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摘要： 目的　 基于网络药理学及动物实验探讨还少丹治疗阿尔茨海默病 （ＡＤ） 的作用机制。 方法　 利用中药系统药

理学数据库与分析平台 （ＴＣＭＳＰ） 和中医药百科全书数据库 （ＥＴＣＭ） 预测还少丹有效成分及其对应的靶点； 运用

Ｄｒｕｇｂａｎｋ、 ＤＩｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库筛选 ＡＤ 相关靶点； 通过 Ｖｅｎｎｙ 在线工具绘制 Ｖｅｅｎ 图， 获得 ＡＤ 与还少丹共

有靶点； 采用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 和 Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ Ｔｏｏｌｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析， 筛选出还少丹主要作用途径和信号通路； 通

过 ＳＴＲＩＮＧ 制作 “还少丹有效活性成分⁃ＡＤ 靶点” 的蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ＰＰＩ） 网络图谱， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 绘制关键靶

点调控网络。 采用侧脑室注射链脲佐菌素 （ＳＴＺ） 诱导建立 ＡＤ 小鼠模型， 行为学实验评价小鼠学习记忆和空间探索

能力， ＨＥ 染色观察小鼠脑组织病理形态， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠脑组织 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平， 免疫组化法检测小鼠

脑组织 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ （Ｂｃｌ⁃２）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 表达， ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠脑组织超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）
活性和还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 水平。 结果　 共筛选得到还少丹活性成分 ２４３ 种， 还少丹与 ＡＤ 共有靶点 ５６２ 个， 核

心节点 １２３ 个。 还少丹干预 ＡＤ 生物过程包括调节激素水平、 炎症反应等； 细胞组分包括突触后膜、 树突、 线粒体呼

吸链复合体、 转录调控复合物和蛋白激酶复合物等； 分子功能包括氧化还原酶活性、 神经递质受体活性、 核受体活

性、 蛋白结构域特异性结合、 乙酰胆碱受体活性等。 还少丹对 ＡＤ 的治疗作用可能通过 ｃＡＭＰ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号

通路、 钙信号通路、 细胞凋亡、 ＦｏｘＯ 信号通路等途径。 动物实验结果表明， 还少丹能够改善 ＡＤ 小鼠的认知能力及脑

内病理变化， 抑制海马组织 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化， 调控 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达， 提高 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平。 结论　 还

少丹通过多靶点、 多途径、 多通路发挥抗 ＡＤ 作用， 其机制可能与调控细胞凋亡、 氧化应激等有关。
关键词： 还少丹； 阿尔茨海默病； 网络药理学； 实验验证； 凋亡； 氧化应激
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是一种起病

隐匿和进行性发展的神经退行性疾病， 以认知障碍、 精神

行为异常和社会生活功能减退为主要临床特征［１］ 。 随着人

口老龄化加剧， ＡＤ 发病率逐年上升［２］ 。 预计到 ２０５０ 年，
全球 ＡＤ 患病人数将达 １􀆰 ３１ 亿［３］ ， 我国 ６０ 岁以上老年人

ＡＤ 患病人数将达 ３ ００３ 万［４］ 。 目前， 临床上治疗 ＡＤ 的药

物有限， 且仅能在一定程度上缓解症状， 而不能阻止疾病

的进展［５］ 。 ＡＤ 已严重危害人类健康， 阻碍社会经济发展。
ＡＤ 发病机制高度复杂， 目前有多种假说， 包括细胞凋

亡、 神经炎症、 氧化应激、 线粒体功能障碍、 细胞自噬、
Ａβ 沉积、 Ｔａｕ 蛋白假说等［６］ 。 中医对 ＡＤ 的认识历史悠久，

中药在改善 ＡＤ 患者认知障碍、 延缓病情发展等方面具有

一定的优势。 ＡＤ 属于中医 “痴呆” 范畴， 医家普遍认为

痴呆病位在脑， 与各脏腑机能衰退密切相关， 尤其以肾虚

为最［７］ 。 根 据 ＡＤ 中 医 诊 疗 联 合 共 识 小 组 （ ｔｈｅ Ｊｏｉｎｔ
Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ Ｇｒｏｕｐ， ＪＣＧ） 治疗方案， 补肾为治疗 ＡＤ 最基本

