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多靶点抗 AD bis-MEP-乙二酰胺杂合物 ZLA抑制神经元型 AChE活性
及促智作用研究 *
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摘要 目的：探究 ZLA对神经元型 AChE的抑制活性及其对中枢胆碱能神经功能障碍导致的学习记忆功能减退的改善作用。方法：

通过体外实验观察 ZLA对神经元型 AChE活性的影响；通过 ex vivo实验观察 ZLA体内 AChE抑制活性；利用 Morris水迷宫行

为学实验探讨 ZLA对东莨菪碱诱发的小鼠学习记忆功能障碍的改善作用。结果：ZLA明显抑制人 SH-SY5Y神经元细胞和小鼠

海马神经元来源的 AChE活性。另外，ZLA腹腔注射后以剂量依赖性方式抑制小鼠脑内 AChE活性。Morris水迷宫实验结果显

示，ZLA显著改善东莨菪碱引起的学习和记忆功能障碍。结论：ZLA能够抑制神经元型 AChE活性并具有促智作用。
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A Multifunctional Bis-MEP-oxadiamide Hybrid Inhibits Neuronal AChE
Activity and Improves Cognitive Deficits Caused by Central Cholinergic

Dysfunction*

The purpose of this study was to observe the inhibition activity of ZLA on neuron-derived AChE activity

and its improving effect on learning and memory dysfunction caused by central cholinergic dysfunction. Inhibition of ZLA on

neuron-derived AChE activity was detected through in vitro experiments. The in vivo effect of ZLA on AChE activity was observed

through ex vivo experiments. The improvement effect of ZLA on learning and memory dysfunction induced by scopolamine was exam-

ined in Morris water maze task in mice. ZLA inhibited activity of AChE derived from human SH-SY5Y and mouse hippocampal

neurons. In addition, systematically injected ZLA inhibited AChE activity in the brains of mice in a dose-dependent manner. The results

of Morris water maze test showed that ZLA significantly ameliorated the learning and memory dysfunction caused by scopolamine.

ZLA can inhibit the activity of neuron-derived AChE. Moreover, ZLA can effectively ameliorate dementia caused by central

cholinergic dysfunction.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是老年人中最常

见的神经系统退行性疾病[1]其发病机制复杂，关于其发病机制

有诸多假说，包括胆碱能学说、茁淀粉样蛋白学说等[2,3]。胆碱能

学说认为，AD症状是由于脑内胆碱能神经元神经递质乙酰胆

碱（acetylcholine，ACh)产生减少而引起。其证据是 AD患者脑

内胆碱能神经元数量减少[4]。ACh是脑内重要的神经递质，在

学习、记忆等认知活动中发挥重要作用。AD患者脑内胆碱能

神经元数量减少可导致 ACh合成储存和释放减少，从而诱发

记忆减退和认知障碍为主的临床症状[5]。AD的典型病理特征

之一为脑内存在由 茁-淀粉样蛋白（茁-amyloid peptide, A茁）形成
的老年斑[6]。A茁是淀粉样前体蛋白（amyloid precursor，APP）的
酶解产物，具有神经毒性。A茁形成与清除之间的不平衡导致其
聚集，可能成为 AD的始动因素，这就是茁-淀粉样蛋白学说[7]。

近年来，脑内金属离子稳态失衡在 AD发病机制中的作用越来

越引起人们的重视，特别是具有氧化还原活性的 Cu2+稳态失衡

可通过多种机制（如促进 A茁聚集、诱发氧化应激）导致神经元
损伤，因而在 AD发病中发挥重要作用[8]。

目前在 AD的临床治疗中应用最多的药物是乙酰胆碱酯
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酶抑制剂（acetylcholinesterase inhibitors，AChEIs），其通过抑制

