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也摘要页 目的 观察补肾益志方对阿尔茨海默病渊Alzheimer's disease, AD冤大鼠模型的作用及其对 茁 淀粉样蛋白渊茁-amyloid
protein, A茁冤和 tau 蛋白的影响遥 方法 通过 A茁25-35建立 AD 大鼠模型袁给予补肾益志方渊13.00尧6.50尧3.25 g/kg冤尧多奈哌齐治疗袁设

为假手术组尧模型组尧补肾益志方低剂量组尧补肾益志方中剂量组尧补肾益志方高剂量组尧阳性组遥Morris水迷宫实验检测大鼠的逃避

潜伏期尧目标象限游泳时间尧游泳总路程及自主活动时间曰HE 染色法观察大鼠海马组织的病理变化曰ELISA 法尧Western blot 法检测

海马组织中 A茁40尧A茁42尧磷酸化 tau 蛋白渊p-tau冤的含量及蛋白表达遥 结果 与假手术组相比袁模型组逃避潜伏期尧目标象限游泳时

间尧游泳总路程和自主活动时间均显著升高渊P<0.05冤曰与模型组相比袁补肾益志方低尧中尧高剂量组逃避潜伏期尧目标象限游泳时间尧

游泳总路程和自主活动时间均显著降低渊P<0.05冤遥 模型组海马损伤最严重袁补肾益志方低尧中尧高剂量组海马均有明显好转袁补肾益

志方高剂量组海马与假手术组最接近遥 模型组海马中 A茁40尧A茁42尧p-tau 的含量和蛋白表达均显著高于假手术组渊P<005冤袁补肾益

志方低尧中尧高剂量组海马A茁40尧A茁42尧p-tau 的含量和蛋白表达均显著低于模型组渊P<005冤遥结论 补肾益志方可改善 AD 大鼠的学

习记忆能力袁其机制与抑制 A茁和 tau蛋白有关遥

也关键词页 补肾益志方曰阿尔茨海默病曰茁 淀粉样蛋白曰tau 蛋白曰学习记忆能力曰海马曰Morris 水迷宫实验
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Experimental study of Bushen Yizhi Recipe regulating Alzheimer's disease in
rats through 茁-amyloid and tau proteins

CAO Yingying, ZHANG Shaolan, YANG Nan, LI Qing, LI Hong, WANG Xuejiao*

(Kunming Municipal Hospital of Traditional Chinese Medicine, Kunming, Yunnan 650011, China)

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the effect of Bushen Yizhi Recipe on Alzheimer's disease (AD) rat model and its effect on
茁-amyloid protein (A茁) and tau protein. Methods AD rat model was established by A茁25-35, and treated with Bushen Yizhi
Recipe (13.00, 6.50, 3.25 g/kg) and Donepezil. Sham operation group, model group, Bushen Yizhi Recipe low-dose group, Bushen
Yizhi Recipe medium-dose group, Bushen Yizhi Recipe high-dose group and positive group were set up in the experiment. Morris
water maze experiment was used to detect the escape latency, target quadrant swimming time, total swimming distance and free
activity time of rats. The pathological changes of rat hippocampal tissue were observed by HE staining. The content and protein
expression of A茁40, A茁42 and phosphorylated tau (p-tau) in hippocampal tissue were detected by ELISA and Western blot. Results