原则。
还少丹源于宋代 《洪氏集验方》， 由熟地黄、 山药、

肉苁蓉、 巴戟天、 楮实子、 枸杞、 茴香、 杜仲、 牛膝、 山

茱萸、 五味子、 茯苓、 远志、 石菖蒲、 大枣， 共 １５ 味药组

成。 该方具有温补脾肾功效［８］ ， 可有效改善 ＡＤ 患者认知

功能及日常生活能力［９］ 。 国医大师郭子光常运用还少丹治
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疗 ＡＤ［１０］ 。 动物实验研究表明， 还少丹能够改善氢溴酸东

莨胆碱诱导模型小鼠的认知能力［１１］ 。 现代药理学表明还少

丹具有抗氧化和抗衰老作用［１２］ 。 还少丹组方中熟地黄活性

成分梓醇对 ＡＤ 大鼠大脑皮质具有保护作用［１３］ ； 山茱萸环

烯醚萜苷能够改善 ＡＤ 小鼠行为学异常［１４］ ； 肉苁蓉总苷能

够改善 ＡＤ 大鼠学习认知功能［１５］ 。 然而， 还少丹治疗 ＡＤ
的作用机制尚未完全阐明。 本研究采用网络药理学方

法［１６］ ， 结合动物实验初步探讨还少丹治疗 ＡＤ 的潜在作用

机制， 以期为还少丹在临床上的进一步应用提供科学依据，
为进一步探究还少丹治疗 ＡＤ 的作用机制奠定基础。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 网络药理学

１􀆰 １􀆰 １　 还少丹活性成分与靶点预测　 利用中药系统药理学

数据库与分析平台 （ＴＣＭＳＰ） 和中医药百科全书数据库

（ＥＴＣＭ） 预测还少丹中 １５ 味中药有效活性成分及其对应

的靶点。
１􀆰 １􀆰 ２　 ＡＤ 靶点预测及蛋白质互作网络构建 　 运用

Ｄｒｕｇｂａｎｋ、 ＤＩｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库筛选 ＡＤ 相关靶

点， 通过 Ｖｅｎｎｙ 在线工具绘制 Ｖｅｎｎ 图， 获得还少丹与 ＡＤ
共有靶点。 将得到的交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ １１􀆰 ５ 数据库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 进 行 ＰＰＩ 分 析。 运 用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 制作关键靶点调控网络。
１􀆰 １􀆰 ３　 基因本体 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 生 物 富 集 分 析 　 使 用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ） 数据库， 以 Ｐ＜０􀆰 ０１ 为筛选条件， 对交集

靶点进行 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 利用基迪

奥生信云工具 Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ Ｔｏｏｌｓ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｃｓｈａｒｅ．
ｃｏｍ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ） 和 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 将 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集结果分别

绘制成气泡图和柱状图。
１􀆰 ２　 动物实验

１􀆰 ２􀆰 １　 试剂与药物　 链脲佐菌素 （ＳＴＺ， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司，
货号 Ｓ０１３０）； 柠檬酸、 柠檬酸钠 （天津恒兴集团有限公

司）； 异氟烷 （深圳市瑞沃德生命科技有限公司， 货号

Ｒ５１０⁃２２）； 苏木精伊红 ＨＥ 染色试剂盒、 超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ） 活性检测试剂盒、 还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 含量检

测试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司， 货 号 Ｇ１１２０、
ＢＣ０１７５、 ＢＣ１１７５）； β⁃肌动蛋白抗体 （β⁃ａｃｔｉｎ， 武汉博士

德生物工程有限公司， 货号 ＢＭ０６２７）； ｐＳｅｒ４０４ ⁃Ｔａｕ 抗体、
Ｂｃｌ⁃２ 相 关 Ｘ 蛋 白 （ Ｂａｘ ） 抗 体 （ 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号 ２０１９４Ｔ、 １４７９６Ｓ）； Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２
（Ｂｃｌ⁃２） 抗体 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 货号

ＧＢ１１４８３０）； ＲＮＡ 提取和反转录试剂盒 （南京诺唯赞生物

科技股份有限公司， 货号 Ｑ７１１⁃０２、 Ｒ３２３⁃０１）； 还少丹

（太极集团重庆桐君阁药厂有限公司， 批号 ２１０５０００５）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 仪器 　 脑立体定位仪 （型号 ＬＥＧＡＴＯ １３０， 瑞士

Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司）； 麻醉机、 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫、 Ｙ 迷宫、 旷场

（深圳市瑞沃德生命科技有限公司）； 低温研磨机 （型号

ＫＺ⁃ＩＩＩ⁃Ｆ， 武汉赛维尔生物科技有限公司）； 多功能酶标仪、

低温高速离心机 （型号 １５１０、 Ｈｅｒａｅｕｓ Ｆｒｅｓｃｏ ２１， 美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 恒温加热仪 （型号 ＧＬ⁃１５０，
海门市其林贝尔仪器制造有限公司）； 蛋白质凝胶电泳系

统 （型号 ＤＹＹ⁃６Ｃ， 北京六一生物科技有限公司）； 凝胶成

像系统 （型号 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ Ⅲ， 美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 全

自动组织脱水机 （型号 Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ， 意大利 ＤＩＡＰＡＴＨ 公

司）； 组织包埋机 （型号 ＪＢ⁃Ｐ５， 武汉俊杰电子有限公司）；
组织切片机 （型号 ＲＭ２０１６， 上海徕卡仪器有限公司）； 正

置荧光显微镜 （型号 Ａｘｉｏｃａｍ ５０６ ｃｏｌｏｒ， 德国蔡司公司）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 动物　 ６～８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠， 体质

量 （２２±２） ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限公司，
实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２１⁃０００６， 饲养于室

温 （２２±２）℃、 相对湿度 ６０％ 、 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗循环的

条件， 自由饮食及饮水， 动物实验设计符合河南中医药大

学实验动物伦理委员会要求。
１􀆰 ２􀆰 ４　 造模、 分组、 给药及取样　 适应性喂养 １ 周后， 采

用侧脑室注射 ＳＴＺ 诱导常见散发的 ＡＤ 小鼠模型［１７⁃１８］ ， 小

鼠固定于脑立体定位仪， 麻醉后侧脑室头顶部正中切口，
暴露前囟， 于前囟后 ０􀆰 ３ ｍｍ， 中线右侧 １􀆰 ０ ｍｍ 处， 微量

注射器自脑表面垂直进针 ２􀆰 ５ ｍｍ， 向右侧脑室缓慢注入 ３
ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ， 留针 ５ ｍｉｎ。 所有操作均在无菌条件下进行，
皮肤切开处用青霉素抗菌， 缝合伤口， 假手术组注射等量

柠檬酸钠缓冲液。 设立还少丹高、 中、 低剂量 （５􀆰 ４、 ２􀆰 ７、
１􀆰 ３５ ｇ ／ ｋｇ） 组， 每组 １０ 只， 将还少丹溶于生理盐水中，
每天灌胃给药 １ 次， 连续 ２１ ｄ， 假手术组和模型组给予同

等剂量生理盐水。
１􀆰 ２􀆰 ５　 行为学实验 　 灌胃结束前 ６ ｄ 进行行为学实验。
（１） Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验： 将小鼠从 ４ 个不同入水点面向池

壁放入水中， 记录小鼠爬上平台所需的时间 （即逃避潜伏

期）， 连续测试 ５ ｄ。 第 ６ 天撤除平台， 同一入水点将小鼠

面向池壁放入水中， 记录小鼠 ６０ ｓ 内在目标象限停留时间

以及穿越平台次数。 （２） Ｙ 迷宫实验： 在 ３ 个迷宫臂的交

汇处将小鼠依次放入， 自由活动 ５ ｍｉｎ， 系统记录小鼠进臂

总数及进臂顺序并计算小鼠自发交替准确率， 小鼠连续进

入 ３ 个不同的臂视为准确交替 １ 次。 （３） 旷场实验： 让小

鼠在旷场内自由活动 ５ ｍｉｎ， 记录小鼠的移动总距离及理毛

次数。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察脑组织病理形态　 取各组小鼠脑组织

进行常规石蜡包埋， 冠状切片。 二甲苯脱蜡后， 经苏木精

染色， ０􀆰 １％ 盐酸乙醇分化， 洗涤后采用伊红液染色， 脱

水， 树脂封片， 显微镜观察， 拍片。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平　
取小鼠海马组织， 加入适量组织裂解液， ４ ℃研磨， 冰上

裂解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集总蛋

白， ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度， 常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

