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阿尔茨海默病虚损瘀毒证小鼠模型的构建与评价
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［摘要］ 目的　采用多因素联合诱导的方式构建阿尔茨海默病 （AD） 虚损瘀毒证病证结合动物模型，并对

其进行评价。方法　将 24 只 2 月龄 SPF 级 C57BL/6J 小鼠随机分为空白对照组和角叉菜胶低 （0. 02%）、中

（0. 04%）、高 （0. 06%） 剂量组，每组 6只。采用角叉菜胶诱导血瘀模型，筛选角叉菜胶造模浓度。将 30只

5 月龄 APP/PS1 小鼠随机分为毒损组、气虚组、肾虚组、虚损组和虚损瘀毒组，每组 6 只，另以 6 只 5 月龄

C57BL/6J小鼠作为同窝对照组。利用睡眠剥夺、角叉菜胶和氢化可的松进行多因素联合诱导实验。气虚组、

虚损组和虚损瘀毒组小鼠通过睡眠剥夺诱导气虚；肾虚组、虚损组和虚损瘀毒组通过氢化可的松溶液灌胃诱

导肾虚；虚损瘀毒组通过角叉菜胶溶液腹腔注射以诱导血瘀。造模期间，每周观察并记录小鼠一般状态和体

质量；造模结束次日，利用抓力仪检测小鼠抓力指数，水迷宫实验检测小鼠行为学指标；行为学检测结束后

处死、取材，计算小鼠脾脏指数、肾脏指数、睾丸指数，尼氏染色观察小鼠海马组织形态，HE 染色观察主

动脉形态，免疫荧光法检测小鼠海马组织 β-淀粉样蛋白 1-42 （Aβ1-42） 沉积情况，ELISA法检测小鼠血清血

管黏附分子1（VCAM-1）、细胞间黏附分子1（ICAM-1）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素 6 （IL-6）、白

细胞介素 1β （IL-1β）、皮质醇、促肾上腺皮质激素 （ACTH） 水平，Western Blot法检测海马组织淀粉样前体

蛋白 （APP）、早老蛋白 1 （PS1）、β 位淀粉样蛋白前体蛋白切割酶 1 （BACE1） 蛋白表达。结果　筛选出

0. 06%浓度的角叉菜胶进行后续实验。多因素联合诱导实验结果显示，与同窝对照组比较，虚损瘀毒组小鼠

造模后体质量、抓力指数下降，平台停留时间缩短、穿越平台次数减少，脾脏指数、肾脏指数、睾丸指数下

降，海马组织 Aβ1-42 荧光表达量升高，血清 VCAM-1、TNF-α、IL-6、IL-1β、皮质醇水平升高，海马组织

APP、BACE1、PS1 蛋白表达升高 （P＜0. 05 或 P＜0. 01），海马区神经元出现损伤，细胞核固缩，尼氏体溶

解甚至消失。与毒损组、气虚组、肾虚组、虚损组比较，虚损瘀毒组更能全面反映阿尔茨海默病虚损瘀毒证

的病理改变。结论　通过睡眠剥夺、角叉菜胶和氢化可的松联合诱导的方式构建了 AD 虚损瘀毒证小鼠病证

结合模型，该模型具有气虚、肾虚、血瘀的证候特征。

［关键词］  阿尔茨海默病；虚损瘀毒证；动物模型；病证结合

随着我国人口老龄化加剧［1］，阿尔茨海默病

（AD）的患病率显著上升［2］。该疾病的病因与发病

机制尚未完全阐明，当前临床上仍缺乏有效的治疗

手段。AD 可归属于中医学“健忘”“呆病”等范

畴。王永炎院士创新性提出AD的“毒损脑络”病

机假说，指出本病的病机在于年高体虚、七情内

伤、脏腑功能失调、气血亏虚、肾精衰枯等内在虚

损，导致痰浊、瘀血等病理产物内生，蕴积日久，

化生毒邪，形成痰毒、瘀毒等内生浊毒，损伤脑

络，致神机失用，渐为痴呆［3］。另有研究［4］亦揭

示，脏腑虚损是AD的病理基础，虚损状态下易致

瘀血内生、毒邪内蕴，瘀毒互结进而蒙蔽清窍、损

伤脑络，推动AD疾病进展。β-淀粉样蛋白（Aβ）是

AD的特征性病理产物。其中，β-淀粉样蛋白 1-42
（Aβ1-42）和 β-淀粉样蛋白 25-35（Aβ25-35）等片段具

有很强的神经毒性，可归属为内生毒邪范畴［5］。

中医病证结合模型融合了中医的“病”“证”

两个核心概念。当前中医 AD 病证结合模型多采

用单因素或双因素联合的造模方式，如利用 D-半
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乳糖联合高脂饮食构建痰浊阻窍AD大鼠模型［6］，利

用高脂饮食联合冰水浴构建痰瘀互结 AD 小鼠模

型［7］，利用D-半乳糖联合海马注射Aβ25-35构建肾虚

AD 大鼠模型［8］。然而，上述模型不能体现 AD 复

杂的病理特征，难以精准反映虚损瘀毒的中医病

机。有研究显示，睡眠剥夺会干扰小鼠的生理节

律，进而诱导小鼠出现气虚表现［9］。氢化可的松属

于糖皮质激素，能够模拟肾虚状态下机体内激素水

平失衡等病理变化，因此常被用于肾虚证模型构

建［10］。角叉菜胶具有独特的化学性质和生物学效

应，在慢性血栓和血瘀造模方面应用广泛［11-12］。鉴

于此，本研究采用睡眠剥夺、氢化可的松和角叉菜

胶联合造模的方法，以疾病指标、组织病理学指

标、血清学指标进行模型评价，构建符合虚损瘀毒

中医病机的AD动物模型，为虚损瘀毒病机相关的

药物研发及药物作用机制研究提供可靠的实验载

体。本实验经过南京中医药大学附属医院动物伦理

委员会批准（伦理编号：2023DW-037-01）。

1　材料

1. 1　动物

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 24 只，体质量 22~
28 g，鼠龄 2 个月；SPF 级雄性 APP/PS1 小鼠 30 只

