
served; rats were put to death immediately at the peak

of fever, [ Ca
2 +

] i was measured by the technique of

Fura22 /AM calcium ions fluorescence indicator; the

content of cAMP in hypothalamus was measured by ra2
dioimmunoassay. Results 　① The sequence of the

maximum change of temperature (ΔTmax) from high

to low: group CPZ + LPS > group LPS > group CPZ >

group N; ΔT (300～480 m in) and TR I8 of group CPZ

+LPS was significantly higher than that of group LPS

( P < 0101 ) ; ② A t the peak of fever, [ Ca2 + ] i of

group CPZ + LPS was significantly lower than that of

the other three ( P < 0101) ; ③ The content of cAMP in

hypothalamus of group CPZ + LPS was the highest ( P

< 0101 ). Conclusion 　 It was possible that cap saz2
ep ine changed intra2cellular [ Ca

2 +
] i by blocking TR2

PV1 channel in hypothalamus, and then affected LPS2
induced fever.

Key words: lipopolysaccharide (LPS) ; fever; transient

recep tor potential vanilloid 1 ( TRPV1) ; cap sazep ine;

cyclic adenosine monophosphate ( cAMP) ; [ Ca
2 +

] i

尼古丁对 Aβ25235诱导学习记忆障碍小鼠的治疗作用
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摘要 :目的 　探讨 nAChR激动剂尼古丁对 β2淀粉样蛋白

(Aβ25235 )诱导的学习记忆障碍小鼠模型的治疗作用以及可

能的作用机制。方法 　小鼠侧脑室注入凝聚态 Aβ25235 415

μl。次日 ,用药组给予尼古丁 012和 2 mg·kg- 1 ( ip, bid ×7

d) ,对照组及模型组 ip生理盐水。给药结束 4 d后 (造模成

功后 11 d) ,进行各组行为学及皮层、海马组织乙酰胆碱酯酶

(AChE)、胆碱乙酰转移酶 ( ChAT)、丙二醛 (MDA )、谷胱甘

肽 ( GSH)活性指标的检测。结果 　定位航行实验发现 ,训练

d 4,模型组小鼠的上台潜伏期和游泳距离明显高于对照组

和 012、2 mg·kg- 1尼古丁治疗组 ( P < 0101) ;空间搜索实验

发现 ,实验 d 5撤除平台 ,模型组在平台所在象限 (第 Ⅱ象

限 )中游泳的时间百分比明显低于对照组 ( P < 0101)和 012

及 2 mg·kg- 1尼古丁治疗组 ( P < 0105) ;模型组在平台所在

象限 (第 Ⅱ象限 )中游泳的距离百分比明显低于对照组 ( P <

0101) ,但与 012及 2 mg·kg- 1尼古丁治疗组无差别 ( P >

0105)。酶活性检测发现尼古丁治疗组的 AChE及 ChAT的
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活性较对照组明显升高 ( P < 0101) ;尼古丁治疗组 ( 2 mg·

kg- 1 )MDA的活性较模型组明显降低 ( P < 0101) ,尼古丁治

疗组 (012 mg·kg- 1 )的活性较模型组无改变 ( P > 0105) ;尼

古丁治疗组的 GSH活性较模型组明显升高 ( P < 0101)。结

论 　尼古丁能够改善 Aβ25235诱导痴呆小鼠的学习记忆功能

障碍 ,该作用与其增强 ChAT的活性以及抗氧化应激有关。

关键词 :尼古丁 ;β2淀粉样蛋白 25235;学习记忆

　　研究发现 ,尼古丁 ( nicotine)可对离体及在体的

阿尔采末病 (A lzheimer’s disease, AD )模型产生治

疗作用 ,我们此前报道尼古丁作用于 Aβ诱导细胞

模型的结果也证实了这一点 [ 1 ]。然而已有的在体

研究 ,采用的痴呆动物模型主要为 3xTg2AD APP

(V717 I)等转基因动物模型 ,给药主要以长期饮水

(2～4 mon)的慢性方式为主 [ 2, 3 ] ,而对于侧脑室直

接注射 Aβ诱导的学习记忆障碍小鼠模型 ,采用腹

腔注射给药观察尼古丁是否有治疗作用的研究还少

见报道 ,国内虽然有报道发现尼古丁对 Aβ诱导痴

呆大鼠记忆和空间定向能力的降低有干预作用 ,但

仅对其行为学的改变进行了研究 [ 4 ]。因此 ,本研究

拟以连续 7 d尼古丁腹腔注射给药 ,观察尼古丁对

Aβ25235诱导学习记忆障碍小鼠行为学及相关酶活性

的影响 ,以进一步探讨明确腹腔注射尼古丁是否对

Aβ诱导学习记忆障碍小鼠具有治疗作用及可能机

制。

1　材料与方法

1. 1　药品与试剂 　尼古丁购自美国 Calbiochem公
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司 ; Aβ25235 购自美国 Sigma 公司 (批号 : 13 /01 /

