
ａｄｉｐｏｓｅ⁃ ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１４， ９２（６）： ４６７⁃４７５．
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［１３］ 　 李英博， 赵香琴， 姜英虹， 等． 基因芯片技术筛选人参皂

苷 Ｒｇ＿ １ 促进人神经干细胞增殖的分子靶点研究［Ｊ］ ． 中国

中药杂志， ２０１３， ３８（１６）： ２７０１⁃２７０５．
［１４］ 　 郑玉芹， 姜正林， 徐美玉． 人参皂苷 Ｒｂ１ 对体外培养胎鼠

神经干细胞增殖及分化的影响 ［ Ｊ］ ． 神经解剖学杂志，
２０１４， ３０（３）： ２７３⁃２７９．

［１５］ 　 汪宏锦， 李晶晶， 柯　 慧， 等． 中药对神经干细胞增殖分

化信号通路的综合调控作用分析 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志，
２０１７， ４２（２１）： ４０９３⁃４１０３．

［１６］ 　 Ｗａｎｇ Ｃ， Ｈａｎ Ｚ． Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｅｘｔｒａｃｔ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
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［１９］ 　 Ｔａｏ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｂ， Ｇａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ
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Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１４， １２４（３）： ２０４⁃２１２．

［２０］ 　 王俊杰， 楼　 琦， 石巧娟， 等． 中医药调控 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

影响神经干细胞增殖分化研究进展［ Ｊ］ ． 中华中医药学刊，
２０１８， ３６（２）： ４０８⁃４１１．

［２１］ 　 Ｓａｅｂ Ｓ， Ａｚａｒｉ Ｈ， Ｍｏｓｔａｆａｖｉ⁃Ｐｏｕｒ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ９⁃ｃｉｓ⁃Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ １， ２５⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｎｏｔｃｈ ａｎｄ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｒａｎ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ，
２０１８， ４３（５）： ５２３⁃５３２．

［２２］ 　 Ｍｉｌｌｅｒ Ｓ Ｒ， Ｂｅｎｉｔｏ Ｃ， Ｍｉｒｓｋｙ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ Ｎｏｔｃｈ ／ Ｒｂｐｊ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｇｌｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓｉｓ， ２０１８， ５６（６⁃７）： ｅ２３２１５．

［２３］ 　 Ｃｕｉ Ｃ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１８， ９（１）： ４６４８．

醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠 ｔａｕ 蛋白及 Ａβ表达的影响
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摘要： 目的　 观察醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠 ｔａｕ 蛋白及 Ａβ 表达的影响。 方法　 小鼠右侧海马注射 ３ μＬ 老化的 Ａβ２５－３５

（３ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 构建 ＡＤ 模型， 将 １１４ 只 ＩＣＲ 小鼠随机分成假手术组、 模型组、 醒脑益智汤组 （１８ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 醒脑益智汤

组 （９ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 醒脑益智汤组 （４ ５ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 多奈哌齐组 （１ ３ ｍｇ ／ ｋｇ）。 造模后第 ２ 天， 小鼠分别灌胃给予不同

剂量的醒脑益智汤及盐酸多奈哌齐， 灌胃 ２８ ｄ。 第 ２３ 天进行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫训练； 第 ２８ 天， ＥＬＩＳＡ 及硫黄素 Ｓ 染色测定

Ａβ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ｔａｕ 蛋白磷酸化位点 （Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１）、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 及ＮＥＰ、 ＩＤＥ 蛋白表达。 结果　 醒脑益智

汤可降低 ＡＤ 模型小鼠的游泳潜伏期， 降低 Ａβ 表达， 抑制 ｔａｕ 蛋白化点 （Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１） 发生磷酸化， 增加ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
ｐ⁃Ａｋｔ、 ＮＥＰ 及 ＩＤＥ 的表达 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 醒脑益智汤可能是通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 抑制 ｔａｕ 蛋白位点的异常磷

