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　　【摘要】　目的　探讨 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 对血管性痴呆大鼠海马 ＣＡ１ 区的自噬及凋亡表达的影响及意
义。 方法　将 １５０ 只大鼠随机分为假手术组、模型组及 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组。 每组又随机分为 １ 周、２ 周、４ 周、８
周和 １２周 ５个亚组（n ＝１０）。 采用四血管阻断法制备血管性痴呆模型，应用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫试验检测大鼠的
学习记忆能力，ＨＥ染色观察大鼠海马区神经元形态变化，免疫组化法检测 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 及 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 蛋白的表
达。 结果　与假手术组比较，模型组出现明显学习记忆障碍，海马 ＣＡ１ 区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 阳性表达在 １ 周开始增
多，４周达到高峰，８周开始下降，到 １２周仍增多；Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性表达在 １ 周开始增多，２ 周达到高峰；４ 周开
始下降，到 １２ 周仍增多，差异有统计学意义（P ＜０畅０５）；与模型组比较，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组学习记忆障碍明显改
善，海马 ＣＡ１ 区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 及 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性表达减少，差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。 结论　Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ
可能通过减轻自噬及凋亡对神经细胞的损伤，从而达到保护神经细胞，增强和调节学习记忆能力的作用。 这
可能为血管性痴呆的治疗提供一个靶点。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｄｉｓｃｕｓｓ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｎ ＣＡ１ ａｒｅａ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｒａｔｓ．Methods　Ｏｎｅ ｈｕｎｄｒｅｄ ａｎｄ ｆｉｆｔｙ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ，ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ｇｒｏｕｐ．Ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｕｂｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ １，２，４，８ ａｎｄ １２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐｓ（n ＝１０）．Ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｆｏｕｒ ｖｅｓｓｅｌｓ．Ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ．Ｔｈｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｄｙｅｉｎｇ ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ唱１ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ唱３
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Results　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ，ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ａｐｐｅａｒｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｍｅｍｏｒｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ唱１ ｗａｓ ｒｏｓｅ ａｔ １ ｗｅｅｋ，ｐｅａｋｅｄ ａｔ ４
ｗｅｅｋｓ，ａｔ ８ ｗｅｅｋｓ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｄｅｃｌｉｎｅ，ｔｏ １２ ｗｅｅｋｓ ｈｉｇｈｅｒ ｓｔｉｌｌ ｏｎ ＣＡ１ ａｒｅａ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ唱３ ｗａｓ ｒｏｓｅ ａｔ １ ｗｅｅｋ，ｐｅａｋｅｄ ａｔ ２ ｗｅｅｋｓ，ａｔ ４ ｗｅｅｋｓ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｄｅｃｌｉｎｅ，ｔｏ １２ ｗｅｅｋｓ ｈｉｇｈｅｒ ｓｔｉｌｌ，ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （P ＜０畅０５ ）； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ， Ｓｔｕｄｙ ｍｅｍｏｒｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｏｆ
ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ，ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ唱１ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ唱３ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｏｎ ＣＡ１
ａｒｅａ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （P ＜０畅０５）．Conclusion　Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ，ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐｒｏｔｅｃｔ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓ，ｈｅｌｐ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ａｎｄ ａｄｊｕｓｔ
ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ．Ｉｔ ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ．
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　　血管性痴呆是指大脑缺血性、出血性疾病以及循
环系统疾病导致的脑组织低灌注引起的一种痴呆综合

征［１唱２］ 。 自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是细胞利用溶酶体降解自身
受损的细胞器和大分子物质的过程，是真核细胞特有
的生命现象

［３］ ，它是细胞生长发育、分化成熟及死亡的
重要调控机制，与衰老、神经变性疾病、肌肉疾病和脑
血管病等多种疾病相关

［４唱８］ 。 细胞凋亡，亦称程序性死
亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ，ＰＣＤ），细胞凋亡与血管性痴
呆的发病过程也密切相关［９唱１０］ ，但自噬和凋亡在血管性
痴呆发病过程中的共同作用的研究还比较少。 Ｗｏｒｔ唱
ｍａｎｎｉｎ 是常用的Ⅲ型磷脂酰肌醇三磷酸激酶（ ｐｈｏｓ唱
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３唱ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）特异性抑制剂［１１］ ，它可
以通过细胞膜与胞内 ＰＩ３Ｋ 的 １１０ ｋＤ 催化亚基相结
合，然后特异性地抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ 信号转道通路，从而
减轻细胞凋亡

