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对于很多中枢神经性系统疾病来说，由于血脑

屏障的存在，多种药物尤其是蛋白质和肽类药物很

难通过血脑屏障进入中枢神经系统发挥其治疗作

用c*d，并且蛋白和多肽类药物容易被肠道或血液中

的酶水解cCd。该课题组在前期的研究中采用侧脑室

直接给药法给予药物治疗老年痴呆模型小鼠c0d，但

是该方法不能作为临床用药时的给药方法。最近发

展起来的经鼻腔给药方法可以使药物绕过血脑屏

障入脑，这主要是由于鼻黏膜在解剖生理上与脑部

存在独特的天然联系，药物经鼻腔给药后可通过嗅

觉区的嗅黏膜上皮途径及嗅神经途径直接入脑c7Z2d。

阿尔茨海默病（/B`N>;P>:’< T;<>K<>，/-）是一种常见

的中枢神经系统退行性疾病，其主要的病理特征有

老年斑的形成、神经纤维的缠结及大量神经元的丢

失。目前有多种关于 /- 发病机制的学说，如 /! 淀

粉样蛋白学说、胆碱能学说、?KO 蛋白异常磷酸化学

说、载脂蛋白基因多态性学说、基因突变学说等等，

其中 /! 毒性学说占主导地位c5d。)*%CZ,- 是一个

能够抑制 /! 错误折叠和聚集、并可阻断其神经毒

性的 ! 片层阻断肽，本实验我们将研究 )*%CZ,-

经鼻腔给药后对脑内 /.. 及 /! 蛋白表达的影响，

探讨 )*%CZ,- 经鼻腔给药后对 /- 的治疗作用。

( klmM[

*[* "#$% 5 月龄 ./. 双转基因小鼠 C%只，

同月龄 12",3]56 小鼠 *% 只，雌雄随机提供，购自北

京华阜康生物科技有限公司，饲养于天津医科大学
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时间 对照组 模型组 !"#$%&' 给药组

" ( )"*$$)!+*,)- ,./,)#!"0/-11

2

0-*#0.!.*01,

3

$ ( $#/+1$!-/ -$, ,./)$.!"+/+)"

2

$#/)#-!"#/1.-

4

- ( ",/-"1!./$.0 ,./$-.!$$/.,+

2

$#/,)-!+/0..

4

) ( "0/0,0!)/1,, ,"/-#0!"$/-0)

2

"./$,+!,/$,+

4

0 ( "-/0"$!-/1)# 1-/+1+!"+/#0+

2

""/1$0!$/+0-

4

! ! "#$%&'()*+,-./0 1!"!#2!"#3

$%&! '()*%+,-(. (/ %01+%21 1-3%*1 4%51.36 ,. .%0,2%5,(. 51-5 %)(.2

57+11 2+(8*- (/),31 1!"!#4!"$3

与对照组相比，2

! 5 #/#"；与模型组相比，4! 5 #/#"

动物中心。

"/$ !"#$%&' !"#$%&' 用固相合成法合

成，高效液相色谱纯化，经质谱仪（67）分析鉴定纯

度均"+08，由上海吉尔生物公司合成。9:: 抗体购

自 9;<=> 公司，9!"%)$ 抗体购于 ?@>A<BC 公司，

'9& 显色试剂盒及即用型 79&? 免疫组化试剂盒

购自武汉博士德生物公司。

"/- ()*+

"/-/" 动物分组及给药方法 将 :9: 双转基因小

鼠 $# 只，随机分为 !"#$%&' 给药组及 9' 模型组，

同月龄同背景的 ?0,&DE1F 小鼠作为正常对照组。

!"#$ G&' 给药组每日经鼻腔给予 -$/1 >HE>D

!"#$G&' 溶液 0 "D，正常对照组及 9' 模型组每日

给予同等体积的 !"#$G&' 空白辅料溶液（#/08 壳

聚糖、#/"8 &79），每日给药 " 次，给药 -# (。-# ( 后

行 6BIIJK 水迷宫实验L,M。6BIIJK 水迷宫实验结束后，

取脑，一半脑组织放入 )8 多聚甲醛溶液内固定，

蜡块包埋切片，一半脑组织分离海马与皮层放于

G.# #冰箱中备用。

"/-/$ 免疫组化染色 组织切片常规脱蜡至水；-8

!

