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补肾益智方对-./012314病模型大鼠脑内

!5淀粉样前体蛋白的影响!
高 洁) 赖世隆( 饶 燕(

内容提要 目的：观察补肾益智方对-./012314病（-6）模型大鼠脑内!5淀粉样前体蛋白（!5-77）的影
响。方法：以65半乳糖致亚急性衰老合并819:14;核损毁作为-6大鼠模型，用免疫组织化学检测及体视学
分析方法观察大鼠脑内!5-77的变化。结果：补肾益智方能显著降低-6模型大鼠脑内顶叶皮质、海马<-)
区、齿状回!5-77免疫阳性神经元的细胞数、积分光密度值（!"’*’+，!"’*’)）。结论：补肾益智方能减少
或抑制!5-77的过度产生，这可能是其减少!淀粉样蛋白（!5-7）沉积，改善-6模型大鼠学习记忆的作用机
制之一。
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-./012314病（-./012314SIP2I1FI1，-6）是人类老
年期一种神经系统退行性疾病，其神经病理学的重要

特征之一就是脑组织中出现大量老年斑（B7），!5淀粉
样蛋白（!5F39."2PO4";12:，!5-7）是老年斑的主要成
分。!5-7来自一个跨膜糖前体蛋白———!5淀粉样前
体蛋白（!5F39."2PO41LN4I"4!5-77）。研究发现，!5
-77的过度产生、积聚可能是!5-7沉积形成及-6发
病的主要致病机理之一（)），因此抑制和减少!5-77的
过度产生是治疗-6的重要环节。为此，我们观察了
补肾益智方对-6模型大鼠脑内!5-77的影响，旨在
探讨中医药防治-6的途径和措施。

材料和方法

) 主要试剂、药物和仪器 65半乳糖（上海试剂
二厂生产），鹅膏蕈氨酸（2H";1:2LFL2P，AM>，购自B2C5
3F公司）。补肾益智方浓缩液（由蛇床子(’C 枸杞
子)’C 人参)’C 何首乌)’C 丹皮)’C等组成，广
东省中医院制剂科配制，每克成药含生药量%*TTC）。
石杉碱甲（上海红旗制药厂生产的双益平片，批号：

$,’)’)，每片’*’+3C）。脑立体定位仪（日本精工生
产）。单克隆小鼠抗大鼠!5-77抗体、@B-M试剂盒、

6-M（6-U>公司产品）。

( 实验动物及分组 V2I;F4大鼠，W月龄，体重

(’’"(+’C，为青年对照组（简称青年组）；(’月龄，体
重T+’"++’C，随机分为老年对照组（简称老年组）和
造模组，造模结束后将存活的大鼠再随机分为模型对

照组（简称模型组）、补肾益智方高剂量组（简称高剂量
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组）、补肾益智方低剂量组（简称低剂量组）、石杉碱甲

对照组（简称石杉碱甲组）。所有实验动物均由广州中

医药大学实验动物中心提供。

! 造模及给药 进行造模的大鼠腹腔注射"#半
乳糖$%&’·(’)*·+)*，连续,周，第-周开始以./0
损毁双侧 1234256基底核，方法见有关文献

（7）。青年

组和老年组在腹腔和相同脑区注射等体积生理盐水。

造模结束后，补肾益智方高、低剂量组分别以补肾益智

方浓缩液按89%-’·(’)*·+)*、89$!:’·(’)*·+)*（相当
于成药:9,’·(’)*·+)*、79%’·(’)*·+)*）灌胃，石杉碱
甲组以双益平89!&’·(’)*·+)*灌胃，模型组、青年组
及老年组以等体积生理盐水灌胃，连续$周。

$ !#;<<免疫组织化学反应 灌胃结束后，以戊
巴比妥钠（!:&’／(’体重）腹腔麻醉大鼠，经左心室主
动脉插管灌流固定，开颅取脑作冠状切片，片厚

$8"&，采用常规免疫组织化学染色法进行!#;<<免疫
组织化学反应：切片先入*8=羊血清、89!=>5?6@4A#
*88，!8&?4；然后入小鼠抗大鼠!#;<<抗体（*B*8），

$C，$%D；再入E?4(52F’246（*B$88），*D；最后";/显
色，常规脱水，透明，封片。阴性对照切片入不含第一

抗体的抗体稀释液。

: 形态计量学分析 采用&26F1@5GD!9,图像
处理系统分析!#;<<免疫阳性神经元的数目、细胞平
均截面积和积分光密度。每只大鼠均选取相同部位的

结构，每个区域测!个不同视野，取其均值。

, 统计学方法 用H;H,9*7统计软件进行单因
素方差分析、!检验。

结 果

* !#;<<免疫阳性神经元主要分布于大脑皮层、
海马、基底前脑等部位，神经元呈梭形、椭圆形、锥形或

多边形，细胞大小不一，可见较长神经突起。阳性反应

产物主要位于神经元核周质、突起及其分支上，细胞核

为阴性。大脑新皮质区!#;<<阳性神经元主要分布
于#、$、%层，以梭形细胞为主，突起长，多垂直于大
脑表面（见图*）。齿状回!#;<<阳性神经元主要分布
于多形细胞层，突起较多，多为横行走向（见图7）。海
马I;*区!#;<<阳性神经元主要分布于锥体细胞层，
突起长，伸向放射层、腔隙层或分子层，多垂直走行（见

