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艾燃烧生成物对 ＡｐｏＥ基因敲除小鼠脑内
神经递质５ＨＴ、ＧＡＢＡ的影响

王　昊　杨　佳　赵百孝　哈　略　刘耀萌　黄　畅　于梦芸　惠　鑫　和　蕊　韩　丽
（北京中医药大学针灸推拿学院，北京，１０００２９）

摘要　目的：观察艾燃烧生成物即艾烟对载脂蛋白Ｅ基因敲除小鼠（ＡｐｏＥ－／－）大脑内神经递质５羟色胺（５ＨＴ）和 γ氨
基丁酸（ＧＡＢＡ）含量变化的影响。方法：本实验选用８周龄载脂蛋白Ｅ基因敲除小鼠（ＡｐｏＥ－／－小鼠）２１只，７只同龄相同
遗传背景非转基因小鼠Ｃ５７ＢＬ／６作为空白对照组。ＡｐｏＥ－／－小鼠随机平均分为艾烟组、模型对照组、氯吡格雷组。艾烟
组小鼠５～１５ｍｇ／ｍ３浓度艾烟干预，空白对照组和模型对照组小鼠空白抓取，氯吡格雷组口服给予氯吡格雷溶液１４ｍｇ／
ｋｇ（１次／ｄ），各组干预６ｄ／周，１６周后牺牲动物，使用ＬＣＭＳ／ＭＳ同时测定脑组织中神经递质ＧＡＢＡ、５ＨＴ含量。结果：艾
烟组其脑内５ＨＴ、ＧＡＢＡ的含量显著高于模型组（Ｐ＜００５），氯吡格雷组脑内５ＨＴ与模型组无明显差异，ＧＡＢＡ的含量显
著高于模型组（Ｐ＜００５），３组间均具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：适当施灸时，一定浓度范围之内的艾燃烧生成物可
以治疗性提高ＡｐｏＥ－／－小鼠脑内５ＨＴ及ＧＡＢＡ的含量。
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　　艾灸是用艾叶制成灸材，点燃后通过热辐射刺
激体表穴位或特定部位激发经气和通过呼吸吸入具

有芳香气味的艾烟，共同调整人体生理功能，从而达

到防病治病目的一种传统中医疗法。艾灸疗法的作

用主要有温通经脉、升阳举陷、散寒祛湿、消肿散结、

祛瘀通络、回阳救逆等作用，其保健强壮、鼓舞正气

的效果较好，故该疗法广泛应用于日常养生。艾燃

烧生成物即艾烟，可通过呼吸或皮肤吸收等途径进

入人体［１］，其成分复杂，主要作用成分可能为桉油

精、龙脑、侧柏酮、β石竹烯等挥发油［２３］，但目前仍

尚未探明具体是哪种成分及其作用机制。

本课题组致力于艾灸及艾燃烧生成物作用机制
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的相关研究。在之前的研究中，我们发现艾烟具有

抗氧化、光谱杀菌、抗病毒、抗肿瘤、调节脑内氨基酸

类神经递质、减少血小板聚集、改善微循环［４］、保护

海马ＣＡ３区、减少Ａβ沉淀［５］等作用，从而改善小鼠

学习记忆能力，进而起到延缓脑组织衰老，预防和改

善阿兹海默病症状的作用。

ＡｐｏＥ载脂蛋白基因敲除（ＡｐｏＥ－／－）小鼠是由
美国Ｒｏｃｋｅｆｅｌｌｅｒ大学生化遗传与代谢实验室和北卡
罗莱那大学病理遗传实验室于１９９２年采用胚胎干
细胞基因敲除（ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ）技术培育成功，能够
在自然膳食下形成严重的高脂血症，并自发形成纤

维斑块和复合斑块，病理学改变与人类极为相似，因

此广泛应用于动脉粥样硬化的研究中［６］。随着

ＡｐｏＥ４与阿兹海默病（ＡｌｚｈｅｉｍｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）间相
关性的发现与逐步证实，ＡｐｏＥ－／－小鼠成为研究
ＡｐｏＥ在神经系统内功能以及ＡｐｏＥ基因缺失后可能
出现的神经功能障碍的最佳动物模型。研究发现

