
����
�

���
�

����
，

���
�

��
，
��

�

�

实 验 研 究

加味当归芍药散对阿尔茨海默病模型小鼠记忆能力和

脑组织 ��� 蛋白及 ��� 抗原含量的影响

刘孟渊
’

肖柳英
’

海竞锵
’

吴维城
’

刘广南
’

纬 超
‘

摘 要 目的
�

探 讨 加 味 当 归 芍 药 散 治 疗 阿 尔茨 海 歇 病

��耘������
，，以��

���
，
���的作用机制

�

方法
�

采用斑服三抓化

铝制作小鼠 �� 棋型
，

观察加味当归芍药散对 ��棋型小鼠的

学习记忆能力和脑组织湿重
、

脑组织胆碱幽醉������活性
、
���

蛋白及 ��� 抗原含�的影响
。

结果
�
�� 模型组小限脑组织 ���

蛋白和 ��� 抗原含�呈直线正相关
，加味当归芍药放能增加脑

组织湿重
，

提高模型小鼠的记忆能力 �同时降低模型小限脑组

织的 ���� 活性及 ��� 蛋白
、
��� 抗原的含�

�

结论
�

加味当归芍

药徽具有对抗 �� 的作用
，

增强脑内胆孩能功能
、

降低脑组织

���
蛋白及 ��� 抗原含�

，

从而减少双股螺旋丝�����
、

神经原

纤维缝结�����的形成
，

抑制脑 内神经细胞的翻亡
，

则可能是

其对抗 �� 的作用机制
。

主，词 阿尔茨海歇病�中医药疗法 当归芍药汤�药理学

记忆�药物作用

异常磷酸化和异常糖基化的 ��� 蛋白是脑内神经

细胞内神经原纤维缠结 �����中双股螺旋丝�����

的主要成分之一
，

高磷状态下的 ��� 蛋白连接徽小管

的作用大为降低
，

且可 自动聚集成成对的螺旋丝
。

���

聚集在阿尔茨海默病 ����������
，� 以�����

，
���患者

脑受累神经元中形成 ���
，

成为 �� 特征性病理改变

之 一
，

同时
，

神经 细胞凋 亡也是 �� 发 病 的重要 环

节���
�〕 。

而 ��脑内神经生化最为严重
、

最为一致的改

变是大脑胆碱能功能的低下
。

本课题应用加味当归芍

药散治疗 ��
，

初步显示 了该中药制剂具有一定的改

善轻
、

中度 �� 患者智力及精神症状的作用���
。

因此
，

本实验用灌服三抓化铝致 ��模型
，

观察加味当归芍

药散对 ��模型小鼠的学习记忆能力及脑组织湿重
、

脑组织中胆喊醋酶������活性
、
��� 蛋 白及 ��� 抗原

含量的影响
，

探讨该中药制剂治疗 �� 的作用机理
。

� 材料

�
�

� 动物
�

选用 �月龄 ��� 小 鼠 ���只
，

雌雄各半
，

体重 况����
，

均由广东医学实验动物中心提供
，

常规

墓金项 目
�

广州市科委新星计划立项课厄 ���
�

�
一

������ �

，
广 东省广州市 中医 中药 研究所

，

广 州市珠 矶路 �� 号

��������

收稿 日期
�����一 ��一 ��，

修回 日期
�����一 ��一 ��

分笼饲养
，

自然照明
，

随意取食和饮水
。

�
�

� 药物与试剂
�

加味当归芍药散 由党参
、

当归
、

川

夸
、

赤芍
、

白芍
、

泽泻
、

获等
、

白术等中药组成
，

由本所剂

型室制成 口服液供临床及实验使用 �均为同批药品�
。

主要制备工艺
�

将上述组成药物按古方用量 �加党参

����加水浸泡后
，

煎煮
、

过滤 �次
，

合并 �次滤液静置

过夜
，

浓缩至 �
�

�� 生药��� 后加人防腐剂
，

灌封
，
灭

菌
，

备用
。

该 口服液卫生学检查
、

重金属含量及 �� 值

等符合国家药典 口服液标准
。

结晶三抓化铝 �����
� ·

�����由广东台���化工厂出产�批号
�
�������

，

用蒸馏

水配制成 �������的溶液 �双益平片由上海医科大学

红 旗制药厂生产 �批 号
��������

，

每片含石杉孩 甲

�
�

����
，

用蒸馏水配制成 �
�

���������溶液
。
��� 蛋

白侧定试剂盒购 自美国 ��
������� 公司

，
��� 抗原的测