图!）。

7 各组大鼠新皮质区、海马I;*区和齿状回!#
;<<免疫阳性神经元定量分析 见表*。大脑新皮质
区，顶叶的阳性神经元数量最多，故以此部位做图像分

析。顶叶皮质、海马I;*区，模型组!#;<<阳性神经
元的细胞数、积分光密度值均较青年组和老年组显著

升高（"!898*），齿状回细胞数、平均截面积、积分光
密度值较青年组显著增加（"!898:，"!898*）。石
杉碱甲组与模型组比较，仅在顶叶皮质!#;<<阳性神
经元的细胞数显著减少（"!898:），而补肾益智方低
剂量组在海马I;*区、齿状回!#;<<阳性神经元的积
分光密度值均显著减少（"!898:），顶叶皮质的细胞
数、积分光密度值也显著降低（"!898:）；高剂量组在

!个脑区!#;<<阳性神经元的细胞数、积分光密度值
均较模型组显著减少（"!898:，"!898*）。

讨 论

近年研究认为，!#;<在脑组织中沉积造成神经元
的退变是;"发病机制中重要的环节之一，而!#;<在

;"中的致病作用很大程度上与其前体!#;<<的异常
加工处理过程有关。目前认为!#;<<通过两种代谢
方式产生!#;<，一种称为“分泌酶途径”，即分泌酶&、

!、’分别作用于!#;<<的不同位点，其中分泌酶!、’
是形成!#;<的主要方式。另一种称为“溶酶体途径”，
细胞膜上成熟!#;<<内聚到溶酶体中，在特异蛋白酶

!!"##免疫阳性神经元
图$ 为顶叶皮质（J*88）； 图% 为齿状回（J788）； 图& 为海马I;*区（J788）
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表! 各组大鼠顶叶皮质、海马!"#区和齿状回!$"%%阳性神经元形态学参数比较 （!!&"）

组别 #

顶叶皮质

细胞数

（个／标准视野）

平均截面积

（"’(）

积分光

密度值

海马!"#区
细胞数

（个／标准视野）

平均截面积

（"’(）

积分光

密度值

齿状回

细胞数

（个／标准视野）

平均截面积

（"’(）

积分光

密度值

青年 ## )(*+&#,*- ,.*/&.*+ ##*0&#*) #/*-&-*+ /+*#&#0*, (*)&#*0 ,.*+&+*) .0*(&#,*, ##*.&(*,
老年 #0 +.*0&#-*. /#*(&##*/ #-*.&#*/" (#*)&1*/ /+*#&#0*- 1*(&#*# ))*#&##*1"".)*-&#1*, #)*+&(*,"
模型 #0#1(*-&(0*(##"".-*,&#0*)" (0*+&(*.##"" -#*0&,*0##"".1*0&+*, .*/&#*-##"" ++*1&#(*#""+(*1&#-*-" (#*/&(*-""
石杉碱甲#0#0,*1&#/*+"$ .(*-&##*(" #.*1&(*(#"" 11*+&-*1#"" .#*1&+*# /*.&0*+##"" )#*+&#-*(" ),*-&#/*. #.*(&#*)"
低剂量+ ++*#&#)*+$ /+*0&#(*+ #/*/&#*)""$ 1(*-&-*(#" .#*+&#0*- ,*)&0*."$ )0*#&#1*," )-*)&#(*) #/*/&(*0"$
高剂量+ +1*+&#-*/$$ /.*#&##*/ #,*/&#*-"$$ (+*)&1*)"$ .0*.&+*+ ,*1&0*+"$ .#*.&#(*($ )-*(&#)*- #/*/&(*1"$

