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摘 要 目的：研究参蓉补脑胶囊对老年痴呆（AD）模型小鼠学习记忆能力的改善作用，并探讨其作用机制。方法：将72只小鼠

随机分为空白对照组（生理盐水）、模型组（生理盐水）、吡拉西坦片组（阳性对照，0.80 g/kg）和参蓉补脑胶囊高、中、低剂量组（1.92、

0.96、0.48 g/kg），每组12只；除空白对照组小鼠皮下注射等量生理盐水外，其余各组小鼠均每日皮下注射D-半乳糖（150 mg/kg）和

腹腔注射亚硝酸钠（50 mg/kg）复制AD小鼠模型；并于造模同时灌胃相应药物，每天1次，连续60 d。末次给药1 h后，设计水迷宫

实验测定小鼠逃避潜伏期和90 s内穿越平台位置的次数，苏木精-伊红（HE）染色后观察小鼠大脑皮层病理变化，并采用免疫组织

化学法检测小鼠大脑皮层肿瘤坏死因子α（TNF-α）、核转录因子кB p65（NF-кB p65）、磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）和磷酸化蛋白激酶

（Akt）蛋白的表达。结果：与空白对照组比较，模型组小鼠逃避潜伏期明显延长（P＜0.01），90 s 内穿越平台次数显著减少（P＜

0.01）；大脑皮层神经细胞明显损伤，完整神经细胞数显著减少（P＜0.01）；大脑皮层TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt蛋白表达水平显

著升高（P＜0.01）。与模型组比较，除参蓉补脑胶囊低剂量小鼠的逃避潜伏期和大脑皮层TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt蛋白表达

水平差异无统计学意义外（P＞0.05），其余各给药组小鼠上述指标均明显改善（P＜0.05或P＜0.01）。结论：参蓉补脑胶囊能改善

AD模型小鼠的学习记忆能力；其机制可能与其抑制小鼠大脑皮层TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt蛋白的表达，减轻炎症损伤有关。
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Improvement Effects of Shenrong Bunao Capsule on Learning and Memory Ability of Alzheimer’s Disease

Model Mice and Its Mechanism Study
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Second Affiliated Hospital of Guizhou University of TCM，Guiyang 550003，China；2.Basic Medical School，

Guizhou University of TCM，Guiyang 550025，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effect of Shenrong bunao capsule on learning and memory ability of

Alzheimer’s disease（AD）model mice，and to investigate its mechanism. METHODS：Totally 72 mice were randomly divided into

blank control group（normal saline），model group（normal saline），Piracetam tablets group（positive control，0.80 g/kg），Shenrong

bunao capsule high-dose，middle-dose and low-dose groups（1.92，0.96，0.48 g/kg），with 12 mice in each group. Except that blank

control group was given constant volume of normal saline subcutaneously. Other groups were given D-galactose （150 mg/kg）

subcutaneously and sodium nitrite（50 mg/kg）intraperitoneally every day to induce AD model. At the same time，they were given

relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 60 d. 1 h after last administration，Morris water maze test was used

to measure escape latency and times of crossing the platform within 90 s. HE staining was used to observe pathological changes of

cerebral cortex in mice. Immunohistochemistry was used to detect the expressions of TNF-α，NF-κB p65，PI3K and Akt in cerebral

cortex of mice. RESULTS：Compared with blank control group，escape latency was prolonged significantly（P＜0.01），and the

times of crossing the platform within 90 s was decreased significantly in model group（P＜0.01）. The neurons in cerebral cortex

was damaged obviously，and the number of intact neurons was decreased significantly （P＜0.01）. The protein expressions of

TNF-α，NF-κB p65，PI3K and Akt in cerebral cortex were increased significantly（P＜0.01）. Compared with model group，except

that there was no statistical significance in escape latency，protein expressions of TNF-α，NF-кB p65，PI3K and Akt in Shenrong

bunao capsule low-dose group （P＞0.05），above indexes of

other administration groups were improved significantly（P＜

0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Shenrong bunao capsule

can improve the learning and memory ability of AD model

mice，and its mechanism may be related to the inhibiting the

protein expressions of TNF-α，NF-κB p65，PI3K and Akt in

cerebral cortex region and relieving inflammation injury so as

to protect cranial nerve.
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老年痴呆症又称阿尔茨海默病（Alzheimer’s dis-