定试剂盒购 自美国 ������� 公司
。

�
�

� 主要仪器
���仆�� 药理生理实验多用仪

、

电子

天平
、

贝克受 ��
一

巧� 台式冷冻高速离心机
、

岛津 ���

����紫外
一

可见光分光光度计
、
������������醉标仪

。

� 方法

�
�

� 分组
、

造模及给药方法
���� 只 ��� 小 鼠按随机

数字法分为 �组
，

即正常对照组 ��� 只 �
、

�� 模型组

��� 只�
、

双益平组�阳性对照组
，

�� 只�
、

中药加味当归

芍药散高
、

中
、

低剂量组�分别为 ��
、

��
、

�� 只�
，

每组雌

雄各半
。

正常对照组以蒸馏水灌胃
，

每鼠 。
�

���
，

每 日 �

次
，

连 续 � 周 ��� 模 型 组 先 以 三 抓化 铝 �����
�
�

��������灌 胃
，

上午给药
，

每 日 �次
，

连续 �周 �双益

平组 �阳性对照组�����
�

灌 胃第 �天始
，

除上午给予

����
�

灌胃外
，

下午给予双益平 。
�

������灌胃
，

每 日 �

次
，

连续 �周 �高
、

中
、

低剂量组亦同样上午予 ���
�

灌

胃
，

下午分别予高
、

中
、

低剂量的加味当归芍药散灌胃
，

每 日 �次
，

连续 �周
。

中药低剂量组用临床等效剂量的

�
�

�倍
，

为 ��
�

��生药����中药中剂量组用低剂量的 �

倍
，

为 ���生药����中药高剂量组用中剂量的 �倍
，

为

����生药���
。

�
�

� 检测指标及方法

�
�

�
�

� 记忆功能测试
�

最后 �次灌胃给药 �� 分钟后
，
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表 � 各组小鼠脑组织湿重及记忆能力比较 ‘ 士��

组 别

正常对照组

�� 模型组

双益平组

中药高剂量组

中药中荆量组

中药低剂量组

脑湿重��� 潜伏期��� 错误次数

�
。

���士�
�

�������

�
。

���士 �
�

�������

�
�

���士�
�

�������

�
�

���士�
�

�������

�
�

���士�
�

�������
� 份 △

�
�

���士�
�

�������
� △

��
。

���士��
�

�������二

��
�

���士 ��
�

�������

��
�

���士��
�

�������
番

��
�

���士��
�

�������

��
�

���士�
�

�������二

��
�

���士�
�

�������二

�
�

���士�
�

�������二
�

�

���士 �
�

�������

�
�

���士�
�

�������
�

�
�

���士�
�

�������二
�

�

���士�
。

�������二
�

�

���士�
�

�������二

与 ��模型组比较
， ， ��。 �

��
， ， ， 尸� 。 �

�� �与双益平组比较
，△�� 。 �

���括号内为样本数
。

下表同

表 � 各组小鼠脑组织 ���� 活性
、

总 ��� 蛋白及 ��� 抗原含量比较 ‘ 士 ��

组 别

正常对照组

��模型组

双益平组

中药高剂量组

中药中剂童组

中药低荆蚤组

总 ��� 蛋白含量����而�

����
�

���士���
�

�������二

����
�

���士��
�

�������

����
�

���士���
�

�������二

����
�

���士���
�

�������
�

����
�

���士���
�

�������二

����
�

���士��
�

�������
� “ △

����活性������ ��� 含�����耐�

���
�

���士 ��
�

�������二
���

�

���士��
�

�������

��� ���士�
�

�������
� ’

