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益生菌和二十二碳六烯酸对Aβ25-35诱导阿尔茨海默症小鼠学习记忆

及脑损伤的作用
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摘要: 探究并比较益生菌及二十二碳六烯酸 (docosahexaenoic acid, DHA) 与阿尔茨海默症 (Alzheimer's disease, 

AD) 治疗药物多奈哌齐对AD小鼠学习认知及脑损伤相关指标的影响, 为其治疗AD提供实验依据。所有动物实验

经河南中医药大学伦理委员会批准 (伦理号为DWLL2018080003)。将50只C57BL/6J雄性小鼠随机分为假手术组、

模型组、多奈哌齐组 (10 mg·kg-1)、益生菌组 (2.7×109 CFU·d-1)、DHA组 (0.104 g·kg-1), 除假手术组外, 其他组采用侧

脑室注射Aβ25-35 (200 μmol·L-1) 的方法构建AD动物模型, 之后灌胃给药 4周。检测各组小鼠学习记忆能力、海马区

神经元形态、原代海马细胞凋亡和免疫细胞水平; 同时检测小鼠脑组织Aβ1-42、Aβ1-40、p-Tau、AchE、Ach、氧化应激、胶

质细胞活化及炎症因子 IL-1β、IL-10、TNF-α的水平; 并通过 16S rDNA测序进一步探究多奈哌齐和益生菌对AD的

干预作用。结果显示, 多奈哌齐、益生菌及DHA通过增加Aβ25-35诱导小鼠运动时间、运动距离、自主交替率, 缩短到

达平台时间, 改善了其认知障碍并增强学习记忆能力; 通过降低脑组织中Aβ1-42、Aβ1-40、p-Tau、AchE、IL-1β、TNF-α、

MDA及增加Ach、IL-10、GSH-Px、T-SOD水平, 同时减少胶质细胞活化, 显著减轻Aβ25-35诱导小鼠脑损伤和神经炎

症, 并且对免疫细胞具有调节作用; 16S rDNA测序显示多奈哌齐和益生菌均可恢复菌群稳态, 并且差异菌与认知、

AD病理、神经炎症等存在密切相关。综合所有指标, 多奈哌齐与益生菌效果优于DHA。综上所述, 多奈哌齐、益生

菌及DHA通过调节免疫细胞、减少脑内细胞凋亡和胶质细胞活化数量, 降低氧化应激及炎症因子表达水平来改善

Aβ25-35诱导小鼠的认知功能障碍和脑损伤, 其中多奈哌齐及益生菌效果优于DHA, 且多奈哌齐及益生菌对AD的治

疗与调节菌群密切相关。
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Abstract: The study aims to investigate and compare the effects of probiotics and docosahexaenoic acid (DHA) 

with the Alzheimer's disease (AD) therapeutic drug donepezil on the learning cognition and brain damage related 

indexes in AD mice, and to provide experimental basis for its treatment of AD. All animal experiments were approved 

by the Ethics Committee of the Henan University of Chinese Medicine (ethics number DWLL2018080003). Fifty male 
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C57BL/6J mice were randomly assigned to one of five groups: sham-operated, model, donepezil (10 mg·kg-1), 

probiotic (2.7×109 CFU·d-1), and DHA (0.104 g·kg-1). Except for the sham-operated group, the AD animal model 

was established by injecting Aβ25-35 (200 μmol·L-1) in the lateral ventricle, followed by gavage administration for 

4 weeks. In all mouse groups, learning memory ability, neuronal morphology in the hippocampus, apoptosis of 

primary hippocampal cells, and immune cell levels were detected. The levels of Aβ1-42, Aβ1-40, p-Tau, AchE, Ach, 

oxidative stress, glial cell activation, and the inflammatory factors IL-1β, IL-10, and TNF-α in the brain tissue of 

mice were also detected. 16S rDNA sequencing was used to further investigate the effects of donepezil and 

probiotics on AD. Donepezil, probiotics and DHA improved cognitive deficits and enhanced learning memory in 

Aβ25-35-induced mice by increasing locomotion time, locomotion distance, autonomic alternation rate, and 

shortening the time to reach the plateau; it significantly attenuated Aβ25-35-induced brain injury and 

neuroinflammation in mice by decreasing Aβ1-42, Aβ1-40, p-Tau, AchE, IL-1β, TNF-α, and MDA and increasing the 

levels of Ach, IL-10, GSH-Px, and T-SOD in brain tissues, as well as decreasing the activation of glial cells, and 

had a modulatory effect on immune cells. 16S rDNA sequencing shows that both donepezil and probiotics restore 

flora homeostasis and that differential bacteria are strongly associated with cognition, AD pathology, and 

neuroinflammation. Combining all indicators, donepezil and probiotics were more effective than DHA. All in all, 

donepezil, probiotics and DHA ameliorate Aβ25-35-induced cognitive dysfunction and brain damage in mice by 

modulating immune cells, reducing the number of apoptotic cells and glial cell activation in the brain, and 

decreasing the levels of oxidative stress and inflammatory factor expression, among which the effects of donepezil 

and probiotics were better than those of DHA, and the therapeutic effects of donepezil and probiotics on AD were 

closely related to the modulation of gut microbiome.
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阿尔茨海默症 (Alzheimer's disease, AD) 是一种起

