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摘要 目的：建立符合阿尔茨海默病（?/@A.87.B病，?C）临床及病理特征的实验性?C动物模型，观察

智脑胶囊对该模型大鼠学习记忆及脑组织病理形态学指标的影响。方法：采用"6淀粉样蛋白（"6?D）大鼠侧

脑室注射及转移生长因子"(（-E1"(）脑内注射制作实验性?C大鼠模型。应用避暗法和水迷路法测定?C
模型大鼠学习记忆功能，并采用免疫组化及图像分析定量法检测实验性?C模型大鼠大脑皮层和海马结构

F?(区"6?D沉积斑数目及截面积。结果：经改进由"6?D联用-E1"(诱导的实验性?C模型大鼠既表现有

行为学改变（学习记忆障碍），又具典型的?C病理学特征（"6?D沉积斑）。智脑胶囊能有效地改善实验性

?C模型大鼠学习记忆功能，减少模型大鼠大脑皮层和海马结构F?(区"6?D沉积斑数目及截面积。结论：

"6?D联用-E1"(诱导的实验性?C模型大鼠是一接近临床的较好模型，可用于抗痴呆药物的筛选和药效评

价。智脑胶囊能明显提高该模型大鼠学习记忆能力，减少模型大鼠大脑皮层、海马结构F?(区"6?D沉积斑

数目及截面积，这是其发挥抗痴呆效应的主要机制。

关键词 智脑胶囊 阿尔茨海默病 动物模型 学习记忆 "6?D沉积斑数目及截面积
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大量的研究表明，缺乏既能反映阿尔茨海默病

（?/@A.87.B病，?C）行为学改变，又能出现典型的?C
神经病理学特征的?C动物疾病模型，是阻碍?C进

一步深入研究的症结所在。本实验在参考国外文献的

基础上，改进并成功制作出既有?C的行为学改变，又

有反映?C病理变化的"6?D沉积的?C大鼠模型，并
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观察了中药复方智脑胶囊对实验性!"模型大鼠行为

