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中文摘要

I

基于 Nrf2信号通路探讨补脑扶神方对 AD模型大鼠氧化应

激的影响

【摘要】 目的：探讨补脑扶神方对双侧海马 CA1区注射 Aβ1-42建立的 AD模

型大鼠氧化应激的影响及其可能机制。方法：将 50只雄性 SD大鼠随机分为正

常组（control）、假手术组(sham)、模型组(AD)、补脑扶神方组（AD+bnfsf）、

多奈哌齐组(AD+dnpq)5组，通过双侧海马 CA1区注射 Aβ1-42建立 AD模型，正

常组不做处理，假手术组同法注射无菌生理盐水。造模 7天后，sham组、AD

组双蒸水灌胃，AD+bnfsf组、AD+dnpq组给予相应药液灌胃处理，control组

不灌胃，灌胃持续 4周。用Morris水迷宫观察各组大鼠学习记忆能力；HE与

尼氏染色法观察各组脑海马 CA1区神经元细胞及尼氏小体的变化情况；试剂盒

检测各组大鼠血清、脑海马中 H2O2、SOD、GSH-Px、MDA含量；Western Bl

ot检测各组大鼠海马中 Nrf2、Keap1、HO-1蛋白表达。结果：1.Morris水迷宫

结果显示：与 control、sham组相比，AD组大鼠寻找平台时间明显延长（P<0.

01），游泳轨迹更为杂乱无序，首次抵达平台的时间延长（P<0.05），且穿越

平台次数明显减少（P<0.01）；与 AD组相比，用药组大鼠潜伏期缩短，寻找

平台的时间缩短（P<0.05），在游泳过程中有寻找平台的倾向，首次抵达平台

的时间缩短，穿过平台的次数增加（P<0.05）。2.HE染色结果显示：与 control

组和 sham组相比，AD组海马 CA1区神经元染色不均，排列紊乱，神经元数

目明显减少，神经元结构被破坏；经给药治疗后，AD+bnfsf组海马 CA1区可

见神经元细胞排列较整齐，细胞间距增大，神经元细胞数目较 AD组增多，神

经元细胞结构欠完整；AD+dnpq组，可见神经元排列整齐，稍疏松，神经元数

目较 AD组增多，神经元结构基本完整。3.尼氏染色结果显示：与 control组和

sham组相比，AD组 CA1区神经元染色颜色深浅不一，排列紊乱，尼氏小体数

量减少；各用药组 CA1区神经元染色较深，细胞排列较整齐，尼氏小体丰富。

4.氧化应激指标结果显示：与 control组、sham组相比，AD组大鼠血清、海马

组织 H2O2、MDA含量增高，SOD、GSH-Px含量下降（P<0.05）；与 AD组相

比，各用药组血清、海马组织 H2O2、MDA含量下降，SOD、GSH-Px升高（P

<0.05）。5.WB结果显示：与 control组、sham组相比，AD组海马组织中 Nrf
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2及 HO-1蛋白表达明显降低，Keap1蛋白表达上升（P<0.05）；与 AD组相比，

各用药组海马组织中 Nrf2、HO-1表达上升，Keap1蛋白表达下降（P<0.05）。

结论：补脑扶神方能改善 AD大鼠学习记忆能力，对 AD大鼠海马神经元细胞

有一定的保护作用，其机制可能是通过调节 Nrf2 信号通路，抑制氧化应激反应。

【关键词】 阿尔茨海默病；氧化应激；补脑扶神方；核因子NF-E2相关因子；

Kelch样环氧丙烷相关蛋白-1
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III

The effect of bunaofushenfang on oxidative stress in AD

model rats based on Nrf2 signal pathway
Abstract: Objective To explore the effect of bunaofushenfang on bilateral lat

eral ventricle injection of Aβ1-42 effects of oxidative stress in AD model rats

and its possible mechanism. Methods Fifty male SD rats were randomly divi

ded into five groups: Normal group (control) , Sham operation group (sham) ,

Model group (AD) , Bunaofushenfang group (AD+bnfsf) and Donepezil grou

p (AD+dnpq) . The AD model was established by bilateral lateral ventricle in

jection of Aβ1-42, the Sham operation group was injected with sterile normal s

aline in the same way. 7 days after modeling, sham group and AD group we

re given double distilled water by gavage, and the AD+bnfsf group and AD+

dnpq group were treated with the corresponding drug liquid gavage. The nor

mal group was not gavaged, and the gavage continued for 4 weeks.The learni

ng and memory ability of the rats in each group was observed by Morris wat

er maze; the changes of neuronal cells and Nissl bodies in CA1 area of hipp

ocampus of each group was observed by HE and Nissl staining; the contents

of H2O2, SOD, GSH-Px and MDA in the serum and hippocampus of the rats

in each group were detected by kits ;the protein expressions of Nrf2, Keap1

and HO-1 in the hippocampus of rats in each group were detected by Weste

rn Blot. Results 1 The results of Morris water maze showed that compared

with control and sham groups, the time of looking for the platform in AD gr

oup was significantly longer (P<0.01), the swimming track was more disorder

ed, the time of reaching the platform for the first time was longer (P<0.05),

and the number of crossing the platform was significantly reduced (P<0.01);

Compared with AD group, the latency of rats in the treatment group was sho

rtened, the time of looking for the platform was shortened (P<0.05), the tend

ency of looking for the platform during swimming, the time of first arriving

at the platform was shortened, and the number of crossing the platform was i

ncreased (P<0.05). 2. The results of HE staining showed that compared with
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control group and sham group, the neurons in hippocampal CA1 area in AD

group were stained unevenly, arranged disorderly, the number of neurons decr

eased significantly, and the neuronal structure was destroyed; After administrat

ion, neurons in CA1 area of hippocampus in AD+bnfsf group were orderly ar

ranged, the cell spacing increased, the number of neurons increased and the st

ructure of neurons was incomplete; In AD+dnpq group, neurons are arranged

orderly and slightly loose, the number of neurons is more than that in AD gr

oup, and the structure of neurons is basically complete. 3. Nissl staining resul

ts showed that compared with control group and sham group, the staining col

or of neurons in CA1 area in AD group was different, arranged disorderly, a

nd the number of Nissl bodies decreased; The neurons in CA1 area in each t

reatment group were stained deeply, the cells were arranged neatly, and Nissl

bodies were abundant. 4. The results of oxidative stress index showed that c

ompared with control group and sham group, the contents of H2O2 and MDA

in serum and hippocampus increased, and the contents of SOD and GSH-Px

decreased in AD group (P<0.05); Compared with AD group, the contents of

H2O2 and MDA in serum and hippocampus decreased, while SOD and GSH-

Px increased (P<0.05). 5. WB results showed that compared with control grou

p and sham group, the expression of Nrf2 and HO-1 protein in hippocampus

of AD group decreased significantly, and the expression of Keap1 protein incr

eased (P<0.05); Compared with AD group, the expression of Nrf2 and HO-1

in hippocampus increased and the expression of Keap1 protein decreased in e

ach treatment group (P<0.05). Conclusion Bunaofushenfang can improve the l

earning and memory ability of AD rats, and has a certain protective effect on

the hippocampal neurons of AD rats. The mechanism may be through regula

ting the Nrf2 signaling pathway and inhibiting oxidative stress.

Key Words: Alzheimer’s disease; Oxidative stress; Bunaofushenfang; Nrf2; Keap1
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英文缩略词表

英文缩写 英文全称 中文全称

AD Alzheimer disease 阿尔茨海默病

APP amyloid precursor protein 淀粉样前体蛋白

APS Phosphate Buffered Saline 过硫酸铵

Aβ amyloid β-protein β-淀粉样蛋白

BSA Bovine serum albumin 牛血清蛋白

ddH2O double distilled water 双蒸水

GSH-Px Glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化酶

GSK-3β glycogen synthase kinase-3β 糖原合成酶激酶-3

H2O2 Hydrogen peroxide 过氧化氢

HE Hematoxylin-eosin Staining 苏木素-伊红染色

HO-1 Heme Oxygenase-1 血红素氧合酶-1

Keap1
Recombinant Kelch Like ECH Associated

Protein 1

Kelch样环氧丙烷相关

蛋白-1

MDA Malondialdehyde 丙二醛

NFT Neurofibrillary tangles 神经原纤维缠结

Nissl Nissl Staining 尼氏染色

Nrf2 Nuclear factor-erythroid 2-realted factor2
核因子 NF-E2相关因

子

OD Optical Density 光密度

OS oxidative stress 氧化应激

PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液

PMSF PhenylmethylsuLfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟

ROS Reactive oxygen species 活性氧

rpm Rounds Per Minute 转/分

SDS Sodium dodecyl suLfate 十二烷基磺酸钠

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis SDS聚丙烯酰胺凝胶
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VII

SOD Superoxide Dismutase 超氧化物歧化酶

SP Senile Plaques 老年斑

TBST Tris Buffered Saline with Tween-20 TBST缓冲液

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺

Tris Tris(hydroxymethyl)methyl aminomethane 三羟甲基氨基甲烷

β-actin β-actin antibody β-肌动蛋白



前言

1

前 言

阿尔茨海默病（Alzheimer disease,AD）是一种起病隐匿的进行性发展的神经

系统退行性疾病。主要病理改变是：细胞外β淀粉样蛋白沉积导致的老年斑（Senile

Plaques,SP）和细胞内 tau蛋白过度磷酸化导致的神经原纤维缠结（Neurofibrillary

tangles,NFTs）。临床上以记忆障碍、失语、失用、失认、视空间技能损害、执

行功能障碍以及人格和行为改变等全面性痴呆表现为特征，病因及发病机制迄今

未明。

AD的病因尚未明确，但研究人员从流行病学角度对 AD的危险因素进行了

总结，包括：遗传因素、年龄、慢性心脑血管疾病、文化程度、生活行为习惯、

心理状态和环境暴露等多个因素[1]。现代科学家们针对 AD的主要病理特征，提

出了“β淀粉样蛋白学说”、“Tau蛋白学说”、“氧化应激学说”等多种发病

机制假说[2-3]。其中β淀粉样蛋白学说认为该蛋白异常沉积，可能造成机体的突变、

Tau的大量磷酸化衍生物的形成以及递质的失衡，最终导致机体的记忆出现障碍；

Tau蛋白学说认为正常情况下，Tau蛋白通常呈现为磷酸化以及去磷酸化的稳态

平衡，若过多的磷酸化衍生物富集，以双螺旋形式出现，则最终造成 NFTs，进

而导致 AD的发生；氧化应激学说则认为，当机体的氧化水平超过抗氧化水平，

大量自由基在脑部堆积，进而损伤细胞正常功能，且氧化应激的出现早于 AD患

者脑中其他的生物标记物[4]。

有研究表明，我国 AD患病率从 1990到 2018年呈持续增长趋势，并且随着

年龄增长，患病率增长速度较快，同时还存在着西部地区稍高于东部地区，农村

地区稍高于城市的分布趋势[5]。在 2019年，国际阿尔茨海默病协会估计全球 AD

患者超过 5000万，到 2050年，AD人数将增加到 1.52亿人，目前每年的 AD费

用估计为 1万亿美元，到 2030年这一数字将翻一番[6]。研究表明，1990-2019年

我国 AD发病人数、发病率逐年上升，到 2019年 AD发病人数为 180.03万人，

且女性发病率、死亡率均高于男性，伤残调整寿命年、伤残损失寿命年在此期间

均大幅增长，同时，也发现 AD的发病呈年轻化趋势[7]。现在对 AD患者的照料

主要依赖于亲属，而面对患者病情的逐渐加重，在护理过程中最具创伤性的是家

属面对患者的受苦、死亡[8]。

面对 AD带给患者、家庭、社会的巨大压力，对 AD的治疗迫在眉睫，目前
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市面上的抗 AD药物包括了胆碱酯酶抑制剂（多奈哌齐、他克林、卡巴拉汀等）、