病隐匿以进行性认知功能障碍和行为损害为特征的中

枢神经系统退行性疾病, 常发生于老年和老年前期。β

淀粉样蛋白和磷酸化Tau蛋白的异常积累是其主要病

理特征[1]。此外, 胶质细胞活化引起的神经炎症与AD

的发生发展也密切相关[2]。但目前关于AD的具体发

病机制尚未完全明确, 临床用于治疗 AD的药物主要

为乙酰胆碱酯酶 (acetylcholinesterase, AchE) 抑制剂和

N-甲基D-天冬氨酸受体拮抗剂[3], 但这些药物无法完

全治愈 AD。因此, 针对可能影响 AD的因素, 从多角

度、多方向出发寻找治疗 AD的药物可能给研究人员

带来新的见解。

胆碱能神经元在中枢神经系统内分布极为广

泛 , 其损伤是 AD 发生的一个关键因素[4]。乙酰胆碱 

(acetylcholine, Ach) 作为一种广泛存在于中枢神经系

统的神经递质 , 与学习记忆能力密切相关 [5], 有研

究指出 Ach 合成减少是导致 AD 的重要原因。多奈

哌齐 (donepezil, Don) 作为一种AchE抑制剂已用于临

床, 能通过降低AchE活性抑制AchE对乙酰胆碱分解

的效果, 从而提高脑内Ach水平, 增强胆碱能神经信号

传递能力, 恢复认知功能[6]。除胆碱酯酶抑制剂类药

物外, 近年来, 越来越多的研究指出AD患者肠道菌群

种类和丰度发生了改变 , 恢复菌群稳态可改善 AD。

益生菌作为一类定殖于宿主体内的有益活性微生物, 

可有效调节肠道菌群并维持菌群的动态平衡。Li等[7]

的研究指出以每天 108 CFU的益生菌悬液灌胃 3周可

减轻脂多糖诱发大鼠脑内神经炎症并改善认知功能障

碍; Li等[8]发现服用益生菌对改善AD认知功能障碍患

者认知功能具有积极的影响。在AD中, 菌群紊乱还会

影响其代谢产物脂肪酸的含量, 而多不饱和脂肪酸又

与 维 持 认 知 密 切 相 关[9]。 二 十 二 碳 六 烯 酸 

(docosahexaenoic acid, DHA) 为天然的长链多不饱和

脂肪酸, 被称“脑黄金”, 其作为脑的重要组成部分, 具

有增强大脑的记忆和思维能力、提高智力、预防衰老的

功能[10]。但目前针对益生菌及 DHA 改善 AD 的研究

尚不完善, 以寻找改善AD患者认知功能、延缓疾病进

展的新药物为目的, 实验通过侧脑室注射保留全长 β

淀粉样蛋白 1-40/42 (amyloid beta 1-40/42, Aβ1-40/42) 毒

性的最短片段Aβ25-35构建AD小鼠模型[11], 探究并比较

了益生菌及DHA与AD治疗药物多奈哌齐对AD小鼠

学习认知及脑损伤相关指标的影响, 同时结合肠道菌

群对其 AD治疗作用机制进行深入探讨, 为其延缓和

防治AD提供实验依据。

材料与方法

实验动物 SPF 级 7～8 周龄雄性 C57BL/6J小鼠

50只, 体重 19～22 g, 购买于北京华阜康生物科技股份

有限公司, 动物许可证号SCXK (京) 2019-0008。动物
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饲养于温度为 18～24 ℃的清洁级动物房 , 昼夜交

替 , 自由饮水饮食 , 适应性喂养 7 天。动物实验经河

南 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准 ( 伦 理 号 为

DWLL2018080003)。

药品与试剂 Aβ25-35 冻干粉 [生工生物工程 (上

海) 股份有限公司, 货号P14872]; 多奈哌齐 (上海源叶

生物科技有限公司 , 货号 B25489); Biostime 益生菌 

(probiotics, YSJ; 合生元健康产品有限公司 , 批号

320060306); DHA 藻油软胶囊 (汤臣倍健股份有限公

司 , 批准文号 G20120687); AnnexinV-PE/7-AAD 凋亡

检测试剂盒 (BD Biosciences 公司 , 货号 0020694); 活

性氧 (reactive oxygen species, ROS) 试剂盒 (索莱宝生

物科技有限公司, 货号 CA1410); Aβ1-40、Aβ1-42、磷酸化

Tau 蛋白 (phosphorylated microtubule-associated protein 

Tau, p-Tau181)、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, 

TNF-α)、白介素 -1β (interleukin-1β, IL-1β)、白介素 -10 

(interleukin-10, IL-10) ELISA试剂盒 (江苏酶免生物科

技有限公司, 货号分别为MM-0461M1、MM-0220M1、

MM-45352M1、MM-0132M1、MM-0040M1、MM-0176M1); 