ease，AD），是发生在老年期及老年前期的一种原发性退

行性脑病，临床表现为记忆力减退和认知功能障碍。该

病的患病率在5％左右，并呈逐年上升趋势，且目前尚无

特效治疗药物[1]。参蓉补脑胶囊（曾用名为参茸补脑胶

囊、补脑Ⅰ号）是贵州中医药大学第二附属医院的医院

制剂（批准文号：黔药制字Z20170088），由人参、制远志、

石菖蒲等九味中药组成，具有补心肾、通络闭、开清窍、

心肾并调的功能，对治疗健忘、轻度认知功能障碍有较

好疗效[2]，其可能在AD治疗中具有潜在应用价值[3]。已

有研究表明，D-半乳糖联合亚硝酸钠诱导小鼠 60 d后，

可出现学习记忆能力降低等AD病样特征[4]。炎症作为

一个重要因素在AD的发生发展中起到了重要作用[5-6]，

而核转录因子кB（NF- κB）是炎症反应细胞传导通路的

始动因素之一，受到诸如肿瘤坏死因子α（TNF-α）、磷脂

酰肌醇 3-激酶（PI3K）/磷酸化蛋白激酶（Akt）的调节，与

AD发病具有重要关联[7-9]。鉴于此，本研究利用D-半乳

糖和亚硝酸钠联合诱导复制小鼠AD模型，研究参蓉补

脑胶囊对 AD 模型小鼠大脑皮层 TNF-α、NF-кB p65、

PI3K、Akt蛋白表达的影响，为初步阐明参蓉补脑胶囊通

过抑制炎症损伤治疗AD的作用机制提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

Morris水迷宫视频分析系统（深圳瑞沃德生命科技

有限公司）；RM2245 石蜡切片机（德国 Leica 公司）；

KD-BM包埋机（浙江金华科迪有限公司）；XSZ-HS3显

微镜（重庆光学仪器厂）；Image-Pro Plus 多功能真彩色

细胞图像分析管理系统（美国Media Cybernetics公司）。

1.2 药品与试剂

参蓉补脑胶囊（贵州中医药大学第二附属医院药学

部，批号：20170612，规格：每粒装 0.48 g）；吡拉西坦片

（宜昌人福药业有限责任公司，批号：20170203，规格：

0.4 g）；D-半乳糖（北京索莱宝科技有限公司，批号：

0902c052）；亚硝酸钠（四川金山制药有限公司，批号：

170801）；TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt兔抗小鼠多克隆

抗体（美国Abcam公司）；生物素化山羊抗兔免疫球蛋白

G（IgG）抗体（上海碧云天生物技术有限公司）。

1.3 动物

昆明种小鼠 72只，SPF级，♀♂各半，体质量（20±

2）g，由原中国人民解放军第三军医大学实验动物中心

提供[生产许可证号：SCXK（渝）2015-0003]。实验经贵

州中医药大学实验动物伦理委员会批准，伦理编号：

20170728。小鼠购入后饲以标准颗粒饲料，自由饮水，

♀♂小鼠分笼饲养（6只/笼），饲养于人工黑暗和光照交

替（12 h/12 h）、温度 22 ℃左右、湿度 50％左右的环境

中。所有小鼠的健康状态均良好。

2 方法
2.1 造模、分组与给药

参照文献[4，10-11]复制 AD 小鼠模型。将小鼠随

机分成空白对照组、模型组、吡拉西坦片组（0.80 g/kg，人

临床用量的 10倍）和参蓉补脑胶囊高、中、低剂量组

（1.92、0.96、0.48 g/kg，分别为临床人用量的 20、10、5

倍），每组12只。除空白对照组小鼠皮下注射等量生理

盐水，其余各组小鼠均皮下注射D-半乳糖（150 mg/kg）

和腹腔注射亚硝酸钠（50 mg/kg）复制AD小鼠模型，每

天1次。并于造模的同时，灌胃相应药物（0.2 mL/10 g），

连续给药60 d；正常对照组和模型组小鼠同法给予生理

盐水。

2.2 指标检测

2.2.1 Morris水迷宫实验测定小鼠的学习记忆能力 于

给药第 57 天时开始进行水迷宫预实验，每天检测 2次，

共检测 6次，每次检测 90 s，若小鼠 90 s未找到平台，将

其拿到平台上并停留 15 s。第 60天末次给药 1 h后，正

式检测并记录小鼠从入水到找到平台所需的时间（逃避

潜伏期，s）；6 h后撤除平台，观察并记录90 s内小鼠穿越

原平台位置的次数（穿越平台次数）。

2.2.2 苏木精-伊红（HE）染色观察小鼠大脑皮层病理学

变化 上述Morris水迷宫实验结束后，每组随机取 6只

小鼠（♀♂各半），腹腔注射水合氯醛麻醉，取大脑，置于

4％多聚甲醛固定48 h，常规组织脱水、透明、浸蜡、石蜡

包埋，制作多张石蜡切片（5 μm）。每只小鼠取一张石蜡

切片，经二甲苯脱蜡、酒精复水、苏木精染色、蒸馏水冲

洗、酒精固定、伊红复染、二甲苯透明后中性树胶封片。

每张HE染色切片在同一侧同一部位大脑皮层区拍照，

用 Imagepro Plus软件进行图像分析，观察神经细胞的形

