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首乌益智胶囊对血管性痴呆大鼠 Notch／Delta
信号通路基因表达的影响
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2.泰安医学院预防医学系；3.同济大学附属同济医院分院）

［摘 要］ 目的 探讨首乌益智胶囊治疗血管性痴呆的作用机制。 方法 用改良 Pulsinelli四血管阻断法制造血管性痴呆大鼠模
型42只，随机分为首乌益智胶囊组、脑复康组、模型组，每组14只，并设假手术组14只。造模后7天，首乌益智胶囊组灌胃给予首乌益
智胶囊溶液（0.08g／ml） ，脑复康组灌胃给予脑复康溶液（0.02g／ml） ，模型组与假手术组均灌胃生理盐水。20天后利用实时荧光定量
PCR 检测 Notch／Delta 信号通路 HES1、Mash1、β淀粉样前体蛋白（ β-APP） 的 mRNA 表达。 结果 与模型组、脑复康组比较，首乌
益智胶囊组 HES1基因表达明显增高（ P＜0.05） ，而 Mash1和β-APP 基因表达的下降无统计学意义（ P＞0.05） 。 结论 首乌益智胶
囊能有效激活 Notch／Delta信号通路上 HES1、Mash1、β-APP 基因的相互作用，这可能是首乌益智胶囊治疗血管性痴呆的作用机制
之一。
［关键词］ 血管性痴呆；首乌益智胶囊；Notch／Delta信号通路；HES1；Mash1；β淀粉样前体蛋白（ β-APP）
Effect of Shouwu Yizhi Capsule on Gene Expression in Notch／Delta Signal Pathway of Vascular Dementia Model Rats
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ABSTRACT Objective T o investigate the effect and mechanism of Shouwu Yizhi Capsule （ Capsule of Radix Polygoni Multiflori and
Semen Coicis for dementia） on the Notch／Delta signal pathw ay in experimental rats w ith vascular dementia （ VD） ．Methods T he
models w ere established w ith the modified Pulsinelli4 vessel occlusion method．T hey were randomized into Shouwu Yizhi Capsule
group，piracetam group，model group，and sham operation group w ith14rats in each group．Seven days after modeling，the Shouwu
Yizhi Capsule group was administered intragastrically Shouwu Yizhi Capsule solution0．08g／ml，the piracetam group was prescribed in-
tragastrically piracetam solution0．02g／ml，and the model and sham operation groups w ere given intragastrically normal saline．Twenty
days later，the mRNA expression of HES1，Mash1，and β-APP on Notch／Delta singal pathw ay was determined by real-time quantita-
tive fluorescent PCR．Results Compared w ith the model and piracetam groups，the mRNA expression of HES1the in Shouwu Yizhi
Capsule group was significantly increased （ P＜0．01） ，while the decrease of mRNA expression of M ash1and β-APP was not significant
（ P＞0．05） ．Conclusion Shouwu Yizhi Capsule could effectively activate the interaction of HES1，Mash1，and β-APP on the Notch／
Delta signal pathw ay，being the possible mechanism in the treatment of VD．
Key Words  Shouwu Yizhi Capsule （ Capsule of Radix Polygoni Multiflori and Semen Coicis for dementia ） ；Vascular dementia；
Notch／Delta signal pathw ay；HES1；Mash1；β-APP
  血管性痴呆（ Vascular dementia，VD） 是因脑血管
疾病所致的智能及认知功能障碍的临床综合征，该病
发病率高，深入探讨 VD的发病机制、研发有效方药具
有十分重要的意义。研究表明，Notch／Delta 信号通路
可对神经干细胞增殖分化起非常重要的调控作用。
Notch／Delta信号通路上游基因的激活，可促使神经干
细胞向星形胶质细胞、少突胶质细胞的分化、增殖和维