AchE试剂盒 (货号A024-1-1)、Ach试剂盒 (货号A105-1-1)、

总超氧化物歧化酶试剂盒 (total superoxide dismutase, 

T-SOD; 货号 A001-1)、谷胱甘肽过氧化物酶试剂盒 

(glutathione peroxidase, GSH-Px; 货号 A005-1)、丙二醛

试剂盒 (malonaldehyde, MDA; 货号A003-1) 购买于南

京建成生物科技有限公司 ; 流式抗体 CD49b (货号

553858) 购自美国 BD Bioscience 公司 , CD45 (货号

25-0451-82)、CD8a (货号 11-0081-82)、CD4 (货号 12-

0041-82)、CD3e (货号 45-0031-82)、CD11c (货号 12-

0114-81)、CD86 (货号 11-0860-82)、CD11b (货号 17-

0112-82)、Ly-6G ( 货号 11-9668-82)、CD4 ( 货号 11-

0041-82)、CD25 (货号 12-0251-82) 和 Foxp3 (货号 17-

5773-82) 均购自美国 Invitrogen公司; 一抗: 胶质纤维

酸 性 蛋 白 (glial fibrillary acidic protein, GFAP; 货 号

GB11096)、离子钙结合衔接分子 1 (ionized calcium-

binding adapter molecule 1, Iba1; 货号GB113502) 购买

于赛维尔生物科技有限公司。

实验仪器 68044 型立体定位仪 (中国瑞沃德生

命科技有限公司)、FACS AriaTM Ⅲ流式细胞仪 (美国

BD Bioscience 公司)、Centrifuge-5804R 小型高速低温

冷冻离心机 (德国Eppendorf公司)、EasyScan数字切片

扫描与应用系统 (中国麦克奥迪实业集团有限公司)、

YMT-100型 Y 迷宫实验分析系统、OFT-200旷场实验

箱 (中国成都泰盟软件有限公司)、Morris水迷宫视频

分析系统 (北京众实迪创科技发展有限责任公司)。

动物给药与分组 参考之前文献[12]报道, 用无菌

双纯水将Aβ25-35冻干粉配制成浓度为 1 mmol·L-1母液, 

放入 37 ℃、5% CO2培养箱避光聚合 7天。在进行脑部

手术前 , 使用生理盐水将造模药 Aβ25-35 母液稀释为

200 μmol·L-1溶液以备使用。按文献报道的方法[12]对

40只小鼠进行侧脑室注射Aβ25-35, 假手术组 (Sham) 小

鼠注射等体积的生理盐水。手术后第二天将40只小鼠

随机分为模型组 (M)、多奈哌齐组 (Don, 10 mg·kg-1)、

益生菌组 (YSJ, 2.7×109 CFU·d-1)、二十二碳六烯酸组 

(DHA, 0.104 g·kg-1), 益生菌和 DHA 剂量按照人和小

鼠体表面积折算公式计算所得。之后每天进行灌胃给

药, 持续4周, 在动物解剖前一周进行行为学检测。

行为学检测

旷场实验 检测方法如之前报道[12], 使用YMT-100

实验分析系统记录 5 min内小鼠运动轨迹、运动时间、

运动距离等数据。

Y-迷宫交替实验 Y-迷宫交替实验用于评估动物

的短期记忆。如之前所述[13], 记录小鼠进入每个手臂

的顺序和进入手臂总数 (N)。将动物连续进入 3个不

同的手臂视为一次交替, 最大进臂次数定义为N−2; 计

算自发交替率 (%) =[交替次数/ (N−2) ]×100%。

水迷宫实验 水迷宫实验用于评估动物的空间学

习和记忆认知能力。实验第一天 , 让小鼠自由探索

5 min, 并引导其到达平台。之后使用动物行为轨迹视

频分析系统V3.0记录第2～6天小鼠到达平台的时间。

尼氏染色观察小鼠海马神经元形态 行为学实验

结束后, 迅速在冰上解剖出小鼠脑组织, 将其放入 4%

多聚甲醛溶液中固定 24 h, 之后进行石蜡包埋并制成

5 μm石蜡切片, 经尼氏染色后, 在光学显微镜下观察海

马神经元形态, 并采集图像。使用 Image Pro Plus软件 

(Media Cybernetics, USA) 对海马神经细胞数量进行量化。

免疫荧光检测小鼠脑组织中 GFAP 和 Iba1 蛋白

的表达 5 μm的脑切片, 经过脱蜡、水化、抗原修复等

操作后, 加入一抗GFAP、Iba1, 在 4 ℃下孵育过夜 , 洗

涤后与二抗一起孵育 60 min。洗涤后 , 苏木精复染

2 min, 洗涤脱水至透明, 封片后采用荧光显微镜观察

脑切片, 选择海马与皮质图像用 ImageJ软件 (National 

Institutes of Health, USA) 对图像的平均荧光强度进行

统计分析。

流式细胞术检测小鼠脑原代细胞凋亡、ROS及免

疫细胞水平 取小鼠海马并加入适量 PBS 制成混悬

液, 将混悬液倒入小滤网中, 用PBS冲洗 7～8次, 将滤

液收集至 15 mL EP管中, 离心 5 min (1 200 r·min-1) 弃

上清, 得到海马原代细胞。将得到的海马原代细胞均

分为 2份, 分别按照ROS及AnnexinV-PE/7-AAD凋亡

检测试剂盒说明书进行染色并上机检测。
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同样的方法获取脑原代细胞, 分为 4份, 其中辅助

