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摘要： 目的　 观察黑逍遥散对 Ａβ１－４２所致阿尔茨海默病 （ＡＤ） 大鼠学习记忆能力的影响， 并从 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＡＴＦ２ ／ ＣＯＸ⁃
２ 信号通路介导的炎症级联反应探讨其作用机制。 方法　 双侧海马注射 １ μＬ Ａβ１－４２溶液复刻 ＡＤ 大鼠模型。 筛选造模

成功的大鼠 ５０ 只， 随机分为模型组、 盐酸多奈哌齐组 （０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和黑逍遥散低、 中、 高剂量组 （４􀆰 ２５、 ８􀆰 ５、 １７
ｇ ／ ｋｇ）， 连续给药 ４２ ｄ。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测定位航行与空间探索能力， ＨＥ 染色观察海马神经元病理结构改变，
ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测海马组织 ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 黑逍遥散中、 高剂量组和盐酸多奈哌

齐组逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 有效区域运动距离、 目标象限滞留时间百分比增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 海马 ＣＡ１ 区神经元

排列有序， 胞体清晰， 凋亡细胞减少， 海马组织 Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ３８、 ＣＯＸ⁃２
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 黑逍遥散可改

善 Ａβ１－４２所致 ＡＤ 大鼠的认知能力， 其机制可能与阻断 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＡＴＦ２ ／ ＣＯＸ⁃２ 信号通路传导， 进而减轻炎症反应

有关。
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是一种患者

认知和记忆能力恶化并伴随着神经精神症状和行为障碍的

慢性退行性疾病。 据估计， 全球约有 ４ ６００ 万 ＡＤ 病例， 每

年的相关支出费用约为 ８ ０００ 亿美元， 是仅次于心脏病、
恶性肿瘤和中风的第四大死亡原因［１］ ， 已成为一个棘手的

社会和医学问题， 但目前尚无有效的方法治疗或减缓 ＡＤ
的进程［２］ 。 研究表明， 神经炎症是 ＡＤ 重要的发病机制之

一， ＡＤ 患者大脑通常具有炎症迹象， 在炎性环境下， 神

经元进行性丧失， 并最终导致认知和运动障碍［３］ 。 ＡＤ 可

归于中医 “呆症” “健忘” “痴呆” 等范畴， 与肝、 脾、
肾三脏密切相关， 因此， 本研究选用肝脾肾 “三脏并调”
的经 典 方 黑 逍 遥 散 进 行 研 究， 探 讨 该 方 通 过 调 控

ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＡＴＦ２ ／ ＣＯＸ⁃２ 信号通路防治 ＡＤ 的作用及其免

疫炎症机制， 以期为临床应用黑逍遥散防治 ＡＤ 提供实验

支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ４ 月龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ９０ 只， 体质量

（２５０±５０） ｇ， 由甘肃中医药大学动物实验中心提供 （动物

质量合格证号 ６２００１００００００５７０）。 所有大鼠置于受控环境下

饲养， 温度 （２３±２）℃， 相对湿度 （４５±５）％ ， １２ ｈ 光照 ／
１２ ｈ 黑暗周期， 自由饮食饮水。 所有动物均按实验动物中

心的指导原则处理， 所有项目均经过甘肃中医药大学伦理

委员会的评估和批准 （伦理号 ２０２０⁃００４）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 黑逍遥散组方购自甘肃中医药大学第二

附属医院中药房， 经鉴定符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 要

求。 Ａβ１－４２蛋白 （ 上海源叶生物科技有限公司， 批号

１０７７６１⁃４２⁃２）； 盐酸多奈哌齐 ［卫材 （中国） 药业有限公

司， 国药准字 Ｈ２００７０１８１］； ＨＥ 染色试剂盒 （北京索莱宝

科技有限公司， 批号 Ｇ１１２０）； Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 酶联免

疫试剂盒 （上海茁彩生物科技有限公司， 批号 ＹＹ５６９２２、
ＹＹ９８４５５、 ＹＹ６９７１２ ）； ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＣＯＸ⁃２、 ＡＴＦ２、 ｐ⁃
ＡＴＦ２ 抗 体 （ 美 国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公 司， 批 号 ＹＴ３５１３、
ＹＰ０３３６、 ＹＴ１０３７、 ＹＴ０３８５、 ＹＰ００２３）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＭＴ⁃２００ 型 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验系统 （成都泰盟