［１２］ 。 目前有关渥曼青霉素（Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）
对血管性痴呆引起的自噬、凋亡的影响及可能机制的
研究还太少，本实验通过采用先电凝双侧椎动脉，２４ ｈ
后再反复夹闭双侧颈总动脉制作大鼠血管性痴呆模

型，研究Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 对血管性痴呆大鼠海马 ＣＡ１ 自噬
及凋亡的影响，从而去了解 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 在血管性痴呆
的作用及可能机制。

材料与方法

一、材料
１．实验动物：健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ唱Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠

１５０ 只，体质量 ２５０ ～２８０ ｇ，由北京华阜康生物科技股
份有限公司供给，合格证号 ＳＣＸＫ（京）２０１０唱００１３。 在
河北联合大学屏障环境动物实验室自由进食喂养，室
温控制在（２３ ±２）℃，自然光照，实验前适应喂养 ２周。

２．主要试剂和仪器：兔抗鼠 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 多克隆抗体
及兔抗鼠 Ｃａｓｐａｓｅ唱３多克隆抗体购自北京博奥森公司，
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 购自上海碧云天有限公司，ＳＰ 免疫组化试
剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有
限公司。 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫由淮北正华生物仪器设备有限
公司提供，电凝仪器由张家港市航天医疗电器有限公
司提供。
二、方法
１．动物分组：大鼠按随机数字法分为：假手术组、

血管性痴呆模型组（模型组），Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组，每组又随
机分为 １ 周、２ 周、４ 周、８ 周和 １２ 周 ５ 个亚组（各 １０
只）。

２．动物模型制备：采用改良四血管阻断法［１３］建立

血管性痴呆大鼠模型，模型组、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组用电凝针
烧灼双侧翼小孔内的椎动脉，造成椎动脉永久性闭塞，
２４ ｈ后用动脉夹夹闭双侧颈总动脉 ５ ｍｉｎ，共夹闭 ３

次，每次间隔 １ ｈ，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组在夹闭前 ３０ ｍｉｎ，腹腔
注射 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ （０畅５ ｍｇ／ｋｇ） ［１４］ 。 假手术组仅做手
术，但不进行椎动脉烧灼和颈总动脉夹闭。 术中大鼠
肛温保持 ３６畅５ ～３７畅５ ℃，以防低温对脑缺血损伤的保
护作用，术后连续肌肉注射 ３ ｄ庆大霉素，预防感染。

３．学习记忆能力测试：在相应时间点前 ５ ｄ 随机
抽选 ６只大鼠行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫试验，测试学记忆能力，
包括定位航行试验和空间探索试验。 每天分上午、下
午两个训练时间段，每段训练 ４ 次，记录第 ５ 天其在
１２０ ｓ内寻找到并爬上平台的时间，即逃避潜伏期，若
大鼠 １２０ ｓ内未找到平台，则逃避潜伏期记录为 １２０ ｓ。

４．标本制备：各组大鼠在进行行为学测试结束后，
立即以致死量 １００ ｇ／Ｌ水合氯醛（３５０ ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉
后，仰卧位固定于手术台上，剪开胸腔，暴露心脏，从心
尖插入灌注针至左心室，同时剪开右心耳，快速滴入
３７ ℃生理盐水 ３００ ｍｌ，无血污后改为滴入固定液 ４ ℃
的多聚甲醛 ４００ ｍｌ。 待大鼠尾巴完全僵直时迅速断
头，取出脑组织，固定于 ４％多聚甲醛溶液中 １２ ～２４ ｈ，
进行脱水透明及石蜡包埋。 冠状面连续切片，厚度约
３ μｍ，用经多聚赖氨酸处理过的载玻片捞片，晾干后至
于 ６０ ℃的烤箱中烘烤备用。

