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异银杏素改善斑马鱼行为障碍和神经细胞损伤
的机制研究
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【摘要】 目的　探究异银杏素（ISO）通过调控APP裂解酶与微管相关蛋白 tau（Tau）蛋白激酶对氯化铝（AlCl3）诱导斑

马鱼行为障碍及β淀粉样蛋白 1-42片段（Aβ1-42）诱导PC12细胞损伤的影响。方法　①分子对接预测 ISO与APP裂解

酶β-分泌酶 1（BACE1）、早老素 1（PS1）、早老素 2（PS2）和Tau蛋白激酶糖原合成激酶 3β（GSK3β）、细胞周期蛋白依赖

性激酶 5（CDK5）的结合能。②以受精后 3天（3 pdf）的斑马鱼为研究对象，分为对照（Ctrl）组、模型（AlCl3）组、ISO低、

中、高剂量（2、8、16 μg/mL）组及多奈哌齐（DPZ）组（n=30），浸染给药 24 h，行为轨迹跟踪系统检测斑马鱼在明暗刺激

下的行为反应。③应用实时逆转录 PCR（RT-qPCR）技术检测各组斑马鱼的 BACE1、PS1、PS2、CDK5和 GSK3β mRNA
水平。④以 PC12 细胞为研究对象，应用 10 μmol/L Aβ1-42诱导损伤模型，2.5 μmol/L ISO 处理 24 h，具体分组为对照

（Ctrl）组、对照加药（Ctrl+ISO）组、模型（Aβ1-42）组、模型加药（Aβ1-42+ISO）组，应用 RT-qPCR和 Western blot检测细胞中

BACE1、PS1、PS2、CDK5、GSK3β mRNA和蛋白水平，并检测丝氨酸 396位点磷酸化Tau蛋白［p-Tau（396）］的表达水平。

⑤以 10 μmol/L氯化锂（LiCl）为对照，检测 ISO和LiCl单独或联合给药对Aβ1-42诱导PC12细胞GSK3β和 p-Tau（396）蛋

白表达的影响。结果　①ISO 与各因子均有较低的结合能。②与 AlCl3组相比，低、中、高剂量 ISO 与 DPZ 均能提高

AlCl3组斑马鱼的运动速度。③RT-qPCR 结果显示，ISO 显著抑制 BACE1、PS1、PS2、CDK5、GSK3β mRNA 水平（P<
0.05）。④PC12 细胞实验中，与 Aβ1-42 组相比，2.5 μmol/L ISO 显著降低 BACE1、PS1、PS2、CDK5、GSK3β 的蛋白和