科技有限公司）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｍｋ３ 型酶标仪、 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
仪 （美国罗氏公司）； ＪＹ⁃ＳＣＺ２＋型垂直电泳槽、 ＪＹ⁃ＺＹ５ 型

转膜仪、 ＪＹ３００Ｃ 型电泳仪 （北京君意东方电泳设备有限公

司）； ５２００ 型化学发光凝胶成像仪 （上海天能科技）。

０９５

２０２４ 年 ２ 月

第 ４６ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ２



２　 方法

２􀆰 １　 药物制备 　 黑逍遥散按熟地 １５ ｇ、 柴胡 １０ ｇ、 当归

１０ ｇ、 白芍 １０ ｇ、 白术 １０ ｇ、 茯苓 １０ ｇ、 生姜 １０ ｇ、 炙甘草

８ ｇ、 薄荷 ２ ｇ 比例称取饮片， 凉水浸泡 ４０ ｍｉｎ， 大火煮沸，
小火煎熬 １ ｈ， 后下薄荷煎煮 ５ ｍｉｎ， 滤出药汁后， 加水二

次煎煮 ３０ ｍｉｎ， 混合 ２ 次滤出药汁， 浓缩得到生药量 １􀆰 ０
ｇ ／ ｍＬ 的黑逍遥散汤剂。 盐酸多奈哌齐研成粉末， 溶解于纯

水中， 配制成 ０􀆰 ００５ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液。
２􀆰 ２　 模型复制　 大鼠腹腔注射 ３％ 戊巴比妥钠溶液进行麻

醉， 剃去大鼠头部毛发备皮后固定头部， 沿脑顶部正中切

开 １ ｃｍ 左右切口， 使颅骨完全暴露， 确定海马 ＣＡ１ 区位置

并标记， 用牙科钻在标记处钻孔直至出现落空感， 再用微

量进样器在 ２ 孔各缓慢注射 １ μＬ Ａβ１－４２溶液至硬脑膜下深

３ ｍｍ， 留针 ３ ｍｉｎ 后再缓慢出针。 假手术组大鼠注射等剂

量生理盐水， 不注射 Ａβ１－４２溶液， 术后在创面涂抹青霉素

干粉剂以预防感染， 缝合皮肤后再次碘伏消毒。
２􀆰 ３　 分组与给药　 随机选取 １０ 只大鼠作为空白组， １０ 只

作为假手术组， 选取造模成功的大鼠 ５０ 只， 随机分为模型

组、 盐酸多奈哌齐组和黑逍遥散低、 中、 高剂量组。 根据

第四版 《药理实验方法学》 中人和大鼠体表面积折算方

法， 黑逍遥散低、 中、 高剂量为 ４􀆰 ２５、 ８􀆰 ５、 １７ ｇ ／ ｋｇ， 盐

酸多奈哌齐剂量为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ， 空白组与假手术组给予生理

盐水， 灌胃给药， 每天 １ 次， 连续 ４２ ｄ。
２􀆰 ４　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫行为学检测　 给药结束后进行水迷宫实

验， 向水箱注水至淹没圆形平台 ２ ｃｍ 处， 加入二氧化钛使

水变为乳白色避免大鼠看清水下平台， 将大鼠面朝池壁随

机放入任一象限， 分别记录大鼠找到平台的时间， 如果时

间超过 １２０ ｓ， 则引导大鼠至平台上停留 １５ ｓ， 每次游泳结

束后， 将大鼠用毛巾擦干以防感冒。 每只大鼠每天测试 ２
次， 连续测试 ５ ｄ， 第 ６ 天撤除平台， 开始 １２０ ｓ 的探索训

练。 记录 ２ 次结果， 作为行为学的检测指标。
２􀆰 ５　 标本采集与保存　 于末次行为学测试后， 大鼠腹腔注

射 ３％ 戊巴比妥钠进行麻醉， 待麻醉后处死， 每组取 ３ 只大

鼠全脑， 置于固定液中， 常温放置； 其余大鼠脑组织在冰

浴条件下， 剥离海马体， 置于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察海马 ＣＡ１ 区病理形态学变化　 脑组织于

