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摘要$ 目的!观察益智聪明汤 "人参( 茯苓( 制首乌# 等$ 对 !(淀粉样蛋白 C!’&(+&致阿尔茨海默病模型小鼠磷酸化
B2;蛋白表达的影响及其作用机制’ 方法!选用 HF]级W,Q小鼠 "$ 只# 随机分为 " 组# 每组 #$ 只# 假手术组左侧海
马单次注射生理盐水 + #G# 模型组( 盐酸多奈哌齐组及益智聪明汤各组分别左侧海马注射 C!’&(+& + #G"+ 61:4LG$#
除假手术组及模型组外# 其余各组分别灌胃给予盐酸多奈哌齐和益智聪明汤’ 给药 #& 7后# 免疫组化测定 B2;蛋白磷
酸化位点的表达% V@AB@[6 Z4:B检测海马区FW+eLCe?LNHe+!"磷脂酰肌醇(+(羟激酶L蛋白激酶-L糖原合成酶激酶 +!$

的蛋白表达’ 结果!益智聪明汤可减少B2; "?9[’+#$ 及B2; "H@[)$)$ 磷酸化表达水平# 增加FW+e( Ce?及NHe+!磷
酸化表达’ 结论!益智聪明汤可抑制 C!’&(+&致阿尔茨海默病小鼠 B2; 蛋白磷酸化位点的表达# 其机制可能是通过
FW+eLCMBLNHe+!信号途径’

关键词! 益智聪明汤% 阿尔茨海默病% B2;% FW+e% Ce?% NHe+!
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D@m34K[:;D 267 @259 K[:;D :<l3m93,:6K136KI@5:5B3:6 "36R@5B3:6 :<+ #GC!’&(+& 36B:4@<B93DD:521D;A$>I:6@(
D@m34K[:;D 267 B9[@@B[@2B1@6BK[:;DÂ @[@K2Y2K@7 3̂B9 7:6@D@m34267 l3m93,:6K136KI@5:5B3:6>C<B@[#& 728A:<
271363AB[2B3:6# 311;6:93AB:59@13AB[8̂ 2A;A@7 B::ZA@[Y@B9@@\D[@AA3:6A:<H@[)$) 267 ?9[’+#>V@AB@[6 Z4:B̂2A
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4@Y@4A:<D9:AD9:[842B@7 B2; 2BB9@?9[’+# 267 H@[)$) A3B@A36 B9@93DD:521D;A267 365[@2A@7 B9@D9:AD9:[842B3:6
4@Y@4A:<FW+e# Ce?267 NHe+!>"F*"-HACF*!l3m93,:6K136KI@5:5B3:6 @<<@5B3Y@48D[:Y37@AD[:B@5B3:6
2K236AB4@2[636K267 1@1:[87@<353BA267 3693Z3BA98D@[D9:AD9:[842B@7 B2; D[:B@36 @\D[@AA3:6 36 B9@93DD:521D;A>
?9@D:AA3Z4@1@59263A1128:55;[Y32B9@FW+eLCMB(7@D@67@6BNHe+!A3K624436KD2B9 2̂8>
I0JKFBGA! l3m93,:6K136KI@5:5B3:6% C4m9@31@[.A73A@2A@% B2;% FW+e% Ce?% NHe+!

!!阿尔茨海默病 "C4m9@31@[.A73A@2A@# CI$ 是
以记忆损害为核心症状的获得性智能综合症’ CI
的显著特征之一为细胞外的 C!沉淀# 研究表明#
C!沉淀是诱发 CI的始动因素)#(’* # 且 C!还可诱
发或加速细胞内的 B2; 蛋白磷酸化)+* ’ ?2; 蛋白存
在于神经元轴突中# 可调节微管的结构和功能))* ’
CI发生时# B2; 蛋白的过度磷酸化将影响细胞内
神经营养物质的运输# 并对神经元的突触( 树棘突
产生毒性作用)&("* # 进而影响记忆功能’ 因此# 抑
制B2;蛋白磷酸化将有可能改善 CI的进行性记忆
损害和认知( 行为及功能的失调# 延缓CI进程’