及 C57BL/6J 小鼠 6 只，体质量 25~35 g，鼠龄 5 个

月，均由杭州子源实验动物科技有限公司提供，实

验动物生产许可证号：SCXK （浙） 2019-0004，质

量合格证号：20240414Abb0105000912。实验小鼠

均饲养于中国药科大学动物实验中心 SPF 级动物

房，温度22~25 ℃，相对湿度40%~60%，光照12 h，
自由进食饮水。

1. 2　主要试剂和仪器

BCA蛋白定量试剂盒（批号：091823240308），

上海碧云天生物技术股份有限公司；肿瘤坏死因

子 α （TNF-α）、白细胞介素 6 （IL-6）、白细胞介素

1β （IL-1β）、血管细胞黏附分子 1 （VCAM-1）、细

胞间黏附分子 1 （ICAM-1）、皮质醇、促肾上腺皮

质 激 素 （ACTH） ELISA 试 剂 盒 （批 号 均 为 ：

202405），上海酶免生物科技有限公司；Aβ1-42抗体

（批号：14974S），美国CST公司；淀粉样前体蛋白

（APP，批号：00132908）、早老蛋白 1（PS1，批号：

00123281）、β-actin（批号：10038080）、山羊抗兔抗体

（批号： 20001011）、山羊抗小鼠抗体 （批号：

20001013），武汉三鹰生物技术有限公司；β 位淀

粉样蛋白前体蛋白切割酶 1 （BACE1，批号：

20230302），湖南艾方生物科技有限公司；尼氏染色

液、苏木素染液、伊红染液（批号分别为：CR2311045、
CR2409053、CR2410143），武汉赛维尔生物科技有

限公司。

XR-XS108 型睡眠剥夺仪、XR501 型大小鼠抓

力测定仪，上海欣软信息科技有限公司；Morris水
迷宫视频分析系统，北京众实迪创科技发展有限责

任公司；Donatello 型脱水机，意大利 DIAPATH 公

司； JB-P5 型包埋机，武汉俊杰电子有限公司；

RM2016 型病理切片机，上海徕卡仪器有限公司；

G6100 型正置荧光显微镜，日本 Nikon 公司；Pan⁃
noramic MID 型扫描仪，匈牙利 3DHISTECH 公司；

Tanon-4600型化学发光系统，上海天能生命科学有

限公司；EL10A型自动酶标仪，山东博科控股集团

有限公司。

1. 3　药物

分别称取 15 mg角叉菜胶（上海麦克林生化科

技股份有限公司，批号：C16292122） 溶于 75、
37. 5、25 ml的 0. 9%氯化钠注射液中，制备成浓度

0. 02%、0. 04%、0. 06% 的角叉菜胶溶液，保存于

4 ℃冰箱，使用前摇匀。氢化可的松注射液（5 mg/ml，
山东省芮城县红宝兽药有限责任公司，批号：

2023090701）。

2　方法

2. 1　角叉菜胶给药剂量的筛选

该造模方法中涉及多种因素，实验设计时采用

控制变量的原则，对造模因素进行了逐一探索。结

合角叉菜胶致慢性血瘀相关文献［13］，以C57BL/6J小
鼠 （APP/PS1 转基因小鼠的背景鼠） 作为研究对

象，探索角叉菜胶的有效干预剂量。利用随机数字

表将 24只 C57BL/6J小鼠随机分为空白对照组和角

叉菜胶低、中、高剂量组，每组6只。角叉菜胶低、

中、高剂量组小鼠分别予 0. 02%、0. 04%、0. 06%
角叉菜胶溶液腹腔注射，空白对照组小鼠予 0. 9%
氯化钠注射液腹腔注射，注射量均为 0. 1 ml/10 g，
每天1次，连续28天。

造模期间，记录小鼠的精神状态、毛发及活动

状态，每周记录小鼠体质量。造模结束次日，所有

小鼠眼球取血后处死，剥离主动脉，将主动脉置于

4% 多聚甲醛中固定 24 h 后，进行组织包埋切片，

用石蜡切片机将蜡块切成 3~4 μm 的薄片，用于形

态学检测；全血室温静置分层后，预冷离心机至

4 ℃，3500 r/min离心10 min（离心半径为16 cm），取
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血清，置于-20 ℃冰箱保存，用于血清 VCAM-1、
ICAM-1、TNF-α、IL-6 和 IL-1β 指标检测。依据上