态结构，并计数200倍视野内完整神经细胞的数目。

2.2.3 免疫组织化学法测定小鼠大脑皮层TNF-α、NF-

кB p65、PI3K、Akt蛋白表达 取“2.2.2”项下制备好的空

白石蜡切片，常规脱蜡，磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗，微波

抗原修复 20 min，PBS漂洗，过氧化氢处理，PBS再次漂

洗；滴加兔抗鼠TNF-α或NF-κB p65或PI3K或Akt抗体

（1 ∶ 100），暗湿盒 4 ℃孵育过夜；PBS漂洗，滴加生物素

化山羊抗兔 IgG抗体，室温孵育 20 min；滴加链霉素亲

和素-生物素复合物（SABC），室温孵育20 min，二喹啉甲

酸（DAB）显色，苏木精轻度复染，常规脱水、透明、中性

树胶封片，在 400倍光学显微镜下观察同一侧同一部位

大脑皮层区TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt阳性细胞，以神

经细胞质出现黄色或棕黄色颗粒为阳性表达。用 Image-

pro Plus软件进行图像分析，测定积分光密度（IOD）值。

2.3 统计学方法

采用SPSS 17.0统计学软件进行数据分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，方差

KEYWORDS Shenrong bunao capsule；Alzheimer’s disease model；NF-кB p65；PI3K；Akt；TNF-α；Mice
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齐者用 LSD 法进行比较，方差不齐者用 Games-Howell

法。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 小鼠Morris水迷宫实验测定结果

与空白对照组比较，模型组小鼠逃避潜伏期显著延

长（P＜0.01），90 s 内穿越平台次数显著减少（P＜

0.01）。与模型组比较，吡拉西坦片组和参蓉补脑胶囊

高、中剂量组小鼠逃避潜伏期显著缩短（P＜0.05），各给

药组小鼠90 s内穿越平台次数显著增加（P＜0.05或P＜

0.01），表明参蓉补脑胶囊具有改善AD模型小鼠学习记

忆障碍的作用。各组小鼠逃避潜伏期和 90 s内穿越平

台次数测定结果见表1。

表1 各组小鼠逃避潜伏期和90 s内穿越平台次数测定

结果（x±±s，n＝12）

Tab 1 Escape latency and the times of crossing the

platform within 90 s in each group（x±±s，n＝

12）

组别
空白对照组
模型组
吡拉西坦片组
参蓉补脑胶囊高剂量组
参蓉补脑胶囊中剂量组
参蓉补脑胶囊低剂量组

剂量，g/kg

0.80

1.92

0.96

0.48

逃避潜伏期，s

20.6±10.8

46.8±29.5＊＊

27.4±16.8#

27.7±22.9#

25.8±17.9#

36.1±28.1

90 s内穿越平台次数
8.2±2.3

4.8±2.2＊＊

7.1±2.6#

7.1±2.3##

6.8±2.5#

6.6±2.3#

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.2 小鼠大脑皮层病理学观察结果

空白对照组小鼠大脑皮层可见少量胶质细胞增生，

神经细胞形态结构完整；模型组小鼠大脑皮层可见较多

胶质细胞增生，神经细胞变性固缩，排列散乱，胞体皱

缩，完整神经细胞数较空白对照组明显减少（P＜0.01）；

吡拉西坦片组小鼠大脑皮层可见少量胶质细胞增生，有

少数变性固缩神经细胞，完整神经细胞较多；参蓉补脑

胶囊高剂量组小鼠大脑皮层可见少数胶质细胞增生，有

少数神经细胞变性固缩，完整神经细胞数较多，结果与

吡拉西坦片组相似；参蓉补脑胶囊中剂量组小鼠大脑皮

层病理情况与高剂量组相似；但参蓉补脑胶囊低剂量组

小鼠大脑皮层可见较多胶质细胞增生，较多神经细胞变

性固缩，完整神经细胞数比参蓉补脑胶囊中剂量组少。

各给药组与模型组比较，神经细胞变性固缩较少，结构

完整可辨的神经细胞数均显著增多（P＜0.05 或 P＜

0.01）。各组小鼠大脑皮层完整神经细胞数量测定结果

见表2、图1。

3.3 小鼠大脑皮层TNF-α、NF-кB p56、PI3K、Akt蛋白

表达测定结果

与空白对照组比较，模型组小鼠大脑皮层TNF-α、

NF-кB p65、PI3K、Akt 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.01）。与模型组比较，除参蓉补脑胶囊低剂量组外，其