酸化， 通过增加 ＮＥＰ、 ＩＤＥ 的表达， 抑制 ＡＤ 模型小鼠脑内的 Ａβ 表达， 进而改善其学习记忆能力。
关键词： 阿尔茨海默病； 醒脑益智汤； Ａβ； ｔａｕ 蛋白
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ＹＩＮ Ｚｉ１， 　 ＺＨＡＮＧ Ｅｒ⁃ｆｅｉ２， 　 ＤＥＮＧ Ｘｉａｎｇ⁃ｍｉｎ１， 　 ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｎ⁃ｈｕａ１， 　 ＪＩ Ｒｕｎ⁃ｙｕａｎ１，
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（ １． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉａｎｇｓｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｎｕｒｓｉｎｇ， Ｈｕａｉａｎ ２２３００１， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｊｉａｎｇｓｕ Ｆｏｏｄ ＆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｈｕａｉａｎ ２２３００１， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ
１１００３４， Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘｉｎｇｎａｏ Ｙｉｚｈｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ （ＸＮＹＺＤ） ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ Ａβ ｉｎ ＡＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ． ＭＥＴＨＯＤＳ　 Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ＡＤ ｍｏｄｅｌｓ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ３ μＬ ａｇｅｄ Ａβ２５－３５

（３ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ｉｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ． Ｏｎｅ ｈｕｎｄｒｅｄ ａｎｄ ｆｏｕｒｔｅｅｎ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＸＮＹＺＤ ｇｒｏｕｐｓ （１８ ｇ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｄｒｕｇ ／ ｋｇ； ９ ｇ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｄｒｕｇ ／ ｋｇ； ４ ５ ｇ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｄｒｕｇ ／
ｋｇ）， ａｎｄ ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ ｇｒｏｕｐ （１ ３ ｍｇ ／ ｋｇ）． Ｏｎ ｔｈｅ ２ｎｄ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｍｉｃｅ ｓｔａｒｔｅｄ ｔｈｅｉｒ ２８ ｄａｙｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＸＮＹＺＤ ａｎｄ ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ． Ｏｎ ｔｈｅ ２３ｒｄ ｄａｙ， Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｒａｉｎ⁃
ｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ； ｏｎ ｔｈｅ ２８ｔｈ ｄａｙ， ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｔｈｉｏｆｌａｖｉｎ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａβ．
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１）， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ， ＮＥＰ，
ａｎｄ ＩＤＥ ｐｒｏｔｅｉｎ． ＲＥＳＵＬＴＳ　 ＸＮＹＺＤ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ Ａβ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ， ｐ⁃Ａｋｔ， ＮＥＰ ａｎｄ ＩＤＥ （Ｐ＜０ ０５）
ｏｆ ＡＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 ＸＮＹＺＤ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｔａｕ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ
ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ Ａβ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＥＰ ａｎｄ ＩＤＥ， ｔｈｅｒｅｂｙ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＡＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ＡＤ）； Ｘｉｎｇｎａｏ Ｙｉｚｈｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ （ＸＮＹＺＤ）； Ａβ； ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是