mRNA 水平（P<0.05），并降低 p-Tau（396）的水平（P<0.05）。⑤Western blot结果表明，与Aβ组相比，ISO与LiCl单独或

者联合给药均能显著抑制GSKβ和 p-Tau的蛋白水平（P<0.05），且各给药组间没有明显差异（P>0.05）。结论　ISO通

过抑制Aβ裂解酶和Tau蛋白激酶水平共同发挥神经保护作用。
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kinase 3β （GSK3β） and cyclin-dependent kinase 5 （CDK5）. ②Zebrafish at 3 days post-fertilization （3 dpf） were used as the subjects of the 
study and divided into the following groups： control （Ctrl）， model （AlCl3）， ISO low， medium and high doses （2， 8， 16 μg/mL）， and 
donepezil （DPZ） groups （n=30）. The zebrafish were exposed to the treatment for 24 hours， and behavioral responses to light/dark stimulation 
were monitored using a behavioral tracking system. ③Real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction （RT-qPCR） was 
used to measure mRNA levels of BACE1， PS1， PS2， CDK5， and GSK3β in zebrafish. ④ PC12 cells were treated with 10 μmol/L Aβ1-42 to 
induce a injury model. Cells were treated with 2.5 μmol/L ISO for 24 hours. The groups were： Ctrl， Ctrl+ISO， Aβ1-42， and Aβ1-42+ISO 
groups. RT-qPCR and Western blot were used to measure the mRNA and protein levels of BACE1， PS1， PS2， CDK5， GSK3β， and to assess 
the protein levels of p-Tau （396）. ⑤ The effects of ISO and LiCl， either alone or in combination， on the protein expression of GSK3β and 
p‑Tau （396） in Aβ1-42-induced PC12 cells were assessed， using 10 μmol/L lithium chloride （LiCl） as a control. Results　 ① ISO had 
relatively low binding energies with all target factors. ②ISO （low， medium， and high doses） and DPZ significantly increased the movement 
speed of zebrafish in the AlCl3 group. ③ RT-qPCR results showed that ISO significantly reduced the mRNA levels of BACE1， PS1， PS2， 
CDK5， and GSK3β （P<0.05）. ④In PC12 cells， compared to the Aβ1-42 group， 2.5 μmol/L ISO significantly reduced the protein and mRNA 
levels of BACE1， PS1， PS2， CDK5， and GSK3β （P<0.05）， and decreased the level of p-Tau （396） （P<0.05）. ⑤ Western blot results 
showed that ISO and LiCl， whether administered alone or in combination， significantly inhibited the protein levels of GSK3β and p-Tau （P<
0.05）， with no significant differences observed among the treatment groups （P>0.05）. Conclusion　 ISO exerts neuroprotective effects by 
inhibiting the levels of Aβ cleaving enzymes and Tau phosphokinases.
Keywords： Alzheimer's disease； isoginkgetin； neuroprotection； β -amyloid protein； Tau phosphorylation； mechanism of action； Chinese 
materia medica research

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease， AD）的发

病周期长且难以发现和治疗，严重影响患者的生活

水平。AD发病机制较为复杂，如神经炎症、胆碱能

异常、突触受损、神经元受损等［1］，而 β 淀粉样蛋白

（Aβ）沉积和微管相关蛋白 tau （Tau）蛋白磷酸化仍

然是 AD 最主流的发病假说，因为患者脑中常会伴

随有 Aβ 沉积形成的细胞外斑块及 Tau 蛋白过度磷

酸化形成的细胞内神经纤维缠结，临床上也会以脑

脊液/血浆中 Aβ42/40 和血浆苏氨酸 181 磷酸化 tau
［p‑Tau（181）］、血浆苏氨酸 217 磷酸化 tau［p-Tau
（217）］为诊断 AD 的体液生物标记物［2-4］。作为 AD
患者的两个最重要的病理特征，单独靶向 Aβ 蛋白

