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生慧颗粒通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路
改善阿尔茨海默病小鼠学习记忆能力

张旖旎1，2，3 鲁海菲1，2，3 王 平2，3 林 丽2 尹漾阳2

摘要  目的 基于磷脂酰肌醇 3- 激酶（PI3K）/ 蛋白激酶 B（Akt）/ 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）

信号通路探讨生慧颗粒对阿尔茨海默病（AD）小鼠学习记忆能力的影响。方法 将 30 只 6 月龄雄性 
APP/PS1双转基因小鼠随机分为模型组、生慧颗粒组（7.02 g/kg）、多奈哌齐组（0.65 mg/kg），每组10只； 
C57BL/6J 小鼠 10 只，设为对照组，对照组和模型组均给予等体积生理盐水，每日 1 次，连续给药 4 周。

采用 Morris 水迷宫检测学习记忆能力，HE 染色观察海马 CA1 区病理形态变化，免疫组化检测海马 CA1
区 Aβ1-42 和 P-Tau416 的表达水平，Western Blot 检测海马区 PI3K/Akt/mTOR 通路蛋白及其磷酸化蛋白

和 Beclin 1、p62、LC3 蛋白表达水平。结果 与对照组比较，模型组小鼠平台潜伏期、游泳总路程增加

（P<0.01），穿越平台次数和目标象限停留时间减少（P<0.01）；海马 CA1 区细胞数量减少、排列疏松，

细胞层次减少；Aβ1-42 和 P-Tau416 蛋白表达增多（P<0.01）；PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR、

p62 蛋白表达水平升高（P<0.01），Beclin 1 蛋白表达水平及 LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低（P<0.01）。与模型

组比较，生慧颗粒组和多奈哌齐组小鼠平台潜伏期、游泳总路程均减少（P<0.01，P<0.05），穿越平台次

数和目标象限停留时间均增加（P<0.01，P<0.05）；海马 CA1 区细胞数目均增多，结构相对完整；p-Tau416、

PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR、p62 蛋白表达水平均降低（P<0.01，P<0.05），Beclin 
1 蛋白表达水平均上调（P<0.01）；生慧颗粒组 Aβ1-42 蛋白表达水平降低（P<0.01）、LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ比值

上调（P<0.01）。结论 生慧颗粒能抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，诱导细胞自噬，促进 Aβ、磷酸化

Tau 蛋白清除，改善 AD 小鼠学习记忆能力。
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ABSTRACT Objective To investigate the effect of Shenghui Granules on the learning memory ability 
of Alzheimer's disease （AD） mice based on the Phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/Protein kinase B（Akt）/
mammalian target of rapamycin（mTOR）signaling pathway. Methods Thirty six-month-old male APP/PS1 
double transgenic mice were randomly divided into the model group，the Shenghui Granules group（7.02 g/kg）

and the Donepezil group（0.65 mg/kg），with 10 mice in each group，and 10 C57BL/6J mice were selected as 
the control group.  the drugs were administered once daily for 4 weeks，and both of the control and model groups 
were given equal volume of saline. Morris water maze was used to test the learning memory ability，HE staining 
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阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是

临床常见的中枢神经系统退行性疾病，是最常见的

痴呆类型，占所有痴呆比重的 60%~70%[1]。目前，

全球约有 4.16 亿人处于 AD 连续谱中，患 AD 约有 
3.2 千万人 [2]。AD 发病率、致残率高，给社会和患

者家庭带来了沉重的经济和照料负担。AD 是全球公

共健康面临的一个难题，但 AD 发病机制十分复杂，

目前尚未完全明确，寻找可有效延缓和阻止 AD 进展

的干预手段仍然是一个挑战。

磷脂酰肌醇 3- 激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，
PI3K）/ 蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）/ 哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，
mTOR）通路广泛存在于各种神经细胞中，其激活能

