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摘要： 目的　 探讨高良姜素对阿尔茨海默病 （ＡＤ） 大鼠学习记忆能力及炎症反应的影响。 方法　 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机

分为假手术组、 假手术＋高良姜素组、 模型组、 模型＋高良姜素组， 每组 １０ 只。 通过双侧海马注射 Ａβ１⁃４２构建 ＡＤ 大鼠

模型， 给予高良姜素 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 干预 ４ 周。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验评价大鼠空间学习记忆能力； ＨＥ 染色法观察海马神经元

病理形态改变； 免疫组化法检测海马组织小胶质细胞和星形胶质细胞活化情况； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＴＬＲ４ 和

ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达； ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平。 结果　 与假手术组比较， 模型组大鼠逃避

潜伏期延长 （Ｐ＜０ ０１）， 穿越平台次数减少 （Ｐ＜０ ０１）， 海马区神经元病理形态受损， 小胶质细胞和星形胶质细胞活

化增加 （Ｐ＜０ ０１）， ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜
０ ０５）。 与模型组比较， 模型＋高良姜素组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０ ０１）， 穿越平台次数增加 （Ｐ＜０ ０１）， 海马组织

神经元病理形态改善， 小胶质细胞和星形胶质细胞活化减少 （Ｐ＜０ ０１）， ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０ ０１）， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０ ０１）。 结论　 高良姜素可改善 ＡＤ 大鼠学习记忆能力， 其机制可能是抑制

小胶质细胞和星形胶质细胞的活化， 下调 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路传导， 从而减轻炎症损伤， 发挥神经保护作用。
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是一种以学

习、 记忆、 语言及行为等多种认知功能进行性恶化为主要

表现的神经退行性疾病。 预计到 ２０５０ 年， 全球 ＡＤ 患者将

达到 １ ５２ 亿， ＡＤ 已成为危害全球公共健康的突出问题，
给患者的家庭和社会带来了沉重的负担［１］ 。 因此， 积极研

发针对 ＡＤ 的有效治疗药物已成为当前医学研究领域的热

点与迫切任务。
多项研究结果表明， β 淀粉样蛋白 （β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，

Ａβ） 在脑内的异常沉积可导致小胶质细胞和星形胶质细胞

的过度活化， 从而触发中枢神经系统炎性损伤， 这种持续

的炎性损伤被认为是 ＡＤ 病理进程中的重要环节［２⁃４］ 。 在中

枢神经系统中， 离子化钙结合适配分子 １ （ ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １， Ｉｂａ⁃１） 特异性表达于小胶质细

胞， 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 （ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ） 特异性表达于星形胶质细胞， 因此被作为小胶质细

胞和星形胶质细胞的标志物。 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４） 是细胞膜表面重要的免疫受体， 在机体

的免疫反应和防御机制中发挥着关键作用［５］ 。 ＴＬＲ４ 通过介

导核因子 κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ， ＮＦ⁃κＢ） 的激活， 促

进其下游炎症因子的表达， 从而放大炎症信号［６］ 。 研究发

现， ＴＬＲ４ 介导的神经炎症与 ＡＤ 的发生发展有关， 抑制

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的表达可以减轻 ＡＤ 认知功能障碍［７⁃８］ 。
高良姜素是从高良姜根中提取出的一种天然黄酮类化

合物， 具有抗炎、 抗氧化、 神经保护等多重药理作用［９］ 。
然而高良姜素对于 ＡＤ 神经炎症的影响尚不明确， 本研究

通过观察高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马组织小胶质细胞、 星形

胶质细胞活化及 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的影响， 探讨其对 ＡＤ
的神经保护作用。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ４０只， 体质量 （２５０±２０） ｇ，
３ 月龄， 购自河北医科大学实验动物中心 ［实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （冀） ２０２２⁃００１］， 饲养于河北医科大学第

二医院实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （冀）
２０２１⁃００３］， 饲养环境温度 （２３ ± ２）℃， 相对湿度 （５５ ±

３００２
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５）％ ， 光照 ／黑暗周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 自由饮水和摄食。 动物

实验通过河北医科大学第二医院伦理委员会审批 （审批号

２０２０⁃Ｒ２０８）。
１ ２　 药物与试剂　 高良姜素 （北京康瑞纳生物科技有限公

司， 批 号 ＬＡ１８０６ ）； Ａβ１⁃４２ （ 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司， 批 号