研究证实# 有多种激酶参与了 B2; 蛋白磷酸化
位点的调解)%* # 例如# NHe(+!( ,2aeWW( FeC等#
在这些激酶中# NHe(+!作为 FW+eLCe?的下游信
号分子# 发挥了重要作用’ 体内及体外实验均证明
FW+eLCMB的活化可阻止 C!诱导的神经毒性)*(/* ’
NHe+!通过FW+eLCMB路径调解B2;蛋白磷化及C!
产生)#$(##* ’ 因此# FW+eLCMBLNHe(+!信号途径对
于CI的诊断及治疗都是重要的靶点’

益智聪明汤是在国家名老中医洪治平主任医师
学术指导思想下创立的# 该方由人参( 茯苓( 制首
乌( 肉苁蓉( 益智仁( 知母( 菖蒲( 远志( 川芎(
赤芍( 牛膝等多味中药组成# 具有健脾益肾填精(
除痰( 化瘀之功效’ 前期研究发现# 益智聪明汤可
改善C!诱导的学习记忆缺失# 具体作用机制尚不
明确’ 本研究以C!’&(+&侧脑室注射诱导 CI模型小
鼠为研究对象# 考察益智聪明汤是否通过对其 B2;
蛋白磷酸化的影响进而改善其学习记忆障碍’
,L材料与方法
#J#!动物!选用雌雄各半 HF]级 W,Q小鼠 "$ 只#
* 周龄# 体质量 "’$ d’$ K# 辽宁长生生物技术有
限公司提供# 许可证号! H,Ue "辽$ ’$#$($$$##
于辽宁中医药大学附属二院实验动物中心饲养# 许
可证号 HlUe "辽$ ’$#$($$$+’ 饲养室温度 ’$ g
’+ h# 饲养室湿度 &$!g"$!’
#J’!药物!取益智聪明汤中的各药材共计 # MK#
加入 * G水浸泡 # 9# 加热回流提取 # 9# 药液滤过
后# 保留备用# 药渣内加 " G水# 加热回流提取
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# 9# 药液滤过’ ’ 次滤液合并( 滤过后# 浓缩成
浸膏 "含生药量 #J$* K生药L1G$% 盐酸多奈哌齐
片# & 1KL片 "卫材 )中国* 药业有限公司提供#
批号 #+#’#/C$% C!’&(+& "H3K12公司$’
#J+!主要仪器!IV(’$$ 脑立体定位仪 "成都泰
盟科技公司$% ?I#$$’-电子台秤 "四川中泯科技
公司$% V@AB@[6 Z4:B电泳仪 "美国 -WS(QCI公
司$% 奥林巴斯 -U&# 显微镜 "日本奥林巴斯株式
会社$’
$L方法
’J#!造模!C!’&(+& 溶解于无菌的生理盐水中#
+% h孵育 & 7)#’* ’ +J&!水合氯醛麻醉小鼠后# 头
部固定于脑立体定位仪上# 沿颅骨中线切开头部皮
肤约 ’ 51# 定位# 以囟门为原点# 向后 $J& 11#
旁开 #J$ 11# 深度为 +J$ 11# ’ 136 内将已经老
化的C!’&(+& "+ #G$ 注入侧脑室中# 留针 & 136#
缓慢拔针’ 放入鼠笼饲养 "注意保暖$’ 假手术组
同样于 ’ 136内注入同体积的无菌生理盐水’
’J’!分组及给药!小鼠按体质量随机分为假手术
组# 模型组# 益智聪明汤 "J&( #+( ’" K生药LMK
剂量组# 多奈哌齐 #J+ 1KLMK组# 每组 #$ 只# 共 "
组# 分笼饲养# 自由饮食’ 各组小鼠于造模后第 ’
天按相应剂量灌胃给药# 给药容积为 #$ 1GLMK#
每日给药 # 次# 连续 #& 7# 假手术组和模型组给予
等体积的蒸馏水’ #& 7 后# 禁食# 常规处死# 进
行检测’
’J+!免疫组化测定 B2; 蛋白磷酸化位点的表达!
给药 #& 7 后# 每组随机选取小鼠 & 只# 麻醉的小
鼠先用 $J/!的生理盐水快速灌流# 再更换为 ) h
的 )!多聚甲醛’ 大脑取出后# 置于 )!多聚甲醛
") h$ 过夜# 切片机制做成 & #1厚的石蜡切片#
脱蜡脱水# 微波修复后# &! -HC封闭# 滴加适宜
浓度的一抗# ) h过夜# F-H 洗涤后# 滴加相应的
二抗# 室温 # 9# 依据染色过程进行IC-显色# 显
微镜下进行观察’
’J)!V@AB@[6 Z4:B测定小鼠海马 FW+eLCe?LNHe+!
蛋白表达的检测!第 #& 天给药结束后# 每组取 &
只小鼠# 处死后# 进行 V@AB@[6 Z4:B分析’ 海马组
织内加入 )$$ #G裂解液 "含有磷酸酶和蛋白酶抑
制剂$ 进行匀浆# -,C法测定蛋白浓度’ #$!的
凝胶中# 每孔加入 )$ #K蛋白# FbI]膜进行转膜#
含有 &!脱脂奶粉的F-H室温封闭 ’ 9# 加入一抗#
) h过夜’ FbI]膜与二抗室温孵育 ’ 9# 加入0,G
发光液# 凝胶成像系统观察蛋白条带并拍照# 相应