本文引用院曹颖颖袁张绍兰袁杨 楠袁李 青袁李 红袁王雪佼.补肾益志方通过 茁 淀粉样蛋白和 tau 蛋白调节大鼠阿尔茨海默病的实验研究[J].湖
南中医药大学学报袁2022袁42渊8冤院1271-1276.
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Compared with the sham operation group, the escape latency, target quadrant swimming time, total swimming distance and free
activity time of the model group were significantly increased (P<005). Compared with the model group, the escape latency, target
quadrant swimming time, total swimming distance and free activity time of rats in the Bushen Yizhi Recipe low-dose, medium-dose,
high-dose groups were significantly reduced (P<0.05). The hippocampal injury of rats in the model group was the most serious, the
hippocampal injury of rats was significantly improved in Bushen Yizhi Recipe low-dose, medium-dose, high-dose groups, and the
hippocampal injury of rats in the Bushen Yizhi Recipe high-dose group was the closest to that in the sham operation group. The
content and protein expression of A茁40, A茁42, p-tau were significantly higher than those in the sham operation group (P<005). The
content and protein expression of A茁40, A茁42, p-tau were significantly lower than those in the model group in Bushen Yizhi
Recipe low-dose, medium-dose, high-dose groups (P<005). Conclusion Bushen Yizhi Recipe can improve the learning and memory
ability of AD rats, and its mechanism may be related to the inhibition of A茁 and tau proteins.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Bushen Yizhi Recipe; Alzheimer's disease; 茁-amyloid protein; tau protein; learning and memory ability;
hippocampus; morris water maze experiment

认知障碍渊cognitive impairment, CI冤是指记忆尧
语言尧视觉空间尧行动尧理解和判断等功能中的一个

或多个方面存在障碍[1-2]遥 60%以上的 CI 患有阿尔茨

海默病渊Alzheimer's disease, AD冤[3]遥 随着中国人口

步入老龄化袁AD 患者日益增多袁但目前尚缺乏有效

的治疗方法遥 大量临床研究证实袁中药可以改善 AD
患者的认知功能尧情感状态袁延缓 茁 淀粉样蛋白渊茁-
amyloid protein, A茁冤和 tau 蛋白的病变袁调节胆碱

能神经递质的代谢袁提高患者的生活质量[4-6]遥 云南

省名中医李青主任医师继承了明清以来医家对野痴
呆冶的认识袁结合自身临床经验袁提出了野痴呆从肾虚

血瘀论治冶的学术思想袁认为老年人肾中精气亏虚尧
脑髓失充袁同时又因年老体衰尧正气不足尧血运无力

而致气血痰瘀互结袁上犯颠顶袁蒙蔽清窍袁导致头脑

灵性渐失袁而成本病[7-8]遥 本病病位在脑袁病性为本虚

标实尧虚实夹杂袁病理机制以肾气亏虚尧肾精不足为

本袁以瘀血阻络尧痰浊蒙窍为标袁而益气补肾尧活血益

志为本病的基本治疗原则[9]遥 补肾益志方理论上有

助于本病的治疗袁但是其发挥作用的机制尚不清楚遥
在长期的临床实践中袁补肾益志方对 AD 的认知功

能改善的疗效得到很多患者的认可袁但是其发挥治

疗作用的具体作用机制尚有待进一步确定遥 本研究

旨在探索补肾益志方对 AD 大鼠认知功能的影响及

其与 A茁尧tau 蛋白之间的关系遥
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 60 只 12 月龄 SPF 级 SD 雌性大

鼠袁体质量 230~280 g袁购自北京维通利华实验动物

中心袁许可证号: SCXK渊京冤2020-0035遥
1.1.2 主要药物尧试剂与仪器 补肾益志方渊何首乌

15 g袁黄精 15 g袁黄芪 30 g袁山茱萸 15 g袁熟地黄 15 g袁
五味子 15 g袁当归 15 g袁丹参 15 g袁赤芍 15 g冤由本

院制剂室提供遥盐酸多奈哌齐片渊重庆植恩药业有限

公司袁国药准字院H20010723袁批号院HD008003袁规格院
5 mg伊7片冤曰A茁25-35渊美国 Sigma 公司袁货号院131602-
53-4冤曰HE 染色试剂盒渊上海碧云天生物技术有限

