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!基础研究!

涤痰汤及其拆方对阿尔茨海默病大鼠

神经保护作用的研究

尹漾阳#

"

!

"王"平!

摘要"目的"观察涤痰汤及其拆方对阿尔茨海默病#

J1KL9=;9M

%

N O=N9<N9

"

JF

$模型大鼠的神经保护

作用% 方法"通过对
PF

大鼠海马注射
J!

#

#

8!

复制
JF

大鼠模型%

28

只动物随机分为对照组&模型组&涤

痰汤全方组&涤痰汤拆方
#

组#半夏
Q

姜南星$&涤痰汤拆方
!

组#橘红
Q

石菖蒲$&涤痰汤拆方
%

组#人参
Q

茯苓
Q

甘草$&涤痰汤拆方
8

组 #枳实
Q

竹茹$"每组
#!

只% 灌胃
8

周后利用
+-MM=N

水迷宫&

7=91NEL-?NRC

%

N

银染&

*9NS9M@ 71-S

&

:T(PJ

分别检测各组大鼠空间学习记忆能力&海马神经原纤维缠结

情况&

!

淀粉样前体蛋白#

JUU

$磷酸化水平和
!

$淀粉样蛋白#

J!

$含量的变化% 结果"与对照组比较"模型

组大鼠空间学习记忆能力明显下降#

U V"

!

"5

"

U V"

!

"#

$"神经原纤维缠结明显增多#

U V"

!

"#

$"

JUU

蛋白

)LM442

位点的磷酸化水平明显增加#

U V"

!

"#

$"海马
J!

#

#

8!

的生成明显增加#

U V"

!

"#

$% 与模型组比较"

涤痰汤全方组及各拆方组模型鼠空间学习记忆障碍均改善#

U V"

!

"5

"

U V"

!

"#

$"模型鼠海马的神经原纤维

缠结减轻"

JUU

蛋白
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位点的磷酸化水平下调#

U V "
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$"海马
J!

#
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8!

的生成减少

#

U V"
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"#

$%结论"涤痰汤全方组和拆方组能减轻
JF

模型鼠脑神经病理学改变&减少
J!

的生成"从而发

挥神经保护作用%
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""阿尔茨海默病$

J1KL9=;9M

%

N O=N9<N9
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JF

%是一

种不可逆的进行性神经退行性疾病!是痴呆和认知障

碍的主要原因' 如果不进行干预!到
!"5"

年全世界

将有超过
2 """

万人患上
JF

(

#

)

'

JF

重要的神经病

理学改变是包含
!

淀粉样蛋白$

!

$

<;C1-=O

!

J!

%的老

年 斑 在 细 胞 外 积 聚 和 神 经 原 纤 维 缠 结

$

@9DM-W=\M=11<MC S<@A19N

!

,6)N

%

(

!

)

' 研究表明
!

淀

粉样前体蛋白$

!

$

<;C1-=O >M9EDMN-M >M-S9=@

!

JUU

%

水解产生的
J!

在
JF

发病机制中起重要作用!并可

能是导致
JF

患者早期认知缺陷的主要原因!其中

J!

#

#

8!

被认为与疾病密切相关(

%

#

5

)

'

JF

属于中医学

*呆病+范畴!痰浊阻窍为痴呆的主要证型' 经典的中

药复方涤痰汤出自,奇效良方-!具有化痰开窍之功

效!由半夏.茯苓.姜南星.橘红.枳实.竹茹.人参.石菖

蒲.甘草
$

味中药组成' 前期研究结果发现#涤痰汤可

逆转
JF

模型鼠学习记忆能力衰退而发挥治疗作

用(

4

!

3

)

' 为进一步探讨涤痰汤的作用机制!本实验以

海马注射
J!

#

#

8!

复制
JF

大鼠模型!采用拆方研究方

法!比较研究涤痰汤全方及不同拆方部分对脑内神经

病理学改变及
J!

生成的影响及差异'

材料与方法

#

"动物"

%

月龄
PU6

级雄性
PF

大鼠!体重

$

!5"

&

!"

%

A

!购于湖北省华中科技大学同济医学院

动物研究中心!生产许可证号#

P&`_

$鄂%

!"#5

#

""#2

!使用许可证号#

P&`_

$鄂%

!"#!

#

""42

' 动物

饲养在湖北中医药大学实验动物中心!环境温度为

#$

'

!%

(!相对湿度维持在$

5"

&

5

%

a

!保持正常的

昼夜节律!标准饲料喂养!自由进食和进水!适应性喂

养
#

周' 本实验严格按照科技部(

!""4

)

%$2

号,关于

善待实验动物的指导性意见-文件要求进行实验!经

湖北 中 医 药 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 $

,-/

[7#!85F

%'

!

"药物"涤痰汤中各药量分别为半夏
3

!

