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!基础研究!

黄蒲通窍胶囊对阿尔茨海默病大鼠海马氧化

应激和线粒体凋亡途径的影响
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摘要"目的"探讨黄蒲通窍胶囊对阿尔茨海默病#

D@

$大鼠学习记忆的影响及其可能作用机制% 方法

E@

大鼠予以腹腔注射
@

$半乳糖联合双侧海马注射
D!

!5

#

&5

建立
D@

动物模型"期间给予不同剂量黄蒲通窍胶

囊干预
!$

天"同时设立假手术组和多奈哌齐阳性对照组%

,1FF<G

水迷宫实验测试各组大鼠逃避潜伏期变化"

H9

染色观察各组大鼠海马神经元损伤情况"免疫组化法检测大鼠海马
I;J

表达"

9K)ED

法检测大鼠血清中谷

胱甘肽#

LEH

$含量"比色法检测大鼠血清中超氧化物歧化酶#

EA@

$活性以及丙二醛#

,@D

$含量"

+/GM/F.

>21M

法检测大鼠海马组织细胞色素
'

#

'NM '

$&

I=2

$

!

&

';GO;G/

$

&

含量% 结果"与假手术组比较"模型组逃避

潜伏期明显延长"海马神经元损伤严重"

LEH

&

I=2

$

!

含量和
EA@

活性明显降低"

,@D

含量和
'NM '

&

I;J

&

';GO;G/

$

&

表达明显升高#

P Q"

!

"#

$'与模型组比较"黄蒲通窍胶囊组逃避潜伏期明显缩短"海马神经元损伤

较轻"

LEH

&

I=2

$

!

含量和
EA@

活性明显升高"

,@D

含量和
'NM '

&

I;J

&

';GO;G/

$
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表达明显降低#

P Q"

!

"#

"

P Q"

!

"5

$% 结论"黄蒲通窍胶囊对
D@

大鼠的学习记忆能力有明显改善作用"可减少
D@

大鼠海马神经元的

损伤"其机制可能与减少氧化应激和抑制线粒体凋亡途径有关%

关键词"黄蒲通窍胶囊' 阿尔茨海默病' 神经保护' 氧化应激' 线粒体凋亡途径
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""认知功能障碍是阿尔茨海默病 $
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G
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!

D@

%的主要临床表现之一!广泛的海马神经

元缺失是其主要病理特征之一'

#

(

) 在
D@

的发病过程

中!神经元损伤与氧化应激和线粒体凋亡途径密切相

关'

!

(

) 中医学认为
D@

属*痴呆+范畴!基本病机为髓

减脑消!神机失用!益气补肾,豁痰化瘀为其根本治疗大

法) 黄蒲通窍胶囊 $

H-;.SO- *1.ST<;1 ';OG-2/

!

HP*`'

%主要由大黄,石菖蒲,人参,川芎,制首乌,益智

仁
%

味中药组成!是安徽中医药大学第一附属医院用于

治疗痴呆的制剂!功能益气补肾,豁痰化瘀) 为了阐明

黄蒲通窍胶囊治疗
D@

的作用机制!本实验采用腹腔注

射
@

$半乳糖联合双侧海马注射
!

$淀粉样肽
!5

#

&5

$

!

$

;:N21<U O/OM<U/ !5

#
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!

D!
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#
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%建立
D@

大鼠模

型'

&

(

!应用不同剂量
HP*`'

干预!观察
HP*`'

对
D@

大鼠逃避潜伏期和神经元损伤的影响!对氧化应激关键

指标丙二醛$

:;21.;2U/WNU/

!

,@D

%,超氧化物歧化

酶$

G-O/F1J<U/ U<G:-M;G/

!

EA@

%,谷胱甘肽$

S2-M;

$

MW<1./

!

LEH

%和线粒体凋亡途径关键指标细胞色素
'

$

=NM1=WF1:/ '

!

'NM '

%,

I;J

,

I=2

$

!

,

';GO;G/

$

&

的

影响!初步探讨
HP*`'

治疗
D@

的机制!为
HP*`'

用于
D@

的临床应用提供实验依据)

材料与方法

#

"动物"

#"

月龄
EOF;S-/

$

@;X2/N

$

E@

%大鼠

%"

只!雌性不限!体重
!5"

&

&5" S

!购自安徽医科大

学实验动物中心!常规饲养) 动物合格证号
E['_

$皖%

!"##

#

""!

