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阿尔茨海默病（AD）是一种老年人群中常见的神经

退行性疾病，早期临床表现主要是对近期事件进行性记

忆力减退等。β-淀粉样蛋白（β-amyloid, Aβ）异常沉积

引起的慢性神经炎性反应是AD形成和发展的关键因

素［1］。AD早期就有突触的丢失等，晚期尤甚，并与认知

障碍密切相关［2-3］。

二烯丙基二硫（DADS）是大蒜中的一种脂溶性的

有效成分，在大蒜油中占60%［4］。DADS具有抗氧化，抗

炎和抗凋亡效应［5］，大蒜提取物在 AD 转基因模型

Tg2576中抑制炎性反应，抑制Tau蛋白的缠结和抑制淀

粉样蛋白的形成［6］，可以减轻脂多糖诱导的记忆力的下

降，减轻胶质细胞的活化、炎性介质的表达等［7］。

DADS能否改变AD模型小鼠脑内的病理变化，引

起海马内神经元突触结构和功能的改变，改善AD模型

小鼠的学习记忆能力，国内外鲜有报道。

本文通过对AD模型鼠灌服DADS一个月后，检测

小鼠的学习记忆能力和海马神经元树突棘和突触的形

态结构和突触相关蛋白和基因的表达，探讨DADS对
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摘要：目的 探讨二烯丙基二硫（DADS）对阿尔茨海默病（AD）小鼠学习记忆能力及海马突触的影响。方法 侧脑室立体定位术

注射凝集态Aβ1-42制备AD模型小鼠，随机分成四组AD模型组，低中高DADS剂量组，分别灌服 0、10、50和 100 mg/kg/d的

DADS。1个月后各组小鼠进行Morris 水迷宫检测学习记忆能力、银染和电镜检测海马CA1区树突棘和突触的结构、蛋白印迹

和RT-PCR检测海马内PSD95和SYP蛋白和基因的表达。结果 与AD模型组相比，水迷宫检测显示中高剂量DADS组小鼠学

习记忆能力增强，银染和电镜检测显示海马CA1区树突棘和突触增多，蛋白印迹和RT-PCR检测显示海马PSD95和SYP表达增

多。结论 随着DADS剂量的增加，AD小鼠的学习记忆能力得到改善，海马内树突棘和突触增多。
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Abstract: Objective To explore the effect of diallyl disulfide (DADS) on hippocampal synapses and learning and memory
abilities in a mouse model of A1zheimer's disease (AD). Methods Mouse models of AD established by agglutinated Aβ1-42
injection in the lateral cerebral ventricle were randomized into 4 groups and treated with DADS at the daily doses of 0, 10, 50
and 100 mg/kg by gavage for 30 consecutive days. The learning and memory abilities of the mice were assessed with Morris
water maze test; the structures of the dendritic spines and synapses in CA1 region of the hippocampus were observed under
transmission electron microscope with silver staining; PSD95 and SYP protein and mRNA expressions in the hippocampus
were detected with Western blotting and RT-PCR. Results Compared with the AD model mice, the mice treated with 50 and
100 mg/kg DADS showed enhanced learning and memory abilities in Morris water maze test. The dendritic spines and
synapses in CA1 region of the hippocampus increased obviously and hippocampal expressions of PSD95 and SYP were
enhanced in mice treated with 50 and 100 mg/kg DADS. Conclusion DADS at the daily doses of 50 and 100 mg/kg can
improve the learning and memory abilities and increase the number of dendritic spines and synapses in the hippocampus in
mouse models of AD.
Keywords: diallyl disulfide; A1zheimer's disease; synapse; learning and memory abilities; hippocampus synapses
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AD模型小鼠学习记忆能力及海马突触的影响。