脑内 AChE来减少患者脑内突触间隙 ACh的降解，提高 ACh

的水平，促进胆碱能神经传递功能，最终提高患者的学习认知

能力从而改善患者的临床症状[9]。FDA批准的 AChEIs包括他

克林、多奈哌齐、利斯的明及加兰他敏。但是从长远来看，以上

药物均不能阻断和逆转病程发展，只能暂时缓解临床症状[10]。

因此，寻找更有效的 AD治疗药物具有重要的意义。

AChE的活性位点含有两个重要的结构域，一个是催化位

点(catalytic anionic site，CAS)，另一个是外周阴离子位点( pe-

ripheral anionic site，PAS)，在诱发 A茁聚集中发挥重要作用。传
统的 AChEIs多作用于 AChE催化位点[11]。本课题组近年研发

了一种同时作用于 CAS和 PAS位点的新型双配基 AChEI Bis

(9)-(-)-nor-meptazinol，其兼具抑制大脑皮层来源 AChE催化活

性和抑制 A茁聚集活性[12]。在此化合物结构基础上，本课题组进

一步合成了兼具金属离子螯合活性的化合物 --bis-MEP-乙二

酰胺杂合物（ZLA；其结构式见 Fig. 1A）。前期研究表明 ZLA能

够明显抑制小鼠前脑来源的 AChE活性，该活性与利斯的明相

似[13]。另外 ZLA具有金属离子（如 Cu2+、Zn2+）螯合活性，可抑制

Cu2+所致的体外 A茁聚集及中枢神经炎症反应[13,14]，因而有望

成为潜在的多靶点抗 AD先导化合物。脑组织来源的 AChE为

混合型，既包括神经元型 AChE（抑制其活性对于 AChEIs改善

AD脑内胆碱能神经突触传递功能是必需的, 因而与非神经元

型 AChE相比，抑制神经元型 AChE活性对于 AD治疗可能具

有更为重要意义），也包括非神经元型 AChE（如存在于胶质细

胞内的 AChE）[15,16]。ZLA对神经元型 AChE的抑制活性如何，

ZLA是否能够改善中枢胆碱能神经功能障碍导致的痴呆，目前

并不清楚。本研究拟通过体内外实验和Morris水迷宫行为学

实验进一步研究 ZLA对神经元型 AChE的抑制活性作用以及

促智活性，研究结果将为评估 ZLA作为新型多靶点抗 AD先

导化合物的潜在价值提供理论资料。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药品与试剂 ZLA由本课题组依据本实验室之前的方