５．Ｂｅｃｌｉｎ唱１和 Ｃａｓｐａｓｅ唱３检测：采用免疫组化 ＳＰ法
检测 Ｂｅｃｌｉｎ唱１及 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 的表达，严格按照试剂说明
书操作要求进行检测。 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 和 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性标
准：光镜下观察，Ｂｅｃｌｉｎ唱１蛋白染色呈棕黄色颗粒，位于
胞质内；Ｃａｓｐａｓｅ唱３蛋白染色呈棕黄色颗粒，位于核膜或
胞质内。 高倍镜下随机分别观察皮质缺血半暗带区不
重叠的 ６个视野，进行 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 和 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 蛋白阳性
细胞计数，计算阳性细胞平均数。
三、统计学方法
所得数据以均数±标准差（珋x ±s）表示，以 Ｅｘｃｅｌ 数

据库整理后用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行统计分析，组间
比较采用单因素方差分析，两组之间均数比较采用 t检
验，P ＜０畅０５ 有统计学意义。

结　　果

１．各组大鼠定位航行及空间探索试验结果：与假
手术组比较，模型组、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组大鼠逃避潜伏期在
第 １、２ 天无统计学意义；第 ３、４、５ 天模型组和 Ｗｏｒｔ唱
ｍａｎｎｉｎ组逃避潜伏期延长，学习能力差，差异有统计学
意义（P ＜０畅０５）；与模型组比较，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组逃避潜
伏期缩短，学习能力较好，差异有统计学意义（P ＜０畅０５
或＜０畅０１），见表 １，图 １。 大鼠在第 ５ 天进行的跨越平
台次数实验提示，相同时间组比较，模型组大鼠的跨越
平台次数较假手术组、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组明显减少，差异有
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表 1　各组大鼠逃避潜伏期比较（ｓ，珋x ±s）
组别 鼠数 第 １ 天 第 ２ 天 第 ３ 天 第 ４ 天 第 ５ 天

假手术 １ 周组 ６ O５９ 妹妹畅４０ ±２ 档畅１６ ４４ 鼢鼢畅０６ ±１ 殚畅２１ ３１ ++畅２９ ±３  畅３１ ２４ __畅００ ±１ Q畅７８ １３ 亮亮畅６６ ±２ 吵畅６３

假手术 ２ 周组 ６ O５８ 妹妹畅８３ ±２ 档畅６３ ４５ 鼢鼢畅８３ ±２ 殚畅９６ ３１ ++畅８３ ±２  畅４８ ２４ __畅３３ ±２ Q畅１６ １４ 亮亮畅１６ ±３ 吵畅０７

假手术 ４ 周组 ６ O５８ 妹妹畅００ ±２ 档畅８９ ４６ 鼢鼢畅００ ±２ 殚畅３１ ３３ ++畅１６ ±２  畅４０ ２６ __畅５０ ±２ Q畅５８ １５ 亮亮畅８３ ±１ 吵畅４７

假手术 ８ 周组 ６ O５９ 妹妹畅３３ ±３ 档畅６５ ４７ 鼢鼢畅０６ ±２ 殚畅２８ ３３ ++畅２９ ±２  畅０４ ２５ __畅３３ ±２ Q畅４０ １５ 亮亮畅６６ ±３ 吵畅１８

假手术 １２ 周组 ６ O５７ 妹妹畅５０ ±２ 档畅２８ ４６ 鼢鼢畅６６ ±１ 殚畅８７ ３０ ++畅２６ ±２  畅４２ ２５ __畅００ ±１ Q畅２１ １４ 亮亮畅６６ ±２ 吵畅０９

模型 １ 周组 ６ O５９ 妹妹畅５０ ±３ 档畅９３ ５１ 鼢鼢畅００ ±１ 殚畅４１ ４５   畅１６ ±１  畅７２ ａ ３５ MM畅３３ ±３ ?畅４４ ａ ２６ ��畅３３ ±２ 　畅７３ ａ

模型 ２ 周组 ６ O５９ 妹妹畅３３ ±２ 档畅５８ ５６ 鼢鼢畅６６ ±２ 殚畅５８ ４８   畅１６ ±２  畅０４ ａ ３８ MM畅１６ ±３ ?畅１８ ａ ３２ ��畅５０ ±１ 　畅８７ ａ

模型 ４ 周组 ６ O５９ 妹妹畅００ ±４ 档畅０４ ５３ 鼢鼢畅３３ ±２ 殚畅９４ ５２   畅６６ ±２  畅１６ ａ ４６ MM畅１６ ±２ ?畅８４ ａ ３５ ��畅８３ ±３ 　畅１８ ａ

