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基于 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路探讨四君子汤改善
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［摘要］ 目的：旨在基于 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1（Keap1）/核因子 E2相关因子 2（Nrf2）/血红素加氧酶 -1（HO-1）信号通路

探讨四君子汤改善由东莨菪碱（SCOP）引发的阿尔茨海默病（AD）小鼠模型及 H2O2诱导的 PC12 细胞模型的机制。方法：首先

在体内实验中，腹腔注射 SCOP（3 mg·kg-1）建立 AD 小鼠模型。Morris水迷宫与旷场实验评估小鼠学习记忆能力；苏木素-伊红

（HE）染色和尼氏染色检测脑组织神经元病理结构改变；免疫荧光检测 β淀粉样蛋白 1-42（Aβ1-42）表达水平；免疫组化检测脑组织

中磷酸化（p）-Tau 的表达水平；透射电镜观察海马神经元和突触的超微结构。生化法检测海马中乙酰胆碱（ACh）、乙酰胆碱酯

酶（AChE）水平、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、过氧化氢酶（CAT）、乳酸脱氢酶（LDH）水平；实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）法和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠海马 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路相关 mRNA 和蛋白表达

水平。在体外实验中，以 H2O2诱导 PC12 细胞建立氧化损伤模型，分别采用细胞计数试剂盒（CCK-8）法和流式细胞术检测细

胞存活率和凋亡率，并通过 Western blot 检测 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路相关蛋白的表达。结果：在体内实验中，与模型组比

较，四君子汤组和多奈哌齐组小鼠逃避潜伏期显著缩短（P<0.01），在目标象限游泳时间、穿过平台次数显著增加，旷场中心区

域移动距离和停留时间明显增加（P<0.05，P<0.01）；HE 和尼氏染色显示药物组神经元排列较为整齐，尼氏小体数量明显增加

（P<0.05，P<0.01）；Aβ1-42、p-Tau 的表达水平明显下调（P<0.05，P<0.01）；透射电镜结果表明药物组的海马神经元和突触的超微

结构损伤有所减轻；MDA、LDH 水平和 AChE 活力明显降低（P<0.05，P<0.01），SOD、CAT 水平和 ACh 含量明显升高（P<0.05，

P<0.01）；海马组织中 Keap1 表达量明显降低（P<0.05，P<0.01），Nrf2、HO-1 和 NQO1 表达量明显升高（P<0.05，P<0.01）。在体

外实验中，与模型组比较，四君子汤含药血清处理组的细胞存活率明显提高（P<0.05，P<0.01），总凋亡率明显降低（P<0.05，

P<0.01）；给药组中 Nrf2 和 HO-1 蛋白表达明显上调（P<0.05，P<0.01），Keap1 蛋白表达则明显下调（P<0.05，P<0.01）。结论：

四君子汤对 SCOP 导致的 AD 小鼠模型和 H2O2 诱导 PC12 细胞模型显示出良好的保护作用，其机制可能与通过 Keap1/Nrf2/

HO-1 信号通路发挥抗氧化作用有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the mechanisms through which Si Junzitang （SJZD） ameliorates Alzheimer's disease 

（AD） induced by scopolamine （SCOP） in mice and the PC12 cell model induced by H2O2 based on the Kelch-like ECH-associated 

protein 1 （Keap1）/nuclear factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）/heme oxygenase-1 （HO-1） signaling pathway. Methods：： In 

the animal experiments， an AD model was established in mice by intraperitoneal injection of SCOP （3 mg·kg-1）. Morris water maze 

and open field tests （OFT） were conducted to assess learning and memory abilities. Hematoxylin-eosin （HE） staining and Nissl 

staining were performed to observe pathological changes in neurons. Immunofluorescence was used to detect amyloid β -protein1-42 

