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摘要： 目的　 研究开心散对阿尔茨海默病 （ＡＤ） 模型小鼠认知障碍、 神经元丢失、 Ａβ 沉积及神经炎症的作用。
方法　 将Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠设为空白组， ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠随机分为模型组和开心散低、 高剂量组 （０􀆰 ７、 ２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 灌胃给

药 ３０ ｄ 后， 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测小鼠学习记忆能力； 尼氏染色观察海马神经元数量； 免疫组化法检测海马组

织 Ａβ 和 ＮｅｕＮ 表达； 免疫荧光染色检测海马组织 ＩＢＡ１ 和 ＧＦＡＰ 表达； ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α
水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＡＰＰ、 ＡＤＡＭ１０、 ＢＡＣＥ１、 ＰＳ１、 ＩＤＥ、 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８、 ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 开心散各剂量组小鼠逃避潜伏期和游泳路程缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数和目标象限驻留时间增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马组织病理损伤缓解； 海马 ＣＡ３ 区 ＮｅｕＮ 标记的神

经元数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马组织 Ａβ 相关斑块数量及面积均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ＩＢＡ１ 和 ＧＦＡＰ 荧光表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ＡＰＰ、 ＢＡＣＥ１、 ＰＳ１、
ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＤＡＭ１０、 ＩＤＥ
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 开心散可改善 ＡＤ 小鼠认知障碍、 神经元丢失、 Ａβ 沉积及神经炎症， 其机制可能与

调节 Ａβ 代谢和 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 信号通路有关。
关键词： 开心散； 阿尔茨海默病； ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠； Ａβ 代谢； ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 信号通路
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Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ＡＤ） ｍｉｃｅ． ＭＥＴＨＯＤＳ　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｅｔ
ａｓ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ． ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｏｆ ＫＸＳ
ｇｒｏｕｐｓ （０􀆰 ７ ａｎｄ ２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）． Ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ３０ ｄａｙｓ， Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ．
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ａβ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
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ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＩＢＡ１ ａｎｄ ＧＦＡＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ． ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＰＰ，
ＡＤＡＭ１０， ＢＡＣＥ１， ＰＳ１， ＩＤＥ， ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ ｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ． ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＫＸＳ ｗｅｒｅ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗａｓ ｒｅｌｉｅｖｅｄ．
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＮｅｕＮ ｌａｂｅｌｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ＣＡ３ ａｒｅａ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ａｒｅａ ｏｆ
Ａβ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＢＡ１ ａｎｄ ＧＦＡＰ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＰＰ， ＢＡＣＥ１， ＰＳ１， ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃
１８ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ａｎｄ ＩＤＥ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 ＫＸＳ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ， ｎｅｕｒｏｎ ｌｏｓｓ， Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＡＤ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ａβ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ＫａｉＸｉｎＳａｎ； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ； Ａβ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 近 年， 我 国 阿 尔 茨 海 默 病 （ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 患者超千万且患病率随老龄化加

剧［１］， 现有药物难逆病理［２⁃３］， 而中医药防治 ＡＤ
历史悠久、 疗效确切， 研发抗 ＡＤ 中药切实可行。
ＡＤ 发病机制尚不明确， 但已有研究证实其存在神

经元 丢 失 或 死 亡、 β⁃淀 粉 样 蛋 白 （ ａｍｙｌｏｉｄ β⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ， Ａβ） 沉积、 线粒体损伤、 突触功能障碍、
神经炎症等病理改变［４⁃５］， 当前研究以改善或延缓

这些损伤为目标。 Ａβ 沉积与相关分泌酶和降解酶

有关， 其 中 α 相 关 分 泌 酶 （ Ａ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １０， ＡＤＡＭ１０） 和胰岛素降解酶

（ｉｎｓｕｌｉｎ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ， ＩＤＥ） 可抑制 Ａβ 生成，
而 β 相关分泌酶 （β⁃ｓｉｔｅ ＡＰＰ ｃｌｅａｖｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １，
ＢＡＣＥ１） 和 γ 相关分泌酶 （ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ １， ＰＳ１） 可