NMDA受体拮抗剂（美金刚）、Aβ抑制剂（Aducanumab）以及肠道菌群调节剂

（GV-971）4类，但这些药物都只能延缓病情发展，且带有严重的副作用，例如

他克林有肝毒性，卡巴拉汀有恶心、呕吐等胃肠道不良反应，而 Aducanumab及

GV-971在 2019、2021才被批准上市，GV-971虽然因 AD 药物紧缺和患者需求

被批准上市，但仍被要求继续进行长期安全性有效性研究，若不能保证长期的安

全性有效性，药物有可能被撤回[9]。

传统中医药及民族医药使用草药及复方治疗 AD，具有多成分，多靶点治疗

的独特优势，近年来对其治疗 AD的研究也越来越多。

土家医将 AD归属于“脑衰”范畴，本课题所采用的补脑扶神方是土家医用

于临床治疗脑部疾病的经验方，由白三七、天麻、辣子七组成，方中白三七滋补

强壮、散瘀通络，为主药；天麻祛风逐痰，疏通脑筋，为帮药；辣子七活血清热，

止惊安神，为信药。白三七、天麻主帮相辅，增加疗效；辣子七具有配引性，既

能祛邪，又能引药上行。本方在土家医诊疗实践中有着较长的应用历史，但是缺

乏实验研究作为支撑。综上，本研究以双侧海马 CA1 区注射 Aβ1-42复制 AD 模

型，探讨补脑扶神方治疗 AD的可能机制，同时为该方的临床运用提供理论依据。
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理论研究

1 祖国医学对 AD的认识

1.1 痴呆内涵的演变

祖国医学无以 AD直接命名该疾病的相关记载，AD属于中医学“痴呆”范

畴，对本症状描述，散见于“善忘”、“呆病”、“癫证”、“健忘”、“痴呆”

等病证中。

对类似症状的描述，可追溯至《灵枢·天年》，其中有载：“八十岁……故

言善误”；《灵枢·大惑论》中载“上气不足，下气有余……故善忘也”；《素

问·调经论》所载“血并于下，气并于上，乱而善忘”等。《灵枢·癫狂病》载:

“狂始生，……喜忘苦怒善恐者。”可见，此时未有痴呆病名表述，只对其症状

有直接描述。

而在后续古籍记载描述中，痴呆也常做症状描述。如《医家四要·病机约论》

云“癫疾始发……甚则精神痴呆，言语无伦”。可见，在此处“痴呆”是对疾病

症状的描述，归属于癫疾。《普济方》中说：“痓者先伤于风……痴呆不语”，

此处痴呆是痓疾的症状之一 。明·皇甫中著的《明医指掌》论述痰证临床表现

时有云“……怔忡健忘时惊怖，癫走痴呆不识人”。以上皆是把痴呆作为症状来

表述。

痴呆作为病名，首次出现在唐代孙思邈的所编的《华佗神方·卷四·华佗治

痴呆神方》，到了宋元时期，“痴呆”作为病名表达更为清晰。宋·琼瑶真人所

著《针灸神书》中有载“痴呆之证取气上”。元·王国瑞《扁鹊神应针灸玉龙经》

又云“痴呆一症少精神，……神门独治痴呆病”。而至明朝，张景岳在《景岳全

书》一书中专设痴呆篇，对痴呆的症状、治疗、愈后都进行了详细描写。清朝，

陈士铎著成《辨证录》与《石室秘录》二书，其中在《辨证录》设呆病门一篇，

两本书对呆病患者在言语、饮食、情志、认知、睡眠等方面的反常都做出了具体

描写。

到了现代，痴呆作为一个独立疾病论述，其内涵与已非古代医籍的含义。在

1990年提出的《老年呆病的诊断、辨证分型及疗效标准》（讨论稿）中，确立

了“老年呆病”的病名，并指出其包括老年性痴呆和血管性痴呆等。而在 1997

年，痴呆作为单独一节第一次出现在高等教育中医药规划类教材《中医内科学》
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中，在 2003年出版的高等教育中医药规划类教材《中医内科学》中延续了 1997

年版的痴呆含义，并增加了以记忆等认知减退为主症这一内容[10]。

可见，从临床表现上，古籍记载的痴呆与现代中医论述的痴呆有部分重叠，

但当注意二者的区别。不可忽视的是，古文献中对“痴呆”“癫”“呆病”“健

忘”等记述的诊疗对当代中医治疗痴呆具有重要的指导意义。例如，当患者出现

精神障碍或者行为异常时，可以参考“痴呆”“呆病”“癫”的治疗；当患者出

现以记忆障碍为主时，可以参考“健忘”的诊治。

1.2祖国医学对 AD病因病机的认识

AD属于中医老年性痴呆范畴，历代医家对本病病位的认识基本统一，即病

位在脑。《灵枢·海论》说“脑为髓之海”。李时珍在《本草纲目》中提出“脑

为元神之府”。之后，汪昂在《本草备要》中提出：“人之记性，皆在脑中”。

隋代杨上善《黄帝内经太素·厥头痛》曰：“头是心神所居”；张锡纯亦云：“人

之神明有体用，神明之体合于脑。”可见，对于痴呆病位在脑的认识是统一的，

但对病因病机认识则各有不同。

1.2.1 脾肾亏虚

肾藏精，为先天之本，《灵枢·经脉》说：“人始生，先成精，精成而脑髓

生”，《素问•逆调论篇》云：“肾不生，则髓不能满”，联系“脑为髓之海”、

“肾藏精”等。可知脑髓为肾精所化，同时，《黄帝内经》认为五脏各藏其神，

其中，“肾藏志”，“志”包含了识记的意思。《内经精义》有言：“年老肾精

虚衰，髓源亏乏，使髓海不充，则神明不清而成呆病矣” 。清·程钟龄在《医

学心悟》中云：“肾主智，肾虚则智不足，故善忘其前言。”认为肾虚可致智力

下降、健忘。综上，可知肾精亏虚，不能充盈脑髓，可致神明不清，智力不足，

记忆减退渐成痴呆。

脾为气血生化之源，主运化水谷精微，称其为后天之本。内经认为“脾藏意”、

联系“意之所存谓之志”，提示脾与思维记忆关系也至为密切, 它既为肾提供了

物质基础, 也参与记忆的识记，可见脾在记忆中也有重要地位[11]。王清任在《医

林改错》中说：“灵机记性在脑者，因饮食生气血、长肌肉，精汁之清者，化而

为髓，由脊骨上行入脑，名曰脑髓”。脾主升清，精汁之清上行充盈脑髓，记忆

正常。故脾的运化功能失常，可以导致后天精气生成不足，同样可导致记忆减退。
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1.2.2 痰浊、瘀血

痰浊既是病理产物，又是病理因素。五脏虚损、气血亏虚可以导致痰浊内

停，痰浊内生又致气机不畅。元•朱丹溪《丹溪心法•健忘》载：“健忘，精神短

少者多，亦有痰者”，认识到痰是痴呆发生的重要病因。清·陈士铎在《辨证录

•呆病门》中说：“痰积于胸中,盘踞于心外,使神明不清而成呆病矣”，可以看

出陈士铎认为痰留于胸，可致呆病。

汉•张仲景《伤寒论》曰：“阳明证，其人喜忘者，必有蓄血。所以然者，

本久有瘀血，故令喜忘”，提示瘀血内停可致喜忘。又有《血证论》云：“心有

瘀血，亦令健忘。亦有痰沉留于心包，沃塞心窍，以致精神恍惚，凡事多不记忆

者。”明确指出心有瘀、痰可致“健忘”“凡事多不记忆”。

1.2.3 情志不遂

《灵枢·本神》：“肝悲哀动中则伤魂, 魂伤则狂忘不精”、“肾盛怒而不

止则伤志，志伤则喜忘其前言”，提示情志过极可伤及所藏之神，进而影响记忆。

唐·孙思邈在《华佗神方》中记载痴呆的病因“此病患者常抑郁不舒，有由愤怒

而成者，有由羞恚而成者”，说明在唐朝时，明确了情志不遂可成痴呆。明·张

景岳在《景岳全书》中专设的痴呆篇中记载痴呆的病因为“痴呆症，凡素无痰而

或以郁结，或以不遂，或以思虑，或以疑惑，或以惊恐而渐至痴呆。”认为情志

抑郁、思虑狐疑、所求不遂或受惊恐等，日久可逐渐引起痴呆。

1.2.4 其他

《本草备要》指出：“小儿善忘，脑未满也”、“老人健忘者，脑渐空也。”

提示年龄因素能造成善忘，生理性的善忘是年龄尚小，脑髓未充的缘故，病理性

善忘是因脑髓渐空。

明·万全在《幼科发挥》中指出“惊久成痫……若成痴呆，言语错乱，不必

治之”。提示痫病可传变为痴呆。

王大纶在《婴童类翠》凡例中记述 “如金石之药……多服令儿痴呆”；汪

昂于《本草备要》载：“丹砂……多服反令人痴呆”；清·钱峻《经验丹方汇编》

曰：“铅粉毒，……妇人打胎，……且生子多痴呆”；清·陆定圃所撰《冷庐医

话》中告诫：“婴儿……惊风愈而人遂痴呆，其药多用朱砂故”。以上，提示药

物滥用也可导致痴呆。
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综上，痴呆病位在脑，其病因病机包括年老体虚、脾肾亏虚以致生精无源，

脑髓不充；痰瘀互结，蒙蔽清窍；情志不遂，气机不畅，神明被扰；他邪传变以

及药物滥用，损伤脑络等。

2 现代医学对氧化应激与 AD关系的认识

2.1氧化应激

氧化应激(oxidative stress,OS)是指体内氧化与抗氧化系统失去平衡，引起组

织的分子氧化，造成细胞和组织损伤，其中OS多由活性氧(reactive oxygen species,

ROS)自由基介导的，包括超氧阴离子（O2-）、过氧化氢（H2O2）和羟基自由基

（HO）等。在生理条件下，ROS稳态受 ROS生成系统和细胞抗氧化系统很好地

控制[12--13]。抗氧化防御系统包括几种酶和小分子，如血红素氧合酶-1(HO-1)、超

氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽(GSH)、过氧化氢酶(CAT)、硫氧还蛋白还原酶

(TRX)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)家族和醌氧化还原酶 1(NQO 1)，这些酶能