（Aβ1-42） expression， and immunohistochemistry was employed to detect phosphorylated （p）-Tau expression. Transmission electron 

microscopy （TEM） was employed to observe ultrastructural changes in hippocampal neurons and synapses. Biochemical methods 

were used to measure the levels of acetylcholine （ACh）， acetylcholinesterase （AChE）， superoxide dismutase （SOD）， 

malondialdehyde （MDA）， catalase （CAT）， and lactate dehydrogenase （LDH）. Real-time PCR and Western blot were employed to 

measure the mRNA and protein levels of molecules in the Keap1/Nrf2/HO-1 pathway in the hippocampus. In the cell experiments， a 

PC12 cell model of oxidative damage model was established with H2O2. Cell count kit-8 （CCK-8） assays and flow cytometry were 

adopted to measure cell viability and apoptosis rates， and Western blot was employed to quantify the expression levels of proteins in 

the Keap1/Nrf2/HO-1 pathway. Results：： The animal experiments showed that compared with the model group， the SJZD and 

donepezil groups showed shortened escape latency （P<0.01）， increased time in the target quadrant and platform crossings， and 

increased movement distance and duration in the central area of the open field （P<0.05， P<0.01）. HE and Nissl staining showed 

more organized neurons and increased Nissl bodies in the drug intervention groups （P<0.05， P<0.01）， and the Aβ1-42 and p-Tau 

expression levels were downregulated （P<0.05， P<0.01）. TEM revealed reduced ultrastructural damage in hippocampal neurons 

and synapses in the drug intervention groups. In addition， the drug intervention groups showed declined levels of MDA， LDH， and 

AChE （P<0.05， P<0.01）， elevated levels of SOD， CAT， and ACh （P<0.05， P<0.01）， reduced Keap1 expression and increased 

Nrf2， HO-1， and NQO1 expression in the hippocampus （P<0.05， P<0.01）. The cell experiments showed that compared with the 

model group， the SJZD-containing serum increased the cell viability （P<0.05， P<0.01）， and decreased total apoptosis rates 

（P<0.05， P<0.01）. The drug intervention groups showed upregulated protein levels of Nrf2 and HO-1 and downregulated protein 

level of Keap1 （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： SJZD demonstrates protective effects against SCOP-induced AD in mice and H2O2-

induced damage in PC12 cells through antioxidant mechanisms mediated by the Keap1/Nrf2/HO-1 pathway.

［［Keywords］］ Si Junzitang； Alzheimer's disease； oxidative stress； Kelch-like ECH-associated protein 1 （Keap1）/nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）/heme oxygenase-1 （HO-1） signaling pathway

阿尔茨海默病（AD）是一种最常见的神经退行

性疾病，最初表现为学习记忆能力下降，且早期阶

段往往不易察觉，而在后期阶段，患者变得烦躁不

安并影响行为，如具有攻击性和妄想性，伴有睡眠

障碍和推理能力的丧失［1］。AD 是一种获得性认知

障碍，其发展程度严重影响日常生活，在老年人中

具有很高的死亡率［2］。据世界卫生组织（WHO）预
测，到 2050 年，全球 AD 患者将高达 1 亿人以上［3］。

研究表明，β淀粉样蛋白（Aβ）斑块沉积、Tau 蛋白过

度磷酸化、神经元损伤及死亡、胆碱能神经系统病

变、氧化应激、神经炎症和遗传因素等多种机制参

与 AD 的发生发展［4-7］。然而，目前尚未找到明确有

效且无不良反应的 AD 治疗方法，迫切需要开发治

疗 AD 的新策略。

氧化应激是连接各种 AD 发病机制和途径的关

键桥梁，其中核因子 E2相关因子 2（Nrf2）和 Kelch 样

ECH 相关蛋白 1（Keap1）在众多细胞与器官中扮演

着抗氧化应激损伤的核心调控角色［8］。在生理状态

下，Keap1 与 Nrf2 结合使 Nrf2 失活且易降解，而细

胞受活性氧（ROS）攻击时，Nrf2 解离并转移至细胞

核内，与抗氧化反应元件（ARE）结合并启动下游基

因转录与表达［9］。研究表明槲皮素和冰菖散可以通

过调节 Keap1/Nrf2/血红素加氧酶 -1（HO-1）信号通

路改善 APP/PS1 小鼠的认知障碍和 AD 样病变［10-11］；
麝香水提取物通过调节 Keap1/Nrf2/ARE 通路减轻

erastin 诱导的 HT22 细胞铁死亡［12］；microRNA-592

抑制剂通过调控 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路抑制 AD

细胞模型的氧化应激损伤［13］。上述结果表明 AD 的

病理过程与 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路密切相关。

随着对 AD 研究的深入，中药及其提取物防治
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AD 的作用日益受到重视，研究表明健脾中药具有