够抑制自噬进程，是自噬调控的主要节点 [3，4]。近年

来研究发现自噬功能障碍与 AD 存在着密切的关系，

大量证据表明，自噬失调发生在 AD 患者和动物模型

中 [5，6]。自噬与 AD 基本病理特点的关系密切，激活

自噬可以加速 β- 淀粉样蛋白（Amyloid β-protein，
Aβ）的代谢以及减少磷酸化的 Tau 蛋白，自噬功能障

碍会加速 AD 的进展 [7，8]。因此，调控细胞自噬，已

成为防治 AD 的一种重要途径 [9]。

生慧汤出自《辨证录》[10]，是失眠、健忘同

治方。课题组前期研究显示生慧汤能改善 AD 模型

动物及睡眠剥夺模型动物的昼夜节律紊乱与认知功

能，并具有抑制神经炎症、改善突触可塑性等神经

保护作用 [11-14]。然而，生慧汤是否可以通过调控自

噬来减缓 AD 进程，尚未见报道。本实验采用 APP/
PS1 双转基因痴呆小鼠作为 AD 模型，拟从 PI3K/
Akt/mTOR 信号通路研究生慧颗粒改善 AD 小鼠认知

功能障碍的作用机制，为其防治 AD 提供更多的实验 
依据。

材料与方法

1 实验动物 30 只 SPF 级 6 月龄雄性 APP/PS1
双转基因小鼠，体重 25~30 g，购自辽宁长生生物技

术股份有限公司，许可证号：SCXK（辽）2020-0001。 
10 只相同月龄和遗传背景的空白对照 C57BL/6J 小

鼠，购自辽宁长生生物技术股份有限公司，许可证号：

SCXK（辽）：2020-0001。饲养于湖北中医药大学中

医药实验中心 SPF 级动物房，动物实验条件许可证号：

SYXK（鄂）：2017-0067，房内温度 23~25℃，相对

湿度 50%~60%，动物可自由摄食和饮水，每日光照

12 h。实验同时获得湖北中医药大学实验动物伦理委

员会批准 [No.（2021）IEC 013 号 ]。
2 药物 生慧颗粒（组成：熟地、山茱萸、远

志、酸枣仁、柏子仁、茯神、人参、石菖蒲、白芥

子）购自湖北李时珍医药集团，规格 18 g/ 袋，批

号：202112001，使用时加入超纯水溶解，浓度为 

was used to observe the pathological morphological changes in hippocampal CA1 area，Immunohistochemistry 
was used to detect the expression level of Aβ1-42 and P-Tau416 in hippocampal CA1 area，and Western Blot was 
used to detect the expression level of PI3K/Akt/mTOR pathway proteins and their phosphorylated proteins and 
Beclin 1，p62 and LC3 proteins in hippocampal area. Results Compared with the control group，mice in the 
model group showed an increase in platform latency and total swimming distance（P<0.01）and a decrease in the 
number of platform crossings and dwell time in the target quadrant（P<0.01）；a decrease in the number of cells 
in the hippocampal CA1 region，a sparse arrangement and a decrease in cellular hierarchy；an increase in the 
expression of Aβ1-42 and P-Tau416 proteins（P<0.01）；an increase in PI3K，p-PI3K，Akt，p-Akt，mTOR，p-mTOR 
and p62 protein expression levels（P<0.01）；and a decrease in Beclin 1 protein expression levels and LC3 Ⅱ/
LC3Ⅰ ratio（P<0.01）. Compared with the model group，the platform latency and total swimming distance of 
mice in the Shenghui Granules group and Donepezil group were reduced（P<0.01，P<0.05），and the number of 
platform crossings and dwell time in the target quadrant were increased（P<0.01，P<0.05）；the number of cells in 
the CA1 area of the hippocampus was increased，with relatively intact structure；the levels of p-Tau416，PI3K，p-PI3K，

Akt，p-Akt，mTOR，p-mTOR and p62 protein expression were all decreased（P<0.01，P<0.05），and the levels 
of Beclin 1 protein expression were all upregulated（P<0.01）；Aβ1-42 protein expression level was decreased 
and LC3 Ⅱ/LC3Ⅰratio was up-regulated in the Shenghui Granules group （P<0.01）. Conclusion Shenghui 
Granules inhibits the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway，induces cellular autophagy，promotes the clearance of 
Aβ，phosphorylated Tau proteins，and improves learning and memory in AD mice. 