注：与老年组比较，#$%0*0,，##$%0*0#；与青年组比较，"$%0*0,，""$%0*0#；与模型组比较，$$%0*0,，$$$%0*0#

作用下形成!$"%
（1）。有研究发现在"2患者大脑新皮

质区、海马结构及其他相关脑区内有大量淀粉样蛋白

沉积，同时出现!$"%%免疫阳性神经元数量的增加
（-）。

实验研究表明!$"%%的过度表达能引起神经元病变，
如能致离体实验中神经元样细胞死亡及在体研究中实

验动物脑内出现淀粉样物质沉积和认知损害（,）。钱亦

华等（/）用过量铝诱导建立"2大鼠模型，表现为学习
记忆减退，!$"%%表达增多。治疗后，随着!$"%%表达
的降低，学习记忆能力亦得到改善（受电击次数减少，

潜伏期延长）。有研究已表明，23半乳糖致亚急性衰
老合并456损毁789:8;<核的"2模型大鼠有明显的
学习记忆障碍（(）。补肾益智方主要由蛇床子、人参、何

首乌、丹皮等组成，具有补肾填精、益气补血、活血化

瘀、开窍醒神之功效，相关研究已表明该方能明显改善

"2模型大鼠的学习记忆障碍（.），根据本实验结果，其
作用的生物学基础可能是通过抑制!$"%%的产生，减
少!$"%在脑内的沉积，从而改善"2模型大鼠学习记
忆能力。至于补肾益智方减少!$"%%产生的机制，我
们推测可能与以下两个方面有关：（#）方中主药之一蛇
床子的主要成分蛇床子素具有雌激素样作用（)），而近

年研究揭示雌激素疗法可降低女性患"2的危险（+），
蛇床子的雌激素样生物活性可能参与!$"%%合成、代
谢的调节，对"2模型大鼠学习记忆障碍有改善作用。
（(）有研究表明!$"%%对神经系统损伤有高度敏感
性，神经元的损伤会导致!$"%%免疫反应活性的增
加（#0），补肾益智方可能有保护部分神经元免于456的
损伤或降低456对神经元毒性的作用，从而在一定程
度上降低!$"%%的免疫反应活性。
从实验结果看，高、低剂量组之间差异无显著性，

不过可以看出高剂量组在降低模型大鼠脑内!$"%%
作用方面有优于低剂量组的趋势，这可能与中药复方

药味多，成分复杂，难以得到准确的量效关系有关。对

于其确切的量效关系，我们将增加补肾益智方的剂量

分组以做进一步的研究。

参 考 文 献

#=>8:<?8’@:A7，B@CD7E，AF88<G:H!E，8<@?=!／"-@’9?IGJ
K;8LM;CI;K;I<8G:（!$"%%）@C@’@;N8;OI;@PI:@?G:QM;9@O<8;
D8@JG:QM;9=B8M;ICLGR8<<#++1；#/0S#1+—#-1=

(=胡镜清，赖世隆，王 奇，等=2$半乳糖加速衰老合并789:$
8;<核损毁大鼠学习记忆能力变化的初步观察=中华老年医
学杂志(000；#+（(）S,—/=

1=5MCLGH?GIE，>@TMUJ@2V，7@<CMJ@G;@%，8<@?=>8:8;@<GI:IO

!$@’9?IGJG:<D8:8M;I:@?@:J:I::8M;I:@?L8??C=%;ILB@<?"$
L@JALGWA" #++1；+0（,）S(0+(—(0+/=
-=X@’@HMLDGV，B@N@U@<IX，VG;@G%，8<@?=4’’M:I8?8L<;I:
’GL;ICLIKGL?IL@<GI:IO@’9?IGJ!K;I<8G:G:<D8JGOOMC8K?@YM8
IO"?UD8G’8;$<9K8J8’8:<G@=5;@G:Z8C#++0；,0)（(）S1(0—

1(-=
,=7I;@:%7，VGHHG:CRA，!I;J8??5，8<@?="H8J$;8?@<8J?8@;:$
G:HJ8OGLG<CG:<;@:CH8:GL’GL88PK;8CCG:H<D8.,#$@’G:I@LGJ
GCIOI;’IODM’@:!$@’9?IGJK;8LM;CI;K;I<8G:=%;ILB@<?"L@J
ALGWA" #++,；+(S,1-#—,1-,=

/=钱亦华，胡海涛，杨 杰，等=川续断对"?UD8G’8;病模型大
鼠海马内淀粉样前体蛋白表达的影响=中华神经科杂志

#+++；#,（(）S#1-—#1)=
.=胡镜清，赖世隆，王 奇，等=补肾益智方对阿尔茨海默病大
鼠模型脑内胆碱能神经系统的保护作用=广州中医药大学
学报#+++；#/（1）S(0#—(0-=

)=李朝阳=蛇床子素对去卵巢大鼠近侧胫骨代谢的影响=药学
学报#++/；1#（,）S1(.—11(=

+=%@H@:G:GV"，V8:J8;CI:[\=]C<;IH8:J8OGLG8:L9@:J;GCNIO
"?UD8G’8;JGC8@C8G:FI’8:="’E]KGJ8’GI?#++-；#-0（1）S
(,/—(/#=

#0=AG’@:Z，!@;JE%，B8?CI:Z5，8<@?=]PK;8CCGI:IO!$@’9?IGJ
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