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［摘要］ 目的 观察益肾化浊方对 SAMP8 小鼠学习记忆能力及海马神经元突触关键蛋白环磷腺苷效应元件
结合蛋白 ( CＲEB) 的影响。 方法 取 30 只 12 月龄快速老化小鼠 ( SAMP8) ，随机分为 SAMP8 组、盐酸
多奈哌齐组及益肾化浊方组，另取 10 只正常老化小鼠 ( SAMＲ1) 作为对照组。其中 SAMＲ1 组及 SAMP8 组
不干预，益肾化浊方组给予益肾化浊方生药 9. 62 mg /kg，盐酸多奈哌齐组给予盐酸多奈哌齐 0. 01 mg /g，通
过 Morris水迷宫实验检测各组小鼠学习记忆能力; 通过电镜观察各组小鼠海马神经元突触微观形态学变化;
采用 Western blot法检测各组小鼠海马组织 CＲEB 蛋白的表达。 结果 在定位航行实验中，SAMP8 组小鼠
的潜伏时间与游泳总路程比 SAMＲ1 组明显延长 ( P ＜ 0. 05) ，与 SAMP8 组小鼠比较，益肾化浊方组小鼠潜
伏时间与游泳总路程明显缩短 ( P ＜ 0. 05) ; 空间探索实验中，与 SAMＲ1 组比较，SAMP8 组小鼠穿越目标象
限次数与 t / t总 明显减少 ( P ＜ 0. 05) ，益肾化浊方组穿越目标象限次数和 t / t总 较 SAMP8 组显著增加 ( P ＜
0. 05) ，而盐酸多奈哌齐组穿越目标象限次数较 SAMP8 组显著增加 ( P ＜ 0. 05) 。电镜下 SAMＲ1 组小鼠海马
神经元突触间隙清晰，突触前线粒体嵴和膜完整，突触小泡数量正常，大小均一。而 SAMP8 组突触间隙完
全融合、模糊不清，突触前重度水肿，未见线粒体，突触小泡数量大量减少，大小不均一，益肾化浊方组突
触间隙少部分融合，突触前水肿程度减轻，对于突触损伤的缓解程度优于盐酸多奈哌齐组。与 SAMＲ1 组比
较，SAMP8 组小鼠海马组织 CＲEB 表达明显减少 ( P ＜ 0. 05 ) ，益肾化浊方组与盐酸多奈哌齐组可上调
CＲEB的表达 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 益肾化浊方可明显改善 SAMP8 小鼠学习记忆能力，可能与上调海马组织
内 CＲEB蛋白的表达，保护海马神经元突触微观形态，进而改善神经元突触功能有关。
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阿尔茨海默病 ( alzheimer' s disease，AD) 是
一种以进行性认知障碍为主的中枢神经系统退行性

疾病，其中记忆减退为其首要症状［1］。近年来研
究表明，突触 ( synapse) 可塑性是导致 AD 患者
学习记忆能力减退的重要发病基础［2］，所谓突触

可塑性是指突触在形态和功能上的改变，包括突触

结构以及神经递质释放等功能。环磷腺苷效应元件
结合蛋白 ( CＲEB) 作为突触关键蛋白，在长期记
忆形成过程中起着其至关重要的作用［3］。本研究
选用 12 月龄快速老化小鼠 ( SAMP8 ) 为模型，观
察益肾化浊方对其学习记忆能力的改善，以及对突

触微观形态及海马神经元 CＲEB蛋白表达的影响。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
选择 12 月龄健康雄性 SAMP8 小鼠 30 只，

SAMＲ1 小鼠 10 只，体重 ( 30 ± 2) g，由天津中医
药大学第一附属医院赠送，实验动物许可证号:

