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　 　 ［摘要］ 　目的 　探讨藓生马先蒿苯乙醇苷（phenylethanoid glycosides ，PhGs）改善高原记忆损伤的机制 ，明确其是否通过

激活 mTOR信号通路来实现的 。方法 　清洁级雄性 Wistar 大鼠 ６０只 ，随机分为常氧对照组 、缺氧组 、PhGs低 、中 、高剂量组

（５０ 、２００ 、４００ mg／kg灌胃给药） ，常氧对照组和缺氧组给予等体积的灭菌注射用水 ，连续给药 ７ d 。给药第 ４ 天 ，缺氧组和

PhGs低 、中 、高剂量组置于大型低压氧舱模拟高原低压低氧环境（７ ５００ m ，３ d） 。采用 SYBR Green实时定量聚合酶链式反应
（PCR）检测海马组织中 mTOR 、P７０S６K 和 ４E唱BP１ mRNA 表达 ；蛋白质印迹法（Western blot）检测海马组织中 p唱mTOR 、p唱
P７０S６K和 p唱４E唱BP１ 蛋白表达 。结果 　 与常氧对照组比较 ，缺氧组海马组织中 mTOR 、P７０S６K mRNA 表达分别下调达
２２畅５０％ 、２６畅００％ （P＜ ０ ．０５ ，P＜ ０ ．０１） ，４E唱BP１ mRNA表达上调达 ４１ ．２８％ （P＜ ０ ．０１） ；p唱mTOR和 p唱P７０S６K 蛋白表达分别
降低 ４２畅２８％ 和 １１畅７０％ （P＜ ０ ．０５ ，P＜ ０ ．０１） ，p唱４E唱BP１蛋白表达升高 １１１ ．８６％ （P＜ ０ ．０１） 。与缺氧组比较 ，PhGs低剂量组
４E唱BP１ mRNA表达下调达 ７７ ．３３％ （P＜ ０ ．０１） ，p唱P７０S６K蛋白表达升高 ３２ ．５３％ （P＜ ０ ．０１） ，p唱４E唱BP１蛋白表达降低 ８２ ．４％

（P＜ ０ ．０１） ；PhGs中 、高剂量组海马组织中 mTOR 、P７０S６K mRNA 表达分别上调达 ６４ ．５６％ 、６０ ．７６％ 和 １４ ．８６％ 、２０ ．２７％

（P＜ ０ ．０１） ，４E唱BP１ mRNA 表达分别下调达 ７２ ．６７％ 、７１ ．５７％ （P ＜ ０ ．０１） ，p唱mTOR 、p唱P７０S６K 蛋白表达分别升高 ６５ ．１２％ 、

９４畅１７％ 和 ５６ ．６３％ 、７８ ．３１％ （P＜ ０ ．０１） ，p唱４E唱BP１蛋白表达分别降低 ５７ ．６％ 和 ４０％ （P＜ ０ ．０１） 。结论 　藓生马先蒿苯乙醇

苷能够改善高原记忆损伤 ，其保护机制可能是通过激活 mTOR信号通路实现的 。

　 　 ［关键词］ 　藓生马先蒿 ；苯乙醇苷 ；mTOR信号通路 ；高原记忆损伤
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Phenylethanoid glycosides of Pedicularis muscicola ameliorate high altitude唱in唱
duced memory impairment by activating mTOR signal pathway
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［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the mechanism of phenylethanoid glycosides of pedicularis muscicola Maxim amel唱
iorating high altitude memory impairmentby activating mTOR signal pathway ．Methods 　 ６０ clean male Wistar rats were ran唱
domly divided into normoxic control group ，hypoxia group ，PhGs low ，medium and high dose groups（５０ ，２００ ，４００ mg／kg by
oral administration） ．Normoxic control and hypoxia groups were administered with sterile injection water for ７ days ．On the
fourth day of drug treatment ，hypoxia and PhGs groups were exposed to a specially designed animal decompression chamber ，
which simulated ７ ５００ m high altitude environment ．The expression levels of mTOR ，P７０S６K and ４E唱BP１ mRNA in hippocam唱
pus were detected by SYBR Green real唱time PCR ．The expression levels of p唱mTOR ，p唱P７０S６k and p唱４E唱BP１ protein in hippo唱
campus were detected by Western blot ．Results 　 For hypoxia group rats ，mTORand P７０S６k mRNA repression ，p唱mTOR and
p唱P７０S６K protein repression were respectively decreased by ２２ ．５０％ ，２６ ．００％ ，４２ ．２８％ and １１ ．７０％ （P ＜ ０ ．０５ ，P ＜ ０ ．０１） ，