抗氧化作用，可以清除体内的自由基，减轻氧化应

激损伤，在 AD 的治疗上可能具有天然优势［14-15］。

四君子汤是宋代《太平惠民和剂局方》记载的经典

补脾方剂，包括 4 种传统中药材，由人参（去芦）、白
术、茯苓（去皮）、甘草（炙）组成。作为四君子汤的

君药，人参在全方中起着重要作用，可预防衰老和

延长寿命［16-17］。人参寡糖通过 Nrf2/HO-1 信号通路

保护神经元免受谷氨酸诱导的氧化损伤［18］。茯苓

酸通过调节 miR-155/Nrf2/HO-1 轴防止缺氧/复氧诱

导的神经元细胞损伤［19］。白术内酯Ⅲ激活蛋白激

酶 B（Akt）/Nrf2/HO-1 信号通路减轻了大鼠的脑缺

血再灌注损伤［20］。甘草查耳酮 B 通过抗氧化作用

和增强 Nrf2 通路减轻脑卒中大鼠模型的神经元损

伤［21］。以上证据表明四君子汤的组成成分可以通

过氧化途径对疾病起到保护或治疗作用，但四君子

汤是否能通过调节氧化应激过程来减轻 AD 及其机

制目前仍缺乏明确的认识。

鉴于此，为了更深入地探讨四君子汤在防治

AD 方面的作用机制，本实验采用腹腔注射东莨菪

碱（SCOP）建立小鼠认知障碍模型，并利用过氧化

氢（H2O2）诱导的 PC12 细胞构建氧化损伤模型。基

于 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路，研究四君子汤对 AD

模型小鼠和细胞的改善作用，旨在为健脾中药防治

AD 的应用和药物研发提供科学依据。

1 材料

1.1　动物     60 只 6~8 周龄的 SPF 级雄性昆明（KM）
小鼠，体质量（27±3） g，均从湖南斯莱克景达实验动

物有限公司购买，合格证号 SCXK（湘）2021-0002。

50 只 SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量（275±25） g，购于

湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物合格证号

SCXK（湘）2019-0004。实验动物均饲养于江西中

医药大学实验动物科技中心，环境条件设定为温度

（22±2） ℃，相对湿度 50%，12 h 昼夜交替周期，且小

鼠能够自由进食和饮水。在实验开始前，小鼠经过

1 周的适应期以适应新环境。

1.2　伦理     本研究严格遵守动物实验的伦理准则，

并已获得江西中医药大学实验动物伦理委员会的

审批，批准编号 JZLLSC20210021。

1.3　药物与试剂     人参、白术、茯苓和炙甘草（江中

中药饮片有限公司，批号分别为 200218、200413、

200113、180513），经江西中医药大学药学院刘荣华

教授鉴定为正品。高分化 PC12 细胞（上海赛百慷

生物技术股份有限公司，批号 20231217），传代至第

5 代后进行后续实验；多奈哌齐片（陕西方舟制药有

限公司，货号 H20030583）。苏木素 -伊红（HE）染色

试剂盒、脱脂奶粉（北京索莱宝科技有限公司，货号

分别为 G1120、D8340）；尼氏染色液（碧云天生物科