ＡｐｏＥ－／－小鼠在受到缺血性损害后，神经细胞的损
害更加严重，而给予植入 ＡｐｏＥ基因后，神经损害又
大大减轻，这进一步支持 ＡｐｏＥ的神经保护功
能［７８］。ＡｐｏＥ－／－小鼠出现认知障碍与胆碱能神经
功能障碍［９１１］，而这两者又是 ＡＤ的主要特征，胆碱
能神经受损被认为是 ＡＤ认知功障碍的主要原因，
因此 ＡｐｏＥ－／－小鼠已经被作为一种新型动物模型，
应用于研究ＡｐｏＥ缺失在乙酰胆碱神经损害所致认
知障碍过程中发挥的作用［１２］。刘钧天［５］证明了

ＡｐｏＥ－／－小鼠可以作为阿茨海默病的动物模型，并
说明艾烟的确可以降低ＡｐｏＥ－／－小鼠的脑内淀粉蛋
白沉淀，改善其学习记忆功能，进而起到延缓脑组织

衰老，防治ＡＤ的作用。
本实验选用 ＡｐｏＥ基因敲除小鼠，观察艾烟干

预对小鼠脑内神经递质５ＨＴ、ＧＡＢＡ含量变化的影
响，探讨艾烟抗衰老的作用效应。

１　实验材料
１１　实验动物　本实验选用８周龄载脂蛋白 Ｅ基
因敲除小鼠（ＡｐｏＥ－／－小鼠）２１只，７只同龄相同遗
传背景非转基因小鼠 Ｃ５７ＢＬ／６作为空白对照组。
小鼠均购自于北京大学医学部实验动物科学部。

ＡｐｏＥ－／－小鼠?用高脂饲料（北京维通利华实验动
物有限公司提供，含１５％猪油、２％胆固醇、００５％胆
酸）喂养，Ｃ５７ＢＬ／６?用常规饲料喂养。所有小鼠均
可自由进食饮水；饲养环境温度为（２２±２）℃，湿度
为５０％～６０％左右。?用人工控制室内照明，保持
１２ｈ光照（８：００—２０：００）和黑暗（２０：００—次日 ８：

００）交替循环。
１２　主要仪器与试剂　ＱＴｒａｐ５５００型串联四级杆
离子阱质谱分析仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），
ＳｏｒｖａｌｌＬｅｇｅｎｄＭｉｃｒｏ１７Ｒ微量离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司），超低温冰箱，日本三洋公司产，ＸＳ１０５Ｓ十万
分之一电子天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司），Ｇｉｌｓｏｎ
移液器（法国 Ｇｉｌｓｏｎ公司）。特制细艾条（φ０５ｃｍ
×２０ｃｍ，河南南阳汉医艾绒有限公司）；小鼠固定笼
（自制，圆柱形，底面直径５ｃｍ，高１０ｃｍ）；带孔玻璃
缸（自制，８０ｃｍ×８０ｃｍ×６０ｃｍ，顶层玻璃正中设有
直径为５ｍｍ的圆孔；光散射式数字粉尘测试仪（北
京宾达绿创科技有限公司）。５ＨＴ，ＧＡＢＡ均购自美
国Ｓｉｇｍａ公司，甲醇、乙腈为色谱纯，实验用水为超
纯水，其余试剂均为分析纯。

２　实验方法
２１　分组　小鼠适应性饲养１周之后，将 ＡｐｏＥ－／－

小鼠按随机数字表法随机平均分为艾烟组、模型对

照组、氯吡格雷组，每组７只，高脂喂养，空白组选用
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠作为对照，普通饮食喂养。