促进 Ａβ 生成［６⁃８］。 Ａβ 具神经毒性， 可诱导神经元

损伤与神经炎症［９⁃１０］。 研究证实， ＡＤ 患者脑内存

在 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域 ３ （ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＮＬＲＰ３） ／半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 １
（ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １， Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１） ／切割膜穿孔蛋白 （ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ， ＧＳＤＭＤ） 通

路过度活化， 抑制该通路可缓解认知障碍， 故其成

为了抗 ＡＤ 重要靶点［１１⁃１３］。
开心散源自孙思邈 《备急千金要方·小肠腑

方》， 具有培元化痰、 开窍醒神之效， 主治 “好

忘”。 课题组前期研究发现， 其能激活 Ｋｅｌｃｈ 样环

氧氯丙烷相关蛋白⁃１ （ Ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１， Ｋｅａｐ⁃１） ／核转录因子 Ｅ２ 相关因子 ２

（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２， Ｎｒｆ２） ／锰超氧化物

歧化酶 （ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＭｎＳＯＤ）
通路抑制 ＡＤ 模型氧化应激， 改善神经元损伤与认

知功能［１４］。 近年来， 有研究证实开心散有抗 ＡＤ
作用， 可改善多种 ＡＤ 病理损伤［１５⁃１７］。 本研究拟进

一步探究开心散对 Ａβ 代谢和 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／
ＧＳＤＭＤ 信号通路的作用， 以阐明开心散改善 ＡＤ
神经元损伤的分子机制。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ３０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠，
８ 月龄； １０ 只相同月龄的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， 均购自

江苏华创信诺医药科技有限公司 ［实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０２０⁃０００９］， 饲养于湖北中

医药大学中医药实验中心 ＳＰＦ 级动物房， 环境温

度 ２０～ ２６ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 黑

暗光照循环， 自由饮水和摄食。 本研究获湖北中医

药大学实验动物伦理委员会审查和批准 （伦理号

ＨＵＣＭＳ３１２６４３２８）。
１􀆰 ２　 药物　 开心散由人参 （批号 ２２０１０３４）、 茯苓

（批号 ２３０３１６６）、 石菖蒲 （批号 ２３０４８２３）、 远志

（批号 ２１０５０７８） 组成， 所有中药饮片均由安徽群

康药业科技有限公司生产， 购自武汉市中医医院中

药房。
１􀆰 ３　 试剂 　 ４％ 多聚甲醛、 尼氏染色液、 ＤＡＢ 显

色试剂盒、 ＢＣＡ 试剂盒、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶试剂盒、
ＥＣＬ 显色液、 神经元核抗原 （ＮｅｕＮ） 抗体、 离子

钙结合衔接分子⁃１ （ ＩＢＡ１） 抗体、 胶质纤维酸性
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蛋白 （ＧＦＡＰ） 抗体、 淀粉样前体蛋白 （ＡＰＰ） 抗

体、 β⁃淀粉样蛋白 （Ａβ） 抗体、 解整合素金属蛋

白酶 １０ （ ＡＤＡＭ１０） 抗体、 早老素 １ （ ＰＳ１） 抗

体、 胰岛素降解酶 （ ＩＤＥ） 抗体、 白细胞介素⁃１β
（ＩＬ⁃１β） 抗体 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 货

号 Ｇ１１０１、 Ｇ１０３６、 Ｇ１２１２、 Ｇ２０２６、 Ｇ２０３７Ｇ２０２０、
ＧＢ１５１３８、 ＧＢ１５１０５、 ＧＢ１２１００、 ＧＢ１１３０７、 ＧＢ１１１１９７、
ＧＢ１１３１８、 ＧＢ１１７７９、 ＧＢ１１１３８７、 ＧＢ１１１１３ ）； ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒、
β⁃分泌酶 （ＢＡＣＥ１） 抗体、 ＮＬＲＰ３ 抗体、 ＡＳＣ 抗

