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摘要： 目的　 探讨 Ｗｎｔ 信号传导通路在阿尔茨海默病（ＡＤ）防治中的作用，为临床治疗提供参考。 方法 　 选取

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ８０ 只，均为 ４ 个月龄，随机均分为正常对照组、假手术组、模型组和丹皮酚组，每组 ２０ 只。 正常

对照组小鼠不进行处理；模型组、丹皮酚组的小鼠均通过骨窗向脑海马部位缓慢地注入纤维型 Ａβ１⁃４２ 溶液 １０ μｇ ／
５ μｌ，丹皮酚组再用丹皮酚注射液腹腔注射 ０ １４ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １，持续 ２１ ｄ ；假手术组仅按照同法注入等量的生理

盐水进行假手术。 ２１ ｄ 后，观察对比小鼠脑组织 Ｐ５３ 蛋白和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达（免疫组化法）情况。 同时比较各组

剩余小鼠 ３ 个月、６ 个月、１ 年的生存情况。 结果　 模型组和丹皮酚组 Ｐ５３ 蛋白和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达明显高于正常对

照组和假手术组，差异有统计学意义（Ｐ 均 ＜ ０ ０５）；丹皮酚组 Ｐ５３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达低于模型组，差异有统计学意

义（Ｐ 均 ＜ ０ ０５）。 对照组和假手术组小鼠的存活率明显高于模型组和丹皮酚组，差异有统计学意义（Ｐ 均 ＜
０ ０５）；丹皮酚组 ３ 个月、６ 个月和 １ 年的存活率分别为 ７０ ０％ 、５０ ０％ 和 ３０ ０％ ，明显高于模型组小鼠的存活率

（４０ ０％ 、１０ ０％和 ０），差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。 结论　 Ｐ５３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 均参与并影响 Ｗｎｔ 信号传导通路

的转导，由于 Ａβ 大量积聚在神经细胞内导致 Ｗｎｔ 信号传导通路的抑制或反常活化，阻断了细胞信号向胞内的转

导，导致 ＡＤ。 应用相应的药物（如丹皮酚）可以有效的改善 Ｗｎｔ 信号传导通路的异常情况，这为临床治疗 ＡＤ 提供

了新思路。
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）多见于

６０ 岁以上的老人，该病属于神经系统退行性疾病，早
老性痴呆是在 ６５ 岁以前发病的患者，老年性痴呆即

指 ６５ 岁以上发病者［１］。 ＡＤ 的病因尚不明确，家族

史可能是 ＡＤ 的危险因素之一，还可能与一些免疫系

统疾病等有关［２］。 ＡＤ 的病理学改变主要是神经炎

性斑块的形成，而 Ａβ 是神经炎性斑块的主要成

分［３］。 神经细胞内 Ａβ 大量积聚，Ａβ 就会与 Ｗｎｔ 配
体直接结合，也可以与细胞膜的 Ｆｚ 受体相结合，导致

Ｗｎｔ 信号传导通路的抑制，有时会表现出较活化，反
常的活化及信号的抑制使得细胞信号的传导方向发

生改变，向胞内转导的细胞信号被阻断。 Ｗｎｔ 信号通

路的关键分子是 Ａβ，如果活化后，可以起到防治 ＡＤ
的作用，这种方法是利用了通路中特异的信号分子，
激活下游的效应物来发挥作用。 Ｗｎｔ 信号通路与

ｐ５３ ／ ｐ２１ 通路相关，有研究发现，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 过表达可

以增加 ｐ５３ 的转录活性，且老年小鼠血清组比年轻小

鼠血清组的 ｐ５３ 增多，在 ｓｉ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 等处理后，ｐ５３
的表达下降，说明 Ｗｎｔ 通路与 ｐ５３ ／ Ｐ２１ 发现通路存

在交联，即 Ｗｎｔ 信号可能通过观察 ｐ５３ 来分析细胞

老化等。 Ｗｎｔ 信号通路可以激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路

中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达，抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活性或功能。
本研究就 Ｗｎｔ 信号传导通路在 ＡＤ 防治中的作用进

行探讨。

１　 资料与方法

１ １　 动物模型的建立 　 选取 ８０ 只 ４ 个月龄的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠，质量为 ２４ ～ ２８ ｇ，批号：１３０９２３，
均购自江西省实验动物研究中心。 用鼠笼喂养，适应