KEYWORDS Alzheimer's disease；Shenghui Granules；autophagy；PI3K/Akt/mTOR；Chinese herbal 
compound
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0.702 g/mL。盐酸多奈哌齐片购自卫材药业有限公

司，规格 0.5 g/ 片，批号：H20070181，采用超纯水

进行溶解，现配现用，浓度为 0.065 mg/mL。
3 主要试剂及仪器 BCA 蛋白浓度测定试剂

盒、磷酸酶抑制剂混合物 A、磷酸酶抑制剂混合物

B（上海碧云天生物技术有限公司，货号：P0010S、

P1081、P1086），RIPA 裂 解 液、ECL 化 学 发 光

底物试剂盒（北京白鲨生物技术有限公司，货号：

BL504A、BL520B），PMSF、β-actin 抗 体（ 武 汉 
赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司， 货 号：G2008-1ML、
GB11001），PVDF 膜（ 美 国 Millipore 公 司， 货 号：

IPVH00010、ISEQ00010）；PI3K、Akt、mTOR、

Beclin-1、LC3A/LC3B、p62、p-Tau416 抗体（武汉爱

博泰克生物科技有限公司，货号：A4992、A18675、
A2445、A21191、A5618、A19700、AP1101）；p-PI3K、

p-mTOR 抗体（美国 Affinity 公司，货号：AF3241、
AF3309）；p-Akt 抗体（美国 Abcam 公司，货号：

ab38449）；辣根酶标记山羊抗兔 IgG（H+L）（北京

中杉金桥生物技术有限公司，货号：ZB-2301）；Aβ

抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，货号：25524-1-
AP）；苏木素伊红（HE）染色试剂盒（北京索莱宝科

技有限公司，货号：G1120），DAB 显色试剂盒（丹

麦 Dako 公司，货号：K5007），其他试剂均为国产分

析纯。

Morris 水迷宫（安徽正华生物仪器设备有限

公司，型号：Morris-ZH）；病理切片机（上海徕卡

仪器有限公司，型号：RM2016）；脱水机、包埋

机、冻台（武汉俊杰电子有限公司，型号：JJ-12J、
JB-P5、JB-L5）；组织摊片机（浙江金华市科迪仪

器设备有限公司，型号：KD-P）；烤箱（天津市莱

玻瑞仪器设备有限公司，型号：GFL-230）；染色

机（意大利 DIAPATH 公司，型号：Giotto）；酶标

仪（美国 Molecular Devices 公司，型号：SpectraMax 
M5）；电泳仪（北京六一生物科技有限公司，型号：

DYY-7C）；凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司，型

号：SYSTEM GelDoc XR+）；正置荧光显微镜、成

像系统（日本 Nikon 公司，型号：NIKON ECLIPSE 
E100、NIKON DS-U3）；扫描仪（匈牙利 3Dhistech
公司，型号：Pannoramic Scan）。