2005) ; 96孔板购自美国 Corning公司 ;多功能酶标

仪购自瑞典 Tecan Sunrise Eliza2Reader; BCA蛋白测

定试剂盒购自美国 Pierce 公司 ; 乙酰胆碱酯酶

(AChE)、胆碱乙酰转移酶 (ChAT)、丙二醛 (MDA )、

谷胱甘肽 ( GSH )活性检测试剂盒购自南京建成生

物工程公司 ;其余均为国产分析纯试剂。

1. 2　动物 　选用 ♂昆明小鼠 ,体重 18～25 g,由上

海西普尔 -必凯实验动物公司提供 ,生产许可证号 :

SCXK (沪 ) 200320002,使用许可证号 : SYXK (沪 )

200320026。

1. 3　凝聚态 Aβ25235的制备 　将 1 mg Aβ25235溶于

015 m l灭菌生理盐水中 ,浓度为 2 mmol·L
- 1

,密封

后置于 37℃细胞培养箱中进行老化 , 96 h后可进行

注射。

1. 4　小鼠侧脑室注射 Aβ[ 5, 6]及腹腔注射尼古丁 　

将小鼠用乙醚麻醉 ,消毒后将其前囟处皮肤开一小

口 ,暴露颅骨 ,于右侧侧脑室注入浓度为 2 mmol·

L
- 1凝聚态 Aβ25235 415μl (9 nmol) ,对照组注入等体

积生理盐水。次日 ,用药组给予尼古丁 012 mg·

kg- 1和 2 mg·kg- 1 ( ip , bid ×7 d) ,对照组及模型组

ip生理盐水。给药结束 4 d后 (造模后 11 d) ,进行

各项指标检测。

1. 5　M orr is水迷宫实验 　Morris水迷宫由圆形水

池、自动摄像和分析系统组成 ,图像自动采集和处理

系统主要由摄像机、计算机和图像监视器组成 ,动物

入水后启动监测装置 ,记录动物运动轨迹 ,实验完毕

自动分析报告相关参数。检测指标 : ①定位航行实

验 :利用 Morris水迷宫对小鼠进行行为学训练和测

试。水迷宫装置为一圆形水池 (水池壁为黑色 ) ,直

径 120 cm ,水深 30 cm,加入黑色食用色素使水不透

明 ,水温保持在 22℃左右 ,将迷宫均分为 4个象限 ,

一黑色圆形平台 (直径 9 cm )位于第二象限水面下 1

～2 cm左右。实验训练阶段为 4 d,每只小鼠每天

接受 4次训练 ,每次训练 180 s,两次训练间隔为 30

s,每次训练的入水点为按随机序列排列的 4个象

限 ,每相邻 2 d的入水顺序不同。如果小鼠在 180 s

内上台 ,则允许其在平台停留 30 s;如果动物在 180

s内不能发现平台 ,则将其牵引至平台并使其停留

30 s(其潜伏期定为 180 s)。用摄像头跟踪并记录

小鼠在水池中的游泳轨迹 ,并将数据输入计算机中

计算小鼠达到平台的潜伏期及游泳距离。②空间

搜索实验 :用于测量学会寻找平台后 ,对平台空间位

置记忆的保持能力 ,实验 d 5撤除平台。分两次将

大鼠从距离原平台位置 (第二象限 )较远的两个象

限放入水中 ,记录并分析大鼠在第二象限内的时间

百分比和游泳距离百分比。

1. 6　小鼠皮层、海马组织乙酰胆碱酯酶 ( AChE)、

胆碱乙酰转移酶 ( ChAT)、丙二醛 ( MDA )、谷胱甘

肽 ( GSH)活性检测 　将小鼠断头取脑 ,在冰浴上剥

离皮层与海马组织 ,称重后置于液氮重冷冻 ,之后加

入预冷的 019% NS, B iorad蛋白定量。①乙酰胆碱

酯酶 ( true cholinesterase)水解乙酰胆碱生成胆碱及

乙酸 ,胆碱可以与巯基显色剂反应生成 TNB (对称

三硝基苯 , Sym 2Trinitrobenzene)黄色化合物 ,根据颜

色深浅进行比色定量 ,水解产物胆碱的数量可反映

胆碱酯酶的活力。在 412 nm处测吸光度值 , AChE

活性以 U ·mg
- 1

Pro表示。②胆碱乙酰转移酶