持［1－4］，分泌神经营养因子，促进神经细胞的修复。本
研究采用改良 Pulsinelli四血管阻断法制造 VD大鼠模
型，选取 Notch／Delta通路上 HES1、Mash1以及β淀粉
样前体蛋白（ β-APP） 作为观察指标，了解中药首乌益
智胶囊对 Notch／Delta通路的调控作用，进一步探讨其
可能的作用机制，为临床治疗 VD提供实验依据。
1 材料与方法
1.1 动物

Wistar 清洁级健康老龄大鼠100只 （ 月龄＞15个
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月） ，雌雄各半，体重300～400g。山东大学实验动物中
心提供，实验动物许可证号：SYSK（鲁）20050052。
1.2 药物与试剂

首乌益智胶囊 （ 药物组成：制何首乌，益智仁，黄
芪，天麻，丹参，水蛭，地龙，银杏叶提取物，远志，川芎，
药物组成比例为5燊3燊3.5燊2.5燊3.5燊1.8燊2.5燊2燊0.2燊3，
制成胶囊，0.5g／粒，相当于生药1.6g）由济南钢铁职工
医院制剂室生产，院内制剂批号：Z20070013。脑复康片
由济南东风制药有限公司生产 （0.4g／片，批号
0307043） 。用蒸馏水配置成相应浓度的混悬液，4℃保
存，备用。
1.3 仪器与试剂

Mx3000P Real-time PCR 仪 （ 美国 Stratagene 公
司 ） ，微量高速离心机（德国 Eppendorf 公司） ，紫外分
光光度计（美国 GeneQuant 公司） ，电泳仪（北京东方仪
器厂） ，凝胶紫外分析仪 （ 北京赛志创业科技有限公
司） 。T rizol（美国 Invitrogen 公司，批号：15596018） ，M-
MulV 反转录酶 （ 美国 Promega 公司，批号：M1701） ，
RNaseinhibitor （大连 TAKARA 公司，批号：D2313A） ，
SYBR Real-time PCR试剂盒（上海 GenePharma公司，
批号：QPG-043） 。
1.4 迷宫学习训练

参照文献［5］方法，采用 Morris 水迷宫法进行大
鼠行为学训练。水迷宫为一不锈钢圆形水池，直径
100cm，高50cm，内置一平台，平台高40cm，底面为
15cm×15cm。水深41cm，水温22℃。在水池壁标明4个
入水点，由此将水池等分为4个象限，任选1象限正中放
置平台，没于水下1cm。方法：定位航行试验，于每天下
午4次，将受试大鼠按顺时针方向顺序面向池壁放入水
中。记录2min 内找到平台的时间（ 逃避潜伏期） ，共学
习6天。根据 Morris 水迷宫实验筛选学习记忆良好的
大鼠90只。
1.5 模型制备与分组

用改良 Pulsinelli四血管阻断法制造 VD 大鼠模
型［6－7］。大鼠腹腔麻醉后，行背侧颈正中切口，逐层钝
性分离，暴露双侧第1颈椎横突翼小孔，用直径约
0.5mm 的电凝针灼烧双侧翼小孔内的椎动脉，造成永
久性闭塞，再将大鼠仰卧固定，行腹侧颈正中切口，钝
性分离双侧颈总动脉，以4号丝线穿线备用。24h 后，用
微动脉夹夹闭双侧颈总动脉5min，间隔1h 后再夹闭
5min，共夹闭3次，局部伤口缝合前，以庆大霉素局部喷
洒处理防止感染，术后3天给予青霉素2U ／kg 肌肉注射
抗感染。假手术组步骤同上，不做缺血处理。将术后造
模成功的42只大鼠，按水迷宫定位航行测试成绩，随机

