方法的研究成
为热点+ 快速老化小鼠 E+h"GB:BG3B:3B>33BABC>@BD
I9NGB#是一种近交系衰老模型鼠%包括快速老化的
E+hl"GB:BG3B:3B->33BABC>@BD I9NGBLC9:B#和正常老
化的 E+h)"GB:BG3B:3B->33BABC>@BD I9NGBCBG=G@>:@#两
种品系+ 快速老化痴呆模型小鼠 E+hl% 是 E+hl系
中的一个亚系%可作为自然发病的老化痴呆鼠模型%
既有自然衰老小鼠特征%又有类似 +Z脑部病理改变
及学习记忆功能衰退的特征%显示出早期老化和加速
老化的特点%主要表现为学习记忆障碍,脑内 #-淀粉
样蛋白"QB@>>IFA9=D LC9@B=:%+##颗粒样结构广泛沉
着,皮质萎缩,海马锥体细胞减少等/!-#0 %被认为是一
种较为理想的 +Z模型+

叶黄素具有较强的抗氧化能力%其总抗氧化能
力是虾青素的 *" 倍,角黄素的 &* 倍&叶黄素不仅能
有效清除自由基%还能与脂类结合%有效抑制脂质
氧化%抵御自由基在人体内造成细胞与器官衰老损
伤 /,0 + 目前虽已有研究证实抗氧化剂对 +Z的病情
具有改善作用 /*-&0 %但缺乏叶黄素对 +Z影响的研
究%且以 E+hl% 作为模型的研究较少+ 因此%本研
究采用 E+hl% 作为自然发病的 +Z模型%考察叶黄
素对 +Z小鼠学习记忆能力的影响%并通过对抗氧
化能力指标和神经递质酶活性的检测,对海马组织
进行病理学观察%探讨叶黄素的可能作用机制+

(’材料与方法
(.(’材料
(.(.(’实验动物及样品

El6级 * 月龄雄性 E+hl% 小鼠 $, 只%El6级
* 月龄雄性 E+h)( 小鼠 ($ 只%体质量 !& p,( ;%均
购自北京莱艾特科技发展有限公司 /许可证号$
E?fg"京#!"(,-""",0+ 小鼠饲养于 El6屏障系统
/许可证号$ E?fg"京# !""$-"""/ 0%食,水自由摄
取%温度 (/ p!* q%相对湿度 #"\ p&"\%(! 5 光
照交替%每小时 (! 次室内空气更新+

食品级水溶性叶黄素粉"纯度 *\#%购自西安
仁邦生物科技有限公司%密封避光%于 , q冷藏+
(.(.!’主要仪器与试剂

EY8-_hE h9CC=G水迷宫"北京硕林苑科技有限
公司#,gZ?-!",$ 离心机,EF:BC;FT, 多功能酶标仪
"美国 J=9KBH #,KX-(/"( 紫外可见分光光度仪,
WAFILNGJf,( 光学显微镜+

超氧化物歧化酶 " EWZ#检测试剂盒 "(/($"#,

过氧化氢酶"?+K#检测试剂盒"?+K(""#,谷胱甘肽
"[ET#检测试剂盒 "?E"!$"#,丙二醛 "hZ+#检测
试剂盒"h+g"%*#,乙酰胆碱酯酶"+35R#检测试剂

盒"h+g((/#均购自美国 E=;I>-+ADC=35+
(.!’方法
(.!.(’动物分组及处理

将 $, 只 E+hl% 小鼠随机分为 , 组%即 ( 个 +Z

模型组和 # 个叶黄素剂量组%每组 ($ 只&将 ($ 只
E+h)( 小鼠作为正常对照组+ 适应性喂养 * 天后
开始试验+ # 个叶黄素剂量组分别灌胃给予 (*,#",
$" I;0H;J_的叶黄素"溶于生理盐水#%+Z模型
组和对照组灌胃等量生理盐水"".( IA0(" ;J_#%
每天 ( 次%连续 % 周+
(.!.!’h9CC=G水迷宫行为学观察

最后一次灌胃结束 !, 5 后%采用 h9CC=G水迷宫
进行学习记忆能力测验+ 水迷宫直径 ("" 3I%水深
!( 3I%水池内壁已做黑色喷塑处理%平台直径
/ 3I%平台高度 !" 3I%肉眼观察水面无法看到平台
位置%水温 !( p!! q+ 试验共历时 , 天%每天于固
定时间段训练 , 次+