法合成 [9]。乙酰硫胆碱，5,5'- 二硫代双 -（2- 硝基苯甲酸）

（5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid, DTNB），色氨酸，胎牛血清

（fetal bovine serum, FBS），阿糖胞苷，东莨菪碱，利斯的明，购自

Sigma-Aldrich。Neurobasal神经元培养基，B27补充剂，马血清，

DMEM培养基（Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM）/

F-12（1：1），必需培养基（minimum essential media, MEM），0.25

胰蛋白酶，L-谷氨酰胺和青霉素 /链霉素混合溶液来自 Gibco。

1.1.2 实验仪器和实验动物 健康成年雄性昆明小鼠（18-22 g）

购自中国科学院上海实验动物中心（中国上海）。所有实验方

案均符合美国国立卫生研究院《实验动物的护理和使用指南》，

并获得上海交通大学医学院的批准。

1.2 方法

1.2.1 神经元型 AChE的制备 将人 SH-SY5Y神经元细胞放

种板后加入含有 10％FBS，2 mM谷氨酰胺，100 U/mL青霉素

和 100 滋g/mL链霉素的 DMEM / F-12（1：1），并培养于 37℃的

含 5％CO2的环境中。原代海马神经元应用我们报道的方法培

养[17]。用木瓜蛋白酶处理新生 24 h小鼠的海马组织 20分钟后

以 1000 rpm离心 5 分钟，然后将沉淀重悬于含 10％FBS 和

5％马血清的MEM中。将细胞接种到 6孔板中，并在 4 h后将

培养基更换为含 B27补充剂的神经元培养基。第二天将阿糖胞

苷（10 滋M）添加到培养体系中。每 3天用新鲜培养基替换一半

的培养基。为了获得神经元型 AChE，将含培养至第 3天的

SH-SY5Y和培养至第 14天的海马神经元培养基分别在 900× g

下于 4℃离心 5 分钟，然后将上清液于冰冻干燥机（Alpha

1-4/LD plus; Marin Christ, Osterode, Germany）中冰冻干燥。将冻

干的粉末重溶于 1 mL生理盐水中用于 AChE活性测定。

1.2.2 体外 AChE活性测定 应用改良的 Ellman 方法检测

AChE活性[18]。将 pH= 7.2的 0.05 M磷酸盐缓冲液和 0.25 mM

DTNB混合，然后加入人 SH-SY5Y神经元和海马神经元培养

基冻干粉溶液和不同浓度的测试药物，并孵育 20分钟。加入

0.5 mM的乙酰基硫代胆碱作为底物，应用多功能酶标仪（Ther-

mo, Waltham, MA, USA）在 412 nm处检测吸光度。通过与对照

组比较确定在测试药物存在下对 AChE的抑制百分比。

1.2.3 ex vivo AChE活性测定 将小鼠分为 5组（n=5），分别

腹腔注射 1, 2, 5 mg / kg ZLA，3.25 mg / kg利斯的明和赋形剂，

40分钟后处死。制备小鼠前脑匀浆液，测定残留的 AChE活性。

1.2.4 Morris水迷宫实验 应用 Morris水迷宫实验评估小鼠

的学习和记忆功能 [19]。在实验开始前 2天让小鼠适应实验环

境。将一个黑色的圆形水池（直径 140厘米）放置在实验室的中

间。水池中注水（22± 1.0℃）至 30 cm的深度。将水池分成 4个

相等的象限，将一个黑色平台（直径 9厘米）浸没在一个象限中

心水面下方 1厘米处让其对小鼠不可见并在整个测试过程中

保持在同一个位置。将摄像机放置在水池中心上方，用来捕获

小鼠游泳轨迹的图像。

每天在实验前 30分钟腹腔注射 ZLA（1，2，5 mg/kg）或利

斯的明（3.25 mg/kg），东莨菪碱为 M胆碱能受体阻断剂，可阻

断乙酰胆碱对M受体的激动作用，造成了学习记忆功能障碍，

每次实验前 15分钟腹腔注射东莨菪碱（2 mg/kg）进行造模[20]。

在为期 4天的定位航行试验中，每只小鼠每天进行 4次试验，

连续 4天，两次试验之间间隔 30秒。每天的起始位置是随机

的，但是对于所有小鼠，其保持相同的顺序，并保证每天均从 4

个象限内入水一次。每个试验持续到小鼠找到平台为止，或者

持续 90 s。在 90 s内未成功的小鼠被引导到平台并让其在平台

上休息 30秒。在第 5天的探索试验中，将平台从水池中移出，

每只小鼠分别从两个象限入水游泳 2次，以检测小鼠对平台空

间位置的长时程巩固记忆能力。允许每只小鼠探索 60 s。使用

自动跟踪软件（吉量软件技术有限公司，上海）记录并分析所有

运动轨迹。

1.2.5 矿场实验 将每只小鼠单独放置在试验区的中心区域

（40 cm× 40 cm× 40 cm）中，并使其自由活动 5分钟。在开始新

的测试前用 70％的乙醇溶液清洁实验装置以消除异味记录每

只鼠的运动轨迹，并用具有跟踪系统的摄像机进行分析，以获

得小鼠在中心区域的距离与时间百分比。

1.3 统计学分析

所有数据均表示为Mean± SEM。应用单因素或双因素方

差分析（ANOVA）进行统计分析。P<0.05具有统计学意义。
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2 结果