ＡＧ９６８）； Ｉｂａ⁃１ 抗体 （日本 Ｗａｋｏ 公司， 批号 ０１１⁃２７９９１）；
ＧＦＡＰ 抗体 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司， 批号 ＭＡＢ３６０）； ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号

分别为 ａｂ１３５５６、 ａｂ２０７２９７、 ａｂ２８８７５１）； ＨＥ 染色试剂盒

（北京凯诗源生物科技有限公司， 批号 ＳＯＳ⁃３１９）； 肿瘤坏

死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ） ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （江苏酶免实

业有限公司， 批号均为 ２０２３０１）。
２　 方法

２ １　 分组、 造模及给药　 将 ４０ 只大鼠随机分为假手术组、
假手术＋高良姜素组、 模型组、 模型＋高良姜素组， 每组 １０
只。 模型组和模型＋高良姜素组大鼠腹腔注射 １０％ 水合氯

醛 （剂量为 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ） 进行麻醉， 使用脑立体定位仪器

固定大鼠头部， 参照 《大鼠脑立体定位图谱》 精确定位注

射部位 （海马 ＣＡ１ 区）， 颅骨钻打孔， 微量注射器在双侧

海马 ＣＡ１ 区各注 ５ μＬ Ａβ１⁃４２ （２ μｇ ／ ｍＬ）， 留针 ５ ｍｉｎ 后缓

慢拔出针头， 并对伤口进行缝合和消毒处理。 假手术组、
假手术＋高良姜素组大鼠则注射等剂量生理盐水。 造模后，
假手术＋高良姜素组、 模型＋高良姜素组大鼠灌胃给予高良

姜素 １００ ｍｇ ／ ｋｇ， 模型组和假手术组灌胃给予等体积溶剂，
每天 １ 次， 连续 ４ 周。
２ ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测大鼠学习记忆能力　 给药 ４ 周

后， 开始 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验， 该实验包含 ２ 个部分， ①定

位航行实验： 水迷宫被均匀划分为四个象限， 平台随机放

置在其中一个象限的中心位置， 且需确保平台低于液面 ２
ｃｍ， 大鼠则从四个不同的象限， 面向池壁放入水中， 记录

大鼠从入水到找到平台所需的时间 （以 ｓ 为单位）， 即逃避

潜伏期， 若大鼠在 １２０ ｓ 内未能成功爬上平台， 则将其引导

至平台并停留 ３０ ｓ， 同时将该象限的时间记为 １２０ ｓ。 按照

此方法， 连续训练 ５ ｄ， 每天进行 ２ 次测试， 将四个象限的

平均潜伏期作为当天的逃避潜伏期。 ②空间探索实验： 在

第 ６ 天撤除平台， 然后将大鼠随机放入某个象限的水中，
记录 １２０ ｓ 内大鼠穿越原平台位置的次数。
２ ３　 标本采集与保存　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结束后， 大鼠腹

腔注射 １０％ 水合氯醛进行麻醉， 断头取脑， 其中， 每组 ５
只大鼠剥离海马， 液氮速冻后于－８０ ℃冰箱保存待用； 另

外 ５ 只大鼠脑组织用 ４％ 多聚甲醛固定， 制备石蜡切片。
２ ４　 ＨＥ 染色法观察海马 ＣＡ１ 区病理形态学变化　 将海马

石蜡切片脱蜡水化后， 使用苏木素染色 ５ ｍｉｎ， 流水冲洗，
１％ 盐酸乙醇分化 ５ ｓ， 流水冲洗， 伊红复染 ２ ｍｉｎ， 再次冲

洗， 之后脱水、 透明、 封片， 于光学显微镜下拍照成像。
２ ５　 免疫组织化学法检测海马组织小胶质细胞和星形胶质

细胞的活化　 海马石蜡切片经过脱蜡和水化处理后， 使用

内源性过氧化物酶封闭液进行封闭处理， 接着用枸橼酸盐

缓冲液进行抗原修复， 再进行血清封闭。 之后依次进行一

抗孵育、 二抗孵育， 使用 ＤＡＢ 显色， 然后进行复染和封

片， 最后于显微镜下观察切片并保存图像， 同时记录相关

统计数据。
２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＴＬＲ４、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白表达　 取出冻存的海马组织， 根据蛋白提取试剂盒说明

书提取蛋白样品， 并采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 随后进行

制胶及上样步骤， 经 １０％ 凝胶电泳后， 将蛋白转印至

ＰＶＤＦ 膜上， 使用 ５％ 脱脂奶粉溶液进行封闭， 分别加入一

抗 ＴＬＲ４ （１ ∶ ５００）、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （１ ∶ １ ０００）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
（１ ∶ １ ０００） 以及 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 次日