的灰度值用 n;26B3B8S6@)J"J’ 图像分析软件进行
分析’
’J&!统计学处理采用!用 HFHH #%J$ 统计学软件
对实验数据进行单因素方差分析# 计量资料用均
数d标准差 "<d-$ 表示# 采用单因素方差分析
":6@̂ 28CESbC$ 进行多组间比较# 方差不齐则
采用I;66@BB.A?+ 检验进行两两比较# !P$J$& 为
有统计学意义’
SL结果!
+J#!益智聪明汤对?9[’+# 及 H@[)$) 位点表达的影
响!与假手术组相比# 模型组小鼠的磷酸化 B2;
"H@[)$) 及?9[’+#$ 蛋白表达增加显著% 与模型组
比较# 益智聪明汤 #+( ’" K生药LMK剂量组小鼠脑
组织中B2; "H@[)$) 及 ?9[’+#$ 蛋白表达显著减少
"见图 #$’

图 ,L益智聪明汤对 #@7$S, 及 A27(U( 的蛋白表达的
影响

Q/RN,L0112345&1J/X@/"&8R</8R G23&34/&8&8%7&42/8
2?%7255/&85&1#@7$S, ;8.A27(U( /84@2</32
Y/4@!=X@2/<27(5./52;52

+J’!益智聪明汤对 FW+e! Ce?及 NHe+!蛋白表
达水平的影响!与假手术组相比# 模型组的磷酸化
FW+e( Ce?及 NHe+!水平显著减少 "!P$J$&#
!P$J$#$% 与模型组相比# 益智聪明汤 #+( ’" K
生药LMK剂量组的 FW+e( Ce?及 NHe+!磷酸化水
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平显著增加 "!P$J$&# !P$J$#$# 见图 ’( 表 #’

图 $LK2542786=&4检测不同组别 +CSI# !I#及
PAIS!蛋白条带

Q/RN$L K2542786=&4;8;=>5/5&1+CSI’ !I# ;8.
PAIS!%7&42/86;8.5/8./1127284R7&O%5

表 ,L益智聪明汤对各组小鼠海马组织 +CSI# !I#及
PAIS!蛋白表达的影响 %!M"&

#;6N,L0112345&1J/X@/"&8R</8R G23&34/&8&8%7&42/82?9
%7255/&85&1+CSI’ !I#;8.PAIS!/8@/%%&3;<9
%O5/84@2</32Y/4@!=X@2/<27(5./52;52%!M"&

组别 %
剂量L

"K-MKi#$

D(FW+eL

FW+e

D(Ce?L

Ce?

D(NHe+!L

NHe+!
假手术组 & & #J$$ d$J$$ #J$$ d$J$$ #J$$ d$J$$
模型组 & & $J+/ d$J$’!! $J)& d$J$&!!$J&# d$J$*!

