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清开灵对快速老化痴呆小鼠学习记忆能力的影响

及作用机制研究
邱 蕾1 郑 璐1 张 瑶1 冯天骄1 于建春2 张占军1 王永炎3

摘要 目的 探讨清开灵对快速老化痴呆小鼠(senescence accelerated mouse-prone／8，SAMP8)学习记忆

能力、全脑神经递质及磷脂酰肌醇3激酶激活的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶B磷酸化(phosphatidylinositol 3．ki—

nase／protein kinase B，P13K／AKT)信号通路的影响。方法将SAMP8老化鼠随机分为模型组、清开灵组[1．3

mL／(kg·d)]及安理申组[O．58 mg／(kg·d)]，治疗90天；抗快速老化亚系小鼠(senescence accelerated

mouse．resistance／1。SAMRl)作为对照组。采用水迷宫方法检测小鼠学习记忆能力，以高效液相电化学法检

测小鼠全脑乙酰胆碱(ACh)及单胺类神经递质含量，蛋白质印迹法(Western-blot)测定脑Gabl(Grb2一associ—

ated binder．1)、AKT、473位点丝氨酸磷酸化蛋白激酶B(phospho-serine／threonine protein kinase B，pAKT473)

的蛋白表达。结果 与对照组SAMRI鼠比较，模型组SAMP8小鼠在隐平台试验和反向试验第3天潜伏期

显著升高(P<0．05，P<0．01)，ACh、5一羟色胺(5-HT)水平显著降低(P<0．01，P<0．05)，Gabl蛋白表达水

平显著降低(P<0．01)。给药后，清开灵组小鼠在第2—5天隐平台试验和反向试验中潜伏期较模型组显著

降低(P<0．05)，ACh、5．HT含量明显升高(P<0．05)，Gabl蛋白表达水平显著增加(P<0．01)，AKT蛋白磷

酸化水平显著增加(P<0．05)。结论 清开灵能改善AD模型小鼠的学习记忆能力，这一作用可能与其提高

脑内ACh、5．HT的水平。激活P13K／AKT通路有关。
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ABSTRACT Objective To investigate the influence of Qingkailing(QKL)on learning and memory abili-

ties，global neurotransmitter and phosphatidy¨nositoI 3-kinase／protein kinase B(P13K／AKT)signaling pathway

of senescence accelerated mouse-prone／8(SAMP8)mice with AIzheimer’S dementia(AD)．Methods SAMP

mice were modeled and divided into the model group，the QKL group and the doneppezil hydrochloride group，all

treated for 90 days．And a control group was set up with senescence accelerated mouse·resistance／1(SAMRl)

mice．Morris water maze was used to test the learning and memory abilities of mice；contents of acetyIcholine

(Ach)and monoamine neurotransmitters in brain were measured by HPLC；levels of Grb2·associated binder-1

(Gabl)，AKT and phospho-se r．ne／threonIne protein kinase B(PAKT473)were evaluated by Western-blot．Re-

suits Compared with the control group，in the model group，the average escape latency detected by hidden plat—

form trial and reverse frial on the 3rd day was higher(P<0．01)；levels of Ach，5·hydroxytryptamine(5-HT)and

Gabl were lower(P<0．01，P<0．05 and P<0．01)，respectively．As compared with the model group，the eS-

cape latency(within the 2nd to 5th day)decreased(P<0．01)，levels of Ach and 5-HT increased(P<0．05)，

and Gabl protein expression increased(P<0．01)in the QKL treated group after treatment，in addition，the lev·

eI of phosphoryIated AKT protein significantly increased(P<0．05)．Conclusion QKL could improve the learning

and memory ability of AD model mice，which is probably related to its function in increasing cerebral Ach，5-HT
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and activating P13K／AKT pathway．
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老年性痴呆(Alzheimer’s disease，AD)已成为老龄