或Tau磷酸化的药物并未取得突破性进展［5-6］。

银杏叶提取物是目前研究最广泛的中药制剂，

具有抗心脑血管疾病和神经保护作用［7］。研究［8-9］

表明银杏叶能够改善脑血流量，促进神经细胞存

活，保护突触连接。异银杏素（isoginkgetin， ISO）是

银杏叶中一类具有天然活性的双黄酮类成分，据报

道 ISO 具有抗炎、抗病毒、抗癌、抗氧化等药理活

性［10-11］。此外，ISO 还具有神经保护作用，经 ISO 处

理的神经胶质细胞的培养基能够通过抑制P38蛋白

激酶/核因子 κB（p38/NF-κB）信号通路显著减轻神

经细胞的凋亡，并能恢复神经细胞活力［12］。本研究

旨在探究 ISO体内外抗AD的具体机制，进一步解析

其对 AD 特征性病理（Aβ 沉积、Tau 蛋白磷酸化）的

作用。

斑马鱼与人类基因高达 87%的同源性，多被用

来作为模式动物研究神经系统相关疾病［13-14］。氯化

铝（AlCl3）被认为是 AD 模型的理想诱导剂，过量摄

入铝离子与 Aβ 沉积和 Tau 过度磷酸化有关暴露于

AlCl3的斑马鱼表现出氧化应激和行为障碍的AD表

型［15］。此外，研究［16］表明可以通过缺氧诱导斑马鱼

内质网应激，激活 γ分泌酶并导致认知障碍。PC12
细胞是神经科学研究中广泛应用的细胞系［17］。该

细胞在神经生长因子（NGF）刺激下，能够发生形态

与功能转变，分化为类似神经元的细胞类型。这种

独特的分化潜能，使其能够有效模拟神经细胞损伤

过程，常被用于构建神经退行性疾病研究模型。凭

借对损伤刺激响应敏感、培养操作简便等优势，

PC12细胞已成为探索神经保护机制及药物干预策

略的重要工具［18］。因此，本研究以斑马鱼和PC12细
胞为研究对象，验证 ISO 是否通过抑制 APP 裂解酶

减少Aβ沉积，同时抑制蛋白激酶活性减少Tau磷酸

化，发挥抗AD的作用。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1.1　动物　本研究中使用的斑马鱼来自中国斑

马鱼资源中心。斑马鱼培养在循环系统中，维持水

温在（28.5±1.5）℃，光照周期为 14 h/10 h。经上海中

医药大学药物安全评价研究中心批准（批准号：

··69



上海中医药杂志 2026 年第 60 卷第2 期 Shanghai J Tradit Chin Med，Vol.60，No.2，Feb. 2026  

IACUC-SR-NG2302）。

1.1.2　细胞　大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞PC12，购
自中国医学科学院细胞培养中心。

1.1.3　药物与试剂　ISO（批号：P09N8F47765），上

海源叶生物科技有限公司。β淀粉样蛋白 1-42片段

（Aβ1-42）（批号：04407525）、多奈哌齐（Donepezil，批
号：CCHM700646）和 cDNA 逆转录试剂盒（批号：

6110A），上海泰坦科技股份有限公司；乙酰胆碱酯

酶试剂盒（批号：A024-1-1），南京建成生物工程研究

所；TRIzol 试剂（批号：B511311）、2×实时定量 PCR
扩 增 的 预 混 合 溶 液（SYBR MasterMix，批 号 ：

B532955），日本 Takara 公司；六水合氯化铝（AlCl3·
6H2O，批号：102301046），南京化学试剂股份有限公

司；糖原合成激酶 3β（GSK3β，货号：sc-377213）、Tau
蛋白抗体（货号：sc-32274）、p-Tau（Ser 396）抗体（货

号：sc-32275）、早老素 1（PS1，货号：sc-365495）抗体、

早老素 2（PS2，sc-393758）抗体、细胞周期蛋白依赖

性酶 5（CDK5，货号：sc-6247）抗体，美国 Santa Cruz
生物技术公司；β分泌酶 1（BACE1，货号：PSH05-19）
抗体，杭州华安生物技术有限公司；胎牛血清（FBS，
批号：SV30087.02），DMEM培养基（批号：SH30022.0
1B），美国HyClone公司。

1.1.4　 主 要 仪 器　 斑 马 鱼 饲 养 系 统（型 号 ：

ZB2550SAABSX5），意大利 Tecniplast 公司；斑马鱼

行为轨迹跟踪系统（型号：DanoVision），荷兰诺达思

公司；细胞培养箱（型号：BB150），美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司；冷冻研磨仪（型号：Scientz-