技有限公司，货号 C0117）；蛋白浓度测定试剂盒与

超敏化学发光试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公

司，货号分别为 G2026、G2020）；细胞组织快速裂解

液（苏州新赛美生物科技有限公司，货号 WB3100）；
过氧化氢酶（CAT）可见光试剂盒、超氧化物歧化酶

（SOD）测定试剂盒、丙二醛（MDA）测定试剂盒、乳

酸脱氢酶（LDH）及组织中乙酰胆碱（ACh）、乙酰胆

碱酯酶（AChE）测定试剂盒（南京建成生物工程研

究所，货号分别为 A007-1-1、A001-3-2、A003-1-2、

A020-2-2、A105-1-1、A024-1-1）；氢溴酸东莨菪碱

（美国 MCE 生物科技有限公司，货号 HY-N0296A）；
细胞凋亡试剂盒（大连美伦生物技术有限公司，货

号 MA0218）；细胞增殖活性检测（CCK-8）试剂盒

（苏州优逸兰迪生物科技有限公司，货号 F6012L）；
核蛋白抽提试剂盒、辣根过氧化物酶（HRP）标记山

羊抗小鼠、HO-1 抗体（美国 Proteintech 公司，货号分

别为 PK10014、SA00001-1、66743-1-Ig）；胎牛血清

（苏州依科赛生物科技有限公司，货号 FSD500）；
HRP 标记山羊抗兔、β -肌动蛋白（β -actin）抗体、

NAD（P）H 醌脱氢酶 1（NQO1）抗体、Keap1 抗体、

p-Tau（S396）抗体（杭州华安生物技术有限公司，货

号 分 别 为 HA1001、 EM21002、 ET1702-50、

HA721525、ET1611-68）；Nrf2 抗体（美国 CST 公司，

货号 20733）；Aβ1-42 抗体（英国 Abcam 公司 ，货号

AB201060）；总 RNA 提取试剂盒、逆转录和荧光定

量试剂盒（南京诺唯赞生物科技有限公司，货号

分别为 R401-01、R223-01、Q712-02）。
1.4　仪器     VE-586 型垂直电泳槽和 EPS-200 型电

泳仪（中国天能仪器江苏有限公司）、Chemi Doc 

XRS+ 型 凝 胶 成 像 分 析 仪（美 国 Bio-Rad 公 司）；
Gradient A10 型 超 纯 水 器（美 国 Millipore 公 司）；
RM2016 型 切 片 机（上 海 徕 卡 仪 器 有 限 公 司）；
STRIKE300 型旋转蒸发仪（德国 ChemTron 公司）；
Infinite M200 Pro 型多功能酶标仪（瑞士 Tecan 公

司）；Smart V3.0 小动物行为学视频追踪系统（西班

牙 Panlab 公司）；NanoDrop 2000 型超微量分光光度

计（美国赛默飞世尔科技公司）；SCI1000-G 型聚合

酶 链 式 反 应（PCR）梯 度 基 因 扩 增 仪（ 美 国

SCILOGEX 公司）；QuantStudio 5 型实时荧光定量

PCR（Real-time PCR）仪（美国赛默飞世尔科技公
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司）。FongCyte™型流式细胞仪（北京层浪生物科技