4 分组及干预方法 适应性饲养 1 周后，根据

SPSS 26.0 软件生成的随机数字表将 30 只 APP/PS1
双转基因痴呆小鼠随机分为模型组、生慧颗粒组、多

奈哌齐组，每组 10 只。将 10 只 C57BL/6J 小鼠设为

对照组。

根据课题组前期研究及“人和动物体表面积折算

等效剂量比率表”[12，15，16]，计算生慧颗粒组和多奈

哌齐组的给药剂量。生慧颗粒临床用量为 54 g/d，多

奈哌齐临床用量为 5 mg/d[16]，换算动物给药剂量为：

生慧颗粒组给予生慧颗粒溶液 7.02 g/kg 灌胃，多奈

哌齐组给予多奈哌齐溶液 0.65 mg/kg 灌胃，相当于

70 kg 成人临床用药剂量的 1 倍。空白组和模型组均

给予等体积无菌生理盐水灌胃，每日 1 次，持续 4 周。

给药结束后，进行行为学及相关指标测试。

5 检测指标及方法

5.1 行为学检测 治疗结束后，参考课题组前

期研究采用 Morris 水迷宫实验检测小鼠的学习记忆

能力 [16]。Morris 水迷宫实验包括定位航行实验和空

间探查实验，定位航行实验用平台潜伏期评价小鼠的

学习能力，空间探查实验则用穿越平台次数和目标象

限停留时间评价小鼠的空间记忆能力。

5.2 HE 染色观察各组小鼠海马 CA1 区病理形

态变化 每组取 3 只小鼠，完整分离脑组织，放入 4%
多聚甲醛中固定 24 h，乙醇梯度脱水，石蜡包埋切

片（4 μm），烤片，二甲苯脱蜡，常规 HE 染色，酒精、

二甲苯脱水透明，风干后中性树脂封片 [17]，光镜下

观察小鼠海马 CA1 区病理变化。

5.3 免疫组化检测各组小鼠海马CA1区Aβ1-42、 
p-Tau416 蛋白表达水平 取各组小鼠海马组织石蜡切

片（4 μm），进行常规脱蜡、抗原修复后，PBS 清洗 
3 次，每次 5 min，封闭液室温封闭 1~2 h，加入相

应兔抗小鼠一抗（稀释比例均为 1： 100），4 ℃孵育

过夜。PBS 冲洗 3 次，加入山羊抗兔二抗（稀释比

例为 1： 200）室温孵育 1 h。PBS 水洗后使用 DAB
显色，贴片晾干后，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，

中性树脂封片。封片后于显微镜下观察 [18]。使用

Image J 软件对阳性染色进行分析。

5.4 Western Blot 检测各组小鼠海马 CA1 区

PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR、

p62、Beclin 1、LC3 蛋白表达水平 取冻存的海马组

织，加入预冷的 RIPA 裂解液以提取海马总蛋白，置

于 4 ℃离心机以 12 000 r/ min 离心 10 min，取上清

液。用 BCA 蛋白试剂盒测定蛋白浓度，加入 5× 蛋

白缓冲液，置于 100 ℃沸水变性 10 min。依据 SDS-
PAGE 凝胶试剂盒说明书制备 6% 分离胶、10% 分

离胶、15% 分离胶和 5% 浓缩胶，依次上样、电泳

和转膜。置于 5% 脱脂牛奶封闭 1 h，加入 1XTBST
稀释后的兔抗小鼠一抗 PI3K（1：1 500）、p-PI3K 

（1：1 000）、Akt（1：1 500）、P-Akt（1：1 000）、
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mTOR（1：1 000）、p-mTOR（1：500）、Beclin 1 
（1：2 000）、LC3A/LC3B（1：1 000）、p62（1：1 000），
置于 4℃孵育过夜。TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，
置于 PBS 稀释后的山羊抗兔二抗中，室温孵育 1 h。
TBST 洗膜 3 次，每次 10 min。滴加 ECL 显色液，置