SCXK ( 津) 2010 － 0001。
1. 2 试剂与仪器
兔抗大鼠 CＲEB 单克隆抗体试剂盒 ( 美国

Abcam公司，批号: ab32096) 、辣根酶标记羊抗鼠
IgG ( Millipore 公司，批号: AP136P) 、SDS-PAGE
凝胶配制试剂盒 ( 碧云天生物技术有限公司，批
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号: P0012A) 、TGL-16C离心机 ( 上海安亭科学仪
器厂) 、dmrxa2 型全自动多功能显微镜 ( 德国莱卡
公司) 、H-7500 型透射电子显微镜 ( 日立建机株式
会社) 。
1. 3 药物
益肾化浊方组成: 淫羊藿 10 g、补骨脂 10 g、

制何首乌 12 g、女贞子 10 g、石菖蒲 12 g、炙黄芪
10 g、川芎 10 g。水煎 3 次，每次 0. 5 h，煎煮液浓
缩至含生药浓度为 0. 8 g /ml。以上均由天津中医药
大学第二附属医院制剂室制备，4℃保存备用。盐
酸多奈哌齐 ［安理申，卫才 ( 中国) 药业有限公

司，5 mg /片，批号: 20100319］。
1. 4 动物分组
按照随机数字表法将 30 只 SAMP8 小鼠随机分

为 SAMP8 组、盐酸多奈哌齐组、益肾化浊方组，
每组 10 只，另取 10 只正常老化小鼠 ( SAMＲ1 )
作为对照组。
益肾化浊方组给药剂量参照 《药理实验方法

学》［4］中人和动物间按体表面积折算的等效剂量比
值计算，小鼠每日给予益肾化浊方 9. 62 g /kg 制成
浓煎液，按 13 ml /kg 灌胃。盐酸多奈哌齐组小鼠
每日给予浓度为 0. 1 mg /ml 的盐酸多奈哌齐溶液，
按 0. 1 ml /g 灌胃，两组均连续灌胃 4 周。SAMＲ1
组及 SAMP8 组小鼠不干预。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 Morris水迷宫实验［5］ 灌胃结束 1 周后开
始水迷宫实验，实验分为定位航行实验和空间探索

实验。水迷宫为直径 120 cm，高 50 cm，水池深
30 cm，水温控制在 ( 23. 0 ± 0. 5 ) ℃。在水池边缘
等距离标有四个入水点，将水池分为四个象限，平

台位于第一象限水下 1 cm处。
定位航行实验: 将各组小鼠预训练 3 天，每天

2 次，设定时间为 90 s，若小鼠在 90 s内找到站台，
让其在站台上停留 20 s，若动物未找到站台，将其
放在站台上使其停留 20 s。第 4 天开始正式实验，
记录小鼠平均潜伏时间 ( 从入水起点至寻找到站

台出水的时间) ，若设定时间内未找到站台，计算

机停止跟踪，记录时间为 90 s，同时记录小鼠游泳
总路程，以此作为学习能力的检测指标。
空间探索实验: 航行定位实验结束第 2 天，将

平台撤除，开始 60s的探查训练。将小鼠由原先平
台象限的对侧放入水中。记录动物在目标象限
( 原先放置平台的象限 ) 所花时间与总时间比

( t / t总 ) 和进入该象限的次数，以此作为空间记忆的

检测指标。
1. 5. 2 电镜观察小鼠海马突触微观形态 每组选
取 4 只小鼠进行腹腔麻醉，取脑，在冰上取皮层区
的组织块，体积为 1 mm3，放入前固定液 ( 4%戊
二醛固定液) 中，7 天内进行锇酸固定、乙醇脱
水、树脂包埋聚合，最后制成 50 nm 的超薄切片。
用醋酸铀 30 ～ 40 min 和柠檬酸铅 30 min 双重电子
染色，置于透射电镜下观察各组海马突触超微

结构。
1. 5. 3 免疫印迹法检测海马 CＲEB 蛋白表达 每
组选取 6 只小鼠取双侧海马组织，首先进行蛋白浓
度的测定，对蛋白样品进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，
转膜，封闭，加入一抗进行孵育，在 4℃下静置过
夜。洗涤后加入二抗孵育，进行充分洗涤，化学发
光显影，定影，蒸馏水冲洗终止。凝胶图像处理系
统分析结果。灰度比 ( GSＲ) = ( 测得目的蛋白强
度 ×面积) / ( 内参蛋白 β-actin强度 ×面积) 。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 13. 0 统计分析软件进行处理，计量

