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【摘要】 目的 应用高通量抗体芯片技术（KinexTM Antibody Microarray）来研究中药I号方（PN-1）对阿尔兹海默病的治疗作用。 方法 将阿尔兹海默病模型小鼠分为两组，其中对照组4只，每天给予双蒸水灌胃，给药组8只每天给予中药提取物灌胃，给药3个月后，利用KinexTM Antibody Microarray 筛选出两组的差异表达蛋白，然后用Ingenuity  Pathway  Analysis（IPA）及查阅文献找到其中与阿尔兹海默病相关的蛋白分子。 结果 给予中药I号方（PN-1）的阿尔兹海默病小鼠与空白对照小鼠比较，差异表达蛋白其中与阿尔兹海默病相关，且存在变化的为：p- tau（T522）、COX2、 caspase6和caspase9下降；bcl-xl 和CaMK4升高。结论 中药I号方（PN-1）能从抗tau蛋白高磷酸化、抗炎、抑制凋亡和提高记忆力等多靶位改善阿尔兹海默病模型小鼠的病理生理表现，可能为治疗阿尔兹海默病的有效药物。
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【Abstract】Objective To investigated the therapeutical effects of Prescription No. 1 (PN-1) on Alzheimer’s disease by KinexTM Antibody Microarray which is a kind of high-throughput antybody microarray. Methods The Alzheimer’s disease mouse models are divided into treatment group and control group. There are 8 mouse in the treatment group and given once PN-1 every day by intragastric administration for 3 months，The 4 in the control group are given double distilled  water every day by intragastric administration for 3 months too.The different expression protein between the two groups are screened by KinexTM Antibody Microarray , the molecules relevant Alzheimer’s disease is determined by Ingenuity  Pathway  Analysis（IPA）and  critical review of literatures. Results Compared to control group, the proteins of the mouse in the treatment group which are associated with Alzheimer’s disease and have different expression between the two groups : p- tau（T522）、COX2、Caspase6 and Caspase9 which are decreased；Bcl-xl and CaMK4 which are increased. Conclusions  Prescription No. 1 (PN-1) can ameliorate the pathophysiological performance of Alzheimer’s disease mouse models by inhibiting the hyperphosphorylation of tau , inflammatory response,neuronal apoptosis and improving memory, is multitargeted，and may be an effective drug treatment for Alzheimer’s disease.

【Key words】 Alzheimer’s disease mouse model;  Prescription No. 1 (PN-1); KinexTM Antibody Microarray；multitargeted
[基金项目]北京协和医学院2010年博士研究生创新基金项目（2010-1001-001）。

[作者简介]梁良，男，硕士研究生。E-mail: dwsliangliang@163.com
[通讯作者]邓巍，医学博士，助理研究员，通讯作者；E-mail:dengW@cnilas.org

    阿尔兹海默病是Alois Alzheimer在1906年首先报道[4

]。关于阿尔兹海默病的发病机制虽有很多假说，如淀粉样蛋白级联假说、Tau蛋白假说和胆碱能假说等，但发病机制仍不是很清楚。 3

]。临床表现主要为认知下降和记忆损伤[2

]，其病理表现有细胞外老年斑沉积，细胞内神经纤维缠结、突触丢失、神经元炎症和神经元凋亡[1

]，它是老年人中最常见的痴呆类型，是一种与年龄相关的神经退行性疾病，是在发达国家引死亡的重要原因之一[
   目前对阿尔兹海默病的治疗还没有能够减慢或者停止阿尔兹海默病进展的药物，美国FDA批准的5种药物只能暂时缓解症状而且在病人中效果也不一致[
5

] 。现在对阿尔兹海默病的治疗研究有抗淀粉样蛋白和神经元保护方法[6

]。

本实验室以前的研究发现，中药I号方（PN-1）显著提高给药模型鼠的空间记忆力；能够减少给药模型鼠脑内老年斑沉积并能够降低脑内Aβ水平，提高突触可塑性相关分子的表达水平[7]。中药复方成分复杂，很有可能有若干个活性成分，通过多靶位起治疗作用，而现在临床上应用的药物只有一个作用靶点，多靶位治疗有可能比单靶位疗效更好。本实验利用KinexTM Antibody Microarray这种高通量抗体芯片技术 ,筛选出给药组与空白组模型鼠的差异表达蛋白，然后利用Ingenuity  Pathway  Analysis（IPA）这种生物信息学方法并结合文献，从中找到与阿尔兹海默病相关的蛋白，揭示中药的多靶位治疗作用，为阿尔兹海默病的治疗提供新的有效的药物。