模型 ８ 周组 ６ O５８ 妹妹畅８３ ±２ 档畅３１ ４９ 鼢鼢畅８３ ±２ 殚畅４８ ４６   畅６６ ±１  畅８６ ａ ４０ MM畅００ ±１ ?畅７８ ａ ３２ ��畅００ ±２ 　畅０９ ａ

模型 １２ 周组 ６ O５７ 妹妹畅５０ ±３ 档畅７２ ５０ 鼢鼢畅８３ ±３ 殚畅３１ ４６   畅５０ ±２  畅４２ ａ ３７ MM畅６６ ±１ ?畅２１ ａ ３０ ��畅５０ ±１ 　畅８７ ａ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ １ 周组 ６ O５７ 妹妹畅６６ ±２ 档畅４２ ５０ 鼢鼢畅８３ ±２ 殚畅６３ ３９   畅５０ ±１ �畅８７ ａｂ ３１ @@畅３３ ±２ 2畅８０ ａｂ ２３ ⅱⅱ畅００ ±２ 敂畅３６ ａｂ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ２ 周组 ６ O５８ 妹妹畅００ ±２ 档畅８９ ５０ 鼢鼢畅８３ ±１ 殚畅１６ ４４   畅１６ ±２ �畅０４ ａｂ ３５ @@畅６６ ±２ 2畅５８ ａｂ ２７ ⅱⅱ畅８３ ±３ 敂畅１８ ａｂ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ４ 周组 ６ O５８ 妹妹畅１６ ±３ 档畅６５ ５１ 鼢鼢畅８３ ±３ 殚畅３１ ４８   畅００ ±１ �畅６７ ａｂ ３８ @@畅１６ ±２ 2畅４０ ａｂ ２９ ⅱⅱ畅１６ ±１ 敂畅４７ ａｂ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ８ 周组 ６ O５７ 妹妹畅８３ ±３ 档畅４３ ５２ 鼢鼢畅５０ ±２ 殚畅８８ ４６   畅１６ ±２ �畅２８ ａｂ ３７ @@畅８３ ±２ 2畅１６ ａｂ ２８ ⅱⅱ畅１６ ±１ 敂畅１６ ａｂ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ １２ 周组 ６ O５８ 妹妹畅５０ ±２ 档畅０７ ５２ 鼢鼢畅００ ±４ 殚畅２８ ４５   畅８３ ±３ �畅１８ ａｂ ３５ @@畅６６ ±１ 2畅７５ ａｂ ２７ ⅱⅱ畅５０ ±５ 敂畅７８ ａｂ

　　注：同一时间，与假手术组比较，ａP ＜０畅０５；与模型组比较，ｂP ＜０畅０５

表 2　各组大鼠跨越平台次数比较（次， 珋x ±s）
组别 １ 周 ２ 周 ４ 周 ８ 周 １２ 周

假手术组 ８ 忖忖畅３３ ±０ 栽畅５１ ８ hh畅００ ±１ Z畅４１ ８ 铑铑畅５０ ±１ 噜畅２１ ７ tt畅８３ ±０ f畅８３ ８ 种种畅００ ±０ 热畅７５

模型组 ５ 行行畅６６ ±１ 侣畅２１ ａ ４ VV畅８３ ±１ H畅４７ ａ ３ 圹圹畅８０ ±０ 屯畅７５ ｂ ６ bb畅８３ ±０ T畅７５ ａ ７ 哪哪畅５０ ±０ 抖畅８３ ａ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组 ７ 行行畅５０ ±０ 侣畅７５ ｃ ６ VV畅８３ ±０ H畅４０ ｃ ６ 镲镲畅３３ ±０ 後畅８ ｄ ７ vv畅００ ±０ h畅６ ｃ ７ 哪哪畅５０ ±０ 抖畅８３ ｃ

　　注：与假手术组比较，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１；与模型组比较，ｃP ＜０畅０５，ｄP ＜０畅０１

表 3　各组大鼠海马 ＣＡ１区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１蛋白阳性表达数比较（珋x ±ｓ，n＝６）
组别 １ 周 ２ 周 ４ 周 ８ 周 １２ 周