48），新芝生物科技有限公司；多功能酶标仪（型号：

Synergy2），美国BioTek公司；全自动凝胶成像仪（型

号：Tanon-4200SF），上海天能科技有限公司；全自动

荧光定量 PCR 系统（型号：05815916001L），瑞士

Roche 公 司 ；Western blot 电 泳 转 膜 仪（型 号 ：

PowerPacTMHC），美国Bio-Rad公司。

1.2　斑马鱼实验　将受精后 3 d（3 dpf）的斑马鱼随

机每组分 30尾于 6孔板中，对照组含 0.1%的二甲基

亚砜（DMSO），25 μmol/L 的 AlCl3为模型组，诱导 24 
h 后，暴露于浓度依次为 2、8和 16 μg/mL 的 ISO 中，

继续培养 24 h，并以 5 μmol/L DPZ用作阳性药对照。

即实验组别依次为：正常对照组（Ctrl）、模型组

（AlCl3）、低、中、高剂量加药组（2、8、16 μg /mL ISO）
及 5 μmol/L阳性药多奈哌齐组（DPZ）。

1.3　PC12 细胞培养及分组　PC12细胞以 10%FBS
和 1% 双抗的 DMEM 高葡萄糖培养基于 37 ℃和

5%CO2培养箱中培养。①处于生长期的 PC12细胞

以 1×105 个/mL 铺板于 6 孔板中，用活化的 Aβ1-42

（10 μmol/L）刺激 24 h，再以 2.5 μmol/L ISO 培养

24 h。实验组别依次为：对照组（Ctrl）、对照加药组

（Ctrl+ISO）、模型组（Aβ1-42）及模型加药组（Aβ1-42+
ISO）。②以 LiCl为阳性药，另设对照（Ctrl）组、对照

加 药（Ctrl+ISO）组 、模 型（Aβ1-42）组 及 模 型 加 药

（Aβ1-42+ISO）组、模型加阳性药（Aβ1-42+LiCl）组和模

型加药加阳性药（Aβ1-42+ISO+LiCl）组。

1.4　 分 子 对 接　 PubChem（https：//pubchem. ncbi.
nlm.nih.gov/）数据库下载 ISO的 SDF格式结构文件，

应用 OpenBabelGUI 3.1.1 软件转换为 MOL2 格式。

从 PDB（https：//www. rcsb. org/）数据库下载 BACE1
（PDB∶4XXS）、BACE2（PDB∶6JSZ）、PS1（PDB∶
2KR6）、PS2（PDB∶7Y5X）、CDK5（PDB∶7VDP）和

GSK3β（PDB∶1I09）结构，应用PyMOL2.6.0软件修饰

蛋白质，包括脱水和加氢。使用MOE2019进行分子

对接。采用 PyMOL 和 Discovery Studio 2019软件对

结果进行可视化。

1.5　斑马鱼行为学检测　实验开始前调节温控箱

水温到 28.5 ℃，“1.2”项下各组斑马鱼转移至 96孔板

中，控制每孔 1尾，斑马鱼置于幼鱼培养箱中，行为

追踪开始前斑马鱼在观察箱开灯环境下适应

15 min，之后以 10 min明/10 min暗为 1个循环，重复

3个循环采集斑马鱼行为轨迹。轨迹跟踪结束后分

析每组总平均速度，导出时间-移动速度数据，统计

每尾鱼每 10 min的平均速度代表明、暗条件下斑马

鱼的平均运动速度。并收集各组实验样本，−80 ℃
保存备用。

1.6　实时逆转录 PCR（RT-qPCR）　对于斑马鱼或

PC12细胞均参照TRIzol试剂说明书进行实验，即应

用 TRIzol 试剂提取斑马鱼或细胞总 RNA，按照

Takara 逆转录试剂盒操作方法：先配制 10 μL 含

RNA、gDNA Eraser等的体系并经 42 ℃水浴 2 min后

冰浴 15 min以去除基因组DNA，再以此反应液为基

础配制 20 μL逆转录体系，经 37 ℃水浴 15 min、85 ℃
加热 5 s 后冰浴 15 min，将 RNA 逆转录成 cDNA，并

以 95 ℃、30 s 预变性；再以 95 ℃、5 s，60 ℃、30～
34 s，设置循环数为 40，进行PCR反应。以β-肌动蛋

白基因（β⁃actin）为内参，进行定量实时PCR检测，各

组均设3个复孔，以2-ΔΔCt法表示各目的基因的相对表

达量。斑马鱼引物序列由生工生物工程（上海）有限

公司合成，PC12细胞引物序列由英潍捷基（上海）贸
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易有限公司合成。所用引物序列见表 1、表 2。 