$

N

$

室温孵育 "# >JC，以消除内源酶活性；枸橼酸

缓冲液微波沸腾抗原修复，0 >JC$$ 次，取出冷却至

室温；0O &79 封闭 "0 >JC；分别加入稀释一定比例

的一抗（9! "%"##、9:: "%"##）工作液，) &冰箱过

夜；根据一抗来源分别滴加相应生物素标记的羊抗

鼠和羊抗兔通用二抗，-, &孵育 $# >JC。滴加 79&?

液，-, &孵育 $# >JC；'9& 显色剂显色，苏木素复

染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，于

显微镜下观察。阴性对照用 #/#" >BPED :&7 溶液代

替一抗，其余步骤相同。

"/-/- QAKRAIC ;PBR 检测 于冰箱中取出分离的小

鼠海马和皮层组织，根据组织量加入适量蛋白裂解

液匀浆，&?9 法测定蛋白后调定各组蛋白为等浓

度，加适量上样缓冲液，煮沸变性 0 >JC。"#O'"0O

分离胶电泳分离蛋白后湿转到 :S'T 膜上，膜用

0O 脱脂奶粉室温封闭 $ @，U&7GU 漂洗后加入一定

比例（9! "%0##，9:: "%" ###）的一抗，) &过夜，加入

稀释的二抗（"%0 ###），室温下孵育 $ @，然后化学发

光法曝光。

"/) ,-./0 所得数据以 !"# 表示，采用

7:77",/# 统计学软件处理数据，各组间的比较采用

单因素方差分析法。

9 56

$/" 12.()34

$/"/" 逃避潜伏期的比较 模型组小鼠的逃避潜

伏期显著长于正常组（! 5#/#"），!"#G&' 给药组与

模型组相比，逃避潜伏期明显缩短（! 5#/#"），见表"。

$/"/$ 跨越隐性平台的次数及朝向角的比较 模

型组与正常对照组相比小鼠跨越隐性平台的次数

明显减少，入水朝向角明显增大（! 5#/#"）。与模型

组相比，!"#$G&' 给药组小鼠跨越隐性平台的次数

显著增多，入水朝向角显著减小（! 5#/#"），见表 $。

$/$ 5678+9:;<=> 9:: ? 9! @AB

CD

$/$/" !"#$G&' 对脑内 9:: 表达的影响 9:: 免

疫组化染色结果显示，与正常对照组相比，模型

组小鼠脑内阳性细胞数较多，阳性细胞率明显提高

（! 5#/#"），9:: 表达明显较高；!"#$G&' 给药组小

鼠脑内阳性细胞率较模型组显著降低（! 5#/#"），

9:: 表达明显较低。见表 -，图 "。

组别 跨越隐性平台次数EV次E+#KW 入水朝向角E度

对照组 $/##(#/.+) )-/0"))$$/#+.

模型组 #/",!#/)#.

2

"-$/,)1/",!-)/0-$

2

!"#$%&' 给药组 "/.#!#/.-,

4

),/",0!$-/,#1

4

! 9 "#$%789:;<=>?@A(BCDEFGHIJK

1!"!#4!%$3

$%&9 '()*%+,-(. (/ /+1:81.36 -*%. 7,;;1. <= %5/(+) %.; 571

(+,2,.%4 %.241 ,. -*%31 1>*4(+%5,(. 1>*1+,)1.5 %)(.2 57+11

2+(8*- (/ ),31 1!"!#4!"$3

与对照组相比，2

! 5 #/#"；与模型组相比，4!5#/#"

