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姜黄素对9月龄APPswe/PS1dE9双转基因小鼠行为学的影响
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【摘要】 目的 应用Morris水迷宫，测试AD模型APPswe/PS1dE9双转基因小鼠定位航行及空间搜索等学习记忆和记忆保持能力，评价姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠认知功能的影响。方法 将3月龄的APPswe/PS1dE9双转基因小鼠随机分为模型组、罗格列酮组(10 mg/kg•d)、姜黄素高(400 mg/kg•d)、中(200 mg/kg•d)、低剂量组(100 mg/kg•d)，每组6只；并以同月龄遗传背景相同的C57/BL6J小鼠作为对照组。每天灌胃给药1次，连续灌胃6个月。应用Morris水迷宫进行行为学检测。结果 姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠空间学习记忆能力障碍有改善作用，尤以姜黄素大剂量和中剂量组效果比较明显。结论 姜黄素能改善APPswe/PS1dE9双转基因小鼠的认知功能。
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Effect of curcumin on the ethology of APPswe/PS1dE9 transgenic mice
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【Abstract】 Objective  To evaluate the effect of curcumin on cognitive function of APPswe/PS1dE9 double transgenic mice. Methods 3-month old APPswe/PS1dE9 dtg mice were randomly divided into model group, rosiglitazone group and curcumin high-, medium- and low-dose groups (n = 6), with age-matched C57BL/6J mice of the same genetic background as normal control group. Medication was given once a day by intragastric gavage for 6 months. Morris water maze was used to test the spatial learning and memory ability of APPswe/PS1dE9 double transgenic mice. Results Curcumin showed improvement effect on the spatial learning and memory disabilities of APPswe/PS1dE9 double transgenic mice, especially in the curcumin high-dose and medium-dose groups. Conclusion  Curcumin can improve learning and memory ability of APPswe/PS1dE9 double transgenic mice. 
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阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是一种常见的神经变性病，主要表现为进行性的认知功能的减退，早期以近记忆力受损为主，远记忆力受损相对较轻，同时语言功能逐渐受损，寻找词语、回忆名字困难。并可出现计算困难、时间地点定向障碍、执行功能下降等。AD的发生与多种因素有关，其主要的病理特征包括神经细胞外以β-淀粉样蛋白（β-amyloid, Aβ）沉积为核心形成的老年斑（senile plaques, SP）；神经细胞内以过磷酸化的tau蛋白为核心形成的神经元纤维缠结（neurofibrillary tangles, NFTs）和神经细胞丢失[1]。
本研究采用公认的研究Aβ级联反应和AD的防治策略的APPswe/PS1dE9双转基因小鼠，该小鼠表达突变人β-淀粉样前体蛋白基因swe (Swedish β-amyloid precursor protein, APPswe) 和突变早老蛋白1-A246 基因( presinilin 1-246E, PS1-246E) 的双转基因( APP/PS1 double transgenic, APP/PS1 dtg) ，可在短期内大量产生Aβ42及Aβ寡聚体或称ADDLs ( Aβ-derived diffusible ligands, ADDLs)，出现拟AD的病理改变，随年龄的增加，这些病理改变会逐渐加重[2,3]。西药罗格列酮( rosiglitazone, RSG )是一种噻唑烷二酮类氧化物酶体增殖物激活受体γ (peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPARγ) 激动剂。Watson GS等研究罗格列酮作为胰岛素增敏剂可以使病理性ADDLs显著减少，改善轻、中度AD患者记忆力 [4]。因此，本实验选用罗格列酮作为阳性对照药物，利用水迷宫行为学观察中药单体姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠行为学的影响，以探寻姜黄素对AD的潜在靶标，初步探讨其可能的机制。
1  材料和方法
1.1 试剂与仪器  

姜黄素为美国Sigma-Adrich公司产品(批号c1386)；马来酸罗格列酮片[葛兰素史克（天津）有限公司产品，批号09060108]。

1.2 实验动物及实验环境  

SPF级3月龄APPswe/PS1dE9双转基因小鼠30只，雄性，体重18~20 g；SPF级同月龄C57/BL6J小鼠6只，雄性，体重18~20 g，购自中国医学科学院医学实验动物研究所，许可证号[SCXK(京)2009-0004]，饲养于北京中医药大学东直门医院中药药理学实验室屏障环境动物室[SYXK(京)2009-0028]。实验过程中动物自由摄食和饮水。所有实验操作程序均经过东直门医院实验动物使用管理委员会和伦理委员会批准(批准号为2011-02)。
1.3 分组和给药  