���
�

���士�
�

�������二 △

���
�

���士�
�

�������二 △△
���

�

���士��
�

�������
， △△

���
�

���士��
�

�������二

���
�

���士��
。

�������

���
�

���士�
�

�������
份 份

��
�

���士��
�

�������
’ � △

��
�

���士��
�

�������
份 � △△

��
�

���士��
�

�������二△△

以跳台法用 ���
一

��药理生理实验多用仪检测小鼠的

学习记忆功能
。

方法如下
�

先将小鼠放人激怒盒内适应

环境 �分钟
，

然后通以 ��� 交流电
，

小鼠受到电击即应

跳回平台以躲避电击
，

如此训练 �分钟
，

�� 小时后重作

测验
，

将小 鼠置激怒盒铜栅上
，
记录其遭受电击后第 �

次跳上平台的时间�潜伏期�及 �分钟内从平台跳至铜

栅上受电击的次数�错误次数�
，
以此作为小鼠记忆能

力的评价指标
。

�
�

�
�

� ��� 蛋 白
、
���抗原含量及脑组织湿重

、

����

活性的测定
�

小鼠记忆能力测试后次 日断头取脑
，
电子

天平称重后
，

冰冻下用玻璃匀浆器研磨
，

加生理盐水制

成 ���脑匀浆
，
其后 以 ���������

，
�℃离心 �� 分钟

，

取上清用酶法测定 ����
，

其余部分 以 ����������
，

�℃离心 ��分钟
，

取上清
，

用夹心式酶联免疫吸附法

�������分别测定 ��� 蛋白
、

���抗原含量
。

�
�

� 实验数据的统计学处理
�

采用 ���� �
�

�统计软

件包进行数据处理
，

计量资料采用独立样本 �检验
。

� 结果

�
�

� 各组小鼠脑组织湿重及记忆能力 比较
�

表 �示
，

��模型组小鼠的脑组织湿重与正常对照组相 比差异

无显著意义
，

而中药中
、

低剂量组却能增加模型小鼠的

脑组织 重量
，
且 与 阳性对 照组差异 有显著性 ���

。 �

������模型组小 鼠的记忆能力明显低于正常对照

组
，

而中药组和双益平组均能提高模型小 鼠的学习记

忆能力
。

加味当归芍药散各剂量组和双益平组改善小

鼠记忆能力作用的差异无显著性意义
，

这与临床观察

结果是一致的
。

�
�

� 各组小 鼠脑组织 ���� 活性
、

总 ��� 蛋白及 ���

抗原含量 比较
�
����

、
��� 以 ���脑匀浆计

，
��� 蛋白

以 �
�

��脑匀浆计
，

具体数值见表 �
。

结果表明
，
�� 模

型组小 鼠脑匀浆的 ���� 活性明显高于正常对照组
，

加味当归芍药散和双益平均能降低模型小鼠 ���� 的

活性
，

双益平的作用似优于中药 �中药高
、

中
、

低剂量组

对 ���� 的作用显示一定程度的量效关系
，

其作用显

示依次减弱的趋势
。
�� 模型组小鼠脑组织的总 ��� 蛋

白含量明显高于正常对照组
，

中药和双益平均能降低

模型小鼠总 ��� 蛋白含量 �中药高
、

中
、

低剂量组对 ���

蛋白的影响未显示明显的量效关系 �中药高
、

中剂量组

与双益平组对 ��� 蛋白作用差异无显著意义
，

但双益平

组对 ��� 蛋白作用与中药低剂量组差异有显著性 �尸�

。
�

���
。

结果亦显示
，
��模型组小鼠脑匀浆 ���抗原含

量明显高于正常对照组
，

加味当归芍药散
、

双益平均脂

降低 ���抗原含量
，

前者作用似优于后者 �中药高
、

中
、

低剂量组对于 ��� 抗原的影响亦呈现一定 的量效关

系
，

但其作用却表现为依次增强的趋势
。

�
�

� �� 模型小鼠脑组织 ��� 蛋白和 ��� 抗原含量为

相关分析
�

经直线相关分析
，
��模型组小鼠脑组织 ��。

蛋 白和 ���抗原含量的相关性具有显著性意义���

�
�

��
，
尸� �

�

����
，

可 以认为
，
�� 模型组小 鼠脑组级

��� 蛋白和 ���抗原含量呈直线正相关
。

� 讨论

基于应用加味当归芍药散治疗 �� 取得初步疗

效
，

本实验观察了加味当归芍药散对 ����
�

诱导的 �〕

模型小鼠的影响
，

结果发现加味当归芍药散中
、

低剂量

组都能增加模型小鼠的脑重量
，

提示该中药制剂可能

促进脑组织的生长 �同时
，

能缩短跳台记忆实验中 �〕



����
�

�
��

�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

模型小鼠从通 电铜栅跳至平台上 的潜伏期
，

减少模型

小鼠从平台跳至通电铜栅的错误次数
，

改善模型小 鼠

的记忆能力
，

其作用与双益平的差异无统计学意义
，

这

与临床治疗观察结果是一致的
，

高
、

中
、

低剂量加味当