４E唱BP１ mRNA repression and p唱４E唱BP１ protein repression were respectively increased by ４１ ．２８％ ，１１１ ．８６％ （P ＜ ０ ．０１） in
comparison tonormoxic control group ．Compared with hypoxia group ，for PhGs low dose group rats ，４E唱BP１ mRNA repression
and p唱４E唱BP１ protein repression were respectively decreased by ７７ ．３３％ and ８２ ．４％ （P＜ ０ ．０１） ，p唱P７０S６K protein repression
was increased by ３２ ．５３％ （P＜ ０ ．０１） ．For PhGs medium ，high dose groups ，mTOR and P７０S６k mRNA repression ，p唱mTOR
and p唱P７０S６K protein repression were respectively increased by ６４畅５６％ ，６０畅７６％ ；１４畅８６％ ，２０畅２７％ ；６５畅１２％ ，９４畅１７％ and

８３２

药学实践杂志 　 ２０１７ 年 ５ 月 ２５日第 ３５ 卷第 ３ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３５ ，No ．３ ，May ２５ ，２０１７



５６畅６３％ ，７８畅３１％ （P ＜ ０畅０１） ，４E唱BP１ mRNA repression and p唱４E唱BP１ protein repression were respectively decreased by
７２畅６７％ ，７１畅５７％ and ５７畅６％ ，４０％ （P＜ ０畅０１） ．Conclusion 　 Phenylethanoid glycosides of Pedicularis muscicola Maxim can a唱
meliorate high altitude唱induced memory impairment ．This protective mechanism may due to the activation of mTOR signal
pathway ．
　 　 ［Key words］ 　 Pedicularis muscicola Maxim ；phenylethanoid glycosides ；mTOR signal pathway ；high altitude memory
impairment

　 　低压低氧可损伤睡眠模式 、情绪和记忆等功能 ，

是高原地区一种常见的致病因素［１］
。近年来随着交

通基础建设的完善 ，越来越多的人进入高原地区生

活和旅游 ，预防或改善高原记忆损伤是当前高原医

学界研究的热点 。高原记忆损伤是多种因素相互作

用的结果 ，涉及到氧化应激 、神经元损伤及多种相关

信号通路等 。目前有关高原记忆损伤的相关信号通

路主要有 mTOR 信号通路 、GC 信号通路 、HIF 信
号通路等 。 mTOR信号通路是一条经典信号通路 ，

参与蛋白质翻译 、细胞凋亡和神经突触可塑性等多

种生物学功能 。研究发现［２ ，３］
，低压低氧暴露能够

抑制 mTOR 信号通路 ，导致 mTOR 下游底物
P７０S６K 和 ４E唱BP１ 脱磷酸 ，影响 mRNA 翻译和蛋
白质合成 ，最终损伤长时记忆的形成 。 此外 ，增加