定位航行试验$将小鼠放入水池中"不放平台#
自由游泳 ! I=:%使其熟悉迷宫环境+ 训练开始时%将
平台置于 7R象限%从池壁四个起始点的任一点将小
鼠面向池壁放入水池+ 自由录像记录系统记录小鼠
找到平台的时间"逃避潜伏期#和游泳路径%, 次训练
即将小鼠分别从四个不同的起始点"不同象限#放入
水中+ 小鼠找到平台后或 (!" G内找不到平台"潜伏
期记为 (!" G#%则由实验者将其拿上平台%在平台上
休息 (* G%再进行下一次试验+ 每日以小鼠 , 次训练
潜伏期的平均值作为小鼠当日的潜伏期+

空间探索试验$在潜伏期检测完成后%进行小
鼠的穿台试验%即把水下的平台撤掉%记录小鼠在
(!" G内穿越平台的次数+ 图像数据分析采用 EY8-
_hE h9CC=G水迷宫分析系统+
(.!.#’生化指标测定

水迷宫测试结束后%将小鼠麻醉处死%分离脑
组织%准确称量待测脑组织重量%按重量";#o体积
"IA# ‘(o/的比例%加 / 倍生理盐水%冰浴条件下制
成 ("\的组织匀浆%(" """ C0I=: 离心 !" I=: 后%取
上清液%按试剂盒操作说明检测 EWZ,?+K和 +35R

活性及 [ET和 hZ+的含量+ 采用考马斯亮蓝法检
测蛋白质含量+
(.!.,’海马组织病理学观察

取小鼠海马组织%用 ,\多聚甲醛溶液固定%常
规方法制成石蜡切片后苏木精-伊红染色 "TR染
色#%中性树胶封片,晾干后%用光学显微镜观察细
胞的形态学变化+
(.#’统计学分析

采用 ElEE (&." 统计软件进行数据分析+ 试验
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数据以均数"标准差" $9OG#表示%多组间比较采用
方差分析%两组间比较采用 7-@检验%1i"."* 表示
差异有统计学意义+

!’结果与分析
!.(’叶黄素对 E+hl% 水迷宫行为学的影响

h9CC=G水迷宫定位航行试验和空间探索试验的
结果见表 (+ 定位航行试验中%随着试验天数和训

练次数的增加%各组小鼠寻找平台的潜伏期均有所
缩短+ 试验三天中%+Z模型组和 # 个剂量组小鼠
的潜伏期均高于正常对照组%差异有统计学意义
"1i"."*#&叶黄素中,高剂量组的潜伏期均低于
+Z模型组%差异有统计学意义"1i"."*#+ 试验前
两天%叶黄素低剂量组的潜伏期与 +Z模型组比较%
差异无统计学意义 "1m"."*#%第三天时与 +Z模
型组比较%差异有统计学意义"1i"."*#+

表 (’叶黄素对 E+hl% 水迷宫行为学的影响" $9OG#

K>QAB(’R44B3@94AN@B=: =:@BCMB:@=9: 9: E+hl%nGQB5>M=9C=: @5Bh9CC=GP>@BCI>]B@BG@

组别
潜伏期0G

第一天 第二天 第三天
穿台次数0次
h"1!*%1&*#

正常对照组 /*.&% r/.// &,."( r(!.%" ,,.&, r(#.&% ("(%##

+Z模型组 ("/.,* r&.,&% //./% r%.$!% /!./% r(,.,,% """%"#%

叶黄素低剂量组 ("!./# r%./$% /!.!* r(!.!$% &$.&* r((.*$%w """%(#

叶黄素中剂量组 /%.(% r((.(*%w %&.!( r((.&/%w $&.!( r/.($%w (""%!#

叶黄素高剂量组 ("".&$ r$.(*%w %#.%! r*.%!%w &$.,/ r(".((%w !""%##

注$潜伏期数据以均数"标准差" $9OG#表示&穿越平台次数由中位数"h#和 1!*%1&* 表示&%表示该组数据与正常对照组比较%差异有统计学
意义"1i"."*# &w表示该组数据与 +Z模型组比较%差异有统计学意义"1i"."*#