2.1 ZLA抑制神经元型 AChE活性

我们用人 SH-SY5Y神经元细胞或小鼠海马神经元细胞作

为神经元型 AChE的来源。我们发现 ZLA能够剂量依赖性抑

制上述细胞来源的 AChE活性，IC50值分别为 1.01± 0.02 M和

0.81± 0.04 M（图 1B和 C），与利斯的明的 IC50值（分别为

26.55± 4.26 M和 0.68± 0.18 M；图 1D和 E）相近。

2.2 ZLA抑制体内 AChE活性

我们的体外实验结果显示 ZLA能够抑制神经元型 AChE

活性，而其是否具有体内 AChE活性尚不清楚。我们发现给予

小鼠腹腔注射 ZLA后，能够剂量依赖性地抑制小鼠前脑 AChE

活性（图 2）。 ZLA在 1 mg/kg剂量下对脑内 AChE活性抑制

作用轻微，而在 2和 5 mg/kg的剂量下，能够显著降低脑内

AChE活性（与对照组比较，P<0.05），该作用与利斯的明（3.25
mg/kg）作用相似。应用 ZLA的动物均未出现明显的共济失调，

上睑下垂，镇静，流涎，震颤或死亡等不良反应。

2.3 ZLA改善东莨菪碱引起的小鼠学习和记忆障碍

接下来我们应用东莨菪碱诱发小鼠学习记忆功能障碍，观

察了 ZLA的促智作用。Morris水迷宫实验结果显示，在为期 4

天的定向航行试验中，对照组小鼠的上台潜伏期逐渐减少（从

第 1天的 58.53 s减少到第 4天的 20.83 s）。与对照组相比，东

莨菪碱处理组小鼠的上台潜伏期于第 3天和第 4天明显延长

（与对照组比较，P<0.05）（Fig. 4A），提示东莨菪碱诱发了小鼠

学习记忆功能障碍。应用 ZLA（2或 5 mg/kg）治疗的小鼠，第 4天

时的上台潜伏期明显短于仅用东莨菪碱处理的小鼠（P<0.05）。
在 1 mg / kg的剂量下，ZLA对小鼠的学习记忆功能障碍没有

明显改善作用。在空间探索试验中，东莨菪碱造模组小鼠在平台

所在象限中的游泳距离和时间百分比明显低于对照组（P<0.05），
而 ZLA（2或 5 mg / kg）治疗组的小鼠在平台所在象限中的游

泳距离和时间百分比与单独东莨菪碱处理组相比显著上升

（P<0.05）。 1 mg / kg的 ZLA未能表现出明显作用（图 3B, C）。

同样，利斯的明能够显著缩短小鼠第 4天的上台潜伏期，并增

加第 5天小鼠在平台所在象限中的游泳距离和时间百分比，其

作用强度与 ZLA相似（图 3）。撤掉平台后小鼠游泳轨迹图见图

3D（a, 对照组；b,东莨菪碱处理组；c, 2 mg/kg ZLA治疗组；d,

3.25 mg/kg利斯的明治疗组）。

2.4 ZLA对矿场试验小鼠运动能力的影响

随后的矿场试验结果显示，各实验组在试验中心区域的活

动距离和时间百分比没有显著差异（图 4）。这些数据表明 ZLA

改善东莨菪碱所致学习和记忆功能障碍作用不是由于小鼠运

动能力的差异所造成的。

3 讨论

AD的发病机制复杂，脑内 A茁异常聚集以及金属离子稳
态失衡等机制均参与其中[21]。在以往的治疗中采用的针对单个

致病因素的药物不能阻断和逆转病程发展，只能起到暂时缓解

临床症状的作用[10]。因此采用联合疗法（如美金刚联合多奈哌

齐[22]或者使用多靶向配基药物（multi-target directed ligand, MT-

DL）或许可以改善 AD患者的病程进展。但是采用多种药物联

合疗法时，药物间的相互作用会增加不良反应的发生[23]。因此，

MTDL药物可能有更好的应用前景。尽管在近年来的研究中有

多种MTDL药物的生物学特征显示其很有希望成为抗 AD的

药物，但最终都未获成功[24-26]。因此，寻找新型的MTDL药物对