述结果确定角叉菜胶致慢性血瘀的最佳剂量。

2. 2　多因素联合诱导AD模型

采用睡眠剥夺、氢化可的松和角叉菜胶联合造

模的方法，构建符合AD虚损瘀毒型小鼠模型。同

时，设立单一睡眠剥夺、单一氢化可的松灌胃以及

睡眠剥夺联合氢化可的松干预组别，以研究不同因

素对动物模型构建的影响。利用随机数字表将 30
只 APP/PS1 小鼠随机分为毒损组、气虚组、肾虚

组、虚损组和虚损瘀毒组，每组 6只。另选取 6只

C57BL/6J小鼠作为同窝对照组。适应性喂养 1周后

开始造模。其中，气虚组、虚损组和虚损瘀毒组小

鼠进行睡眠剥夺，每天 8~12 h，持续 28 天，以建

立气虚模型［14］；肾虚组、虚损组和虚损瘀毒组小

鼠，在造模后第 4 周开始予氢化可的松溶液灌胃，

浓度为 5 mg/kg，灌胃剂量为 0. 1 ml/10 g，隔日 1
次，共4次，以建立肾虚模型［15］，其余各组小鼠予

等量 0. 9%氯化钠注射液灌胃；虚损瘀毒组小鼠需

在睡眠剥夺干预的同时依据角叉菜胶给药剂量筛选

结果，给予最佳剂量的角叉菜胶溶液腹腔注射，其

余各组小鼠予等量 0. 9% 氯化钠注射液腹腔注射，

注射剂量为0. 1 ml/10 g，每天1次，连续28天。

2. 3　观察指标和方法

造模结束次日，所有小鼠进行抓力指数和行为

学检测；行为学检测完成后，眼球取血后脱颈椎处

死。利用随机数字表，从每组中选取 3只小鼠，冰

上分离脑组织，置于 4% 多聚甲醛中固定 24 h 后，

进行石蜡包埋，用石蜡切片机将蜡块切成 3~4 μm
的薄片，用于形态学和免疫组化检测；每组剩余 3
只小鼠分离脑组织，剥离双侧海马，液氮速冻后保

存于-80 ℃冰箱，用于 Western Blot 检测。此外，

取所有小鼠的脾脏、肾脏和睾丸，称取质量，用

于计算脏器指数；全血室温静置 2 h 后，预冷离

心机至 4 ℃，3500 r/min 离心 10 min （离心半径为

16 cm），取血清，置于-20 ℃冰箱保存，用于血清

指标检测。

根据病证结合模型的建立标准［16］，以小鼠活

动情况、抓力指数和脾脏指数作为气虚的评价指

标，以肾脏、睾丸指数及血清皮质醇、ACTH水平

作为肾虚的评价指标，以主动脉形态、血清中的黏

附分子（VCAM-1、ICAM-1）和炎症因子（TNF-α、

IL-6、IL-1β） 水平作为血瘀的评价指标，以炎症

因子水平、海马组织Aβ1-42沉积情况和Aβ生成相关

蛋白 （APP、BACE1、PS1） 表达作为毒的评价指

标，以学习记忆能力检测和脑组织形态作为AD动

物模型的一般评价指标，评价AD虚损瘀毒证小鼠

模型。

2. 3. 1　一般状态及体质量　实验过程中，观察小

鼠的精神状态、毛发及活动状态，每周记录小鼠体

质量。

2. 3. 2　抓力指数　将小鼠放在抓力测定仪上，拉

住鼠尾向后拉，重复 3次，计算 3次抓力指数的平

均值。

2. 3. 3　行为学检测　利用水迷宫实验检测小鼠学

习记忆能力。检测前将小鼠提前放置于实验房间并

让小鼠自由游泳，以减少应激。水迷宫实验分为定

位航行和空间探索两个阶段。定位航行阶段为期 5
天，固定平台并将其隐藏于水下，将小鼠从 4个不

同位置放入水中，记录小鼠找到平台的时间；定位

航行实验结束次日，进行空间探索实验，撤去平

台，记录1 min内小鼠穿越平台次数和平台停留时间。

2. 3. 4　脏器指数　分别称取脾脏、双侧肾脏、双

侧睾丸的湿重及小鼠体质量，计算脾脏指数、肾脏

指数、睾丸指数。脾脏（肾脏或睾丸）指数（%）=
脾脏（双侧肾脏或双侧睾丸）质量（g） ÷小鼠体质

量（g） ×100%。

2. 3. 5　尼氏染色观察海马组织形态　取出制备好

的脑组织石蜡切片，依次进行脱蜡、水化等步骤，

用尼氏染色液进行染色。染色完成后，对切片进行

脱水、透明处理、封片固定后，置于显微镜下观察

脑组织形态。

2. 3. 6　HE染色观察主动脉形态　取出制备好的主

动脉石蜡切片，依次进行脱蜡、水化等步骤，依次

用苏木素染色液、伊红染色液进行染色。染色完成

后，对切片进行脱水、透明处理、封片固定后，置

于显微镜下观察主动脉形态。

2. 3. 7　免疫荧光法检测海马组织 Aβ1-42 沉积情况　

　取出制备好的脑组织石蜡切片，依次进行抗原修

复、细胞膜通透处理、封闭非特异性结合位点、一

抗孵育（Aβ1-42，按1∶200稀释）、二抗孵育（按1∶
1000稀释）、细胞核染色、封片。最后在荧光显微

镜下观察海马组织 Aβ1-42 沉积情况，利用 Image J 
1. 53对图像进行平均荧光强度分析。

2. 3. 8　 ELISA 法 检 测 血 清 VCAM-1、 ICAM-1、

TNF-α、IL-6、IL-1β、皮质醇、ACTH 水平　根据

ELISA试剂盒说明书步骤进行，通过酶标仪检测吸

光度，根据对应标准曲线，计算出小鼠血清VCAM-1、
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ICAM-1、TNF-α、IL-6、IL-1β、皮质醇、ACTH水平。

2. 3. 9　Western Blot法检测海马组织APP、BACE1、
PS1蛋白水平　从-80 ℃冰箱取出海马组织，每0. 2 g
组织中加入 1 ml组织裂解液研磨、4 ℃、12 000 pm
离心 20 min （离心半径为 10. 8 cm），收集上清，加