盐酸多奈哌齐组 & #J+ 1KLMK $J*’ d$J$’kk $J*’ d$J$)kk $J*/ d$J$"k

益智聪明汤组 & ’" $J/" d$J$&kk $J*& d$J$#kk #J$* d$J#’k

益智聪明汤组 & #+ $J*$ d$J$’kk $J*’ d$J$#kk $J*& d$J$+k

益智聪明汤组 & "J& $J%" d$J$)k $J"/ d$J$)k $J"/ d$J$+

!!注!与假手术组比较#!!P$J$&#!!!P$J$#%与模型组比较#k!P$J$&#
kk!P$J$#

(L讨论
据报道# 在 "$ g/$ 岁人群中# CI的患病率

随年龄的增长而呈指数增加# 每隔 &J# 岁增加 #
倍)#+* # 可见衰老与本病的发生密切相关’ +素问-
上古天真论, 中曰! /女子七岁# 肾气盛# 齿更发
长# 00七八# 肝气衰# 筋不能动# 天癸竭# 精#
肾藏衰# 形体皆极1 )#)* ’ 充分体现了在机体生长发
育过程中# 肾气盛衰的重要作用’ 肾与脑的关系又
极为密切# +黄帝内经, 中就有 /肾主骨# 生髓#
通于脑1# /脑为髓之海1 )#)* ’ 清代唐容川在 +内
经精义, 中亦指出! /事物之所以不忘赖此记性#
记在何处# 则在肾精’ 盖肾生精化为髓而藏之于脑
中1 )#)* ’ 故充足的肾精# 方可使髓海有余# 才能充
分的发挥脑主智能的功能’ 反之# 肾精不足# 髓海
不得以濡养# 其学习记忆功能失调# 智力下降’ 肾
精充足( 髓海有余作为本病的治疗原则已得到多数
研究者的认可)#&(#%* # 以补肾填精益髓为法的临床
治疗也取得了比较好的疗效# 这也反证了肾虚与

CI的相关性’
益智聪明汤是在国家名老中医洪治平主任医师

学术指导思想下创立的# 为临床经验方’ 肾精作为
脑髓的根本物质基础# 同时也是神智功能正常的基
本的物质保障’ 五脏所化气血的不断滋养# 使得脑
髓功能得以正常发挥% 脾为气血生化之源# 因劳
倦( 思虑损伤心脾# 心血亏虚则神失所养# 脾虚则
气血生化无源# 清阳不升# 气血精华不能上荣于脑
髓’ 久而久之脑髓枯萎# 神明损而失聪# 脑髓失用
而发为痴呆)#** ’ 治疗上则应以健脾补肾# 充脑填
精治其本# 豁痰化瘀开窍以治其标# 标本同治# 方
可收工’ 在此学术思想指导下# 洪老学术继承人创
立了 /益智聪明汤1# 临床应用取得较好疗效’ 前
期研究表明# 益智聪明汤对可改善CI模型小鼠学
习记忆功能失调# 但其具体机制尚不明确’

CI中存在 B2; 蛋白异常磷酸化水平的改变’
在众多的 B2; 蛋白磷酸化位点中# 以丝氨酸 "占
&+!$ 和苏氨酸 "占 )#!$ 位点为大多数’ 据报
道# ?9[’+#( ?9[#*# 和 H@[)$) 位点与CI病人密
切相关)#/* ’ 本实验结果显示! C!’&(+&注射可促使
其B2;蛋白位点发生磷酸化# 益智聪明汤可减少其
表达# 提示其具有抗B2;蛋白磷酸化作用’

NHe+!在CI病理过程及调节 B2; 磷酸化方面
中起着重要的作用)’$* # 磷酸化 H@[/ "抑制性$ 和
?8[’#" "激活性$ 位点受多种机制调控# 包括
FW+eLCMB信号途径)’#* ’ 活化的 FW+eLCMBLNHe+!
途径与突触功能的缺失及认知能力下降均相关# 且
CI转基因模型小鼠及病人脑内的 FW+eLCMB表达
下降)’’* ’ 本实验结果显示# 益智聪明汤增加
NHe+!"H@[/$( FW+e"D*&$ 和Ce?"H@[)%+$ 磷
酸化表达水平# 抑制其活化’ 以上研究结果均提示
益智聪明汤可通过 FW+MLCMBLNHe+!途径减少 C!
诱导的B2;蛋白异常磷酸化’

本研究中# 首次证明了益智聪明汤可通过
FW+eLCMBLNHe+!信号通路减少 B2; 蛋白的异常磷
酸化# 进而改善学习记忆障碍’ 提示益智聪明汤可
具有潜在的治疗CI的作用’
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