细胞 (Th) 和细胞毒性细胞 (Tc) 使用抗体 CD45、

CD8a、CD4和CD3e进行染色; 调节性T细胞 (Treg) 使

用 CD45、CD4、CD25 和 Foxp3 抗体染色; 自然杀伤细

胞 (NK) 使用CD45、CD3e和CD49b抗体染色; 髓源性

抑制细胞 (MDSCs) 使用 CD45、CD11b 和 Ly-6G 抗体

染色, 之后上机检测。

ELISA 法检测小鼠脑组织中 Aβ1-40、Aβ1-42、p-Tau

及炎症因子水平 剖出小鼠海马, 根据所取组织重量, 

加入 PBS (1 g 组织样品加入 9 mL PBS) 制成 10% 匀

浆。之后按照 ELISA 试剂盒说明书检测小鼠海马中

特征性病理指标Aβ1-40、Aβ1-42、p-Tau181水平。取小鼠

脑组织按 1∶9的重量体积比加入PBS制成 10%脑组织

匀浆。之后按照 ELISA 试剂盒说明书检测小鼠脑组

织中炎症因子 IL-10、IL-1β、TNF-α水平。

生化试剂盒检测小鼠脑组织中AchE、Ach、GSH-Px、

T-SOD 及 MDA 水平 使用 10% 脑组织匀浆, 按照生

化试剂盒说明书分别检测小鼠脑组织中 AchE、Ach、

GSH-Px、T-SOD及MDA水平。

16S rDNA检测小鼠肠道菌群 对小鼠粪便样本

进行基因组DNA抽提后, 利用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测抽提基因组 DNA, 并按指定测序区域 , 合成带有

barcode的特异引物, 进行 PCR扩增。之后使用 2%琼

脂糖电泳检测, 参照电泳初步定量结果, 将 PCR产物

用QuantiFluorTM-ST蓝色荧光定量系统进行检测定量。

最后构建PacBio文库进行PacBio测序, 并对得到的数

据进行生物信息分析。测序由上海美吉生物医药科技

有限公司完成。

统计学分析 实验数据经 SPSS 26.0统计软件处

理 , 以平均值±标准差 (x ± s) 表示 , 并采用单因素

ANOVA检验进行组间差异的比较, P < 0.05认为差异

具有统计学意义。

结果

1　益生菌和DHA对Aβ25-35诱导AD小鼠认知和学习

记忆的影响

旷场和Y迷宫结果 (图 1A～E) 显示, 与假手术组

相比, 模型组小鼠运动距离、运动时间、自主交替率显

著降低 (P < 0.01); 与模型组小鼠相比, 多奈哌齐及益

生菌组小鼠运动距离、运动时间、自主交替率显著增

加 (P < 0.01), 而 DHA 仅在运动时间方面表现出显著

性差异。水迷宫结果 (图 1F、G) 显示, 从第 4天开始各

组小鼠逃避潜伏期逐渐缩短, 第 5天时, 与假手术组相

比, 模型组小鼠逃避潜伏期表现出显著差异 (P < 0.05); 