空白组小鼠：?用固定器固定小鼠头、尾、四肢

部位，不予任何处理，每日抓取固定２０ｍｉｎ；
模型组：?用固定器固定小鼠头、尾、四肢部位，

不予任何处理，每日抓取固定２０ｍｉｎ；
艾烟干预组小鼠：?用固定器固定小鼠头、尾、

四肢部位，暴露于 １０～１５ｍｇ／ｍ３艾烟环境下 ２０
ｍｉｎ；

阳性药组小鼠：?用固定器固定小鼠头、尾、四

肢部位，不予任何处理，每日抓取固定２０ｍｉｎ；口服
给予氯吡格雷溶液１４ｍｇ／ｋｇ（１次／ｄ）；

各组干预６ｄ／周，１６周后牺牲动物，检测各项
指标。

２２　干预方法　模型组与空白组小鼠：分别用自制
小鼠固定笼固定后放入玻璃缸内，不做其他处理，２０
ｍｉｎ后取出。

艾烟干预组小鼠：将调试好的粉尘测试仪置于

玻璃缸中间，将小鼠用自制小鼠固定笼固定后放于

玻璃缸内。点燃细艾条，从玻璃缸上方圆孔中将燃

烧的一端插入，令艾烟充满玻璃缸。用粉尘测试仪

测试其浓度达到预定范围１０～１５ｍｇ／ｍ３后（此过程
艾条燃烧约１５ｓ），将艾条取出，迅速封闭圆孔。此
后每隔３ｍｉｎ记录１次浓度数值，使数值保持在１０
ｍｇ／ｍ３左右。若数值高于１５ｍｇ／ｍ３，可将上方玻璃
盖稍微移动，令艾烟散去部分后迅速将盖子移回；若

数值低于５ｍｇ／ｍ３，可再将点燃的艾条由圆孔插入，
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以补充艾烟。每次艾烟干预结束后，打开玻璃缸释

放艾烟，并擦拭玻璃缸清除艾燃烧残留物，以便下次

实验操作。

２３　取材　在干预１６周后，将所有小鼠处死，冰台
上快速取脑。将取得的脑组织放入标记的冻存管

中，液氮冻存数分钟后移入－７０℃冰箱待检。
２４　指标检测　脑样品称重后，彻底剪碎（约１００
下）；下丘脑中分别加入０２ｍＬ生理盐水，然后在冰
浴中超声匀浆得脑匀浆液。取各脑匀浆液 ０１５
ｍＬ，加入０３ｍＬ冰冷的乙腈，混匀后于４℃放置３０
ｍｉｎ，然后于４℃低温离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ），取
上清液２００μＬ，在其中加入１０μＬ内标，然后５０００
ｇ低温离心１０ｍｉｎ后取上清液在ＬＣＭＳ上测试。

ＴＳＫｇｅｌＡｍｉｄｅ８０色谱柱（２０ｍｍ×１５ｃｍ，３
μｍ），柱温３５℃，流动相乙腈１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵
水溶液（ｐＨ５５）（６０∶４０），流速０４ｍＬ·ｍｉｎ－１。质
谱检测器采用电喷雾电离方式进行离子化，以正离

子多反应检测（ＭＲＭ）模式进行扫描，离子源及其他
相关参数优化为喷雾电压４５００Ｖ，加热温度５００℃，
Ｇａｓ１５０Ｐｓｉ，Ｇａｓ２７０Ｐｓｉ。
３　统计学方法

统计软件使用 ＳＰＳＳ２００。所有数据以平均值
±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，各组组间差异采用方差分析，
若不符合正态分布或方差不齐，则选用非参数检验。

４　结果
各组小鼠脑内神经递质５ＨＴ和 ＧＡＢＡ含量比

较见表１和图１、图２。
与空白对照组对比，模型组小鼠脑内５ＨＴ、ＧＡ

ＢＡ含量明显下降，差异有统计学意义。艾烟组脑内
神经递质５ＨＴ和 ＧＡＢＡ含量介于模型组和空白组
之间，显著高于模型组，Ｐ＜００１，差异有统计学意
义。氯吡格雷组小鼠脑内５ＨＴ和 ＧＡＢＡ含量略高
于模型组，但差异无统计学意义，低于艾烟组，Ｐ＜
００５，差异有统计学意义，见图１。

表１　各组小鼠脑内神经递质５ＨＴ和
　　ＧＡＢＡ含量比较（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍＬ）