) 本实验获得安徽中医药大学动物

实验中心的批准)

!

"药物"黄蒲通窍胶囊$安徽中医药大学第一

附属医院院内制剂!由大黄,石菖蒲,人参,川芎,制首

乌,益智仁组成!

"

!

&5 SB

粒!每粒含生药
#

!

#% S

!批号#

!"#&"$#7

! 按
HPK'

法 测 定 大 黄 素 含 量 为

7%

!

! "SB

粒,大黄酚含量为
&&

!

5 "SB

粒!达到总含量不

低于
!5 "SB

粒的质量控制标准!临用前加蒸馏水配制成

#7# :SB:K

,

76 :SB:K

溶液%&盐酸多奈哌齐$

5 :SB

片!卫材$中国%药业有限公司!批号#

#!"&!!D

!临用前

加蒸馏水配制成
"

!

#7 :SB:K

溶液%)

&

"试剂及仪器"

D!

!5

#

&5

$美国
E<S:;

公司!使

用前用无菌生理盐水配成
! :SB:K

溶液!在
&6

'恒温

孵育
6 U

!使其变成凝聚态%&

LEH 9K)ED

试剂盒及

EA@

,

,@D

试剂盒 $南京建成生物工程研究所%&

'NM '

,

I;J

,

I=2

$

!

,

';GO;G/

$

&

兔抗大鼠抗体$

I<1

$

X1F2U

公司%&

I'D

试剂盒$上海碧云天生物技术有限

公司%) 脑立体定位仪$美国
EM1/2M<.S

公司%&酶标仪

$

,-2M<Ga;. ,_!

型!印度
K;>GNGM/:

产品%&微量注

射泵$

Y+@

$

!"!

!深圳瑞沃德公司%&

Y,!"#%

病理切片

机$上海徕卡仪器有限公司%&高速冷冻离心机$美国

*W/F:1 E=</.M<R<=

公司%&光学显微镜 $

I[5#

!日本

A2N:O-G

公司%&

^',

凝胶成像仪$美国
PF1M/<. E<:O2/

公司%&电泳仪$

"7!IY#!"$$

!美国
I<1

$

Y;U

公司%)

7

"方法

7

!

#

"

D@

动物模型建立及药物干预"将
%"

只大

鼠随机分为假手术组,模型组,黄蒲通窍胶囊高剂量组

$简称
HPH

!

#

!

7# SBaS

!按体表面积折算!相当于临床

等效量
&

倍%,黄蒲通窍胶囊低剂量组$简称
HPK

!

"

!

76 SBaS

!按体表面积折算!临床等效量%,多奈哌齐

阳性对照组$简称
@1.

!

#

!

7 :SBaS

!按体表面积折算!

相当于临床等效量
&

倍%!每组
#!

只) 采用腹腔注射

@

$半乳糖联合双侧海马注射
D!

!5

#

&5

建立
D@

动物模

型'

&

(

#模型,

HPH

,

HPK

,

@1. 7

组大鼠给予腹腔注射

@

$半乳糖!

#"" :SBaS

!

#

次
BU

!共
7! U

) 第
!# U

!经

#"b

水合氯醛腹腔注射$

&$" :SBaS

%麻醉后!将大鼠

固定在脑立体定位仪上! 以前囟为原点! 向后

7

!

7 ::

,旁开
!

!

! ::

为穿刺点'

7

(

!用微量注射泵将

5 "K

$

#" "S

%

D!

!5

#

&5

缓慢注入双侧海马!以学习记忆

减退和神经元出现损伤为造模成功的标志'

&

(

) 假手术

组注射等量的生理盐水) 常规饲养)

@

$半乳糖腹腔注

射
#7 U

后给予药物干预!

HPH

,

HPK

,

@1.

组称重后灌

胃给药!模型,假手术组正常喂养!共
!$ U

)

7

!

!

"取材"大鼠麻醉后$麻醉方法同前%!腹主

动脉取血!静置!

& """ F B:<.

离心
#5 :<.

!取血清放

于#

!"

'冰箱中保存!待测
EA@

的活性和
LEH

,
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,@D

的含量) 每组取
%

只大鼠!处死后在冰面上取

脑!仔细分离两侧海马组织!液氮速冻后置于 #

$"

'

冻存!用于
+/GM/F. >21M

法检测定
'NM '

,

I=2

$

!