随机将3月龄APPswe/PS1dE9双转基因小鼠分为模型组，姜黄素高(400 mg/kg•d)、中(200 mg/kg•d)、低剂量(100 mg/kg•d)组，罗格列酮组(10 mg/kg•d)，每组6只，连续灌胃6个月。对照组为同月龄同背景非转基因小鼠，模型组和对照组给予等体积0. 5%羧甲基纤维素钠( CMC-Na) 灌胃。
1.4  Morris水迷宫测试
采用Morris水迷宫测试小鼠定位航行及空间搜索等学习记忆和记忆保持能力。试验共进行6 d，前2 d为训练时间，中间3 d为测试，最后1 d为撤台测试。每天训练2次，所选入池位置为平台相对及相邻象限，将小鼠于象限边缘1/2弧度处头朝池壁入水，同时摄像机开始记录。经60 s未找到站台者，将其引领至站台，放置5 s引导其学习记忆。记录小鼠找到站台的游出时间、游出距离。第3天起重复如上操作。数据采集及图像分析均由图像自动监视和处理系统完成。实验结束，记录各组动物到达站台的逃避潜伏期游泳时间、游泳距离及搜索站台的轨迹。

1.5 统计学分析

所得数据以(x ±s 表示，采用统计软件SPSS 15. 0进行统计分析，组间数据比较用单因素方差分析( One-Way ANOVA) 。以P<0. 05有统计学意义， P<0. 01为差异有显著性。

2  结果
2.1 姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠定位航行能力的影响  

各组小鼠的逃避潜伏期随训练次数增加均呈下降趋势，中间有小的浮动。第2、3天，模型组逃避潜伏期与对照组小鼠相比显著延长(P<0.05)，与模型组小鼠相比，各干预组逃避潜伏期第2天无明显差别(P>0.05)，第3天逃避潜伏期时间均明显缩短(P<0.05)。第4、5天，模型组小鼠与对照组小鼠相比时间均延长(P<0.01) ，第5天姜黄素大剂量组小鼠逃避潜伏期与模型组相比时间减短(P<0.05)。与罗格列酮组相比，姜黄素各剂量组逃避潜伏期无明显差异（P>0.05）（表1，图1）。

表1 姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠逃避潜伏期的影响（(x±s，n  =  6）

Tab. 1 The effect of curcumin on the escape latency in the APPswe/PS1dE9 double transgenic mice（(x ±s，n  =  6）
	分组
Groups
	剂量  Doses mg/kg•d
	第1天
Day 1  (sec)
	第2天 
Day 2  (sec)
	第3天 
Day  3  (sec)
	第4天
Day 4  (sec) 
	第5天
Day 5  (sec)

	对照
Normal group
	-
	60.00±0.00
	36.88±19.67
	39.89±10.31
	16.29±2.57
	20.23±5.63

	模型
Model group
	-
	60.00±0.00
	60.00±0.00*
	60.00±0.00*
	54.04±9.47**
	52.51±18.35**

	罗格列酮
Rosiglitazone group
	10
	58.10±2.94
	58.84±2.84
	31.10±22.93△
	45.95±20.65
	48.00±19.50

	姜黄素
Curcumin group
	400
	58.34±4.07
	56.39±8.83
	40.64±20.48△
	38.07±24.91
	31.97±19.98△

	
	200
	 60.00±0.00
	52.96±17.22
	38.56±17.91△
	39.30±17.36
	42.18±17.85

	
	100
	60.00±0.00
	60.00±0.00
	47.51±21.14△
	52.05±19.49
	52.47±13.66


注：与正常组相比，**P<0.01,*P <0.05；与模型组相比，△△P<0.01,△P<0.05；与罗格列酮组相比，◇◇P<0.01，◇P<0.05。
Note: Compared with the normal group, **P<0.01, *P <0.05; Compared with the model group, △△P<0.01,△P<0.05；Compared with the rosiglitazone group, ◇ ◇ P <0.01, ◇ P <0.05.
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图1  Morris水迷宫定位航行能力

Fig. 1 Navigation ability measured by Morris water maze test
2. 2 姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠空间探索能力的影响  

各组小鼠的游泳距离随着训练时间的延长而有所减少，中间有小的波动，第2天，模型组与对照组相比，游泳距离明显延长(P<0.05)，姜黄素大剂量组与模型组相比，游泳时间减少(P<0.05)，第3天，其它各组小鼠与模型组相比，游泳距离均减少(P<0.05)，其中姜黄素中剂量组和罗格列酮组游泳距离明显减少(P<0.01)。第4天，模型组与对照组相比，游泳距离明显延长(P<0.01)，姜黄素大剂量组，姜黄素小剂量组与模型组相比，游泳时间减少(P<0.01)，姜黄素中剂量组与模型组相比，游泳时间减少(P<0.05)。第5天，模型组与对照组相比，游泳距离明显延长(P<0.01)， 姜黄素大剂量组，姜黄素中剂量组与模型组相比，游泳距离均减少(P<0.01)，姜黄素小剂量组与模型组相比，游泳距离均减少(P<0.05) 。姜黄素各剂量组与罗格列酮组相比各天游泳距离均无明显差异（P＞0.05）（表2，图2）。
表2 姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠空间探索能力的影响((x ±s，n  =  6)