体、 ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ 抗体、 ＧＳＤＭＤ 抗体、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１ 抗体、 β⁃激动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 抗体 （武汉爱博泰

克生物科技有限公司， 货号 ＲＫ００００６、 ＲＫ００００８、
ＲＫ０４５９５、 Ａ１１５３３、 Ａ５６５２、 Ａ２２０４６、 Ａ２４０５９、
Ａ１８２８１、 Ａ０９６４、 ＡＣ０２６ ）； ＩＬ⁃１８ 抗 体、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 抗体 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司， 货号 ６７７７５、 ８９３３２）
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验系统 （型号 ＸＲ⁃
ＸＭ１０１， 上海欣软信息科技有限公司）； 病理切片

机 （型号 ＷＲＤ⁃Ｍｉｎｕｘ Ｓ７１２， 深圳市瑞沃德生命科

技有限公司）； 光学显微镜、 荧光显微镜 （型号

ＣＸ４１、 ＢＸ４３Ｆ， 日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 多功能全自

动酶标仪 （型号 Ｓｐａｒｋ， 瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； 多功能

凝胶图像分析系统 （型号 Ｔａｎｏｎ １６００， 上海天能科

技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备 　 参考前期研究及文献 ［１４］ 报

道， 按 ３ ∶ ３ ∶ ２ ∶ ２ 的比例称取人参、 茯苓、 石菖

蒲、 远志， 加 ６ 倍体积纯水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 煮沸后文

火煎煮 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 再次加入纯水， 煮沸后文火

煎煮 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 合并 ２ 次滤液， 浓缩， 制备生

药量 ０􀆰 ０７、 ０􀆰 ２８ ｇ ／ ｍＬ 的溶液， 灭菌后置于 ４ ℃冰

箱保存备用。
２􀆰 ２　 动物分组及给药　 将 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠随机分为

模型组和开心散低、 高剂量组， 另取相同月龄和品

系的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠作为空白组， 每组 １０ 只。 参考

前期研究、 文献报道及临床等效剂量确定给药剂

量［１５⁃１７］， 开心散低、 高剂量组灌胃 ０􀆰 ７、 ２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ
开心散水煎液， 空白组和模型组灌胃等体积生理盐

水， 各组连续干预 ３０ ｄ， 每天灌胃给药 １ 次。
２􀆰 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 先对小鼠进行连续 ５ ｄ 定

位航行训练， 记录 ６０ ｓ 内小鼠找到平台的时间，
即为逃避潜伏期； 若 ６０ ｓ 未找到平台， 则引导小

鼠至平台， 停留 １５ ｓ 以强化空间记忆， 每天 ４ 次，

间隔 ３０ ｍｉｎ。 第 ６ 天进行正式实验， 上午、 下午各

测试 １ 次， 记录逃避潜伏期， 同步记录游泳路程。
第 ７ 天进行空间探索实验， 撤去平台， 从与训练时

相对的象限放入小鼠， 记录 ６０ ｓ 内平台穿越次数

及目标象限驻留时间。 采用 ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ 系统采

集数据。
２􀆰 ４　 样本采集 　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验完成后， 小鼠

腹腔注射 １％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ） 进行麻

醉， 每组随机取 ３ 只小鼠海马组织经 ４％ 多聚甲醛

固定 ２４ ｈ， 梯度乙醇脱水、 二甲苯透明后石蜡包

埋， 制成 ５ μｍ 切片； 剩余海马组织于－８０ ℃保存，
用于 ＥＬＩＳＡ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
２􀆰 ５　 尼氏染色　 取石蜡包埋的脑组织， 切片， 使

用脱蜡液和乙醇对切片进行脱蜡处理； 尼氏染色液

染色 １５ ｍｉｎ， 使用乙醇和二甲苯对切片进行脱水和

透明处理； 封片， 于光学显微镜下观察， 拍照， 分

析海马区神经元数量。
２􀆰 ６　 免疫组化染色　 取脑组织石蜡切片， 依次进

行脱蜡、 抗原修复； 使用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育 ２５ ｍｉｎ，
以阻断内源性过氧化物酶； 使用 ３％ 胎牛血清封闭