入适量的蛋白上样缓冲液，置于95 ℃煮蛋白10 min
使蛋白变性。将煮好的蛋白加入凝胶电泳，依次进

行电泳、转膜、封闭、一抗孵育 （APP、BACE1、
PS1均按 1∶1000稀释）、二抗孵育（按 1∶8000稀

释）和曝光，最后利用 Image J 1. 53t对曝光后的图

像进行灰度值分析。

2. 4　统计学方法

使用 SPSS 26. 0 和 Graph Pad Prism 8. 4. 3 软件

进行统计分析。符合正态分布的数据采用均数±标
准差（x̄±s）表示，不符合正态分布的数据以中位

数（四分位数）［M （P25，P75）］表示。符合正态

分布且方差齐的数据多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用LSD检验，符合正态分布，方差

不齐时用Dunnett's t检验；不符合正态分布的多组

间比较采用 Kruskal-Wallis 检验，两两比较采用

Mann-Whitney U检验。以P＜0. 05为差异具有统计学

意义。

3　结果

3. 1　角叉菜胶干预剂量筛选结果

3. 1. 1　各组小鼠一般状况和体质量比较　空白对

照组小鼠活动正常，精神状态良好；与空白对照组

比较，角叉菜胶低、中、高剂量组小鼠活动尚可，

精神一般。表 1示，与本组造模前比较，空白对照

组小鼠造模后体质量升高，角叉菜胶高剂量组小鼠

造模后体质量降低（P＜0. 05或P＜0. 01）；与空白

对照组造模后比较，角叉菜胶中、高剂量组小鼠造

模后体质量降低（P＜0. 01）。

3. 1. 2　各组小鼠主动脉形态比较　图 1 示，空白

对照组小鼠主动脉内皮细胞排列整齐，细胞核呈圆

形或卵圆形，染色质着色均匀；与空白对照组比

较，角叉菜胶低、中剂量组小鼠主动脉形态未见明

显差异，角叉菜胶高剂量组小鼠主动脉可见轻微的

血管内皮细胞排列紊乱，细胞核变形，部分可见血

管壁增厚，有轻微损伤。

3. 1. 3　各组小鼠血清 VCAM-1、 ICAM-1 水平比

较　表 2 示，与空白对照组比较，角叉菜胶低、

中、高剂量组小鼠血清VCAM-1水平升高，角叉菜

胶高剂量组小鼠血清 ICAM-1 水平升高 （P＜0. 05
或 P＜0. 01）。角叉菜胶低、中、高剂量组小鼠血

清VCAM-1、ICAM-1水平比较，差异无统计学意义

（P＞0. 05）。

表 1　各组小鼠造模前后体质量比较

Table 1　Comparison of body weight in mice from each group 
at different time points ［g，x̄±s/M （P25，P75）］

组别

空白对照组

角叉菜胶低剂量组

角叉菜胶中剂量组

角叉菜胶高剂量组

鼠数

6
6
6
6

造模前

24. 00±0. 89
24. 50（24. 00，25. 00）

24. 29±0. 95
25. 00（23. 75，25. 00）

造模后

26. 67±1. 21 a）

25. 67±1. 21
23. 00±0. 82 b）

21. 43±1. 51 b）  c）

注：a）与本组造模前比较，P＜0. 05；b）与空白对照组造模

后比较，P＜0. 01；c）与本组造模前比较，P＜0. 01。

表 2　各组小鼠血清VCAM-1、ICAM-1水平比较

Table 2　Comparison of serum VCAM-1，ICAM-1 levels 
in mice from each group （x̄±s）

组别

空白对照组

角叉菜胶低剂量组

角叉菜胶中剂量组

角叉菜胶高剂量组

鼠数

6
6
6
6

VCAM-1/μg·L-1

67. 70±13. 89
108. 44±25. 41 a）

108. 32±22. 70 a）

124. 21±11. 80 b）

ICAM-1/ng·L-1

95. 21±6. 40
104. 07±11. 23
113. 29±19. 14
123. 68±14. 98 a）

注：VCAM-1，血管细胞黏附分子1；ICAM-1，细胞间黏附分子1。
a）与空白对照组比较，P＜0. 05；b）与空白对照组比较，P＜0. 01。

注：黑色箭头示血管壁增厚、内皮细胞排列紊乱。

图 1　各组小鼠主动脉形态比较（HE染色）

Figure 1　Comparison of aortic pathology in mice from each group （HE staining）
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3. 1. 4　各组小鼠血清炎症因子水平比较　表 3示，

各组间 TNF-α水平比较差异均无统计学意义（P＞
0. 05）。与空白对照组比较，角叉菜胶高剂量组血

清 IL-6和 IL-1β水平升高（P＜0. 01）；与角叉菜胶

中剂量组相比，角叉菜胶高剂量组血清 IL-1β水平

升高 （P＜0. 05）。角叉菜胶各剂量组之间 IL-6 水

平比较差异均无统计学意义（P＞0. 05）。

上述研究观察了不同浓度的角叉菜胶对小鼠体

质量、主动脉形态、血清黏附因子以及炎症因子的

影响，结果显示，与空白对照组比较，角叉菜胶低

剂量组和角叉菜胶中剂量组主动脉形态未见明显差

异，血清 ICAM-1、TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平差异

无统计学意义 （P＞0. 05）；角叉菜胶高剂量组主

动脉出现血管内皮细胞排列紊乱、细胞核变形、血

管壁增厚等病理表现，体质量降低、血清VCAM-1、
ICAM-1、 IL-6 和 IL-1β 水平升高 （P＜0. 05 或 P＜
0. 01）。因此，后续实验选择角叉菜胶高剂量作为