４％ 多聚甲醛溶液中固定 ８ ｈ， 浸于 ７０％ 乙醇溶液中， 然后

分别置于 ８０％ 、 ９０％ 、 ９５％ 和无水乙醇中梯度脱水 ４ ｈ， 将

组织浸泡在二甲苯中 ３０ ｍｉｎ， 然后用石蜡包埋， 切片， 脱

蜡水化后将切片浸泡于苏木素溶液中染色 １０ ｍｉｎ， 纯水冲

洗干净， 然后使用 １％ 盐酸乙醇冲洗切片 ５ ｓ， 纯水冲洗干

净后用伊红复染 ２ ｍｉｎ， 纯净水再次冲洗， 经脱水、 透明、
封片后置于显微镜下观察。 ４００ 倍镜下观察海马组织结构

及细胞形态， 同时采集照片。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平 　
取海马组织， 匀浆后离心， 收集上清液， 于孔板上加入各

梯度标准品和待测样品， 按各试剂盒说明书操作进行反应，
反应终止后在 ４５０ ｎｍ 波长处检测各孔光密度 （ＯＤ） 值，
根据 ＯＤ 值绘制标准曲线， 计算各组大鼠海马组织 Ａβ１⁃４２、
ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测海马组织 ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ
表达　 称取各组海马组织 １００ ｍｇ， 加入 ＲＮＡ 抽提试剂提取

ＲＮＡ， 用微量分光光度计检测 ＲＮＡ 纯度， 重复 ３ 次取平均

值。 将所提取的 ＲＮＡ 按照说明书操作反转录合成 ｃＤＮＡ，
建立 ２０ μＬ 反应体系 （各 ０􀆰 ４ μＬ 正反向引物、 １ μＬ 待测

ＤＮＡ、 １０ μＬ ＨｉｅｆｆＴＭ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ＆ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 无酶

水定容至 ２０ μＬ） 进行 ｑＰＣＲ 反应。 按照试剂盒说明书设置

两步法扩增程序， ４０ 个循环后采集荧光信号， 每个基因重

复 ３ 次实验。 引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司

合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 正向序列（５′→３′） 反向序列（５′→３′）
ｐ３８ ＡＴＧＣＣＡＡＡＡＧＣＴＴＡＣＡＧＡＴＧＡＣＣ ＡＴＣＡＴＣＡＧＴＧＴＧＴＣＧＣＧＣＣＡＡ
ＡＴＦ２ ＴＧＡＧＴＩＧＧＣＡＡＧＴＣＣＡＴＴＣＧ ＡＡＣＧＧＧＣＴＡＴＣＣＴＧＧＴＧＡＧＴ
ＣＯＸ⁃２ ＡＡＣＡＴＴＣＣＴＴＣＣＣＣＣＡＧＣＡＡ ＴＣＴＡＴＣＡＣＴＧＧＣＡＴＣＣＧＣＴＧ
ＧＡＰＤＨ ＡＧＧＡＴＧＣＧＴＴＧＣＴＧＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡ ＴＧＧＡＡＴＣＣＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＡＣ

２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ｐ⁃
ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达 　 取海马组织 ８０ ｍｇ， 加入细胞裂

解液和蛋白酶抑制剂， 匀浆后离心， 吸取上清液进行 ＢＣＡ
蛋白浓度测定， 蛋白定量后进行变性。 取蛋白样品加样电

泳， 然后转移至 ＰＶＤＦ 膜， 室温封闭 ２ ｈ， 加一抗置于摇床

上孵育 １ ｈ 后， 于 ４ ℃过夜， 次日用 ＰＢＳＴ 洗膜， 加入稀释

好的二抗孵育 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 洗膜， 用滤纸吸干 ＰＶＤＦ 膜的液

体， 将膜放在曝光机显影板上曝光， 分析条带灰度值。
２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组比较采用单因素方差分析， 组间两