1 材料与方法

1.1 中药

    中药I号方由35味中药组成，其粉剂用蒸馏水煮沸30min，3次，将上清液合并调整至生药浓度为1g/mL,用时稀释至0.1g/mL。本实验中的给药浓度均折合生药质量进行计算。

1.2实验动物

   实验中所用到的阿尔兹海默病小鼠模型为APP/PS1双转基因模型，是我所自己构建的，模型以C57BL/6J小鼠为背景，为含有人APP瑞典突变和人PS1敲除了第九个外显子而造成突变的双转基因小鼠。实验在中国医学科学院医学实验动物研究所病理室进行【SYSK(京）2011-0022】。

1.3分组及给药

   SPF级3月龄的APP/PS1双转基因小鼠，分为给药模型组和空白对照组，其中给药模型组为8只，雄性，每天灌胃给予2.4g/kg中药水提物，相当于临床用药的36倍；空白对照组4只，雄性，给予等体积双蒸水灌胃。给药时间持续3个月。

1.4 脑蛋白提取及KinexTM Antibody Microarray 分析

    给药结束后每组随机取出三只分离出海马后按下面过程提取蛋白：

  1）每250mg湿重的切碎的组织使用1mL蛋白裂解液（北京博肽健诺威生物技术有限公司提供）；
  2）用冰冷PBS冲洗组织3次以去除血污染物；
  3）匀浆机冰上捣碎组织，每次15sec，捣碎3次；
  4）用超声波探针粉碎核 DNA，粉碎次，每次10sec，每两次之间隔 10-15sec，在此过程中，样品须始终保留于冰上；
  5)用台式离心机上的最高速度 (15,000-17,000 x g)，4℃离心样品，30min;
  6) 将上清液部分转移到1.5mL离心管；
  8)使用BCA法测定样品蛋白浓度，分装至少100μg用于分析；

    然后利用KinexTM Antibody Microarray（北京博肽健诺威生物技术有限公司提供) 分析差异表达蛋白，这种高通量抗体芯片技术能够方便有效的帮助研究者发现有意义的结果，能够分析蛋白表达、蛋白间的相互作用和蛋白的磷酸化。

1.5利用Ingenuity Pathway Analysis（IPA）分析与阿尔兹海默病相关的蛋白分子

   IPA是一种基于网页的分析软件。它能帮助研究者从多水平了解生物体，分析来自各种平台的数据，使研究者深入理解分子和化学物质间的相互关系、细胞表型和疾病过程。将来自 KinexTM Antibody Microarray 分析的数据结果提交给IPA,并结合查阅文献，分析与阿尔兹海默病相关的分子。

2  结果

   将KinexTM Antibody Microarray分析后的结果，用Ingenuity Pathway Analysis（IPA）并结合文献分析后，得到与阿尔兹海默病相关的蛋白见表 1。

                表 1  阿尔兹海默病相关蛋白。

                Tab .1 Proteins associated with Alzheimer’s disease. 
 

抗体编号  目的蛋白名称   磷酸化位点              蛋白全称                           Z比值（给药组，空白对照组）

（Antibody  （Target    （Phospho site）       （Full T arget  Protein   Name）              (Z-ratio(Treatment,

 Codes）     Protein                                                                             Control))
             Name）                                              

                                                                                      
NK021-3
CaMK4
Pan-specific    Calcium/calmodulin-dependent protein-serine kinase 4 
                 1.10

NN007
Bcl-xL      Pan-specific    Bcl2-like protein 1
                                             1.04

NN027
COX2
      Pan-specific    Cyclo-oxygenase 2 (prostaglandin G/H synthase 2 precursor)
           -2.02

NN016
Caspase6
Pan-specific
    Caspase 6 (apoptotic protease Mch2)
                            -1.75

NN019-2
Caspase9
Pan-specific
    Caspase 9 (ICE-like apoptotic protease 6 (ICE-LAP6), Mch6, APAF3)
      -2.48

PN121
        Tau
      T522
          Microtubule-associated protein tau
                                  -1.00

注:Z-ratio≥1,视为给药组较空白对照组升高；而Z-ratio≤ -1视为给药组较空白对照组下降。
Note：Z-ratio≥1 The expression in treatment group is high than controlment group.             

