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阿里红多糖对Aβ1‒42诱导的AD大鼠模型海马区及
脑皮层 ROS/8-OHdG/3-NT/4-HNE含量的影响 
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摘  要: 目的  研究阿里红多糖(Fomes officinalis polysaccharides, FOPS)对阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, 

AD)模型大鼠海马区神经元的形态改变及脑皮层和海马区氧化应激水平的影响。方法  72 只健康雄性 SD 大

鼠称重并随机分为对照组、模型组、盐酸多奈哌齐组(0.5 mg/kg)、阿里红多糖高、中、低剂量组(100、50、

25 mg/kg), 每组 12 只。采用大鼠双侧海马 CA1 区注射(5 μL/侧)Aβ1‒42 建立 AD 大鼠模型, 给药 30 d 后, 苏木

精-伊红(hematoxylin-eosin staining, HE)染色观察海马神经元的形态改变, DCFH-DA 荧光探针分析处理对各组

大鼠海马区和脑皮质层中活性氧簇 (reactive oxygen species, ROS)的影响 , 酶联免疫吸附 (enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)法检测 8 羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-2´-deoxyguanosine, 8-OHdG)、3-硝基酪氨酸

(3-nitrotyrosine, 3-NT)、4 羟基壬烯醛(4-hydroxy-2-nonenal, 4-HNE)的含量。结果  实验 30 d 后, 与模型组比

较, 盐酸多奈哌齐及阿里红多糖组大鼠锥体细胞数目明显增多、形态较完整、海马神经元大多数较正常、排

列较规整紧密、着色均匀、核仁清晰, 大鼠海马区及脑皮层 ROS 含量明显降低(P<0.01), 8-OHdG、3-NT、4-HNE

含量明显降低(P<0.01)。结论  阿里红多糖通过影响 Aβ1‒42 诱导的 AD 大鼠脑内 ROS、8-OHdG、3-NT、4-HNE

含量, 改善脑内氧化应激状态, 起到改善认知障碍和保护神经的作用。 
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ABSTRACT: Objective  To research the effect of Fomes officinalis polysaccharides on the morphological changes 

of hippocampal neurons in Alzheimer's disease (AD) model rats and the level of oxidative stress in the cerebral cortex 
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and hippocampus. Methods  Total of 72 eligible male SD rats were weighed and randomly divided into control 

group, AD model group, donepezil hydrochloride group (0.5 mg/kg), FOPS high, medium and low dose groups (25, 

50, 100 mg/kg), with 12 rats in each group. The AD rat model was established by injecting (5 μL/side) Aβ1‒42 in the 

hippocampal CA1 area of both sides of the rat. After 30 days of treatment, hematoxylin-eosin staining (HE) staining 

was used to observe the morphological changes of hippocampal neurons. 2,7-dichlorodi-hydrofluorescein diacetate 

fluorescent probe was used to analyze reactive oxygen species and ELISA method was used to detect the content of 

8-OHdG, 3-NTand 4-HNEin the hippocampus and cerebral cortex of rats in each group. Results  After 30 days, 

compared with the model group, the number of pyramidal cells in donepezil hydrochloride group and Fomes 

officinalis polysaccharides group was significantly increased, the morphology was more complete, the majority of 

hippocampal neurons were more normal, the arrangement was more regular and compact, the color was uniform and 

the nucleolus was clear. The levels of ROS hippocampus and cerebral cortex of rats were significantly reduced 

(P<0.01), and the levels of 8-OHdG, 3-NT, and 4-HNE were significantly reduced (P<0.01). Conclusion  FOPS 

improves the oxidative stress state in the brain by affecting the content of ROS, 8-OHdG, 3-NT, 4-HNE of AD rats 

induce by Aβ1‒42, and plays a role in improving cognitive impairment and protecting nerves. 
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1  引   言 

阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是一种老年性

中枢神经系统退行性疾病[1], AD 的确切发病机制尚不明确, 

一般认为 AD 是一种多病因疾病, 其发病受年龄、环境、

免疫因素、神经突触功能等因素的影响[2]。AD 的主要病理

特征是大脑内神经元及突触的丢失 , β 淀粉样蛋白

(β-amyloid, Aβ)沉积引起的细胞外老年斑(senile plagues, 

SP)的形成及 tau 蛋白高度磷酸化形成的神经纤维缠结

(neurofibrillary tangles, NFTs)[3]。然而, 越来越多的研究发

现, Aβ 引起一系列的神经毒性作用, 诱导神经细胞的功能

紊乱甚至死亡, 导致记忆能力下降, 在这一过程中脑内氧

化应激的改变作用越来越受到重视[46]。 

研究证明, AD 患者大脑内抗氧化应激系统被削弱[7], 

脂质过氧化产物如 4 羟基壬烯醛 (4-hydroxy-2-nonenal, 

4-HNE)、蛋白质氧化产物如 3-硝基酪氨酸(3-nitrotyrosine, 

3-NT)及 DNA 氧化产物如 8 羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-2＇

-deoxyguanosine, 8-OHdG)在 AD 及轻度认知功能障碍

(mild cognitive impairment, MCI)患者大脑及脑脊液内升 

高[8], 这些氧化产物可以破坏细胞膜从而导致神经元的死

亡[9,10]。因此, 研究抑制氧化应激的药物对于 AD 的治疗具

有重要意义。 

阿里红(Fomes officinalis Ames)为多孔菌科药用层孔菌

的干燥子实体, 是新疆地区的道地药材, 相关研究报道阿里

红多糖具有清除氧自由基、抗衰老、抗氧化等生物活性作  

用[11,12]。阿依江ꞏ哈拜克等[13,14]前期研究结果证明, 阿里红多

糖对 Aβ 神经元损伤具有一定的保护作用, 提示阿里红多糖

在神经系统疾病治疗方面具有潜在的应用价值。本研究从氧

化损伤通路入手, 通过双侧脑室注射 Aβ建立大鼠 AD 模型, 

观察阿里红多糖(Fomes officinalis polysaccharides, FOPS)对

阿尔茨海默病模型大鼠海马区神经元的形态改变及脑皮层

和海马区氧化应激的影响, 探讨 AD 与氧化应激损伤的关系, 

初步阐明阿里红多糖抗 AD 的氧化作用机制。该研究结果可

为阿里红多糖在神经退行性疾病, 包括 AD 方面的治疗研究

提供理论基础和参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

2.1.1  动  物 

3 月龄 80 只健康雄性 SD (spragu-dawley)大鼠, 体重

(250±50) g, 由新疆医科大学动物中心提供, 质量合格证编

号: [SCXK(新)2019-0008]。实验大鼠在 SPF 级实验室正常

饲养, 保持充足的光照和通风, 笼饲养(3～4 只/笼), 自由

饮水和进食。 

2.1.2  药物及试剂 

阿里红粗多糖课题组自制 [12]; 盐酸多奈哌齐片[批

号 1707094, 卫材 (中国 )药业有限公司 ]; Aβ1‒42(批号

MB3894, 大连美仑生物技术有限公司 ); 苏木精 -伊红

(HE)染色试剂 (新疆医科大学临床医学研究院病理科 ); 

ROS 检测试剂盒(批号 E004, 南京建成生物工程研究所); 

大鼠 3-NT 酶联免疫分析试剂盒、大鼠 4-HNE 酶联免疫

分析试剂盒、大鼠 8-OHdG 酶联免疫分析试剂盒(批号分

别为 JL20736、JL20738、JL12002, 上海江莱生物科技

有限公司)。 

2.1.3  仪  器 

54006 脑立体定位仪(日本 TSE Systems 公司); 1j5 μL
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微量进样器(上海浦伦医疗器械有限公司); DHP-9082 电热

恒温培养箱(上海-恒科技有限公司); RM2016 病理切片机、

DM3000 LED 光学显微镜、EG1150 包埋机(德国 Leica 公

司); Multiskan GO 全波长酶标仪(美国赛默飞世尔科技公

司); F6/10 手持式高速匀浆机(上海净信实业发展有限公

司 ); Allegra64R 高速冷冻台式离心机 (美国 Beckman 

Coulter 有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  动物模型的建立 

无菌条件下, 将 1 mg Aβl‒42溶于 50%的 DMSO 中, 再

用无菌生理盐水将其溶解稀释成 2 μg/μL, 37 ℃恒温箱孵

育 7 d, 使其变为聚集态的 Aβl‒42。1%戊巴比妥(45 mg/kg)