,

';GO;G/

$

&

蛋白表达) 剩余的
%

只大鼠!麻醉后!经

心脏灌注
7 b

多聚甲醛固定'

&

(

!取出固定的脑组织!

用于
H9

染色实验观察大鼠海马神经元损伤情况,免

疫组化法观察
I;J

表达)

5

"观察指标及检测方法

5

!

#

"逃避潜伏期"采用
,1FF<G

水迷宫实验中

的逃避潜伏期测定来反映大鼠的学习记忆能力) 给予

@

$半乳糖
&6

天后开始进行逃避潜伏期实验!

#

次
B

天!

共
5

天) 前
7

天进行训练!分别从水迷宫的
7

个象限

将大鼠背对隐藏在水面下的平台放入水中!记录逃避

潜伏期$大鼠寻找到平台所需时间%) 若
8" G

内大鼠

不能找到平台!将其引至平台!逃避潜伏期记录为

8" G

)第
5

天!从第
&

象限将大鼠背对平台放入池中!

记录此时的逃避潜伏期!作为最终结果) 数据的采集

和处理由
,1FF<G

水迷宫图像自动监视处理系统完成)

5

!

!

"海马神经元损伤情况"采用
H9

染色观察)

将固定的脑组织常规处理包埋!切片$厚度为
5 ":

%!

二甲苯脱蜡!乙醇脱水!分别用苏木精染液和伊红染液

染色!光学显微镜下观察大鼠海马
'D#

区神经元损伤

情况!

7""

倍镜下拍照)

5

!

&

"血清
LEH

和
,@D

含量"采用
9K)ED

法

检测大鼠血清中
LEH

含量!比色法检测大鼠血清中

,@D

含量) 具体操作参照试剂盒说明书)

5

!

7

"血清
EA@

活性"采用比色法检测) 具体

操作参照试剂盒说明书)

5

!

5

"海马组织中
I;J

的表达"采用免疫组化法

测定) 将大鼠脑组织切片脱蜡至水后!水浴加热修复!

滴加
H

!

A

!

溶液使内源性过氧化物酶失活!每片滴加兔

抗大鼠
I;J

一抗
#"" "K

!

7

'过夜&滴加山羊抗兔二

抗
#"" "KB

片!

@DI

显色!苏木精复染) 中性树胶封

片后于光学显微镜下观察海马
'D#

区
I;J

表达并拍

照!

I;J

阳性表达为细胞核外呈棕褐色!平均光密度

值$

:/;. 1OM<=;2 U/.G<MN

!

,A@

%被用来比较各组的

差异!数据由
(/@; $"#@

图像分析系统采集)

5

!

%

"海马组织中
'NM '

,

I=2

$

!

,

';GO;G/

$

&

含

量"采用
+/GM/F. >21M

法检测) 提取海马组织总蛋白!

I'D

法蛋白定量!

#"bE@E

$

PDL9

电泳分离总蛋白!转

膜!封闭!加入兔抗大鼠一抗
'NM '

,

I=2

$

!

,

';GO;G/

$

&

$

#

(

# """

%!

7

'过夜) 加入山羊抗兔
)SL

!加入
9'K

!采

用凝胶成像仪曝光并拍照) 凝胶图像处理系统分析蛋白

条带的灰度值) 用
!

$

;=M<.

作为内参!计算目的蛋白与内

参灰度值的相对比值) 实验重复
&

次)

%

"统计学方法"采用
EPEE #6

!

"

软件进行统

计分析!数据用
J

)

G

表示!多组比较采用单因素方差

分析!组内两两比较采用
KE@

法!方差不齐采用
@-.

$

./MM

%

G

检验!

P Q"

!

"5

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组大鼠逃避潜伏期比较$表
#

%"与假手术

组比较!模型组大鼠逃避潜伏期明显延长!差异有统计学

意义$

P Q"

!

"#

%&与模型组比较!

HPH

,

HPK

,

@1. &

组逃

避潜伏期均明显缩短$

P Q"

!

"#

%) 与
@1.

组比较!

HPH

,

HPK

组逃避潜伏期差异无统计学意义$

P c"

!

"5

%)

表
#

#各组大鼠逃避潜伏期比较#$

J

)

G

%

组别
.

剂量$

:SBaS

% 逃避潜伏期$

G

%

假手术
#!

-

#7

*

!#

)

6

*

5!