      Z-ratio≤ -1The expression in controlment group is high than treatment group.   

讨论

阿尔兹海默病是老年人中最常见的痴呆类型，到目前为止仍然没有有效的治疗方法，最终导致病人的死亡。在美国，阿尔兹海默病是引起死亡的第六大原因，在65岁以上老年人的死亡原因中居于第五位。随着人口的老龄化，美国的统计数据表明，到2050年，65岁以上的人口中患有阿尔兹海默病的人将达到11 000 000 ～16 000 000。给家庭和个人带来了巨大的经济和精神压力。

到目前为止对阿尔兹海默病的治疗美国FDA共批准了5种药物，其中胆碱酯酶抑制剂类有四种tacrine、donepezil、rivastigmine 和galantamine；NMDA受体拮抗剂有Memantine[8]。但是这5种药物均不能延缓或者是停止疾病的进展，而且在病人中的效果也不一致[5]。除了以上5种FDA批准的药物之外还有正在研究中的抗淀粉样蛋白方法、他丁类、抗炎类以及Caspase抑制剂类等多种药物[6

]。可见现在临床上应用的以及正在研究的药物都是针对阿尔兹海默病的一个靶点而设计的。这可能正是现有药物效果不好的原因，本中药复方由35味中药组成，成分复杂，运用KinexTM Antibody Microarray这种新技术发现这种中药复方能够抑制神经元凋亡、抑制炎症、抑制tau蛋白的过度磷酸化，提高记忆力。

    中药I号方（PN-1）具有抗tau蛋白过度磷酸化的作用。在给药组，Tau蛋白T522磷酸化水平低于空白对照组。阿尔兹海默病病人脑Tau蛋白的磷酸化水平是正常人脑中的3-4倍，这些高度磷酸化的tau表现出了神经元毒性，不仅不能跟微管蛋白结合，也不能促进微管的组装，反而抑制微管的组装并破坏微管，在3×Tg 阿尔兹海默病模型鼠中，同时减少可溶性淀粉样蛋白和可溶性高磷酸化的tau能改善模型鼠的记忆力[9]。这表明降低Tau蛋白的高度磷酸化可能为阿尔兹海默病的一个治疗靶点。这表明PN-1能抑制Tau蛋白的高度磷酸水平来改善阿尔兹海默病模型小鼠的病理生理学表现。

   中药I号方（PN-1）具有抗炎作用。在给药组，COX2低于空白对照组。在阿尔兹海默病病人的脑中，炎症瀑布升高，如激活小胶质细胞、促炎因子、急性期蛋白和补体蛋白，研究表明阿尔兹海默病病人脑中COX2的水平是升高的[10]。 在脑中，COX2是一种促炎因子[11]。动物实验表明抑制COX2能提高小鼠的记忆力[12]。这表明PN-1可以通过抑制炎症反应来改善阿尔兹海默病模型小鼠的病理生理学表现。

   中药I号方（PN-1）具有抑制细胞凋亡的作用。在给药组Caspase6和Caspase9低于空白对照组；而抗凋亡蛋白Bcl-xl，在给药组高于空白对照组。阿尔兹海默病病人病理表现之一是神经元凋亡[3]，神经元凋亡需要大量的caspase，到现在为止共有13类Caspase[13]。这表明PN-1可能通过抑制细胞凋亡来改善阿尔兹海默病的病理生理学表现。
    中药I号方（PN-1）具有提高记忆力的作用。在给药组，CaMK4水平高于空白对照组。阿尔兹海默病病人的主要临床表现是进行性记忆力下降。研究发现 CaMK4是记忆形成的正调节因子，它水平的升高能提高老年鼠的记忆力[14]。这表明PN-1可能通过提高记忆力来改善阿尔兹海默病的病理生理学表现。

   而且以前的实验研究发现中药I号方（PN-1）能够减少给药模型鼠脑内老年斑沉积，降低脑内Aβ水平，促进给药模型鼠脑内突触信号转导蛋白水平的增加，提高给药鼠的记忆力[7]。这表明中药I号方（PN-1）能通过多靶位改善阿尔兹海默病的病理生理表现，这为多靶位药物的研发提供了基础，找到治疗阿尔兹海默病的有效药物。
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