两比较方差齐采用 ＬＳＤ 法； 方差不齐采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 法。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 大鼠一般情况　 空白组大鼠常规喂养， 发育良好， 皮

毛有光泽， 反应迅速， 饮食、 二便未见改变； 造模 ４８ ｈ 后，
假手术组及造模组大鼠精神不振， 蜷缩俯卧， 饮食减少，
大便色浅呈稀糊状， 假手术组死亡 １ 只， 模型组死亡 ２ 只，
均出现脑部水肿； 给药 １ 周后黑逍遥散中剂量组死亡 １ 只，
高剂量组死亡 ２ 只， 腹部膨大， 判断为肠梗阻死亡。 随着

药物干预时间的推移， 各给药组大鼠一般状况有所好转，
大鼠皮毛逐渐恢复光泽， 精神状态逐渐变好， 活跃度有所

提升， 饮食尚可， 二便较正常； 模型组和假手术组术后常

规饲养， 未进行任何治疗， 一般状态稍有好转， 但仍精神

不振、 皮毛蓬松没有光泽、 反应迟钝、 饮食饮水较少， 体

１９５

２０２４ 年 ２ 月

第 ４６ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ２



质量增长缓慢。
３􀆰 ２　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠学习记忆能力的影响　 与空白组

比较， 假手术组大鼠第 ２ 天逃避潜伏期延长 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
第 ３、 ４ 天无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 模型组大鼠第 ２～ ４ 天逃

避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与假手术组比较， 模型组大鼠

第 ２～４ 天逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黑

逍遥散高、 中剂量组和盐酸多奈哌齐组逃避潜伏期缩短

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低剂量组无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ２。 与

空白组比较， 假手术组大鼠有效区域运动距离、 目标象限

停留时间百分比无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 模型组有效区域

运动距离减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 在目标象限停留时间百分比降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黑逍遥散各剂量组及多奈

哌齐组有效区域运动距离增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 黑逍遥散高、
中剂量组及多奈哌齐组大鼠目标象限停留时间百分比提高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 低剂量组无明显变化 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），
表 ３。

表 ２　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠第 ２～ ４ 天逃避潜伏期的影响 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只
逃避潜伏期 ／ ｓ

第 ２ 天 第 ３ 天 第 ４ 天

空白组 １０ ６１􀆰 ５０±１３􀆰 ２２ ３３􀆰 １０±７􀆰 ９１ ２２􀆰 ２０±４􀆰 １３
假手术组 ９ ７２􀆰 １１±１２􀆰 ６１∗ ４１􀆰 ３３±８􀆰 ９０ ２５􀆰 ８９±９􀆰 ３５
模型组 ８ １０４􀆰 ７５±８􀆰 １０∗∗△△ ８１􀆰 ７５±１１􀆰 ５１∗∗△△ ６７􀆰 ７５±７􀆰 ６９∗∗△△

黑逍遥散低剂量组 １０ ９７􀆰 ２０±８􀆰 １３ ７２􀆰 ００±１０􀆰 １５ ６３􀆰 １０±１１􀆰 １６
黑逍遥散中剂量组 ８ ９６􀆰 １３±６􀆰 ９６＃＃ ６０􀆰 ２５±５􀆰 ９７＃＃ ３４􀆰 ２５±１１􀆰 １２＃＃

黑逍遥散高剂量组 ９ ８６􀆰 ６７±１１􀆰 ５１＃＃ ５９􀆰 ４４±９􀆰 ２９＃＃ ４０􀆰 ４４±１３􀆰 ８６＃＃

盐酸多奈哌齐组 １０ ８４􀆰 ７０±１０􀆰 １９＃＃ ５１􀆰 ４０±１１􀆰 ３７＃＃ ２９􀆰 ５０±６􀆰 ５７＃＃

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

表 ３　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠有效区域运动距离和目标象限停留时间百分比的影响 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 有效区域运动距离 ／ ｃｍ 目标象限停留时间百分比 ／ ％