mTOR唱Raptor的功能可显著提高脑长时记忆［４］
。

　 　藓生马先蒿（Pedicularis muscicola Maxim ）为

玄参科马先蒿属植物 ，是民间常用药材 ，富含以毛蕊

花糖苷为代表的苯乙醇苷类（PhGs）化合物［５］
。药

理学研究发现 ，PhGs 化合物具有显著的抗氧化 、抗

炎 、抗衰老 、增强记忆 、提高智力等多方面的生物活

性 。课题组前期发现［６］
，藓生马先蒿 PhGs 可减轻

氧化应激 ，抑制细胞损伤 ，从而改善高原记忆损伤 ，

但藓生马先蒿 PhGs改善高原记忆损伤的详细机制
尚待深入研究 。

　 　本研究是基于前期的实验研究 ，来探讨藓生马

先蒿 PhGs 改善高原记忆损伤的机制 ，明确其是否

通过激活 mTOR信号通路实现的 。

1 　实验材料

1 ．1 　 实验动物 　 清洁级雄性 Wistar 大鼠 ６０ 只

（２００ ± ２０） g ［兰州军区兰州总医院动物科实验科 ，

许可证号 ：SCXK （军）２０１２唱００２０］ ，控制室温 （２５ ±

２） ℃ ，每 １２ h明暗交替 ，标准饲料喂养 ，自由进水 。

1 ．2 　药品与试剂 　藓生马先蒿药材于 ２０１４年 ８月

采自甘肃天祝县 ，由兰州大学药学院马志刚教授鉴

定为玄参科藓生马先蒿 （ Pedicularis muscicola
Maxim）的全草 。苯乙醇苷为实验室采用大孔吸附

树脂工艺从藓生马先蒿中富集提取 ，经 HPLC 测

定 ，以毛蕊花糖苷计含量为 ４５ ．８２％ ；BCA 蛋白定量
分析测试盒 （批号 ：Lot ＃ MJ１６４０４４）购自 Thermo
scientfic公司 ；柱式法 Total RNA 提取试剂盒（批

号 ：９７６７） 、反转录试剂盒 （批号 ：RR０３６A ） 、SYBY
Green染料法荧光定量试剂盒（批号 ：RR８２０A）均购
自 TaKara 公司 ；SDS唱PAGE 凝胶制备试剂盒 （批

号 ：２０１４０３１２） 、４ ×蛋白质上样缓冲液（含 DTT ）（批
号 ：２０１５０７１７） 、１０ × TBST 缓冲液（批号 ：２０１５０１０７）

及 ELC超敏发光液（批号 ：２０１４１２０６）均购自北京索

莱宝科技有限公司 ；１００ mmol／L PMSF （批号 ：

ST５０６唱２） 、RIPA 裂解液 （强）（批号 ：P００１３B）均购
自碧云天生物技术研究所 ；小鼠 β唱actin 单克隆抗体
（批号 ：D３０２５）购自 Santa Cruz Blotechnology 公
司 ；兔 p唱４E唱BP１ （Thr３７／４６ ）多克隆抗体 （批号 ：

０００８） 、兔 p唱mTOR （Ser２４４８ ）多克隆抗体 （批号 ：

００２０） 、兔 p唱P７０S６K （Thr３８９）多克隆抗体 （批号 ：

１６）均购自 Cell Signaling 公司 ；ZB唱２３０５ 辣根酶标
记山羊抗小鼠 lgG（H ＋ L）（批号 ：１２２０１１） 、ZB唱２３０１
辣根酶标记山羊抗兔 lgG （H ＋ L ）（批号 ：１０９５２５）均

购自北京中杉金桥生物技术有限公司 ；０ ．４５ μm
PVDF膜（K３EA８２３０GD）购自 Immobilon唱P ○R T rans唱
fer Membrances 。
1 ．3 　 仪器 　 SpectraMax i３ 全自动荧光酶标仪
（Molecular 公司） ；Polytron ＠ PT１２００E 电动匀浆
器（Kinematica AG 公司） ；System９７００ PCR 仪（杭

州朗基科学仪器有限公司 ） ；ABI７３００ 实时定量
PCR 仪 （Applied Biosystems 公司） ；PowerpacTM
Basic基础电泳仪电源和小型垂直电泳槽（BIO唱RID
公司） ；Trans唱Blot TurboTM Transfer system 半干
转仪（BIO唱RID 公司） ；Tanon唱４２００F 全自动数码凝
胶图像分析系统（上海天能公司）等 。

2 　方法

2 ．1 　动物分组及给药方式 　 Wistar 大鼠随机分为
５组 ，分别为常氧对照组 ，缺氧组 ，PhGs低 、中 、高剂

量组 。每组 １２只 ，自分组起 ，连续灌胃 ７ d ，每天 １

次 ，常氧对照组和缺氧组给予灭菌注射用水灌胃 ，

PhGs低 、中 、高剂量组分别给予 ５０ 、２００ 、４００ mg／kg
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剂量的 PhGs灌胃 。

