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摘要

目的：探讨海马胆碱能神经元刺激肽（HCNP）对切割穹窿海马伞后海马胆碱能神经元的促进作用。

方法：36只SD大鼠随机分成两组，切割右侧穹窿海马伞后，术后连续5 d腹腔注射BrdU，经侧脑室分别注射HCNP

和人工脑脊液（ACSF），每3天1次，共6次。切割术前、术后及治疗术后行Morris水迷宫行为学测试；术后第35天，

灌注取脑行溴脱氧尿苷（5-BrdU）、胆碱乙酰转移酶（ChAT）免疫荧光检测；提取总RNA，RT-PCR检测ChAT mRNA

表达量；提取总蛋白，Western blot检测ChAT蛋白表达。

结果：切割穹窿海马伞后，两组大鼠平均逃避潜伏期（AEL）均明显增加，记忆力下降，经过治疗后，实验组大鼠AEL

显著缩短，对照组无改善，两组AEL有显著性差异（P<0.05）；HCNP组海马齿状回颗粒下层可见较多BrdU阳性细胞

及海马ChAT阳性神经元，ACSF组仅见少量BrdU阳性细胞，未见ChAT阳性神经元；RT-PCR结果显示，HCNP组

ChAT mRNA约为ACSF组 2倍（P<0.01）；Western blot结果表明，实验组ChAT蛋白相对表达量为 0.412±0.018、对

照组为0.218±0.017，实验组明显高于对照组，二者存在显著性差异（P<0.01）。

结论：HCNP可促进海马齿状回颗粒下层神经干细胞的增殖及其向胆碱能神经元分化。
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Abstract
Objective: To investigate the promuting effect of hippocampal cholinergic neurostimulating peptide (HCNP) on

hippocampal neural stem cells (NSCs) differentiation into neurons or cholinergic neurons.

Method: Thirty six SD rats were randomly divided into experimental group and control group. The right fim-

bria-fornix were transected by three-diamensional positioning techonology. BrdU was injected into the rats' peri-

toneal for 5 consecutive days to label hippocampal autologous NSCs after surgery. HCNP or ACSF was inject-

ed into intracerebroventricular on the 9th day after surgery and supplemented every 3 days for a total of 6

times. The cognitive function of rats were detected by Morris water maze before and after right fimbria-fornix

transection, also after treatment; The cholinergic neurons derived from hippocampal NSCs were detected by Br-

dU/ChAT immunofluorescence on the postoperative 35th day. Total RNA was extracted to detect the expression

of ChAT mRNA by Real-time PCR; Total protein was extracted to detect the expression of ChAT protein by

Western blot.

Result: Morris water maze results showed that the average escape latency (AEL) in both of two groups in-
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以阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）为