1.7　Western blot 检测　按照“1.3”项下细胞培养及

分组，收集细胞并以放射免疫沉淀试验（RIPA）裂解

细胞蛋白，二喹啉甲酸（BCA）定量后，以每孔上样

40 μg，10% 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分离总蛋白，并转移至硝酸纤维素

（NC）膜上，5% 脱脂奶粉中室温封闭 1 h。4 ℃摇床

下以 1∶1 000 比例分别孵育 GSK3β、Tau、p-Tau（Ser 
396）、PS1、PS2、CDK5、BACE1一抗过夜，第 2天以含

吐温-20的 Tris-HCl溶液（TBST）洗膜 3次后，室温孵

育二抗（1∶5 000）1 h，TBST 洗去二抗。于成像仪中

成像，用 ImageJ 软件量化条带的强度，以甘油醛-3-

磷酸脱氢酶（GADPH）为内参进行分析。

1.8　统计学方法　应用Graphpad 8.0软件进行数据

处理，数据表示为 x̄±s，多组间比较采用单因素方差

分析或双因素方差分析，以P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　ISO与 BACE1、BACE2、PS1、PS2、CDK5、GSK3β
蛋白分子具有良好的结合能力　为探索 ISO与蛋白

质靶点之间的相互作用，使用 MOE 2019软件进行

分子对接。通常认为结合能小于−5.0 kcal/mol时表

明药物小分子与蛋白间有良好的结合活性，ISO 与

BACE1、BACE2、PS1、PS2、CDK5和GSK3β蛋白分子

对接能分别为−8.138 6、−7.316 7、−6.576 3、−6.298 8、
−6.332 4、−7.910 8 kcal/mol，表明所有预测靶点均表

现出良好的结合活性。ISO与预测靶点均表现出良

好的结合活性。各蛋白与 ISO 分子直接以氢键、共

价作用等多种方式结合，结果如图 1所示。

2.2　ISO 改善 AlCl3诱导的斑马鱼对明暗交替刺激

的运动损伤　各组斑马鱼的平均运动速度（图 2A）
及其统计图（图 2B）表明，与 Ctrl 组相比，AlCl3组斑

马鱼在黑暗条件下运动速度显著降低，表示为对光

照刺激的反应能力下降。而 2、8、16 μg/mL ISO 及

DPZ 组斑马鱼的行为均有所改善，以高浓度 ISO 效

果更为显著（P<0.05）。

2.3　 ISO 逆转 AlCl3 诱导的斑马鱼中 BACE1、PS1、
PS2、CDK5 和 GSK3β mRNA 水平　RT-qPCR 结果显

示，模型组斑马鱼的 BACE1、PS1、PS2、CDK5 和

GSK3β mRNA 水平明显升高，在 DPZ 或 ISO 浸染治

疗组 AlCl3诱导的斑马鱼中上述因子的 mRNA 水平

明显降低。见图 3。
2.4　ISO 抑制 Aβ1-42诱导的 PC12细胞中 BACE1、PS1
和 PS2 的蛋白和 mRNA 水平　RT-qPCR 实验检测

ISO 对 Aβ 诱导的 PC12细胞中 APP 裂解酶的影响。

Aβ 组细胞中 BACE1、PS1 和 PS2 的 mRNA 升高，而

ISO 药物组 BACE1、PS1 和 PS2 mRNA 显著下降，与

斑马鱼实验结果一致。见图 4。
2.5　ISO抑制Aβ1-42诱导的PC12细胞中Tau的磷酸激

酶活性及其磷酸化　Aβ1-42诱导的PC12细胞中GSK3β
和CDK5的水平均有所升高，而 ISO药物组GSK3β和

CDK5的水平降低，且抑制了细胞 p‑Tau（396）蛋白水

平，这与斑马鱼验证结果保持一致。见图 5。

表 1　斑马鱼引物序列

基因

BACE1

PS1

PS2

CDK5

GSK3 β

β-actin

引物序列

上游：5'-GTGCATGATGAGTTCCGCAC-3'
下游：5'-CATGAAGAGCGCACAGATGC-3'
上游：5'-GGCTCATCCTCGCTGCTATT-3'
下游：5'-AGCCACACCATCGTAGAGGA-3'
上游：5'-GCTCACACTCAAATACGGCG-3'
下游：5'-ATGGGGTATAGATGAGCCGC-3'
上游：5'-TCCACCGTGACCTTAAACCAC-3'
下游：5'-CAACGTCACCACCTCAGCAG-3'
上游：5'-CCATCCATGGACTAAGGTGTTTCG-3'
下游：5'-CCGCAGTTCATCGAAGAAGGA-3'
上游：5'-CTCAGGATGCGGAAACTGGC-3'
下游：5'-CATGGACGCCCATTGTGAGG-3'