有限公司），XR-XM101 型 Morris 水迷宫（上海欣软

信息科技有限公司）。
2 方法

2.1　KM 小鼠的给药     

2.1.1　药物制备     根据原方记载比例 3∶3∶3∶2 将人

参（去芦）、白术、茯苓和炙甘草浸泡 30 min 后，使用

调温型电热套提取药液 3 次，加入 10、8、8 倍量纯

水，分别提取 30 min。合并 3 次滤液，最终用旋转蒸

发仪浓缩为四君子汤低、中、高 3 个质量浓度（0.33、

0.44、0.88 g·mL-1），置于 4 ℃冰箱短期保存备用［22］。

2.1.2　分组与给药     将 KM 小鼠随机分为 6 组，分

别为空白组，模型组，四君子汤低、中、高剂量组及

盐酸多奈哌齐组（阳性药物）。以四君子汤中剂量

为临床等效剂量，根据《药理实验方法学》［23］中人与

小鼠体表面积换算公式，得出四君子中剂量用药量

为 4.29 g·kg-1，在 此 基 础 上 低 剂 量 为 中 剂 量 的

1/2 倍，高剂量为中剂量的 2 倍。阳性药参考相关研

究，根据临床等效剂量折算予盐酸多奈哌齐剂量为

0.65 mg·kg-1［24］，空白组与模型组接受等量蒸馏水的

灌胃处理，该过程每日执行 1 次，持续进行 21 d。

2.2　KM 小鼠的模型复制     自给药第 8 天起，每次

灌胃给药完成后 30 min，除了空白组和模型组接受

相应体积的生理盐水注射外，其他各组小鼠均进行

SCOP 腹腔注射造模。SCOP 可通过拮抗中枢神经

系统中的毒蕈碱型乙酰胆碱受体（mAChRs），引发

与 AD 相似的认知功能障碍症状，因此常被用于构

建 AD 模型［25］，小鼠逃避潜伏期延长，在目标象限游

泳时间、穿过平台次数显著减少，旷场中心区域移

动距离和停留时间减少，以上变化与正常组小鼠有

统计学差异即为造模成功。参考文献［26］报道

SCOP 造模剂量为 3 mg·kg-1，每天腹腔注射 1 次，连

续造模 14 d，造模期间持续给药。

2.3　Morris 水迷宫试验     水迷宫测试周期为 7 d，

具体安排如下：适应性训练（第 1 天），定位航行实验

（第 2~6 天）和空间探索实验（第 7 天）。适应性训

练：水迷宫被划分为 4 个虚拟象限，其中逃生平台被

定位在第三象限内并高于水面 1 cm，使用加热棒，

让水温保持在（22±2） ℃。将小鼠分别从 4 个象限

的入水点面朝池壁放入水中，每次 60 s，让其自由游

泳以适应水迷宫的实验环境。定位航行实验：实验

前，加水直到没过逃生平台 1 cm 左右的位置，在水

中加入适量的无毒黑色墨水排除对小鼠的视觉干

扰，搅拌均匀，以隐去平台为度。检测并记录小鼠

逃避潜伏期，即小鼠入水后找到并停留在平台上超

过 5 s 的时间。训练安排：每天训练至少 3 个不同象

限，持续 5 d，每次 60 s，使用 Smart 轨迹追踪系统记

录小鼠抵达平台所需的时间。若小鼠在 60 s内未能

寻找到平台，则将其逃避潜伏期设定为 60 s，并随后

进行 15 s 的引导。实验第 7 天移除逃生平台进行空

间探索测试，同时详细记录相关数据。定位航行和

空间探索实验数据分别按当天不同象限训练结果

的平均值进行计算。

2.4　旷场实验     将小鼠置于一个无顶盖的正方体

塑料旷场实验箱中（长、宽、高均为 40 cm），在实验

箱的中心区域设定一个虚拟的“中央分析区”。用

Smart 轨迹追踪系统记录小鼠运动轨迹，整个观察

时段持续 5 min。为确保实验结果的准确性，避免小

鼠残留的粪便及尿液对后续实验的潜在影响，每完

成 1 只小鼠的测试后，用 75% 乙醇对旷场实验箱进

行清洁。

2.5　HE 染色观察海马神经元病理改变     小鼠经麻

醉确认无意识后进行心脏灌流，取全脑固定于 4%

多聚甲醛中 24 h 后制成石蜡切片。切片经 HE 染

色、脱水和透明后，用中性树胶封片。用光学显微

镜初步观察海马 CA1、CA3 和齿状回（DG）区神经

元结构形态，用数字病理切片扫描仪 Slide Scan 扫

描切片，用 Slide Viewer阅片软件观察小鼠海马组织

病理形态学改变。

2.6　尼氏染色观察海马神经元损伤情况     尼氏染

色是利用特定的染料将神经元中的尼氏体染成蓝

色，便于准确计算神经元数量变化。将按上述步骤

准备好的切片脱蜡并水化后，滴加尼氏染色液，蒸

馏水冲洗，70% 乙醇稍分化。最后梯度脱水、透明

和封片固定。封片干燥后，用光学显微镜初步观察