Tab. 2 The effect of curcumin on the spatial memory ability of the APPswe/PS1dE9 double transgenic mice
((x ±s，n  =  6)
	组别

Groups
	剂量/ mg/kg•d
	第1天
Day 1 (cm)
	第2天
Day 2 (cm)
	第3天
Day 3 (cm)
	第4天
Day 4 (cm)
	第5天
Day 5 (cm)

	对照
Normal group
	-
	1040.32±192.45
	614.48±394.64
	623.85±211.75
	208.96±34.45
	264.37±104.37

	模型
Model group
	-
	1209.56±116.19
	1312.30±100.18*
	1197.61±144.80*
	1059.08±230.90**
	1120.60±198.18**

	罗格列酮
Rosiglitazone group
	10
	912.57±206.73
	1123.11±203.69
	491.31±417.47△△
	856.42±354.93
	833.55±298.67△

	姜黄素
Curcumin group
	400
	911.53±292.57
	690.96±418.57△
	662.17±282.74△
	550.70±423.03△△
	506.59±307.84△△

	
	200
	987.44±139.54
	966.31±426.23
	568.68±233.96△△
	590.59±241.10△
	662.11±324.06△△

	
	100
	957.79±200.27
	1091.72±209.27
	840.55±420.37△
	826.09±348.40
	790.72±223.41△


注：与正常组相比，**P<0.01, *P <0.05；与模型组相比，△△P<0.01, △P<0.05，与罗格列酮组相比，◇◇P<0.01，◇P<0.05。
Note: Compared with the normal group, **P<0.01, *P <0.05; Compared with the model group, △△P<0.01, △P<0.05 ; Compared with the rosiglitazine group, ◇ ◇ P <0.01, ◇ P <0.05.
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图2  Morris水迷宫空间探索能力

Fig. 2 Spatial memory ability of the mice measured by Morris water maze test 

2.3 姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠空间学习记忆和记忆保持能力的影响  
Morris水迷宫撤台实验小鼠的目标象限停留时间和穿越平台次数：与对照组小鼠相比，模型组小鼠目标象限停留时间显著缩短（P<0.01），而与模型组相比，各干预组目标停留时间均延长（P＜0.05）。模型组小鼠60s内穿越平台次数与对照组小鼠相比显著减少（P<0.05），姜黄素各组与模型组相比穿越次数增加（P<0.05）。姜黄素各剂量组与罗格列酮组相比目标象限停留时间以及穿越次数无明显差异（P＞0.05）（表3，图3，4）。
表3 姜黄素对APPswe/PS1dE9双转基因小鼠穿越平台次数的影响((x ±s，n  =  6)
Tab. 3 The effect of curcumin on transversing frequency of the APPswe/PS1dE9 dtg mice ((x ±s，n  =  6)
	组别
Groups
	剂量/ mg/kg•d
 Dose / mg/kg•d
	目标象限停留时间（s）
Retention time in target quadrant (sec)
	穿越平台次数
Frequency of transversing flatform

	对照
Normal group
	-
	18.15±2.96
	2.50±0.55

	模型
Model group
	-
	7.32±2.81*
	0.50±0.55*

	罗格列酮
Rosiglitazone group
	10
	14.4±2.60△
	1.67±1.37

	姜黄素
Curcumin group
	400
	17.30±5.99△
	2.83±1.94△

	
	200
	19.52±6.25△
	2.00±0.89△

	
	100
	19.15±4.75△
	2.50±1.52△


注：与正常组相比，**P<0.01, *P <0.05；与模型组相比，△△P<0.01, △P<0.05，与罗格列酮组相比，◇◇P<0.01，◇P<0.05。

Note: Compared with the normal group, **P<0.01, *P <0.05; Compared with the model group, △△P<0.01, △P<0.05 ; Compared with the rosiglitazone group, ◇ ◇ P <0.01, ◇ P <0.05.
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注：a.对照组；b.模型组；c.罗格列酮组；d.姜黄素高剂量组；e.姜黄素中剂量组；f.姜黄素小剂量组
与正常组相比，**P<0.01, *P <0.05；与模型组相比，△△P<0.01, △P<0.05，与罗格列酮组相比，◇◇P<0.01，◇P<0.05。

图3  Morris水迷宫撤台实验目标象限停留时间
Note: a. Control group; b. Model group; c. Rosiglitazone group; d. Curcumin high-dose group; e. Curcumin ; medium-dose group; f. Curcumin low-dose group.