引物长
度/bp
20

20

19

20

20

20

21

20

24

21

20

20

注：BACE1为β分泌酶 1基因，PS1为早老素 1基因，PS2为早老素

2基因，CDK5为细胞周期蛋白激酶 5基因，GSK3β 为糖原合成激酶

3β，β-actin为β-肌动蛋白基因。

表 2　PC12细胞引物序列

基因

BACE1

PS1

PS2

CDK5

GSK3 β

β-actin

引物序列

上游：5'-AAGTTTGCCATCTCACAGTCATCC-3'
下游：5'-CCGTCCTGAACTCATCGTGC-3'
上游：5'-ATACCTGCACCTTTGTCCTACT-3'
下游：5'-GCTCAGGGTTGTCAAGTCTCT-3'
上游：5'-TGCGCTCATGGCCCTAGTGTTCA-3'
下游：5'-TGGGCTCATTTCTCTCCTGGGCAGTT-3'
上游：5'-CGCCGCGATGCAGAAATACGAGAA-3'
下游：5'-TGGCCCCAAAGAGGACATC-3'
上游：5'-CGCTCCCTGTGATTTATG-3'
下游：5'-TTAGTCCAAGGATGTGCC-3'
上游：5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3'
下游：5'-TATCAGCTGTGGTGGTGAAG-3'

引物长
度/bp
24

20

22

21

23

26

25

20

18

18

20

20

注：BACE1为β-分泌酶 1基因，PS1为早老素 1基因，PS2为早老素

2 基因，CDK5为细胞周期蛋白激酶 5基因，GSK3β 为糖原合成激酶

3β，β-actin为β-肌动蛋白基因。
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2.6　ISO 通过抑制 Aβ1-42诱导的 PC12细胞中 GSK3β
活 性 降 低 Tau 的 过 度 磷 酸 化　为了研究 ISO 对

GSK3β 和 Tau 的抑制作用，实验以 LiCl 为阳性对照

处理 PC12 细胞。 LiCl 有效抑制了 Aβ1-42 诱导的

GSK3β 的表达并降低磷酸化 Tau 蛋白的表达水平，

而 ISO 和 LiCl联用组与 ISO 或 LiCl单独给药具有相

似的效果，均能抑制GSK3β和 p-Tau蛋白的水平，见

图 6，并且两者联用并不能起到增强抑制作用，提示

ISO 与 LiCl 通过相同的机制，即通过抑制 GSK3β 降

低p‑Tau的表达。

3　讨论

AD 因其机制复杂，发病率高且无有效的治疗

药物而备受关注，该病以Aβ沉积和Tau蛋白磷酸化

为两大关键特征，尽管以Aβ和Tau为靶点研发的抗

体展现出一定抗 AD 潜力，但相关药物仍处于研究

阶段［19］。与之相比，中药凭借多靶点、多通路的独

特优势，在抗AD药物研究领域极具前景［20］。

　注：A为异银杏素 ISO-β分泌蛋白 1（BACE1），B为 ISO-β分泌蛋白 2（BACE2），C为 ISO-早老素 1（PS1），D为 ISO-早老素 2（PS2），E为 ISO-细胞

周期蛋白依赖性酶 5（CDK5），F为 ISO-糖原合成激酶 3β（GSK3β）。

图 1　ISO与BACE1、BACE2、PS1、PS2、CDK5、GSK3β的分子对接模型图

　注：A为各组斑马鱼的平均运动速度，B为A的统计图。Ctrl为空白对照，ISO为异银杏素，AlCl3为氯化铝，DPZ为多奈哌齐。与Ctrl组比较，

**P<0.01；与AlCl3组比较，#P<0.05，##P<0.01；n=30，x̄±s。

图 2　ISO对AlCl3诱导的斑马鱼运动距离和运动速度的影响
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在本研究中，我们构建了AlCl3诱导的斑马鱼神