腹腔麻醉后, 固定大鼠立体定位, 使用微量注射器缓慢注

射凝聚态 Aβ1‒42 各 5 μL 于双侧海马内以诱导 AD 模型。根

据大鼠脑立体定位图定位注射部位, 前囟后 3 mm, 矢状缝

左右旁开 2.5 mm, 硬膜下 3 mm。 

2.2.2  动物分组及给药 

72 只健康雄性 SD 大鼠称重并按随机原则分为对照

组、模型组、盐酸多奈哌齐组(0.5 mg/kg)、阿里红多糖

高、中、低剂量组(100、50、25 mg/kg), 每组 12 只。各

组大鼠 Aβ1‒42 注射 3 d 后进行灌胃给药(1.0 mL/100 g), 

每日 1 次, 连续 30 d。正常对照组和模型组大鼠用蒸馏

水灌胃; 阳性对照组用盐酸多奈哌齐溶液进行灌胃; 阿

里红高、中、低剂量组则使用不同浓度阿里红多糖灌胃

治疗。 

2.2.3  HE 染色观察大鼠海马神经病变 

每组随机抽取 3 只大鼠用 1%戊巴比妥钠(0.45 mL/ 

100 g)进行腹腔注射麻醉, 置于解剖盘中, 开胸暴露并游

离出心脏, 经左心室插入灌流针并固定, 切开右心耳, 先

灌注冰冻无菌生理盐水 150 mL, 直到肝和肺脏颜色转白

及右心房流出液澄清, 后再灌注冰冻 4%多聚甲醛 250 mL, 

断头取脑, 置 4%多聚甲醛固定液后固定 24 h 常规制片备

用。然后依次进行常规脱水透明、浸蜡、包埋, 切片厚度

5 μm, 制成石蜡切片, 石蜡切片脱蜡, 二甲苯透明, 梯度

乙醇脱二甲苯, 充分浸洗后苏木素染色 15 min, 1%盐酸乙

醇镜检分化后入 1%氨水蓝化 2~3 min, 蒸馏水充分冲洗, 

1%伊红染色 3 min, 梯度乙醇脱水、二甲苯透明, 中性树胶

封片。光学显微镜下观察摄影。 

2.2.4  DCFH-DA 法测定大鼠海马区和脑皮质层中 ROS

含量 

处死大鼠后, 迅速在冰上分离大脑皮层及海马组织, 

称取重量, 按重量(g):体积(mL)=1:10 的比例加入 1×PBS 匀

浆 , 4 ℃ 1000 r/min 离心 10 min 后采集上清液 , 按

DCFH-DA:PBS=1:9 的比例配制 1 mmol/L DCFH-DA 工作

液 , 应用全波长扫描式多功能读数仪测定其在激发波长

488 nm 和发射波长 525 nm 处的荧光强度。 

2.2.5  ELISA 测定大鼠海马区和脑皮质层中 3-NT、4-HNE

和 8-OHdG 的含量 

按照试剂盒说明书将大鼠断头取脑, 迅速在冰上分

离大鼠皮质层和海马组织并称重后, 按重量体积比(1:9)向

组织中加入 PBS 溶液, 在冰上用匀浆器充分匀浆, 在 4 ℃ 

3000 r/min 离心 20 min 后, 取上清用于含量测定。 

2.2.6  数据分析 

采用 SPSS 21.0 统计软件进行数据分析 , 先进行正

态性检验 , 若服从正态分布所有数据均用均数±标准差

( x s )表示 , 实验结果多组间比较采用单因素方差分

析 (one-way ANOVA), 多重比较采用最小显著差值法

(least significant difference, LSD)(方差齐)和 Dunnett’s 

T3 法(方差不齐)。P<0.05 为差异显著 , P<0.01 为差异极

显著。  

3  结果与分析 

3.1  大鼠海马组织病理学的变化 

HE 染色法表明, 海马 CA1 区神经细胞形态与对照组

比较, AD 模型组大鼠海马各区可见较多的神经元胞体缩

小、胞浆浓缩、核固缩、整个细胞深染成红色、神经元数

量减少、较多锥体神经元胞质逐渐浓缩、胞体体积减少、

核呈深染色、锥体神经元受损水平较高, 其形态学变化如

图 1 所示。与模型组比较, FOPS 高、中剂量组及盐酸多奈

哌齐组的锥体细胞数目明显增多、形态较完整、海马神经

元大多数较正常、排列较规整紧密、着色均匀、核仁清晰、

胞核固缩浓染减轻。 

3.2  大鼠海马区和脑皮质层中 ROS 含量差异 

DCFH-DA 法检测大鼠海马区和脑皮质层中 ROS 含

量检测结果表明, 模型组 AD 大鼠海马组织及脑皮质层中