ｐＳｅｒ４０４ ⁃Ｔａｕ 蛋白表达， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参进行数据分析。
１􀆰 ２􀆰 ８　 免疫组化法检测海马组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达　 取

“１􀆰 ２􀆰 ６” 项下石蜡切片， 行常规免疫组化染色， 显微镜观
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察拍片， 通过 ＩｍａｇｅＰｒｏ Ｐｌｕｓ 软件统计海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂａｘ 蛋白表达平均光密度值。
１􀆰 ２􀆰 ９　 海马组织 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平检测 　 采用 ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒检测各组海马组织 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平， 实验

步骤按照试剂盒说明书进行。
１􀆰 ２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 数

据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 还少丹与 ＡＤ 共有靶点筛选　 共筛选出还少丹 ２４３ 个

活性化合物， 对应靶点 ７２５ 个。 通过数据库检索得到 ＡＤ
相应靶点 １１ ４０４ 个， 通过 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １ 在线工具绘制 Ｖｅｎｎ
图， 获得还少丹与 ＡＤ 的交集靶点基因 ５６２ 个， 见图 １。

图 １　 还少丹成分靶点与 ＡＤ 靶点交集 Ｖｅｎｎ 图

２􀆰 ２　 蛋白质互作网络图　 将 “２􀆰 １” 项下筛选到的 ５６２ 个

作用靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库， 对交集靶点进行 ＰＰＩ 分析，
筛选出关键基因靶点， 构建 ＰＰＩ 网络图 （图 ２）， 其中节点

５６１ 个， 边 ６３２ 条， 平均节点度 ２􀆰 ２５， 平均局部聚类系数

０􀆰 ３２８， 预期边数 ２４６， ＰＰＩ 富集 Ｐ ＜ １􀆰 ０ × １０－１６。 再利用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 中的 ＣｙｔｏＮＣＡ 插件， 设置 ＤＣ 值＞２ 倍中位数值和

ＢＣ、 ＣＣ、 ＥＣ 均大于中位数， 即 ＤＣ ＞ ５４、 ＢＣ ＞ ２２６􀆰 ８９６、
ＣＣ＞０􀆰 ４３８、 ＥＣ＞０􀆰 ０１２６， 筛选出该网络核心节点 １２３ 个，
把 １２３ 个核心节点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库， 构建核心节点 ＰＰＩ
网络， 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 软件进行美化 （图 ３）， 面积越

大、 颜色越深代表 Ｄｅｇｒｅｅ 值越高， 该靶点与其他靶点的相

关性就越明显。
２􀆰 ３　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 得到 ＧＯ 功能富集条目

３ ５６６条， 其中生物过程 ２ ８５８ 条， 主要涉及调节激素水平

（ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ）、 炎 症 反 应 （ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ） 等； 细 胞 组 成 ２４９ 条， 主 要 涉 及 突 触 后 膜

（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ）、 树突 （ｄｅｎｄｒｉｔｅ）、 线粒体呼吸链

复合体 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ＩＶ）、 转录调

控复合物 （ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ） 和蛋白激酶复合

物 （ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ） 等； 分子功能 ４５９ 条， 主要涉

及氧化还原酶活性 （ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ）、 神经递质受体

活性 （ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ）、 核 受 体 活 性

（ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ）、 蛋白结构域特异性结合 （ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｏｍａｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 乙酰胆碱受体活性 （ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 等， 对 Ｐ 值排名前 ２０ 的条目绘制柱状图，

图 ２　 交集靶点 ＰＰＩ 网络图

图 ３　 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 关键靶点调控网络

见图 ４。 得到 ＫＥＧＧ 通路 ２４７ 条， 主要涉及 ｃＡＭＰ 信号通

路、 ＭＡＰＫ 信号通路、 钙信号通路、 细胞凋亡、 ＦｏｘＯ 信号

通路等， 根据 Ｐ 值绘制排名前 ２０ 的气泡图， 见图 ５。
２􀆰 ４　 还少丹对 ＡＤ 小鼠学习记忆和空间探索能力的影响　
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷和空间探索实验结果显示， 与假手术组比较，
模型组在第 ４、 ５ 天逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台