’’由图 ( 中小鼠游泳轨迹可以看出%正常对照组
小鼠可以很快找到平台%+Z模型组小鼠找不到平
台%叶黄素剂量组的小鼠可以找到平台%但路径长

于正常对照组+ 可见低,中,高剂量的叶黄素干预
均可不同程度地缩短 E+hl% 的潜伏期%但最终第三
天的结果不呈剂量效应关系+

注$>为正常对照组&Q 为 +Z模型组&3为叶黄素低剂量组&D 为叶黄素中剂量组&B为叶黄素高剂量组&图中小圆圈代表平台所在位置%

右侧方块代表起点%左侧方块代表终点%曲线代表小鼠游泳路径

图 (’实验小鼠水迷宫实验轨迹图
6=;NCB(’EP=II=:;L>@5G94E+hl% >:D E+h)( =: @5Bh9CC=GP>@BCI>]B@BG@

’’空间探索试验中%由于小鼠的穿台次数不符合
正态分布%故采用中位数"1!*%1&*#表示,非参数检
验进行统计分析+ +Z模型组小鼠的穿台次数低于正
常对照组%差异有统计学意义"1i"."*#%叶黄素剂
量组的穿台次数较 +Z模型组有所提高%且呈一定的
剂量效应关系%但差异无统计学意义"1m"."*#+

上述结果表明%E+hl% 的学习,记忆能力均明
显低于 E+h)(&使用不同剂量的叶黄素进行干预
后% E+hl% 的学习能力均有所提高%但仍低于
E+h)("定位航行试验#&叶黄素干预对 E+hl% 的
记忆能力改善不明显"空间探索试验#+
!.!’叶黄素对 E+hl% 脑组织中抗氧化指标的影响

各组小鼠脑组织中 EWZ,?+K活性及 [ET,
hZ+含量见表 !+ +Z模型组的 EWZ,?+K活性及

[ET含量均低于正常对照组%差异有统计学意义
"1i"."*#%hZ+含量高于正常对照组%差异有统
计学意义"1i"."*#+ 叶黄素低剂量组的 EWZ活
性高于 +Z模型组%差异有统计学意义"1i"."*#%
中,高剂量组 EWZ活性较 +Z模型组有所升高%但
差异无统计学意义"1m"."*#+ 叶黄素低,中,高剂
量组的 ?+K活性及 [ET含量均高于 +Z模型组%差
异有统计学意义"1i"."*#%hZ+含量低于 +Z模
型组%差异有统计学意义"1i"."*#+ 此外%# 个叶
黄素剂量组的 ?+K活性均低于正常对照组%中,高
剂量组的 ?+K活性高于低剂量组%差异均有统计学
意义"1i"."*#&低剂量组的 [ET含量低于正常对
照组%高剂量组的 [ET含量高于低剂量组%差异均
有统计学意义"1i"."*#+
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表 !’叶黄素对 E+hl% 脑组织中抗氧化指标的影响" $9OG#

K>QAB!’R44B3@94AN@B=: =:@BCMB:@=9: 9: >:@=9<=D>:@=:D=3>@9CG=: QC>=: @=GGNB94E+hl%

组别
EWZ

0"X0I;LC9#
?+K

0"X0I;LC9#
[ET

0" :I9A0I;LC9#
hZ+

0" :I9A0I;LC9#

正常对照组 $(."/ r*./& !$.*, r#.$( (*.&" r!.!( !$.!/ r#.&#
+Z模型组 **./& r,.(*% (,.$( r(./(% (".*$ r(.&!% &#./, r(!.%"%

叶黄素低剂量组 $*.#" r$.#&w (&.*% r(.#*%w (#.!* r(./,%w !$.$/ r,.!*w

叶黄素中剂量组 $".,% r,.#" !!."* r#.!"%w x (*."( r(.**w !,.!( r,.!$w

叶黄素高剂量组 */./% r#.&& !(.&% r!.!!%w x (*.,( r!."*w x !&.%% r!.!$w

注$%表示该组数据与正常对照组比较%差异有统计学意义"1i"."*# &w表示该组数据与 +Z模型组比较%差异有统计学意义 "1i"."*# &
x 表示该组数据与叶黄素低剂量组比较%差异有统计学意义"1i"."*#

’’上述结果说明%E+hl% 的抗氧化能力明显低于
E+h)(&叶黄素干预能提高 E+hl% 体内的抗氧化酶
活性"EWZ,?+K#和抗氧化物质含量"[ET#%并减少
脂质过氧化产物"hZ+#的产生%从而提升小鼠的抗
氧化能力%减少氧化应激损伤&不同剂量叶黄素的
干预效果存在差异%仅 [ET含量随叶黄素剂量增大
而升高%其他指标没有剂量效应关系+
!.#’叶黄素对 E+hl% 脑组织中 +35R活性的影响