ROS 含量较对照组显著升高(P<0.01)。与模型组比较, 盐

酸多奈哌齐和 FOPS 高、中、低剂量组干预治疗 30 d 后, AD

大鼠海马组织及脑皮质层中 ROS 含量明显降低(P<0.01, 

P<0.05), 结果提示 FOPS 通过降低脑内 ROS 水平, 起到抗

氧化作用。其差异水平具体见表 1 所示。 

3.3  大鼠海马区和脑皮质层中 3-NT、4-HNE 和

8-OHdG 含量分析 

ELISA 检测 3-NT、4-HNE 和 8-OHdG 含量结果表明, 

Aβ1‒42 诱导的 AD 大鼠模型海马组织及大脑皮质层中

3-NT、4-HNE、8-OHdG 含量较对照组显著升高(P<0.01); 

盐酸多奈哌齐和 FOPS 高、中剂量组处理后, 海马组织和

大脑皮质层中 3-NT、4-HNE、8-OHdG 的含量较模型组显

著降低(P<0.01), 具体见表 2 和 3。 
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注: A. 空白组; B. 模型组; C. 盐酸多奈哌齐组; D. FOPS 高剂量组; E. FOPS 中剂量组; F. FOPS 低剂量组。 

图 1  海马 CA1 区 HE 染色结果(HE×400) 

Fig.1  HE staining results in hippocampal CA1 region (HE×400) 
 
 
 

表 1  FOPS 对大鼠海马区和脑皮质层中 ROS 水平的影响( x s± , n=6) 

Table 1  Effect of FOPS on the level of ROS in the hippocampus and cerebral cortex of rats ( x s± , n=6) 

组别 剂量/(mg/kg) 海马组织 大脑皮质层 

对照组 - 68.58±2.37 123.97±12.32 

模型组 - 129.44±14.29## 302.92±34.77## 

盐酸多奈哌齐组 0.5 74.92±2.51** 172.23±7.81** 

FOPS 高剂量组 100 81.60±2.05** 175.11±3.61** 

FOPS 中剂量组 50 90.63±3.02** 189.27±4.22** 

FOPS 低剂量组 25 101.65±2.69* 217.16±14.58* 

注: 与对照组比较, ##P<0.01, #P<0.05; 与模型组比较, **P<0.01, *P<0.05。 

 

 

 

表 2  FOPS 对大鼠海马区中 3-NT、4-HNE 和 8-OHdG 含量的影响( x s± , n=6) 

Table 2  Effect of FOPS on the content of 3-NT, 4-HNE and 8-OHdG in the hippocampus of rats ( x s± , n=6) 

组别 剂量/(mg/kg) 3-NT/(nmol/L) 4-HNE/(μmol/L) 8-OHdG/(ng/mL) 

空白组 - 57.38±11.87 4.67 ±2.00 19.93±4.26 

模型组 - 210.46±13.81## 41.75±3.33## 74.30±5.61## 

盐酸多奈哌齐组 0.5 76.22±6.95** 6.45±3.93** 30.08±4.34** 

FOPS 高剂量组 100 94.46±13.01** 12.39±2.59** 40.29±5.80** 

FOPS 中剂量组 50 119.91±17.55** 24.28±5.05** 56.29±4.46** 

FOPS 低剂量组 25 194.08±19.13 30.79±2.23 60.62±5.12 

注: 与对照组比较, ##P<0.01, #P<0.05; 与模型组比较, **P<0.01, *P<0.05。 
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表 3  FOPS 对大鼠脑皮层中 3-NT、4-HNE 和 8-OHdG 含量的影响( x s± , n=6) 