5 A

茯苓
4 A

"姜南星
3

!

5 A

"橘红
8

!

5 A

"枳实
4 A

"竹

茹
! A

"人参
% A

"石菖蒲
% A

"甘草
#

!

5 A

$药材均

由湖北中医药大学附属医院门诊部提供%' 全方按传

统煎法!先煎
8" ;=@

!二煎
%" ;=@

!煎液过滤!两煎混

合后加热浓缩至
3" ;T

!含生药量
"

!

5$ AH;T

!

8

(保

存备用' 各拆方生药量同原方!拆方
#

#半夏
3

!

5 A

.姜

南星
3

!

5 A

&拆方
!

#橘红
8

!

5 A

.石菖蒲
% A

&拆方
%

#人

参
% A

.茯苓
4 A

.甘草
#

!

5 A

&拆方
8

#枳实
4 A

.竹茹

! A

!煎法相同!煎后均浓缩至
3" ;T

!与全方中各相

应生药浓度相同!

8

(保存备用'

%

"主要试剂及仪器"

J!

#

#

8!

购自美国
P=A;<

公

司$

&JP ,-

!

#"334#

$

8!

$

!

%!

JUU

抗体购自美国
UM-

$

S9=@S9EL

公司$

&<S<1-A

#

!55!8 b # b <>

%!

>)442 b

JUU

抗体购自美国
JWW=@=SC 7=-NE=9@E9

公司$

&<S<

$

1-A

#

J6%"28

%'

J!

#

#

8"

和
J!

#

#

8!

:1=N<

试剂盒购自

7=-

$

N?<;>

公司$批号#

[+#"25#

!

[+#"#48

%' 大鼠

脑立体定位仪购自日本
,<M=NL=A9

公司!

+-MM=N

水迷

宫自动实验记录仪购自成都泰盟科技有限公司!蛋白电

泳仪购自美国
7=-

$

X<O

公司!

GOCNN9C

红外成像系统

购自美国
T(

$

&GX 7=-PE=9@E9N

公司!多功能酶标仪

$

P>9ESM<+J` +5

型%购自美国
+-19ED1<M F9.=E9N

公司!光学显微镜购自日本
G1C;>DN

公司'

8

"造模及干预方法

8

!

#

"

JF

模型的建立"大鼠麻醉后固定于大鼠

脑立体定位仪上!暴露枕骨!在前囟向后
%

!

5 ;;

.旁

开
%

!

5 ;;

处钻一个洞!用微量注射器进针
%

!

! ;;

!

缓慢$

"

!

! "TH;=@

%注入
F+PG

或
J!

#

#

8!

!注入完毕

后留针
#" ;=@

再缓慢退针!用先锋霉素预防感染!缝

合皮肤'

!8 L

后!给予双蒸水或中药煎剂灌胃'

8

!

!

"动物分组及处理"

28

只动物随机分为

3

组!即对照组.模型组.涤痰汤全方组$涤痰汤组%.涤

痰汤拆方
#

组$拆方
#

组%.涤痰汤拆方
!

组$拆方
!

组%.涤痰汤拆方
%

组$拆方
%

组%和涤痰汤拆方
8

组

$拆方
8

组%!每组
#!

只' 对照组海马定位注射
! "T

#"a

的
F+PG

!继而生理盐水
# ;TH#"" A

灌胃&模型

组海马定位注射
! "T J!

#

#

8!

$

5 "AH"T

%!继而生理盐

水
# ;TH#"" A

灌胃&全方组海马定位注射
! "T

J!

#

#

8!

!继而涤痰汤煎剂
# ;TH#"" A

灌胃&拆方
#

组

海马定位注射
! "T J!

#

#

8!

继而拆方
#

组煎剂
# ;TH

#"" A

灌胃&拆方
!

组海马定位注射
! "T J!

#

#

8!

!继
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而拆方
!

组煎剂
# ;TH#"" A

灌胃&拆方
%

组海马定

位注射
! "T J!

#

#

8!

!继而拆方
%

组煎剂
# ;TH#"" A

灌胃&拆方
8

组继而涤痰汤煎剂海马定位注射
! "T

J!

#

#

8!

!继而拆方
8

组煎剂
# ;TH#"" A

灌胃' 每组

均灌胃
8

周'

5

"检测指标及方法

5

!

#

"

+-MM=N

水迷宫检测大鼠空间学习和记忆能

力"大鼠灌胃
8

周后!进行空间学习记忆能力训练及

检测' 每天
#8

#

""

#

!"

#

""

训练大鼠的空间学习能力

连续
4

天' 训练方法#训练前
! L

!将大鼠带到水迷宫

检测室熟悉环境' 将大鼠分别放到水迷宫的
8

个象限

中!记录大鼠找到隐藏平台的时间$潜伏期%!若
4" N

仍未找到平台!则将其引导至平台!每个象限训练间隔

#5 ;=@

' 第
3

天!撤去平台!任选一相同入水点将大

鼠放入水中!检测大鼠
4" N

内第
#

次抵达原平台所用

时间'

5

!