公司袁货号院C0105S冤曰A茁40 检测试剂盒渊上海酶联

生物科技有限公司袁货号院ml003106冤曰A茁42 检测试

剂盒渊上海恒远生物科技有限公司袁货号院H-11672冤曰
p-tau 蛋白 ELISA 试剂盒渊上海江莱生物科技有限

公司袁货号院JL46213-96T冤曰兔抗 A茁40 多克隆抗体

渊货号院tcea11340冤尧HRP 标记的二抗渊货号院C0151冤
均购自美国Cell Signaling Technology公司曰兔抗A茁42
多克隆抗体渊英国 Biorbyt 公司袁货号院orb593224冤曰兔
抗p-tau 单克隆抗体 渊美国 Invitrogen 公司袁 货号院
MN1020冤遥 Morris水迷宫实验系统渊武汉一鸿科技公

司袁型号院YH-WM-M/R冤曰凝胶成像系统渊美国 Bio
Rad 公司袁型号院DocTMXR+1708195冤遥
1.2 方法

1.2.1 分组与处理 将所有大鼠足料足水袁适应性

饲养 1 周遥随机分为 6 组袁每组 10 只袁分别标记为假

手术组尧模型组尧补肾益志方低剂量组尧补肾益志方

中剂量组尧补肾益志方高剂量组尧阳性组遥 除假手术

组外袁其余大鼠均进行 AD 模型制造[10]遥
大鼠 AD 模型的制造方法院麻醉后的大鼠左右
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注院与假手术组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与补肾益志方

低剂量组比较袁吟P<0.05遥

分组

假手术组

模型组

补肾益志方低剂量组

补肾益志方中剂量组

补肾益志方高剂量组

阳性组

逃避潜伏期/s
33.13依4.02
70.15依7.03*
50.26依4.87#

42.78依4.67#吟

40.35依5.04#吟

40.51依4.88#吟

目标象限游泳时间/s
30.17依5.34
53.14依5.54*
47.69依6.14#

45.46依6.06#

43.24依5.26#吟

43.53依5.02#吟

游泳总路程/cm
189.36依42.65

2 122.36依205.12*
1 536.67依189.54#

650.69依102.35#吟

644.37依98.61#吟

649.21依78.96#吟

表 1 各组大鼠逃避潜伏期尧目标象限游泳时间和

总路程比较渊曾依s袁n=10冤

两侧的侧脑各注射 5 滋L 的 A茁25-35袁留针 3 min遥
结束后进行消炎袁连续肌内注射青霉素 3 d遥 进行

Morris 水迷宫实验和自主活动时间监测袁造模组大

鼠的逃避潜伏期尧目标象限游泳时间尧游泳总路程

和自主活动时间均明显延长袁则说明建模成功[11]遥
给药方案院建模后袁补肾益志方低尧中尧高剂量组

分别采用补肾益志方渊13.00尧6.50尧3.25 g/kg冤每日灌胃

给药 1次袁连续 60 d曰阳性组采用多奈哌齐渊10 mg/kg冤
灌胃袁1 d/次袁连续 60 d曰假手术组尧模型组均每日

灌胃等剂量的生理盐水袁连续 60 d遥
戊巴比妥钠麻醉大鼠袁眼眶静脉采血渊-20 益保

存备用冤袁断颈法处死袁剥离海马组织袁液氮保存或

4%多聚甲醛溶液浸泡遥
1.2.2 Morris 水迷宫实验[12] 大鼠末次给药的次日

进行学习训练遥 使用 Morris 水迷宫实验系统对大鼠

进行适应性学习袁每天 4 次渊间隔至少 20 min冤袁连
续训练 5 d遥 第 6 日开始记录大鼠的逃避潜伏期尧目
标象限游泳时间尧游泳总路程袁每组大鼠按照同样的