组别 阳性率EO

皮层 海马 ?9" 区

对照组 ")/1.!)/#. "-/0+!+/"0

模型组 .#/.#!")/1$

2

0-/+-!"+/)#

2

!"#$%&' 给药组 "0/,1!1/)-4 ",/.,!./#04

! ? "#$%LMFNO '@!P @<<QAJK R!"!#4!"$3

$%&? A>*+1--,(.(/@<<;151351; ,. 31+1&+%4 3(+51- %.;7,**(3%)*%4

'@!%+1%&6 ,))8.(7,-5(371),-5+6 1!"!#4!"$3

与对照组相比，2

! 5 #/#"；与模型组相比，4!5#/#"
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!"!"! #$%!&'( 对脑内 )! 表达的影响 与正常

对照组相比，模型组小鼠海马 *)$ 区及皮层神经元

胞浆着色明显加深成强阳性，阳性细胞率明显较

高，)! 表达增强（! +%,%-）。给药组较模型组胞浆着

色较浅，阳性细胞率较低，)! 表达较弱（!+%,%-）。见

表 .，图 !。

!,/ 0123145 6783 !"#$ 0123145 6783 结果显

示，与正常对照组比较，模型组小鼠蛋白条带明显

增粗，颜色加深，)99 及 )! 蛋白的表达量显著增

多，差异有统计学意义（! +%,%-）；#-%!&'( 给药组

明显降低了 )( 小鼠脑内 )99 及 )! 表达，蛋白条

带明显变细，颜色变浅，与模型组相比，差异有统

计学意义（! + %,%-）。见表 :，图 /。

! !"

神经系统的很多疾病特别是老年性神经退行

性疾病，如阿尔茨海默病、帕金森疾病、血管性痴呆

等，一直困扰着病人。现有的治疗大部分都是通过

口服或静脉给药，但由于存在血脑屏障，能有效到

达脑组织起到治疗作用的药物含量很低;<&=>，生物利

用度仅约 %,%$!"%,$!。最近，随着多种给药系统的

发展，鼻腔给药越来越引起学者关注。鼻腔可分为

前庭区、呼吸区和嗅觉区。呼吸区的黏膜较厚，黏膜

下分布着丰富的毛细血管、静脉窦等，是药物经鼻

腔给药进入体循环的主要途径；嗅觉区主要由支持

细胞构成，其间分布着嗅神经，嗅神经纤维聚集成

束，穿过位于黏膜下的筛孔，与大脑的嗅球相连，这

是唯一与外周系统直接相通的部位;=>。鼻腔给药后，

药物可以被嗅神经元轴突摄取后经轴突、神经束，

到达嗅球，进入脑内；也可以通过嗅觉区支持细胞

和嗅神经之间的间隙直接进入脑组织内;$%>。因此经

组别 )99 蛋白相对表达量 )! 蛋白相对表达量

对照组 %,?%$#%,!!/ %,@$%$%,%=.

模型组 $,!<@$%,$%?

A

-,-.-$%,!:/

A

#-%!&'( 给药组 %,@./$%,%=<

B

%,@%.$%,%?%

C

# " $%&'() #$$* #!+,-./01 2!%&'3!"#4

()*" +,-./001230 24 #$$ )35#! 5/6/76/5 13817/ *.)13 *9:/06/.3

*;26 )00)9 2!%&'5!"$4

与对照组相比，A

! + %,%-；与模型组相比，C! + %,%-

# < 6%&'78*9: =#&; #!<=>? 2!%&'5!%$4

()*< +,-./001230 24 #! 5/6/76/5 13 7/./*.); 72.6/, )35 >1--27)8-);

=#&)./)*9 188?32>10627>/8106.9 2!%&'5!"$4

与对照组相比，A

! + %,%-；与模型组相比，C!+%,%-

组别
阳性率DE

皮层 海马 *)$ 区

对照组 $@,=$$.,=/ =,??$.,::

模型组 <:,=%$?,@?

A

.=,%$$!$,%%

A

#$%!&'( 给药组 $@,/!$?,@@

C

=,/@$/,@<

C

$：正常对照组 !：模型组 /：#$%!&'( 给药组；

)：海马 *)$ 区 '：大脑皮层

@ & $%&'A(78*9: =#&; #$$/02!<''4

@1A & +,-./001230 24 #$$ 5/6/76/5 13 7/./*.); 72.6/, )35

>1--27)8-); =#& )./) *9 188?32>10627>/8106.9B!<''C

$：正常对照组 !：模型组 /：#$%!&'( 给

药组； )：海马 *)$ 区 '：大脑皮层

图 ! 各组小鼠大脑皮层及海马 *)$ 区 )!