化社会的第四大杀手，但至今仍没有能根本防治的药

物，只能对症治疗。由传统方剂安宫牛黄丸化裁而成

的清开灵注射液基于“毒损脑络”的理论，在中风后血

管性痴呆的临床治疗中显示出良好的治疗功效⋯。

由于血管性痴呆(vascular dementia，VD)和AD有共同

的危险因素，病理改变也相互重叠¨。，因此，我们试图

通过快速老化痴呆小鼠模型，观察清开灵对AD模型

小鼠学习记忆功能的影响，并从磷脂酰肌醇3激酶激

活的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶B磷酸化(phosphatidyli—

nositol 3．kinase／protein kinase B，P13 K／AKT)信号通路

和相关神经递质的变化探讨清开灵恢复大脑功能的可

能机制。

材料与方法

1 实验动物 8月龄SAMP8鼠60只，健康

SAMRl鼠20只，雌雄各半，体重(35±5)g。由天津中

医药大学第一附属医院动物中心提供。

2 试剂与药物 清开灵口服液(10 mL／支，成

分：胆酸、珍珠母、猪去氧胆酸、栀子、水牛角、板蓝根、

黄芩苷、金银花；北京中医药大学药厂提供，批号

061105)；安理申片[盐酸多奈哌齐，5 ms／片，卫材(中

国)药业有限公司，批号060109A]；AKT、473位点丝

氨酸磷酸化蛋白激酶B(phospho—serine／threonine pro-

tein kinase B，pAKT473)、Gabl(Grb2一associatid binder·

1)兔抗鼠一抗(Sigma公司)；羊抗兔二抗(北京中杉金

桥生物公司)；二喹啉甲酸(bicinchoninic acid，BCA)蛋

白质检测试剂(Pierce公司)；蛋白质西方杂交免疫印

迹ECL化学发光检测试剂盒(ECL Plex Western Blot-

ting Detection System，Amersham公司)o

3 仪器Morris水迷宫(上海移数信息科技有限

公司)；库仑电化学检测器(HPLC，5600A，USA)；台式

低温高速冷冻离心机(Sigma 3K15)。

4分组及给药 SAMP8老化鼠随机分为模型

组、清开灵组及安理申组，每组20只：SAMRl鼠作为

对照组。用药组根据临床治疗用药剂量换算，清开灵

给药剂量每日1．3 mL／kg，安理申给药剂量为每日

0．58 ms／kg，模型组与对照组灌服等量生理盐水。连

续灌胃给药90天。

5 Morris水迷宫行为学测定 各组小鼠于给药

90天后进行检测，参照Vorhees CV等¨3的方法，测试

包括：(1)隐平台试验，进行5天，平台位置固定，每天

从位于平台对侧的2个标记点入水，记录小鼠从入水

至找到平台的时间(逃避潜伏期)，到达平台后让小鼠

停留10 S。如果90 s内找不到平台，潜伏期记为90 S，

并将小鼠置于平台上休息10 S。(2)反向试验，进行3

天，操作基本同隐平台试验，但平台位置移至对面

象限。

6神经递质检测参照Leung等¨3的方法，小鼠

进行完行为学实验后全部断头处死，冰台上迅速取出

全脑，称重，液氮快速冷冻，一80℃保存。其中，每组

lO只做神经递质检测。提取时全脑置于冰冷的

0．1 mol／L高氯酸中匀浆20 S(每0．1 g脑重加入高氯

酸1 mL)。高氯酸中含0．04％(w／v)Na：S：O，和

0．04％(w／v)EDTA。脑匀浆于4℃14 000r／min离心

20 min。上清液以0．2 p．m滤膜滤过、分装，一80℃冷

藏，用于乙酰胆碱(ACh)和单胺类神经递质的检测。

用外标法定量，峰面积计算含量，分别检测ACh、去甲

肾上腺素(NE)、多巴胺(DA)、5．羟色胺(5．HT)及其

代谢产物的浓度。

7蛋白检测 采用Western Blot法"’，将各组冻

存新鲜脑组织分别取5 g，用buffer漂洗2次，2 min／

次，加入RIPA裂解液、匀浆器匀浆(冰浴)，低速离心

(1 000 g，10 min，4℃)，取上清。用BCA蛋白定量检

测试剂盒检测蛋白浓度，牛血清白蛋白作标准。蛋白

样品用上样缓冲液稀释后煮沸5 min，12％SDS．PAGE

电泳分离，转移至硝酸纤维素膜，5％脱脂牛奶(TBST

稀释)室温封闭2 h，加AKT、p-AKT473、Gabl一抗

(1：l 000)及B—actin一抗(1：5 000)孵育3 h，弃掉一

抗，TTBs漂洗3次，15 min／次。加二抗(1：1 000)室

温孵育l h，充分洗膜，加化学发光物，胶片曝光。应用

Motic凝胶分析软件包进行光密度测定，以B-actin为

对照计算相对密度，作为蛋白表达相对量。

8统计学方法实验数据均采用元±s表示，应

用SPSS 1 1．5统计软件处理。水迷宫隐平台试验和反

向试验结果采用重复测量数据的双因素方差分析，以

组别作为组间因素，不同的训练天数作为组内因素。

其余数据均采用单因素方差分析。事后比较采用最小

显著差数法(1east significant difference，LSD)。P<

0．05为差异有统计学意义。

结 果

1 Morris水迷宫试验结果(表1)
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表1 各组Moms水迷宫试验结果(i±s)

组别 n
隐平台试验(8) 反向试验(s)