( choline acetyltransferase, ChAT)的测定是以乙酰辅

酶 A和胆碱为底物 ,在 ChAT的作用下 ,反应的生成

物和显色剂结合 ,在 324 nm处测定吸光度 , ChAT的

活性以 U·mg- 1 Pro表示。③过氧化脂质降解产

物中的 MDA可与硫代巴比妥酸 ( TBA )缩合 ,形成

红色产物 ,在 523 nm处有最大吸收峰。MDA活性

以 nmol·mg- 1 Pro表示。④二硫代二硝基甲酸与

巯基化合物反应时能产生一种黄色化合物 ,在 412

nm测吸光度值。GSH 活性以 mg·g- 1 Pro表示。

具体操作按试剂盒说明进行。

1. 7　统计学方法 　采用 SPSS对实验数据进行分

析 ,数据结果均以 �x ±s表示 ,多组间比较行方差分

析 ,组间比较采用 t检验。

2　结果

2. 1　尼古丁对 Aβ25235诱导小鼠学习记忆障碍模型

的空间学习记忆能力的影响

2. 1. 1　定位航行实验 　训练 d 1～3,模型组动物的

平均上台潜伏期以及上台前游泳距离与其他组无明

显差别 ;而且随着训练次数的增加 ,到达平台的潜伏

期及游泳距离不断缩短。但到 d 4,模型组小鼠的上

台潜伏期和游泳距离明显高于对照组和 012、2 mg

·kg
- 1 ( ip , bid)尼古丁治疗组 ( P < 0101 ) ,见 Fig

1A、Fig 2A。

2. 1. 2　空间搜索实验 　实验 d 5撤除平台 ,模型动

物在平台所在象限 (第 Ⅱ象限 )中游泳的时间百分

比明显低于对照组 ( P < 0101)和 012及 2 mg·kg
- 1

( ip , bid)尼古丁治疗组 ( P < 0105) ;模型动物在平台

所在象限 (第 Ⅱ象限 )中游泳的距离百分比明显低

于对照组 ( P < 0101) ,但与 012及 2 mg·kg
- 1 ( ip ,

bid)尼古丁治疗组差别无显著性 ( P > 0105) ,见 Fig

1B、Fig 2B。
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F ig 1　Effects of n icotine on escape la tency in M orr is

wa ter maze in Aβ2trea ted m ice ( n = 8)

　　A: the relations between latency and training day; B: the percent of

time which swim ing Ⅱ quadrad

　　3 P < 0105, 3 3 P < 0101 vs Aβ25235 group

2. 2　尼古丁对 Aβ25235诱导小鼠学习记忆障碍模型

的皮层、海马 AchE、ChAT、M PA活性的影响 　模

型组与对照组相比 , AChE的活性明显升高 ,而尼古

丁治疗组的活性较对照组也明显升高 ( P < 0101) ;

模型组与对照组相比 , ChAT的活性明显降低 ,而尼

古丁治疗组的活性较模型组明显升高 ( P < 0101) ;

模型组与对照组相比 ,MDA的活性明显升高 ,而尼

古丁治疗组 ( 2 mg·kg
- 1 )的活性较模型组明显降

低 ( P < 0101) ,尼古丁治疗组 ( 012 mg·kg- 1 )的活

性较模型组无明显改变 ( P > 0105) ;模型组与对照组

相比 , GSH的活性明显降低 ( P < 0105) ,而尼古丁治

疗组的活性较模型组明显升高 ( P < 0101) ,见 Tab 1。

F ig 2　Effects of n icotine on sw im d istance in M orr is

wa ter maze in Aβ2trea ted m ice ( n = 8)