方法测试袁并记录成绩袁取平均值遥
1.2.3 自主活动时间检测[13] 各组大鼠在末次给药

后袁用自主活动记录仪监测大鼠 5 min 的自主活动

情况遥 监测的前 5 min 不记录袁为大鼠适应时间遥 后

5 min 开始记录大鼠的活动时间袁取平均值遥 自主活

动的区域包括中央区尧周边区尧总区域遥 自主活动包

括大鼠的卫生清理尧站立尧采食饮水等遥
1.2.4 HE 染色观察大鼠海马组织 取出 4%多聚

甲醛固定 24 h 的海马组织袁用浓度梯度的乙醇

渊30豫尧50豫尧70豫尧80豫尧90豫尧95%尧100豫冤 脱水袁二
甲苯作透明剂置换出组织中的乙醇袁再用溶化的石

蜡包埋组织块袁待蜡块冷却固定袁用于切片尧展片尧脱
蜡尧染色遥染色过程按照 HE 染色试剂盒说明书要求

操作袁染色后用乙醇脱水袁二甲苯透明袁最后用树脂

胶封固切片袁显微镜下观察遥
1.2.5 ELISA 法检测大鼠血清中 A茁40尧A茁42尧p-tau
的含量 将采集的新鲜大鼠血浆袁3000 r/min 离心

3 min渊离心半径 3 cm冤袁取血清做样本袁严格按照

ELISA 试剂盒使用说明书操作要求操作袁测定血清

样本 A茁40尧A茁42尧p-tau 的含量遥
1.2.6 Western blot 法检测海马组织 A茁40尧A茁42尧
p-tau 蛋白 将无菌研磨的海马组织用 RIPA 裂解

液充分裂解袁提取总蛋白遥 使用 BCA 定量试剂盒测

定蛋白浓度袁沸水浴煮沸 10 min 对蛋白进行变性遥
用变性后的蛋白上清进行 SDS-PAGE 蛋白电泳上

样遥 将胶上的蛋白用转膜仪湿转至 NC 膜袁并用含有

2.5%脱脂奶粉的封闭液室温封闭处理 2 h遥洗膜后袁
滴加稀释的一抗溶液渊兔抗 A茁40 多克隆抗体尧兔
抗A茁42 多克隆抗体尧兔抗 p-tau 单克隆抗体袁稀释

比例均为 1颐1000冤袁4 益孵育过夜遥洗膜袁滴加稀释的

二抗溶液渊HRP 标记的二抗袁稀释比例为 1颐500冤袁于
37 益袁孵育 2 h遥洗膜袁滴加 ECL 发光液显影袁曝光遥
用目的条带的灰度值与内参 GAPDH 条带的灰度值

之间的比值表示目的蛋白的表达情况遥
1.2.7 统计学处理 实验中的数据均使用统计学专

用软件 SPSS 22.0 进行统计分析袁计量资料使用野曾依s冶
表示遥 3 组以上的数据之间的比较使用单因素方差

分析袁组内两两比较采用 LSD-t 检验遥 P<0.05 表示

差异具有统计学意义遥
2 结果

2.1 补肾益志方对 AD 大鼠学习记忆能力的影响

与假手术组相比袁模型组大鼠逃避潜伏期尧目标

象限游泳时间尧游泳总路程均显著升高渊P<0.05冤曰与
模型组相比袁补肾益志方低尧中尧高剂量组及阳性组

大鼠逃避潜伏期尧目标象限游泳时间尧游泳总路程均

显著降低渊P<0.05冤曰与补肾益志方低剂量组相比袁补
肾益志方中尧高剂量组及阳性组大鼠逃避潜伏期尧游
泳总路程均显著降低渊P<0.05冤袁补肾益志方高剂量

组及阳性组大鼠目标象限游泳时间显著降低渊P<0.05冤曰
补肾益志方中尧高剂量组及阳性组大鼠逃避潜伏期尧
目标象限游泳时间尧游泳总路程比较袁差异无统计学

意义渊P>0.05冤遥 详见表 1遥
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表 2 各组大鼠自主活动时间比较渊曾依s袁n=10冤

注院与假手术组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与补肾益志

方低剂量组比较袁吟P<0.05遥

分组

假手术组

模型组

补肾益志方低剂量组

补肾益志方中剂量组

补肾益志方高剂量组

阳性组

活动时间/s
70.36依17.14

150.15依21.45*
122.46依18.36#

91.45依11.34#吟

90.35依12.28#吟

92.11依10.03#吟

2.2 补肾益志方对 AD 大鼠自主活动时间的影响

与假手术组相比袁模型组大鼠自主活动时间显著

升高渊P<0.05冤曰与模型组相比袁补肾益志方低尧中尧高
剂量组及阳性组大鼠自主活动时间均显著降低渊P<
0.05冤曰与补肾益志方低剂量组相比袁补肾益志方中尧高
剂量组及阳性组大鼠自主活动时间均显著降低渊P<
0.05冤曰补肾益志方中尧高剂量组及阳性组大鼠自主活