干预剂量进行血瘀诱导。

3. 2　多因素联合诱导AD模型的造模结果

3. 2. 1　各组小鼠一般状态及体质量比较　同窝对

照组和毒损组小鼠精神状态良好，毛发光泽，活动

正常；气虚组、肾虚组、虚损组小鼠精神一般，活

动减少，毛发欠光泽；虚损瘀毒组小鼠精神欠佳，

活动减少，毛发杂乱。表 4示，与本组造模前、同

窝对照组造模后比较，虚损瘀毒组小鼠造模后体质

量均降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。

3. 2. 2　各组小鼠抓力指数比较　表 5 示，与同窝

对照组和毒损组比较，气虚组、肾虚组、虚损组、

虚损瘀毒组小鼠抓力指数均降低（P＜0. 01）。

3. 2. 3　各组小鼠学习记忆能力比较　表6示，各组

小鼠逃避潜伏期比较差异无统计学意义（P＞0. 05）。
与同窝对照组比较，气虚组、虚损组和虚损瘀毒组

小鼠平台停留时间缩短，气虚组、肾虚组和虚损瘀

毒组小鼠穿越平台次数减少（P＜0. 05或P＜0. 01）；
与毒损组比较，虚损瘀毒组小鼠平台停留时间缩

短、穿越平台次数减少（P＜0. 05或P＜0. 01）。
3. 2. 4　各组小鼠脏器指数比较　表 7 示，与同窝

对照组比较，气虚组、肾虚组、虚损组和虚损瘀毒

组小鼠脾脏指数、肾脏指数降低，肾虚组、虚损组

和虚损瘀毒组小鼠睾丸指数降低（P＜0. 05 或 P＜
0. 01）；与毒损组比较，肾虚组、虚损组和虚损瘀

毒组小鼠脾脏指数降低，气虚组、肾虚组、虚损组

和虚损瘀毒组小鼠肾脏指数降低（P＜0. 05 或 P＜ 
 0. 01）。

3. 2. 5　各组小鼠海马组织 Aβ1-42 沉积比较　表 8
示，与同窝对照组和毒损组比较，肾虚组、虚损组

和虚损瘀毒组小鼠海马组织 Aβ1-42荧光表达量升高

（P＜0. 01）。各组小鼠海马组织 Aβ1-42蛋白荧光图

见图2。

表 3　各组小鼠血清炎症因子水平比较

Table 3　Comparison of serum inflammatory factor levels in mice from each group ［ng/L，x̄±s/M （P25，P75）］

组别

空白对照组

角叉菜胶低剂量组

角叉菜胶中剂量组

角叉菜胶高剂量组

鼠数

6
6
6
6

TNF-α
542. 80±47. 13
569. 67±64. 44
609. 75±66. 93
618. 41±88. 57

IL-6
49. 28（47. 33，52. 27）

49. 45±1. 85
51. 82±5. 67
57. 39±3. 39 a）

IL-1β
42. 64±1. 41
45. 41±2. 37
43. 68±2. 62
48. 41±1. 23 a） b）

注：TNF-α，肿瘤坏死因子α；IL-6，白细胞介素6；IL-1β，白细胞介素1β。

a）与空白对照组比较，P＜0. 01；b）与角叉菜胶中剂量组比较，P＜0. 05。

表 4　各组小鼠造模前后体质量比较

Table 4　Comparison of body weight in mice from each group
（g，x̄±s）

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

6
6
6
6
6
6

造模前

34. 33±1. 63
32. 17±3. 76
30. 67±2. 80
33. 17±3. 37
34. 00±2. 19
32. 00±1. 26

造模后

32. 17±2. 40
30. 33±2. 58
32. 00±2. 28
28. 50±1. 52
31. 17±2. 64
27. 83±1. 47 a）  b）

注：a）与本组造模前比较，P＜0. 01；b）与同窝对照组造模

后比较，P＜0. 05。

表 5　各组小鼠抓力指数比较

Table 5　Comparison of grip index in mice from each group
（gf，x̄±s）

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

6
6
6
6
6
6

抓力指数

290. 20±14. 18
271. 00±7. 58
232. 47±14. 11 a）  b）

196. 64±6. 01 a）  b）

218. 31±12. 57 a）  b）

199. 36±17. 44 a）  b）

注：a）与同窝对照组比较，P＜0. 01；b）与毒损组比较，P＜

0. 01。
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3. 2. 6　各组小鼠海马组织形态尼氏染色结果比

较　图 3示，同窝对照组和毒损组小鼠海马区神经

元排列紧密，形态完整，尼氏体染色清晰。与同窝

对照组和毒损组比较，气虚组、肾虚组、虚损组和

虚损瘀毒组海马区神经元出现损伤，排列疏松，形

态欠规则，细胞核固缩，尼氏体溶解甚至消失。

3. 2. 7　各组小鼠血清 VCAM-1、 ICAM-1 水平比

较　表 9示，与同窝对照组和毒损组比较，虚损组

和虚损瘀毒组小鼠血清 VCAM-1 水平升高 （P＜
0. 01），各组 ICAM-1 水平比较差异无统计学意义

（P＞0. 05）。

3. 2. 8　各组小鼠血清皮质醇、ACTH水平比较　表

10 示，与同窝对照组和毒损组比较，虚损组和虚

损瘀毒组小鼠血清皮质醇水平升高 （P＜0. 01）。

各组间血清 ACTH 水平比较差异均无统计学意义

（P＞0. 05）。

3. 2. 9　各组小鼠血清炎症因子水平比较　表 11
示，与同窝对照组比较，虚损组、虚损瘀毒组小鼠

血清 TNF-α水平升高，毒损组、气虚组、肾虚组、

虚损组和虚损瘀毒组小鼠血清 IL-6和 IL-1β水平升

高（P＜0. 01或P＜0. 05）；与毒损组比较，虚损组

表 7　各组小鼠脏器指数比较

Table 7　Comparison of organ indices in mice from each group
（%，x̄±s）

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

6
6
6
6
6
6

脾脏指数

0. 46±0. 04
0. 42±0. 02
0. 36±0. 02 a）

0. 31±0. 06 a）  b）

0. 31±0. 06 a）  b）

0. 24±0. 03 a）  b）

肾脏指数

2. 00±0. 09
1. 93±0. 09
1. 63±0. 16 a）  b）

1. 57±0. 14 a）  b）

1. 71±0. 03 a）  d）

1. 63±0. 12 a）  b）

睾丸指数

0. 77±0. 03
0. 74±0. 06
0. 69±0. 02
0. 70±0. 03 c）

0. 69±0. 05 c）

0. 70±0. 04 a）

注：a）与同窝对照组比较，P＜0. 01；b）与毒损组比较，P＜

0. 01；c）与同窝对照组比较，P＜0. 05；d）与毒损组比较，P＜0. 05。
表 8　各组小鼠海马组织中Aβ1-42平均荧光强度比较

Table 8　Comparison of fluorescence expression of Aβ1-42
in hippocampus of mice from each group （x̄±s）