一种进行性神经退行性疾病， 病理特征在于细胞内

神经原纤维缠结， 细胞外淀粉样蛋白斑块沉积和神

经元丢失， 以及诸如学习、 记忆障碍等。 越来越多

的研究表明， β⁃淀粉样蛋白 （β⁃ａｍｙｌｏｉｄ， Ａβ） 沉

积是 ＡＤ 发病机制中最早和最重要的事件， 并且在

疾病的发展中其表达不断增加［１⁃２］， ｔａｕ 蛋白的磷酸

化， 可加速 ＡＤ 脑内 Ａβ 的沉积［３］， 因此， 抑制

Ａβ 沉积和 ｔａｕ 蛋白磷酸化， 将有易于 ＡＤ 的治疗。
醒脑益智汤是辽宁省中医研究院的临床经验

方， 具有健脾益肾填精、 除痰、 化痰之功效， 临床

应用疗效较好， 但具体作用机制尚不明确。 因此，
本实验以 ＡＤ 模型小鼠为研究对象， 从 Ａβ 沉积和

ｔａｕ 蛋白磷酸化 ２ 个方面， 考察醒脑益智汤对 ＡＤ
的治疗作用及其相关机制。
１　 材料

１ １　 动物 　 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 雄性小鼠， ８ 周龄， 体质

量 （２０±２） ｇ， 总共 １１４ 只， 购自辽宁长生生物技

术有限公司， 生产许可证号 ＳＣＸＫ （辽） ２０１０⁃
０００１， 在辽宁中医药研究所实验动物中心饲养， 使

用许可证号 ＳＹＸＫ （辽） ２０１０⁃０００３。
１ ２　 药物与试剂　 醒脑益智汤主要由茯苓、 人参、
知母、 菖蒲、 牛膝等组成， 用 １０ 倍量的水浸泡

４００ ｇ 药材 ３０ ｍｉｎ， 煮沸， 用文火煎煮药材 ４５ ｍｉｎ；

过滤出汤药， 剩余药渣加入 ８ 倍量水， 沸腾， 用文

火煎煮 ２０ ｍｉｎ， 过滤出汤药， 将 ２ 次药液合并， 即

得 １ ０２ ｇ 生药 ／ ｍＬ 药液。 Ａβ１⁃４２试剂盒 （小鼠， 货

号 ８４２４０１， 美国 Ｃｕｓａｂｉｏ 公司）； Ａβ１⁃４０试剂盒 （小
鼠， 货号 ８４２３０１， 美国 Ｃｕｓａｂｉｏ 公司）； Ａβ２５⁃３５ （批
号 Ａ４５５９， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 硫黄素 Ｓ 染色 （批
号 Ｔ１８９２， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 盐酸多奈哌齐片

［批号 Ｂ１４２０２０１２０４２， 规格 １０ ｍｇ ／片， 卫材 （中

国） 药业有限公司提供］； 脑啡肽酶 （ＮＥＰ， 批号

ｂｓ⁃１１１０２Ｒ， 美 国 Ｂｉｏｓｓ 公 司）； Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｔａｕ （ Ｓｅｒ
２０２， 批 号 ＭＮ１０２０， 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 ）；
Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｔａｕ （Ｔｈｒ ２３１， 批号 ７０１０５６， 美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）； ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （批号 ４２２８ｐ， 美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公

司）； ＰＩ３Ｋ （批号 ｂｓ⁃６４２３Ｒ， 美国 Ｂｉｏｓｓ 公司）； 胰

岛 素 降 解 酶 （ ＩＤＥ， 批 号 ２１７２８⁃１⁃ＡＰ， 美 国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； β⁃ａｃｔｉｎ （批号 ｓｃ⁃４７７７８， 美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）； Ａｋｔ （批号 ｓｃ⁃１６１９， 美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司）； ｐ⁃Ａｋｔ （批号 ｓｃ⁃７９８５， 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司）。
１ ３　 仪器　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）； ＤＷ⁃２００ 型脑立体定位仪 （成都泰盟科技公

司）； Ａｚｕｒｅ ＡＯ 型酶标仪 （美国 Ａｚｕｒｅ 公司）。
２　 方法

２ １　 造模及给药　 按体质量将 １１４ 只小鼠随机分为
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假手术组、 模型组、 醒脑益智汤组 （１８ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、
醒脑益智汤组 （ ９ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 醒脑益智汤组

（４ ５ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 多奈哌齐组 （１ ３ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每