!

"

7=91NEL-?NRC

%

N

银染观察脑内
,6)N

情

况"用识别
!

$片层结构的
7=91NEL-?NRC

%

N

银染法来

观察脑内
,6)N

情况!方法如下#水迷宫检测结束后!

大鼠处死!断头取脑!制作成
5 ";

石蜡切片!置于

!8

孔板中!双蒸水漂洗
%

)

5 ;=@

!加入
!"" "TH

孔的

!a

硝酸银水溶液!

%3

(避光孵育
%" ;=@

!双蒸水漂

洗
%

)

5 ;=@

!

#"a

甲醛水溶液还原
5 ;=@

!至切片微

黄!双蒸水漂洗
%

)

5 ;=@

'加入
!"" "T H

孔氨银乙醇

液$

!"a

硝酸银水溶液取
%" ;T

加入
!" ;T

无水乙

醇!混合!加氨水!出现沉淀后!继续缓慢加氨水!直至

液体澄清!过滤
%

次!常温避光保存%孵育
5 ;=@

' 再

加入
2a

甲醛水溶液浸泡!至颜色不再加深!双蒸水漂

洗
%

)

5 ;=@

' 脱水及透明.封片!显微镜下观察及

拍照'

5

!

%

"

*9NS9M@ 71-S

检测大鼠海马总
JUU

和磷

酸化
JUU

表达"由于
JUU

第
442

位的苏氨酸残基

的磷酸化 $

>)442

$

JUU

% 会造成
J!

产生增加!用

*9NS9M@ 71-S

检测大鼠海马总
JUU

和磷酸化
JUU

的表达情况!大鼠海马
8

(匀浆!提取蛋白用于
*9NS

$

9M@ 71-S

检测' 等量的蛋白质在
#"a

的
PFP

$聚丙烯

酰胺凝胶中电泳分离!并转移至硝酸纤维素$

,&

%膜'

,&

膜用
5a

脱脂牛奶$

)7P)

封闭
# L

!继而用一抗

JUU

抗体或
>)442

$

JUU

抗体
8

(孵育过夜' 最后用

抗$兔或抗$鼠的二抗
#5 c!5

(孵育
# L

!用
GOCNN9C

红外成像系统显像'

5

!

8

"

:T(PJ

检测大鼠海马
J!

#

#

8!

和
J!

#

#

8"

含

量"大鼠海马加入
U7P

$

"

!

# ;-1HT

!

>[ d3

!

8

%匀浆

后
% """ M H;=@

离心
#" ;=@

!取上清液进行
J!

#

#

8!

含

量的测定!测定方法按照试剂盒说明书操作'

4

"统计学方法"采用
PUPP #4

!

"

软件分析!数

据用
^

&

N

表示!组间差异用单因素方差分析!

U V

"

!

"5

为差异有统计学意义'

结""果

#

"各组大鼠
+-MM=N

水迷宫检测结果比较$图
#

%

"水迷宫检测第
8 c4

天!与对照组比较!模型组潜伏

期明显延长$

U V"

!

"5

!

U V"

!

"#

%!与模型组比较!涤

痰汤组和各拆方组潜伏期均减少 $

U V "

!

"5

!

U V

"

!

"#

%&水迷宫检测第
3

天!与对照组比较!模型组大

鼠第
#

次抵达原平台时间明显延长$

U V"

!

"#

%&与模

型组比较!涤痰汤组和各拆方组大鼠第
#

次抵达原平

台时间明显缩短$

U V"

!

"#

%'

""注#

J

为
+-MM=N

水迷宫实验第
# c4

天潜伏期比较&

7

为第

3

天第
#

次抵达原平台时间比较&与对照组比较!

!

U V

"

!

"5

!

!!

U V"

!

"#

&与模型组比较!

"

U V"

!

"5

!

""

U V"

!

"#

图
#

%各组大鼠
+-MM=N

水迷宫检测结果比较

!

"各组大鼠海马
,6)N

比较$图
!

%"对照组海

马神经元排列整齐.密集!模型组大鼠海马神经元胞浆

及纤维染色明显较深!可见拖尾形状轴突!形成

,6)N

!而涤痰汤组及各拆方组
,6)N

明显减轻!少见

拖尾形状轴突'

%

"各组大鼠海马
JUU

的磷酸化水平比较$图
%

%



"!"##%" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

"与对照组比较!模型组海马磷酸化
JUU

$

>)442

$

JUU

%的相对灰度值$磷酸化的
JUUH

总的
JUU

%明显

增加$

U V"

!