资料以( 珋x ± s) 表示，组间比较采用单因素方差分析。

2 结果

2. 1 各组小鼠学习记忆能力比较
各组小鼠采用的策略均有差异，SAMＲ1 组主

要采用趋向式和直线式的策略，而 SAMP8 组主要
采用边缘式和随机式的策略，益肾化浊方组和盐酸

多奈哌齐组趋向式和直线式策略较 SAMP8 组多，
且益肾化浊方组优于盐酸多奈哌齐组。
表 1 示，与 SAMＲ1 组相比，SAMP8 组小鼠潜

伏时间与游泳路程明显延长 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与
SAMP8 组比较，益肾化浊方组小鼠潜伏时间与游
泳路程明显缩短 ( P ＜ 0. 05) 。

表 1 各组小鼠学习能力的比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 潜伏时间 ( s) 游泳总路程 ( cm)

SAMＲ1 组 10 54. 87 ± 5. 45 645. 98 ± 227. 65
SAMP8 组 10 79. 68 ± 9. 65* 1022. 45 ± 456. 43*

盐酸多奈哌齐组 10 70. 15 ± 8. 17 939. 66 ± 366. 47
益肾化浊方组 10 62. 39 ± 8. 38△ 769. 88 ± 179. 75△

注:与 SAMＲ1组比较，* P ＜0. 05;与 SAMP8组比较，△P ＜0. 05

表 2 示，与 SAMＲ1 组比较，SAMP8 组小鼠出
现了明显的空间记忆障碍，穿越次数及 t / t总 显著
下降 ( P ＜ 0. 05 ) ; 益肾化浊方组穿越目标象限次
数和 t / t总 较 SAMP8 组显著增加 ( P ＜ 0. 05) ，而盐
酸多奈哌齐组穿越目标象限次数较 SAMP8 组显著
增加 ( P ＜ 0. 05) 。
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SAMＲ1 组 SAMP8 组 盐酸多奈哌齐组 益肾化浊方组

图 1 各组小鼠海马神经元突触超微结构观察 ( × 15000)

表 2 各组小鼠记忆能力的比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 穿越次数 ( 次) t / t总 ( % )

SAMＲ1 组 10 5. 10 ± 1. 03 56. 8 ± 8. 22
SAMP8 组 10 1. 54 ± 0. 97* 35. 22 ± 4. 53*

盐酸多奈哌齐组 10 3. 97 ± 1. 12△ 40. 91 ± 5. 62
益肾化浊方组 10 4. 68 ± 1. 23△ 51. 23 ± 7. 34△

注:与 SAMＲ1组比较，* P ＜0. 05;与 SAMP8组比较，△P ＜0. 05

2. 2 各组小鼠海马神经元突触微观形态变化
电镜下观察，SAMＲ1 组突触间隙清晰，突触

前线粒体嵴和膜完整，突触小泡数量正常，大小均

一。而 SAMP8 组突触间隙完全融合、模糊不清，
突触前重度水肿，未见线粒体，突触小泡数量大量

减少，大小不均一。益肾化浊方组突触间隙少部分
融合，突触前水肿程度减轻，对于突触损伤的缓解

程度优于盐酸多奈哌齐组，见图 1。
2. 3 各组小鼠海马组织 CＲEB蛋白表达比较
表 3 示，与 SAMＲ1 组比较，SAMP8 组小鼠海

马组织 CＲEB 表达明显减少 ( P ＜ 0. 05 ) ，益肾化
浊方组与盐酸多奈哌齐可上调 CＲEB 的表达 ( P ＜
0. 05) ，各组小鼠海马组织 CＲEB蛋白电泳图见图2。

表 3 各组小鼠海马组织 CＲEB蛋白表达
比较 ( CＲEB /β-actin，珋x ± s)