加入二抗， 室温孵育 ２ ｈ。 在避光条件下 ＴＰＢＳ 洗膜后， 滴

加化学发光液， 使用凝胶成像系统显影并分析目标条带的

灰度值。
２ ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平　 按

照试剂盒说明书对海马组织进行前处理， 准备 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒， 向微孔板中加入捕获抗体并孵育， 洗板后加样， 包括

标准品和处理后的海马组织样品。 随后， 加入检测抗体和

酶联底物， 再次洗板后进行显色反应。 最后， 使用酶标仪

测定吸光度， 并根据标准曲线计算炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃６ 水平。
２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２７ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间

两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异具有统计学

意义。
３　 结果

３ １　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠学习记忆能力的影响　 与假手术

组比较， 模型组大鼠逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０ ０１）， 穿越平

台次数减少 （Ｐ＜０ ０１）， 表明模型组大鼠学习和记忆功能

受损， ＡＤ 模型复制成功； 与模型组比较， 模型＋高良姜素

组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜ ０ ０１）， 穿越平台次数增加

（Ｐ ＜０ ０１）， 提示高良姜素能够提高 ＡＤ 大鼠学习和记忆功

能， 见表 １、 图 １。
表 １　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠学习记忆能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别
逃避潜伏期 ／ ｓ

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ ５ ｄ
穿越平台次数 ／ 次

假手术组 ７２ ７０±６ ２１ ５６ １４±５ ７０ ３９ ６６±３ １３ ２９ １１±４ ５１ ２０ ５９±３ ５０ ８ ３１±１ １２
假手术＋高良姜素组 ７４ ２５±６ ６４ ５５ ７５±６ １１ ３７ ３８±５ ２５ ２７ ５３±３ ５２ ２１ ３２±３ ０５ ８ ５７±１ ２０

模型组 ８０ １９±５ ９０ ７３ ００±６ １３∗∗ ６２ ６５±２ ８０∗∗ ５５ ７９±４ ９４∗∗ ４８ １１±３ ４３∗∗ ３ ０１±０ ７４∗∗

模型＋高良姜素组 ７５ ３４±５ ５９ ６４ ３９±４ ９５ ５０ ６７±４ ３３＃＃ ３９ ７８±３ ８０＃＃ ３２ ５１±２ ５５＃＃ ５ ４３±１ １２＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。
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图 １　 各组大鼠空间探索实验代表性轨迹图

３ ２　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马 ＣＡ１ 区病理形态的影响　 假

手术组海马 ＣＡ１ 区神经元数量丰富， 排列整齐， 结构完整，
形态正常； 模型组海马 ＣＡ１ 区神经元数量减少， 排列紊乱，
结构不完整， 形态异常， 如细胞体缩小、 核固缩、 染色质

边集等现象； 模型＋高良姜素组大鼠海马神经元丢失减少，
形态异常的神经元亦减少， 见图 ２。
３ ３　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马区小胶质细胞和星形胶质细

胞活化的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠海马区小胶

　 　 　 　

注： 箭头所示为海马 ＣＡ１ 区变性的神经元。

图 ２　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马 ＣＡ１ 区病理形态的

影响 （ＨＥ 染色， ×２００）

质细胞和星形胶质细胞活化数量增多 （Ｐ＜０ ０１）， 假手术＋
高良姜素组在小胶质细胞和星形胶质细胞活化水平上无明

显变化 （Ｐ＞０ ０５）； 与模型组比较， 模型＋高良姜素组大鼠

海马区小胶质细胞和星形胶质细胞活化数量均减少 （Ｐ＜
０ ０１）， 见图 ３。

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马区小胶质细胞和星形胶质细胞活化的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３ ４　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马组织 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白表达的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠海马组织中

ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 假手术＋高
良姜素组 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达无 明 显 变 化

（Ｐ＞０ ０５）； 与模型组比较， 模型＋高良姜素组大鼠海马组

织 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０ ０１）， 见

图 ４。

３ ５　 高良姜素对ＡＤ 大鼠海马组织炎症因子水平的影响　 与

假手术组比较， 模型组大鼠海马组织炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， 假手术＋高良姜素组 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平无明显变化 （Ｐ＞０ ０５）； 与模型组比

较， 模型＋高良姜素组大鼠海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６
水平降低 （Ｐ＜０ ０１）， 提示高良姜素能改善 Ａβ１⁃４２诱导的炎