动时间比较袁差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见表2遥

2.3 补肾益志方对 AD 大鼠海马组织的影响

假手术组大鼠海马组织神经元排列紧密尧规则曰
模型组大鼠海马组织神经元数量稀少袁排列疏松袁呈
现空泡样变曰补肾益志方低尧中尧高剂量组大鼠海马

组织神经元排列紧密袁补肾益志方高剂量组尧阳性组

大鼠海马组织神经元最接近假手术组遥 详见图 1遥

2.4 补肾益志方对 AD 大鼠血清中 A茁40尧A茁42尧p-
tau 含量的影响

与假手术组相比袁模型组大鼠血清中 A茁40尧
A茁42尧p-tau 的含量均显著升高渊P<0.05冤曰与模型组

相比袁补肾益志方低尧中尧高剂量组及阳性组大鼠血

清中 A茁40尧A茁42尧p-tau 的含量均显著降低 渊P<
0.05冤曰与补肾益志方低剂量组相比袁补肾益志方中尧
高剂量组及阳性组大鼠血清中 A茁40尧A茁42尧p-tau
的含量均显著降低渊P<0.05冤曰补肾益志方中尧高剂量

组及阳性组大鼠血清 A茁40尧A茁42尧p-tau 的含量比

较袁差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见表 3遥

2.5 补肾益志方对 AD 大鼠海马组织 A茁40尧A茁42尧
p-tau 蛋白表达量的影响

与假手术组相比袁模型组大鼠海马组织 A茁40尧
A茁42尧p-tau 的蛋白表达量均显著升高渊P<0.05冤曰与
模型组相比袁补肾益志方低尧中尧高剂量组及阳性组

图 1 各组大鼠海马组织 HE 染色渊伊200冤

假手术组 模型组 补肾益志方低剂量组

补肾益志方中剂量组 补肾益志方高剂量组 阳性组

注院与假手术组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与补肾益志方

低剂量组比较袁吟P<0.05遥

分组

假手术组

模型组

补肾益志方低剂量组

补肾益志方中剂量组

补肾益志方高剂量组

阳性组

A茁40/渊滋g窑L-1冤
217.10依31.12
376.33依45.76*
358.78依41.72#

275.39依32.55#吟

248.79依29.65#吟

249.06依26.54#吟

A茁42/渊滋g窑L-1冤
36.84依5.05
69.43依8.22*
63.34依7.29#

49.57依5.48#吟

43.45依5.37#吟

45.05依5.11#吟

p-tau/渊ng窑L-1冤
17.32依4.12
42.31依6.19*
38.44依6.21#

31.35依3.58#吟

26.69依3.64#吟

27.09依3.02#吟

表 3 各组大鼠血清中 A茁40尧A茁42尧p-tau含量比较渊曾依s袁n=9冤
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注院与假手术组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与补肾益志

方低剂量组比较袁吟P<0.05遥

分组

假手术组

模型组

补肾益志方低剂量组

补肾益志方中剂量组

补肾益志方高剂量组

阳性组

A茁40
0.24依0.04
0.74依0.09*
0.66依0.06#

0.34依0.06#吟

0.29依0.04#吟

0.34依0.06#吟

A茁42
0.33依0.05
0.65依0.03*
0.49依0.06#

0.41依0.06#吟

0.40依0.04#吟

0.48依0.05#吟

p-tau
0.17依0.04
0.42依0.05*
0.35依0.06#

0.23依0.05#吟

0.21依0.04#吟

0.27依0.06#吟

表 4 各组大鼠海马组织 A茁40尧A茁42尧p-tau 蛋白

表达量比较渊曾依s袁n=4冤

大鼠海马组织 A茁40尧A茁42尧p-tau 的蛋白表达量均

显著降低渊P<0.05冤曰与补肾益志方低剂量组相比袁补
肾益志方中尧高剂量组及阳性组大鼠海马组织A茁40尧
A茁42尧p-tau 蛋白表达量均显著降低渊P<0.05冤曰补肾