空白组 １０ ６１９􀆰 ３３±１３７􀆰 ０６ ２８􀆰 ３８±６􀆰 ９０
假手术组 ９ ５５１􀆰 ２３±１０４􀆰 ４８ ２６􀆰 ８０±３􀆰 ６８
模型组 ８ ４６􀆰 ７５±１１􀆰 ７６∗∗△△ １１􀆰 ３９±３􀆰 １２∗∗△△

黑逍遥散低剂量组 １０ ２７８􀆰 ４７±６４􀆰 ７５＃＃ １６􀆰 １９±４􀆰 ４２
黑逍遥散中剂量组 ８ ３４１􀆰 ５３±８１􀆰 ８９＃＃ ２０􀆰 ３８±５􀆰 ９５＃

黑逍遥散高剂量组 ９ ３８８􀆰 ９５±１７５􀆰 ６８＃＃ ２３􀆰 ０４±５􀆰 ２３＃＃

盐酸多奈哌齐组 １０ ４８３􀆰 ３７±１１３􀆰 ５６＃＃ ２３􀆰 ５３±６􀆰 ８０＃＃

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

３􀆰 ３　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马 ＣＡ１ 区病理改变的影响　 空

白组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元数量丰富， 排列有序， 结构正

常， 细胞核清晰， 核仁明显， 细胞质丰富； 与空白组比较，
假手术组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元形态、 结构、 数量未见明

显改变； 模型组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元明显丢失， 可见大

量肿胀的神经元， 结构疏松， 细胞核固缩， 形成一些液泡

结构； 与模型组比较， 各给药组大鼠海马神经元形态均有

所改善， 以黑逍遥散高剂量组和盐酸多奈哌齐组作用最为

显著， 可以清晰地观察到神经元排列有序， 细胞体饱满，
未见大量凋亡细胞， 见图 １。

图 １　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马 ＣＡ１ 区病理改变的影响 （ＨＥ， ×４００）

２９５

２０２４ 年 ２ 月

第 ４６ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ２



３􀆰 ４　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马组织 Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水

平的影响　 与空白组比较， 假手术组大鼠海马组织 Ａβ１－４２、
ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 模型组大鼠海马

组织 Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与假手术

组比较， 模型组大鼠海马组织 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黑逍遥散中、 高剂量组和盐酸多奈

哌齐组大鼠海马组织 Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。

表 ４　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马组织 Ａβ１－４２、 ｉＮＯＳ、 ＰＧＥ２ 水平的影响 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ａβ１－４２ ｉＮＯＳ ＰＧＥ２

空白组 ２２􀆰 ８６±１􀆰 ０６ １􀆰 ３８±０􀆰 ４２ ２４７􀆰 ８５±１８􀆰 ０３
假手术组 ２３􀆰 ６３±１􀆰 １５ １􀆰 ４８±０􀆰 ２９ ２４３􀆰 ６１±１２􀆰 ５４
模型组 ３６􀆰 ５６±１􀆰 １７∗∗△△ ６􀆰 ６９±０􀆰 ２７∗∗△△ ３２７􀆰 ２４±１５􀆰 ７１∗∗△△

黑逍遥散低剂量组 ３５􀆰 ０８±２􀆰 ３１ ６􀆰 ３４±０􀆰 ６４ ３１９􀆰 ９７±１１􀆰 ９７
黑逍遥散中剂量组 ２９􀆰 １３±１􀆰 ９０＃＃ ４􀆰 ５２±０􀆰 ２６＃ ２９３􀆰 ３０±２４􀆰 ０１＃＃

黑逍遥散高剂量组 ２４􀆰 ６１±１􀆰 ９８＃＃ ２􀆰 ８３±０􀆰 ３４＃＃ ２８２􀆰 ０９±２１􀆰 ４５＃＃

盐酸多奈哌齐组 ２４􀆰 ６３±１􀆰 １５＃＃ ２􀆰 １５±０􀆰 ２２＃＃ ２６９􀆰 ６７±３５􀆰 ３４＃＃

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

３􀆰 ５　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马组织 ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２
ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白组比较， 假手术组大鼠海马组