凝胶成像仪曝光各组蛋白电泳条带，用 Image J 软件

计算条带灰度值，以 β-actin 为内参蛋白，以目的蛋

白与 β-actin 的比值为其相对表达量 [19]。

6 统计学方法 运用 SPSS 26.0 软件对实验

数据进行处理，用 Graphpad Prism 8.0.1 和 ImageJ 
1.8.0 软件处理图像。计量资料以 x–±s 表示，采用

ShapiroWilk 检验对各组数据进行正态性分析，符合

正态分布的多组间比较采用One-Way ANOVA，不符

合正态分布则用 Kruskal-Wallis H 检验。P<0.05 为

差异有统计学意义。

结  果

1 各组小鼠一般情况比较 与对照组比较，模

型组小鼠暴躁、易怒，具有较强的攻击性，毛发欠光

泽且易于脱落。与模型组比较，生慧颗粒组和多奈哌

齐组小鼠暴躁、易怒的状况好转，攻击性减弱，毛发

有光泽。各组小鼠的饮水及摄食量无明显变化。在干

预期间，各组小鼠均未死亡。

2 各组小鼠行为学检测结果比较（表 1，图 1） 
定位巡航实验结果显示，与对照组小鼠比较，模型组

小鼠的平台潜伏期增加，游泳总路程延长（P<0.01）。
与模型组小鼠比较，生慧颗粒组及多奈哌齐组小鼠平

台潜伏期和游泳总路程降低（P<0.01）。
空间探索实验结果显示，与对照组小鼠比较，模

型组小鼠穿越平台次数、目标象限停留时间均减少

（P<0.01）。与模型组小鼠比较，生慧颗粒组小鼠穿

越平台次数、目标象限停留时间均增加（P<0.01），
多奈哌齐组小鼠穿越平台次数、目标象限停留时间增

加（P<0.05）。与多奈哌齐组小鼠比较，生慧颗粒组

小鼠穿越平台次数增加（P<0.05）。
3 各组小鼠海马 CA1 区神经元细胞形态结构比

较（图 2） 对照组小鼠海马 CA1 区细胞形态均匀、

排列较整齐，细胞结构完整，细胞核完整且清晰可见，

染色均匀。与对照组比较，模型组小鼠海马 CA1 区

细胞数量有所减少、排列疏松，细胞层次减少，部分

细胞核仁不清，细胞核肿胀模糊。生慧颗粒组、多奈

哌齐组小鼠海马 CA1 区细胞数目相对较多，排列较

为整齐，结构相对完整，层次较清晰。

4 各组小鼠海马 CA1 区 Aβ1-42、p-Tau416 表达

结果比较（图 3、4） Aβ1-42、p-Tau416 免疫组化结

果显示，对照组小鼠海马 CA1 区阳性细胞表达数较

少。与对照组比较，模型组小鼠海马 CA1 区 Aβ1-42、 
p-Tau416 阳性表达细胞增多（P<0.01）。与模型组比

较，生慧颗粒组 Aβ1-42、p-Tau416 阳性表达细胞减少

（P<0.01），多奈哌齐组 p-Tau416 阳性表达细胞减少

（P<0.01）。与多奈哌齐组比较，生慧颗粒组 Aβ1-42

阳性表达细胞减少（P<0.01）。
5 各 组 小 鼠 海 马 通 路 蛋 白 PI3K、p-PI3K、

Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR 及 自 噬 相 关 蛋 白

p62、Beclin 1、LC3 表达水平比较（图 5、6） 与

对照组比较，模型组 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、
mTOR、p-mTOR、p62 蛋白表达水平升高（P<0.01），
Beclin 1 蛋白表达水平及 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低 

（P<0.01）。 与 模 型 组 比 较， 生 慧 颗 粒 组 PI3K、

p-PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR、p62 蛋

白表达水平降低（P<0.01，P<0.05），Beclin 1 蛋

白表达水平及 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值上调（P<0.01）；

注：1 为水迷宫定位航行实验代表性轨迹图；2 为空间探索实验代
表性轨迹图；A 为对照组；B 为模型组；C 为生慧颗粒组；D 为多奈哌
齐组

图 1 各组小鼠 Morris 水迷宫定位航
行、空间探索实验代表性轨迹图

表 1 各组小鼠 Morris 水迷宫定位巡航能力和空间探索能力比较 （x–±s）
组别 n 平台潜伏期（s） 游泳总路程（cm） 穿越平台数（次） 目标象限停留时间（s）

对照 10   9.65±3.09 171.33±57.51 4.8±0.98 26.23±4.50

模型 10 43.57±5.82 719.38±96.10 0.9±0.54 13.88±2.15

生慧颗粒 10 18.85±3.70 △△ 315.25±83.11 △△ 3.9±0.54 △△▲ 20.77±3.80 △△

多奈哌齐 10 24.77±5.61 △△ 416.33±98.83 △△ 3.2±0.75 △ 19.62±4.04 △

注：与对照组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与多奈哌齐组比较，▲P<0.05
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注：A 为对照组；B 为模型组；C 为生慧颗粒组；D 为多奈哌齐组；2 为 1 中黑框内区域的