与模型组相比 , 多奈哌齐与益生菌组小鼠逃避潜伏

期显著降低, 而 DHA组小鼠在第 6天才表现出差异。

综合以上结果表明 , 多奈哌齐、益生菌和 DHA 可不

同程度改善 Aβ25-35 诱导 AD 小鼠的认知障碍并增强

学习记忆能力 , 其中多奈哌齐和益生菌效果较 DHA

显著。

2　益生菌和DHA对Aβ25-35诱导AD小鼠脑组织病理

的影响

观察小鼠脑组织病理切片 (图 2A、B) 发现: 假手

术组小鼠海马区细胞形态均匀且排列整齐, 细胞核大

而明显; 与假手术组相比, 模型组小鼠海马区尼氏小体

数量显著减少 (P < 0.05), 细胞发生明显固缩。与模型

组相比, 各给药组小鼠海马区细胞核固缩现象有所减

轻并且尼氏小体数量也有所增加 (P < 0.05)。小鼠海

马中AD特征性病理指标结果 (图2C～E) 显示, 与假手

术组相比, 模型组小鼠海马中Aβ1-40、Aβ1-42及 p-Tau181

含量均显著增加 (P < 0.01); 与模型组小鼠相比, 多奈

哌齐组、益生菌组小鼠海马中Aβ1-40、Aβ1-42和 p-Tau181

水平显著降低 , DHA 可显著减少小鼠海马中 Aβ1-40、

Aβ1-42含量 (P < 0.01), 但对 p-Tau181水平无显著影响。

此外, 检测小鼠脑组织中AchE和Ach水平发现, 多奈

哌齐可减少AchE并增加Ach水平, 而益生菌仅降低了

AchE水平, DHA 并未表现出改善作用。以上结果说

明多奈哌齐、益生菌和 DHA 可显著减轻 Aβ25-35 诱导

AD 小鼠脑组织病理损伤, 三者在改善脑组织病理损

伤方面效果相当, 其中多奈哌齐的改善作用可能与降

低AchE并增加Ach有关。

3　益生菌和DHA对Aβ25-35诱导AD小鼠脑细胞凋亡

及氧化应激的影响

如图 3A～D 所示, 与假手术组小鼠相比, 模型组

小鼠脑原代细胞凋亡数量及 ROS水平显著增加 (P < 

0.01); 与模型组相比, 在给予药物干预后, 各组小鼠脑

原代细胞凋亡数量及 ROS 水平明显下降 (P < 0.01)。

同时, 检测小鼠脑组织中氧化应激相关指标 (图 3E～

G) 发现, 与假手术组小鼠相比, 模型组小鼠脑组织中

MDA水平显著升高 (P < 0.05), 而GSH-Px和T-SOD水

平显著降低 (P < 0.05); 与模型组小鼠相比, 多奈哌齐、

益生菌显著增加了小鼠脑组织中GSH-Px及T-SOD的

表达并降低 MDA水平 (P < 0.01或 P < 0.05), 而 DHA

仅显著减少小鼠脑组织中MDA水平 (P < 0.01)。以上

结果说明, 多奈哌齐、益生菌和DHA均可降低脑细胞

凋亡水平, 但在改善氧化应激方面, DHA效果较多奈

哌齐和益生菌差。

4　益生菌和DHA对Aβ25-35诱导AD小鼠脑内免疫细

胞的影响

脑组织中免疫细胞检测结果 (图 4) 显示, 与假手
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术组相比, 模型组小鼠脑组织中Treg、MDSC细胞显著

增加, 而Th、Tc和NK细胞显著减少 (P < 0.01); 与模型

组相比, 多奈哌齐、益生菌及DHA组小鼠Th、Tc和NK

细胞显著增加 (P < 0.01或 P < 0.05), MDSC细胞显著

减少 (P < 0.01或P < 0.05), Treg细胞无显著变化。

5　益生菌和DHA对Aβ25-35诱导AD小鼠脑内胶质细

胞活化及炎症因子的影响

从量化结果 (图 5A～F) 可以看出, 与假手术组相

比, 模型组小鼠海马区和皮质区星形胶质细胞活化标

志物GFAP和小胶质细胞活化标志物 Iba1表达显著增

加 (P < 0.01); 与模型组小鼠相比 , 给药组小鼠 GFAP

和 Iba1蛋白表达均显著降低 (P < 0.01)。胶质细胞活

化与炎症密切相关, 检测小鼠脑组织中炎症因子水平 

(图 5G～I) 发现, 与假手术组相比, 模型组小鼠脑组织

中IL-1β、TNF-α水平显著增加 (P < 0.01), 抗炎因子IL-10

水平显著降低 (P < 0.01); 与模型组小鼠相比, 给药后

可逆转上述现象。由此可见, 三者在改善神经炎症方

面效果相当。

Sham M Don YSJ DHA

Sham M Don YSJ DHA

Sham M Don YSJ DHA

A

B C D

E

F

G

Figure 1　Effects of probiotics and DHA on cognition and learning memory in Aβ25-35 induced Alzheimer's disease (AD) mice. A −C: 

Representative images of the open-field experiment (A) and quantitative results of movement distance (B) and movement time (C); D, E: 

Representative images of the Y-maze alternation experiment (E) and quantitative results of the spontaneous alternation rate (D); F, G: 

Representative images of the water maze on day 6 (F) and quantitative results of the time to reach the plateau on days 2−6 (G). n = 8, x ± s. 
#P < 0.05, ##P < 0.01 vs Sham group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs M group. Sham: Control group; Don: Donepezil group; YSJ: Probiotics group; 

DHA: Docosahexaenoic acid group
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6　益生菌对Aβ25-35诱导AD小鼠肠道菌群的影响