次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 还少丹高剂量组逃

避潜伏期在第 ４、 ５ 天缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越平台次数增

加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６、 表 １。 Ｙ 迷宫实验结果显示， 与

假手术组比较， 模型组自发交替准确率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 还少丹各剂量组自发交替准确率均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７、 表 ２。 旷场实验结果显示，
与假手术组比较， 模型组理毛次数、 移动总距离减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 还少丹各剂量组理

毛次数、 移动总距离增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８、
表 ３。
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图 ４　 还少丹成分⁃ＡＤ 交集靶基因 ＧＯ 分析

图 ５　 还少丹成分⁃ＡＤ 交集靶基因 ＫＥＧＧ 分析

２􀆰 ５　 还少丹对 ＡＤ 小鼠脑组织病理变化的影响　 如图 ９ 所

示， 假手术组小鼠海马 ＣＡ１、 ＣＡ３、 齿状回和皮层中神经元

结构完整、 排列整齐、 核染色清晰； 而模型组小鼠海马各

区和皮层出现神经细胞数量减少、 排列疏松、 核固缩等神

经病理改变； 还少丹各剂量组海马和皮层组织病理变化均

有所改善， 神经细胞数量增多、 排列较为规则紧密， 细胞

核固缩较为少见。
２􀆰 ６　 还少丹对 ＡＤ 小鼠海马组织 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平的影

响　 与假手术组比较， 模型组小鼠海马组织 ｐＳｅｒ４０４ ⁃Ｔａｕ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 还少丹高剂量组小

鼠海马组织 ｐＳｅｒ４０４ ⁃Ｔａｕ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １０、
表 ４。
２􀆰 ７　 还少丹对 ＡＤ 小鼠海马 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达的影响　
与假手术组比较， 模型组海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｂａｘ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 还少丹

　 　 　 　 　

图 ６　 各组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫游动轨迹图

表 １　 各组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫逃避潜伏期和穿越平台次数 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
逃避潜伏期 ／ ｓ

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ ５ ｄ
穿越平台次数 ／ 次

假手术组 ５６􀆰 ８０±５􀆰 ４９ ４５􀆰 ０５±７􀆰 ８１ ４２􀆰 ０１±４􀆰 ３９ ２８􀆰 ８５±１３􀆰 ５７ ２５􀆰 ５０±６􀆰 ８１ ２􀆰 １７±１􀆰 １７
模型组 ５５􀆰 ３７±８􀆰 ７４ ５２􀆰 ２５±９􀆰 ２６ ４８􀆰 １０±１４􀆰 ３２ ５４􀆰 ４０±６􀆰 ９２＃＃ ５３􀆰 ０６±１０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ２５±０􀆰 ５１＃＃

还少丹高剂量组 ５１􀆰 ９５±９􀆰 １９ ５０􀆰 １２±５􀆰 ４８ ５２􀆰 ０９±１０􀆰 ５８ ３６􀆰 ５１±９􀆰 １２∗ ３０􀆰 ９３±１５􀆰 ２１∗ １􀆰 ４０±０􀆰 ５５∗

还少丹中剂量组 ５９􀆰 ０４±１􀆰 ８０ ５１􀆰 ７３±１０􀆰 ８８ ４８􀆰 ６９±１３􀆰 ５７ ４５􀆰 ８３±１６􀆰 ８８ ４０􀆰 ９９±２１􀆰 ５９ １􀆰 ００±０􀆰 ６３
还少丹低剂量组 ５５􀆰 ０２±７􀆰 ７２ ４５􀆰 ２８±１７􀆰 １７ ４５􀆰 ７５±１２􀆰 ２９ ５４􀆰 １７±６􀆰 ４７ ４７􀆰 ５２±１１􀆰 １０ １􀆰 ００±０􀆰 ８９

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

各剂量组 Ｂｃｌ⁃２ 表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｂａｘ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １１、 表 ５。
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图 ７　 各组小鼠 Ｙ 迷宫活动轨迹图

图 ８　 各组小鼠旷场活动轨迹图

表 ２　 各组小鼠 Ｙ 迷宫总进臂次数和自发交替准确率 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

组别 总进臂次数 ／ 次 自发交替准确率 ／ ％
假手术组 ２０􀆰 ６７±１１􀆰 ０６ ５０􀆰 ５３±１３􀆰 １５
模型组 ２１􀆰 １７±１１􀆰 ７４ ３２􀆰 ６８±６􀆰 ９１＃