Compared with the normal group, **P<0.01, *P <0.05; Compared with the model group, △△P<0.01, △P<0.05 ; Compared with the rosiglitazone group, ◇ ◇ P <0.01, ◇ P <0.05.

Fig. 3 Swimming time in the target quadrant measured in probe trial of Morris water maze test.
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注：a.对照组；b.模型组；c.罗格列酮组；d.姜黄素高剂量组；e.姜黄素中剂量组；f.姜黄素小剂量组
与正常组相比，**P<0.01, *P <0.05；与模型组相比，△△P<0.01, △P<0.05，与罗格列酮组相比，◇◇P<0.01，◇P<0.05。

图4  Morris水迷宫撤台实验穿越平台次数
Note: a. Control group; b. Model group; c. Rosiglitazone group; d. Curcumin high-dose group; e. Curcumin  medium-dose group; f. Curcumin low-dose group.

Compared with the normal group, **P<0.01, *P <0.05; Compared with the model group, △△P<0.01, △P<0.05 ; Compared with the rosiglitazone group, ◇ ◇ P <0.01, ◇ P <0.05.

Fig. 4 Transversing frequency measured in the probe trial of Morris water maze test.
3  讨论

姜黄素是从姜科姜黄属植物姜黄、莪术、郁金等的根茎中提取的一种天然有效成分，体内研究证实，口服姜黄素能够抑制AD小鼠大脑中Aβ沉积物、Aβ寡聚体、Tau蛋白磷酸化的形成，并能够改善动物模型的行为损害[5]。Morris水迷宫是常用的检测学习记忆的装置，经典的Morris水迷宫检测是动物经多次训练后，学会了寻找固定位置隐藏平台的技能，形成了稳定的空间位置认知，这种空间认知是通过加工空间信息形成的。平台位置与小鼠自身所处的位置和状态无关，因此所形成的记忆是一种空间参考记忆。从信息的加工和提取方式来看，其机制主要涉及海马等边缘系统以及大脑皮质的有关脑区。
认知能力的下降是一种突触的选择性缺失，尤其是在学习和记忆过程中所必需的兴奋性突触和脆弱的神经元而言。突触在AD的早期临床症状阶段加速损失，其对认知功能障碍的关系比神经元的缺失和Aβ的沉积更密切。可溶性的聚集的Aβ形式被称为β-淀粉样蛋白来源低聚物或ADDLs，包括二聚物、三聚物和十二聚体（12肽Aβ56）与AD中突触的功能障碍和缺失有关。在APPswe Tg2576小鼠中，姜黄素能抑制Aβ诱导的p21蛋白活化激酶1(P21-activated kinase 1 ,PAK1)活性[6]。姜黄素也能够通过增加Na+-k+-ATP酶活性的表达而改善记忆行为和发挥保护作用从而预防AD的发展，在阻断AD发展过程中Na+-k+-ATP酶发挥主要的作用，是有效地神经保护调节器，Na+-k+-ATP酶α1, α2和α3基因亚型的缺失会导致学习和记忆能力下降[7]。有待通过Morris水迷宫，研究姜黄素对AD模型小鼠海马中ADLLs及Na+-k+-ATP酶活性的影响从而影响学习记忆能力。
有研究用高脂肪饮食和姜黄素喂养三转基因AD小鼠四个月，发现磷酸化的氨基末端激酶(Jun-N-terminal kinase, JNK)、胰岛素受体底物-1(insulin receptor substrate-1, IRS-1)、和Tau蛋白减少，并且伴随着Y迷宫的行为表现改善。表明姜黄素等能够提高AD的胰岛素/营养信号和认知功能[8] 。 

我们采用Morris水迷宫测试小鼠定位航行及空间搜索等学习记忆和记忆保持能力结果发现姜黄素既可以影响APPswe/PS1dE9双转基因小鼠逃避潜伏期，又可以影响撤台模型小鼠在目标象限停留时间和穿越平台次数，因此可以使AD小鼠空间学习记忆能力得到改善。从本实验结果来看，与胰岛素增敏剂阳性药物罗格列酮相比，姜黄素对记忆能力的改善无差异。我们既往的研究也证实姜黄素能通过增加Aβ42降解酶NEP表达、降低Aβ42蛋白[9], 所以其学习记忆的改善可能通过影响Aβ级联反应发挥作用。总之姜黄素对于改善AD认知能力的作用机制是多靶点的，还有待于进一步研究。
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