综合以上结果发现, 多奈哌齐及益生菌对 AD 改

善效果优于DHA, 因此在后续实验中使用16S rDNA测

序进一步探究多奈哌齐和益生菌对 AD的作用机制。

肠道菌群主成分分析 (principal component analysis, 

PCA) 显示各组小鼠肠道菌群分别聚为一类, 分离明

显 (图6A)。且属水平丰度前20菌群中, g_Muribaculum、

g_unclassified_f_Lachnospiraceae、g_unclassified_f_ 

Muribaculaceae 及 g_Dubosiella 等相对丰度发生了显

著变化 (图6B)。同时使用LEfSe多级物种差异判别分

析, 与模型组相比, 以 LDA 得分大于 3筛选出属水平

上多奈哌齐组 4 个差异菌 , 分别为 g_unclassified_o_ 

Bacteroidales、g_Limosilactobacillus、g_Odoribacter 和

g_Staphylococcus (图 7A), 益生菌组有 5 个差异菌属 , 

分别为 g_unclassified_f_Oscillospiraceae、g_unclassified_ 

o_Eubacteriales、g_Desulfovibrio、g_Lacrimispora、

g_Neglectibacter (图 7B)。以上结果说明, 多奈哌齐和

益生菌均可调节Aβ25-35诱导AD小鼠肠道菌群组成, 改

善菌群失衡。

7　差异菌与Aβ25-35诱导AD小鼠病理及生化指标相关

性分析

为进一步明确差异菌与 AD 之间的关系, 本研究

分别对多奈哌齐及益生菌组小鼠肠道差异菌和AD相

关性病理及生化指标进行了关联分析。图 8结果显示

与 模 型 组 相 比 , 多 奈 哌 齐 组 差 异 菌 g_unclassi‐

fied_o_Bacteroidales、g_Limosilactobacillus、g_Odorib‐

acter、g_Staphylococcus显著增加 (P < 0.05), 并且这些

菌与学习认知、海马神经元数量及Ach存在正相关, 而

与 AchE、胶质细胞、促炎因子 IL-1β、TNF-α及病理指

标Aβ1-40、Aβ1-42、p-Tau存在负相关, 提示这些菌群在多

奈哌齐治疗 AD 中发挥着关键作用 , 与抑制 AchE 活

性, 增强学习记忆, 减轻神经炎症密切相关。益生菌组

差异菌与病理及生化指标关联结果 (图 9) 显示, 与模

型组相比, 益生菌组 g_unclassified_f_Oscillospiraceae、

g_unclassified_o_Eubacteriales、 g_Desulfovibrio、

g_Lacrimispora、g_Neglectibacter 丰度显著增加 (P < 

0.05或P < 0.01), 并且这些菌与学习认知、海马神经元

数量存在正相关, 与胶质细胞、促炎因子 IL-1β、TNF-α

及 病 理 指 标 Aβ1-40、Aβ1-42、p-Tau 存 在 负 相 关 , 而

g_unclassified_f_Oscillospiraceae、g_Lacrimispora 与

AchE并未表现出负相关, 以上结果提示益生菌对AD

的治疗可能不完全通过抑制AchE, 这些差异菌可能是

益生菌改善认知障碍, 减轻神经炎症的关键。

Sham M Don YSJ DHAA

B C D

E F G

Figure 2　Effects of probiotics and DHA on brain histopathology in Aβ25-35 induced AD mice. A: Nissl staining to detect cell damage in the 

mouse hippocampal region (400×, arrow pointing to damaged cells), bar: 30 μm; B: Quantitative results on the density of Nissl's vesicles in 

the hippocampus; C−E: Quantification of amyloid beta 1-40 (Aβ1-40, C), amyloid beta 1-42 (Aβ1-42, D) and phosphorylated microtubule-

associated protein Tau (p-Tau181, E) levels in mouse brain tissue; F, G: Quantitative results of acetylcholinesterase (AchE, F) and 

acetylcholine (Ach, G) levels in mouse brain tissue. n = 6, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs Sham group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs M group
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讨论

AD 作为最常见的痴呆类型, 在其发生发展过程

中会出现焦虑、情感淡漠、认知能力受损及语言障碍等

症状[14]。在AD动物模型中情感及认知相关指标主要

是通过神经行为学的改变进行判定, 目前多采用水迷

宫、Y-型迷宫、旷场、新物体辨别实验等方法来客观评

估动物认知、学习记忆等的改变[15]。本研究通过旷场、

Y-型迷宫及水迷宫等多种行为学测试较全面地评价了

多奈哌齐、益生菌和DHA对Aβ25-35诱导AD小鼠的自

主活动、认知及学习记忆的影响, 发现多奈哌齐、益生

菌和DHA可不同程度改善Aβ25-35诱导AD小鼠的认知

障碍并增强学习记忆能力, 其中多奈哌齐和益生菌效

果优于DHA。

在AD中, 除了行为及学习记忆的改变, 还会出现

β淀粉样蛋白沉积和Tau蛋白异常磷酸化[16], 促进细胞

外 Aβ斑块及细胞内神经纤维缠结的形成。Aβ可由

APP 经淀粉样蛋白途径和非淀粉样蛋白途径剪切得

到, 前者主要由 α分泌酶和 γ分泌酶介导, 通过剪切得

到可溶的Aβ; 后者经 β和 γ分泌酶共同剪切得到具有

沉积性的Aβ[17]。在病理条件下, β分泌酶活性增强, 促

进 APP 的淀粉样蛋白途径[18], 产生具有沉积能力的

Aβ。Aβ1-40和 Aβ1-42是 APP 经过淀粉样途径生成的两

种主要Aβ产物, 其中Aβ1-40含量较高, 人体内约90%为

Aβ1-40; Aβ1-42疏水性强且更易发生聚集, 是形成老年斑

的关键[19]。本研究检测脑组织中Aβ水平发现, Aβ25-35

诱导 AD 小鼠脑组织中 Aβ1-40和 Aβ1-42水平显著增加 , 

给予药物干预后显著回调。有研究指出, Aβ过量聚集

会加快蛋白激酶作用于Tau蛋白, 导致Tau蛋白过度磷

酸化[20], 促进大脑中神经元纤维变性并触发氧化应激

作用以至神经元凋亡[21]。本研究同时对脑组织中

p-Tau181、氧化应激相关指标 (ROS、GSH-Px、T-SOD、

MDA) 及细胞凋亡水平进行检测, 发现多奈哌齐、益生

菌可显著改善Aβ25-35诱导AD小鼠脑组织中 p-Tau及氧

化应激水平, 降低神经细胞凋亡率, 而DHA效果较弱。

E F G

A

B

D

C

Sham M Don YSJ DHA

Sham M Don YSJ DHA

Figure 3　Effects of probiotics and DHA on apoptosis and oxidative stress in brain tissues of Aβ25-35 induced AD mice. A, B: Representative 

maps and quantitative results of apoptosis in mouse brain progenitor cells detected by flow cytometry; C, D: Representative maps and 

quantitative results of flow cytometry detection of reactive oxygen species (ROS) in mouse brain progenitor cells; E−G: Quantification of 

glutathione peroxidase (GSH-Px, E), malonaldehyde (MDA, F) and total superoxide dismutase (T-SOD, G) levels in mouse brain tissue. n = 3 

or 6, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs Sham group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs M group
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此外 , 胶质细胞活化引发的神经炎症也是加重