分为首乌益智胶囊组、脑复康组、模型组，每组14只。并
设假手术组14只。
1.6 水迷宫测试

造模术后第7天，对大鼠进行水迷宫测试。定位航
行试验：历时6天，每天下午4次，将受试大鼠按顺时针
方向顺序面向池壁放入水中。记录2min 内找到平台的
时间。前5天学习，第6天测试，记录测试成绩。空间探索
试验（ spatial probe test ） ：第6天下午定位航行试验后撤
除平台，将大鼠从任意一点放入水中，拍摄游泳过程
1min，分析循行路径，统计其在原平台所在象限内外循
行路径之比，和在该象限内外停留的时间之比，统计跨
越原平台位置的次数。

评价造模成功的标准：以假手术组大鼠隐匿平台
逃避潜伏期的平均值作为参照值，计算术后成活模型
大鼠各时段隐匿平台逃避潜伏期平均值与参照值之差

占该鼠隐匿平台逃避潜伏期的比值，若该值＞20％为
模型成功［8］。
1.7 分组与给药

术后7天，首乌益智胶囊组给予首乌益智溶液灌
胃，灌胃浓度0.08g／ml，脑复康组给予脑复康溶液灌
胃，灌胃浓度0.02g／ml。模型组、假手术组生理盐水灌
胃。按1ml／100g 体重，每天下午灌胃1次，共20天。
1.8 荧光实时定量 PCR检测

用 T rizol法提取大脑皮质组织总 RNA。提取的总
RNAA260／A280≥1.8，且琼脂糖凝胶电泳显示28S 和
18S 条带清晰，说明所提取的 RNA 无降解。以每种总
RNA 样品2μg 为模板，Random primer0.5μg 为引物，
42℃进行反转录反应2h，70℃5min 中止反应进行 cD-
NA 反转录。目的基因及 actin 的基因序列通过基因库
获得，引物采用 Primer Premier 4.10软件设计，由 In-
vitrogen公司合成，引物序列见表1。参照试剂盒说明书
进行实验。

表1 各基因引物序列

基因
名称

引物类别 序列
扩增产物
大小

β-APP 上游引物
下游引物

5’-CCCGCTGCTGACCGAGGAC-T3’
5’-TCCGGGGTCACAGCAGCGTC-3’ 304bp

Mash1 上游引物
下游引物

5’-GGCGTCCTGTCGCCCACCAT-3’
5’-CGTGGGAGGCTGGGTGTCTG-3’ 313bp

HES1 上游引物
下游引物

5’-ACTGCATGACCCAGATCAACGC-3’
5’-GGAAGGCGACACTGCGTTAGGA-3’ 361bp

β-actin（内参） 317bp

  当荧光信号强度超过基线时，其域值循环数 （ C
值）被记录下来。在实时定量 PCR中，Ct 值被认为与被
扩增基因的初始浓度密切相关。对于数据的处理，采用
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文献方法［9］，将 Ct 值转换为相对倍数，△Ct＝Ct 目的
基因-CtGAPDH。
1.9 统计学方法

采用 SPSS 11.5统计软件。计量数据以均数±标
准差（ x±s）表示，组间数据比较用单因素方差分析。
2 结果

表2示，假手术组、模型组、脑复康组、首乌益智胶
囊组纳入分析鼠数分别为6、5、6、6只。首乌益智胶囊组
HES1基因相对定量较脑复康组和模型组明显增高（ P
＜0.05） ，说明首乌益智胶囊可明显提高 HES1基因表
达；首乌益智胶囊组 Mash1基因相对定量较脑复康组
和模型组较低水平，但无统计学意义（ P＞0.05） ，表明
仍处于抑制状态；首乌益智胶囊组β-APP 基因相对定
量较脑复康组和模型组呈降低趋势，但无统计学意义
（ P＞0.05） 。

表2 各组 VD 大鼠脑组织 HES1、Mash1、
  β-APPmRNA 表达的比较（ x±s）

组别 鼠数 HES1 Mash1 β-APP
假手术组 6 0.90±0.44 1.03±0.62 1.29±0.42
模型组 5 0.94±0.62 0.89±0.46 1.01±0.19
脑复康组 6 0.98±0.76 0.86±0.51 0.99±0.45