"#

%&与模型组比较!涤痰汤组及各拆方组

>)442

$

JUU

的相对灰度值均下降!差异有统计学意义

$

U V"

!

"#

!

U V"

!

"5

%'

图
!

%各组大鼠海马
&J#

区
,6)N

比较

$

7=91NEL-?NRC

%

N

银染法)

8""

!

\<M d5" ";

%

""注#

J

为
JUU

.

>)442

$

JUU

蛋白表达电泳图&

7

为
>)442

$

JUU

蛋白的相对灰度值比较&与对照组比较!

!

U V "

!

"#

&与模型

组比较!

"

U V"

!

"5

!

""

U V"

!

"#

图
%

%各组大鼠海马
JUU

和
>)442

$

JUU

蛋白表达比较

""

8

"各组大鼠海马
J!

#

#

8!

和
J!

#

#

8"

含量比较$图

8

%"与对照组比较!模型组海马
J!

#

#

8!

和
J!

#

#

8"

含量

明显增加!差异有统计学意义$

U V"

!

"#

%&与模型组比

较!涤痰汤组及各拆方组
J!

#

#

8!

含量明显下降!涤痰

汤组及拆方
#

组.拆方
!

组.拆方
%

组
J!

#

#

8"

含量降

低$

U V "

!

"#

%!而拆方
8

组
J!

#

#

8"

含量无明显改

变 $

U e"

!

"5

%'

""注#

J

为海马
J!

#

#

8!

含量比较&

7

为海马
J!

#

#

8"

含量比

较&与对照组比较!

!

U V"

!

"#

&与模型组比较!

"

U V"

!

"#

图
8

%各组大鼠海马
J!

#

#

8!

和
J!

#

#

8"

含量比较

讨""论

JF

的发生与痰息息相关' 老年人由于机体的老

化!脏腑功能失调!气化不足!代谢失常!以致水湿停

聚!痰浊内生' 痰浊停留体内!一则内蒙心窍使神失

用!精神错乱!如痴如呆&二则阻遏清阳!使脑髓失养!

心神失主!发为痴呆(

2

)

' 涤痰汤可涤痰开窍.醒神定

志!临床上常用于治疗呆病(

$

!

#"

)

' 本实验对涤痰汤进

行拆方研究#采用半夏.姜南星配伍可治风痰留滞经

络&橘红.石菖蒲配伍可化痰开窍&人参.茯苓.甘草配

伍可补脾益气&枳实.竹茹配伍可清热化痰'

在
JF

中!

,6)N

的出现与痴呆的临床表现密切相



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

"!"#*%"

关(

##

#

#!

)

'

,6)N

是由细胞内的双螺旋细丝组成!首先

出现在患者内嗅皮质!然后是海马!最后是新皮质(

#%

)

!

在大脑中的扩散与
JF

的认知状态高度相关(

#8

)

' 本研

究发现#涤痰汤组及各拆方组均能减少海马
,6)N

的形

成!这也与前期研究发现涤痰汤可减轻
JF

模型鼠学习

记忆能力衰退的结果一致(

4

!

3

)

'

JUU

是一种跨膜蛋白!于
#$23

年被发现!是
J!

的唯一来源(

#5

)

' 研究表明
JUU

的成熟及其被分泌酶

靶向 水 解 均 需 要
JUU )LM442

磷 酸 化(

#4

!

#3

)

!

>JUU)LM442

快速顺行轴突运输到神经末梢!继而可

被
!

$和
#

$分泌酶水解!导致
J!

释放增加(

#2

)

' 本研究

发现#涤痰汤全方组及各拆方组都能降低
JUU

)LM442

位点的磷酸化!这将阻止突触末端的
J!

生

成!从而减少脑内
J!

的水平'

J!

的生成来源于
!

$分泌酶对
JUU

的水解!通过

该途径主要可以形成两种
J!

!

J!

#

#

8!

和
J!

#

#

8"

' 数

量较多的是
J!

#

#

8"

!然而!沉积在老年斑中的主要是

J!

#

#

8!

'

J!

#

#

8!

可引起突触的退化和神经元的丧失!

具有神经毒性作用(

#$

)

' 本研究发现#涤痰汤全方组及

各拆方组均可降低模型鼠海马
J!

#

#

8!

含量&除拆方

8

组外!其余组可降低
J!

#

#

8"

含量'

本研究结果发现!涤痰汤全方组和拆方组均能减

轻
JF

模型鼠脑神经原纤维缠结.减少脑内
J!

的生

成!从而改善模型鼠空间学习记忆障碍!发挥神经保护

作用' 本实验通过拆方研究对涤痰汤处方进行精简!

为进一步对拆方后的新方进行药效学的研究打下基

础!以期研制出处方更加精练.效果更加显著.符合现

代中药特色的抗痴呆药物'

利益冲突!无'
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