调节机体的氧化水平处于一个动态平衡的状态。

2.2氧化应激与 AD

Hamieh Goshtasbi等[14]阐述 ROS和细胞机制不平衡可能会导致大脑中的 OS，

而神经细胞和大脑对氧化应激高度敏感。其敏感原因如下：大脑是一个高耗氧量

的器官，且大脑中抗氧化酶含量低，加上神经元细胞膜多由不饱和的脂肪酸构成，

极易氧化，血脑屏障也阻止了部分抗氧化酶通过，脑内相对过多的金属离子都使

得大脑对 OS特别敏感[15-16]。当发生氧化失衡时，就会出现 ROS损伤细胞，在

这种情况下，ROS不受控制，导致细胞代谢过程发生无数变化。这些改变的途

径包括功能失调的糖酵解、钙调节、脂质代谢、线粒体过程和哺乳动物雷帕霉素

靶点途径失调等[17]。Jamshed Arsland 等人认为 AD 临床症状出现之前预测氧化

损伤的生物分子有助于诊断 AD，其中脂质过氧化在 AD的早期检测中最有希望，

需要注意的是 OS也是正常衰老的一部分，但高 OS可能是 AD的最早迹象之一，

诊断 AD还需要结合家族史和其他影像技术判断[18]。

而现代实验证明在 AD患者体内存在着较高水平的 OS[19]，Tramutola A等人

的研究中显示 AD 大脑的特征是蛋白质氧化升高，氧化还原蛋白质组学鉴定出

AD中的许多脑蛋白被氧化修饰[20]。且现代研究证实脂质、蛋白质或核酸的过氧

化及糖基化终产物水平升高与 AD相关，且病变主要发生在海马区、内嗅皮层[21]。
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AD患者的 Aβ沉积及 tau蛋白过度磷酸化与 OS关系紧密。

Aβ是由淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein,APP）水解产生，在 APP

水解时会产生大量的 ROS，而沉积的 Aβ又能造成细胞膜损伤，诱发 OS，继续

产生 ROS，使得细胞膜的不饱和脂肪酸发生过氧化，最终形成过氧化物质，如

丙二醛（Malondialdehyde,MDA），而MDA能进一步破坏膜蛋白功能，引起 APP

生成 Aβ，使 Aβ积累增加，二者互为循环，导致神经元受损[22]。

微管相关蛋白 tau与微管蛋白一起参与构成微管系统，微管系统是神经元的

骨架成分，参与多种细胞功能。大量 ROS能造成钙稳态失调，大量内流的钙离

子会过度激活钙离子依赖性蛋白激酶和钙调蛋白激酶，例如钙调磷酸酶能作用于

去磷酸化糖原合成酶激酶-3β，造成 tau的过度磷酸化[23]。而核 tau蛋白的某些位

点磷酸化，如苏氨酸-205位点磷酸化，可激活核 Ca2+/Ca MKⅣ/CREB通路，进

而加剧核 tau蛋白的磷酸化[24]。

2.3 Nrf2通路与 AD

核因子 NF-E2相关因子（Nuclear factor-erythroid 2-realted factor2,Nrf2）相关

通路是对抗 OS最重要的防御机制之一。在生理条件下，Nrf2蛋白受其细胞质抑

制剂 Kelch样环氧丙烷相关蛋白-1（Keap1）的调节，通路激活时，Nrf2 从细胞

质移动到细胞核，与抗氧化反应元件结合，调节Ⅱ相代谢酶、抗氧化酶等的转录

活性，包括了 NADPH、NQO1、HO-1、胆绿素还原酶、谷胱甘肽家族和硫氧还

蛋白系统，从而发挥抗氧化损伤作用[25-26]。

而在老年人与 AD 患者大脑中的 Nrf2及其调控的抗氧化酶都出现了表达下

调[27]。Osama Alsiddig等人认为 Nrf2 在维持细胞氧化还原稳态和调节炎症反应

中起重要作用，是治疗 AD的一匹黑马，激活 Nrf2 可能是一种新的 AD 治疗选

择[28]。现代实验研究也证实，通过调节 Nrf2通路能发挥对神经系统的保护作用。

Huang Teng-I等人通过总结 Pub Med、Clinical Key和 Cochrane 图书馆数据库中

2020年 6月前关于针灸、AD及氧化应激的文献，发现针灸能通过激活 Nrf2/ARE

通路增加内源性抗氧化酶活性且能减少 ROS的产生并抑制神经元细胞凋亡，表

现出显著的神经保护和抗氧化作用[29]。Zhang Xiaoying等人实验证明多杀菌素通

过激活 Nrf2/HO-1信号通路抑制 ROS和 Aβ1-42的产生，并减少有毒 Aβ1-42寡聚体

的形成[30]。Minna Oksanen等人证实激活 Nrf2可增强人类早老素 1突变的阿尔茨
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海默病星形胶质细胞的抗氧化防御能力并改善炎症和减少淀粉样蛋白分泌[31]。还

有一些研究分析了阿里红多糖、艾蒿、异落新妇苷等抑制氧化应激反应，认为其

可能机制是激活了 Nrf2 通路，达到改善 AD大鼠学习记忆能力，保护神经细胞

的目的[32-33]。

综上，激活 Nrf2信号途径，抑制氧化应激反应也许是治疗 AD 的有效方法

之一。

3 土家族医学对 AD的认识

3.1 土家族医学概述

土家族自称“毕兹卡”，长期居住在武陵山、大娄山、大巴山，以及贵州、

湖南、四川（重庆）和湖北省的交汇处，土家族医药源于实践，自成体系，民族

特色十分浓烈，千百年来为土家族人民及生活在一起的其他各族人民防病治病做

出了巨大的贡献。

土家族医学是以朴素唯物论来认识和探索人体的生理病理变化，特别重视自

然界各种变化对人的影响。土家医认为人与自然界的天、地、水三元对应，人之

所病，皆人体上中下三元阳不足，加上毒邪乘虚而入，故治则取保元气的培元补

元、保元纳元和赶毒的赶风赶气、赶水赶湿、赶火赶毒、排毒清毒。故土家族医

学以“天人合一”的整体观为认识基础，以自然界天、地、水,人体的上、中、

下“三元”立论[34]，也衍生了毒气学说。

三元学说起源于道教“三元”说，“三元”一词首先出现在北周末年的道教

典籍《无上秘要》[35]，土家医的三元论：认为人体的结构主要由身体的三元架构，

三元内脏和三元孔窍、身体外“筋、骨、肉”和身体内“气、血、精”组成。其

中，上元脏器包括脑、心、肺，三者共居上天，统摄人体气、血、神志，为三元

之首[36-37]。

毒气学说强调“毒气为百病之首，万恶之源”，认为毒邪为多种疾病的致病

因素。将毒气分为三类，即天毒、玍毒、蔫毒。因气候异常，瘟气流行引起的病

称为“天毒疾”；因机体代谢异常，产物代谢不能排出体外而致病的称为“玍毒

疾”；因接触、服用有毒动植物、矿物质而成疾的称为“蔫毒疾”。而天毒包括

风毒、寒毒、火毒、水毒、潮(湿）毒、热毒、瘟毒，玍毒包括气毒、血毒、痰

毒、脓毒、胎毒，蔫毒包括巴达毒、食毒、虫毒、草毒、尿毒、粪毒，共计 18
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种。毒气病总治法是：对抗降解法。依据总治法，提出了攻毒法、败毒法、赶毒

法、消毒法、排毒法等 12种具体治法[38]。

3.2 土家医对 AD病因病机的认识

土家医学中无 AD病名，对其症状描述多见于“脑（神）衰”“脑虚”“蒙

忘症”“脑筋不灵”。

脑虚主要为脑髓亏虚，出现脑鸣、失眠、健忘、精神差、神呆；脑筋不灵出

现思维障碍、呆笨。土家医认为神精是专供脑神之用物质，神精少而致神志改变，

出现失眠多梦、精神差、疲乏、注意力不集中、善忘、思维不灵等症状，而过度

用脑、思虑日久，暗耗神精也能导致神衰[39]。蒙忘症[27]的临床表现为头昏、忽

感意念不清，心神不宁，记不清事情，或早说晚忘，舌质淡、脉沉细或结代。土

家医认为其病机多为思虑伤脾，神疲失眠而成蒙忘；遗精早泄，阴虚阳弱，侵扰

上元而成蒙忘；或素先天不足，体弱神疲，又苦心劳作，易成蒙忘。由此提出当

补中元脾胃，滋下元肝肾，开上元脑窍。李志勇[25]认为“玍毒内生”为痴呆的病

机，内生的气、血、痰毒在体内堆积，滞留在上元心脑，致使脑筋不用，而成痴

呆。

综上，可知土家医认为痴呆病因包括：三元虚衰、情志、劳伤、玍毒四个因

素，其中三元虚衰和“玍毒内生”为主要原因，三元虚衰，功能失常，可以导致

气、血、痰毒等玍毒内生；玍毒内生也能阻碍三元正常功能，二者可以互为因果，

进而形成痴呆。

3.3 土家医学对 AD的研究进展

虽然土家医学还没有完整的治疗 AD的系统，但对土家医学治疗 AD的研究

已经开始逐渐出现。

3.3.1 单味药或单味药提取物治疗 AD

谌勤及刘翔宇实验发现，土家医特色药板桥党参能增加突触相关蛋白的表达

量及树突棘数量，改善神经元形态和发育情况，同时板桥党参可能通过抑制 PME

表达，提高海马组织中 PP2A活性；降低 T216-GSK-3β表达，抑制 GSK-3β活性，

进而达到改善 AD大鼠学习记忆能力[40-41]。

曾楚华等利用竹节参治疗 Aβ1-42造模形成的 AD模型大鼠，发现竹节参能提

高 AD大鼠 Drd-2的表达，下调 GFAP、TNF-α表达，抑制炎症反应[42]。
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徐娅丽发现鬼箭羽醇提取物对 AD大鼠能通过抗炎、抗氧化抑制和清除 Aβ