性喂养 １ 周，让其自由摄食与饮水。 １ 周后把小鼠随

机均分为正常对照组、假手术组、模型组、丹皮酚组，
每组 ２０ 只。 模型组、丹皮酚组的小鼠先用 １％ 戊巴

比妥钠（２０ ｍｇ ／ ｋｇ，腹腔注射）进行麻醉，在脑立体定

位仪上将小鼠固定，确定大脑前囟所在的位置，然后

切开皮肤。 参考小鼠图谱确定海马所在的体表投影

位置，钻开一骨窗，用固定在立体定位仪上的微量注

射器进针约 １ ５ ｍｍ，缓慢地注入纤维型 Ａβ１⁃４２ 溶液

１０ μｇ ／ ５ μｌ，最好停针 ５ ｍｉｎ［４］。 注射完毕后缓慢撤

针，要及时对小鼠进行术后处理，包括缝合皮肤、预防

感染（按时撒适量青霉素粉末，然后每天肌内注射青

霉素 １ ０００ Ｕ ／只，连续 ３ ｄ）。 ２０ 只正常小鼠作为正

常对照组不予处理。 假手术组仅按照同法注入等量

的生理盐水进行假手术。 丹皮酚组用丹皮酚注射液

（丹皮酚注射液，批号：２０１３０４０１，规格 ５ ｍｇ ／ ｍｌ，宁波

制药有限公司生产）０ １４ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １腹腔注射，
持续 ２１ ｄ。 正常对照组、假手术组与模型组腹腔内注

射同溶积的生理盐水并平行给予常规饮食及正常活

动。 纤维型 Ａβ１⁃４２ 的制备［５］：取 １ ０ ｇ Ａβ１⁃４２ 冻干

粉（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）溶于 ５００ μｌ 注射用生理盐水

中，在摄氏 ３７ ℃的恒温箱中进行孵育，为了使其成为

聚集状态的纤维型 Ａβ１⁃４２，要持续 ７ ｄ 用微型磁力

搅拌子充分搅拌，置于冰箱中供造模时使用。
１ ２　 方法

１ ２ １　 脑组织的制备　 经过 ２１ ｄ 后，分别取正常对

照组、假手术组、模型组和丹皮酚组 ４ 组的小鼠各

１０ 只，均按照如下操作进行手术：用 １０％ 水合氯醛

（０ １３５ ｍｇ ／ ｋｇ）深度麻醉，使心脏暴露出来灌注 ＰＢＳ
通过左心室，观察小鼠的肝脏颜色变浅后，灌注新鲜

配制的 ４％多聚甲醛。 取脑组织置于 ４％多聚甲醛溶

液中，在 ４ ℃的冰箱中固定过夜后用 ＰＢＳ 反复浸洗，
并将组织置于含 ０ １０２％ ＮａＮ３ 的保存液内用冰箱长

期保存。 实验时以 ＰＢＳ 冲洗组织，将脑组织梯度酒

精脱水，制成厚约 ５ μｍ 的冠状切片。
１ ２ ２　 免疫组化检测脑组中 Ｐ５３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达

　 冠状切片入 ＰＢＳ 缓冲液中，在抗原修复液水浴箱

内存放 ２０ ｍｉｎ 后取出，自然冷却［６］。 用 ＰＢＳ 缓冲液

清洗 ２ 次，为了消除内源性过氧化物酶，要再入 ３％
过氧化氢。 为了减少组织非特异性反应，切片孵育在

２％小牛血清中约 １ ｈ。 实验中所用抗体 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 购

于美国 Ｌａｂ Ｖｉｓｉｏｎ 公司 （ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３，产品编号：ＲＢ⁃
１３０７，１Ｂ１０２）；Ｐ５３ 购于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司（产品编

号：９３８１，１Ｂ８００）。 切片分别孵育，在 １ ０％小牛血清

与 ０ １１％ Ｔｒｉｔｏｎ 和上述一抗中在冰箱过夜，过夜后

经缓冲液洗涤 ２ 次，加二抗（１ ∶ ２００）溶液，室温孵育

５０ ｍｉｎ。 再用缓冲液洗涤 ２ 次，加混合液（经生物素

与卵白素结合试剂盒配置），再孵育约 ４５ ｍｉｎ。 底物

呈色反应采用 ＤＡＢ 试剂盒。 对比观察 Ｐ５３ 蛋白和

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在各组的表达情况。
１ ２ ３　 小鼠存活情况观察　 按照上述喂养 ２１ ｄ 后，
将上述实验选取后剩余的 ４ 组小鼠各 １０ 只，仍按照