图 1 各组小鼠大脑皮层病理损伤观察的HE染色图

（×200）

Fig 1 HE staining of pathological lesion of cerebral

cortex of mice in each group（×200）

参蓉补脑胶囊低剂量组参蓉补脑胶囊中剂量组

参蓉补脑胶囊高剂量组吡拉西坦片组

模型组空白对照组

表 2 各组小鼠大脑皮层完整神经细胞数量测定结果

（x±±s，n＝6）

Tab 2 The number of complete nerve cells in cerebral

cortex of mice in each group（x±±s，n＝6）

组别
空白对照组
模型组
吡拉西坦片组
参蓉补脑胶囊高剂量组
参蓉补脑胶囊中剂量组
参蓉补脑胶囊低剂量组

剂量，g/kg

0.80

1.92

0.96

0.48

完整神经细胞数，个/视野
72.2±8.4

33.4±12.8＊＊

55.2±8.3##

58.4±9.4##

53.5±12.9##

48.5±10.1#

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

··3223



China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 23 中国药房 2019年第30卷第23期

←

←

←

←

←

←

参蓉补脑胶囊低剂量组参蓉补脑胶囊中剂量组

参蓉补脑胶囊高剂量组吡拉西坦片组

模型组空白对照组

←

←

←
←

←

←

参蓉补脑胶囊低剂量组参蓉补脑胶囊中剂量组

参蓉补脑胶囊高剂量组吡拉西坦片组

模型组空白对照组

A. TNF-α B. NF-κB p65

注：箭头所指为阳性细胞
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图2 各组小鼠大脑皮层TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt蛋白表达测定的免疫组织化学图（×400）

Fig 2 Immunohistochemistry of protein expressions of TNF-α，NF-кB p65，PI3K and Akt in cerebral cortex of

mice in each group（×400）

余各给药组小鼠大脑皮层TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt

蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。各组

小鼠大脑皮层TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt蛋白表达水

平测定结果见图2、表3。

4 讨论
小鼠长期注射 D-半乳糖后造成自由基代谢紊乱，过

量的自由基攻击细胞膜中的不饱和脂肪酸形成脂质过

氧化物，破坏神经元细胞结构及功能，导致神经递质代

谢异常；而亚硝酸钠进入机体后，能与血红蛋白结合形

成高铁血红蛋白，使其携氧能力下降，引起脑组织缺血

缺氧，从而出现记忆障碍[12]。吡拉西坦片是一种经典的

脑代谢活化剂，能够增加脑血流量，促进代谢，增强脑部

左、右两半球间神经信息的传递，具有较强的抗脑缺氧

作用，可保护外源性伤害性刺激对大脑的损害，改善学

习和记忆能力，且具有显著抑制炎症反应的作用[13]，故

本研究以其为阳性对照药。

炎症作为一个独立的因素在神经退行性疾病的发

生发展中起到了重要作用[5]。有研究人员指出，炎症与

痴呆密切相关 [14-15]，药物可通过抑制炎症反应改善 AD

动物的学习记忆能力[11，13，16]。在AD的发展过程中，胶质

细胞产生大量的促炎因子（如TNF-α等）参与神经炎症，

如果炎症长时间得不到有效控制，会释放大量的有毒物

质，进一步损伤大脑，最终导致神经细胞的死亡，从而影

响患者的记忆力。NF-κB是炎症反应细胞传导通路的

始动因素之一，受到诸如TNF-α及PI3K/ Akt信号转导通

路的调节[7-9，17]。P13K/Akt 信号传导通路能调控神经元

存活，阻止神经元凋亡，促进老龄神经元突触再生[18-19]。

因此，在AD的治疗过程中有效控制炎症反应显得尤为

重要。故本研究针对小鼠大脑皮层 TNF-α、NF-κB、

PI3K、Akt蛋白表达，探讨了炎症与AD治疗的关系。

本研究结果表明，采用D-半乳糖和亚硝酸钠联合给

药成功复制了AD小鼠模型，模型小鼠学习记忆能力显
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续图2

Continued fig 2

著降低，大脑皮层神经细胞损伤明显，且大脑皮层

TNF-α、NF-κB、PI3K、Akt蛋白表达水平显著升高，说明

炎症损伤参与了 AD 的形成。参蓉补脑胶囊给药治疗
后，能够显著降低AD模型小鼠大脑皮层TNF-α、NF-κB、

PI3K、Akt蛋白表达水平，保护大脑皮层神经细胞，改善
AD模型小鼠的学习记忆能力。该研究结果为参蓉补脑
胶囊临床用于治疗AD提供了实验依据。

参考文献
[ 1 ] 胡以松.我国痴呆流行病学调查现况[J].内科理论与实

践，2015，10（2）：80-85.