代表的认知功能障碍患者是临床康复的重要对象之

一，严重的认知功能障碍对患者、家庭及社会都造成

沉重的负担。目前，针对认知功能障碍问题，临床康

复多采取代偿措施，而患者自身认知功能的改善较

为困难。AD发生的确切机制目前仍未明确，多数

学者认为主要是脑内胆碱能系统受到损害[1]，从而

造成患者学习、记忆功能减退，导致严重的认知功能

障碍。有研究表明，AD患者大脑中，海马是较早出

现Tau蛋白磷酸化和神经退化的部位之一[2]。中枢

神经系统中，有8条胆碱能纤维通路，其中最重要也

是目前研究最多的是隔区、斜角带、海马投射，内侧

隔核、Broca斜角带垂直肢和水平肢内侧部经穹窿、

海马伞投射至海马和内嗅皮质[3—4]。隔区、斜角带、

海马及它们之间的胆碱能纤维通路与动物的学习、

记忆等认知功能密切相关，该投射通路的阻断将导

致动物学习、记忆等认知功能的障碍[5—6]，研究海马

结构齿状回中胆碱能神经的再生及其机制，为临床

康复治疗AD提供新的思路，将具有非常重要的理

论和实践意义。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

取220—250g SPF级SD大鼠36只，实时PCR、

Western blot及免疫荧光检测各用12只，随机分成2

组，在脑立体定位仪上，切割右侧穹窿海马伞后[25]，

设其中一组为实验组，经侧脑室注射海马胆碱能神

经元刺激肽（hippocampa cholinergic nearo stimu-

lating peptide, HCNP），另外一组为对照组，经侧脑

室注射人工脑脊液（artificial cerebrospinal fluid,

ACSF），每组6只。

1.2 侧脑室注射HCNP及ACSF

切割穹窿海马伞术后第9 天，大鼠经腹腔注射

复合麻醉剂Chlorpent（0.2ml/100g），待动物麻醉后，

利用立体定位仪，确定左侧脑室位置。两组大鼠均

用5μl微量注射器吸除5μl脑脊液，然后实验组注入

相同体积的 HCNP（5μg/ml），对照组注入相同体积

的ACSF。注射器在颅内静置 5—10min后退出，用

骨蜡将骨缝封闭，缝合皮肤，并按性别分笼饲养。每

3d注射1次，共6次。

1.3 Morris水迷宫测试

两组大鼠在切割穹窿海马伞前训练5d，每只大

鼠每天上午和下午各进行3次连续定位航行实验训

练，每次训练间隔为 60s。将大鼠随机面向池壁放

入水中，记录每次试验中大鼠从入水点到发现并爬

上水下平台的时间，为逃避潜伏期（escape latency，

EL）。大鼠自由游泳最长时限 120s，如仍未能发现

平台，就将其置于平台上 10s，此时的EL记为 120s。

每只大鼠每天的 EL 平均值就是平均逃避潜伏期

（average escape latency，AEL）。记录并计算切割

穹窿海马伞前3d，切割穹窿海马伞后第7—9d，以及

经侧脑室注射HCNP或ACSF治疗结束 1周后连续

creased clearly, memory lost after surgery. The AEL of experimental group was significantly shorter in the

group treated by HCNP than that in the control group treated by ACSF compared with that after the right fim-

bria fornix transected (P<0.05); The immunofluorescence results indicated that more BrdU positive cells, ChAT

positive neurons and ChAT/BrdU double- labeled cells in the subgranular layer of hippocampal dentate gyrus

and hilus area in experimental group; while in control group, only a few BrdU positive cells, ChAT positive

neurons and ChAT/BrdU double- labeled cells could be detected; Real- time PCR results showed that ChAT

mRNA in experimental group was two-folds higher than that in the control group (P<0.01); Western blot re-

sults showed that the expression of ChAT protein in experimental group was significantly higher than that in

control group (P<0.01).

Conclusion: This study demonstrated that HCNP could promote the proliferation and cholinergic differentiation

of NSCs in hippocampal dentate gyrus.

Author's address The Second Clinical Medical College of Nanjing University of Chinese Medicine, Jiangsu

Nanjing, 210023

Key word hippocampal cholinergic neurostimulating peptide; hippocampus; neural stem cells; neurons;choliner-