Table 3  Effect of FOPS on the content of 3-NT, 4-HNE and 8-OHdG in the cerebral cortex of rats ( x s± , n=6) 

组别 剂量/(mg/kg) 3-NT/(nmol/L) 4-HNE/(μmol/L) 8-OHdG/(ng/mL) 

空白组 - 18.76 ±9.22 4.22 ±3.07 5.44±2.53 

模型组 - 147.53±42.41## 36.25±3.15## 44.75±6.85## 

盐酸多奈哌齐组 0.5 20.65 ±13.20** 11.62±3.49** 9.87±8.10** 

FOPS 高剂量组 100 55.60±19.52** 13.82±1.76** 18.02±5.80** 

FOPS 中剂量组 50 89.11 ±19.67** 27.37±5.06** 25.55±7.59** 

FOPS 低剂量组 25 103.11 ±43.86* 34.17±4.99 41.41±4.86 

注: 与对照组比较, ##P<0.01, #P<0.05; 与模型组比较, **P<0.01, *P<0.05。 

4  讨  论 

AD 的病因和发病机制复杂,目前尚无有效的干预手

段。以往围绕 Aβ 开展的临床和基础研究证据指出, 其在

AD 的病程中发挥关键作用 [15]。Aβ 是由 Aβ 前体蛋白

(amyloid precursor protein, APP)在 β、γ 2 种分泌酶作用下

被连续水解得到的多肽, 可在细胞基质发生沉淀和聚积, 

主要包括 Aβ1‒40、Aβ1‒42 两种形式, 其中 Aβ1‒42 的神经毒性

较其他 Aβ 片段的毒性更强, 更容易导致特定脑区老年斑

的形成, 进一步模拟 AD 脑内的病理改变, 其较其他方法

诱导的 AD 动物模型能更全面诠释其发病机制[16]。 

因此, 本研究中将 Aβ1‒42 注射入大鼠双侧海马区以模

拟 Aβ在脑组织内的沉积, 建立大鼠 AD 模型, 通过 HE 染

色发现 AD 模型组大鼠海马各区可见较多的神经元胞体缩

小、胞浆浓缩、核固缩、整个细胞深染成红色、神经元数

量减少、较多锥体神经元胞质逐渐浓缩、胞体体积减少、

核呈深染色, 锥体神经元受损水平较高, 表明本研究成功

复制了 AD 动物模型, 为实验研究奠定基础。 

Aβ 在脑组织中不可逆性沉积, 进一步激活活性氧自

由基(ROS), 引起氧化应激(oxidative stress, OS), 过强的氧

化应激反应会导致神经细胞膜或细胞器膜上的脂质过氧

化、蛋白质的硝化和核酸的破坏, 影响神经细胞突触能力, 

最终导致神经元功能缺失、代谢紊乱、学习认知及记忆功

能明显下降[17], 从而促进 AD 的发生与发展。 

8-OHdG、3-NT、4-HNE 分别是氧化应激导致的 DNA、

蛋白质和脂质氧化损伤产物, 会引起细胞毒害作用, 影响

信号转导和正常生理活动甚至导致细胞凋亡, 最终引起组

织器官功能减退[17]。因此 8-OHdG、3-NT、4-HNE 含量, 可

代表细胞中氧化损害严重程度, 是目前公认的氧化损伤标

记物[18-20]。本研究结果显示, Aβ1‒42 诱导的 AD 大鼠海马组

织及大脑皮层中 ROS 水平明显增加 , 3-NT、4-HNE、

8-OHdG 含量明显增高, 说明 AD 模型大鼠已经存在严重

的氧化应激损伤。同时经阿里红多糖高、中剂量组治疗后

AD 大鼠海马组织及脑皮质层中 ROS 水平明显降低, 海马

组织和大脑皮质层核酸、蛋白质、脂质过氧化物产物 3-NT、

4-HNE、8-OHdG 明显降低。表明阿里红多糖能够通过提

升神经元细胞抗氧化和清除自由基的能力以减轻 Aβ1‒42 诱

导神经元细胞凋亡以及氧化应激反应进而起到防治 AD 的

作用。 
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