2 ．2 　高原记忆损伤模型的制备 　给药第 ４天 ，除常

氧对照组外其余各组均置于大型低压氧舱中模拟海

拔 ７ ５００ m高原环境（舱内压力 ：３５ ．９ kPa ，氧分压 ：

７ ．４ kPa） ，每天上午 ９ ：００ 以 １０ m／s 速度下降至
４ ０００ m（舱内压力 ：６２ ．１ kPa ，氧分压 ：１３ ．８ kPa） ，

实验人员通过缓冲舱进舱 ，在舱里灌胃给药 ，换水食

和垫料 ，连续 ３ d ，每天给药完毕后 ，将舱内模拟海拔

以 １０ m／s的速度匀速上升到预定海拨 ７ ５００ m ，在

此期间动物自由摄食及进水 。常氧对照组大鼠于动

物房同时饲养 。

2 ．3 　海马组织样本采集 　 各组大鼠断头剖取海马

组织样本 ，冻存于 — ８０ ℃冰箱中 。各组取 ６只大鼠

海马组织样本用于 SYBR Green 实时定量 PCR
mRNA 检测 ，６只大鼠海马组织样本用于 Western
blot 蛋白检测 。

2 ．4 　 SYBR Green 实时定量 PCR 检测 mRNA 变
化 　参考柱式法 Total RNA 提取试剂盒说明书提
取样本总 RNA ，采用紫外分光光度法检测 RNA 纯
度及浓度 。逆转录 cDNA 采用 １０ μl 反应体系 ，条

件为 ３７ ℃ １５ min ，８５ ℃热失活 ５ s 。 SYBR Green
实时定量 PCR采用 １０ μl反应体系 ，条件为 ９５ ℃预

变性 ３０ s ；９５ ℃反应 ５ s ，６０ ℃退火 ３１ s ，重复 ４０个

循环 ，每个样本做 ３ 个复孔 ，以 GAPDH 为内参基
因 ，计算各组大鼠海马组织中 mTOR 、P７０S６K 和
４E唱BP１的 ΔCt ，目的基因的相对表达量采用 ２

－ Δ ΔCt

进行计算分析 。 实验中 mTOR 、P７０S６K 、４E唱BP１
和 GAPDH引物序列见表 １ 。

表 1 　 P70S6K 、mTOR 、4E唱BP1和 GAPDH引物序列

引物名称 碱基序列

mTOR 上游 ：５′唱CGTGCTGT TGGGTGAGAGAG唱３′
下游 ：５′唱T TCGTGTCCATCT TCT TGTCG唱３′

４E唱BP１ 後上游 ：５′唱AGAGCTGCACAGCAT TCAGG唱３′
下游 ：５′唱TAGACAGAGGCACAAGGAGGTAT唱３′

P７０S６K 上游 ：５′唱GCCTCCCTACCTCACACAAGA唱３′
下游 ：５′唱CCACCT TCCGAGCCAAAA唱３′

GAPDH 上游 ：５′唱GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG唱３′
下游 ：５′唱ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA唱３′

2 ．5 　 Western blot 检测蛋白变化 　 海马组织样本

用 RIPA 裂解液（含 １％ PMSF）提取总蛋白 ，后用

BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定量 。取蛋白 ５０ μg
进行 SDS唱PAGE电泳 、半干法转膜 ，５％ 脱脂牛奶室