学改变（学习、记忆等）、脑组织病理学变化（!#!$沉

积）等指标的干预效应，以探讨智脑胶囊的作用机理。

材料与方法

% 动物 &’()*+雄性大鼠，体重,-."/..0，购

于安徽省医学研究所医学实验动物中心。适应性喂养

%周，饲料为市售固体饲料（购于安徽医科大学实验动

物中心），饮自来水。除实验时外，可自由摄食和饮水。

, 药物 智脑胶囊（由黄精、党参、川芎、石菖蒲

等中药组成，每粒.1-0，相当于生药/0，由安徽中医学

院第一附属医院制剂室提供），配制成水溶液，实验时

稀释至所需浓度；脑复康（上海信谊药厂产品），配制成

%..20／23溶液。均45保存，灌胃时温服。

/ 主要试剂 !#淀粉样肽（%"4.）和兔抗!#淀粉

样肽（%"4.）单克隆抗体，均为美国6’02*公司产品；

抗生物素蛋 白7生 物 素7过 氧 化 物 酶 标 准 试 剂 盒

（!89标准试剂盒）及二抗生物素化抗体羊抗兔，为美

国:;<)=+公司产品；二氨基联苯胺（"!8）由吉泰公司

提供（ 美 国 :;<)=+公 司 产 品）；转 移 生 长 因 子!%
（>?@!%）为华美公司产品；其他试剂均为市售分析纯

或化学纯试剂。

4 主要仪器 恒冷箱切片机，美国"!ABC／

DE9"D:D6DBC制造；高速台式离心机，上海医疗器械

品厂生产；F,%分光光度计，上海第三分析仪器厂出

品；C’G=HEI..显微图像分析系统，日本C’G=H公司

生产；江湾D#9型立体定位仪，上海第二军医大学仪器

厂生产。

- 动物分组 &’()*+大鼠，随机分为正常组、假

注射组、模型组、模型加脑复康对照组（简称“阳性药

组”）和模型加智脑胶囊#组（,0·G07%·J7%）和$组

（40·G07%·J7%）（简称智脑#组、智脑$组），每组%.
只。

K 动物模型制备 参照C*L;(M’2*和@+*N)(<MO
的方法〔%，,〕并进行改进，具体方法如下：/P戊巴比妥钠

4.20／G0腹腔注射，麻醉大鼠，将鼠头固定于江湾D#9
型立体定位仪上保持前后囟在同一水平，剪开头发，暴

露前囟，按大鼠脑立体定位图谱进行定位〔/〕，在前囟点

后方%1,22，中线旁开,1.22，用$Q-..牙科钻钻一

小孔，垂 直 插 入 一 小 塑 料 管（$E#%.，美 国），深 度 为

422（达侧脑室），将小管固定于大鼠头顶骨，局部撒

复方新诺明药粉防止感染，缝合头皮，术后肌肉注射青

霉素每只I万R／J。模型组每只侧脑室内给予!#!$
,%0／J，连续%4天，同时，于首次实验时在大鼠背侧丘

脑前方（7,1%22!$，S%1422AT，和741K22":），

用微量进样器显微注射转移生长因子!%%.H0%次，注

射-2’H，留针/2’H。假注射组给予等体积的人工脑脊

液，手术中注意动物呼吸（以免呼吸道阻塞）、体温（用

动物体温维持仪保持动物体温）。在!#!$末次注射F
天后进行大鼠被动回避条件反应和空间学习记忆力测

试。

F 给药方法 造模成功后（通过行为学测试及病

理学观察证实），开始给药。智脑胶囊两组分别给予大

鼠智脑胶囊水溶液,0／G0体重、40／G0体重灌胃，正常

组、模型组均给予等容积的生理盐水灌胃；而阳性药组

灌胃脑复康混悬液%..20／G0体重，连续,I天。

I 指标观察及测定

I1% 一般情况 包括大鼠神志、活动、毛发、饮食

等。

I1, 学习记忆指标 在侧脑室!#!$末次注射F
天后，分别采用避暗法和水迷路法，观察大鼠学习记忆

能力，以大鼠在明室停留时间超过/..(为判定标准，

观察大鼠在有灯的明室内的停留率，每天训练%.次，

连续-天，第K天测试。水迷路实验，大鼠训练以U.(
为限，若在此时限内动物不能到达平台，则训练停止并

记录成绩为U.(，每天,次，连续-天。以大鼠自放入

水中至找到平台时间作潜伏期，灌胃,I天后，重复上

述方法进行复测。

I1/ 实验性!"模型大鼠大脑皮层、海马结构

9!%区!#!$沉积斑数目和截面积 在!#!$末次给

药后%,天（即行为学实验进行后），取!#!$侧脑室注

射大鼠K只，作脑组织形态学观察，了解大脑皮层、海

马有无!#!$沉积斑。并和正常组（4只），假注射组（4
只）对照观察，以了解造模是否已造成大鼠大脑病理形

态学改变。取造模成功的大鼠连续灌服中药智脑胶囊

,I天后进行行为学指标复测，并观察智脑胶囊对实验

性!"模型大鼠大脑皮层、海马9!%区!#!$沉积的

影响。具体方法为先将大鼠称重麻醉，剪开胸腔，暴露

心脏，主动脉灌流，先以.1UP生理盐水%..23快冲，

继之以4P多聚甲醛（VWF14）灌流/.2’H，至动物尸体

展开，肢体变硬为止。取出大脑，置4P多聚 甲 醛／

.1%A$8中，后固定KM，再分别移至%.P、,.P、/.P
蔗糖／.1%A$8中，每步均以沉淀为准；恒冷箱连续切

片，片厚,.%2，/张取%张。开始作免疫组化，在脑片

上滴加.1/PW,B,/.2’H；-P小牛血清白蛋白（86!）、

%P大鼠血清及%P山羊血清，共同孵育,.2’H；滴加按

%X%..稀释的兔抗人!#!$（%74.）单克隆抗体，每次均

取,张脑片作阴性对照，45过夜；滴加生物素标记的
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二抗（山羊抗兔!"#$%&’(）孵育切片$)；加*+,复合