原来的方式均给予常规饮食及正常活动。 观察记录

每组小鼠 ３ 个月、６ 个月及 １ 年时的生存数，对比观

察小鼠的存活情况。
１ ３　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ １３ ０ 软件进行统计处
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理。 计量数据以 ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验；计数资料采用

χ２ 检验。 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２ １　 各组小鼠脑组织 Ｐ５３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达比较

　 Ｐ５３ 蛋白和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在丹皮酚组和模型组小鼠脑

组织均有表达，在正常对照组极少数细胞呈弱阳性反

应。 对照组与假手术组比较差异无统计学意义（Ｐ ＞
０ ０５）；模型组和丹皮酚组 Ｐ５３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的阳性表

达明显高于正常对照组和假手术组，差异有统计学意

义（Ｐ 均 ＜ ０ ０５）；丹皮酚组 Ｐ５３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性表

达明显低于模型组（Ｐ 均 ＜ ０ ０５）。 见表 １。
２ ２　 各组小鼠生存情况比较　 ３ 个月、６ 个月、１ 年

时分别对每组小鼠的存活率进行计算，发现模型组小

鼠 １ 年后全部死亡，存活率明显低于正常对照组和假

手术组，差异有统计学意义（Ｐ 均 ＜ ０ ０５）；丹皮酚组

３ 个月、 ６ 个月和 １ 年的存活率分别为 ７０ ０％ 、
５０ ０％和 ３０ ０％ ，明显高于模型组的 ４０ ０％ 、１０ ０％
和 ０，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。 见表 ２。

表 １　 各组小鼠脑组织中 Ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达情况

（ｘ ± ｓ）

组别 例数 Ｐ５３ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

正常对照组 １０ ０ ０５ ± ０ ０２ ０ ０１ ± ０ ０１
假手术组 １０ ０ ０６ ± ０ ０３ ０ ０１ ± ０ ０６
模型组 １０ ３ ４３ ± ０ ０１ａｂ １ ３２ ± ０ ０４ａｂ

丹皮酚组 １０ １ ２８ ± ０ ０５ａｂｃ ０ ８１ ± ０ ０５ａｂｃ

　 　 注：与正常对照组比较，ａＰ ＜ ０ ０５；与假手术组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５；与

模型组比较，ｃＰ ＜ ０ ０５。

表 ２　 各组小鼠生存情况比较　 例（％ ）

组别 例数 ３ 个月 ６ 个月 １ 年

正常对照组 １０ １０（１００ ０） ９（９０ ０） ９（９０ ０）
假手术组 １０ ９（ ９０ ０） ８（８０ ０） ８（８０ ０）
模型组 １０ ４（ ４０ ０） ａｂ １（１０ ０） ａｂ ０ａｂ

丹皮酚组 １０ ７（ ７０ ０） ａｂｃ ５（５０ ０） ａｂｃ ３（３０ ０） ａｂｃ

　 　 注：与正常对照组比较，ａＰ ＜ ０ ０５；与假手术组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５；与

模型组比较，ｃＰ ＜ ０ ０５。

３　 讨　 论

　 　 Ｗｎｔ 信号通路在神经系统中可以发挥重要的作

用，因为神经系统在发生及发育时需要各种信号分子

及调节机制密切协调和配合。 Ｗｎｔ 是一种分泌性蛋

白，Ｗｎｔ 的受体为 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 或低密度脂蛋白相关蛋白

（ＬＲＰ），其中 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 蛋白是一族跨膜蛋白，其氨基端

配体结合区富含半胱氨酸［７］。 当 Ｗｎｔ 与 Ｗｎｔ 受体相

结合时，就可以激活下游的信号通路。 这些下游的信

号通路主要可以分为经典通路、非经典通路和 Ｗｎｔ ／
Ｃａ２ ＋ 通路［８］。 经典 Ｗｎｔ 信号通路又称为 Ｗｎｔ ／ Ｂ⁃连环

蛋白（Ｂ⁃ｃａｔｅｎｉｎ）通路，主要通过 Ｂ⁃ｃａｔｅｎｉｎ 在核中累

积，启动 Ｗｎｔ 靶基因来调控细胞的增殖和分化，其主

要组分包括：Ｗｎｔ 信号因子、卷曲蛋白（Ｆｚ）、胞质中

的散乱蛋白、低密度脂蛋白受体相关蛋白 ５ 和 ６、大
肠腺瘤息肉病基因、转录因子家族的 Ｔ 细胞因子 ／淋
巴细胞增强因子等；非经典 Ｗｎｔ 信号通路（平面细胞

的极性通路），激活下游的 ＪＮＫ 激酶后，参与细胞支

架重排等生理过程，Ｗｎｔ５ａ 或 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ⁃５ 是 Ｗｎｔ 非经