表达的影响（%.%%）

FGH ! IJK4122G852 8L )! M131N31M G5 N14164O7

N8431J O5M PGKK8NOQKO7 *)$ O41O 6R

GQQS58PG238NP1QG234RT%.%%U

-：正常对照组 !：模型组 /：#-%!&'( 给药组

)：海马 *)- 区 '：大脑皮层

@ D 6%&'A(78*9: =#&; #!/0BCD2!<''4

@1A D +,-./001230 24 #! 5/6/76/5 13 7/./*.); 72.6/0 )35 >1--27)8-);

=#& )./) *9 188?32>10 627>/8106.92!<''4

) ' *

!&ON3G5

)99

!&ON3G5

)!

) ' *

)：正常对照组 '：模型组 *：#-%!&'( 给药组

@ ! :/06/.3 *;26EF$%&'() #$$* #!+GB/0

@1A ! +,-./001230 24 #$$ )35 #! 5/6/76/5 13 817/ *.)13 *9

:/06/.3 *;26 )00)9

孙凤仙，等,#-%!&'( 经鼻腔给药后对 9)9 双转基因 )( 小鼠行为学及脑内 )99 和 )! 蛋白表达的影响!

:

"

/<?



鼻给药可以使药物绕过血脑屏障靶向递到脑部，为

治疗中枢神经系统疾病提供了一种极有发展前景

的给药途径，这也就使得通过鼻腔给药治疗阿尔茨

海默病成为可能。

阿尔茨海默病是老年痴呆各种类型中最常见

的形式，是主要伴有认知障碍和记忆损伤的中枢神

经退行性疾病。众多的实验研究表明 !! 淀粉样蛋

白是各种原因诱发 !" 的共同通路，是 !" 形成和

发展的关键因素#$$%。!! 寡聚物既可通过 &'()*! 诱

导 +,- 蛋白过度磷酸化#$.)$*%，又可直接引起 +,- 蛋白

异常磷酸化和神经元纤维缠结的形成#$/%。!! 沉积物

可直接激活小胶质细胞引起其释放 01)$、01)2、

345)" 等致炎细胞因子，进而使星形胶质细胞被激

活释放炎性蛋白，这些炎性蛋白可进一步促进 !!

沉积，形成恶性循环，使脑中慢性神经炎症长期存

在，引发大量神经细胞凋亡#$6%。!! 也可以诱发小胶

质细胞产生大量的过氧自由基（78'、48 等），造成

脂质过氧化，再透过介导凋亡和兴奋性神经毒性作

用最终导致神经元丢失#$2%。由此可见 !! 在 !" 发病

机制中起着核心作用，因此减少 !! 的形成、抑制

!! 聚集是预防和治疗 !" 的根本途径#29$:%。

本研究中的药物 ;$<.)=" 的设计就是根据

!! 的化学结构特性和聚集原理，利用计算机药物

设计平台)""')>? 系统，通过药物靶向的三维立

体显示设计出的，该类药物是由 $< 个氨基酸组成、

@ 端经腐胺修饰的十肽。;$<.)=" 含有 ! 折叠抑制

剂脯氨酸、与 !! 疏水区域相结合的氨基酸及与 !!

片段中相反电荷的氨基酸，从而达到与 !! 的结合，

抑制 !! 自身的 ! 折叠的形成和 !)折叠间的相互

结合，减少 !! 聚合物的沉积，从而降低 !! 寡聚物

的神经毒性。

本实验结果表明，;$<.)=" 经鼻腔给药后能够

入脑与 !! 结合，减少 !! 的表达，抑制了 !! 的错

误折叠，减少 !! 寡聚物的毒性，同时减少了 !AA

的表达，提高 !" 小鼠的学习记忆能力。因此该药物

可通过鼻腔给药达到治疗 !" 的作用。
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