的生成，进而改善 AD大鼠的学习记忆能力[43]。

3.3.2 土家医方子治疗 AD

土家医习惯把药物方剂称为“方子”，包括独方子、小方子、大方子。独方

子是指由一种药物组成的方剂；小方子是指两种或者两种以上药物的组成的方剂，

而其品种少或量轻；品种多或量重的则为大方子[29]。

土家医将方子的药物组成归纳为“主”、“帮”、“客”、“信”四个要素，

其中“主”药是指对疾病起主要治疗作用，不可缺少的药物；“帮”药是指协助

主药治疗主病的的辅助药物，或是治疗兼病的药物；“客”药有两种含义，一指

克制主药的“过火”，一指治疗无关重要兼病的“客气”药；“信”药是指“药

引子”，其能引导药物直达病变部位。组方时要根据具体情况来决定四个要素的

配伍，一般来说，主药和信药不可缺少，而且主药量大，信药量少，但也没有刻

板规定[28]。

天珠散首载于《鄂西药物志》，由天珠、天麻组成，是典型的小方子。李志

勇等发现天珠散能改善 D-半乳糖拟痴呆小鼠的学习记忆功能，改善脑组织自由

基代谢情况，对海马区神经元起保护作用[44-45]。同时宋阔魁等利用天珠散治疗脑

供血不足引起的学习障碍，发现天珠散能减轻神经元的受损情况，促使神经递质

合成，以此改善学习记忆能力[46]。

补脑赶毒方由白三七、水菖蒲、岩泽兰三味药组成。实验证明，补脑赶毒方

能减少 AD大鼠 IL-1β、IL-6、TNF-α含量，上调 PI3K、p-AKT、p-P38蛋白表达，

下调 p-JNK和 p-ERK蛋白表达，即补脑赶毒方可能通过 PI3K/AKT和MAPK通

路，减轻炎症反应以达到保护 AD大鼠大脑功能的目的[47]。

3.3.3 补脑扶神方治疗 AD的理论依据

补脑扶神方由白三七、天麻、辣子七组成，在《土家族医药》、《实用土家

族医药》等多部著作中都有记载，是土家医治疗头部疾病的经验方，但文中未对

本方命名。而补脑扶神汤载于《群方集》，由白三七、天麻、白果组成，有补脑

血、扶神气之效，用于治疗神衰引起的脑虚头昏。

补脑扶神方中白三七滋补强壮、散瘀通络，为主药；天麻祛风逐痰，疏通脑

筋，为帮药；辣子七活血清热，止惊安神，为信药。白三七、天麻主帮相辅，增
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加疗效，辣子七具有配引性，它既有祛邪功效，也有引药上行的作用，全方攻补

兼施。

因此，参考补脑扶神汤的方药组成、疗效及方名，把白三七、天麻、辣子七

组成的经验方取名为补脑扶神方。

而随着社会的发展，研究人员对方中各组成药物都有一定的现代研究。

白三七：为五加科植物竹节参 Panax japonicus C.A.Mey.的根茎。《实用土家

族药物》载其：峻补三元，强腰壮骨，活血疗伤，赶风除湿，赶暑止渴等功效，

具备“南三七，北人参”之效；2015 版《中华人民共和国药典》上记载其具有

滋补强壮，散瘀止痛，止血祛痰的功效；《中药志》曰：“无虚无痰者不宜。”

强调本药补虚祛痰之力强。现代研究表明竹节参中化学成分类型主要为三萜皂苷

类、多糖类；药理活性研究表明这些成分具有抗溃疡、保肝、镇静抗惊厥、改善

神经网络功能、改善学习记忆、抗疲劳、降血脂、保护心脏、抗炎镇痛、抗肿瘤、

抗氧化活性等多种作用[48]。

天麻：为兰科植物天麻 Gastrodia elata Bl茎块。《药性论》载天麻能治“语

多恍惚，多惊失志”，《神农本草经》中描述其“久服益气力”，《日华子本草》

中记天麻能“助阳气”“补五劳七伤”“通血脉，开窍”，《本草新编》中记录

天麻能“祛外束之邪，逐内避之痰”。可见，前人认为天麻具有补益、逐痰开窍

的作用，而现代对天麻的研究越发深入，天麻的化学成分主要有酚类及其苷类、

有机酸类、多糖类、甾醇类等[49]。研究表明，天麻的主要成分天麻素可以通过调

节Wnt信号通路[50]、抑制氧化应激及炎症反应[51-52]、抑制β分泌酶进而减少 Aβ

的产生[53]、降低前额叶皮质甘丙肽受体 2（GalR2）表达[54]、上调 SIRT 1和 PGC-1

ɑ表达水平[55]等来保护神经，改善学习记忆障碍。

辣子七：为爵床科植物 Peristrophe japonica(Thunb.) Makino的全草，又名九

头狮子草。《实用土家族药物》记载其主要功效为：疗伤止痛，活血助孕，赶火

止惊，败毒消肿。《分类草药性》载其“清火。治咳嗽、气喘，吐血。”《贵阳

民间药草》言其能“祛风”、“清热”、“定惊”。《贵州民间方药集》中记载

“治小儿惊风。”《闽南民间草药》记录它的效用为“消肿”、“解毒”、“散

热”。《四川中药志》指出其能“清肺热，化痰。”《贵州草药》称其为“咳风

尘、晕病药”。可知，前人认为辣子七主要有清热活血、化痰、定惊之效，且多
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治上焦病变。九头狮子草主要成分是烷烃和甾醇类化合物，现代医学对其药理学

研究还不够完善，但也有实验证明其具有抗炎、化痰等作用。罗忠圣等实验发现

九头狮子草能降低小鼠耳廓、足跖肿胀度，显著降低炎性足前列腺素 E2的含量，

具有显著的抗炎作用[56]。梁冰等利用酚红排泄法发现九头狮子草的醇提取物能使

小鼠气管的酚红排出量增加，验证其具有祛痰的作用[57]
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实验研究

1 实验材料

1.1 实验动物

50只 2 月龄 SPF级雄性 SD大鼠，200g±20g，实验动物源自湖北省实验动

物研究中心，许可证号：SCXK(鄂)2020-0018。置于独立通风隔离笼具中，适应

性喂养一周，昼夜光线正常交替，温度与湿度适宜，给予适量的鼠粮和水，自由

饮食，2-3天换一次垫料，保持动物环境卫生。

1.2 实验药材

补脑扶神方：由白三七 30g、天麻 30g、辣子七 15g组成，白三七、天麻购

于湖北民族大学附属民大医院，辣子七购于同仁堂中药材批发店，经医学部李厚

聪老师鉴定为爵床科植物辣子七(九头狮子草)。

盐酸多奈哌齐片：购于湖北民族大学附属民大医院，厂家：浙江华海药业，

国药准字：H20183417，规格：5mg/片。

1.3 主要实验试剂

试剂 厂家

Aβ1-42 大连美仑

HE试剂盒 碧云天

尼氏染液 碧云天

SOD测定试剂盒 南京建成

GSH-Px测试盒 南京建成

H2O2测试盒 南京建成

MDA试剂盒 南京建成

SDS-PAGE凝胶快速配制试剂盒 大连美仑

Anti-NRF2 Rabbit pAb 万类生物

Rabbit Anti-KEAP1 Polyclonal Antibody 博奥森

Rabbit Anti-Heme Oxygenase 1 Polyclonal

Antibody

博奥森

Goat Anti-Rabbit IgG(H+L) JACKSON(美国)
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蛋白预染 marker THERMO(美国)

BCA蛋白浓度测定试剂盒 武汉科瑞

ECL超敏发光液 武汉科瑞

溴汾蓝 国药集团

2-巯基乙醇 西亚试剂

Ripa 裂解液 博奥龙

PMSF 碧云天

10×PBS 碧云天

中性树胶 力升实验器材

TRIS 金克隆

SDS BIO FROXX

脱脂奶粉 碧云天

BSA 蓝季科技

氯化钠 国药集团

丽春红染液 碧云天

无水乙醇 国药集团

甲醇 国药集团

PVDF膜 Millipore

4%多聚甲醛 Bio sharp

冰醋酸 福晨化学

水合氯醛 罗恩化学

吐温 20 国药集团

1.4主要实验仪器和设备

仪器名称 生产厂家

独立通风隔离笼具 冯氏设备厂

电子天平 上海精密

万用电炉 天津泰斯特

脑立体定位仪 Stoelting

5uL 微量进样针 上海高鸽
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Morris水迷宫系统 中国医学科学院研究所

振荡培养箱 博迅实业

-80℃超低温冷冻储存箱 美菱

卧式冷藏冷冻转换柜 海尔

旋涡混匀器 上海精科

单道移液枪 大龙兴创

优谱超纯水器 华圩科技

全自动制冰机 雪科

高速离心机 上海安亭

高速（冷冻）离心机 Eppendorf(德国)

数显三用恒温水浴箱 金坛市友联仪器研究所

振荡切片机 Leica（德国）

数字摄像显微镜 Nikon（日本）

变速可逆匀浆机 Glas-Col（美国）

超声破碎机 凡帝朗

全波长酶标仪 Thermo（美国）

通用电泳仪电源 Bio-Rad(上海)

小型垂直电泳槽 Bio-Rad(上海)

小型湿转槽 Bio-Rad(上海)

脱色摇床 其林贝尔

Image Quant LAS 4000成像系统 GE（美国）

2 实验方法

2.1 动物分组

50只大鼠随机分为空白组（control）、假手术组(sham)、模型组(AD)、补脑

扶神方组（AD+bnfsf）、多奈哌齐组(AD+dnpq)5组，每组各 10只，每周记录老

鼠体重。

2.2 造模药物制备

Aβ1-42工作液的配制：将 1mg的 Aβ1-42溶于 500uL的无菌生理盐水中，用封

口膜封口防止泄露，混匀离心后，将其置于 37℃温箱中孵育 7天，使其变成凝
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聚态的 Aβ1-42。孵育完成的 Aβ1-42可存于-20℃冰箱。注意在孵育过程和保存时避

光。

10%水合氯醛：先量取 20mL的 ddH2O，再称取 2g水合氯醛加入，置于旋

涡振荡混匀器上，充分混匀溶解。

过氧化氢溶液、马应龙痔疮膏分别购于河北建宁药业、马应龙药业；青霉素

钠、棉签、碘伏、0.9%的氯化钠溶液来自实验室。

2.3 造模方法

大鼠适应性喂养一周后，除空白组外，其余各组开始造模。

（1）术前准备：各组老鼠禁食 12小时，减少术后老鼠肠胀气发生概率；手

术器械提前清洗干净，高温消毒；微量进样针在使用前提前固定在脑立体定位仪

上，保持进样针与桌面垂直。

（2）麻醉：注射前需要对老鼠称重并记录，用 10%水合氯醛以 0.35mL/100g

的剂量进行腹腔注射。抓取过程中，实验员注意固定大鼠头部与身体，防止大鼠

挣扎咬伤手指；麻醉时，大鼠头低尾高位，注射器倾斜 30-60度进针，进入腹腔

时会有落空感，此时，回抽注射器，观察是否有出血，有出血则需退针，观察针

口出血情况，停止麻醉或者调整进针位置重新进针；无出血，则可缓慢推注药液。

麻醉约 3-5min后起效，用镊子或止血钳轻夹大鼠四肢，大鼠无反应则判断麻醉

成功。

（3）备皮与固定：麻醉完成，剃毛器剔掉大鼠头部毛发，露出手术部位。

随后，将大鼠固定于脑立体定位仪上，固定时大鼠头部与身体在同一水平且呈一

条直线。

（4）CA1定位：碘伏消毒手术区，实验员一手持镊子夹取手术区皮肤，一

手持手术剪，沿大鼠头部前正中线，两耳前，纵向剪开 1cm-1.5cm的手术切口，

分离筋膜，暴露前囟。也可用棉签蘸取过氧化氢溶液，用力擦拭，腐蚀筋膜以充

分暴露前囟。参考 Paxinos＆Watson大鼠脑立体定位图谱进行大鼠海马 CA1区定

位[58]，以前囟“十字缝”交叉点为原点，进样针针头垂直对准原点，移动定位仪

臂，定位在原点后 3mm，左右旁开 2.5mm处，并做好标记。

（5）钻孔及药物注射：用 20mL注射器针头钻孔，注意钻孔不时移开针头，

观察钻孔情况，避免钻孔太深伤及大脑，导致出血死亡。随后用微量进样器吸取
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5uL的 Aβ1-42，刺入深度 3.5mm，5分钟内缓慢推完药液并留针 5min，以防药液