海马 CA1、CA3 和 DG 区神经元结构形态，用数字病

理切片扫描仪 Slide Scan 扫描切片，用 Slide Viewer

阅片软件观察小鼠海马组织病理形态学改变。尼

氏染色中用 Image-Pro Plus 6. 0 软件对海马 CA1、

CA3 和 DG 区神经元计数，计算单位视野内神经元

数量=神经元的数量/视野面积，纵坐标数值为各实

验组单位视野内神经元数目/空白组单位视野内神

经元数均值×100%。

2.7　免疫荧光检测 Aβ1-42表达量     将脑组织切片脱

蜡至水，随后采用微波辐射法进行抗原修复。牛血

清白蛋白（BSA）封闭 30 min，一抗 Aβ1-42按照说明书

规 范（1∶200）进 行 稀 释 ，4 ℃ 下 孵 育 过 夜 ，二 抗

（1∶500）孵育 1 h，4′，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）
··26
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染液后孵育 10 min，孵育全程避光。在 200 倍荧光

显微镜下观察海马 CA1、CA3 和 DG 区的 Aβ1-42表达

（阳性表达显示为绿色）并采集图像。

2.8　免疫组化法检测 p-Tau 表达量     从石蜡包埋好

的脑组织中切取冠状切片（5 μm 厚），在沸水中煮

8 min 后自然降温至室温，并用磷酸盐缓冲液（PBS）
冲洗 3 次。用 3%H2O2 处理 10 min 以阻断内源性过

氧化物酶活性，并在室温下避光孵育 30 min，冲洗后

加入封闭液继续孵育。加入 p-Tau 一抗（1∶100），
4 ℃孵育过夜。洗涤后加入二抗于室温孵育 1 h。

再次洗涤后添加 DBA 显色剂并在显微镜下观察颜

色变化，用双蒸水停止显色反应。在 200 倍光学显

微镜下观察海马 CA1、CA3 和 DG 区的 p-Tau 表达及

分布。

2.9　透射电镜观察海马超微结构     每组取 3 个标

本，麻醉后，将海马组织在冰上分离出来并切割为

立方小块。以 2.5% 戊二醛溶液初步固定后用 1% 四

氧化锇溶液继续固定，不同浓度乙醇脱水后用环氧

树脂 Epon812 包埋。厚度为 1~2 μm 的切片经过甲

苯胺蓝染色后进行光学定位，使用透射电镜观察海

马神经元和突触的超微结构。

2.10　生化试剂盒检测海马中 ACh 和 AChE 含量        

    小鼠经麻醉后在冰上迅速分离出海马并将其称质

量，用于检测 ACh 和 AChE 的海马组织分别按照 1∶9

加入 ACh试剂盒中的试剂六提取液和生理盐水进行

匀浆，测定各组海马组织匀浆液蛋白浓度，用酶标仪

读取各组吸光度 A，按照说明书计算 ACh 含量和

AChE活力。

2.11　生化试剂盒检测海马中 SOD、MDA、CAT、

LDH 水平     取小鼠海马组织，严格遵循 SOD、MDA、

CAT 和 LDH 试剂盒说明书进行相关反应检测，使用

酶标仪分别于 450、532、405及 440 nm 波长处测定 A，

计算 SOD、MDA、CAT和 LDH的含量变化。

2.12　 Real-time PCR 检 测 海 马 中 Keap1、Nrf2、

HO-1 mRNA 表达     使用 TRIzol一步法从小鼠海马

中提取总 RNA 并测定 RNA 浓度。使用 Premier 引

物设计软件设计和筛选每个基因的特异性引物并

遵循试剂盒指南进行基因组 DNA 的去除和 cDNA

合成，随后进行 Real-time PCR 扩增反应。逆转录条

件 37 ℃，15 min，98 ℃ 5 min，4 ℃保持，引物合成厂

家为金斯瑞生物科技有限公司。2-ΔΔCt法计算 mRNA

相对表达水平。引物序列见表 1。

2.13　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马中

Keap1、Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达     遵循试剂说

明书提取各组海马组织蛋白并进行蛋白定量法

（BCA）定量。取适量样品后实施凝胶电泳操作，采

用湿转法转膜，封闭。一抗包括 Keap1（1∶1 000）、
Nrf2（1∶1 000）、HO-1（1∶5 000）及 NQO1（1∶1 000），
孵育过夜及洗膜后孵育二抗（1∶5 000），采用超敏化