温封闭 ２ h 。封闭结束后 ，孵育一抗 ，分别加入一抗

β唱actin（１ ∶ １ ０００） 、p唱mTOR（１ ∶ １ ０００） 、p唱P７０S６K

（１ ∶ １ ０００） 、p唱４E唱BP１（１ ∶ １ ０００） ，４ ℃过夜 。次日

１ × TBST 缓冲液洗膜 ３次 ，加入辣根酶标记山羊抗

兔或小鼠 lgG（１ ∶ ５ ０００）摇床室温孵育 ２ h ，再用 １

× TBST 缓冲液洗膜 ３ 次 。 ECL 显色发光 ，Tanon唱
４２００F全自动数码凝胶图像分析系统曝光 。 应用

Image唱Pro Plus ６ ．０软件对曝光图片进行灰度扫描

测定并对结果进行分析 。

2 ．6 　统计学方法 　采用 SPSS １６ ．０统计软件进行

统计学处理 ，结果以均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，进行

正态性检验 ，符合正态分布的两组间均数比较采用

两独立样本 t检验 。 P＜ ０ ．０５为有统计学意义 。

3 　结果

3 ．1 　 PhGs 对海马组织中 mTOR 、P７０S６K 和 ４E唱
BP１ mRNA 表达的影响 　与常氧对照组比较 ，缺氧

组海马组织中 mTOR 、P７０S６K mRNA 表达显著性
下调 ，分别下调达 ２２畅５０％ 、２６ ．００％ （P＜ ０ ．０５ ，P ＜

０ ．０１） ，４E唱BP１ mRNA 表达显著性上调达 ４１ ．２８％

（P＜ ０ ．０１） 。

　 　 与缺氧组比较 ，PhGs 低剂量组海马组织中
mTOR 、P７０S６K mRNA 表达都有上调趋势 ，但无显

著性差异 ，４E唱BP１ mRNA 表达显著性下调达
７７畅３３％ （P＜ ０ ．０１） ；PhGs 中 、高剂量组海马组织

中 mTOR 、P７０S６K mRNA 表达均显著性上调 ，分

别上调达 ６４ ．５６％ 、６０ ．７６％ 和 １４ ．８６％ 、２０ ．２７％

（P＜ ０ ．０１） ，４E唱BP１ mRNA 表达分别显著性下调
达 ７２畅６７％ 、７１畅５７％ （P＜ ０ ．０１） ，见表 ２ 。

表 2 　 PhGs对海马组织中 mTOR 、P70S6K和
4E唱BP1 mRNA表达的影响（珚x ± s ，n＝ ６）

组别
mTOR mRNA

（２ － Δ ΔCt ）
P７０S６K mRNA

（２ － Δ ΔCt ）
４E唱BP１ mRNA

（２ － Δ ΔCt ）

常氧对照组 １ 圹．０２ ± ０ ．１８ １ B．００ ± ０ ．０５ １ 乙．０１ ± ０ ．１６

缺氧组 　 　 ０ 圹．７９ ± ０ ．０５ 倡 ０ B．７４ ± ０ ．０２ 倡 倡 １ 乙．７２ ± ０ ．２４ 倡 倡

低剂量组 　 ０ 圹．９７ ± ０ ．１９ ０ B．８２ ± ０ ．１７ ０ 乙．３９ ± ０ ．１３ ＃ ＃

中剂量组 　 １ 圹．２７ ± ０ ．１９ ＃ ＃ ０ B．８５ ± ０ ．０６ ＃ ＃ ０ 乙．４７ ± ０ ．０６ ＃ ＃

高剂量组 　 １ 圹．３０ ± ０ ．１２ ＃ ＃ ０ B．８９ ± ０ ．０９ ＃ ＃ ０ 乙．４９ ± ０ ．０４ ＃ ＃

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与常氧对照组比较 ；＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与缺

氧组比较

3 ．2 　 PhGs 对海马组织中 p唱mTOR 、p唱P７０S６K 、p唱
４E唱BP１蛋白表达的影响 　与常氧对照组比较 ，缺氧

组海马组织中 p唱mTOR和 p唱P７０S６K蛋白表达均显
著性降低 ，分别降低 ４２ ．２８％ 和 １１ ．７０％ （P＜ ０ ．０５ ，

P ＜ ０ ．０１ ） ，p唱４E唱BP１ 蛋白表达显著性升高
１１１畅８６％ （P＜ ０ ．０１） 。
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　 　与缺氧组比较 ，PhGs 低剂量组海马组织中 p唱
P７０S６K 蛋白表达显著性升高 ３２ ．５３％ （P ＜ ０ ．０１） ，