首乌益智胶囊组 6 2.20±1.43*△▲ 0.61±0.24 0.96±0.43
  注：与假手术组比较，*P＜0.05；与模型组比较，△P＜0.05；与脑
复康组比较，▲P＜0.05
3 讨论

Notch／Delta 信号通路是一条在胚胎发育中起调
控作用的保守途径。近年来，由于 Notch／Delta途径与
神经组织发生和神经干细胞增殖分化的关系而备受研

究者们关注。Mash1是神经干细胞向神经元分化发育
形成的基因。Mash1是在中枢神经系统发育过程中的
关键基因，其对神经元分化具有促进作用，对胶质细胞
的发生有抑制作用［10］。APP 为淀粉样前体蛋白，位21
号染色体上，是一种跨膜蛋白，在神经系统发育阶段及
轴突受损时可起到维持和保护轴突结构的重要作用。
当 APP 分解过程发生异常时，其产物就会引起疾病。
老年斑核心的β淀粉样多肽（ Aβ） 就是 APP 在胞内经
两步分解后的产物［11］。本实验选取 Notch／Delta 通路
上 HES1、Mash1以及β-APP 基因作为观察指标。本研
究结果显示，首乌益智胶囊组 HES1基因表达明显增
高，表明具有抑制神经干细胞向神经元方向分化的作
用；而 Mash1基因表达降低，说明 Mash1基因仍处于抑
制状态得到进一步证实，与药物疗程时间短有关，因为
从神经祖细胞分化发育成神经元，要经过神经干细胞
的分化决定，神经干细胞分化为神经元要经历多次有

丝分裂，在时间上不能少于60天左右，我们用了20天，
显然是与疗程太短有关；β-APP 表达各组间无统计学
意义（ P＞0.05） ，说明首乌益智胶囊对维持 APP 正常
功能发挥了疗效。说明首乌益智胶囊可能通过激活
Notch／Delta信号通路发挥作用。

VD 属中医“呆病”范畴，其病性为本虚标实，肾精
亏虚为本，瘀血阻络为标，治疗当以补肾填精、化瘀通
窍为法。首乌益智胶囊由何首乌、益智仁、黄芪、天麻、
丹参、地龙、川芎等药物组成。方中何首乌补益肝肾、益
精生髓，为君药。黄芪功专补气升阳；益智补肾阳，温肾
经；天麻体肥柔润，富含液质滋补之性，能养液开郁化
痰。三药合用鼓舞肾气以生精，助阳以化阴，共为臣药。
丹参、地龙共为佐药，与君药、臣药共达益气活血、化瘀
通络、推陈致新、填精益脑、开窍聪智之功。川芎辛温香
窜，血中之气药，走而不守，为使药。全方配伍共奏补肾
填精，化瘀通窍之功能。现代药理研究表明，何首乌能
降低血脂、抗动脉粥样硬化，益智仁能清除自由基、对
抗脂质氧化活性，黄芪能扩张脑血管、增加脑血流量，
上述三药均有抗衰老的作用；丹参、地龙、川芎均可增
加脑血流，降低脑血管壁阻力，改善脑代谢。本研究结
果表明，首乌益智胶囊可能通过激活 Notch／Delta信号
通路，激活了 NICD-CBF 复合体基因，促进神经干细胞
向星形胶质细胞分化，从而使得星形胶质细胞增殖活
化，分泌众多神经营养因子，发挥神经保护作用。这对
中医药防治 VD 有重要的使用价值和理论意义。但是
星形胶质细胞的发生发育可能有多种信号途径和机制

参与了这一复杂的过程，首乌益智胶囊是否仅通过
Notch／Delta信号通路其作用还需进一步研究。
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表2 各组大鼠 Na＋-K＋-ATP 酶活性比较
  （ μmol Piꆤmg prot－1ꆤh－1，x±s）