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

3
3
3
3
3
3

平均荧光强度

0. 69±0. 12
0. 96±0. 39
1. 29±0. 04
5. 73±1. 14 a）  b）

12. 95±2. 69 a）  b）

12. 64±1. 27 a）  b）

注：Aβ1-42，β-淀粉样蛋白1-42。
a）与同窝对照组比较，P＜0. 01；b）与毒损组比较，P＜0. 01。

表 6　各组小鼠学习记忆能力比较

Table 6　Comparison of learning memory ability in mice from each group  ［x̄±s/M （P25，P75）］

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

6
6
6
6
6
6

逃避潜伏期/s
21. 99±6. 81

19. 20（15. 55，25. 64）
35. 01±14. 38
33. 54±14. 11
35. 76±18. 59
45. 34±14. 78

平台停留时间/s
27. 47±5. 11
20. 42±6. 02
18. 00±4. 45 a）

18. 77±7. 19
13. 72±1. 98 b）

9. 13±4. 87 b）  c）

穿越平台次数/次
5. 00±2. 00
3. 83±1. 17
2. 00±1. 67 a）

2. 00±1. 41 a）

0. 50（0. 00，5. 00）
0. 00（0. 00，0. 50） b）  d）

注：a）与同窝对照组比较，P＜0. 05；b）与同窝对照组比较，P＜0. 01；c）与毒损组比较，P＜0. 01；d）与毒损组比较，P＜0. 05。

注：海马区白色框为各组下图对应放大区域；图中红色荧光为 Aβ1-42蛋白表达；Aβ1-42，β-淀粉样蛋白

1-42；DAPI蓝色荧光为细胞核表达；Merge为合成图。

图 2　各组小鼠海马组织Aβ1-42蛋白荧光表达情况

Figure 2　Fluorescence expression of Aβ1-42 protein in hippocampal tissues of mice from each group
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表 10　各组小鼠血清皮质醇、ACTH水平比较

Table 10　Comparison of serum cortisol and ACTH levels 
in mice from each group （x̄±s）

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

6
6
6
6
6
6

皮质醇/μg·L-1

93. 39±9. 64
93. 09±6. 51

103. 82±14. 02
109. 43±8. 33
121. 86±7. 87 a）  b）

143. 61±4. 17 a）  b）

ACTH/ng·L-1

70. 26±2. 14
70. 26±2. 57
73. 37±5. 44
78. 68±5. 57
69. 02±6. 35
79. 70±2. 69

注：ACTH，促肾上腺皮质激素。

a） 与同窝对照组比较，P＜0. 01；b） 与毒损组比较，P＜

0. 01。

表 9　各组小鼠血清VCAM-1、ICAM-1水平比较

Table 9　Comparison of serum VCAM-1，ICAM-1 levels 
in mice from each group ［x̄±s/M （P25，P75）］

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

6
6
6
6
6
6

VCAM-1/μg·L-1

68. 08±7. 15
62. 25±6. 81
66. 24±16. 43

83. 58（57. 80，88. 03）
107. 37±17. 45 a）  b）

125. 93±8. 19 a）  b）

ICAM-1/ng·L-1

95. 43±9. 00
100. 43（93. 37，110. 10）

98. 15±8. 12
97. 17±6. 52

100. 10±8. 15
105. 10±3. 96

注：VCAM-1，血管细胞黏附分子 1；ICAM-1，细胞间黏附分

子1。
a）与同窝对照组比较，P＜0. 01；b）与毒损组比较，P＜0. 01。

注：海马区神经元细胞核密集排列，其形态类似两个嵌合的“C”形，大的“C”为海马，小的“C”为齿状回；海

马“C”形细胞带的背侧起始的一段称为CA1区，即红色框所示区域，向腹外侧延伸的部分为CA3区，即黑色框所示区

域；黑色箭头示神经元，黄色箭头示细胞核，红色箭头示尼氏体。

图 3　各组小鼠海马组织形态尼氏染色结果

Figure 3　Nissl staining results of hippocampal tissue morphology in mice from each group

表 11　各组小鼠血清炎症因子水平比较

Table 11　Comparison of serum inflammatory factor levels in mice from each group ［ng/L，x̄±s/M （P25，P75）］

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

6
6
6
6
6
6

TNF-α
469. 59±14. 67
463. 17±9. 92
486. 04±7. 47
500. 48±24. 87
536. 18±20. 89 a）  b）

619. 61±36. 76 a）  b）

IL-6
30. 88±8. 52
45. 97±3. 39 a）

43. 89±1. 97 a）

52. 27±2. 92 a）

48. 45±3. 00 a）

49. 45±3. 95 a）

IL-1β
39. 62（38. 52，42. 38）

43. 86±1. 58 a）

45. 83±4. 47 a）

44. 97±2. 87 a）

45. 48±3. 49 a）

39. 73±1. 18 c）

注：TNF-α，肿瘤坏死因子α；IL-6，白细胞介素6；IL-1β，白细胞介素1β。

a）与同窝对照组比较，P＜0. 01；b）与毒损组比较，P＜0. 01；c）与同窝对照组比较，P＜0. 05。
和虚损瘀毒组小鼠血清 TNF- α 水平升高 （P＜ 
 0. 01）。