组 １９ 只。 手术前腹腔注射水合氯醛 （３００ ｍｇ ／ ｋｇ），
剃去头部毛发， 用碘酒或酒精消毒， 置脑立体定位

仪。 沿颅骨中线切开头部皮肤约 ２ ｃｍ， 囟门为零

点， 旁开 １ ０ ｍｍ， 向后 ０ ５ ｍｍ， 深度为 ３ ０ ｍｍ，
３ ｍｉｎ 内将 ３ μＬ 老化 （用无菌的生理盐水溶解

Ａβ２５－３５， 放于 ３７ °Ｃ 培养箱， 孵育 １２０ ｈ） Ａβ２５－３５

缓缓注射入侧脑室， 留针 ５ ｍｉｎ。 假手术组小鼠注

入生理盐水。 第 ２ 天， 按灌胃给药 （２０ ｍＬ ／ ｋｇ），
连续灌胃 ２８ ｄ。 同时假手术组和模型组给予蒸

馏水。
２ ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测　 第 ２３ 天给药 １ ｈ 后进行

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位航行实验。 此装置直径 ８０ ｃｍ，
高 ３３ ｃｍ， 顶部开口铁桶。 底面标记四个象限

（Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ、 Ⅳ）， 把平台设置于Ⅰ象限， 且低

水平面 １ ｃｍ， 水温 ２５ ℃左右。 实验时把小鼠从入

水到登录平台的时间， 作为潜伏期。 不能登陆的进

行训练直到找到平台， 停留 １０ ｓ。 间隔时间为 ４ ｈ，
２ 次 ／ ｄ， 连续 ５ ｄ。
２ ３　 硫黄素 Ｓ 染色　 给药结束， 每组随机取 ６ 只

小鼠， 腹腔注射水合氯醛， 用输液针从心尖刺入左

心室， 同时右心耳剪一小口， 生理盐水灌注 （预
冷）， 使右心房流出液体， 接着灌注 ４％ 多聚甲醛

（预冷）， 直到四肢抽搐、 尾巴僵硬， 肝脏发白时，
取脑。 将大脑放于 ４％ 多聚甲醛， 制成石蜡切片，
脱水， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ３ ｍｉｎ ／次， 滴加过氧化酶阻

断剂， 室 温 孵 育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗 涤 ３ 次， 用

０ ０１２ ５％ 硫黄素 Ｓ 乙醇溶液避光孵育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ
清洗 ３ 次， 封片， 荧光观察。
２ ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测海马内可溶性及难溶性 Ａβ　 给

药结束后 １ ｈ， 取各组 ８ 只小鼠的海马组织， 加裂

解液， 匀浆 １０ ｓ， 重复 ５ 次， 隔 ３０ ｓ 一次， 离心

５ ｍｉｎ （２０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）， 取上清， 检测可溶性待测

物质； 沉淀物加入 ７０％ 蚁酸， 匀浆 （冰上）； 离心

５ ｍｉｎ （４４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）， 用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 中和上清，
分装， 检测非可溶性待测成分。 依据 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书的操作步骤进行测定。
２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马组织相关蛋白表达　 给

药结束后， 每组取 ５ 只小鼠的海马。 提取总蛋白，
ＢＳＡ 法测定蛋白浓度。 电泳 （８％ ～ １２％ 的凝胶、
１００ ｍＡ、 ２ ｈ） 转膜， 用 ５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ， 加

一抗 （ Ｓｅｒ ２０２、 Ｔｈｒ ２３１、 ＮＥＰ、 ＩＤＥ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、

ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ）， ４ ℃ 孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次， １０ ｍｉｎ ／次， 二 抗 孵 育， ＴＢＳＴ 洗 涤 ３ 次，
１０ ｍｉｎ ／次， 加入特超敏 ＥＣＬ 化学发光液， 用凝胶

成像系统观察蛋白表达。 采用 ＩｍａｇｅＪ 图像分析软

件对条带进行灰度分析， 将模型组或假手术组灰度

值设置 １， 其余各组按照对应的比率得到相应的灰

度值， 组间比较， 进行相关数据分析。
２ ６　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件进行分析，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析， 以 Ｐ≤０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫的