物（$%$((，$(!"／-.抗生物素蛋白/&0’!"／-.生物素1
过氧化物酶）2’-34；5*+／6&7&／,8,.&／96293:72（除

6&7&按$%$((配制外，余则按$%’(配制）室温显色为

黑色，边加样边观察，镜下出现黑色，入水终止反应，超

出;(-34，即染不出。注意上述步骤自切片后做免疫

组化开始，每步之后均用<+:洗涤，系列酒精脱水，二

甲苯透明封片。在光镜下进行脑片观察，按包新民等

主编的大鼠脑立体定位图谱〔;〕，对选取的大脑顶部皮

层、海马,*$区进行定位（同一区域切片组织块三维

定位相同），随机选取相同张数的脑片在光镜下观察形

态，并在93=84>?((显微图像分析系统下对大脑皮

层、海马,*$区"1*<沉积斑作定量分析，计算每平方

毫米"1*<沉积斑数目和截面积（!-&）。

?02 统计学方法 配对资料采用!检验。

结 果

$ 一般情况观察 模型组与其他组比较，大鼠活

动减少，体毛少泽，晦暗不顺，神情呆滞，反应欠灵，食

欲减退。

& 智脑胶囊对实验性*5模型大鼠学习记忆的

影响。

&0$ "1*<侧脑室注射对大鼠空间辨别学习记忆

能力的影响 见表$。假注射组和正常组在水迷路中

潜伏期均值上无明显差异，表明注射本身对实验结果

无影响。模型组和正常组、假注射组比较，其潜伏期明

显延长，以测试第;、2、’天最为明显，差异有显著性

（"!(0(’或"!(0($），显示随测试时间延长，"1*<

损害作用明显，表明"1*<侧脑室注射可造成大鼠明显

空间辨别学习记忆的障碍。

&0& "1*<侧脑室注射对大鼠被动回避反应的影

响 用避暗法观察所得结果显示，模型组大鼠的明室

停留率（;’0;@）明显低于正常组（A;0’@）和假注射组

（?B02@），模型组与正常组和假注射组比较差异有显

著性（"!(0($），而正常组与假注射组比较无明显差

异（""(0(’），表明模型组已造成大鼠学习记忆能力

下降。

&0; 智脑胶囊对实验性*5模型大鼠空间辨别

学习记忆能力的影响 见表&。模型组和正常组比

较，有显著的空间辨别学习记忆能力障碍。随着测定

天数的后延，其表现得更为明显。与模型组比较，阳性

药组对大鼠空间学习记忆有一定改善作用，但以第’
天明显（"!(0(’）。而智脑胶囊两剂量组可明显改善

实验性*5模型大鼠空间辨别学习记忆障碍，差异有

显著性（"!(0(’或"!(0($），且作用优于阳性药组，

但智脑胶囊两组间无统计学差异。

&02 智脑胶囊对实验性*5模型大鼠被动回避

反应的影响 用避暗法观察结果表明，正常组、模型

组、阳性药组、智脑#组、智脑$组的明室停留率分别

为A&0B@、&?0C@、B(0’@、C;0;@、?B0(@。智脑胶

囊两剂量组均能明显提高大鼠明室停留率，与模型组

比较，差异有显著性（"!(0(’或"!(0($），与正常组

比较，其跳台停留率虽不及正常组，但无明显统计学差

异。阳性药组与模型组比较，差异也有显著性（"!
(0(’），但智脑$组与阳性药组比较，差异有显著性（"
!(0(’）。表明智脑$组药效优于阳性药组。

表! "1*<侧脑室注射对大鼠空间辨别学习记忆能力的影响 （##D$）

组别 %
平均潜伏期（E）

$F &F ;F 2F ’F