　　A: the relations between swim distance and training day; B: the per2

cent of swim distance in Ⅱ quadrad

　　3 3 P < 0101 vs Aβ25235 group

3　讨论

　　目前 , AD动物模型主要包括利用理化手段毁

损动物中枢某些特定功能核团而制作的动物模型 ,

以及近年来新兴的转基因动物模型 [ 7, 8 ]。然而 ,由

于 AD的病因和发病机制非常复杂 ,确切的机制还

没有完全明确 ,因此目前无论是那种类型的 AD动

物模型都几乎只能模拟出 AD患者的部分病理生理

及临床特征。本实验采用的是 Aβ脑立体注射的小

鼠模型 ,这一模型是基于 AD Aβ级联反应学说 :β

折叠可以使 Aβ25235由单体变为丝状聚合物 ,从而发

挥毒性作用 ,导致氧化应激、神经递质代谢障碍 ,细

Tab 1　Effects of n icotine on the h ippocam pa l and cortica l b iochem ica l param eters of Aβ25235 2trea ted m ice ( n = 5～7)

Group AChE /U·mg - 1 Pro ChAT/U·mg - 1 Pro MDA /μmol·g - 1 Pro GSH /mg·g - 1 Pro

Control 1. 45 ±0. 10 1663. 39 ±81. 54 9. 27 ±0. 68 56. 65 ±3. 57

Aβ25235 group 2. 14 ±0. 113 3 1210. 88 ±47. 983 3 12. 89 ±0. 353 3 47. 42 ±2. 223

N icotine /0. 2 mg·kg - 1 2. 31 ±0. 073 3 1633. 52 ±135. 51## 10. 75 ±0. 84 55. 88 ±1. 54#

N icotine /2 mg·kg - 1 2. 27 ±0. 083 3 1569. 65 ±37. 50## 9. 70 ±0. 89## 57. 17 ±1. 77#

　　3 P < 0105, 3 3 P < 0101 vs control; # P < 0105, ## P < 0101 vs Aβ25235 group
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胞受损和死亡 ,引起 SP、NTF形成、血管病变 ,最终