还少丹高剂量组 １８􀆰 １７±７􀆰 ８１ ４７􀆰 ０５±６􀆰 ６１∗

还少丹中剂量组 １８􀆰 ６７±５􀆰 ８２ ４９􀆰 １２±１２􀆰 ９８∗

还少丹低剂量组 １７􀆰 ５０±７􀆰 ６９ ５５􀆰 ７４±１０􀆰 ２９∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 各组小鼠旷场活动理毛次数和移动总距离 （ ｘ± ｓ，
ｎ＝６）

组别 理毛次数 ／ 次 总距离 ／ ｃｍ
假手术组 ９８􀆰 ８７±４７􀆰 ９２ １ １９８􀆰 ７６±２０１􀆰 １５
模型组 ４８􀆰 ５３±１６􀆰 １０＃ ６０８􀆰 ８１±２４３􀆰 ５３＃＃

还少丹高剂量组 １１９􀆰 ２５±４２􀆰 １９∗∗ １ ０６４􀆰 ５４±３７７􀆰 ５５∗

还少丹中剂量组 ９９􀆰 ４１±３７􀆰 ２７∗ ８９７􀆰 ４１±１７３􀆰 １８
还少丹低剂量组 ９３􀆰 ６０±２９􀆰 ４１∗ １ ０９４􀆰 ２２±２２６􀆰 ０３∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 蓝色箭头指示神经元排列疏松， 黑色箭头指示核固缩。 比例尺为 ５０ μｍ。

图 ９　 各组小鼠脑组织 ＨＥ 染色 （×４００）

２􀆰 ８　 还少丹对 ＡＤ 小鼠海马组织 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平的

影响　 与假手术组比较， 模型组小鼠海马组织 ＳＯＤ 活性和

ＧＳＨ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 还少丹高剂

量组小鼠海马组织 ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 中、 低剂量

组 ＧＳＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６。
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图 １０　 各组小鼠海马组织 ｐＳｅｒ４０４ ⁃Ｔａｕ 蛋白条带图

表 ４　 各组小鼠海马组织 ｐＳｅｒ４０４ ⁃Ｔａｕ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

组别 ｐＳｅｒ４０４ ⁃Ｔａｕ ／ β⁃ａｃｔｉｎ
假手术组 １００􀆰 ００±１５􀆰 ６５
模型组 １６０􀆰 ７１±１０􀆰 ９８＃＃

还少丹高剂量组 １２１􀆰 ７０±９􀆰 ０８∗∗

还少丹中剂量组 １８１􀆰 １２±２􀆰 ８６
还少丹低剂量组 ２０４􀆰 ０３±１８􀆰 ８６

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 各组小鼠海马组织 Ｂｃｌ⁃２和 Ｂａｘ 免疫组化染色 （×４００）

表 ５　 各组小鼠海马组织 Ｂｃｌ⁃２和 Ｂａｘ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）
组别 Ｂｃｌ⁃２ 平均光密度值 Ｂａｘ 平均光密度值

假手术组 １５６􀆰 ０９±１０􀆰 ６５ １１１􀆰 ５５±１􀆰 ５３
模型组 ８５􀆰 ７６±３５􀆰 ７９＃＃ １８３􀆰 ５１±３４􀆰 ５７＃＃

还少丹高剂量组 １６１􀆰 ０５±１０􀆰 ４８∗∗ ９９􀆰 ７４±６􀆰 ７８∗∗

还少丹中剂量组 １５９􀆰 ４０±２􀆰 ５６∗∗ ９０􀆰 ２５±２８􀆰 ３６∗∗

还少丹低剂量组 １６３􀆰 ２８±１０􀆰 １５∗∗ １１１􀆰 １４±１２􀆰 ４９∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ６　 各组小鼠海马组织 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平比较 （ｘ±
ｓ， ｎ＝３）

组别 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ－１） ＧＳＨ ／ （μｇ·ｍｇ－１）
假手术组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０７ ６􀆰 ９９±０􀆰 ３１
模型组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ００＃＃ ５􀆰 ００±０􀆰 ０１＃＃

还少丹高剂量组 ０􀆰 ６３±０􀆰 ０７∗ ５􀆰 ２１±０􀆰 １５
还少丹中剂量组 ０􀆰 ４７±０􀆰 １４ ６􀆰 ２６±０􀆰 ２７∗∗

还少丹低剂量组 ０􀆰 ５７±０􀆰 ０９ ９􀆰 ３９±０􀆰 ２１∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