1 材料和方法

1.1 实验动物和分组

采用8~10周雄性昆明小鼠（体质量22~25 g）48只，

蚌埠医学院实验动物中心提供。

侧脑室立体定位［4］注射3 μL凝聚态［5］的Aβ1-42作为

模型组，对照组注射等剂量的生理盐水，21 d后Morris

水迷宫进行学习记忆能力检测，学习记忆能力低下者

为造模成功的小鼠，随后进行后续实验。将造模成功

的小鼠随机分成4组，分别给予DADS溶液0、10、50和

100 mg/kg/d灌胃处理，每组10只，1个月后进行Morris

水迷宫检测，取海马组织进行银染、电镜、蛋白印迹和

RT-PCR检测。

1.2 主要试剂和仪器

Aβ1-42：Sigma公司产品，配制成1 mg/mL浓度-20 ℃
保存，用前37 ℃孵育1周形成凝聚态的Aβ1-42；DADS：

Sigma公司产品，纯度80%。小鼠单克隆抗GAPDH抗

体（碧云天）、兔多克隆抗PSD95抗体（Cell Signaling

Technology, CST）、兔多克隆抗SYP抗体（CST）。脑立

体定位仪（淮北正华）等。

1.3 Morris水迷宫

Morris水迷宫实验历时4 d，每天上午和下午 2 个

时段，每时段训练2次。小鼠运动轨迹由水迷宫上方连

接于显示系统的摄像机采集。训练时固定一个象限的

入水点，将小鼠面向池壁放入水中，观察并记录在 60 s

内找到隐形平台的时间（逃避潜伏期），30 min后再选择

和第一个象限与平台等距离的另一个象限点，观察小鼠

找到平台的时间。下午重复上午实验内容。如果小鼠

在 60 s内未能找到平台，则人为引导至平台停留 10 s后

移开，时间记为 60 s。

1.4 银染（Golgi改良法）

参照康亚妮等［10］Golgi改良法的浸银染色，各组小

鼠常规灌注、脑组织后固定、修块、3.5%重铬酸钾铬化

4 d、1.5% AgNO3双蒸水溶液浸银1周、常规脱水透明、

石蜡包埋和切片、脱蜡和封片。

1.5 电镜检测

常规灌注取材后，将脑组织冠状切开，选取CA1区

修成1 mm3小块，固定于2.5%戊二醛固定液内。后经过

1%锇酸固定，常规的乙醇脱水、环氧树脂包埋。瑞典产

LKB-NOVA型超薄切片机进行70 nm厚超薄切片，醋

酸铀和枸橼酸铅染色后，日产JEM-1230型透射电镜进

行观察摄片。

1.6 蛋白印迹检测

1.6.1 样品的制备 将小鼠麻醉后，右侧颈静脉放血，剪

开脑部皮肤和颅骨，去除脑膜，分离出海马，经清洗后，

置于含有蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液中，按1 mL裂解

液/100 mg 海马组织加入，匀浆后冰上静置 30 min；

12 000 r/min 4 ℃离心30 min；取上清液，小部分用于蛋

白质浓度的测定（BCA法测定），大部分置-80 ℃冰箱

中备用。

1.6.2 Western blotting 根据测得的蛋白质浓度，计算

出各样品的上样量。常规电泳和转膜后，用5%脱脂牛

奶封闭，加抗PSD95抗体或抗SYP抗体等一抗4 ℃孵育

过夜。漂洗后，用HRP标记的二抗室温下孵育 2 h。

ECL发光液孵育、全自动凝胶成像系统（Image Lab 3.0）

拍照保存。用GIS凝胶图像分析软件读取目的蛋白

PSD95、SYP和内参GAPDH条带的灰度值，目的蛋白

灰度值和GAPDH灰度值的比值，经归一调整后，作为

目的蛋白表达的相对水平。

1.7 RT-PCR 检测

采用 Trizol 一步法提取各组双侧海马组织总

RNA，逆转录合成c DNA，以为c DNA模板，进行PCR

扩增。扩增条件：94 ℃预变性3 min；94 ℃ 30ｓ变性；

β-actin 58 ℃ 30 s；PSD95 60 ℃ 30 s；SYP 61.7 ℃ 30 s

退火；72 ℃，45 s延伸；35个循环；72 ℃，8 min。将PCR

扩增产物与溴酚兰混匀，于1.5%琼脂糖凝胶电泳，溴化

乙锭显色。在GIS凝胶图像处理系统中拍摄保存，并使

用图象分析软件行读取灰度值作半定量分析，以目的基

因的灰度值与β-actin灰度值之比，经归一调整后，作为

目的基因PSD95和SYP mRNA的相对表达。

引物的设计与合成：由上海生工生物公司合成，引

物序列如表1。

表1 RT-PCR引物序列表
Tab.1 Primer sequences used for RT-PCR (bp)

Gene product Primer sequence Amplicon length

β-actin F: GAG ACC TTC AAC ACC CCA GCC 264

R: AAT GTC ACG CAC GAT TTC CC

PSD95 F: GAC TAC GAC AAG ACC AAG GAC TG 140

R: TCA TCG GTC TCA CTG TCA GAG T

SYP F: GGC CTC AGG GTG GTT ATC AAC 92

R: GCC TTG CTG CCC ATA GTC G
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1.8 SPSS统计学处理