３０ ｍｉｎ； 洗涤后滴加一抗 Ａβ （１ ∶ ４００） 和 ＮｅｕＮ
（１ ∶ １ ０００） ４ ℃孵育过夜； 洗涤后滴加二抗 （１ ∶
２００） 室温孵育 １ ｈ； 洗涤后滴加 ＤＡＢ 显色液显色；
终止显色后洗涤， 苏木素复染细胞核， 封片， 于光

学显微镜下观察， 拍照， 分析海马区 Ａβ 相关的斑

块数量和面积， 以及 ＮｅｕＮ 标记的阳性细胞数。
２􀆰 ７　 免疫荧光染色　 取脑组织石蜡切片， 依次进

行脱蜡、 抗原修复和血清封闭处理； ＰＢＳ 洗涤， 滴

加一抗 ＩＢＡ１ （１ ∶ ４００） 和 ＧＦＡＰ （ １ ∶ １ ０００），
４ ℃孵育过夜； 洗涤后滴加荧光二抗 （１ ∶ ２００），
室温孵育 １ ｈ； 洗涤后使用 ＤＡＰＩ 染液复染细胞核，
封片， 于荧光显微镜下观察， 拍照， 分析海马区

ＩＢＡ１ 和 ＧＦＡＰ 表达。
２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
水平　 取冻存的海马组织， 加入 ９ 倍量 ＰＢＳ， 使用

组织研磨仪研磨， 匀浆液离心， 收集上清液， 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织各蛋白表达　 取

冻存的海马组织， 加入 １０ 倍量 ＲＩＰＡ 裂解液， 匀

浆， 离心， 收集上清液； ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，
加入还原型蛋白上样缓冲液， 于沸水中加热变性，
自然冷却后置于－８０ ℃冰箱保存。 按照 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
试剂盒说明书制胶， 依次上样、 电泳、 转膜； 将
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ＰＶＤＦ 膜置于 ５％ 脱脂牛奶中封闭 ３０ ｍｉｎ， 滴加一

抗 ＡＰＰ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ＡＤＡＭ１０ （ １ ∶ １ ０００ ）、
ＢＡＣＥ１ （１ ∶ １ ０００）、 ＰＳ１ （１ ∶ １ ０００）、 ＩＤＥ （１ ∶
１ ０００）、 ＮＬＲＰ３ （１ ∶ １ ０００）、 ＡＳＣ （１ ∶ １ ０００）、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （１ ∶ ５００）、 ＩＬ⁃１β （１ ∶ １ ０００）、
ＩＬ⁃１８ （１ ∶ １ ０００）、 ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ （１ ∶ ５００）、 β⁃
ａｃｔｉｎ （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃ 孵育过夜； 次日 ＴＢＳＴ 洗

膜， 滴加二抗 （１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育 ３０ ｍｉｎ； 洗

膜后滴加 ＥＣＬ 显色液， 凝胶成像仪曝光， 拍照，
通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参， 计算目的蛋白与内参的比值。
２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件

进行处理， 实验数据以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示，
符合正态分布的数据组间比较采用单因素方差分

析， 方差齐性时进一步两两比较采用 ＬＳＤ 检验，
方差不齐时则采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 检验； 实验数据

不符合正态分布， 组间比较则采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ
Ｈ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 开心散对 ＡＤ 小鼠学习记忆能力的影响　 如

图 １ 所示， 各组小鼠训练期前 ４ ｄ 逃避潜伏期变化

不明显， 且差异没有统计学意义 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）。 第

５、 ６ 天， 与空白组比较， 模型组小鼠逃避潜伏期

延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 开心散各剂量组

小鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 １
所示， 模型组小鼠在定位航行实验中游泳路程较空

白组增加， 而开心散各剂量组小鼠则缩短了 ＡＰＰ ／
ＰＳ１ 小鼠的游泳路程。 与空白组比较， 模型组小鼠

穿越平台次数和目标象限驻留时间减少 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 开心散各剂量组小鼠穿越