未被完全吸收而随抽针而流出。另一侧同法。假手术组以相同方法用无菌生理盐

水造模。

（6）缝合与消毒：缝合伤口前，涂抹青霉素钠粉末，缝合伤口后，碘伏消

毒伤口，创口上涂抹痔疮膏，促进伤口愈合。

（7）术后：大鼠放置在铺好干净垫料的鼠笼中，同时用取暖器照射大鼠，

直到大鼠清醒。

2.4 药液制备与给药

补脑扶神方水煎液：参考课题组前期实验[59]，将所有药材浸入 6倍的水中，

浸泡 1小时后开始煎煮，先武火煮沸，维持 10分钟，后转文火煎煮 30分钟，之

后倒出药液，再次同法煎煮。纱布过滤，合并两次药液，静置过夜，取上清，次

日再浓缩定量至 242mL，可得到含生药 0.31g/mL的水煎液。水煎液可保存在 4℃

冰箱，保存时间不宜超过一周，每次灌胃前复温。

多奈哌齐混悬液：取一片 5mg盐酸多奈哌齐片，按人与动物剂量比值换算，

大鼠每日剂量为 0.045mg/100g。取一片药先用研钵研碎，再溶于 111mL纯水中，

加热搅拌，得到 0.045mg/mL的混悬液。密封 4℃保存，给药前复温，摇匀。

造模结束后，7天内要注意观察大鼠术后伤口愈合情况及基本情况，一切良

好则开始分组灌胃给药，补脑扶神方组给以补脑扶神方水煎液灌胃，多奈哌齐组

给以多奈哌齐悬浊液灌胃，假手术组与模型组给以 ddH2O灌胃，正常组则不给

以任何处理。灌胃剂量为 1mL/100g，大鼠每周称重，依体重调整灌胃剂量，灌

胃 4周。

2.5 Morris水迷宫行为学实验

灌胃最后一周，即第四周开始进行水迷宫实验。Morris水迷宫包括空间探索

与定位航行 2个实验。水迷宫装置由圆形水池、平台、摄像系统和计算机分析系

统组成。该实验需要两人操作，一人操作电脑系统，一人投放、捞取老鼠。实验

开始前，需要提前调试好设备及实验环境。包括依据电脑分析系统把水池分成四

个象限，确定平台位置（第三象限），以及剩下的各个象限边缘的中点，以此作

为动物的入水点；在房间四面墙上贴上指示性标志，以方便大鼠记忆；调试房间

光线，保证摄像系统能采集到大鼠的行动轨迹而大鼠看不见水面下的平台；调试
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水温，维持水温固定温度；将大鼠提前搬入实验房间，以习惯环境等。

2.5.1 定位航行实验

定位航行实验：提前往水池注满清水，清水超过平台 1-2cm，倒入墨汁，将

清水完全染黑，一是为了保证大鼠不能看见水面下的平台，二是为了使大鼠与墨

水形成反差，摄像系统能清晰采集图像。实验开始时，保持环境安静，随机从一、

二、四象限中挑选一个象限，由电脑操作人员倒数计时，倒数结束，另一人同时

从投入点位置，将大鼠面朝池壁，轻轻放下，让老鼠开始自由游泳，同时实验员

立刻蹲下，防止大鼠将实验员当做记忆点。电脑系统自动记录 60s内，大鼠第一

次到达平台的时间，即逃避潜伏期。若大鼠没能在 60s内找到平台，实验员用棍

子或其他物体将老鼠引到平台上，停留 10-15s，便于大鼠记忆平台位置及周围环

境，随后将大鼠捞起，放入笼中，用取暖器为大鼠取暖。一组老鼠完成一个象限

训练后，同法进行剩下的两个象限训练，即每只老鼠一天完成三次训练，该实验

持续 5天。

2.5.2 空间探索实验

空间探索实验结束后，休息一天，第二天开始进行空间探索实验，此时，除

撤掉水下平台以外，选择任一象限投入大鼠，操作方法同空间探索实验一样，但

只进行一次。此时记录大鼠 60s内第一次抵达平台时间及穿过原平台的次数。

2.6 灌流及取材

水迷宫行为学实验结束后，取材前一天大鼠禁食水 12小时以上，各组随机

挑选三只大鼠灌流，各组剩下 7只大鼠则进行取血、取海马。

灌流前需提前准备好灌流所需材料，包括手术器械、灌流器械、灌流冲洗液

（0.9%生理盐水）、灌流固定液（4%多聚甲醛）、做好标记的 50mL离心管等。

生理盐水配制方法：1000mL双蒸水中加入 9g氯化钠，充分搅拌溶解。

大鼠麻醉后，取仰卧位固定，先用手找到大鼠胸骨剑突位置，有齿镊提起其

下方皮肤，用手术剪剪开皮肤，剪断两侧肋骨，止血钳夹住胸骨，将其向上翻，

暴露胸腔，随后小心分离心脏上的包膜，使心脏及血管完全暴露。用止血钳轻轻

夹住心脏向下拉直，灌流针从心尖部位直插进主动脉，随后固定灌流针，注意进

入血管后，肉眼可见灌流针，此时动作要轻缓，防止针头刺破血管导致灌流失败。

灌流针插入主动脉后，完全打开输液管开关，快速灌注生理盐水，可见到右心耳
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迅速充盈，此时用有齿镊夹破右心耳，置换血液。置换血液时，可以轻按肝脏，

加快置换速度，同时不时用温水冲洗胸腔，使视野清晰，当灌注到肝脏变白或者

从心耳流出澄清液体时，冲洗完成。随后可以换成 4%多聚甲醛固定液固定，固

定时，灌流速度先快后慢，大鼠会出现四肢震颤，直到全身僵硬，尾巴僵直。灌

注完成后，取下大鼠，断头取脑，装入有 4%多聚甲醛溶液的 50mL离心管中，

于 4℃冰箱中再固定。

取血及取海马前，需要提前备好一次性采血针及采血管、好标记的 EP管、

冰袋、冰盒等。大鼠麻醉后，暴露心脏，采血针扎入心尖取血，大鼠大约可取得

4-5mL血。取血完成后，迅速断头，用手术剪剪开大鼠头部皮肤及筋膜，露出颅

骨，换用直止血钳小心分离颅骨直到脑组织完全暴露，过程中小心不要损伤脑组

织。随后用眼科镊将脑组织挑出，放在事先准备好的冰袋上，迅速分离海马，装

入 EP管，插入冰盒中。注意从断头到分离海马一定要迅速，防止海马降解。

全部大鼠采血完成后，用低温高速离心机在4℃环境下，3000r/min离心10min，

随后将血清倒出分装，冻存于-80℃冰箱待用。海马全部分离后，也存放在-80℃

冰箱。

2.7 补脑扶神方对 AD大鼠海马组织形态的影响

2.7.1 切片

参考文献[60]，脑组织固定 1周后进行振荡切片。切片前，提前备好 1×PBS

溶液（将 10×PBS与双蒸水以 1：9的比例配制，比如 100mL的 10×PBS+900mL

的双蒸水）、502胶水、刀片、毛笔、培养皿等。

将脑组织从固定液中取出，清水冲洗，滤纸擦干，提前用刀片对脑组织进行

的修样：切除小脑及大脑前端，切除大脑前端部分时，需小心薄切，微微暴露海

马即可停止。

启动机器，安装好刀片，把刀片调整到最高位置，将脑组织用 502胶水粘贴

在托盘中，稍暴露的海马一面朝上，倒入 1×PBS，液面刚好没过组织即可，调整

刀片高度，设置厚度为 25-30μm，振幅 0.8mm，以 0.6mm/s速度切片。切好后，

挑选有完整海马的脑组织捞出，放入盛有 PBS的培养皿中，4℃冰箱备用，但也

需尽快进行染色处理，以防组织变质。

2.7.2 染色
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染色前配制所需溶液：0.5%盐酸酒精：95.5mL的 70%无水乙醇中加入 0.5mL