假手术组 ９ 忖忖畅５０ ±１ 栽畅８７ ９ hh畅１６ ±１ Z畅４７ ９ 铑铑畅００ ±１ 噜畅４７ １０ 垐垐畅３３ ±１ z畅９６ ９ 种种畅８３ ±１ 热畅４７

模型组 ２１ 滗滗畅５０ ±１ 种畅４７ ａ ２６ jj畅６６ ±２ \畅５８ ａ ４４ 镲镲畅００ ±２ 後畅３６ ｂ ２２ vv畅５０ ±１ h畅８７ ａ １８ 刎刎畅５０ ±１ 适畅８７ ａ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组 １５ 滗滗畅１６ ±１ 种畅４７ ｃ １６ jj畅１６ ±１ \畅４７ ｃ ３２ 镲镲畅５０ ±２ 後畅７３ ｄ １８ vv畅３３ ±１ h畅８６ ｃ １５ 刎刎畅００ ±１ 适畅４１ ｃ

　　注：与假手术组比较，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１；与模型组比较，ｃP ＜０畅０５，ｄP ＜０畅０１

表 4　各组大鼠海马 ＣＡ１区 Ｃａｓｐａｓｅ唱３蛋白阳性表达数比较（珋x ±s，n ＝６）

组别 １ 周 ２ 周 ４ 周 ８ 周 １２ 周

假手术组 １０ 鲻鲻畅３３ ±１ 梃畅２１ １１ ||畅８３ ±１ n畅４７ １１   畅００ ±１ 趑畅４１ １０ 垐垐畅５０ ±１ z畅８７ １０ 觋觋畅８３ ±１ 苘畅４７

模型组 ３３ 滗滗畅１６ ±２ 种畅６９ ａ ５３ jj畅１６ ±３ \畅１８ ａ ３１ 镲镲畅１６ ±２ 後畅６３ ｂ ３１ vv畅００ ±２ h畅３６ ａ ２６ 刎刎畅５０ ±１ 适畅０４ ａ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组 ２７ 滗滗畅１６ ±２ 种畅１６ ｃ ３８ ii畅１６ ±２ [畅９２ ｄ ２５ 痧痧畅８３ ±２ 忖畅１６ ｃ ２３ vv畅８３ ±１ h畅９４ ｃ ２１ 刎刎畅１６ ±１ 适畅１６ ｃ

　　注：与假手术组比较，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１；与模型组比较，ｃP ＜０畅０５，ｄP ＜０畅０１

统计学意义（P ＜０畅０５ 或＜０畅０１），见表 ２，图 ２。
２．ＨＥ染色结果（图 ３）：假手术组大鼠海马 ＣＡ１

区组织结构清晰，神经细胞排列整齐，形态正常，核仁
清楚；模型组大鼠海马 ＣＡ１区神经细胞的层次不清，排
列松散，细胞水肿、坏死，胞体溶解，胞质淡染，可见核
固缩，核溶解；与模型组比较，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组大鼠海马

ＣＡ１区细胞排列较紧密、层次较清晰，核固缩、核溶解
现象较少。

３．各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 及 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 蛋
白表达结果（表 ３，４，图 ４，５）：与假手术组比较，大鼠海
马 ＣＡ１区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１阳性表达在 １周开始增多，４周达到
高峰，８ 周开始下降，到 １２ 周仍增多；Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性表
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达在 １周开始增多，２周达到高峰；４周开始下降，到 １２
周仍增多，差异有统计学意义（P ＜０畅０５ 或＜０畅０１）；与
模型组比较，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１
和 Ｃａｓｐａｓｅ唱３阳性表达减少，差异有统计学意义（P ＜
０畅０５ 或＜０畅０１）。

讨　　论

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 是在 １９５７ 年首次从真菌 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 中提取出来的一种霉菌代谢产物，Ｗｏｒｔ唱
ｍａｎｎｉｎ与 ＰＩ３Ｋ的催化亚单位 ｐ１１０ 结合后能非竞争性

·５０４５·中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ６ 月第 ７ 卷第 １２ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｊｕｎｅ １５，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１２



和不可逆地抑制 ＰＩ３Ｋ 的激酶活性，进而阻断 ＰＩ３Ｋ／
ＰＫＢ信号通路，是 ＰＩ３Ｋ 的特异性抑制剂［１５］ 。 细胞培
养实验证实Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 通过抑制自噬底物向溶酶体内
的运输而抑制自噬，即使小剂量亦可发挥抑制作用，并
且具有更高的选择性