正常 $( ?’02D20B B$02D$$0; 2(0&D$&0$ ;;0’D$(0& ;(0$D$&02

假注射 $( ?20&D’0? B;0’D$&02 2&0$D$$0’ ;$02D$$0? ;’0&D$$0B
模型 $( ?’0BD202 ?(0BDA02 C?02D$$0B$ C?0$D$$0A$ CA0&D$$0?$$

注：与正常组比较，$"!(0(’，$$"!(0($
表" 智脑胶囊对实验性*5模型大鼠空间辨别学习记忆能力的影响 （##D$）

组别 %
平均潜伏期（E）

$F &F ;F 2F ’F
正常 $( CB0&D$;0? B$02D$(0’ 2$0;D$$0& ;$0BD?0C ;&0&D$$0&
模型 $( ?A0;D(0C ??02D(0B$ ?B0’D;0’$ ?20$D’0A$$ ?;02DB0B$$

阳性药 $( ?(0;DA0C C?0’D$$0’ CB02D$;0B ’?0&D$(0; ’&0BD$$02%
智脑# $( C&0$D?0’% B$0’D$$0&% 2&0CD$&0$%% ;B0$D$$0B%%& ;(02D$(0C%%&
智脑$ $( CB02D$;0B% B(02D$’0;% 2$0BD$$0&%%& ;&0BD$(0’%%& ;(0’D$$02%%&

注：与正常组比较，$"!(0(’，$$"!(0($；与模型组比较，%"!(0(’，%%"!(0($；与阳性药组比较，&"!(0(’
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! 智脑胶囊对实验性"#模型大鼠大脑皮层、海

马结构$"%区!&"’沉积的影响 见表!。模型组在

大脑皮层、海马等处出现有明显的!&"’沉积斑等特征

性病理变化，而正常组和假注射组大鼠免疫组化染色

未见明显!&"’阳性斑块。模型组在大脑皮层、海马

$"%区可见许多散在"#$型淀粉样蛋白沉着（其分

型标准为：%型为碎片样沉着；"型为均质的淀粉样蛋

白沉着斑；$型为中心有核，核周围有晕的蛋白沉着

斑），偶可见呈梭形和锥形!&"’阳性反应神经元。大

鼠灌胃药物()天后，智脑%组和阳性药组大鼠大脑皮

层、海马结构$"%区!&"’沉积斑数目及截面积减少，

但差异无显著性。智脑%组与模型组比较差异有显著

性（!!*+*,），智脑"组与模型组及阳性药组比较，差

异有显著性（!!*+*,，!!*+*%）。而阳性药组与模

型组比较虽有减少但差异无显著性。

表! 智脑胶囊对实验性"#模型大鼠大脑皮层、海马结构

$"%区!&"’沉积斑数目和截面积变化的影响 （""-#）

组别 $ !&"’沉积斑数目（个／..(）

大脑皮层 海马结构$"%区
!&"’沉积斑截面积（&.(）

大脑皮层 海马结构$"%区

模型 )!(+,-/+0 (%+1-,+! %2*1+!-)/+! %1//+!-2)+1
阳性药)(/+!-,+1 (*+,-1+% %/!(+,-)/+, %!)%+%-)%+,
智脑%)(*+%-/+!# %1+,-1+/# %!,(+/-)*+%# %%(*+,-)!+/#
智脑")%0+(-,+(##$%%+!-,+%##$%(1*+!-/)+1##$%**0+!-/,+1##$