浓盐酸；饱和碳酸锂溶液：称取 1g碳酸锂加入 78mL的双蒸水中，搅拌混匀；

70%、95%无水乙醇：用无水乙醇加不同量的双蒸水稀释即可。

将切好的脑组织从冰箱取出，载玻片一端倾斜插入 1×PBS中，用毛笔小心

引导到载玻片上，动作轻柔，防止损伤脑片，可以将两个脑片放在一个载玻片上。

再将脑片放至 60℃温箱中烘 5-10min。取出后室温放凉，放凉后开始染色。

HE染色：将放凉的脑片放置于苏木素染色液 5-10min，随后将脑片放于双

蒸水中，动作轻缓的摇晃清洗 2min，再将脑片放于盐酸酒精中分化，观察到脑

片颜色变红或变粉就可拿出再次水洗，分化时间大约在 15s左右，水洗完成后，

再放入碳酸锂溶液中返蓝数秒，观察到脑片颜色变蓝就可拿出再次水洗 2min，

再放入伊红染色液中 2min，随后水洗 2min，接着放入 95%无水乙醇中脱水两次，

每次 2min，然后二甲苯透明 2min，最后，中性树胶封片。注意封片过程中要避

免产生气泡，若产生的气泡影响后期采图，可以另外拿一张盖玻片在中性树胶凝

固前轻轻挤压盖玻片；中性树胶凝固之前，片子保持平放，以免树胶因重力移动。

尼氏染色：提前取出 5mL尼氏染液离心，取上清，以免沉淀物影响结果。

用移液枪将尼氏染液滴加数滴完全覆盖脑片，然后将脑片放置 37℃温箱孵育

5min，弃去染液，双蒸水冲洗数秒，接着脱水、透明、封片同 HE染色一样操作。

注意双蒸水冲洗时，不可直接冲洗脑片，应冲洗脑片周围，以流水带走多余染液；

封片后，仍需避光保存，防止褪色。

2.8 补脑扶神方对 AD模型大鼠血清及海马组织氧化应激的影响

2.8.1 样本处理

血清：解冻后取原液或稀释后测量；

海马匀浆液：将海马与生理盐水以 1:9的比例匀浆制备 10%匀浆样本。

具体方法如下：生理盐水预冷，提前准备好一个装满冰的小烧杯，玻璃匀浆

管插入烧杯中预冷，随后将海马与生理盐水依次放入匀浆管中，一手扶住匀浆管，

一手持烧杯，开始匀浆，上下匀浆数十次，随后转换匀浆方向，再次匀浆数十次

后结束匀浆，匀浆结束后，将匀浆液转移到 EP管中，离心机 3000r/min离心 10

分钟，取上清待测。

2.8.2 BCA蛋白测定法测定 10%海马组织蛋白浓度
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试剂盒组成：试剂 A、试剂 B、蛋白标准品（5mg/mL BSA）

溶液配制：BCA工作液：试剂 A与试剂 B以 50:1的比例充分混匀，需注意

工作液只能在室温稳定 24小时，所以工作液配制的量需要提前计算好，以免浪

费。0.5mg/mL蛋白标准品：从冰箱取出 5mg/mL蛋白标准品，待其完全溶解，

用稀释液稀释成 0.5mg/mL蛋白标准品，稀释液选用海马匀浆用的生理盐水，减

少实验误差。

具体操作方法如下：①设孔：96孔板上设标准品孔和样品孔，可用记号笔

在板边缘做上记号，以便加样，每孔重复 3次，最后计算取平均值，减少误差；

②标准孔加样：将 0，1，2，4，8，16，20uL 标准品加到标准孔中，没有 20uL

的孔用生理盐水补齐 20uL；③样品孔加样：样品孔先分别加入 10%海马组织 2uL，

随后加 18uL的生理盐水，补齐 20uL，此时海马组织浓度为 1%；④加工作液：

最后每一个孔都加入 BCA工作液 200uL；⑤孵育：将板放于 37℃温箱中，等待

30分钟。⑥测量及计算：设置波长 562nm，酶标仪测 OD值，根据绘制的标准

曲线计算海马样本蛋白含量。注意加样过程中同一步操作使用同一把移液枪，减

少误差，同时过程中要避免产生气泡，如果产生气泡，可用一次性注射器针头刺

破气泡。

2.8.3 大鼠海马组织与血清氧化应激指标检测

（1）大鼠海马组织与血清中过氧化氢（H2O2）测定

严格按照 H2O2试剂盒说明书操作，于 405nm处，1cm光径，测各管吸光度，

最后依说明书公式计算 H2O2含量。

(2) 大鼠海马组织与血清中超氧化物歧化酶（SOD）测定

按照 SOD试剂盒说明书进行检测，酶标仪 450nm处，测 OD值，按公式计

算 SOD含量。

(3) 大鼠海马组织与血清中谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）测定

按照 GSH-Px试剂盒说明书进行检测，最后准备一块 96孔板，取 250uL反

应液，酶标仪 405nm，测 OD值，按公式计算 GSH-Px含量。

(4) 大鼠海马组织与血清中丙二醛（MDA）测定

按照MDA试剂盒说明书进行检测，最后准备一块干净的 96孔板，取上清

200uL，酶标仪 532nm，测 OD值，按公式计算MDA含量。
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2.9 补脑扶神方对 AD模型大鼠海马 Nrf2、Keap1、HO-1表达的影响

2.9.1 蛋白样本的制备

制备所需试剂：100mM PMSF配制：将 PMSF晶体溶于 PMSF溶剂中，-2

0℃保存；4×buffer配制：称取 2.46g Tris，8g SDS，量取甘油 40mL，混合后加

40mL双蒸水，搅拌溶解，再用双蒸水定容到 100mL，用浓盐酸调整 PH值至 6.

8，室温保存。

将海马从冰箱取出，放入准备好的冰盒中，制备过程中尽量保证匀浆在冰上

进行。提前准备一个小烧杯，里面装满冰，将清洗干净的玻璃匀浆管插入烧杯中

预冷。对海马进行称重，小心夹入匀浆管中，做好记录，计算出所要添加的裂解

液、PMSF、4×buffer量。按照海马重量（mg）与组织裂解液(uL)1:9的比例加入

裂解液，例如海马重量为 40mg，裂解液为 360uL；按照 PMSF与裂解液 1:100

的比例加入 PMSF，即裂解液 360uL，加入的 PMSF为 3.6uL；4×buffer是裂解液

与 PMSF之和的 1/3，即 363.6/3=121.2uL。随后依次加入裂解液与 PMSF，一手

拿装冰的烧杯，一手握住匀浆管，启动匀浆机，上下研磨数十次，中间转变匀浆

机旋转方向，再次上下研磨数十次，保证组织充分裂解；一个组织匀浆完成后，

用移液枪吸取匀浆液，移入事先做好标记的 EP管，加入 4×buffer，插入冰盒中，

随后双蒸水清洗匀浆管与匀浆机的匀浆杆，滤纸擦干，同法继续匀浆。全部组织

匀浆完成后，100℃水煮 5分钟变性，随后离心机 6000r/min离心 5分钟，再进

行 60Hz超声 5分钟，注意超声时一个组织超声结束后，也要及时清洗超声机，

以免造成样本混杂污染。超声结束，海马匀浆液-20℃保存。

2.9.2 BCA蛋白含量测定

方法同 2.8.2。

2.9.3 Western Blot法检测蛋白表达

（1）WB所需溶液制备：

5×电泳液：甘氨酸 94g，SDS 5g，Tris 15.1g，搅拌溶于双蒸水定容至 1000mL；

1×电泳液：5×电泳液与双蒸水以 1:4的比例配制，例如取 200mL的 5×电泳

液，加 800mL双蒸水；

10×转膜液：1000mL双蒸水中加入 30.3g Tris 、151.1g甘氨酸，搅拌溶解；

1×转膜液：按 10×转膜液：双蒸水：甲醇溶液=1:7:2比例配制。
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10×TBS：氯化钠 80g、Tris 24.2g搅拌溶解于双蒸水中，最后定容至 500mL；

1×TBST：10×TBS 100mL和 900mL双蒸水混合，再加入 1.5mL吐温 20混

合均匀；

1×PBS：取 9倍的双蒸水稀释 10×PBS；

一抗稀释液：0.3g BSA充分溶解于 10mL 1×PBS，4℃保存；

二抗稀释液：0.15g BSA充分溶解于 10mL 1×PBS，4℃保存；

封闭液：5g脱脂奶粉加入到 100mL 1×PBS中，电磁搅拌器充分搅拌溶解，

配制成浓度为 5%的脱脂牛奶；

显影液：按照 A液与 B液 1:1的比例配制，现配现用，避光；

10%APS：取 SDS-PAGE凝胶试剂盒中的 APS 0.5g，溶于 5mL双蒸水中，

混合溶解，分装存于-20℃。

（2）海马样本制备

所需溶液制备：2%溴汾蓝混合溶液：称取 0.2g溴汾蓝加入 10mL无水乙醇，

混合溶解，制成 2%溴汾蓝溶液，再按照溴汾蓝溶液与 2-巯基乙醇 1:3的比例，

制成 2%溴汾蓝混合物，-20℃保存。

从-20℃中取出海马匀浆液、溴汾蓝混合物，依据 BCA法测定的蛋白浓度，

将海马匀浆液利用组织裂解液稀释至相同浓度，例如，测得蛋白浓度为

35ug/3.8uL，此时取 152uL的匀浆液，蛋白含量为 1400ug，加入 48uL裂解液，

得到 200uL稀释后的样本，此时样本浓度为 7ug/uL，同法取其他样本稀释，这

样在后面加样时，可以使得加样量一致，减少实验影响因素。随后将稀释后的样

本与溴汾蓝混合物按照 10:1的比例混匀，得到海马样本，-20℃保存。

（3）制胶

制胶前需清洗干净玻璃板、梳子晾干，备好制胶架，随后将玻璃板固定到制

胶架上，注意玻璃板左右、底部要对齐；随后灌注分离胶，一块胶灌注 5mL，

灌注完成后加双蒸水或异丙醇满至前玻璃板顶端，压平液面，静置 30-60分钟，

待分离胶与水层中间出现一条清晰的的分离线时，说明分离胶凝好，可倒掉双蒸

水或异丙醇；接着用滤纸小心擦干玻璃板内的剩余的液体，注意不要触及分离胶；

灌注浓缩胶至前玻璃板顶端，缓缓插入梳子，静置 10-20分钟，注意灌浓缩胶与

插梳子均需要避免气泡生成，以免加样孔形状不一或不完整。

10%分离胶配制如下：



湖北民族大学硕士学位论文

24

凝胶体积

（mL）

各组分体积（mL）

纯水 30%Acr-Bis

(29:1)

4×分离胶缓冲

液

10%APS TEMED

10 4.17 3.33 2.5 0.1 0.004

20 8.3 6.7 5 0.2 0.008

5%浓缩胶配制如下：

凝胶体积

（mL）

各组分体积（mL）

纯水 30%Acr-Bis

(29:1)

4×浓缩胶缓冲

液

10%APS TEMED

3 1.71 0.51 0.75 0.02 0.002

6 3.42 1.02 1.5 0.06 0.006

（4）加样及跑胶

将凝固好的凝胶取下，固定到电泳仪上，倒入 1×电泳液至刻度线，小心垂

直取出梳子，将制备好的海马样品从-20℃中取出，沸水水煮 5min，离心后加样；

每个加样孔加 5uL样品，最后一孔加入 2uL预染的Marker 以分辨蛋白分子量大

小。加样完成，设置浓缩胶电泳电压 80V，电泳时间依据Marker及蛋白条带跑

至分离胶的时间决定，一般在 10-15分钟内可结束浓缩胶电泳；设置分离胶电泳

120V，以Marker及蛋白条带跑至快出胶为限，跑胶时间大约 70分钟左右。

（5）转膜

在电泳时，提前裁好 PVDF膜，并在膜上做好标记，注意 PVDF膜使用前需

浸泡在甲醇中活化，准备好转印夹板、转印海绵、滤纸、胶铲、小镊子浸泡在

1×转膜液中。

电泳完成后，取下玻璃板放入 1×转膜液中，用胶铲小心分离玻璃板，让胶留

在玻璃板上，再依据Marker提示分子量，小心切下目的蛋白所在的胶体，过程

中小心不要损伤胶体，同时保持胶体湿润；将转印夹板黑色面向下，按顺序放置

海绵、滤纸、胶体、PVDF膜、滤纸、海绵，然后夹板夹紧，注意过程中海绵与

滤纸、滤纸与胶体、胶体与膜、膜与滤纸均要避免气泡产生以防目的蛋白转膜不

完整；将夹板放入转膜槽中，1×转膜液淹没至夹板顶部，注意转膜夹黑色面与转

膜槽黑色面对应，设置转膜电流 275mA，时间 90分钟。注意转膜时可用脸盆或
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其他容器盛满冰或冰袋，将转膜槽放入脸盆中，冰或冰袋包围覆盖转膜槽吸收转