模型
#!

-

!6

*

&5

)

%

*

8$

!

HPH #! $7"

#6

*

!#

)

%

*

6!

"

HPK #! 7!"

!"

*

%6

)

6

*

7&

"

@1. #! #

*

5

#6

*

5%

)

%

*

$!

"

""注#与假手术组比较!

!

P Q"

!

"#

& 与模型组比较!

"

P Q"

!

"#

!

"各组大鼠海马神经元损伤情况比较$图
#

%

假手术组神经元细胞和细胞核形态完整!细胞排列紧

密!染色均匀呈蓝紫色!核仁深染) 模型组神经元细胞

形态发生明显变化!排列紊乱!间隙变大!数量减少)

死亡的神经细胞多见!表现为体积缩小!胞核固缩伴有

图
#

#各组大鼠海马
'D#

区神经元损伤情况

$

H9

染色! +

7""

%
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%

破裂)

HPH

组大鼠海马神经细胞排列较紧密!染色均

匀!偶有神经元损伤!

HPK

组大鼠海马神经细胞排列

出现紊乱状态!有部分神经元出现损伤!

@1.

组大鼠

海马神经细胞排列紧密!损伤的神经元较少)

&

"各组大鼠血清
EA@

活性及
LEH

,

,@D

含量

比较$表
!

%"假手术组
EA@

活性,

LEH

含量最高!

,@D

含量最低!模型组
EA@

活性,

LEH

含量最低!

,@D

含量最高!两组比较!差异有统计学意义$

P Q

"

!

"#

%&与模型组比较!

HPH

,

HPK

,

@1.

组
EA@

活

性,

LEH

含量明显升高!

,@D

含量明显降低 $

P Q

"

!

"#

!

P Q"

!

"5

%)

表
!

#各组大鼠血清中
EA@

活性及
LEH

,

,@D

含量比较"$

J

)

G

%

组别
.

剂量

$

:SBaS

%

EA@

$

]B:K

%

LEH

$

.SB:K

%

,@D

$

.:12B:K

%

假手术
#!

-

#7"

*

&7

)

!$

*

5& #!

*

$6

)

!

*

!# #$

*

&%

)

%

*

7$

模型
#!

-

8"

*

6!

)

&#

*

!%

!

$

*

%7

)

#

*

8%

!

!8

*

&%

)

8

*

5%

!

HPH #! $7"

#!$

*

%6

)

!%

*

&7

""

##

*

&5

)

#

*

6!

""

!"

*

7$

)

$

*

&7

""

HPK #! 7!"

#!5

*

$&

)

!7

*

57

""

#"

*

%$

)

#

*

$&

"

!!

*

5#

)

6

*

%7

""

@1. #! #

*

5

#!%

*

&6

)

!5

*

$!

""

##

*

"&

)

!

*

"5

""

!#

*

$!

)

$

*

7#

""

""注#与假手术组比较!

!

P Q"

!

"#

& 与模型组比较!

#

P Q"

!

"5

!

##

P Q"

!

"#

7

"各组大鼠海马
I;J

表达比较$图
!

,

&

%"假手

术组
I;J

表达较少!模型组
I;J

表达最高!

,A@

明

显高于假手术组$

P Q"

!

"#

%&

HPH

,

HPK

,

@1.

组
I;J

表达的
,A@

较模型组明显降低 $

P Q "

!

"#

!

P Q

"

!

"5

%)

图
!

#各组大鼠海马
'D#

区
I;J

表达结果

$免疫组化! +

7""

%

""注#与假手术组比较!

!

P Q "

!

"#

&与模型组比较!

"

P Q"

!

"5

!

""

P Q"

!

"#

图
&

#各组大鼠海马
I;J

表达结果比较

5

"各组大鼠海马
'NM '

,

I=2

$

!

,

';GO;G/

$

&

蛋

白表达比较$图
7

,

5

%"与假手术组比较!模型组
'NM

'

,

';GO;G/

$

&

蛋白表达明显增加 $

P Q "

!

"#

!

P Q

"

!

"5

%!

I=2

$

!

蛋白表达明显降低$

P Q"

!

"5

%&与模型组

比较!

HPH

,

HPK

组
'NM '

,

';GO;G/

$

&

蛋白表达均明

显降低$

P Q"

!

"5

!

P Q"

!

"#

%,

I=2

$

!

蛋白表达均明显升

高$

P Q"

!