影响　 与假手术组比较， 第 ３ ～ ５ 天模型组小鼠游

泳潜伏期延长 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比

较， 第 ４、 ５ 天醒脑益智汤 （１８、 ９ ｇ 生药 ／ ｋｇ） 及

盐酸多奈哌齐可缩短游泳潜伏期 （Ｐ＜０ ０５）， 见

图 １。

注： 与假手术组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１； 与模 型 组 比 较，
∗Ｐ＜０ ０５。

图 １　 醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠游泳潜伏期的影响 （ｎ＝
１９）

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＸＮＹＺＤ ｏｎ ｌａｔｅｎｔ ｔｉｍｅ ｉｎ ＡＤ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ （ｎ＝１９）

３ ２　 醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠可溶性及难溶性

Ａβ１－４０及 Ａβ１－４２水平的影响 　 与假手术组相比， 模

型组可溶性与难溶性 Ａβ１－４２、 Ａβ１－４０水平增加 （Ｐ＜
０ ０５）； 与模型组比较， 醒脑益智汤 （１８、 ９ ｇ 生

药 ／ ｋｇ） 及盐酸多奈派齐可减少可溶性与难溶性

Ａβ１－４２、 Ａβ１－４０水平 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 醒脑益

智汤 （４ ５ ｇ 生药 ／ ｋｇ 组） 可降低难溶性 Ａβ１－４０、
Ａβ１－４２水平 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见表 １。 说明醒

脑益智汤具有降低 Ａβ 水平的作用。
３ ３　 醒脑益智汤对 Ａβ 表达的影响　 硫黄素 Ｓ 染

色结果表明， 与假手术组比较， 模型组 Ａβ 表达增

加， 与模型组比较， 醒脑益智汤可降低脑组织内

Ａβ 表达， 见图 ２。
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表 １　 醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠可溶性及难溶性 Ａβ１－４０及 Ａβ１－４２表达的影响 （ｐｇ ／ ｍｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＸＮＹＺＤ ｏｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎｄ ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ Ａβ１－４０ ａｎｄ Ａβ１－４２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ （ｐｇ ／ ｍｇ，ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１）
可溶性 难溶性

Ａβ１－４０ Ａβ１－４２ Ａβ１－４０ Ａβ１－４２

假手术组 — ２９７ ４±２８ ８ １９７ ４±１８ １ ６８ ５±７ ３ ５７ １±４ ３
模型组 — ５０３ ９±５１ １＃ ３０２ ７±２１ ９＃ １０６ ３±８ １＃ ７８ ９±３ ４＃

醒脑益智汤组 １８ ３７３ １±３４ １∗∗ ２６５ ５±３２ ５∗∗ ７９ ４±７ ８∗∗ ５１ ２±４ ９∗∗

９ ４３２ ２±４０ ８∗ ２７９ １±２１ ７∗ ８３ ３±７ ２∗∗ ５９ ３±８ １∗∗

４ ５ ４８１ ３±３５ ０ ２９５ １±２１ １ ９４ ２±７ ６∗ ６６ １±５ ２∗∗

盐酸多奈派齐组 １ ３×１０－３ ４０９ ２±３１ ５∗∗ ２５１ １±１９ １∗∗ ７２ ３±７ ３∗∗ ５９ １±３ ２∗∗

　 　 注：与假手术组比较，＃Ｐ＜０ ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 醒脑益智汤对 Ａβ表达的影响

Ｆｉｇ ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＸＮＹＺＤ ｏｎ Ａβ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡＤ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ

３ ４　 醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠海马组织相关蛋

白的影响　 与假手术组相比， 模型组 ｔａｕ 蛋白化点

（Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１） 表达增加， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ＮＥＰ 及 ＩＤＥ 表达减少 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组相比，
醒脑益智汤 （１８ ｇ 生药 ／ ｋｇ） 可减少 ｔａｕ 蛋白化点