局部放大；比例尺为 20 μm；箭头所指为细胞核仁不清，细胞核肿胀模糊的细胞

图 2 各组小鼠海马 CA1 区神经元细胞形态结构（HE，×400）

注：1为Aβ1-42 蛋白表达；2为p-Tau416 蛋白表达；A 为对照组；B 为模型组；C 为生慧颗粒组；

D 为多奈哌齐组；比例尺为 20 μm；箭头所指为 Aβ1-42、p-Tau416 阳性染色的细胞

图 3 各组小鼠海马 CA1 区 Aβ1-42、p-Tau416 蛋白表达水平（免疫组化，×600）

注：A 为对照组；B 为模型组；C 为生慧颗粒组；D 为多奈哌齐组；

与对照组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与

多奈哌齐组比较，▲P<0.05

图 6 各组小鼠海马中 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、
mTOR、p-mTOR、p62、Beclin 1、LC3 蛋白表达 

水平比较（x–±s，n=3）

多 奈 哌 齐 组 p-PI3K、PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、

p-mTOR、p62 蛋白蛋白表达水平降低（P<0.01，
P<0.05），Beclin 1 蛋白表达水平上调（P<0.01）。
与多奈哌齐组比较，生慧颗粒组 mTOR、p-Akt 蛋
白表达水平下调（P<0.05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值上调 

（P<0.05）。

注：A 为对照组；B 为模型组；C 为生慧颗粒组；D 为多奈哌齐组

图 5 各组小鼠海马中 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、 

p-mTOR、p62、Beclin 1、LC3 蛋白印迹图
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Akt

p-Akt

mTOR

p-mTOR

β-actin

85 kD

84 kD

60 kD

56 kD

289 kD

289 kD

42 kD

注：A 为对照组；B 为模型组；C 为生慧颗粒组；D 为多奈哌齐组；

与对照组比较，P<0.01；与模型组比较，△P<0.01；与多奈哌齐组比较，
▲P<0.01

图 4 各组小鼠海马 CA1 区 Aβ1-42、p-Tau416 蛋白 

平均光密度值比较（x–±s，n=3）
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讨  论

在近几十年的社会经济发展过程中，中国人

口呈现出迅速老龄化的趋势，根据我国国家统计局 
2023 年数据，我国 60 岁及以上人口为 2.8 亿，约占

总人口的 19.84%[20]。作为一种增龄性疾病，AD 的

发病率和死亡率高，目前我国 60 岁以上老年人合并

患病率为 3.9%[21]，AD 及其他痴呆症是我国人群死

亡的第五大原因 [1]。西药在一定程度上可以改善患者

的症状，但长期疗效尚不理想。中医药在 AD 治疗中

具有多靶点、多途径、不良反应小、疗效持久等优点，

可有效延缓病情进展，并提升患者的生活质量。

AD 在中医学属于“呆病”“痴呆”“健忘”“善忘”