学发光显影法对条带进行扫描后，利用 Image J软件

对目标条带进行定量灰度分析。

2.14　空白血清及四君子汤含药血清的制备     将人

参（去芦头）、白术、茯苓、炙甘草按 3∶3∶3∶2 混合，加

入 10 倍量水浸泡 30 min 后，进行 30 min 回流提取，

过滤后药渣再用 8 倍量水重复提取 2 次，合并 3 次提

取液并浓缩为低、中、高 3 个质量浓度（0.147、0.293、

0.550 g·mL-1），储存于 4 ℃冰箱备用。选取 50 只 SD

大鼠，20 只为空白血清组，其余 30 只随机分为四君

子汤低、中、高剂量组（每组 10 只）。大鼠适应性喂

养 1 周后，四君子汤含药血清低、中、高剂量组按

1.485、2.970、5.940 g·kg-1的剂量灌胃 1 周，空白血清

组则灌胃等量蒸馏水。在第 7 天灌胃给药 30 min 后

采 集 血 清 ，经 离 心 、过 滤 后 分 装 ，标 记 并 储 存

于-80 ℃冰箱以备后续实验。

2.15　检测不同体积分数空白及含药血清对 PC12

细胞活性的影响     将细胞悬液调整至 1×105 个/mL

后，接种至 96 孔培养板，每孔 200 μL。细胞培养

24 h 后，吸尽培养液，根据分组依次加入不同体积分

数的血清（均用 1640 基础培养液稀释）：其中空白血

清组分别加入 5%、10%、15% 和 20% 的空白血清，依

据空白血清活性检测结果，排除体积分数为 20% 的

血清，故含药血清组分别加入 5%、10%、15% 的四君

子汤低、中、高剂量含药血清。另各孔板均设空白

组及空白调零孔（加 1640 培养液 200 μL）。作用

24 h 后 ，吸 尽 孔 中 溶 液 ，加 入 10%CCK-8 溶 液

200 μL，37 ℃孵育 30 min，用酶标仪在 450 nm 处测

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

β-actin

Keap1

Nrf2

HO-1

序列（5′-3′）
上游 CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC

下游 TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT

上游 CAAGGACTACCTGGTGCAGA

下游 TGAGCGACTGTCGGAAGTAA

上游 CAGTGCTCCTATGCGTGAA

下游 GCGGCTTGAATGTTTGTCT

上游 CCTCACTGGCAGGAAATCA

下游 TCGGGAAGGTAAAAAAAGC

长度/bp

240

128

109

217

··27
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定 A。 细 胞 存 活 率 计 算 公 式 为 细 胞 活 力 =