　 　 　 　 　

（Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１） 表达， 增加 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ＮＥＰ 及 ＩＤＥ 表达 （Ｐ＜０ ０５）， 醒脑益智汤 （９ ｇ 生

药 ／ ｋｇ） 可降低 ｔａｕ 蛋白化点 （ Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１）
表达， 增加 ＩＤＥ 表达 （ Ｐ ＜ ０ ０５）； 醒脑益智汤

（４ ５ ｇ 生药 ／ ｋｇ） 可降低 Ｔｈｒ ２３１ 表达， 增加 ＩＤＥ
表达 （Ｐ＜０ ０５）； 盐酸多奈派齐可减少 ｔａｕ 蛋白化

点 （Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１） 表达， 增加 ｐ⁃Ａｋｔ 及 ＩＤＥ
表达， 见图 ３、 表 ２。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠海马组织相关蛋白表达

Ｆｉｇ ３ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ２　 醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠海马组织相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＸＮＹＺＤ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＡＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） Ｓｅｒ ２０２ Ｔｈｒ ２３１ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ｐ⁃Ａｋｔ ＮＥＰ ＩＤＥ
假手术组 — １ ００±０ １ ００±０ １ ６３±０ ０８ １ ７３±０ ０６ ２ ０６±０ ０７ １ ９８±０ ０７
模型组 — １ ８１±０ １２＃ １ ９１±０ １４＃ １ ００±０＃ １ ００±０＃ １ ００±０＃ １ ００±０＃

醒脑益智汤组 １８ １ ２７±０ １８∗ １ ２３±０ ０７∗ １ ３８±０ １１∗ １ ５３±０ １２∗ １ ８４±０ １１∗ １ ８２±０ ０６∗

９ １ ３２±０ １６∗ １ ２５±０ ０８∗ １ １９±０ ０８ １ ２８±０ ０７ １ ３８±０ １９ １ ７７±０ ０８∗

４ ５ １ ６９±０ １５ １ ２７±０ １３∗ １ ０８±０ ０９ １ １４±０ ０６ １ ２９±０ １２ １ ６８±０ ０９∗

盐酸多奈派齐组 １ ３×１０－３ １ ３８±０ １９∗ １ ２６±０ １１∗ １ １２±０ ０６ １ ５５±０ ０７∗ １ ３１±０ ０６ １ ７９±０ ０７∗

　 　 注：与假手术组比较，＃Ｐ＜０ ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

４　 讨论

ＡＤ 发病机制复杂， 目前研究多集中在 ｔａｕ 蛋

白过度磷酸化形成的神经元纤维缠结及 Ａβ 异常导

致的细胞死亡［３］， 两者多存在于大脑皮质及海马

区， 与痴呆有关［４］。
ｔａｕ 蛋白是一种微管相关蛋白， 在人体内由于

其 ｍＲＮＡ 剪辑方式不同， 存在着 ６ 种不同的同功

异构体［５］， 主要分布于中枢神经系统的神经元内，
具有维持细胞骨架完整性、 神经突起的形成及轴突

运输的作用。 ＡＤ 时， ｔａｕ 蛋白发生异常磷酸化，
过度磷酸化的 ｔａｕ 蛋白则丧失了微管结合能力， 易

聚集， 形成难溶的螺旋状细丝， 导致神经元纤维缠

结， 细胞骨架异常及细胞死亡［６］。 ｔａｕ 蛋白的磷酸

化位点主要为丝氨酸 （ Ｓｅｒ） 和苏氨酸 （Ｔｈｒ） 残

基。 在本研究中， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法对 Ｓｅｒ ２０２ 及

Ｔｈｒ ２３１ 位点进行了考察， 结果表明， 醒脑益智汤

可降低 Ｓｅｒ ２０２ 及 Ｔｈｒ ２３１ 磷酸化位点的表达。
Ａβ 是由淀粉样前体蛋白经过 β、 γ 水解酶分
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解得到的， 主要包括 Ａβ１－４０和 Ａβ１－４２
［７］。 ＡＤ 患者