膜时发出的热量。

（6）封闭

转膜完成，取下转膜夹，将 PVDF膜取下放入孵育盒中，倒入 5%脱脂牛奶，

摇床轻摇封闭 1小时。

（7）抗体孵育

提前配制好稀释后的一抗、二抗，β-actin配制比例为 1:10000，Nrf2、keap1、

HO-1均为 1:500-1000，二抗稀释比例为 1:10000，4℃保存。

封闭完成，弃去牛奶，PVDF膜用双蒸水清洗干净，配置好的一抗孵育相应

目的条带，保证条带完全浸在一抗中，4℃静置过夜。

一抗孵育完成，从 4℃冰箱中取出，摇床上中速摇动复温 30分钟，随后回

收一抗，用 1×TBST溶液于摇床上洗膜 10分钟，重复 3次，TBST洗完后再用

双蒸水清洗，直至没有泡沫。将二抗倒入孵育盒中，室温，摇床孵育 1小时后，

回收二抗，洗膜同一抗。

（8）显影

显影机器提前开启，降温至-20℃使用，降温期间配置好显影液。用移液枪

抽吸显影液滴加在膜上，显影液充分覆盖，室温孵育 1-2分钟，随后条带扫描显

影，文件保存为 tiff格式，image j软件分析条带灰度值结果。

3 统计学方法

应用统计软件 SPSS 22处理数据，数据资料用均数±标准差（ x±S）表示。

水迷宫定位航行实验数据为重复测量资料，采用重复测量设计资料的方差分析；

其他实验数据满足正态性与方差齐，采用单因素方差分析和 LSD法进行两两比

较；若方差不齐，采用 t’检验，若不符合正态性；则采用秩和检验进行分析。P<0.05

认为有统计学意义。结果图片由软件 Graph Pad Prism 8制作。

4 实验结果

4.1 补脑扶神方对 AD模型大鼠行为学影响

定位航行实验结果：连续训练 5天，可见各组大鼠寻找到平台的潜伏期逐渐

缩短，对平台位置产生记忆，尤其前三天潜伏期时间缩短较快，后两天趋势渐缓；

与 control、sham组相比，AD组大鼠上平台时间明显延长（P<0.01），游泳轨迹
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更为杂乱无序；与 AD 组相比，用药组大鼠潜伏期缩短，寻找平台的时间缩短

（P<0.05），在游泳过程中有寻找平台的倾向；与 AD+dnpq组相比，AD+bnfsf

组大鼠潜伏期延长，但结果无统计学意义（P>0.05）。具体情况见图 1，图 2。

空间探索实验结果：与 control、sham 组相比，AD 组大鼠第一次抵达平台

的时间延长（P<0.05），且穿越平台次数明显减少（P<0.01）；与 AD组相比，

各用药组首次抵达平台的时间缩短，穿过平台的次数增加（P<0.05），结果有统

计学意义；与 AD+dnpq组相比，AD+bnfsf组首次抵达平台稍长，穿越次数少于

AD+dnpq组，但结果无统计学意义（P>0.05）。具体情况见图 3。

图 1各组大鼠水迷宫轨迹图

（a：control组；b：sham组；c：AD组；d：AD+bnfsf组；e：AD+dnpq组）

Figure1 Water maze track of rats in each group

（a: Control group；b：sham；c：AD group； d：AD+ bnfsf group；4：AD+ DNPQ group）

图 2 逃避潜伏期趋势图
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Figure2 Escape Latency trend chart

图 3 空间探索实验结果

Figure3 The resuLts of space explore test

（Compared with control、sham Group，*P < 0.05；compared with Ad Group，#P<0.05)

4.2 补脑扶神方对 AD大鼠海马形态的影响

HE染色：光镜下可见 control组与 sham组，CA1区神经元染色均匀，排列

紧密整齐，神经元数目正常，神经元结构完整；与 control组和 sham组相比，

AD组 CA1区神经元染色不均，排列紊乱，神经元数目明显减少，神经元结构被

破坏；AD+bnfsf组 CA1区可见部分核深染，神经元间隙增大，神经元数目较

AD组增多，神经元结构欠完整；AD+dnpq组，可见较少细胞核深染，核固缩，

神经元排列整齐，稍疏松，神经元数目较 AD组增多，神经元结构基本完整。见

图 4。

图 4 各组大鼠 CA1区 HE染色
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(A：control组；B：sham组；C：AD组；D：AD+bnfsf组；E：AD+dnpq组)

Figure4 HE staining resuLts of hippo campus in each group rats

(A：Control group；B：sham group；C：AD group；D：AD+bnfsf group；E：AD+dnpq group)

尼氏染色：光镜下可见 control组与 sham组，CA1区神经细胞染色较深，分

布均匀，排列整齐，尼氏小体丰富；与 control 组与 sham 组相比，AD 组 CA1

区细胞染色颜色深浅不一，排列紊乱，尼氏小体数量减少；AD+bnfsf组 CA1区

可见颜色稍深，细胞间隙增大，尼氏小体数目较 AD 组增多；AD+dnpq 组，可

见染色均匀，神经细胞排列整齐，外层见细胞稍离散，尼氏小体丰富。见图 5。

图 5 各组大鼠 CA1区尼氏染色

(A：control组；B：sham组；C：AD组；D：AD+bnfsf组；E：AD+dnpq组)

Figure5 Nissl staining resuLts of hippo campus in each group rats

(A：Control group；B：sham group；C：AD group；D：AD+bnfsf group；E：AD+dnpq group)

4.3 补脑扶神方对 AD模型大鼠血清及海马组织氧化应激的影响

实验结果显示：血清中 sham组的H2O2、MDA含量较 control组稍增高，SOD、

GSH-Px降低，但无统计学意义（P>0.05）；与 control组、sham组相比，AD组

H2O2、MDA含量增高，SOD、GSH-Px含量下降（P<0.05）；与 AD组相比，

各用药组 H2O2、MDA含量下降，SOD、GSH-Px升高(P<0.05)，但用药组之间

无统计学差异。具体情况图 6。
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海马组织中，可见 AD组 H2O2、MDA含量最高，SOD、GSH-Px含量最低。

与 control组相比，sham组 H2O2、MDA含量稍升高，SOD、GSH-Px降低，但

无明显差异（P>0.05）；与 control组、sham组相比，AD组 H2O2、MDA含量

升高，SOD、GSH-Px升高(P<0.05)，结果有统计学意义；与 AD组相比，用药

组 H2O2、MDA含量下降，SOD、GSH-Px升高(P<0.05)，结果有统计学意义；

与 AD+dnpq组相比，AD+bnfsf组各项结果无统计学意义。具体情况见图 7。

图 6各组大鼠血清 H2O2、SOD、GSH-Px、MDA含量

（与 control、sham组相比，*P < 0.05；与 AD组相比，#P < 0.05）

Figure6 the contents of H2O2、SOD、GSH-Px、MDA in serum of rats in each group

（Compared with control group、sham group，* P <0.05；compared with AD Group，#P<0.05）

图 7 各组海马 H2O2、SOD、GSH-Px、MDA含量

（与 control、sham组相比，*P < 0.05；与 AD组相比，#P < 0.05）

Figure7 the contents of H2O2、SOD、GSH-Px、MDA in hippocampus of each group

（Compared with control group、sham group，* P <0.05；compared with AD Group，#P<0.05）

4.4 补脑扶神方对 AD模型大鼠海马 Nrf2、Keap1、HO-1表达的影响
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Western Blot法检测大鼠海马中Nrf2、Keap1、HO-1含量。结果可见，与 control

组相比，sham组 Nrf2、Keap1、HO-1蛋白表达结果无统计学意义（P>0.05）；

与 control组、sham组相比，AD组 Nrf2及 HO-1蛋白表达明显降低，keap1蛋

白表达上升(P<0.05)；与 AD组相比，各用药组 Nrf2、HO-1表达上升，Keap1

蛋白表达下降（P<0.05）；与 AD+dnpq组相比，AD+bnfsf组各项蛋白表达结果

无统计学差异(P>0.05)。具体见图 8，图 9。

图 8 各组海马 Nrf2、Keap1、HO-1蛋白的表达情况

（A：control组；B：sham组；C：AD组；D：AD+bnfsf组；E：AD+dnpq组）

Figure8 expression of Nrf2, Keap1 and HO-1 proteins in hippocampus of each group

（A：Control group；B：sham group；C：AD group；D：AD+bnfsf group；E：AD+dnpq

group）

图 9 各组海马 Nrf2、Keap1、HO-1蛋白相对表达情况

（与 control、sham组相比，*P < 0.05；与 AD组相比，#P < 0.05；）

Figure9 relative expression of Nrf2, Keap1 and HO-1 protein in hippocampus of each group

（Compared with control group、sham group，* P <0.05；compared with AD Group，#P<0.05）
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讨 论

1 Aβ1-42造模的科学性

1984年，GLENNER GG[61]等第一次发现 Aβ的氨基酸顺序与 SP中的淀粉样

物质为同系物，Aβ蛋白是由 APP通过α、β、γ分泌酶裂解生成 Aβ40和 Aβ42，Aβ

生成增多或清除减少均会造成其大量沉积[62]，Aβ的沉积主要发生在大脑的皮层

和海马区域，Aβ42的毒性强于 Aβ40，Aβ42有利于形成造成 AD特征的毒性致密

纤维状神经炎块斑[63-64]。而 Aβ过度沉积会引起胶质细胞产生炎症反应、增强氧

化应激、线粒体功能障碍、细胞凋亡以及胆碱神经元末梢异常等连锁反应[65]。

目前研究者多通过脑立体定位对单侧或双侧海马、侧脑室、基底前脑等部位

注射不同 Aβ片段制备 AD动物模型[70]，且注射 Aβ造模方法较为经典，运用广泛。

本次实验中，选择毒性最大的 Aβ1-42来建立 AD模型，其缺点为必须对动物

手术，对动物产生损伤，为避免手术带来的偏差，特设立假手术组与空白组进行

对照。而实验结果表明，Aβ1-42能损伤大鼠学习记忆能力，模型组的实验指标均

差于其余各组，由此判断成功建立 AD模型，且假手术组与空白组学习记忆能力、

实验指标均无统计学差异，由此排除了手术对实验的影响。

2 实验指标的合理性

2.1水迷宫检测大鼠学习记忆能力

Morris水迷宫由英国心理学家Morris设计，其原理是利用老鼠天生的厌水

性，驱动其寻找可以歇息的平台，用来评价动物的学习记忆能力，该法目前已经

成为评价 AD模型动物学习记忆能力的经典方法[66]。

本实验中，空间探索实验训练共计 5天，前三天训练时，大鼠寻找平台耗时

逐渐缩短，从第四天开始耗时明显缩短，可见经过前三天训练大鼠对水平台空间

位置的记忆已经形成，后两天加强了大鼠对水平台空间位置的学习记忆，促使大

鼠形成反射，即大鼠从各个象限进入水迷宫都能迅速寻找到水平台位置。定位航

行实验在空间探索实验结束后的第 2天进行，记录大鼠 60s内首次到达平台的时

间及穿越平台次数，以此判断大鼠的记忆能力。实验结果显示，模型组的逃避潜

伏期较空白组及假手术组明显延长，首次抵达平台耗时也长于空白组及假手术组，

穿越水平台次数少于空白组及假手术组，说明 Aβ1-42造模成功；而对比模型组，

各药组的逃避潜伏期缩短，提示补脑扶神方改善大鼠的学习记忆能力与多奈哌齐
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的效果相似。