组别 鼠数 Na＋-K＋-ATP 酶活性
正常组 10 1.541±0.069
模型组 10 1.415±0.034*△
治疗组 10 1.471±0.064*

  注：与正常组比较，*P＜0.05；与治疗组比较，△P＜0.05
4 讨论

津液的生成、输布、排泄，是一个涉及多个脏腑的
复杂的生理过程。《素问ꆤ经脉别论》曰：“饮入于胃，游
溢精气，上输于脾，脾气散精，上归于肺，通调水道，下
输膀胱，水精四布，五经并行”。可见，肺的功能正常与
否，对水液代谢起着至关重要的作用。本实验以冷风刺
激和硫磺烟熏侵犯肺系，使大鼠出现咳喘，通过长期刺
激，使之久咳不愈，致肺气耗伤，通调水道功能失常，以
致蓄水成痰。如此，外邪－咳喘－肺虚－痰浊的病理机
制便产生了，终成肺虚痰阻之证。肺虚痰阻证的病位在
肺，“肺为贮痰之器”，肺对维持人体正常水液代谢起重
要作用，若肺失宣降，水液可停聚成痰，导致痰证的发
生。可见“痰”为水液代谢异常的病理产物，肺在痰证的
病理过程中起着重要作用。本研究结果显示，模型组出
现咳嗽、咳痰、可明显闻及痰鸣音、动物体重增加缓慢，
气促、活动迟缓、毛发枯槁、口鼻分泌物增多等表现。治
疗组和模型组咳嗽次数与正常组比较均有统计学差异

（ P＜0.05） ，但治疗组和模型组咳嗽次数无统计学差
异（ P＞0.05） ，考虑因样本数太少或（ 和） 测试时间太
短引起。

目前认为，肺泡液体清除依赖肺泡上皮主动转运
机制［5］，由肺泡Ⅱ型上皮细胞的钠通道及 Na＋-K＋-
ATP 酶构成的转运体系，对肺泡液体的清除具有重要
意义。Na＋的主动转运带动肺泡液体主动清除。Na＋通

过顶膜钠通道进入肺泡Ⅱ型上皮细胞内，基底膜的
Na＋-K＋-ATP 酶主动将 Na＋泵入肺间质，同时主动摄
取 K＋；细胞内 K＋经基底膜上的 K＋通道扩散到细胞

外，完成 Na＋的主动转运过程。在此过程中，产生渗透

压梯度，带动液体转运。肺泡上皮完整性的破坏可导致
肺水转运能力下降。研究表明，在感染性休克、酸吸入
和烟熏导致肺损伤模型中，若出现肺泡上皮对蛋白通
透性显著增加（提示肺泡结构完整性受损） ，可观察到
肺泡上皮对蛋白的通透性增加的同时也伴有肺水清除

下降40％～50％［6］。可见，完整的肺泡上皮结构是钠泵
存在并发挥作用的基础。

本研究采用冷风刺激加烟熏法致肺虚痰阻证模型

后，即破坏了肺泡上皮结构的完整性，从而影响了钠泵
清除肺泡液体的功能。本研究发现，模型组的酶水解活
性低于正常组 （ P＜0.05） ，提示肺泡膜上 Na＋-K＋-
ATP 酶在肺水的转运中起重要作用，其活性的降低可
能是产生肺虚痰阻证的重要机制之一。同时经补肺化
痰方治疗后酶水解活性较治疗前上升（ P＜0.05） ，说
明补肺化痰方对 Na＋-K＋-ATP 酶活性有一定调节作
用，但未达到正常组水平，可能因用药时间不足或（和）
肺泡上皮结构破坏不完全可逆引起。总之，本研究从肺
脏入手，从肺泡上皮水主动转运系统之一，即Na＋-K＋-
ATP 酶探讨肺虚痰阻证的形成机制及补肺化痰方的
化痰机制，为肺虚痰阻证研究开辟新的视野。
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