［１６］ 。 曹丽丽等［１４］
实验证实通过

自噬抑制剂Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 预处理能减少癫痫大鼠海马神
经元的损伤，增加海马神经元存活数量，并抑制自噬的
激活。 Ｂｅｃｌｉｎ唱１ 是酵母 Ａｔ９６／Ｖｐｓ３０ 基因的同源物，
ＰＩ３Ｋ可与 Ｂｅｃｌｉｎ唱１形成复合物参与自噬体的形成［１７］ 。
因此，Ｂｅｃｌｉｎ唱１是自噬的重要调节因子，它的表达反映
了自噬的活性［１８］ 。 自噬在神经损伤和修复过程中发挥
双重性作用。 一方面，它可以降解胞质大分子和细胞
器为蛋白质合成提供能量和氨基酸，同时还能降解异
常蛋白质，防止其在神经元内积聚；另一方面，自噬的
过度活跃则会形成自噬应激可能对细胞有毒性作用，
并参与神经变性疾病的致病过程

［１９］ 。 相关文献报道自
噬的激活可以通过吞噬和降解重要的细胞器，并参与
凋亡的级联反应而引起神经元死亡［２０］ 。 Ｋｏｍａｓｔｕ 等［２１］

研究表明分别敲除小鼠自噬基因 ＡＴＧ７ 和 ＡＴＧ５ 可以
导致小鼠出现神经元死亡及神经退行性变的症状。 还
有研究表明自噬在神经退行性疾病中有神经保护作

用［２２］ ，自噬可以降解突变的蛋白，清除老年斑。
细胞凋亡，是由基因控制的细胞主动死亡的一种

过程
［２３］ 。 Ｃａｓｐａｓｅｓ 是一大类凋亡调控基因，对神经元

的凋亡起着非常关键的作用，凋亡的实施是通过激活
Ｃａｓｐａｓｅｓ 而实现。 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 是 Ｃａｓｐａｓｅｓ 家族中最重要
的细胞凋亡执行者之一，在蛋白酶级联切割过程中
Ｃａｓｐａｓｅ唱３发挥着重要的作用，一旦 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 被激活就
会导致细胞死亡，因此它被称为死亡蛋白酶［２４］ 。 实验
证明Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 不仅可以减轻局部脑缺血损伤［２５］ ，还
可以抑制蛛网膜下腔出血导致的细胞凋亡［２６］ 。 许多证
据表明 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 的活化与脑细胞缺血死亡有关［２７］ 。
同时 Ｌａｖｒｉｋ等［２８］

证实 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 在脑缺血再灌注神经
元凋亡数与 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 活性呈显著正相关。 Ｅｌｄａｄａｈ
等

［２９］
证实 Ｃａｓｐａｓｅ唱３表达的时空分布以及动态变化与

凋亡细胞表达一致，几乎在相同时间和相同脑区出现，
并且在同一时间达到高峰，提示 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 的表达参与
并促进脑缺血再灌注过程中细胞的凋亡。
本研究通过观察Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 对血管性痴呆大鼠海

马 ＣＡ１区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１及 Ｃａｓｐａｓｅ唱３蛋白表达的影响，发现
与假手术组比较，模型组出现明显学习记忆障碍，海马
ＣＡ１区 Ｂｅｃｌｉｎ唱１阳性表达在 １周开始增多，４ 周达到高
峰，８ 周开始下降，到 １２ 周仍增多，差异有统计学意义
（P ＜０畅０５ 或＜０畅０１）；Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性表达在 １ 周开始
增多，２周达到高峰；４ 周开始下降，到 １２ 周仍增多，差

异有统计学意义（P ＜０畅０５ 或＜０畅０１）；与模型组比较，
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 组学习记忆障碍明显改善，海马 ＣＡ１ 区
Ｂｅｃｌｉｎ唱１及 Ｃａｓｐａｓｅ唱３ 阳性表达减少，差异有统计学意
义（P ＜０畅０５ 或＜０畅０１）。 这说明Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 可能通过
减轻自噬及凋亡对神经细胞的损伤，从而达到保护神
经细胞，增强和调节学习记忆能力的作用。 这可能为
血管性痴呆的治疗提供一个靶点。
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