gic neuron
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3d的AEL。

1.4 免疫荧光检测

将两组 SD 大鼠进行灌注固定，取出大脑后固

定4h，脱水后，置于冰冻切片机中，行冠状位连续冰

冻切片，调整切片厚度为 30μm，行BrdU/ChAT免疫

荧光染色。

每只动物在海马的前、中、后部位各挑取1张共

3张切片用于BrdU/ChAT免疫荧光染色，切片经漂

洗后，用 10%山羊血清的 0.01mol/L PBS 封闭过

夜。次日转入兔抗ChAT多克隆抗体及大鼠抗BrdU

多克隆抗体中孵育 72h。取出切片漂洗后，再转入

Alexa488标记的山羊抗兔 IgG及Alexa568标记的山

羊抗大鼠 IgG中，放入4℃冰箱中48h。利用Hoechst

标记细胞核。荧光显微镜下观察实验组与对照组

BrdU、ChAT 阳性细胞在海马中的定位及表达强

度。应用Leica Qwin图像处理系统进行重叠，然后

计数两组海马齿状回颗粒下层和门区ChAT阳性神

经元数目。另取2张切片用作免疫荧光的阴性对照

实验，用 0.01mol/L PBS 替代一抗，其余步骤同上，

结果为阴性。

1.5 实时 PCR检测大鼠海马内ChAT mRNA的表

达变化

侧脑室注射HCNP和ACSF完成后，饲养 1周，

提取实验组与对照组海马中的总 RNA，应用 Real-

time PCR技术，检测各组中ChAT mRNA的表达情

况，并通过与内参 GAPDH mRNA 比较，观察实验

组与对照组大鼠海马中 ChAT mRNA 的表达变

化。在 GenBank 中检索大鼠 ChAT 和 GAPDH 基因

序列，根据实时定量技术对引物的要求，应用Prim-

er5.0软件，分别设计ChAT及GAPDH引物，经Gen-

Bank BLAST同源性检索后，由上海英骏生物技术

工程有限公司合成。
ChAT引物序列如下:

Sense primer: 5'-TACAATGCCCATCCTG-3'

Anti-sense primer: 5'-CAAACCGCTTCACAAT-3'

预计扩增片段长度188 bp

GAPDH引物序列如下：

Sense primer: 5'-CCTTCATTGACCTCAACTACATG-3'