3. 2. 10　各组小鼠海马组织 APP、BACE1、PS1 蛋

白水平比较　表 12 示，与同窝对照组比较，气虚

组、肾虚组、虚损组和虚损瘀毒组小鼠海马组织

APP蛋白水平升高，虚损组和虚损瘀毒组小鼠海马

组织 BACE1 蛋白水平升高，虚损瘀毒组小鼠海马

组织 PS1蛋白水平升高（P＜0. 05或P＜0. 01）；与

毒损组比较，虚损组和虚损瘀毒组小鼠海马组织

APP、BACE1和PS1蛋白水平升高（P＜0. 01）。各

组小鼠海马组织 APP、BACE1、PS1 蛋白电泳图

见图4。

··2145



中医杂志 2025 年 10 月第 66 卷第 20 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2025，Vol. 66，No. 20

4　讨论

目前，AD 疾病模型构建主要基于 Aβ 级联假

说、Tau蛋白过度磷酸化假说、神经炎症假说、胆

碱能假说等［17］。转基因小鼠（如APP/PS1、5xFAD
品系）因其稳定的表型重现能力，是模拟人类疾病

研究的首选模型［18］。因此，本研究以 APP/PS1 小

鼠为基础，结合角叉菜胶、氢化可的松以及睡眠剥

夺方法共同模拟AD虚损瘀毒证的中医病机，是切

实可行的。

《素问·举痛论篇》云：“百病生于气”，《灵

枢·本神》曰：“气虚则五脏不安”，充分说明了气

虚是导致脏腑功能失调的病理基础。现代研究［19-20］

表明，睡眠剥夺会影响小鼠脑内 Aβ的清除率，导

致学习记忆能力降低，并伴随精神萎靡、毛发欠光

泽、前肢抓力减弱等一系列气虚表现。本研究结果

提示，与同窝对照组比较，气虚组、虚损组、虚损

瘀毒组小鼠经睡眠剥夺干预后，出现活动减少，毛

发欠光泽，抓力和脾脏指数下降等气虚特征。

肾为先天之本，具有藏精生髓的功能，脑髓的

充养依赖于肾精的滋养。肾虚与AD的发生发展密

切相关，临床肾虚型患者中，相较于肾阳虚证，肾

阴虚证更为多见［21］。现代研究常采用甲状腺片、

氢化可的松等药物诱导构建肾阴虚型动物模型［22］。

临床研究［23］显示，AD患者血浆甲状腺素水平呈低

表达状态，且皮质醇通路上调，推测此现象可能与

患者认知能力下降有关。动物实验［24-25］进一步表

明，各年龄段APP/PS1转基因小鼠血清促甲状腺激

素水平较野生型小鼠降低，血清 ACTH 水平则升

高。此外，在肾虚相关研究［26］中，多借助肾脏指

数、睾丸指数等脏器指数，对肾虚动物模型的造模

效果进行评估。基于此，本研究以睾丸指数、肾脏

指数和血清皮质醇水平等作为肾虚评价指标。研究

结果表明，与同窝对照组比较，虚损组和虚损瘀组

在氢化可的松干预后，小鼠睾丸指数、肾脏指数降

低，血清皮质醇水平升高，呈现出肾虚证相关表现。

本研究采用睡眠剥夺和氢化可的松分别诱导气

虚、肾虚状态。在气虚和肾虚状态形成后，我们试

图构建虚损病理模型，促使机体产生瘀毒。研究结

果提示，与同窝对照组比较，经睡眠剥夺和氢化可

的松联合诱导的虚损组小鼠，血清中的VCAM-1和

炎症因子TNF-α、IL-6、IL-1β水平均有所升高，在

一定程度上可以反映“虚损致瘀”的中医病机理念。

为更精准地模拟瘀毒对 AD 模型小鼠的影响，

本研究以 C57BL/6J 小鼠为研究对象，开展了角叉

菜胶致瘀剂量的筛选实验。相关研究［27］显示，角

叉菜胶可诱导组织产生炎症反应，炎症因子入血

后，会导致血管内皮细胞功能受损、血液黏稠度增

加，进而形成瘀血；此外，在血瘀形成过程中，血

管细胞黏附因子表达出现异常，会促进炎症细胞的

黏附、迁移，加剧局部炎症反应，影响血液流动，

加重血瘀。基于此，本研究采用角叉菜胶进行血瘀

诱导，选取血管细胞黏附分子、炎症因子作为血瘀

评价指标。结果提示，与空白对照组比较，角叉菜

胶高剂量组小鼠血清炎症指标和血管细胞黏附分子

水平升高，同时伴随着主动脉血管增厚等病理改

变。此外，与同窝对照组比较，进行单纯睡眠剥夺

的气虚组和单纯氢化可的松干预的肾虚组小鼠血清

中的 VCAM-1、TNF-α表达升高，但差异未见统计

学意义。而经睡眠剥夺、氢化可的松和角叉菜胶联

合干预的虚损瘀毒组小鼠血清中的VCAM-1和血清

炎症因子TNF-α、IL-6、IL-1β表达水平升高，且均

表12　各组小鼠海马组织APP、BACE1、PS1蛋白表达比较

Table 12　Comparison of APP，BACE1 and PS1 protein expres⁃
sion in hippocampal tissues of mice from each group (x̄±s)

组别

同窝对照组

毒损组

气虚组

肾虚组

虚损组

虚损瘀毒组

鼠数

3
3
3
3
3
3

APP
0. 16±0. 03
0. 39±0. 11
0. 69±0. 12 a）

0. 66±0. 12 a）

1. 00±0. 25 b）  c）

0. 98±0. 19 b）  c）

BACE1
0. 70±0. 18
0. 62±0. 14
0. 70±0. 21
0. 88±0. 24
1. 53±0. 37 a）  c）

1. 73±0. 24 b）  c）

PS1
0. 35±0. 24
0. 15±0. 10
0. 18±0. 09
0. 20±0. 01
0. 65±0. 09 c）

0. 69±0. 05 a）  c）

注：APP，淀粉样前体蛋白；BACE1，β位淀粉样蛋白前体蛋

白切割酶1；PS1，早老蛋白1。
a）与同窝对照组比较，P＜0. 05；b）与同窝对照组比较，P＜

0. 01；c）与毒损组比较，P＜0. 01。

注：APP，淀粉样前体蛋白；BACE1，β位淀粉样蛋白前体蛋

白切割酶 1；PS1；早老蛋白 1；A，同窝对照组；B，毒损组；C，

气虚组；D，肾虚组；E，虚损组；F，虚损瘀毒组。

图 4　各组小鼠海马组织APP、BACE1、PS1蛋白电泳图

Figure 4　Electrophoresis images of APP，BACE1 and PS1 
proteins in hippocampal tissues of mice from each group