织 ｐ３８ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表

达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 模型组大鼠海马组织 ｐ３８、 ＣＯＸ⁃
２ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＴＦ２ ｍＲＮＡ 表达无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与假手术组比较， 模型组大鼠海马组织

ｐ３８ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达

无明显变化 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组 ｐ３８
ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＡＴＦ２ ｍＲＮＡ 无明显变化

（Ｐ＞ ０􀆰 ０５）， 黑逍遥散中、 高剂量组及盐酸多奈哌齐组

ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 低剂量组

ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ５。
表 ５　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马组织 ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２

ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ｐ３８ ＡＴＦ２ ＣＯＸ⁃２

空白组 ０􀆰 ２８±０􀆰 ０７ １􀆰 ０２±０􀆰 １８ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０５
假手术组 ０􀆰 ４１±０􀆰 １０∗ １􀆰 １９±０􀆰 ０６ ０􀆰 ３９±０􀆰 １５
模型组 １􀆰 ００±０􀆰 ００∗∗△△１􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００∗∗

黑逍遥散低剂量组 ０􀆰 ４６±０􀆰 ０２＃＃ １􀆰 ０７±０􀆰 １０ ０􀆰 ６４±０􀆰 １０
黑逍遥散中剂量组 ０􀆰 ４５±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０５ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０７＃

黑逍遥散高剂量组 ０􀆰 ４０±０􀆰 １２＃＃ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０１＃＃

盐酸多奈哌齐组 ０􀆰 ４８±０􀆰 ０５＃＃ １􀆰 ０８±０􀆰 １２ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０６＃

　 　 注： 与空白组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与假手术组比

较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马组织 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ｐ⁃
ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达的影响 　 与空白组比较， 假手术组

ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２ 蛋白表达无明显变化 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 假手术组大鼠海马 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 模型组大鼠海马组织 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＴＦ２ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
与假手术组比较， 模型组大鼠海马组织 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃
ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＴＦ２ 蛋

白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 黑逍遥散

低剂量组 ｐ⁃ＡＴＦ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中剂量组 ｐ３８、
ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 高剂量组及盐酸

多奈哌齐组 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 黑逍遥

散高剂量组及盐酸多奈哌齐组 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃
２ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６、 图 ２。
４　 讨论

ｐ３８ 丝裂原蛋白活化激酶 （ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ， ｐ３８ＭＡＰＫ） 级联信号通路作为介导炎症的经典途

径， 已被证实与神经退行性变有关［４⁃７］ 。 炎症反应是 β⁃淀粉

样蛋白 （ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ａβ） 沉积所引起的继发性反

应， Ａβ 能激活小胶质细胞并通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 途径释放大量

炎症因子， 从而诱导神经元凋亡， 导致记忆力及认知功能

障碍［８］ 。 活化转录因子 ２ （ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２，
ＡＴＦ２） 作为 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路下游　 　 　 　 　

表 ６　 黑逍遥散对 ＡＤ 大鼠海马组织 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ３８ ｐ⁃ｐ３８ ＡＴＦ２ ｐ⁃ＡＴＦ２ ＣＯＸ⁃２

空白组 １􀆰 ０１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０１ １􀆰 ０３±０􀆰 ０７ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０３
假手术组 ０􀆰 ９８±０􀆰 ０２ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０３ １􀆰 １５±０􀆰 ０７ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０１ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０５∗

模型组 １􀆰 ３４±０􀆰 ０８∗∗△△ １􀆰 ０４±０􀆰 ０５∗∗△△ １􀆰 ０９±０􀆰 ０６ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０８∗∗△△ １􀆰 ３１±０􀆰 ０５∗∗△