典通路的配体或受体，当 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ⁃５ 受体与其 Ｗｎｔ５ａ
配体结合后就会激活下游的通路，当通路被激活以

后，所形成的 Ｗｎｔ⁃Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 复合物接下来就会激活蛋

白 ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅ（ＤＶＬ）；Ｗｎｔ ／ Ｃａ２ ＋ 通路是通过钙调蛋白

依赖的激酶等，激活 Ｆｚ 受体释放 Ｃａ２ ＋ ，激活蛋白激

酶 Ｃ，活化 Ｔ 细胞核因子的过程来调控细胞的增殖。
其中，通过启动相关靶基因的表达，调控细胞增殖的

为 Ｗｎｔ ／ Ｂ⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路和 Ｗｎｔ ／ Ｃａ２ ＋ 通路， 而

Ｗｎｔ ／ ＰＣＰ 通路则主要调控细胞支架的重排。
Ｐ５３ 基因及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 均参与 Ｗｎｔ 信号的传导，

其表达越低，Ｗｎｔ 信号通路传导越好。 Ｐ５３ 基因是一

个重要的抑癌基因，其编码的 Ｐ５３ 蛋白是细胞周期阻

滞和细胞凋亡的关键介质，Ｐ５３ 基因可以监视基因的

完整性［９］。 Ｐ５３ 基因有野生型 Ｐ５３ 基因与突变型

Ｐ５３ 基因， 野生型 Ｐ５３ 在一定条件下可以激活

ｐ２１ＷＡＦ１ ／ ＣＩＰＩ 等下游基因。 本实验中模型组及丹

皮酚组均有 Ｐ５３ 蛋白的阳性表达，而正常对照组与假

手术组均极少见 Ｐ５３ 蛋白的表达，表明 Ｐ５３ 参与了

Ｗｎｔ 信号通路，为 ＡＤ 的防治提供了依据。 以往动物

实验研究显示，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活化与多种类型损伤后神

经元的凋亡有关［１０］。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 主要是通过从线粒

体释放的凋亡诱导因子激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和从线粒体释

放出来的细胞色素 Ｃ 与凋亡蛋白酶激活因子⁃１ 与

Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 形成复合体，从而激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 这两条

途。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 作为起始半胱天冬酶激活下游的

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３，引发半胱天冬酶的级联放大反应。 本实验

中模型组与丹皮酚组均有 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白高表达，而
正常对照组表达极少，显示 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 参与了 Ｗｎｔ 信
号传导通路在 ＡＤ 防治的过程，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的高

表达导致神经功能缺损的病情严重。 本研究发现，
Ｗｎｔ 信号通路的异常会导致 ＡＤ 的发生。 所以，激活

Ｗｎｔ 信号通路的关键分子 Ａβ，进而激活 Ｗｎｔ 信号通

路，不仅可以保护海马神经元，还可以促进神经干细

胞的分化，为 ＡＤ 的治疗提供新的思路。
（下转第 ７１６ 页）
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［１５］ 杨健，张秀伟，文昱婷，等． ｍｉＲ⁃１５５ 在非小细胞肺癌患者血清中

的表达及其临床意义 ［ Ｊ］ ． 实用老年医学，２０１２，２６ （６ ）：４５９

－ ４６１．

［１６］ 王鑫鑫，彭正，李杨，等． ＳＩＲＴ１ 在胃癌组织、细胞中的表达及意

义［Ｊ］ ． 山东医药，２０１４，５４（１２）：１ － ４，７．

［１７］ 王鑫鑫，吴梦，周思欣，等． ＳＩＲＴ１ 与代谢及肿瘤的关系［ Ｊ］ ． 山东

医药，２０１３，５３（８）：９０ － ９３．

［１８］ 徐俊，黄秀兰． ＳＩＲＴ１⁃ＦｏｘＯ⁃自噬通路研究进展［ Ｊ］ ． 中国药理学

通报，２０１４，３０（７）：９０１ － ９０４．
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