导致痴呆 [ 9, 10 ]。

　　在此模型上 ,我们采用了亚急性 (7 d)连续腹腔

注射尼古丁的方式对小鼠模型进行治疗。已有的药

代动力学研究表明 ,尼古丁可以自由通过血脑屏障

(BBB) ,并且长期的尼古丁暴露可以改变 BBB的功

能和某些形态结构 [ 11～13 ]。由于本研究中 ,尼古丁仅

仅是 1 wk的给药时间 ,因此相比较长期饮水的给药

方式可能对 BBB的功能和结构没有明显影响。本

实验结果发现 ,经过 4 d训练 ,模型组小鼠的上台潜

伏期和游泳距离明显高于对照组和 012、2 mg·

kg
- 1 ( ip , bid)尼古丁治疗组 ( P < 0101) ;而实验 d 5

撤除平台 ,模型动物在平台所在象限 (第 Ⅱ象限 )中

游泳的时间百分比明显低于对照组 ( P < 0101) ,并

与 012、2 mg·kg- 1尼古丁治疗组有明显差别 ( P <

0105)。这提示 Aβ可以诱导小鼠出现行为学改变 ,

表现为空间学习记忆功能障碍 ,这与此前的文献报

道相一致 [ 9, 10 ]。同时 ,我们的研究结果也表明经过

尼古丁腹腔注射治疗后 ,可以明显改善小鼠的学习

记忆功能缺损。并且本实验是整体动物实验 ,因此 ,

更进一步间接说明尼古丁可以穿过 BBB进入脑组

织达到有效浓度 ,具有良好的药动学特性。

　　现有的抗痴呆药物多为胆碱脂酶抑制剂

(AChE I) ,对于 AChE的作用以抑制为主 ,但尚不了

解作为 nAChR激动剂的尼古丁是否对 AChE也有

类似作用。本研究发现 ,尼古丁治疗组与模型组相

比 ,都较对照组出现了 AChE活性的明显升高 ( P <

0101) ,提示尼古丁对 AChE可能并无抑制作用。同

时 ,本研究发现 ,模型组与对照组相比 , ChAT的活

性明显降低 ,而尼古丁治疗组的活性较模型组明显

升高 ( P < 0101) ;由于 ChAT是合成 ACh的关键酶 ,

AChE是降解 ACh的关键酶 ,因此 ,我们的研究结果

提示尼古丁可能通过提高 ChAT活性而非降低

AChE活性促进了脑内 ACh含量的提高。 Fodero

等 [ 14 ]在原代培养皮层神经元的实验结果发现作为

α7型 nAChR s激动剂的尼古丁可以提高 AChE的活

性 ,而 Hernandez等 [ 15 ]研究结果则发现尼古丁可以

通过提高大鼠海马 ChAT,囊泡乙酰胆碱转运体 ( ve2
sicular ACh transporter, VAChT)以及 TrkA受体的表

达对大鼠发挥促智作用。这些研究也间接支持了我

们的研究发现。

　　有资料显示 , AD的发病机制与氧化应激密切

相关 [ 16～18 ]
,而 MDA和 GSH是与机体氧化还原状态

密切相关的物质 ,直接反映机体的氧化还原状态。

MDA是一种脂质过氧化产物 ,是评价衰老的重要指

标之一 ,又可反映组织氧化的程度 ; GSH在体内广

泛存在 ,特异性催化还原型谷胱甘肽对过氧化氢的

还原反应 , 起到保护细胞膜结构和功能的作

用 [ 19, 20 ]。因此 ,我们对 MDA、GSH的改变进行了检

测。结果发现 ,模型组与对照组相比 , MDA的活性

明显升高 , GSH的活性明显降低 ( P < 0105) ;而此前

的研究发现 ,在 Aβ可以诱导小鼠的学习记忆障碍

模型 ,可以出现 MDA的增高和 GSH的降低 ,这与我

们的实验结果相符合 ;同时 ,我们还发现 ,尼古丁治

疗组 (2 mg·kg- 1 )MDA活性较模型组明显降低 ( P

< 0101) ,尼古丁治疗组 ( 012 mg·kg- 1 )的活性较

模型组无改变 ( P > 0105) ;尼古丁治疗组的 GSH活

性较模型组明显升高 ( P < 0101 )。以往的研究发

现 ,尼古丁对于细胞具有双重作用 ,高浓度 (剂量 )

时可以诱导氧化应激 ;而相对较低的浓度时则发挥

保护作用 [ 21 ]。我们的结果表明 ,尼古丁可明显提高

小鼠脑组织中 GSH的含量 ,降低 MDA的水平 ,在清

除自由基、减轻自由基对机体的损害方面具有一定

的作用 ,并且上述剂量可能还不足以引起机体的氧

化应激反应 ,而主要以抗氧化应激为主。

　　因此 ,我们的研究表明尼古丁对 Aβ25235诱导学

习记忆功能小鼠具有治疗作用 ,该作用与其增强

ChAT的活性以及抗氧化应激有关。
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The therapeutic effects of n icotine in Aβ25235 2induced Alzhe imer’s disease models
REN Ru2jing1 , WANG Gang1 , PAN J ing1 , ZHU L iang2 , ZHANG Shi1 ,

SUN Xiao2kang
1

, CHEN Hong2zhuan
2

, CHEN Sheng2di
1

(1. D ept of N eurology & Institu te of N euroscience, R uijin Hospita l, Shanghai J iaotong U niversity School of

M edicine; 2 D ept of Pharm acology, Shangha i J iaotong U niversity School of M edicine, Shangha i　200025, Ch ina)

Abstract: A im 　To investigate the effects of nAChR

agonist 2nicontine in a m ice model of A lzheimer’s dis2
ease (AD ) rendered by Aβ25235. M ethods　M ice were

adm inistered nicotine (012, 2 mg·kg
- 1

ip , bid) for 7

d and control m ice received daily ip injections of saline

after the intracerebroventricular injection of aggregated

Aβ25235. After the last treatment, passive avoidance

and performance in the Morris water maze (MWM )

were assessed. The activities of cortical and hippocam2
pal ChAT, AChE, MDA and GSH were detected after

the final behavioral test. Results　N icotine ( 012, 2

mg·kg- 1 ip , bid) significantly ameliorated the learn2
ing and memory impairment induced by Aβ25235. N ico2
tine ( 012, 2 mg·kg- 1 ) decreased the latencies and

swim distances of m ice to reach a hidden p latform and

imp roved the corresponding changes in search strate2
gies occurred in the Morris water maze. B iochem ical a2
nalysis showed that N icotine (012, 2 mg·kg- 1 ) p re2
vented the decline of cortical and hippocampal ChAT

and GSH activities induced by Aβ25235 , and showed in2
hibition of the activity of MDA, although Aβ25235

showed no effect on the cortical and hippocampal

AChE activity compared with the Aβ25235 2induced m ice

group s. Conclusion　N icotine can reverse Aβ25235 2in2
duced memory retrieval deficits in m ice, and this effect

was mediated by enhanced activity of ChAT and the in2
hibition of oxidative stress.

Key words: nicotine; β2amyloid pep tide ( 25235 ) ;

memory
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