等范畴，病变部位在脑髓，与心、肝、脾、肾功能失

调密切相关，其中以肾虚为本。病机为髓减脑消、神

机失用。生慧颗粒源自生慧汤，生慧汤由熟地、山茱

萸、远志、酸枣仁、柏子仁、茯神、人参、石菖蒲、

白芥子组成，是培元健脑、安神益智的代表方。方中

熟地黄、山茱萸补肾填精生髓以治肾水不足，人参补

肾健脾以治脾肾亏虚，酸枣仁、柏子仁、茯神、远志

养心化痰安神以治心神失养，石菖蒲、白芥子祛痰开

窍以治痰蒙脑窍，全方心肾兼补、益气养血、祛痰开

窍，是痴呆、失眠同治方。

本研究运用 Morris 水迷宫实验评价各组小鼠的

认知功能，发现生慧颗粒连续干预 4 周后，APP/
PS1 小鼠平台潜伏期、游泳总路程减少，穿越平台次

数、目标象限停留时间增加，这说明生慧颗粒可以改

善 APP/PS1 小鼠的认知功能。

AD 的主要病理特征是细胞外 Aβ 沉积形成的老

年斑、胞浆内 Tau 蛋白过度磷酸化形成的神经元纤维

缠结以及神经元丢失 [22]。因此本实验运用 HE 染色观

察 APP/PS1 小鼠海马组织结构的变化，发现生慧颗

粒连续干预 4 周后，APP/PS1 小鼠海马 CA1 区神经

细胞数目增多，排列较为整齐，结构相对完整，层次

较清晰。通过免疫组化检测，发现生慧颗粒连续干预

4 周后，APP/PS1 小鼠海马 CA1 区 Aβ1-42 和 P-Tau416

蛋白表达减少，说明生慧颗粒可以改善 APP/PS1 小

鼠海马的 AD 样病理改变。

PI3K/Akt 信号通路广泛存在于各种类型的细胞

中，是细胞内重要的信号通路，参与细胞的生长、增

殖和分化 [23]。在神经系统中，参与调控神经细胞的

增殖、分化及自噬、凋亡和突触可塑性 [24]。PI3K/Akt
信号通路在 AD 发生发展过程中具有重要调控作用，

调控 PI3K/Akt 信号通路可以加速错误折叠蛋白 Aβ、

磷酸化 Tau 蛋白的清除保护神经系统 [25]。越来越多

的研究也表明中药及其提取物可以通过调控 PI3K/Akt
信号通路，改善神经损伤，缓解 AD 病理 [25-27]。自噬

是清除受损蛋白质和细胞器的重要途径，mTOR 是

PI3K/Akt 信号通路的下游靶蛋白，直接影响细胞自

噬。因此本研究运用 Western Blot 检测 PI3K、Akt、
mTOR 及其磷酸化蛋白的表达，发现生慧颗粒连续

干 预 4 周 后，PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、

p-mTOR 蛋白的表达水平均降低，说明生慧颗粒可以

抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路。

通过调控细胞自噬可以发挥神经保护作用，为了

研究生慧颗粒是否通过调控细胞自噬从而发挥抗 AD
作用，本研究使用 Western Blot 检测自噬相关蛋白

p62、Beclin 1、LC3，发现生慧颗粒连续干预 4 周后，

p62 蛋白的表达水平降低，Beclin 1 蛋白表达水平和

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的值升高。p62 是自噬底物的标记蛋白，

其蛋白含量与自噬水平呈负相关；Beclin 1 是自噬的核

心因子，蛋白含量与自噬水平呈正相关。LC3 是自噬

过程的标志物，当自噬发生时，LC3-Ⅰ被活化转变为

LC3-Ⅱ，随着自噬体的增多，LC3-Ⅱ的聚集量也随之

增加，通常以 LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ的值判断自噬水平的高低。

以上结果都表明，生慧颗粒可以通过调控 PI3K/Akt/
mTOR 信号通路激活细胞自噬，发挥神经保护作用。

综上所述，生慧颗粒可以改善 APP/PS1 小鼠的

学习记忆能力，其机制与抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通

路，诱导细胞自噬，促进 Aβ、磷酸化 Tau 蛋白清除

相关。本研究创新之处在于首次从自噬角度探索了生

慧颗粒抗 AD 的作用机制，发现其可以通过调控 PI3K/
Akt/mTOR 信号通路诱导细胞自噬，为生慧颗粒干预

AD 提供分子生物学依据。不足之处在于缺少体外验

证，对于 PI3K/Akt/mTOR 信号通路与自噬的关系及抗

AD 的相关机制未进行深入研究。今后将完善相关实

验，进一步探讨生慧颗粒改善 APP/PS1 小鼠学习记忆

能力涉及的自噬靶点及其上下游信号通路的调控机制，

为生慧颗粒的临床推广应用提供药理学证据。

利益冲突：本文不存在任何利益冲突。
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