AD的重要因素[22]。小胶质细胞是中枢神经系统的常

驻免疫细胞, 可参与机体免疫应答、炎症反应等。在

AD早期, 小胶质细胞会在抗炎因子、转化生长因子等

的刺激下向抗炎表型极化, 增强对Aβ的吞噬, 并通过

分泌 IL-4、IL-10等抗炎因子抑制炎症损害, 发挥抗炎

和神经保护作用; 当AD进展到一定阶段时, 小胶质细

胞向促炎表型极化, 释放出TNF-α、IL-1β、IL-6及活性

氧等, 加重炎症作用, 对神经造成毒害[23,24], 而受损的

神经元可能会进一步引发周围小胶质细胞激活并释放

多种神经毒性因子, 形成神经毒性的恶性循环[25]。星

形胶质细胞作为大脑中最丰富的神经胶质细胞类型, 

在脑内具有双重作用, 其可向神经元提供营养物质, 调

节突触可塑性, 并维持细胞外离子平衡等[26]; 但星形

胶质细胞被过度激活会释放活化的氧自由基和炎症

因子, 加重神经炎症。本研究通过免疫荧光观察并量

化了星形胶质细胞活化标志物 GFAP 和小胶质细胞

活化标志物 Iba1水平, 发现多奈哌齐、益生菌和DHA

可减少Aβ25-35诱导AD小鼠脑组织中小胶质细胞和星

形胶质细胞活化数量 , 同时降低了促炎因子 IL-1β、

TNF-α水平, 升高抗炎因子 IL-10水平, 从而改善神经

炎症。

大脑中除小胶质细胞外 , 其他免疫细胞也参与

AD的发生发展。MDSCs与 Tregs均具有抑制免疫细

胞应答的能力, Tamberi[27]和Torres[28]等的研究指出, 在

AD患者和Aβ驱动的AD小鼠模型中, MDSCs和Tregs

细胞的浸润显著增加, 抑制MDSCs和Tregs可以有效

破坏免疫耐受并改善脑 Aβ负荷和 AD 病理学[29]。先

前的研究表明 NKs 和 Th、Tc 细胞可阻止 AD 发生[30], 

NK 细胞参与监测衰老细胞免疫, 不仅可减少自体活

性T细胞产生的炎症, 还能清除受损的神经元, 对于调

节和抑制脑组织中的炎症和异常蛋白积累至关重
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Figure 4　Effects of probiotics and DHA on immune cells in the brain of Aβ25-35 induced AD mice. Tregs cells (A, B), Th, Tc cells (C, D), 

NK cells (E, F), MDSC cells (G, H) in mouse brain tissue detected by flow cytometry. Figure A, C, E, G shows representative images, and 

Figure B, D, F, H shows quantitative results. n = 3, x ± s. ##P < 0.01 vs Sham group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs M group. Treg: Regulatory T 

cells; Th: The helper cells; Tc: The cytotoxic cells; NK: Natural killer cells; MDSCs: Myeloid-derived suppressor cells
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要[31]。本研究结果显示, 多奈哌齐、益生菌和DHA可

显著增加 Th、Tc 和 NK 细胞数量, 减少 MDSC 细胞数

量, 来调节免疫进而改善AD。

近年来, 肠道菌群对大脑功能以及其对中枢神经

A

C

B

D FE

H
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Figure 5　Effects of probiotics and DHA on glial cell activation and inflammatory factors in brain tissue of Aβ25-35 induced AD mice. A, B: 

Representative images of GFAP and Iba1 protein expression in the hippocampus (A) and cerebral cortex (B) detected by 

immunofluorescence (bar: 20 μm); C, D: Quantification of GFAP (C) and Iba1 (D) in hippocampal regions; E, F: Quantitative results of 

GFAP (E) and Iba1 (F) in cerebral cortex; G− I: Quantification of interleukin-1β (IL-1β, G), interleukin-10 (IL-10, H) and tumor necrosis 

factor-α (TNF-α, I) levels in mouse brain tissue. n = 6, x ± s. ##P < 0.01 vs Sham group; **P < 0.01 vs M group. GFAP: Glial fibrillary acidic 

protein; Iba1: Ionized calcium-binding adapter molecule 1
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Figure 6　Effect of probiotics on the gut microbiota of mice with Aβ25-35 induced AD (n = 5). A: PCA plot for principal component analysis 

of gut microbiota in mice; B: Column stacks of the top 20 gut microbiota in terms of genus-level abundance
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系统的影响引起了研究学者的广泛关注。肠道菌群作