经损伤模型，结果显示，模型组斑马鱼对明暗刺激

的运动速度显著降低，同时BACE1、PS1、PS2 mRNA
异常升高。Aβ 是从淀粉样前体蛋白（APP）上切割

而来的，BACE1和 γ 分泌酶的持续作用可分解 APP
产生具有神经毒性的 Aβ40和 Aβ42，聚集并随后形成

Aβ 斑块［21］。其中 PS1 为 γ 分泌酶核心催化亚基，

PS1突变会导致γ分泌酶偏向切割产生更多Aβ42，加

剧斑块沉积和神经元损伤，这是家族性 AD 的重要

病因，作为 Aβ 沉积形成的关键限速酶，BACE1 与

PS1在Aβ片段生成过程中协同作用。临床研究［22-23］

证实，抑制BACE1或 PS1活性以降低Aβ水平，是延

缓 AD 病理进程、从源头阻断 Aβ 产生的重要策略。

经不同浓度 ISO处理后，斑马鱼运动速度显著提升，

且BACE1和 γ分泌酶水平呈剂量依赖性下降，高浓

度处理组效果尤为显著，这表明 ISO 不仅能改善斑

　注：BACE1 为 β-分泌酶 1基因，PS1 为早老素 1基因，PS2 为早老素 2基因，CDK5 为细胞周期蛋白激酶 5基因，GSK3β 为糖原合成激酶 3β。

Ctrl为空白对照，ISO为异银杏素，AlCl3为氯化铝，DPZ为多奈哌齐。与Ctrl组比较，*P<0.05，**P<0.01；与AlCl3组比较，#P<0.05，##P<0.01；n=
3，x̄±s。

图 3　ISO对AlCl3诱导斑马鱼BACE1、PS1、PS2、CDK5和GSK3β mRNA的影响

　注：BACE1为β分泌酶 1，PS1为早老素 1，PS2为早老素 2，GADPH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。Ctrl为空白对照，ISO为异银杏素，Aβ1-42为β淀

粉样蛋白 1-42片段。与Ctrl组比较，**P<0.01；与Aβ1-42组比较，##P<0.01；n=6，x̄±s。

图 4　ISO对Aβ1-42诱导的PC12细胞中BACE1、PS1、PS2的蛋白和mRNA的影响
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马鱼行为异常，还可有效抑制Aβ沉积。此外，模型

组CDK5、GSK3β mRNA水平同样显著上调。作为蛋

白磷酸化激酶，CDK5、GSK3β 可在多个位点使 Tau
蛋白磷酸化，而抑制二者活性可显著降低 Tau 磷酸

化水平，有效减轻神经元功能损伤。与之对应，ISO
处理组CDK5、GSK3β mRNA水平显著降低。由此可

见，抑制BACE1、PS1、PS2、CDK5、GSK3β mRNA异常

表达，可能是 ISO发挥抗AD作用的潜在机制。

为进一步验证上述结论，我们构建了Aβ1-42诱导

的PC12细胞损伤模型，该实验结果与斑马鱼实验保

持 一 致 ，即 Aβ1-42 组 BACE1、PS1、PS2、CDK5 和

GSK3β 的蛋白和 mRNA 水平均显著升高，且 p-Tau
蛋白水平也明显升高，而 ISO 处理组上述因子的蛋

白和基因水平均受到抑制。在以 LiCl 为阳性对照

实验进一步证实 ISO 对 GSK3β 的抑制并减弱 p-Tau
（396）表达。这充分表明，ISO可通过双重作用机制

发挥神经保护效应：一方面，抑制 BACE1、PS1、PS2
表达，减少Aβ生成；另一方面，降低CDK5和GSK3β
水平，减少p-Tau积累，进而改善神经细胞损伤。