实验数据用SPSS l3.0的软件进行统计学分析，结

果用均数±标准差表示。样本均数的比较用单因素方差

分析（ANOVA），两两比较用LSD检验。数据之间的差

异，P<0.05，认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Morris 水迷宫检测

Morris水迷宫检测结果（表2）显示，和模型组相比，

低剂量DADS1组小鼠逃避潜伏期虽有所下降，但无统

计学意义（P>0.05），中剂量DADS2组和高剂量DADS3

组的逃避潜伏期显著下降，差异有统计学意义（△P<

0.05；△△P<0.01）。

表2 Morris水迷宫检测结果
Tab.2 Escape latency in Morris water maze test in different groups (Mean±SD)

Latency

Model

DADS1

DADS2

DADS3

F

P

Session1

46.25±3.79

45.96±3.99

44.96±3.60

44.29±4.54

1.03

0.384

Session2

45.62±3.39

44.78±3.35

42.88±4.04△

39.48±3.97△△

10.86

0.000

Session3

44.01±3.20

42.60±3.97

41.30±3.52△

36.26±4.04△△

16.67

0.000

Session4

43.75±3.08

41.87±3.84

40.14±4.56△△

34.54±3.36△△

22.44

0.000

Total

44.91±3.48

43.80±4.07

42.32±4.28

38.64±5.42*

31.30

0.000

F

2.62

4.96

5.58

22.97

-

-

P

0.057

0.003

0.002

0.000

-

-

*F=38.64±5.416, P=0.000 for main effect vs Model group, △P<0.05, △△P<0.01.

2.2 银染（Golgi 改良法）检测

小鼠海马CA1区银染检测结果（图1）显示，模型组

小鼠树突上细小的丝状突起较多，球团状树突棘（直径

在1.5~2 μm）数量较少（1.92±0.65/20 μm树突）；低剂量

DADS1组小鼠树突上丝状突起增粗，末端常增厚，球团

状树突棘数量较少（2.28±0.74/20 μm树突，P>0.05 vs
Model group）；中剂量DADS2组和高剂量DADS3组小

鼠丝状突起较少，球团状树突棘明显增多（3.06±0.92和

4.61±0.90/20 μm树突，P<0.01 vs Model group）。

图1 银染（Golgi改良法）检测
Fig.1 The silver staining (Golgi modified) detection (Original magnification: ×1000).
A: Model group; B: DADS1 group; C: DADS2 group; D: DADS3 group. Red arrow
indicates pellet liked process (Dendritic spine). Blue arrow indicates filamentose
process.

A B

C D
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2.3 电镜检测结果

电镜检测结果（图2）显示，模型组小鼠突触前、后膜

清楚较厚，突触间隙清晰可见，突触小泡结构清楚、数量

较多（典型的稳定型兴奋性突触），突触较少；DADS1

组小鼠突触体积较小，突触前、后膜和突触间隙结构不

清，突触小泡较少，突触较多。DADS2组和DADS3组

小鼠，既有较多结构典型的稳定型兴奋性突触，也有较

多的突触前、后膜和突触间隙不清楚，突触小泡较少的

突触。

图2 透射电镜检测
Fig.2 The transmission electron microscope detection (× 40 000 ). A: Model group; B: DADS1 group; C: DADS2 group; D:
DADS3 group. Red arrow indicates the presynaptic membrane. Blue arrow indicates the postsynaptic membrane. Rose round
indicates synaptic vesicles. Hollow arrow indicates structure unclear synapse.

A B C D

2.4 蛋白印迹检测

Western blot检测结果（图3）显示，和模型组小鼠相

比，DADS1组小鼠PSD95和SYP蛋白表达相对水平有

所增加，但差异没有统计学意义（P>0.05）；DADS2组和

DADS3组小鼠PSD95和SYP蛋白表达相对水平显著

增多，差异有统计学意义（P<0.01）。

图3 蛋白印迹检测
Fig.3 Western blotting for detecting SYP and PSD95 expression in the hippocampus of the mice. *P<0.01 vs model
group.
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2.5 RT-PCR检测

RT-PCR检测结果（图4）显示，和模型组小鼠相比，

DADS1组小鼠PSD95 mRNA表达相对水平有所增加，

但差异没有统计学意义（P>0.05）；DADS2组和DADS3

组小鼠PSD95 mRNA表达相对水平显著增多，差异有

统计学意义（#P<0.05和*P<0.01）。

RT-PCR检测结果（图4）显示，和模型组小鼠相比，

DADS1组小鼠SYP mRNA表达相对水平有所增加，但

差异没有统计学意义（P>0.05）；DADS2组和DADS3组

小鼠SYP mRNA表达相对水平显著增多，差异有统计

学意义（*P<0.01）。

3 讨论

3.1 DADS改善AD模型小鼠学习记忆能力

AD是老年人群中最常见的也是最重要的一种神

经退行性疾病，临床上以进行性认知功能障碍，特别是

空间学习记忆能力的进行性丧失为主要特点。Aβ异常

沉积引起的慢性神经炎性反应是AD形成和发展的关

Model DADS1 DADS2 DADS3
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键因素［1］。本文通过凝集态Aβ1-42侧脑室注射制备动物