为人体中最大的微生物群体, 在维持肠道屏障完整性、

调节免疫系统、抑制病原体生长等方面发挥着重要作

用[32]。肠道菌群还可参与寡糖利用、脂肪酸合成等, 并

调节多种与大脑发育密切相关的营养因子和蛋白质, 

在大脑的发育过程中起着很重要的作用[33]。研究表

明, 抑郁症、AD、帕金森病等神经系统性疾病的发生

通常伴随着肠道菌群的失调[34]。本研究结果显示, 与

对照组相比 , 模型组小鼠粪便中与肠道屏障完整性

相关的有益菌 g_Muribaculum、g_Ligilactobacillus、g_ 

A B

Figure 7　LEfSe analysis of gut microbiota in Aβ25-35 induced AD mice (n = 5). A: LEfSe analysis of gut microbiota in mice in the M and 

Don groups; B: LEfSe analysis of gut microbiota in mice in the M and YSJ groups

DA B C

E

Figure 8　Results of the correlation analysis of the differential gut microbiota with pathological and biochemical indices in donepezil-treated 

mice. A−D: Quantification of the relative abundance of the differential bacteria g_unclassified_o_Bacteroidales (A), g_Limosilactobacillus 

(B), g_Staphylococcus (C), g_Odoribacter (D); E: Network diagram of the correlation analysis between different bacteria of gut microbiota 

and pathological and biochemical indices of mice in Don group. n = 5, x ± s. *P < 0.05
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unclassified_f_Muribaculaceae 丰度显著降低 , 而与炎

症密切相关的菌 g_unclassified_f_Lachnospiraceae、

g_Dubosiella、g_Eisenbergiella 显著增加 , 多奈哌齐和

益生菌可使这些菌群回调, 该结果说明多奈哌齐和益生

菌均可逆转菌群失衡, 通过维持菌群稳态来减轻其引

起的炎症反应。此外, 相关性结果指出 g_unclassified_ 

o_Bacteroidales、g_Limosilactobacillus、g_Odoribacter、

g_Staphylococcus可能是多奈哌齐发挥AD治疗作用的关

键菌, 其作用与抑制AchE活性密切相关; g_unclassified_ 

f_Oscillospiraceae、g_unclassified_o_Eubacteriales、g_ 

Desulfovibrio、g_Lacrimispora、g_Neglectibacter与抑制

神经炎症改善脑损伤密切相关 , 可能在益生菌治疗

AD中发挥着重要作用。

虽然DHA为大脑的重要组成部分, 但大脑无法从

前体 α-亚麻酸合成足够量的DHA[35], 为了维持大脑中

的DHA水平, 大脑会借助运输载体如促进因子超家族

结构域蛋白 2a (MFSD2A) 和脂肪酸结合蛋白 5 

(FABP5) 从血浆中通过血脑屏障获取 DHA, 而血浆

DHA 是直接从饮食摄入中获得的[36]。有研究指出

DHA 以 300 mg·kg-1剂量灌胃可改善 β淀粉样蛋白沉

积致 AD 小鼠模型的记忆功能[10], 由此可见适量补充

DHA对大脑存在保护作用。除 DHA外, 本课题组查

阅文献发现, 补充益生菌不仅可以保护肠道完整性, 还

能通过促进紧密连接蛋白Claudin-5和ZO-1的表达促

进肠黏膜和血脑屏障功能[37], 此外, 补充益生菌还能支

持脑源性神经营养因子的合成, 增强神经元的存活和

分化[38]。每天给予 SAMP8 小鼠剂量为 2×109 CFU 的

益生菌制剂 (乳酸芽孢杆菌、干酪乳杆菌、两歧双歧杆

E

A B

D

C

F

Figure 9　Results of the correlation analysis of the differential gut microbiota with pathological and biochemical indices in probiotic-

treated mice. A−E: Quantification of the relative abundance of the differential bacteria g_Lacrimispora (A), g_Neglectibacter (B), g_Desul‐

fovibrio (C), g_unclassified_o_Eubacteriales (D), g_unclassified_f_Oscillospiraceae (E); F: Network diagram of the correlation analysis 

between different bacteria of gut microbiota and pathological and biochemical indices of mice in YSJ group. n = 5, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01

·· 3114



郝凤霄等: 益生菌和二十二碳六烯酸对Aβ25-35诱导阿尔茨海默症小鼠学习记忆及脑损伤的作用

菌和嗜酸乳杆菌的混合物) 可改善记忆缺陷[39]; Liu

等[40]的研究也指出每天给予小鼠 109 CFU益生菌溶液

可调节小鼠肠道菌群, 改善帕金森病伴抑郁症状。本研

究通过人和小鼠体表面积折算公式得到益生菌和DHA的

给药剂量分别为2.7×109 CFU·d-1和0.104 g·kg-1, 在该剂

量下并不会引起中枢毒性, 且结果显示其具有脑保护

作用。但对于其是否会在外周积累, 尚存在欠缺, 后续

本课题组也会关注其外周积累及外周浓度, 并进行相

关实验。

综上所述, 多奈哌齐、益生菌及DHA通过调节免

疫细胞、减少脑内细胞凋亡和胶质细胞活化数量, 降低

氧化应激及炎症因子表达水平来改善Aβ25-35诱导小鼠

的认知功能障碍和脑损伤。并且多奈哌齐及益生菌对

AD小鼠脑损伤的改善效果优于DHA, 且其机制可能

与调节AD小鼠肠内菌群稳态有关。益生菌有望成为

防治AD的药物, 为临床治疗AD提供新思路。
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