组别 鼠数 蛋白含量

SAMＲ1 组 6 1. 92 ± 0. 21
SAMP8 组 6 0. 88 ± 0. 19*

盐酸多奈哌齐组 6 1. 18 ± 0. 09△

益肾化浊方组 6 1. 74 ± 0. 18△

注:与 SAMＲ1组比较，* P ＜0. 05;与 SAMP8组比较，△P ＜0. 05

注: A SAMＲ1 组; B SAMP8 组; C 盐酸多奈
哌齐组; D 益肾化浊方组

图 2 各组小鼠海马组织 CＲEB蛋白电泳图

3 讨论

AD属中医学“痴呆”范畴，肾虚精亏、髓海
不足是 AD形成的基本病机［6］，并始终贯穿该病的
全过程［7］。同时，随着肾精亏虚，其他脏腑功能
也相应虚衰，气血运化不畅成瘀，津液失于布化为

痰，痰瘀互结，酿生浊毒而痹阻脑络，因肾虚而致

浊毒成为 AD发病的主要因素。因此，在中医 “肾
藏精”、“肾生髓通于脑”经典脏象理论的指导下，
从肾虚浊毒入手，以益肾化浊方治疗 AD，切中病
机。方中淫羊藿、补骨脂壮肾阳，温助肾精，制何
首乌、女贞子益肾精，生髓益脑; 石菖蒲化痰开
窍; 炙黄芪补气行血; 川芎辛散上行，为血中气

药，三者合用可达化浊开窍之目的。诸药相辅相
成，共奏补肾益精、化浊开窍之功［8］。

SAMP8 鼠为快速易老化小鼠，寿命一般为
12 ～ 13 个月。研究显示，在 SAMP8 小鼠中，抗氧
化应激反应酶———锰超氧化物歧化酶［9］、过氧化
氢酶［10］及谷胱甘肽过氧化物酶［11］的水平降低，并

且脑内出现了 Tau蛋白的异常磷酸化［12］、Aβ 蛋白
的沉积以及胶质细胞的增生［13］，这均符合 AD 的
病理机制，因此可作为动物模型广泛应用于 AD相
关的基础研究［14］。除此之外行为学检测发现，与
同龄 SAMＲ1 小鼠相比，12 月龄的 SAMP8 小鼠出
现了明显的衰老特征［15］，这为本研究选择 12 月龄
SAMP8 小鼠作为研究对象提供了理论依据。
大脑学习记忆能力的产生与突触密切相关，突

触可塑性则被认为是学习与记忆的细胞分子学基

础［16］。突触可塑性包括突触形态的改变、新的突
触的形成及传递性能的建立。本研究 Morris水迷宫
结果显示，益肾化浊方可明显改善 SAMP8 小鼠的
学习记忆能力，同时电镜下观察发现 SAMP8 组小
鼠海马神经元突触间隙完全融合、模糊不清，突触
前重度水肿，未见线粒体，突触小泡数量大量减

少，大小不均一。而益肾化浊方可明显减轻突触的
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水肿程度，改善其微观形态，并优于盐酸多奈哌

齐，由此推测益肾化浊方改善 SAMP8 小鼠学习
记忆能力可能与改善其海马神经元突触微观形态

相关。
CＲEB是一种具有选择性特异结合 cAMP 反应

元件的核蛋白，研究发现该蛋白可调节突触可塑性

相关的基因转录［17］。在细胞内，多条信号通道都
能磷酸化 CＲEB并使其激活，进而调节下游基因转
录和新蛋白合成，从而影响突触传递功能［18］。同
时对神经元的存活、分化、再生和修复起重要作
用，如 CＲEB 磷酸化后不仅可调节即早基因如
c-fos、c-jun等的表达，而且还调节抗凋亡和保护性
蛋白分子及神经营养因子的表达，因此与学习记忆

关系密切［19］。本研究发现 SAMP8 小鼠海马 CＲEB
蛋白的含量与 SAMＲ1 组比较明显减少，而益肾化
浊方干预后，CＲEB表达升高，可见益肾化浊方可
能通过提高 CＲEB 的表达改善 SAMP8 小鼠的学习
记忆能力。
本实验借助 SAMP8 小鼠为动物模型，采用益