模型，经Morris 水迷宫检测，小鼠的学习记忆能力低下

者为AD模型小鼠。

DADS是大蒜中的一种脂溶性的有效成分，在大蒜

油中占60%，同系衍生物还有二烯丙基一硫和二烯丙基

三硫等［4］。DADS对受到氧化应激损伤的PC细胞具有

保护作用［11］。DADS具有抗氧化，抗炎和抗凋亡效应［5］。

本文采用不同浓度的DADS灌胃处理AD模型小鼠一

个月后，经Morris 水迷宫检测结果显示，中高剂量的

DADS组小鼠的学习记忆能力增强，说明灌服一定剂量

的DADS一定时期后可以改善AD模型小鼠的学习记

忆能力。这和大蒜中分离出来的含硫化合物可以减轻

脂多糖诱导的记忆力下降［7］的功能相似。以上资料表

明，DADS可以改善AD模型小鼠的学习记忆能力，可

能通过抑制AD脑内的炎症、氧化应激或凋亡等途径对

AD模型小鼠起到预防和治疗的作用。

3.2 DADS调节AD模型小鼠海马突触的可塑性

海马是大脑皮质边缘系统的一个重要脑区，在学习

记忆与空间记忆方面发挥着重要作用，而海马CA1区

则是突触后可塑性形成的关键部位［12］。树突棘作为突

触后的主要结构，参与了绝大部分兴奋性突触的组成，

其形态变化及动态活动均可影响突触后可塑性［13］。本

文Golgi染色结果表明，随着DADS剂量的增加，AD模

型小鼠海马CA1区神经元上较多的丝状突起逐渐转变

形成球团状树突棘。这和刘畅等的观点相似，他们认为

树突棘的发育经历了一个从无到有，从细长的丝状伪足结

构逐渐变短变宽，最后至成熟蘑菇形结构的变化过程［14］。

树突棘的发育是一个与突触的形成和发生相互关

联的过程，树突棘从开始形成到成熟就一直在不断进行

着活跃的动态变化，以此来调节突触后的可塑性［14］。近

年来研究表明，AD早期就有突触的丢失发生，在晚期尤

甚，并与认知障碍密切相关［2-3］。本文电镜结果显示，AD

模型组小鼠突触数量较少，但突触前后膜和突触小泡结

构清晰；中高剂量的DADS组小鼠突触数量有所增多，既

有结构典型的突触，也有较多的新生突触。这表明

DADS可以调节AD模型小鼠海马CA1区突触的可塑性。

3.3 DADS升高AD模型小鼠脑内突触蛋白的表达量

突触后密度蛋白-95（postsynaptic density protein-95,

PSD-95）是兴奋性突触中最有特征的突触蛋白，因SDS

电泳的相对分子质量为90~95 000而命名，是 PSD 中最

丰富的蛋白之一，存在于所有皮层结构中，包括小脑，大

脑皮层和海马等［15］。突触素（SYP），是一种相对分子质

量为38 000的钙结合蛋白，特异性存在于突触前成分的

突触囊泡膜上，参与通道的形成，囊泡的转运、导入和融

合，Ca2+依赖性神经递质的释放，参与突触囊泡的再循环

维持突触的功能。SYP的表达和突触的形成是一致的，

突触重建时SYP含量明显增多。SYP作为突触囊泡膜

的分子标记，其表达的水平能有效地反映突触的结构和

功能状态［16-17］。SYP和PSD-95 为突触功能的分子标

志，分别代表了突触前和突触后的可塑性过程，在突触

可塑性中发挥作用。突触可塑性过程是突触前和后的

统一和相互促进，从而引起学习及记忆的发生［15］。

AD病人和模型小鼠海马内突触的数量、密度［2-3］及

突触蛋白PSD95［18］和SYP等表达降低［19-20］。本文研究

结果显示，DADS灌服一个月后，和AD模型组小鼠相

比，海马内PSD95和SYP表达增多。这说明，DADS可

改善AD模型小鼠海马内突触受损的状态，调节突触的

可塑性，改善突触的结构和功能，可能对AD起到预防

和治疗的作用。
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