注：与模型组比较，#!!*+*,，##!!*+*%；与阳性药组比较，

$!!*+*,

讨 论

研制理想的"#动物模型是近年来"#研究的热

点。由于"#病因学多因异质的特点，近年来虽然复

制出许多"#动物模型，但多数未能很好反映或接近

反映"#患者的临床全貌而仅模拟了"#的行为学改

变，对反映"#主要病理特征却未能在模型中较好地

加以解决。!&"’沉积学说是当今公认的造成"#的

关键病因学说。据此，国外学者采用!&"’侧脑室输注

造成"#动物模型，并认为这一模型是转基因"#模

型的有益补充〔%，(〕，但存在着造模方法复杂、稳定性差、

成功率不高等诸多不足。由于!&"’（%#1*）是体内淀

粉样肽的主要形式之一，其可溶性较!&"’（%#1(）强，

是啮齿类动物3’的主要成分，同时因动物体内存在

着!&"’的清除机制，而后者往往是啮齿类动物造模包

括转基因动物模型缺少产生!&"’沉积的原因之一。

故使用456!%可抑制!&"’的清除〔1〕。因而上述试剂

在本实验中被选用。此外由于雌激素有抗"#作用对

造模不利〔,〕。故实验所选动物以雄性或老年雌性鼠为

宜。本研究在参考国外文献的基础上，经过改进，成功

地制作出既有大鼠行为学变化，又有脑内!&"’沉积的

神经病理学改变的"#大鼠模型。显示该"#模型大

鼠的上述改变与临床较为接近，且具良好的稳定性、较

高的成功率和较短的制作周期，从机能和形态两方面

为"#药物机理及筛选研究提供具有较高实用价值的

动物模型。

本研究以上述"#模型大鼠为研究对象，观察了

智脑胶囊对该模型大鼠一次性被动回避反应和空间辨

别学习记忆能力的影响。结果显示，智脑胶囊能明显

缩短模型大鼠平均潜伏期，提高模型大鼠明室停留率。

与"#模型组比较，差异有显著性，且药效优于脑复康

阳性药组。表明智脑胶囊可改善实验性"#模型大鼠

学习记忆能力，有助于"#的临床治疗。

大量研究表明，"#是一中枢神经系统!&"’沉积

症，且淀粉样蛋白沉积数量的多寡与"#严重程度呈

正相关〔/〕。本研究结果显示，实验性"#模型大鼠皮

层、海马$"%区有明显的!&"’沉积。治疗后，智脑胶

囊两组能显著减少上述区域内!&"’沉积斑数目和截

面积，表明智脑胶囊可抑制和清除实验性"#模型大

鼠大脑皮层和海马$"%区的!&"’沉积，改善与学习

记忆等密切相关的皮层、海马$"%区神经元功能，达

到易化学习记忆的目的。

参 考 文 献

% 789:;<=.84，7=>>8"?@:.ABC=.D8=B.:E>8EFE:GBAE8HFC;&
IGEJ>=AE=EFGJ:F9C!&8.CHA=FDBA>:=E=EB8>;?4A<AKGLMND
@:F%221；%01O(1%—(12?

( 6B8G>;J<C3"，P8EQ6，$8HF:BAER，:>8H?SAF:E>.AF:H;AI
"HT<:=.:BU;F=;:8;:：B8>"9:>8=EIG;=AE8DDBA8J<:;>A8.CHA=F
F:DA;=>;?7:GBA9=AH"Q=EQ%22/；%0O!%%—!(%?

! 包新民，舒斯云?大鼠脑立体定位图谱?北京：人民卫生出版

社，%22%O!*—!1?
1 RAQ8E"，V:BBC@，5AET8H:T"，:>8H?MII:J>;AI>B8E;IAB.=EQ
QBAW><I8J>AB!%AE;J8BIAB.8>=AE=E><:=EXGB:FJ:E>B8HE:BYAG;
;C;>:.?MGBL7:GBA;J=%221；/O!,,—!/!?

, ’8Q8E=E=&Z=HH，Z:EF:B;AE[\?M>BAQ:EB:DH8J:.:E>><:B8DC
8EFB=;KAI"HT<:=.:BU;F=;:8;:?"BJ<]E>:BE@:F%22/；%,/O
((%!?
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