1.6 Western blot检测ChAT蛋白的表达变化

分离两组大鼠海马组织，提取总蛋白，定量后行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)，电泳后转

膜，转膜结束后，将膜中Marker泳道剪下。剩余部

分经考马斯亮兰染色30min后，脱色，检查膜是否完

整，并用含5%脱脂奶粉的1×TBS在室温下封闭2h，

1×TBS轻轻漂洗3次，每次15min；封闭结束后，在膜

的正面滴加含 5%脱脂奶粉 1 × TBS 稀释的兔抗

ChAT多克隆抗体、鼠抗β-actin抗体，4℃孵育过夜。

第二天，1×TBS漂洗后；在膜的正面滴加含5%脱脂

奶粉1×TBS稀释的结合HRP-IgG二抗（1∶1000），室

温下孵育2h；用1×TBS溶液将PVDF膜漂洗。用滤

纸将膜上液体吸干，用ECL显色法显影。

1.7 图像处理及统计学分析

采用2-△△CT法分别检测实时PCR结果中各时间

点ChAT和GAPDH mRNA的CT值，计算各时间点

ChAT mRNA的相对表达量。Western blot 结果用

捷达 801图像分析软件对ChAT和内参β-actin条带

分别进行积分光密度值分析，二者积分光密度比值

作为ChAT蛋白相对表达量；用Leica Qwin 软件对

每张切片齿状回颗粒下层和门区的ChAT阳性神经

元进行计数；分别计数体内动物试验中两组切割侧

大鼠海马齿状回颗粒下层和门区内的BrdU、ChAT

阳性细胞的数目，以均数±标准差表示。以上结果

均采用SPSS13.0 统计软件进行统计学分析。

2 结果

2.1 Morris水迷宫行为学检测结果

切割穹窿海马伞前实验组与对照组大鼠 AEL

相近，分别为（17.94±4.44）s 及（20.72±5.21）s，差异

无显著性意义（P>0.05），可认为两组大鼠认知功能

无差异；切割穹窿海马伞后两组大鼠AEL较切割前

均明显增加，分别为（44.06±5.51）s 及（39.10±8.24）

s，差异无显著性意义（P>0.05），在轨迹图上（图1）也

可观察到其轨迹杂乱无章，由此可知两组大鼠切割

穹窿海马伞后记忆功能下降，认知功能障碍模型成

功，而两组AEL与切割穹窿海马伞前相比，差异均

有显著性意义（P<0.05）。经侧脑室注射 HCNP 或

ACSF后，实验组大鼠AEL明显缩短，记忆功能显著

改善，为（29.45±1.51）s，对照组大鼠AEL并未缩短，

为（40.17±4.15）s，两组大鼠治疗后AEL存在显著性

差异（P<0.05），见图2。

2.2 BrdU/ChAT免疫荧光结果
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BrdU/ChAT 免疫荧光结果显示，ChAT 阳性细

胞主要位于海马齿状回颗粒下层和门区。实验组齿

状回颗粒下层及门区BrdU阳性细胞数明显多于对

照组，ChAT阳性细胞数量较对照组多，并可见部分

BrdU/ChAT双标阳性细胞，而对照组齿状回颗粒下

层及门区可见一定数目的BrdU阳性细胞，门区可见

少量 ChAT 阳性细胞（图 3）。对每张切片海马中

ChAT阳性神经元进行计数，每只动物前、中、后3张

切片 ChAT 阳性神经元总数实验组为（42.67±4.51）

个，对照组为（18.67±2.08）个，两者差异具有显著性

（P<0.01）。

2.3 实时PCR实验结果

经蛋白核酸测定仪检测，所提取的总 RNA

OD260/OD280值为1.94，提示RNA纯度较高。

采用2-△△CT法分别检测各时间点（图4）ChAT和

GAPDH mRNA 的 CT 值，计算各时间点 ChAT

mRN 的相对表达量。分析结果显示实验组 ChAT

mRNA 相对表达量（2.13±0.15）约为对照组（1.08±

0.03）的 2 倍。两组 ChAT mRNA 相对表达量经统

计学分析，存在显著性差异（P<0.01）。

2.4 Western blot实验结果

两组在分子量为 83kD 处均检测到 ChAT 阳性

条带（图 5）。图像分析结果显示实验组ChAT的相

对表达量为0.412±0.018，对照组为0.218±0.017。两

组ChAT相对表达量统计学分析结果表明，两组之

间有显著性差异（P<0.01）。

图1 Morris水迷宫定位航行实验轨迹图

图2 实验组与对照组各时间段AEL

与对照组相比*P<0.05。

图3 实验组与对照组免疫荧光检测结果

白色箭头为ChAT阳性细胞，黄色箭头为BrdU/ChAT双标阳性细胞
（绿色：ChAT；红色：BrdU；蓝色：Hoechst）

实验组

对照组

图4 实验组和对照组ChAT mRNA相对表达量

图5 Western blot检测两组ChAT蛋白的表达情况
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3 讨论