[ 2 ] 况时祥，杨辉，刘琛，等.补脑Ⅰ号治疗老年人轻度认知功

能障碍临床观察[J].新中医，2011，43（8）：31-32．

[ 3 ] 杨辉，赵遍，况时祥，等.补脑Ⅰ号对轻度认知障碍老年患

者血浆蛋白影响的临床研究[J].贵阳中医学院学报，

2015，37（5）：39．

[ 4 ] 王培培.马齿苋酰胺生物碱标准化提取物和马齿苋酰胺

E抗老年性痴呆活性研究[D].济南：山东大学，2014.

[ 5 ] BOLOS M，PEREA JR，AVILA J. Alzheimer’s disease as

an inflammatory disease[J]. Biomol Concepts，2017，8

（1）：37-43.

表3 各组小鼠大脑皮层TNF-α、NF-кB p65、PI3K、Akt

蛋白表达水平测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 3 Protein expressions of TNF-α，NF-кB p65，PI3K

and Akt in cerebral cortex of mice in each

group（x±±s，n＝6）

组别

空白对照组
模型组
吡拉西坦片组
参蓉补脑胶囊高剂量组
参蓉补脑胶囊中剂量组
参蓉补脑胶囊低剂量组

剂量，
g/kg

0.80
1.92
0.96
0.48

IOD

TNF-α
23.8±13.5

103.2±26.8＊＊

62.3±16.5##

65.3±21.1#

71.6±18.5#

84.3±27.3

NF-κB p65
51.6±27.4

153.6±21.7＊＊

97.4±32.5##

94.6±25.8##

105.7±23.3##

128.2±31.7

PI3K
32.6±14.3
84.4±18.7＊＊

55.2±21.7##

51.6±16.5##

58.3±14.7#

65.4±27.4

Akt

15.7±8.2
57.3±12.3＊＊

34.5±9.2##

31.6±6.5##

38.3±14.2#

45.8±11.2

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01
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温阳解郁颗粒对抑郁模型大鼠行为学和血清中单胺类神经递质
水平的影响Δ
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摘 要 目的：研究温阳解郁颗粒的抗抑郁作用及可能机制。方法：将60只行为、体质量接近的大鼠随机分为空白对照组（蒸馏

水）、模型组（蒸馏水）、氟西汀阳性对照组（2.10 mg/kg）和温阳解郁颗粒低、中、高剂量组（1.89、3.78、7.56 g/kg），每组10只；灌胃给

药，每天 1次，连续 28 d。除空白对照组外，其余各组大鼠均在给药同时采用慢性不可预见性温和刺激配合孤养法复制抑郁模

型。在给药第0、7、14、21、28天，测定大鼠体质量变化，通过糖水偏好实验和旷场实验测定大鼠的糖水偏好率和4 min内行径总路

程、四角路程；末次给药1 h后，通过强迫游泳实验测定大鼠4 min内挣扎状态时间和漂浮状态时间，并采用高效液相色谱法测定大

鼠血清中5-羟色胺（5-HT）和多巴胺（DA）含量。结果：与空白对照组比较，模型组大鼠体质量（给药第7、14、21、28天）、糖水偏好

率（给药第14、21、28天）显著降低（P＜0.05或P＜0.01），4 min内行径总路程、四角路程（给药第21、28天）显著减少，4 min内挣扎

状态时间显著缩短、漂浮状态时间显著延长（P＜0.01），血清中5-HT、DA含量显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，温阳解郁颗粒

各剂量组大鼠体质量（低剂量组在给药第28天，中、高剂量组在给药第21、28天）和糖水偏好率（给药第28天）显著升高（P＜0.05

或P＜0.01），4 min内行径总路程、四角路程（给药第21、28天）显著增加（P＜0.01），4 min内挣扎状态的时间显著延长、漂浮状态时

间显著缩短（P＜0.01），血清中5-HT、DA含量显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。与氟西汀阳性对照组比较，温阳解郁颗粒各剂量组

大鼠上述指标差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论：温阳解郁颗粒对抑郁模型大鼠具有明显的抗抑郁作用，且其作用与氟西汀

相当；其机制可能与降低血清中5-HT、DA含量有关。
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