··2146



中医杂志 2025 年 10 月第 66 卷第 20 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2025，Vol. 66，No. 20

具有统计学意义。可见，叠加角叉菜胶干预后，血

管细胞黏附分子、炎症因子等血瘀评价指标的差异

更加显著。

本研究所构建的虚损瘀毒的 AD模型具有以下

优势：1）采用睡眠剥夺、氢化可的松联合角叉菜

胶的复合造模方式，有效保障了多因素造模过程中

动物的造模成功率；2）通过多维度指标进行系统

性评价，精准模拟了“虚损瘀毒”的中医病机特

点，使模型更贴近中医理论体系下AD的复杂病理

状态；3）该造模方法具有造模时间较短、对小鼠

损害较小的优势，充分符合动物伦理要求，体现了

研究的人道性和科学性。然而，本研究仍存在一定

局限性：一方面，未引入具有中医特色的方药干预

进行药效学验证，限制了对模型有效性的多维度阐

释，无法全面评估模型在中医药干预下的变化；另

一方面，该模型的作用靶点和分子机制尚不明确，

有待进一步深入研究。
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Construction and Evaluation of Alzheimer's Disease Mouse Models with Deficiency-Impairment-Stasis-Toxin 
Syndrome
LIU Jing1， LIU Xin1， ZHANG Zhezuo1， YU Guran1， LI Hao2， LIU Nanyang3， PEI Hui3

1.  Affiliated Hospital of Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing，210029；2.  Wangjing Hospital， China Academy of 
Chinese Medical Sciences；3.  Xiyuan Hospital，China Academy of Chinese Medical Sciences
ABSTRACT Objective　To construct and evaluate the animal model of Alzheimer's disease （AD） with deficiency-

impairment-stasis-toxin syndrome using a multifactorial combined induction approach.   Methods　 Twenty-four 2-

month-old SPF C57BL/6J mice were randomly divided into a blank control group and low- （0. 02%）， medium- 
（0. 04%）， and high （0. 06%）-dose carrageenan groups （n=6 per group）.  A carrageenan-induced blood stasis model 
was established to screen for optimal carrageenan intervention concentrations.  Thirty 5-month-old APP/PS1 mice were 
randomly divided into toxin-impairment group， qi-deficiency group， kidney-deficiency group， deficiency-impairment 
syndrome group， and deficiency-impairment-stasis-toxin syndrome group， with 6 mice per group.  Additionally， six 5-

month-old C57BL/6J mice from the same litter served as the litter-matched control group.  A multifactorial combined induc⁃
tion experiment was conducted using sleep deprivation， carrageenan， and hydrocortisone.  Specifically， sleep deprivation 
induced qi deficiency for mice in qi-deficiency group， deficiency-impairment syndrome group， and deficiency-impairment-
stasis-toxin syndrome group； hydrocortisone solution gavage induced kidney deficiency for mice in kidney-deficiency 
group， deficiency-impairment syndrome group， and deficiency-impairment-stasis-toxin syndrome group； carrageenan 
solution intraperitoneal injection induced blood stasis for mice in deficiency-impairment-stasis-toxin syndrome 
group.  Throughout the modeling period， general status and body weight were observed and recorded weekly.  On the 
day after modeling concluded， grip index was detected by grip meter； learning and memory ability was detected by 
water maze； organ indexes were calculated by combining the weights of spleen， kidney， testis and body weight； hippo⁃
campal histopathology was detected by Nissl staining； aortic pathology was analyzed by HE staining； Aβ1-42 deposition 
in the hippocampus was detected by immunofluorescence； The expression levels of vascular adhesion molecule 
（VCAM-1） and intercellular adhesion molecule （ICAM-1）， tumor necrosis factor （TNF-α）， interleukin-6 （IL-6）， 
interleukin-1β （IL-1β）， cortisol， and adrenocorticotropic hormone （ACTH） were detected by enzyme-linked immu⁃
nosorbent assay （ELISA）； the expression levels of amyloid precursor protein （APP）， progeroid protein-1 （PS1） and 
β -site amyloid precursor protein cleaving enzyme （BACE1） were detected by Western blot.   Results　The 0. 06% 
concentration of carrageenan was selected for subsequent experiments.  Multifactorial combined induction experiment： 
compared with the same-litter control group， mice in deficiency-impairment-stasis-toxin syndrome group exhibited re⁃
duced body weight and grip index after modeling， shorter platform stay time， fewer platform crossings， decreased 
spleen index， kidney index， and testis index， elevated hippocampal tissue Aβ1-42 fluorescence expression， and in⁃
creased serum VCAM-1， TNF-α， IL-6， IL-1β， and cortisol levels in serum increased， while hippocampal tissue ex⁃
pression of APP， BACE1， and PS1 proteins elevated （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Neuronal damage was observed 
in the hippocampal region， characterized by nuclear condensation and dissolution or disappearance of Nissl bodies.   
Conclusion　 The mouse models of AD with deficiency-impairment-stasis-toxin syndrome were established through 
combined induction by sleep deprivation， carrageenan， and hydrocortisone， which exhibits the syndrome characteris⁃
tics of qi deficiency， kidney deficiency， and blood stasis.
Keywords Alzheimer's disease； deficiency-impairment-stasis-toxin sydrnome； animal model； disease syndrome 
combination
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