黑逍遥散低剂量组 １􀆰 １４±０􀆰 ０３ １􀆰 ０１±０􀆰 ０１ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０２ ０􀆰 ６６±０􀆰 １１＃＃ １􀆰 １９±０􀆰 １０
黑逍遥散中剂量组 ０􀆰 ９２±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０１ ０􀆰 ６４±０􀆰 １２＃＃ １􀆰 ２５±０􀆰 ０５
黑逍遥散高剂量组 ０􀆰 ７０±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０１＃＃ １􀆰 ０４±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 ０２±０􀆰 ０６＃＃

盐酸多奈哌齐组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ２５＃＃ １􀆰 ０６±０􀆰 ０５ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０３＃＃

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

的重要底物， 在炎症中具有潜在的作用［９］ 。 研究发现， 当

其上游信号分子 ｐ３８ＭＡＰＫ 被激活后， ＡＴＦ２ 的 Ｔｒｙ３０７ 位点

会迅速发生磷酸化改变， 从而上调或下调靶基因的转录过

程， 干扰正常的基因表达， 介导诸如细胞凋亡等病理过

程［１０⁃１１］ 。 有研究表明， 在 ＡＴＦ２ 基因敲除大鼠中， 经脂多

糖刺激后肿瘤坏死因子⁃α、 白细胞介素 １β 和白细胞介素 ６

３９５
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为假手术组， Ｃ 为模型组， Ｄ～ Ｆ 为黑逍

遥散低、 中、 高剂量组， Ｇ 为盐酸多奈哌齐组。

图 ２ 　 各组大鼠海马组织 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＡＴＦ２、 ｐ⁃
ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２蛋白条带图

的表达受到显著抑制， 且 ＡＴＦ２ 在浸润性巨噬细胞中高表

达， 并抑制抗炎分子 ＡＴＦ３ 在白色脂肪组织的 Ｍ１ 巨噬细胞

中的转录［１２］ 。 一氧化氮 （ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ， ＮＯ） 可由 ＮＯＳ 的 ３
种亚型产生， 其中诱导型 ＮＯＳ （ ｉＮＯＳ） 能够通过脂多糖和

各种细胞因子的刺激， 产生大量 ＮＯ， 从而加速 ＡＤ 的进

程［１３⁃１４］ 。 另 一 种 炎 症 介 质 ＰＧＥ２ 可 通 过 环 氧 合 酶 ２
（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＣＯＸ⁃２） 依赖性途径合成参与神经退行性

病变等疾病的病理过程［１５］ 。 研究表明， 在炎症模型中， 当

机体受到外界刺激后， ＣＯＸ⁃２ 应激性升高， 促进其催化产

物 ＰＧＥ２ 的表达量增加［１６］ ， ＰＧＥ２ 进一步作用于局部炎性细

胞， 加重炎症损伤［１７］ 。
黑逍遥散出自清·徐大椿《医略六书·女科指要》卷二

十六方， 由 《局方》 之逍遥散加熟地而成， 具有补肾填精、
养血疏肝、 健脾和中功效。 课题组前期研究已经证实， 黑

逍遥散对提高大鼠学习记忆功能具有确切疗效， 并对 ＡＤ
表现出较为显著的防治作用［１８⁃２１］ ， 但其对于学习记忆的改

善是否与调控 ｐ３８ＭＡＰＫ 途径减轻 ＡＤ 脑内及血清中炎症因

子的表达有关， 有待进一步证实。 本研究发现， 黑逍遥散

可以缩短大鼠逃避潜伏期， 增加平台象限停留时间， 提示

其在改善 Ａβ１⁃４２诱导的 ＡＤ 大鼠空间学习记忆缺陷方面的有

效作用； 黑逍遥散能降低 ＡＤ 大鼠海马组织 Ａβ１⁃４２、 ｉＮＯＳ、
ＰＧＥ２ 水平； 黑逍遥散能降低 ｐ３８、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达和

ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＡＴＦ２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达， 提示其能够通过