肾化浊方与西药盐酸多奈哌齐进行干预，运用行为

学、形态学、分子生物学等方法进行观察，发现益
肾化浊方可明显改善 SAMP8 小鼠学习记忆能力，
该作用可能与上调 CＲEB蛋白，保护神经元突触微
观形态，改善了突触可塑性相关，但该方是否进一

步调控 CＲEB相关的信号通路，还有待深入系统的
研究。
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Effect of Yishen Huazhuo Prescription on Learning and Memory Ability and Hippocampal Synapses Key
Protein CＲEB of SAMP8 Mice
ZHANG Yulian1，CUI Yuanwu1，ZHOU Zhen1，ZHANG Linlin1，SONG Wanshan2，HAN Wenwen1

( 1． The Second Affiliated Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine，Tianjin 300150; 2． Tianjin University of
Traditional Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To observe the effect of Yishen Huazhuo Prescription on learning and memory ability and
hippocampal synapses key protein CＲEB of senescence-accelerated prone mouse ( SAMP8) model． Methods To-
tally 30 SAMP8 mice of 12 months were randomized into SAMP8 group，donepezil group and Yishen Huazhuo Prescrip-
tion group． Another 10 senescence-resistant ( SAMＲ1) mice were selected as the control group． The SAMP8 group
and the control group were not intervened，Yishen Huazhuo Prescription group was given Yishen Huazhuo Decoction
( 9. 62 mg /kg) ，and donepezil group was treated with donepezil ( 0. 01 mg /g) ． The learning and memory ability was
detected with Morris water maze task． The microcosmic morphology of hippocampal neuron synapses of mice in each
group was observed under electron microscope． The CＲEB protein expression in the hippocampus was detected with
Western blot method． Ｒesults In place navigation test，the latent time and total swimming distance of mice in the
SAMP8 group were significantly prolonged as compared with the SAMＲ1 group ( P ＜ 0. 05) ． The latent time and total
swimming distance of mice in Yishen Huazhuo Prescription group were apparently shortened as compared with the
SAMP8 group ( P ＜ 0. 05) ． In spatial probe test，the number of mice through target quadrant and t / t in the SAMP8
group were significantly reduced as compared with the SAMＲ1 group ( P ＜ 0. 05) ． The number of mice through target
quadrant and t / t in Yishen Huazhuo Prescription group were significantly increased as compared with the SAMP8 group
( P ＜ 0. 05) ． The number of mice through target quadrant in the donepezil group was apparently increased as com-
pared with the SAMP8 group ( P ＜ 0. 05) ． Under electron microscope，the brain samples of mice in SAMＲ1 group
showed that synaptic clefts of hippocampal neuron were clear，presynaptic mitochondrial cristae and membrane were
complete，and synaptic vesicle count was normal with average size． While in the SAMP8 group，synaptic cleft was in-
distinct and completely fused，presynaptic swelling occurred with no mitochondria，and synaptic vesicle count was
dramatically decreased with different sizes． In Yishen Huazhuo Prescription group，small part of synaptic cleft was
fused，presynaptic swelling was relieved，and the relief degree of synaptic damage was better than that in the donepez-
il group． Comparing with the SAMＲ1 group，CＲEB expression of hippocampus in the SAMP8 group was obviously de-
creased ( P ＜ 0. 05 ) ． Yishen Huazhuo Prescription and donepezil could up-regulate the expression of CＲEB ( P ＜
0. 05) ． Conclusion Yishen Huazhuo Prescription can significantly improve learning and memory ability of SAMP8
mice． The possible mechanism may be related to the up-regulation of CＲEB protein expression in hippocampus，pro-
tection effect on microstructure of hippocampus neuronal synapse and function improvement of neuronal synapse．
Keywords Yishen Huazhuo Prescription; SAMP8 mice; neuron; synapse; CＲEB
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