平台次数和目标象限驻留时间增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｄ 分别为开心散低、 高剂量组。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 开心散对 ＡＤ 小鼠学习记忆能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｋａｉｘｉｎｓａｎ ｏｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＤ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ２　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马组织病理学的影响　 如

图 ２ 所示， 模型组小鼠海马 ＣＡ３ 区神经元存在深

染和核固缩的现象， 而开心散各剂量组上述病理损

伤均得到改善。 如图 ２ 所示， 与空白组比较， 模型

组小鼠海马 ＣＡ３ 区神经元数量减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 开心散各剂量组小鼠海马 ＣＡ３ 区

神经元数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与空白组

比较， 模型组小鼠海马 ＣＡ３ 区 ＮｅｕＮ 标记的阳性细

胞数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 开心散各剂

量组小鼠海马 ＣＡ３ 区 ＮｅｕＮ 标记的阳性细胞数增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 各组小鼠海马 ＣＡ１ 区神经元数量和

ＮｅｕＮ 标记的阳性细胞数无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马 Ａβ 沉积的影响　 如图

３ 所示， 与空白组比较， 模型组小鼠海马区 Ａβ 相

关斑块的数量和面积均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 开心散各剂量组小鼠海马区 Ａβ 相关斑块的

数量和面积均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ａβ 沉积

主要与 Ａβ 相关分泌酶和降解酶有关， 如图 ３ 所
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注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｄ 分别为开心散低、 高剂量组。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马组织病理学的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｋａｉｘｉｎｓａｎ ｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ ＡＤ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｄ 分别为开心散低、 高剂量组。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马 Ａβ沉积的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｋａｉｘｉｎｓａｎ ｏｎ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ＡＤ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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示， 与空白组比较， 模型组小鼠海马组织 ＡＰＰ、
ＢＡＣＥ１、 ＰＳ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＤＡＭ１０、
ＩＤＥ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 开

心散各剂量组小鼠海马组织 ＡＰＰ、 ＢＡＣＥ１、 ＰＳ１ 蛋

白表达水降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＡＤＡＭ１０、
ＩＤＥ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马组织 ＩＢＡ１、 ＧＦＡＰ 表

达及促炎性因子水平的影响　 神经炎症是导致神经

元丢失或死亡的重要因素， 而 ＡＤ 神经炎症的发生

主要与小胶质细胞和星形胶质细胞的异常活化有

关［１８⁃１９］。 本研究利用免疫荧光对小胶质细胞和星

形胶质细胞的标志蛋白 ＩＢＡ１ 和 ＧＦＡＰ 进行标记。
如图 ４ 所示， 与空白组比较， 模型组小鼠海马组织

ＩＢＡ１ 和 ＧＦＡＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 开心散各剂量组小鼠海马组织 ＩＢＡ１ 和

ＧＦＡＰ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 小胶质

细胞和星形胶质细胞活化可促进促炎性因子 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 的释放。 如图 ４ 所示， 与空白组

比较， 模型组小鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 开心散各剂

量组小鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｄ 分别为开心散低、 高剂量组。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马组织 ＩＢＡ１、 ＧＦＡＰ 表达及促炎性因子水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋａｉｘｉｎｓａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＢＡ１ ａｎｄ ＧＦＡＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ

ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ＡＤ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马组织 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１／ ＧＳＤＭＤ 信号通路的影响　 如图 ５ 所示， 与对照组

比较， 模型组小鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ／
ＧＳＤＭＤ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 开

心散各剂量组小鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ／

ＧＳＤＭＤ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

开心散由人参、 石菖蒲、 茯苓、 远志组成， 原

用于治疗 “好忘”， 现被广泛用于治疗 ＡＤ、 抑郁

症等神经退行性疾病［２０］。 有研究发现， 开心散可

改善多种 ＡＤ 模型的认知功能、 神经元损伤、 突触

功能障碍等病理改变［１５⁃１７，２１］。 本研究采用 ＡＤ 研究
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注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｄ 分别为开心散低、 高剂量组。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 开心散对 ＡＤ 小鼠海马组织 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｋａｉｘｉｎｓａｎ ｏｎ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ＡＤ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