性损伤， 见图 ５。
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注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为假手术＋高良姜素组， Ｃ 为模型组， Ｄ 为模型＋高良姜素组。 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马组织 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 高良姜素对 ＡＤ 大鼠海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃６
水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

４　 讨论

ＡＤ 的核心病理特征包括 Ａβ 沉积、 Ｔａｕ 蛋白异常磷酸

化及神经元丢失等。 近年来研究发现， ＡＤ 患者脑内 Ａβ 的

异常沉积不仅是疾病的早期事件， 更是诱发持续性神经炎

症的触发器。 这种神经炎症过程涉及小胶质细胞和星形胶

质细胞的过度活化， 它们对 Ａβ 沉积的响应导致补体系统的

激活和多种炎性细胞因子的释放， 如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 及 ＩＬ⁃１β
等［１０⁃１２］ 。 小胶质细胞的过度激活和炎症因子的释放不仅能

够直接损害神经元， 还能通过促进 ｔａｕ 蛋白的异常磷酸化，
加速神经纤维缠结的形成， 进一步加剧神经退行性病

变［１３］ 。 因此， 针对神经炎症的治疗策略在 ＡＤ 的防治中具

有重要潜力。
ＴＬＲ４ 作为先天免疫系统的重要成员， 能够识别多种配

体， 包括细菌脂多糖、 热休克蛋白等， 从而触发一系列信

号转导， 引发炎症和免疫反应［１４］ 。 在生理状态下， ＴＬＲ４
的激活是机体防御机制的关键一环， 有助于清除病原体和

修复组织损伤。 然而， 在病理状态下， ＴＬＲ４ 的过度激活或

异常调节可能导致一系列炎症性疾病［１５］ 。 在 ＡＤ 中， Ａβ 的

持续沉积导致 ＴＬＲ４ 过度激活， 引发小胶质细胞的过度反

应， 并释放大量炎性细胞因子和趋化因子， 这些物质不仅

加剧了脑内的炎症反应， 还能对周围的神经元造成直接损

伤［１６］ 。 此外， 活化的小胶质细胞通过分泌的 ＩＬ⁃１α、 ＴＮＦ⁃α
和补体成分 １ｑ， 诱导 Ａ１ 型星形胶质细胞的产生。 与正常

支持神经元的星形胶质细胞不同， Ａ１ 型星形胶质细胞失去

了对神经元的营养和支持功能， 转而分泌一系列炎性因子，
进一步加剧神经元的损伤和凋亡［１７］ 。 这一过程中， ＴＬＲ４
的激活进一步触发了其下游的 ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 激活后的

ＮＦ⁃κＢ 进入细胞核， 促进炎性细胞因子、 趋化因子以及其

他炎症介质的基因转录和表达， 从而加剧了神经炎症反应，
导致神经元损伤、 突触丢失和认知功能障碍［１８］ 。 多项研究

表明， ＡＤ 患者和模型动物的脑组织中 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 的表

达升高， 且与疾病的严重程度和认知功能下降密切相关，
抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的表达可以减轻 ＡＤ 认知功能障

碍［１９］ 。 与之前研究结果一致， 本研究发现， 大鼠海马内注

射凝聚态 Ａβ１⁃４２可使小胶质细胞和星形胶质细胞异常活化，
上调 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的表达， 从而促进炎症因子的

大量分泌。
高良姜素作为一种从高良姜根茎中提取的天然黄酮

类化合物， 因其丰富的生物活性而备受关注。 近年来研

究发现， 高良姜素具有乙酰胆碱酯酶抑制活性， 能通过

增强胆碱能传递来改善大鼠空间记忆障碍 ［２０］ 。 本研究

发现， 高良姜素能够改善 ＡＤ 大鼠的学习记忆能力。 进

一步研究证实， 高良姜素可以增强线粒体自噬改善 Ａβ
诱导的病理损伤 ［２１］ 。 本研究还发现， 高良姜素能够抑制

小胶质细胞和星形胶质细胞的过度活化， 降低 ＡＤ 大鼠

脑组织中 ＴＬＲ 蛋白表达， 进而抑制下游 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

的激活， 减少炎症因子的释放， 从而改善 ＡＤ 大鼠的神

经炎症损伤。
综上所述， 高良姜素可能通过调节 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

通路来改善 ＡＤ 大鼠的神经炎症损伤和学习记忆能力。 这

一发现为 ＡＤ 的治疗提供了新的潜在药物候选者， 并为进

一步的临床研究和机制探讨奠定了基础。
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