组别 只数 ５ＨＴ ＧＡＢＡ

艾烟组Ａ ７ ８７８７９±８５０９ ５２５５５２２０±９４６２０１

模型组Ｂ ７ ５４２６９±９４８２＃ ４０７３８９２８±２００８５８２＃

氯吡格雷组Ｃ ７ ５７９８９±８２７６＃ ４８２００５３１±２２８６７１７

空白组Ｄ ７ １０７３４０±６２４９ ５３１８２２０１±８８７１４５

　　注：与空白对照组比较，＃Ｐ＜００５；与模型组比较， Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１。

５　讨论
中枢系统的５ＨＴ神经元胞体主要集中在低位

脑干的中线附近，称为中缝核群，向前投射至前脑，

向两侧投射至新皮质的广泛区域，５ＨＴ为单胺类神
经递质。作为中枢神经系统重要的神经递质，其含

量占全身总量的１％ ～２％，而脑内５ＨＴ能神经递
质在记忆功能中起着非常重要的作用，另外同样重

要的还有胆碱能、儿茶酚胺能神经递质［１３］。５ＨＴ
被认为可通过与脑内乙酰胆碱的交互作用直接与记

忆发生联系。

图１　各组５ＨＴ和ＧＡＢＡ含量对比

　　ＧＡＢＡ是一种重要的抑制性神经递质，正常的
工作记忆功能取决于背外侧前额皮层适量的 ＧＡＢＡ
的神经传递，ＧＡＢＡ的过少和过多释放都会损害记
忆［１４］。衰老时 ＧＡＢＡ含量的下降可进一步造成机
体的抗氧化能力减弱，继而引发一系列的病理生理

变化，最终导致神经元的损伤、凋亡，出现记忆力下

降、认知障碍、思维迟缓等脑老化的表现。

中枢神经系统是一个耗能高、耗氧高的高代谢

系统，其本身又含有高浓度易于氧化的物质，这导致

中枢神经系统极易受到氧化应激的损伤，脂质过氧

化是最早的改变之一。杨秀丽［１２］发现，ＡｐｏＥ－／－小
鼠脑内的氧化性产物增多，其抗氧化系统受到明显

的损害，这导致小鼠脑内氧化抗氧化系统失衡，产
生氧化应激，而这可能是最终导致小鼠认知功能障

碍的根本原因。

本实验结果显示，使用艾烟处理小鼠后神经递

质含量明显高于模型组，接近于空白组水平，说明其

治疗效果良好，艾烟生成物即艾烟作为艾灸作用因
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素之一可有效提高脑内神经递质５ＨＴ和 ＧＡＢＡ含
量，起到延缓脑组织衰老的作用。本课题组之前的

试验已证明艾烟可减少 ＡｐｏＥ－／－小鼠的脑内 Ａβ蛋
白沉淀［５］，降低 ＧＦＡＰ蛋白在海马的表达水平［１５］，

改善学习记忆功能，其作用途径可能是艾烟中有效

挥发油成分，被呼吸系统和皮肤的黏膜吸收，调节神

经递质和脂质代谢，增强神经系统兴奋性，改善脑内

氧化应激损伤和炎性反应，从而起到预防和改善阿

兹海默病症状的作用。
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（ＢＢＡ）ＬｉｐｉｄｓａｎｄＬｉｐｉｄＭｅｔａｂｏｌｉｓｍ，１９８８，９５９（１）：２０３０．

［９］ＯｈａｓｈｉＭ，ＲｕｎｇｅＭＳ，ＦａｒａｃｉＦＭ，ｅｔａｌ．ＭｎＳＯＤｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｃｒｅａｓｅｓ
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ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｍａｙｉｍｐａｉｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｃｏｒｏｎａｒｙｂｌｏｏｄ

ｆｌｏｗｉｎａｎｇｉｏｇｒａｐｈｉｃａｌｌｙｎｏｒｍａｌｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉｅｓ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ

Ｊｏｕｒｎａｌ，２００６，７０（５）：５９３５９９．
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