各组小鼠脑组织中 +35R活性见表 #+ +Z模型
组的 +35R活性与正常对照组相比%差异无统计学
意义"1m"."*#&叶黄素低,中,高剂量组的 +35R活
性均高于 +Z模型组%叶黄素高剂量组的 +35R活性
高于低剂量组%差异均有统计学意义 "1i"."* #+
说明叶黄素干预可提高 E+hl% 脑中 +35R活性%高
剂量叶黄素干预效果最为明显+
!.,’叶黄素对 E+hl% 海马组织病理变化的影响

各组小鼠海马组织的病理变化见图 !+ 正常
对照组小鼠海马组织可见海马神经细胞结构完
整,饱满%呈椭圆形%细胞核清晰%细胞质分布均
’’’

表 #’叶黄素对 E+hl% 脑组织中 +35R活性的影响" $9OG#

K>QAB#’R44B3@94AN@B=: =:@BCMB:@=9: 9: +35R>3@=M=@F

=: QC>=: @=GGNB94E+hl%
组别 +35R0"X0I;LC9#

正常对照组 ".!/ r".",

+Z模型组 ".!$ r".",

叶黄素低剂量组 ".#% r"."#w

叶黄素中剂量组 ".## r"."$w

叶黄素高剂量组 ".,$ r"."%w x

注$w表示该组数据与 +Z模型组比较%差异有统计学意义 "1i
"."*# & x 表示该组数据与叶黄素低剂量组比较%差异有统计学意
义"1i"."*#

匀,饱满+ +Z模型组小鼠海马组织出现异常细
胞%呈凋亡特征%细胞排列紊乱%部分细胞结构不
完整%细胞发生皱缩,界限不清+ 叶黄素低,中,高
剂量组小鼠的海马组织细胞数量有所减少%细胞
排列稍有紊乱&叶黄素高剂量组可见少量的细胞
胞体缩小%胞核染色略显加深%但细胞形态基本正
常+ 说明叶黄素干预能改善 E+hl% 海马组织神经
细胞出现的异常%以高剂量组的改善效果最为
明显+

注$>为正常对照组&Q 为 +Z模型组&3为叶黄素低剂量组&D 为叶黄素中剂量组&B为叶黄素高剂量组&放大倍数 !"" c

图 !’叶黄素对 E+hl% 海马组织 TR染色结果的影响
6=;NCB!’R44B3@94AN@B=: =:@BCMB:@=9: 9: TRG@>=:=:;945=LL93>ILNG4C9IE+hl%

#’讨论
#.(’抗氧化能力对 E+hl% 学习记忆能力的影响

自由基理论是衰老的基本理论%机体的抗氧化

能力与年龄相关性的神经退行性变及认知功能降
低密切相关+ +Z是一种以进行性记忆力障碍,判
断推理能力障碍,运动障碍为主要临床特征的老年
退行性疾病%主要病理特征为大脑出现以 +# 为核



叶黄素对老年痴呆小鼠学习记忆能力的改善作用!!!史云洁%等 !&"&’’ !

心的老年斑和 @>N 蛋白过度磷酸化而导致的神经纤
维缠结%以及神经元的广泛缺失+ 目前 +Z的原发
因素尚不清楚%存在多种发病假说%氧化应激学说
是其中之一 /!-#0 +

活性氧")WE#是指由氧衍生出来的自由基及
其产物%可引发生物大分子的过氧化%从而导致细
胞结构被破坏,生物功能丧失+ 脂质过氧化作用是
自由基引发并参与氧化应激的一个重要途径%hZ+
是细胞膜脂质过氧化的终产物之一%其含量可间接
反映脂质过氧化的程度+ 为了防止和抵御 )WE 造
成危害%机体内存在一个抗氧化防御系统%包括能
清除 )WE 的抗氧化酶"如 EWZ,?+K#,自由基清除
剂"如 [ET#等+ 抗氧化酶的活性与消除自由基的
能力成正比%与生物年龄的增长成反比&其活性越
高%说明机体抗氧化能力越强+ [ET量的多少则是
衡量机体抗氧化能力大小的重要因素 /%0 +

E+hl% 的诸多老化特征都与体内氧化应激水
平的升高有关 /#0 + 研究显示%与同龄 E+h)( 相比%
E+hl% 在幼年时就出现较高的氧化应激水平%说明
氧化应激可能是导致 E+hl% 快速老化和神经系统
退化的重要原因 //-("0 + 因此%补充抗氧化剂可能会
减轻甚至修复 E+hl% 体内氧化应激所导致的老化
损伤%从而改善其 +Z病情+