益志方中尧高剂量组及阳性组大鼠海马组织 A茁40尧
A茁42尧p-tau 的蛋白表达量比较袁差异无统计学意

义渊P>0.05冤遥 详见图 2尧表 4遥

3 讨论

据报道袁山茱萸环烯醚萜苷对 APP/PSI/tau 三

转基因诱导的 AD 老年小鼠具有十分显著的认知功

能改善作用袁并促进脑内突触相关蛋白的表达[14]遥何

首乌二苯乙烯苷和黄精对 CI 均有治疗功效遥在治疗

CI 的处方中袁当归尧赤芍也是广泛使用的中药组合袁
有研究表明袁当归芍药散用于治疗 AD 等神经退行

性疾病也具有较好的功效[15]遥LIN 等[16]在对 83 位 AD
患者的研究中报道袁使用调补心肾方治疗后袁患者痴

呆综合征评分较对照组明显降低袁临床上初步验证

了中药复方制剂改善 AD 患者 CI 的有效性遥 本研

究所用补肾益智方在临床上给很多患者带来福音袁
但是其发挥作用的具体机制及药物成分尚不清楚遥

本研究建立了 AD 大鼠模型袁观察大鼠的学习记忆

能力变化发现袁模型组大鼠的逃避潜伏期尧目标象

限游泳时间尧游泳总路程和自主活动时间都明显延

长袁说明建模成功遥 而经过补肾益志方给药治疗后袁
大鼠的上述指标均明显降低袁趋向假手术组袁再次验

证了补肾益志方对 AD 患者的治疗价值遥通过HE 染

色观察大鼠海马组织发现袁不同剂量补肾益志方

治疗的大鼠海马组织都有不同程度的改善袁并且补

肾益志方高剂量组大鼠的海马组织恢复得最好遥A茁
蛋白及 tau 蛋白作为 AD 的明星因子袁猜测其有可

能参与补肾益志方的药理作用机制遥
AD 是一种进行性神经退行性疾病袁其特征是

记忆丧失和多种认知障碍[17-19]遥 几十年的深入研究

表明袁多种细胞变化与 AD 的发展有关袁包括线粒体

损伤尧突触功能障碍尧A茁 和 p-tau 的形成和积累[20]遥
最近大量研究表明袁A茁 和 p-tau 诱导的缺陷性自噬

和丝裂吞噬是 AD 发病机制中的突出变化袁并且

A茁 和 p-tau 水平随年龄的增加而升高[21]遥 多年来袁
普遍认可的 AD 发病机制为 A茁 的沉积会加速疾病

进程袁并引发级联的有害反应袁如 tau 病理和神经退

行性变[22]遥 有研究报道袁基于调补心肾理论的益气补

肾活血方对临床 180 位老年轻度 CI 患者有治疗作

用袁通过Western blot法检测发现袁治疗后患者血清中

tau 蛋白的表达明显受到抑制[23]遥 本研究通过ELISA
法和 Western blot法检测了大鼠海马中 A茁40尧A茁42尧
p-tau的表达袁发现补肾益志方给药的大鼠海马中A茁40尧
A茁42尧p-tau 的表达均明显下降袁且补肾益志方高剂

量组大鼠海马最接近假手术组大鼠袁说明补肾益志方

有助于改善AD 患者认知功能袁可能与抑制 A茁40尧
A茁42尧p-tau 相关遥

综上所述袁补肾益志方可减轻 AD 大鼠的认知

功能损害袁其作用机制与抑制 A茁尧p-tau 表达有关袁
为补肾益志方在 AD 患者中的临床应用奠定了理论

基础遥
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