中， ＡＰＰ 经 β 途径代谢增多， 产生较多的 Ａβ１－４０和

Ａβ１－４２， 沉积于脑组织中［８］。 本研究中， 与假手术

组比较， 模型组小鼠脑内的 Ａβ１－４０和 Ａβ１－４２显著增

加， 与相关报道一致［９⁃１１］。 醒脑益智汤可降低其增

加。 Ａβ 清除机制主要包括蛋白酶体系统， 小胶质

细胞吞噬作用， 以及血液循环清除方式。 其中细胞

外 Ａβ 降解酶包括 ＮＥＰ、 ＩＤＥ、 基质金属蛋白酶、
血管紧张素转换酶、 内皮素转化酶和纤溶酶等。 研

究最广泛的酶是 ＮＥＰ、 ＩＤＥ。 ＮＥＰ 为体外降解 Ａβ
最有效的水解酶。 研究表明， ＮＥＰ 缺乏会导致脑

内 Ａβ 沉积［１２］。 ＡＰＰ 转基因小鼠中， ＮＥＰ 的长期

基因治疗可降低 Ａβ 水平［１３］。 ＩＤＥ 可以降解细胞外

Ａβ， 其表达会随着年龄增加而下降［１４］。 本研究

中， 与假手术比较， 模型组的 ＮＥＰ、 ＩＤＥ 表达降

低， 醒脑益智汤可增加 ＮＥＰ 及 ＩＤＥ 的表达。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路是细胞增殖， 分化， 凋亡

和衰老的关键调节因子。 活化的 Ａｋｔ 可通过调节

ＣＲＥＢ 和抑制线粒体相关因子 （主要是细胞色素 Ｃ
和 ＡＩＦ） 的释放来调节 Ｂｃｌ⁃２ 启动子的活性， 从而

抑制细胞凋亡［１５］。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的激活与突触形

成有关。 体内外实验表明 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 的活化可阻止

Ａβ 聚集及 ｔａｕ 蛋白磷酸化诱导的神经毒性［１６⁃１７］。
可见， 通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的活性可以影

响细胞的凋亡， 最终达到改善记忆功能减退的目

的。 本实验结果显示， 醒脑益智汤可增加 ＰＩ３Ｋ 和

Ａｋｔ 磷酸化表达水平， 促进其活化。 这些结果均提

示醒脑益智汤可通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 途径减少 Ａβ 聚集

及 Ｔａｕ 蛋白磷酸化。
综上所述， 醒脑益智汤可升高脑内的降解酶，

增加 Ａβ 清除， 同时减少 Ｓｅｒ ２０２ 及 Ｔｈｒ ２３１ 位点的

磷酸化， 其作用机制可能与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

有关。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｌｅ ｒａｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｇｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙ， ２０１５， １６
（４）： ４７３⁃４８４．

［１５］ 　 Ｖáｚｑｕｅｚ ｄｅ ｌａ Ｔｏｒｒｅ Ａ， Ｊｕｎｙｅｎｔ Ｆ， Ｆｏｌｃｈ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＰＩ３ｋ ／ ａｋｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐ３８ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ
［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０１３， ７０（１）： １１６⁃１２５．

［１６］ 　 Ｗｅｉ Ｗ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｋｕｓｉａｋ Ｊ Ｗ． Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｅｖｅｎｔｓ ｉｎ ａｍｙｌｏｉｄ
ｂｅｔａ⁃ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ Ｉ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ． ２００２， ２７７ （ ２０ ）：
１７６４９⁃１７６５６．

［１７］ 　 Ｓｔｅｉｎ Ｔ Ｄ， Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｊ Ａ． Ｌａｃｋ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｕｔａｎｔ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００２， ２２
（１７）： ７３８０⁃７３８８．
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