第1天 第2天 第3天 第4天 第5天 第1天 第2天 第3天

注：与对照组同期比较，‘P<0．05，”P<0．Ol；与模型组同期比较，6P<0．05，66P<0．Ol

1．1 隐平台试验模型组逃避潜伏期显著长于 型组Gabl蛋白表达明显减少(P<0．01)。清开灵组

对照组(P<0．05，0．01)；从第2天起，清开灵组和安 及安理申组可增加Gabl蛋白的表达，与模型组比较

理申组逃避潜伏期短于模型组(P<0．05，0．01)。 差异有统计学意义(P<0．01)。

1．2反向试验模型组逃避潜伏期较对照组长，

第3天差异有统计学意义(P<0．01)；清开灵组和安

理申组潜伏期则短于模型组(P<0．05，P<0．01)。

2各组Ach水平比较(图1) 与对照组比较，模

型组小鼠全脑Ach含量显著降低(P<0．01)。清开灵

能显著升高SAMP8小鼠全脑ACh含量(P<0．05)；安

理申治疗组小鼠全脑ACh水平虽有升高趋势，但与模

型组比较差异无统计学意义。
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对照组 模型组 清开灵组 安理申组

注：与模型组比较，’户如．05，印(o．0l

图1各组小鼠全脑Aeh含量比较

3各组单胺类神经递质水平比较(图2) 与对

照组比较，模型组小鼠全脑5一HT含量明显降低(P<

0．05)，DA、NE呈下降趋势。清开灵可增加SAMP8小

鼠全脑NE、DA、5-HT的含量，接近正常对照组水平，

其中，5．HT升高显著，与模型组比较差异有统计学意

义(P<0．05)。安理申组各项神经递质含量和模型组

比较差异无统计学意义。

注：与模型组比较．．P<O．05

图2各组小鼠中枢神经递质含量比较

4各组Gabl蛋白表达比较(图3，表2) 各组

均有不同程度的Gabl蛋白表达。与对照组比较，模

注：A为对照组；B为清开灵组；C为模型组；D为安理申组

图3各组小鼠Gabl蛋白表达

5各组AKT／pAKT473蛋白表达比较(图4，表

2) 各组均有不同程度的AKT／pAKT473蛋白表达。

模型组AKT蛋白表达较对照组显著增加(P<0．05)，

pAKT473蛋白表达较对照组明显减少(P<0．05)。清

开灵对AKT表达的影响不大，但可显著提高pAKT473

蛋白的表达，与模型组比较差异有统计学意义(P<

0．05)。

注：A为对照组；B为清开灵组；C为安理申组；D为模型组

图4各组小鼠AKT／pAKT473蛋白表达

表2 各组蛋白免疫印迹杂交信号强度灰度

平均值比较(孑±s)

注：与对照组比较。’P<0．05，“P<0．Ol；与模型组比较，△P(

0．05．△△P<0．01

讨 论

中药清开灵注射液主要用于中风后的AD，在临

床治疗中取得了较好的疗效。“毒损脑络”是清开灵

治疗VD的理论基础，该学说是中医中风认识上的创
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新性理论，认为中风发病是由于毒邪损伤脑络，络脉破