降低 ｐ３８ 总量以及其磷酸化水平来阻断 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通

路。 而本实验发现， ｐ３８ 的下游底物 ＡＴＦ２ 在各组中总量变

化无明显差异， 但 ｐ⁃ＡＴＦ２ 在模型组中呈高表达， 给药干预

后其表达降低， 说明 ｐ⁃ｐ３８ 能够激活 ＡＴＦ２ 使其磷酸化， 活

化后 的 ＡＴＦ２ 又 可 诱 导 ＣＯＸ⁃２ 的 上 调。 因 此， 阻 断

ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＡＴＦ２ ／ ＣＯＸ⁃２ 介导的炎症通路可能是治疗 ＡＤ 的

重要靶点。
综上所述， 黑逍遥散对 ＡＤ 具有明确的防治作用， 其

作用机制可能是通过调控 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＡＴＦ２ ／ ＣＯＸ⁃２ 信号通路

从而抑制炎症因子的释放， 进而改善 Ａβ１⁃４２诱导的神经元改

变和学习记忆障碍。
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摘要： 目的　 探索清热化瘀方通过调控 Ｔ 辅助细胞 １７ （ Ｔｈ１７） 对小鼠心肌缺血再灌注损伤 （ Ｉ ／ Ｒ） 的影响。
方法　 ４５ 只小鼠随机分为假手术组、 模型组和清热化瘀方低、 中、 高剂量组 （１３、 ２６、 ５２ ｇ ／ ｋｇ）， 各组小鼠灌胃给予

不同剂量清热化瘀方或蒸馏水 ７ ｄ， 通过左冠状动脉结扎 ３０ ｍｉｎ 再灌注 ２４ ｈ 建立心肌缺血再灌注损伤模型。 术后 ２４ ｈ
采用心脏超声检测心功能， ＨＥ 染色观察心脏组织病理改变， ＴＴＣ 染色观察心脏梗死面积， 试剂盒检测血清乳酸脱氢

酶 （ＬＤＨ）、 白介素 １７ （ＩＬ⁃１７） 和白介素 ６ （ ＩＬ⁃６） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测心脏组织中 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ
和蛋白表达， 流式细胞术检测外周血中 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例。 结果　 与模型组比较， 清热化瘀方组小鼠

心功能提高， 梗死面积减少， Ｔｈ１７ 细胞比例降低， 促炎因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃６ 水平降低， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 动态平衡得到恢复

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 清热化瘀方可通过调节 Ｔｈ１７ 恢复 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 稳态， 从而减轻心肌缺血再灌注损伤。
关键词： 清热化瘀方； 心肌缺血再灌注损伤； Ｔｈ１７ 细胞
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　 　 急性心肌梗死仍然是世界范围内发病和死亡的主要原

因［１⁃２］ ， 早期再灌注是目前拯救心肌梗死患者危险心肌的最

有效策略。 然而， 早期心肌再灌注却矛盾地诱发了心肌缺

血再灌注 （ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， Ｉ ／ Ｒ） 的损伤［３］ 。 Ｉ ／ Ｒ 的病

理过程包括产生过多的自由基、 线粒体肿胀并激活促凋亡

的级联反应和自噬功能障碍［４］ 。 一系列的病理改变最终导

致了心肌细胞凋亡的增加和梗死面积的扩大， 加重心肌梗

死患者的临床症状和不良预后［５］ 。 因此， 确定新的干预目

标和辅助治疗策略以限制 Ｉ ／ Ｒ 损伤是非常必要的。

清热化瘀方是曙光医院心内科王肖龙教授根据临床经

验总结， 发现急性心肌梗死患者以舌质红者居多， 伴随炎

症因子水平增高， 因此提出急性心肌梗死应 “热瘀同治”，
在 《金匮要略》 “三黄汤” 的基础上加味组成 “清热化瘀

方”。 前期临床研究结果表明， 清热化瘀方可以调控免疫

微环境， 对心肌梗死后心脏损伤起保护作用， Ｔ 辅助细胞

１７ （Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ １７， Ｔｈ１７） 可能是其抗心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤的潜

在靶点［６⁃８］ ， 但其作用机制尚不明确。 因此， 本实验拟采用

小鼠冠状动脉结扎松解法建立心肌缺血再灌注损伤模型，
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