于 AD治疗具有重要意义。该项工作目前仍在进行中[27-29]。本课

题组合成的 ZLA具有MTDL的生物学活性，既具有双配基抗

AChE活性，又兼具金属离子螯合活性[14]；另外，能够能通过血

图 1 ZLA抑制神经元型的 AChE活性。（A）ZLA的化学结构。 ZLA

和利斯的明对人 SH-SY5Y（B，D）和原代小鼠海马神经元细胞（C，E）

AChE活性的抑制浓度曲线。

Fig.1 ZLA inhibits neuron-derived AChE activity. (A) Chemical structure

of ZLA. Inhibition-concentration curves of ZLA and rivastigmine on the

activity of AChE from human SH-SY5Y (B, D) and primary mouse

hippocampal (C, E) neuronal cells.

图 2 ZLA剂量依赖性抑制小鼠脑内 AChE活性。* P<0.05
Fig.2 Effect of systematically injected ZLA on AChE activity of mouse

forebrain.* P<0.05
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脑屏障进入脑内[30]，并改善海马内注射 Cu导致的中枢炎症反

应及认知功能障碍[13,14]。因此ZLA可能为具有潜在价值的多靶

点抗 AD先导化合物。值得注意的是，AChE除了在中枢胆碱能

突触表达外，还能够在非神经元细胞如星形胶质细胞中表达，

在星形胶质细胞的迁移中可能发挥作用 [15,16,31]。抑制神经元型

AChE活性对于 AChEIs改善 AD脑内胆碱能神经传递功能是

必需的，因而该抑制作用对于该类药物对 AD的治疗可能具有

重要价值。在本研究中，我们发现 ZLA明显抑制神经元（人

SH-SY5Y神经元和小鼠海马神经元）来源的 AChE活性，该作

用与利斯的明相似，提示 ZLA对于神经元型 AChE具有明显的

抑制作用，这对于其作为 AD治疗的先导化合物具有重要价值。

AChEIs必须进入脑内才能发挥其药理作用。体内研究结

果显示，给予小鼠腹腔注射 ZLA后，能够剂量依赖性地抑制小

鼠前脑 AChE活性，该活性与利斯的明相似。上述结果提示，

ZLA腹腔注射后能够进入脑组织内发挥 AChE抑制作用。接下

来，我们进一步观察了 ZLA对东莨菪碱所致小鼠学习记忆功

能障碍的改善作用。Morris水迷宫实验结果显示，与利斯的明

（3.25 mg/kg）作用相似，ZLA在 2和 5 mg/kg剂量下能够显著

改善东莨菪碱所致的小鼠学习记忆功能障碍，表现为缩短上台

潜伏期，并增加小鼠在平台所在象限的游泳距离和时间，表明

其有效地改善了东莨菪碱引起的痴呆症状。矿场试验结果提

示，ZLA对东莨菪碱所致痴呆的改善作用不是由于运动能力的

差异所致的。由于能够有效抑制神经元型 AChE活性，我们推

测其促智作用可能与 ZLA 抑制中枢胆碱能神经元 AChE 活

性、改善中枢胆碱能突触传递功能有关。

综上所述，本研究表明 ZLA可有效改善东莨菪碱诱导的

学习和记忆功能障碍。该作用可能与 ZLA对脑内神经元型

AChE活性的抑制有关。因此，ZLA既可以通过螯合金属离子，

又可以有效抑制神经元型 AChE而发挥促智作用，有望成为有

价值的多靶点治疗 AD的先导化合物。
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