叶黄素作为一种较强的抗氧化剂%能有效地淬
灭单线态氧%与自由基反应%形成无害产物%或通过
破坏自由基链反应%将自由基清除 /,0 + 叶黄素的分
子结构可使其最大程度地与极易氧化的细胞膜脂
质结合在一起%以增强细胞膜强度%减少氧化损伤+

叶黄素还是脂类过氧化反应的断链抗氧化剂%能与
脂质结合而有效抑制脂质的氧化%从而抵御自由基
在体内造成的细胞与器官衰老损伤+

本研究结果表明$E+hl% 的抗氧化能力明显
低于同龄 E+h)(%而使用叶黄素干预后% E+hl%

脑组织中的抗氧化酶活性" EWZ,?+K#和抗氧化物
质含量"[ET#明显升高%脂质过氧化产物"hZ+#
明显降低&结合水迷宫行为学测试结果%说明叶黄
素很可能是通过提高 E+hl% 的抗氧化能力,降低
其氧化应激水平%从而改善了 E+hl% 的学习记忆
能力+ 这一结果也与之前同类研究的结果一
致 /((-(#0 + 除 ?+K活性外%叶黄素干预后 E+hl% 的
其他抗氧化指标均接近正常组%尤其是高剂量组
与 E+h)( 比较无差异%但该组水迷宫测试的潜伏
期却仍明显高于 E+h)(%这说明仅提高抗氧化能
力并不能使 E+hl% 的学习记忆能力恢复到正常水
平%抗氧化水平的提高只是改善 +Z症状的可能机
制之一+

#.!’+35R活性对 E+hl% 学习记忆能力的影响
(胆碱能损害)学说是 +Z产生的另一个重要机

制+ 乙酰胆碱"+35#是脑组织中一种非常重要的神
经递质%由胆碱乙酰转移酶 "?5+K#催化合成%由
+35R催化水解&胆碱能突触的突触前膜释放的 +35
与突触后膜上的受体结合%从而完成信息传递过
程+ +35 的减少程度与痴呆的严重性呈正相关 /((0 %
老年动物脑组织中 +35R活性降低是胆碱能神经元
功能降低的标志 /(,0 + 研究表明%E+hl% 与 E+h)(
脑组织中的 +35R活性没有明显差异 /(!%(*0 %这与本
研究的结果一致%说明 E+hl% 的痴呆症状可能与
+35R活性无关+

+35R活性可以反映 +35 的含量 /($0 %+35 含量
的增加会诱导 +35R将其水解+ 本研究发现%叶黄
素干预明显提高了 E+hl% 脑中 +35R的活性%以叶
黄素高剂量组效果最为明显+ 这说明叶黄素干预
可能增加了 E+hl% 脑中 +35 的含量%从而使 +35R
活性增加+ 以往研究普遍认为%改善 +Z症状的功
能成分是通过降低 +35R活性进而提高 +35 含
量 /("-((0 %也有少量研究发现干预后 +35R活性升
高 /(,0 %与本研究结果类似+ 本研究未对 +35 含量进
行测定%因此无法确定 +35R活性的升高是否与 +35
含量有关%这是本研究设计的不足之处%应在后续
研究中加以验证+
#.#’海马组织病理变化对 E+hl% 学习记忆能力的
影响

细胞凋亡是细胞死亡的一种形式%由抗凋亡
基因 C0$>* 蛋白和促凋亡基因 C#9蛋白共同调控+
研究发现% E+hl% 海马组织细胞出现凋亡%且
J3A-! 蛋白表达减少%J><蛋白明显表达 /((0 + 本研
究结果显示%叶黄素干预对 E+hl% 海马组织出现
的细胞异常和凋亡有抑制作用%这可能与相关基
因的表达有关+

综上所述%叶黄素干预能够改善 E+hl% 的学习
记忆能力%但改善程度与叶黄素剂量之间不呈剂量
效应关系+ 叶黄素的可能作用机制之一是通过提
升 E+hl% 的抗氧化能力,减少氧化应激损伤%从而
改善其 +Z症状+ 此外%叶黄素干预还提高了
E+hl% 脑组织中 +35R活性,抑制了海马组织细胞
的异常和凋亡%但这两项指标的具体作用机制还需
进一步考察+ 由于本研究未发现剂量效应关系%叶
黄素的有效干预剂量有待后续研究+
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