尽管在病理学上表现为胆碱能神经纤维显著的

念珠样肿胀[7—9]，但基底前脑胆碱能神经系统（basal

forebrain cholinergic system，BFChS）在正常老龄化

过程中并不伴随明显的行为学及认知功能障碍。而

AD中BFChS的改变主要表现为胆碱能神经元及其

纤维投射的缺失[10]，包括ACh、ChAT、乙酰胆碱酯酶

（acetylcholinesterase，AChE）、烟碱样胆碱能受体

（nicotine acetylcholine receptors，NAChR）、毒蕈碱

样胆碱能受体（muscarine acetylcholine receptors，

MAChR）等[11—13]的减少，其他的病理变化还包括细

胞外β淀粉样蛋白（β-amyloid protein，Aβ）沉积形成

的老年斑[14]以及细胞内高度磷酸化Tau蛋白所致的

神经原纤维缠结 [15]（neurofibrillary tangles，NFT）。

AD等认知功能障碍退行性疾病的发病机制尚不明

确，多数学者认为是由于BFChS损伤后，胆碱能神

经元丢失，投射至海马、杏仁体、大脑皮质等区域的

ACh递质减少所致[16—17]。因此，诱导海马齿状回颗

粒下层的自体 NSCs 向胆碱能神经元分化，从而补

充海马皮质等区域的乙酰胆碱神经递质，已成为治

疗AD的新思路。

磷脂酰乙醇胺结合蛋白 (phosphatidylethanol-

amine-binding protein，PEBP)是一类结构高度保守、

生物功能多样的碱性胞质蛋白，可作为信号转导过

程中的调节器以及HCNP前体蛋白，在神经元保护、

生物膜的构建与重塑、AD病理过程中发挥极其重

要的作用[18—19]。2002年，Maki等[20]在AD患者尤其是

晚期患者海马CA1区观察到了PEBP mRNA表达量

的下降，提示PEBP参与了AD的发病过程。HCNP

是与 PEBP N-基末端 11个残基相对应的生物活性

肽，在体外培养中，可增强胆碱能表型的发育[21]。HC-

NP在 25—30周胎龄的胎儿中表达迅速增高，出生

前达到最高峰，随后缓慢下降，10岁时降至正常水

平，提示 HCNP 在海马发育中发挥重要的作用 [22]。

HCNP能够促进隔-海马区ChAT的活性，可与NGF

以不同方式协同作用，调节隔区胆碱能神经元的发

育，并可作为特定组织的神经调质而发挥作用[23]；体

外内侧隔核神经元培养发现，HCNP可提高其ChAT

的活性和ACh的合成，并可与NGF一起促进胆碱能

神经元的分化[24]，但其与BDNF是否也有类似的作

用则尚未见报道。

本课题组在研究切割穹窿海马伞后海马PEBP

的表达变化时发现，PEBP在切割海马伞后第3天开

始升高，第 7天达到最高峰，此后则呈下降趋势，至

第21天时回到正常水平[25]。然而，我们在近年来的

系列研究中发现，海马内自体 NSCs 向神经元和胆

碱能神经元的分化，往往发生于切割穹窿海马伞后

的 14—28d[26]，由此推测，在此时间窗内给予适量

HCNP的补充，将对海马来源的NSCs向神经元或胆

碱能神经元的分化产生积极的作用。

隔、斜角带、海马以及它们之间的胆碱能纤维通

路与动物的学习、记忆等认知功能密切相关，该投射

通路的阻断将导致动物学习、记忆等认知功能的障

碍[5—6]，将穹隆海马伞切断后，这一重要胆碱能纤维

通路也随之阻断，即可通过切割穹隆海马伞制备海

马去神经支配动物模型。Morris水迷宫行为学检测

结果证实，大鼠切割穹窿海马伞后记忆功能下降，认

知功能障碍模型成功。在此基础上，实验组与对照

组分别经侧脑室给予 HCNP 及 ACSF 灌注，Morris

水迷宫行为学测试结果显示，实验组经HCNP治疗

后大鼠记忆力、认知功能得到了明显的改善，而对照

组大鼠记忆力则仍呈下降趋势，并无改善；免疫荧光

结果显示，BrdU标记的新增殖细胞主要位于海马齿

状回颗粒下层，ChAT 阳性神经元则分布在齿状回

颗粒下层及门区，该结果与本课题组先前的研究发

现结果一致[27]。实验组海马齿状回颗粒下层BrdU

阳性细胞、ChAT阳性神经元数量明显多于对照组，

显示HCNP可以提高神经干细胞的增殖，并且能够

促进其向胆碱能神经元的分化，Real-time PCR 与

Western blot的实验结果支持了这一论点。在HC-

NP作用下，ChAT mRNA和蛋白的表达增强；同时

在实验组还可观察到部分 BrdU/ChAT 双标阳性神

经元，由此可推测，这部分胆碱能神经元可能来自于

新增殖的自体NSCs。而未能与BrdU双标的胆碱能

神经元由何分化而来尚不能确定，我们推测，除部分

因制作切片时未能切到细胞核的ChAT阳性神经元

仍为 NSCs 分化而来外，根据本课题组新近研究的

结果，另一部分ChAT阳性神经元可能是由海马齿

状回中“激活”的放射状胶质细胞分化而来。

目前有关PEBP及HCNP在海马胆碱能神经再
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生方面的研究较少，尤其是它们与海马 NSCs 分化

的关系所知更少，我们将进一步通过 PEBP基因敲

除动物及体外的RNA干扰技术，对PEBP在海马神

经再生中的NSCs向胆碱能神经元分化的作用作进

一步的研究探讨。
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