2.2 病理切片观察 AD大鼠海马形态学改变

海马是记忆存储的主要部位，海马神经细胞受损对大鼠的学习记忆能力必然

产生影响。病理切片能直观看见大鼠海马神经细胞损伤情况。HE染色能对细胞

形态进行直接的观察，光镜下观察到对比正常组、假手术组，模型组大鼠细胞数

目减少，排列紊乱，细胞形态破坏严重，进一步证明，AD模型成功建立；而各

药物组的细胞形态优于模型组，提示补脑扶神方对海马 CA1区神经细胞具有一

定的保护作用，且效果与多奈哌齐组相似。

尼氏小体最早由 Nissl等人于 1892年发现，其主要分布于神经细胞质中，在

细胞突起中很少分布，故其被认为是神经元的特异性标志物，当神经细胞受到损

伤时，尼氏小体会出现溶解、消失[67]。但神经细胞损伤恢复时，尼氏小体也会再

次出现。而尼氏小体可以被尼氏染液染成不同程度的蓝紫色，可直观通过颜色深

浅来判断尼氏小体的受损情况。尼氏染色结果显示，对比正常组和假手术组，模

型组细胞染色浅，排列紊乱，尼氏小体数量明显减少，提示模型组神经元受损情

况严重；而经药物治疗后，细胞染色深，尼氏小体数量多，表明补脑扶神方对

AD模型大鼠的海马神经元有一定的保护作用。

2.3 氧化应激指标及 Nrf2信号通路相关蛋白选择

随着年龄的增长，体内 Nrf2呈现降低趋势，而在 AD患者脑组织中 Nrf2

的表达明显低于正常人[68]，Nrf2通路是经典的抗 OS通路，其能通过调控下游蛋

白调节机体氧化还原平衡，其中调控的蛋白包括抗氧化酶 SOD、GSH-Px、HO-1

等。HO-1是血红素降解的限速酶，HO-1能通过阻止游离血红素介入 OS以及与

其酶解产物 CO、胆红素一起发挥抗氧化的作用；SOD被认为是生物体中最重要

的酶之一，对机体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要的作用，其能将超氧自由基

转化为 H2O2和水，GSH-Px又可促使 H2O2转变为水，从而保护细胞免受 OS损

伤[69]。而 H2O2作为机体氧自由基之一，在现代研究中常用做造模剂建立细胞氧

化损伤模型，探讨药物的神经保护作用[70-72]。而MDA是氧化应激终产物中的一

种，是衡量机体氧化损伤的程度的常用指标，可以由MDA含量间接反映氧化损

伤程度。

实验通过Western Blot测定 Nrf2、Keap1、HO-1蛋白含量，试剂盒测定 H2O2、
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SOD、GSH-Px、MDA的含量，来对比各组抗氧化能力以及氧化损伤程度。实验

结果可见，模型组海马中 Keap1蛋白高表达，Nrf2、HO-1蛋白低表达；而经过

药物治疗的各组 Keap1蛋白含量降低，Nrf2、HO-1蛋白含量得到提高。模型组

大鼠血清和海马组织中 H2O2和 MDA 含量皆高于空白组与假手术组，SOD 与

GSH-Px 含量低于空白组与假手术组，提示模型组受到氧化损伤；而各药物组

OS指标结果皆优于模型组，表示补脑扶神方可能通过调节 Nrf2、Keap1的表达，

抑制 OS反应，减轻海马损伤程度。

综上，Aβ1-42可以成功造模 AD模型大鼠，造成 AD模型大鼠血清、海马组

织中抗氧化指标降低，氧化损伤指标升高，对海马神经元细胞产生了损伤，降低

大鼠学习记忆能力；而经补脑扶神方治疗后，造模大鼠血清、海马组织氧化损伤

程度降低，学习记忆能力提高，其可能机制是调控了 Nrf2信号通路。

从
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结 论

补脑扶神方能改善 AD大鼠学习记忆能力，对 AD大鼠海马神经细胞有一定

的保护作用，其机制可能与调节 Nrf2信号通路，抑制氧化应激反应有关。
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综 述

中医学治疗阿尔茨海默病的研究进展

阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease,AD)是痴呆最常见的一种类型，以认知功

能下降、精神症状和行为障碍、日常生活能力下降等为主要临床表现[1]。目前，

关于 AD的发病机制尚未完全明确，临床常用的西药以控制症状、延缓病情进展

为主，同时具有单一性且有一定的副作用。

而中医在 AD的治疗中具有独特优势，近年来对中医治疗 AD的研究越来越

多，本文从中医治疗 AD的治则治法及中医或中药治疗的 AD的研究进展进行综

述，为中医药治疗 AD的研究提供部分参考。

1 中医对 AD病因病机的认识

中医中并无 AD的病名，但其相关记载散见于“愚痴”、“健忘”、“癫证”

等病证中，依其症状归属于中医“痴呆”范畴。

中医学认为本病多因年老肾衰、禀赋不足、后天失养、七情内伤、久病邪留、

中风、外伤而致髓海渐空，元神失养；或邪扰清窍，神机失用而成痴呆。李晓[2]

认为 AD主要是心藏神、肾藏精功能失调而成痴呆，心不藏神，神失其位，形神

相离发为呆证；以及肾精不足，无以上荣脑窍，脑失濡养而发为痴呆；聂志玲[3]

认为肾虚为 AD 发病的根本原因，痰浊、瘀血为主要病理因素；杨玉芳[4]认为

AD基本病机总属肝肾亏虚，脏腑功能减退；黄立武[5]认为 AD 临床上多见脾肾

两亏证、髓海不足证，故 AD发病与脾肾关系极为密切；袁梦石[6]提出“天昧地

沼”观点，天为肾，地为脾，阳衰阴盛，二者功能失常，发为痴呆，且因女性

AD患者体质多见肝气郁结、肝血亏虚，也认为肝为 AD发病夙因。可见，本病

多虚实夹杂，当辨证治之。

2 痴呆的分期和治则治法

痴呆临床演变可分为平台期、波动期、下滑期三个分期，且交替出现[7]。

平台期多为虚证，一般病情稳定，其中虚证又各有侧重。常用七福饮滋补肝

肾，生髓养脑；还少丹温补脾肾，养元安神；归脾汤益气健脾，养血安神。

波动期多虚实夹杂，常见心肝火旺，痰瘀互阻，病情时轻时重。其中痰浊蒙

窍用洗心汤化痰开窍，养心安神；瘀阻脑络则用通窍活血汤活血化瘀，通窍醒神；
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心肝火旺则用天麻钩藤饮清心平肝，安神定志。

下滑期多因外感六淫、情志相激，或再发卒中等因素，而致使认知损害加重，

此时症候由虚转实，病情由波动转为恶化。方用黄连解毒汤合安宫牛黄丸清热解

毒，通络达邪。

本病虚证当健脾补肾以生髓，培补先后天精气，实证当化痰开窍，重在逐痰

化浊，活血化瘀，解毒通络。但病情变化多端，当随证治之。

3 单味中药及其提取物治疗 AD

3.1 人参及人参皂苷

人参是治疗痴呆的重要复方中的常用药物，其包含有多种成分，其中对其皂

苷类成分的研究居多，已有文献总结人参皂苷 Rg1、Rg2、Rg3、Rg5、Rb1、Rd、

Re以及人参皂苷代谢产物能起到抗 Aβ毒性、促进 Aβ降解、抗神经炎症、抗细

胞凋亡、抗氧化应激和调节神经递质等作用，继而改善学习记忆能力，防治 AD[8]。

3.2 当归及当归多糖

当归作为常用活血补血药，在治疗 AD的方剂中也常常出现，而现在也有实

验证明当归多糖可以通过促进 Aβ的代谢、调节神经递质、自由基代谢、炎症和

神经元凋亡的平衡来改善记忆障碍[9-10]。车敏等[11]的实验提示当归多糖可能通过

抑制内质网应激，减少神经细胞凋亡，从而发挥改善大鼠学习记忆能力的作用。

3.3 淫羊藿及淫羊藿苷

淫羊藿为传统补益药，《本草纲目》中记载，淫羊藿是“命门药”也，肾主

命门，淫羊藿具有补肾壮阳、延缓衰老的功效。实验证明，淫羊藿苷可以抑制小

胶质细胞、星型胶质细胞活化、抑制 JNK/P38 MAPK通路、还可能通过调控胰

岛素样生长因子-1受体和 G蛋白藕联雌激素受体减轻炎症反应[12-15]。

4 中药复方治疗 AD

近年来中医学将整体观和辨证论治的诊疗理念应用于临床实践，复方与科学

实验结合论证疗效的方法也大为施行。

马俊杰等[16]用龟鹿二仙胶治疗中医诊断为肾虚髓空证的病人，观察其疗效，

得出龟鹿二仙胶治疗 AD的疗效确切，且其还能改善患者血管周围间隙的结论。

任可乐等[17]以龟龄集治疗 AD，能明显改善认知功能障碍，保护脑组织海马结构，

调节 AD大鼠的整体代谢水平。姬令山等[18]证实地黄饮子可以抑制大鼠神经细胞
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凋亡和海马胶质细胞炎性反应。经典方剂当归芍药散的实验结果提示能其在减少

Aβ过度沉积、降低 Tau蛋白异常磷酸化水平、改善氧化应激损伤、抑制炎症反

应、调节神经递质、改善肠道菌群等方面均起到作用[19]。

5 针灸治疗 AD

起源于新石器时期的针灸疗法，在我国已有悠久的应用历史，而现代研究也

表明，针灸对痴呆具有显著的疗效。名老中医秦亮甫教授所创具有补髓聪脑、补

益肝肾、调督益智之功的秦氏“头八针”联合多奈哌齐来治疗 AD，主穴选用：

百会、印堂、头临泣（双侧）、率谷（双侧）、风池（双侧），结果证明针刺联

合多奈哌齐组有效率明显高于多奈哌齐组，能有效改善轻中度 AD患者的认知障

碍，提高患者生活质量[20-21]。徐子绚等[22]使用电针治疗 AD大鼠，选取全国知名

针灸专家孙国杰教授研究团队研究的“益肾通督法”法的配穴“百会”“肾俞”

来治疗，结果表明电针能改善 AD大鼠的学习记忆能力，其可能通过调控 GSK-3β

信号通路相关蛋白表达，抑制 Tau蛋白磷酸化来实现。马慧慧选取百会、大椎、

命门、肾俞、悬钟、太溪穴位，以温针灸疗法来治疗轻中度 AD，显示温针灸能

提高患者认知能力和日常生活能力[23]。

6其他疗法

除了单味药、方剂、针灸疗法治疗 AD，其他治疗方法也逐渐兴起。例如推

拿气功、五音疗法、膳食等。推拿是中医传统的康复手段，易艳兰[24]认为推拿对

早期的痴呆患者认知障碍有改善作用，且有研究表明对轻、中度痴呆的病人进行

手部按摩，短期内能有效降低整体激越行为的出现，且能明显减少对躯体的攻击

行为[25]。而五音疗法是以中医五行学说为核心，将宫、商、角、徵、羽五音分别

与阴阳、五行、五脏、五志相对应以调节身心的疗法。张绍华等实验发现辨证使

用五音疗法后，能显著改善 AD患者抑郁情绪，且患者血清 5-羟色胺能递质浓度

较前升高[26]。范彬歆统计发现，痴呆的饮食康复对不同证型也有相应的食疗方法，

但以顾护脾胃、以资元阳为核心，且以牛乳、粳米、芡实粥、参芪粥等甘温类食

物和药膳方为代表[27]。

7 结语

中医在治疗 AD上具有多靶点、多机制，毒副作用小的优势，但 AD起病不

易察觉，目前中医也只能缓解 AD的部分症状，且需辨证论治，故需努力挖掘祖
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国文化瑰宝，为治疗 AD提供更多思路。
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