"5

%!

HPK

组
'NM '

,

';GO;G/

$

&

蛋白表达明

显降低$

P Q "

!

"5

%!

I=2

$

!

蛋白表达明显升高$

P Q

"

!

"5

%&

@1.

组
'NM '

,

';GO;G/

$

&

蛋白表达均明显降

低$

P Q"

!

"#

%!

I=2

$

!

蛋白表达明显升高$

P Q"

!

"#

%)

""注#

#

为假手术组&

!

为模型组&

&

为
HPH

组&

7

为
HPK

组&

5

为
@1.

组

图
7

#各组大鼠海马
'NM '

,

I=2

$

!

,

';GO;G/

$

&

蛋白表达

""注#与假手术组比较!

!

P Q "

!

"5

!

!!

P Q "

!

"#

&与模型组比

较!

"

P Q"

!

"5

!

""

P Q"

!

"#

图
5

#各组大鼠海马
'NM '

,

I=2

$

!

及
';GO;G/

$

&

蛋白表达比较

讨""论

神经细胞凋亡被认为是导致
D@

发生时神经元的
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%

"!((##"

大量丢失的主要原因'

5

!

%

(

) 线粒体凋亡途径是细胞凋

亡的经典途径之一) 线粒体接收到凋亡信号后!向细

胞质内释放
'NM '

以及其他凋亡因子!引起
';GO;G/

级联反应!通过激活
';GO;G/

$

8

!最终激活
';GO;G/

$

&

!引起细胞凋亡) 其中) 线粒体外膜通透性的改变主

要受到
I=2

$

!

$

I

$

=/22 2N:OW1:; S/./ !

%蛋白家族

的调控)

I=2

$

!

和
I;J

为
I=2

$

!

家族的成员!

I;J

是

一种促凋亡蛋白!促进细胞凋亡的发生!而
I=2

$

!

是一

种抗凋亡蛋白!抑制细胞凋亡的发生!它们共同调节细

胞的凋亡过程'

6 d #"

(

)

氧化应激是由机体活性氧产生和抗氧化防御系统

之间的动态平衡被破坏导致的!此时!自由基的产生和

清除失去平衡!自由基作用于脂质发生过氧化反应!产

生
,@D

!继而破坏蛋白和酶的结构和功能!引起细胞

损伤)

EA@

是机体清除自由基的重要酶类)

LEH

是

由谷氨酸,半胱氨酸和甘氨酸组成的三肽!具有很强的

抗氧化作用!可以清除体内的自由基'

##

(

)

D@

发生时!

D!

在脑内沉积!可引起氧化应激!诱

导凋亡相关基因表达!激活
';GO;G/

!导致神经细胞

凋亡!出现神经元丢失的典型病理特征) 本实验发现!

在采用腹腔注射
@

$半乳糖联合双侧海马注射
D!

!5 d &5

建立
D@

动物模型后!模型组大鼠的逃避潜伏期明显

延长!神经元损伤严重!提示造模成功&血中
,@D

含

量明显升高,

EA@

活性明显降低,

LEH

含量明显降

低!提示出现氧化应激&海马组织
'NM '

,

I;J

和

';GO;G/

$

&

表达明显增加!而
I=2

$

!

的表达明显减

少!提示线粒体凋亡途径被激活)

黄蒲通窍胶囊是治疗痴呆的有效制剂!功能益气

补肾,豁痰化瘀!方中人参大补元气!大黄逐瘀通经!石

菖蒲豁痰开窍!益智仁补肾安神!川芎行气活血!制首

乌补益肝肾!符合中医治疗
D@

的治疗大法) 方药中

人参所含的人参皂苷
YS#

对
D@

大鼠海马神经元具

有保护作用!其机制可能是通过阻断
LE_

$

&!

的活性

而降低磷酸化
M;-

蛋白的表达而实现的'

#!

(

&大黄中所

含的大黄酚可改善
D@

大鼠学习记忆障碍并增强其海

马
@LH^E

所诱导的
K*P

'

#&

(

) 川芎中所含的川芎嗪

可明显提高
D@

模型小鼠的学习记忆能力!改善海马

胆碱能系统功能'

#7

(

) 本实验发现黄蒲通窍胶囊可以

通过减少氧化应激,抑制线粒体凋亡起到治疗
D@

的

作用!为临床治疗
D@

提供新的药物打下实验基础)
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