归芍药散改善模型小鼠的记忆能力的作用未见明显的

量效关系
，

但以高剂量作用最强
。

大脑的胆碱能功能与人的学习记忆能力有密切关

系
。

脑内乙酞胆碱被认为与近事记忆密切相关
，

而近事

记忆障碍正是 �� 早期的主要临床症状�’�
。

本实验观

察到灌服 ����
�

诱导的 �� 模型小鼠
，

其脑组织胆喊酷

酶活性增高
，

而加味当归芍药散能降低胆碱醋酶活性
，

这将抑制乙酞胆碱的降解
，

增强胆碱能功能
，

改善认识

和记忆能力
，

这可能是加味当归芍药散治疗老年性痴

呆 的作用机理之一
。

本实验显示
，

加味当归芍药散对

���� 的作用显示一定的量效关系
，

但双益平对 ����

的作用似优于加味当归芍药散
。

��� 是 �� 脑内神经病理学特征之一
，

而与 ���

发生有密切关系的神经蛋白是 ��� 蛋白
，

异常磷酸化和

异常糖基化修饰 的 ��� 蛋 白的病理性沉积最终导致

��� 的形成
。

在 �� 患者脑 中 ��� 蛋白总量多于正常

人
，

且正常 ��� 蛋 白减少
，

而异常过度磷酸化 ��� 蛋 白

大量增加川
。

测定 �� 模型小 鼠脑组织中 ��� 蛋白的含

量
，

可得到 ��� 形成范围
、

数量的间接信息
。

本实验观

察到 �� 模型小鼠脑组织的总 ��� 蛋白含量明显高于

正常对照组
，

提示模型组小 鼠脑内 ��� 形成增加 �加

味当归芍药散和双益平均能降低模型小鼠总 ��� 蛋 白

含量
，

提示二者均能抑制模型组小 鼠脑 内 �������

的形成
，

减轻其病理改变
，

这可能是加味当归芍药散对

抗 �� 的作用机制之一
，

但本实验未能直接说明本方

是否具有抑制 ��� 蛋白过度磷酸化的作用
，

这有待于进

一步研究
。

加味当归芍药散高
、

中
、

低剂量组对 ��� 蛋白

的影响未显示明显的量效关系
，

高
、

中剂量组与双益平

组对 ��� 蛋白的作用差异无显著性意义
，

但双益平组对

���
蛋白的影响与中药低剂量组有显著性差异

，

提示中

药高
、

中剂量组对 ��� 蛋白的作用似与双益平组无明显

差异
，

而低剂量组似劣于双益平组
。

��� 抗原 ������是介导凋亡的细胞表面蛋 白
，

属

于肿瘤坏死因子受体������家族
，

被活化后与 ��� 配

体结合向细胞内传递死亡信号
，

导致细胞凋亡川
。

神经

细胞凋亡也是 �� 发病的重要环节
。

研究表明
，
��� 介

导的细胞凋亡参与了 �� 的发病过程
，

与 �� 脑内神

经细胞的丢失密切相关比
�〕 。

本实验结果显示
，
�� 模型

小鼠脑组织 ��� 抗原含量比正常对照组 明显升高
，

这

反映了模型小 鼠脑 内 ��� 抗原的增 量表达
，

提示 ��

模型小鼠脑内神经细胞的凋亡即神经细胞丢失增加
，

导致记忆减退
，

认知障碍 �而加 味当归芍药散能降低

��模型小鼠脑组织 ��� 抗原的含量
，

表明该方能抑制

�� 模型小鼠脑内 ��� 抗原的表达
，

提示其能抑制脑内

神经细胞的凋亡
，

减少神经细胞的丢失
，

这可能是该方

对抗 �� 的机制之一 �
其作用似优于双益平

，

且呈现一

定的量效关系
，

但却表现为高
、

中
、

低剂量的作用依次

增强
，

这可能因为低剂量的加味当归芍药散 已达到最

大作用
，

剂量再渐次增高
，

只能使其处于过饱和状态
。

此外
，

直线相关分析表明
，
�� 模型组小 鼠脑组织

���
蛋白和 ���抗原含量呈直线正相关

，

提示模型组小

鼠随着其脑组织 ��� 蛋白含量的升高
，

脑组织 ��
�
抗原

含量亦增加
，

即模型组小 鼠脑内 ��� 形成的增加
，

将

促进脑内神经细胞的凋亡
，

加速神经细胞的丢失
。
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活动力 �度
，

畸形率 ���
，

��� 上升
，
��

、

�
、

��

均下降
。

诊断为不育症
。

辨证为肾气亏虚
。

治当补肾

益气生精
。

方药
�

熟地黄 ���
，

山药
、

山茱英
、

泽泻
、

牡丹

皮
、

顶盆子
、

冤丝子
、

车前子
、

鹿角胶各 �馆
，

获菩
、

构祀

子
、

龟甲各 ���
，

砂仁 ��
，
�剂

，

水煎服
。

守方 �年余
，

生

育一女
。

按
�

方中以六味地黄丸和五子衍宗丸加减而成
。

以

六味地黄丸补肾以壮生精之源 �五子衍宗丸生精
。

阳胜

则动
，

精子活动力低是缺乏阳气推动
，
以鹿角胶助之 �

以龟甲补阴精
，

促精子生成
。

鹿角胶善于温肾壮阳
，

益

精补血
，

龟板长于填精补髓
，

滋阴养血
，

二味为血肉有

情之品
，

取龟鹿二仙胶之方义
，

能峻补阴阳以生气血精

髓
，

益寿延年
，

生精种子
。