领域较为公认的 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 痴呆小鼠， 并给予不同

剂量开心散干预， 发现各剂量开心散均可缩短小鼠

逃避潜伏期， 增加穿越平台次数和目标象限停留时

间， 表明开心散可改善 ＡＤ 小鼠的认知功能［１４］，
该结果与课题组前期研究结果一致。

神经元为学习记忆的生物学基础， 神经元丢失

为 ＡＤ 的病理特征之一。 本研究利用尼氏染色和

ＮｅｕＮ 免疫组化评估开心散对 ＡＤ 小鼠神经元的保

护作用， 结果发现， 开心散可减少 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠

海马区神经元核固缩、 深染， 并能增加海马神经元

数量和 ＮｅｕＮ 标记的阳性细胞数， 表明开心散可改

善 ＡＤ 小鼠海马神经元病理损伤和神经元丢失。
Ａβ 沉积为 ＡＤ 的重要病理特征， 可诱导神经

元损伤。 Ａβ 为 ＡＰＰ 水解的产物， 受 Ａβ 相关分泌

酶 （ ＡＤＡＭ１０、 ＢＡＣＥ１、 ＰＳ１） 和降解酶 （ ＩＤＥ）
的调控［７⁃８］。 本研究结果显示， 开心散可减少

ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马 Ａβ 沉 积， 还 可 降 低 ＡＰＰ、
ＢＡＣＥ１、 ＰＳ１ 蛋白表达， 升高 ＡＤＡＭ１０、 ＩＤＥ 蛋白

表达， 表明开心散可通过调节 Ａβ 代谢减少 ＡＤ 小

鼠海马 Ａβ 沉积。
神经炎症是导致 ＡＤ 神经元损伤的重要因素，

其发生与 Ａβ 沉积诱导小胶质细胞和星形胶质细胞

过度激活关系密切［２２⁃２３］。 ＩＢＡ１ 和 ＧＦＡＰ 分别是小

胶质细胞和星形胶质细胞的标志蛋白， 本研究结果

显示， 开心散可降低 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马区 ＩＢＡ１ 和

ＧＦＡＰ 表达， 还可降低海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 水平， 表明开心散可通过抑制小胶质细胞和星

形胶质细胞的活化， 减轻 ＡＤ 小鼠海马炎症反应。
ＮＬＲＰ３ 炎性小体是天然免疫系统的重要组成

部分， 其异常活化可介导慢性炎性和细胞焦亡。
ＮＬＲＰ３ 炎性小体由 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 组

成。 ＮＬＲＰ３ 炎性小体可招募 ｐｒｏ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， 调控

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的活性并形成活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１） ［２４］。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的活化可将 ｐｒｏ ＩＬ⁃１β、
ｐｒｏ ＩＬ⁃１８ 切割成成熟的 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８［２５］。 活化的

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 还 可 识 别 并 切 割 ＧＳＤＭＤ， 活 化 的

ＧＳＤＭＤ （ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ） 会迁移至细胞膜上打

孔， 细胞内的炎性因子可由此释放到细胞膜外， 从

而介导炎症反应［２６］。 本研究结果显示， 开心散可

降低 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马中 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ｃｌｅａｖｅｄ ＧＳＤＭＤ／
ＧＳＤＭＤ 蛋白表达， 表明开心散可能是通过抑制

ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 信号通路活化， 进而改

善 ＡＤ 小鼠神经炎症。
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综上所述， 开心散可改善 ＡＤ 小鼠认知障碍、
神经元丢失、 Ａβ 沉积和神经炎症， 其机制可能与

调节 Ａβ 代谢和抑制 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 信

号通路活化有关。
利益冲突： 本文不存在任何利益冲突。
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