辨证论治是中医认识疾病和治疗疾病的基本原则， 脾

肾论证治疗痴呆由来已久［１９］ ， 临床经验证明脾肾功能失调

与痴呆密切相关［２０］ 。 早在 １９９１ 年， 还少丹被报道用于治

疗老年性痴呆［２１］ 。 ３０ 余年来， 还少丹治疗老年性痴呆、 轻

度认知障碍或 ＡＤ 在临床中均有报道， 且疗效显著［１０，２２⁃２４］ 。
本研究动物实验结果表明， 还少丹能够改善 ＳＴＺ 诱导的 ＡＤ
小鼠学习记忆和空间探索能力， 且能明显改善 ＡＤ 小鼠脑

内神经细胞排列疏松、 核固缩等病理变化及抑制 ＡＤ 病理

产物 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化， 确证了还少丹治疗 ＡＤ 的药效。
网络药理学结合实验验证为探索中药复方的作用机制

提供了一种新的思路［２５］ 。 通过网络药理学方法预测还少丹

活性成分与 ＡＤ 靶点交集到靶点基因共 ５６２ 个， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
筛选出核心节点 １２３ 个， 提示还少丹治疗 ＡＤ 具有多靶点的

特点。 对 ５６２ 个靶点基因进行 ＧＯ 生物富集分析， 结果显示

还少丹治疗 ＡＤ 涉及多种生物过程、 细胞组分和分子功能，
表明还少丹治疗 ＡＤ 具有多途径的特点。 ＫＥＧＧ 富集到的信

号通路主要涉及 ｃＡＭＰ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路、 钙信

号通路、 细胞凋亡、 ＦｏｘＯ 信号通路等， 提示还少丹治疗

ＡＤ 具有多通路的特点。
从 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集结果选取部分关键分子， 通过动

物实验， 考查了各小鼠海马组织中细胞凋亡相关分子 Ｂｃｌ⁃２
和 Ｂａｘ 表达以及氧化应激相关分子 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平，
结果表明还少丹对以上分子具有一定的潜在调控作用， 这

与网络药理学 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析的部分结果相一致。 细胞

凋亡和氧化应激是 ＡＤ 主要病理特征， 也是药物筛选的重

要指标［２６］ 。 抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 位于线粒体膜上， 抑制异常

条件下离子通道的形成， 维持正常的线粒体膜电位。 氧化

损伤时 Ｂｃｌ⁃２ 下调， 促凋亡蛋白 Ｂａｘ 形成的孔道的活性使细

胞色素 Ｃ （Ｃｙｔ Ｃ） 等从线粒体内释放， 引起细胞凋亡。
ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 是重要的抗氧化酶和抗氧化物， 使细胞免受活

性氧等氧自由基的氧化损伤。 因此， 还少丹的抗凋亡和抗

氧化作用在其抗 ＡＤ 机制中发挥了重要作用， 同时为还少

丹治疗 ＡＤ 药效物质基础研究提供了思路和方向。
综上所述， 还少丹可能通过多靶点、 多途径、 多通路

发挥治疗 ＡＤ 作用， 其机制可能与调控细胞凋亡、 氧化应

激等有关。 此外， 本研究仅对还少丹治疗 ＡＤ 中部分靶点

和分子进行了动物实验验证， 有待进一步挖掘更多的靶分

子及进行体内外反向验证， 以阐明还少丹治疗 ＡＤ 的具体

分子机制， 为临床治疗 ＡＤ 积累经验和提供新思路。 近年

来， 肠⁃脑轴被认为是 ＡＤ 发病的潜在机制［２７］ ， 文献报道还
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少丹能够改善轻度认知功能障碍患者肠道菌群丰富变

化［２８］ ， 而还少丹是否通过肠⁃脑轴发挥治疗 ＡＤ 作用需要进

一步的研究。
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ａｔｒｏｐｈｉｃ ｇａｓｔｒｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， ９５： １５３８３７．

［２６］ 　 Ｃｈｅｎ Ｓ Ｙ， Ｇａｏ Ｙ， Ｓｕｎ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｕｔｏｐｈａｇｙ，
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０２０， １１： ４９７．
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