Aβ和Tau两种病理在AD的发病机制中起协同

作用，共同推动疾病进展［24］。Tau 蛋白主要分布于

神经元轴突中，参与维持神经元细胞结构。Aβ可直

接或通过Aβ寡聚体与肾上腺素能受体变构位点结

合诱导 GSK3β 激活，加速 Tau 过度磷酸化［25-26］。因

此 Aβ 被认为能协同 Tau 诱导神经元损伤和认知缺

陷，实验表明抑制 CDK5或 GSK3β 的活性能够显著

改变 Aβ 诱导小鼠神经元中 p-Tau 水平［27］。研究［28］

表明，抑制 CDK5或 GSK3β 活性，可显著降低 Aβ 诱

　注：CDK5为细胞周期蛋白激酶 5，GSK3β为糖原合成激酶 3β，Tau为微管相关蛋白，p-Tau为磷酸化 Tau，GADPH 为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。

Ctrl为空白对照，ISO为异银杏素，Aβ1-42为β淀粉样蛋白 1-42片段。与Ctrl组比较，**P<0.01；与Aβ1-42组比较，##P<0.01；n=6，x̄±s。

图 5　ISO对Aβ1-42诱导的PC12细胞中CDK5、GSK3β和p-Tau的影响

　注：GSK3β为糖原合成激酶 3β，Tau为微管相关蛋白，p-Tau为磷酸化的微管相关蛋白，GADPH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。Ctrl为空白对照，

ISO为异银杏素，Aβ1-42为β淀粉样蛋白 1-42片段，LiCl为氯化锂。与Ctrl组比较，**P<0.01；与Aβ1-42组比较，#P<0.05，##P<0.01；n=6，x̄±s。 
图 6　ISO和LiCl对Aβ1-42诱导的PC12细胞中GSK3β、p-Tau蛋白表达的影响
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导的小鼠神经元中 p-Tau水平。此外，Aβ还可通过

激活 Caspase-3，在 Asp421 位点裂解 Tau，生成易于

聚集的N端Tau产物；同时，激活GSK3β促使过度磷

酸化的 Tau从微管脱落，诱导 Tau寡聚体形成，加剧

神经元损伤，最终导致神经退行性变［29-31］。由此可

见，Tau在介导Aβ神经毒性及认知损伤过程中发挥

关键作用。

将 Tau 和 Aβ 等生物标志物纳入生化指标检测

有利于 AD 的早期检测和预防，而 Aβ 和 Tau 可与

GSK3β 和 CDK5 中间体相互作用，单独去除 Aβ 或

Tau并不能完全终止相互作用途径继续在加速病理

进程中发挥作用。ISO通过抑制BACE1和PS1/PS2，
减少 Aβ 生成，减轻 Aβ 寡聚体对神经元的毒性，间

接抑制 Tau 过度磷酸化。 ISO 直接抑制 GSK3β 和

CDK5 激酶活性，减少 Tau 蛋白 Ser396 等位点磷酸

化，同时降低 Aβ 诱导的 GSK3β 激活，形成“双通路

抑制”效应。抑制 Aβ 生成可减少其对 GSK3β 的上

游激活，从而与直接抑制激酶形成协同，共同阻断

Tau 病理。这些表明 ISO 具有通过同时抑制 Aβ 和

p‑Tau的双重机制改善或延缓AD的潜力，这也为后

期研究银杏叶提取物的抗AD作用提供研究思路和

数据支撑。

值得注意的是，在前期分子对接研究中，我们

发现 ISO与BACE2也有较强的结合能力，但BACE2
在AD病理中的作用存在显著争议。部分研究表明

BACE2可能参与 Aβ 代谢，而另一些研究则认为其

具有神经保护效应，且不同物种间BACE2的功能表

现存在差异［32-34］。鉴于本研究聚焦于 ISO 对 Aβ 代

谢经典通路及 Tau 蛋白磷酸化关键靶点的调控作

用，为确保研究的深度与资源利用效率，我们暂未

对BACE2开展进一步验证。后续研究中，我们将持

续关注 BACE2 相关研究进展，待条件成熟时探索

ISO对其潜在的调控机制。
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