p唱４E唱BP１蛋白表达显著性降低 ８２ ．４％ （P＜ ０ ．０１） ；

PhGs中 、高剂量组海马组织中 p唱mTOR 、p唱P７０S６K
蛋白表达均显著性升高 ，分别升高 ６５ ．１２％ 、

９４ ．１７％ 和 ５６ ．６３％ 、７８ ．３１％ （P ＜ ０畅０１） ，p唱４E唱BP１
蛋白表达分别显著性降低 ５７ ．６％ 和 ４０％ （ P ＜

０畅０１） 。见图 １ 。

图 1 　 PhGs对海马组织中 p唱mTOR 、p唱P70S6K 、

p唱4E唱BP1蛋白表达的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）
倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与常氧对

照组比较 ；＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与缺氧组比较

4 　讨论

　 　 mTOR信号通路是调控蛋白质翻译起始阶段
的一种蛋白激酶 ，是多种信号转导的“整合器” ，参与

基因转录 、蛋白质翻译起始 、核糖体生物合成 、细胞

凋亡等多种生物学功能［７］
。有研究表明 ，mTOR信

号通路在神经元突触可塑性和高原记忆损伤中起到

重要保护作用 。 Graber 等［８］研究发现在海马 CA１
区 、齿状区 、纹状体等脑亚区 ，mTOR信号通路参与
了长时程增加效应（LTP）维持阶段 ，对晚时相 LTP
也是不可缺少的 。 Arsham 等［９］研究发现 ，高原低

压低氧暴露能够抑制 mTOR 及其下游底物
（P７０S６K 和 ４E唱BP１）磷酸化 ，导致蛋白质合成受

阻 ，最终导致记忆损伤 。 此外 ，mTOR 信号通路异
常与老年性痴呆症 、帕金森等神经性疾病的发生有

着密切的关联［１０］
。

　 　苯乙醇苷类化合物是一类含有（羟基 、甲氧基）

取代苯乙基和（羟基 、甲氧基）取代肉桂酞基的化合

物 ，通常此化合物与葡萄糖通过酯键及氧苷键构造

成天然糖苷［１１］
。研究发现 ，苯乙醇苷对各类记忆损

伤模型有显著的改善作用 ，且可能的机制与其抗炎 、

抗氧化应激有关 。 Lee 等［１２］发现白棠子树中分离

出来的苯乙醇苷及其苷元对谷氨酸诱导的大鼠原代

大脑皮层细胞损伤和东莨菪碱所致的记忆损伤具有

显著的抑制作用 。课题组前期研究发现 ，藓生马先

蒿 PhGs［６］通过减轻氧化应激和抑制细胞损伤来改
善高原记忆损伤 。然而 ，藓生马先蒿 PhGs 改善高
原记忆损伤的详细保护作用机制尚未完全明确 。

　 　 本研究中 SYBR Green 实时定量 PCR 和
Western blot结果显示 ，与常氧对照组比较 ，缺氧组

海马组织中 mTOR 、P７０S６K mRNA 表达显著性下
调 、４E唱BP１ mRNA 表达显著性上调 ，p唱mTOR 、p唱
P７０S６K 蛋白表达显著性降低 、p唱４E唱BP１ 蛋白表达
显著性升高 ，提示 mTOR信号通路可能参与了高原
记忆损伤过程 。与缺氧组比较 ，PhGs 中 、高剂量组

海马组织中 mTOR 、P７０S６K mRNA 表达显著性上
调 、４E唱BP１ mRNA 表达显著性下调 ，p唱mTOR 、p唱
P７０S６K 蛋白表达显著性升高 、p唱４E唱BP１ 蛋白表达
显著性降低 ，提示 PhGs可能通过激活 mTOR信号
通路来改善高原记忆损伤 。

　 　综上所述 ，藓生马先蒿苯乙醇苷能够改善高原

记忆损伤 ，其保护机制可能是通过激活 mTOR信号
通路实现的 。本实验进一步加深了我们对藓生马先

蒿苯乙醇苷药理作用的理解 ，为高原记忆损伤药物

防治提供新的靶点和新的方向 。
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