损或络脉拘挛瘀闭，气血渗灌失常所致№’。所谓

“毒”，泛指在正常生命过程中机体内不存在的物质，

或原本适应机体生命活动的物质超过了生命机体的需

求而对机体形成危害，后者可称为内毒¨。。在AD患

者脑内异常聚集的B淀粉样蛋白(13-amyloid，A13)也

可视作是内毒聚集的一种表现，其对神经元有显著的

神经毒作用，导致进行性的认知障碍，发生不可逆性

痴呆。

内毒为病，易损络脉。络者行气血、溢奇邪。络脉

既是人体运行气血，联络脏腑形体官窍，沟通上下内外

的通道，也是机体最重要的运毒、排毒管道，是机体排

毒最重要的功能结构载体旧’。新近的国外研究表明，

AD的病理过程中大脑除了有A13的产生增加，更多的

表现是对AB清除能力的相对不足一1。此外，很多患

者在被诊断为AD的同时也患有与年龄和高血压相关

的脑血管疾病，而且几乎90％的AD患者存在不同程

度的脑淀粉样血管病¨⋯。可见VD和AD不但有共同

的危险因素，而且病理改变也有很多相似之处，因此，

采用祛瘀化痰清毒药物可使内生之毒得以减轻或消

除，使气机畅，脉道通，各种代谢产物得以及时排除，脑

府重新得到营血的濡养，调和营卫，恢复脑神的功能

正常。

清开灵由胆酸、珍珠母、猪去氧胆酸、栀子、水牛

角、板蓝根、黄芩苷、金银花等组成。方中栀子为君药，

泻火解毒，活络，善入血分，解血络壅塞之热毒，黄芩入

气分，猪去氧胆酸人血分，共具清热解毒之功为臣药。

三药为苦寒之品，共具祛除火毒之功，毒邪祛则络脉易

复。珍珠母水解液平肝潜阳安神，恢复脑神的功能正

常。因此，我们推测清开灵对改善AD应有一定的

作用。

基于以上考虑，我们采用SAMP8作为实验动物模

型，观察清开灵对AD的治疗作用。结果发现，清开灵

能明显改善模型小鼠的学习记忆能力，这一功效与其

提高脑内胆碱能神经递质Ach及单胺类神经递质

5-HT的水平以及增加Gabl蛋白的表达，使磷酸化的

AKT明显增加，进而激活P13K／AKT抗凋亡通路有关。

神经递质是神经冲动突触连接的物质基础，与认知功

能密切相关⋯’。胆碱能神经元大量损失导致其递质

合成减少是AD的主要病理表现之一¨“，单胺类神经

递质与学习记忆也有一定关系，其中，5-HT能触发神

经突触的易化作用，促进神经冲动的传递⋯3。P13K／

AKT是一种保护机体应对各种应激的重要生存信号

通路，在细胞的凋亡、存活以及增殖等活动中发挥了重

要的生物学功能¨“。P13K下游有多种效应分子，AKT

处于这一通路的中心环节，是P13K下游的直接靶点。

AKT调节域内的Ser473位点发生磷酸化，是AKT活

化的必要过程¨”。实验证明痴呆小鼠经清开灵治疗

后，pAKT473含量明显增加，而AKT总量并没有显著

改变，说明清开灵有效促进了AKT的活化。磷酸化的

AKT一方面通过诱导各种抗凋亡蛋白基因表达抑制

凋亡，另一方面通过直接磷酸化凋亡级联反应调节蛋

白促进细胞生存¨“。P13K／AKT通路由此在脑缺血再

灌注损伤过程中发挥保护作用Ⅲ]。Gabl是接头蛋白

家族成员之一，多种生长因子和细胞因子的刺激可使

Gabl发生酪氨酸磷酸化，其酪氨酸残基可与P13K结

合，募集并活化P13K，进而激活P13K／AKT信号通

路¨“。过表达Gabl对剥夺血清引起的PCI2细胞和

交感神经元凋亡具有保护作用¨“。

清开灵通过疏通脑络，排除内毒，恢复血络濡养大

脑的功能，同时调节气络，激活P13K／AKT信号通路，

发挥神经元保护作用，恢复其正常的递质水平，促进神

经冲动传递，从而改善AD模型小鼠的认知能力。本

实验根据“毒损脑络”病机和“解毒通络”治法为清开

灵的扩展应用提供了初步的实验依据；同时，通过挖掘

传统经典中医药，为从现今的对症治疗逐步向对因治

疗的推进提供了一条新途径。
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第十一次全国中西医结合防治呼吸系统疾病学术研讨会征文通知

由中国中西医结合学会呼吸病专业委员会主办，中国中医科学院广安门医院承办的“第十一次全国中西医结合防治呼吸系统

疾病学术研讨会暨全国呼吸病中西医结合研究高级进修班”定于2010年lO月底在北京召开。会议主题突出“临床实用”。届时将

邀请呼吸内科领域的名老中医及北京协和医院、北大医院等单位的著名专家进行学术讲座，交流中医、中西医结合防治呼吸系统疾

病的基础理论、临床治疗经验和最新进展。现将会议征文事宜通知如下。

征文内容 与肺部感染、哮喘、慢性阻塞性肺痰病、弥漫性肺闻质疾病、肺血管痛、呼吸睡眠暂停综合征、肺动脉血栓栓塞症、胸

膜和纵隔疾病及其他呼吸疾病的临床治疗经验、综合防治策略或基础研究等方面的文章，呼吸系统少见病、疑难病中西医结合诊治

的临床报道，临床治疗上述疾病的名老中医专家经验总结及介绍等。

征文要求论文须尚未公开发表，字数不超过3 000字，摘要不超过300字，注明作者姓名、工作单位、通讯地址、邮编及第一作

者的电子邮箱及联系电话。论文格式为WOrd文档，标题黑体3号字。内容宋体5号字。

截稿日期2010年8月31日。

联系方式 联系人：边永君，刘志国，昊若菡；联系电话：010—88001444；稿件请发至电子邮箱：hxnh一2010@163．corn或hx．

nh2010@sins．com。
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