（A 给药组-A 空白组）/（A 对照组-A 空白组）。
2.16　检测不同浓度的 H2O2 对 PC12 细胞活性的影

响     将细胞悬液调整至 1×105 个/mL，接种于 96 孔

板，每孔 200 μL。细胞培养 24 h 后，更换培养基，将

H2O2 用培养液稀释为 50、100、150、200、250、300、

350、400 μmol·L-1的终浓度，作用 24 h。24 h 后取出

96 孔板，每孔加入 10%CCK-8 溶液 200 μL，37 ℃孵

育 30 min 后，用酶标仪在 450 nm 处测定 A，计算细

胞存活率，以确定 H2O2的半数抑制浓度（IC50）。
2.17　检测四君子汤含药血清对 H2O2 诱导的 PC12

细胞的保护作用     设空白组（不含药物和细胞）、空
白组（含细胞，15% 空白血清）、H2O2模型组（15% 空

白血清）及四君子汤低、中、高剂量组，每组 6 个重复

孔。按 2.15 项与 2.16 项铺板步骤种板细胞。当细

胞达 80% 融合后，吸除原液，给药组加 15% 含药血

清（低、中、高剂量）200 µL，空白组和模型组加 15%

空白血清 200 µL，孵育 24 h。随后，模型组和给药组

加 150 μmol·L-1 H2O2（1640 培养液稀释）损伤 24 h，

空白组加 200 µL 1640 培养液。损伤 24 h 后吸弃旧

液 ，每 孔 加 10% CCK-8 溶 液 200 µL，37 ° C 孵 育

30 min，酶标仪 450 nm 测 A，计算存活率。

2.18　流式细胞术检测 H2O2 诱导的 PC12 细胞的凋

亡情况     将 5×105个/mL PC12细胞接种于 6孔板，每

孔进行四君子汤含药血清预处理及 H2O2 诱导凋亡

24 h后，收集旧培养液至标记离心管以回收未贴壁细

胞。每孔加入无 EDTA 胰酶 500 µL 消化，用收集的

细胞悬液终止反应并吹打收集细胞，转移至离心管。

以 1 000 r·min-1离心 5 min，弃上清，用预冷 PBS 清洗

并二次离心，弃上清后加入 1×Binding buffer 100 µL

重悬细胞。依次加入 Annexin V-FITC 5 µL和碘化丙

锭（PI）染料 5 µL，轻轻混匀，用锡纸包裹，室温避光孵

育 15~20 min。孵育后加入 1×Binding buffer 400 µL

混匀，轻柔操作以避免机械损伤。立即用流式细胞仪

检测，1 h内完成所有样本的测量。

2.19　 Western blot 检测 PC12 细胞中 Keap1、Nrf2、

HO-1蛋白表达     遵循试剂说明书提取各组细胞蛋白

并进行 BCA 定量。取适量样品后实施凝胶电泳操

作，采用湿转法转膜，封闭。一抗 Keap1、Nrf2和 HO-1

（稀释比例均为 1∶1 000）孵育过夜及洗膜后孵育二

抗，采用超敏化学发光显影法对条带进行扫描，利用

Image J软件对目标条带进行定量灰度分析。

2.20　统计学分析     采用 SPSS 26.0 软件进行数据

统计分析，计量资料以 x̄±s 表示。组间两两比较，用

单因素方差分析和 Tamhane's T2 检验。P<0.05 为差

异有统计学意义。

3 结果

3.1　四君子汤对 AD 小鼠学习记忆能力的影响     在

Morris水迷宫实验中，与空白组比较，模型组小鼠从

第 3 天起找到平台所需时间显著延长（P<0.01），而
在目标象限停留时间及穿越平台的次数均减少（P<

0.01）。与模型组比较，给药组小鼠找到平台所需时

间日渐减少（P<0.05，P<0.01），目标象限停留时间

显著增加（P<0.01），同时四君子汤高剂量组小鼠穿

越平台次数明显增多（P<0.05）。见表 2、表 3。在旷

场实验中，模型组小鼠中央区运动距离和中心区停

留时间明显减少（P<0.05，P<0.01）。与模型组比

较 ，四君子汤组小鼠中央区运动距离明显增加

（P<0.05，P<0.01），四君子汤中、高剂量组小鼠中央

区停留时间显著增加（P<0.01）。见表 3。表明四君

子汤可能改善 AD 小鼠的学习记忆能力。见增强出

版附加材料。

3.2　四君子汤对 AD 小鼠海马病理改变的影响          

    HE 和尼氏染色显示，空白组海马 CA1、CA3 和

DG 区神经元排列紧密，数量众多，且形态保持完

好，结构清晰可辨。胞质内部尼氏小体丰富，排列

有序，染色均匀一致。模型组海马各个区域可见数

量不等的神经元坏死。神经元的细胞核明显固缩

表 2　四君子汤对 AD 小鼠逃避潜伏期时间的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　Effect of Si Junzitang on escape latency of each group of AD mice （x̄± s，n=10） s

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

第 1 天

51.21±4.99

53.24±3.51

48.93±5.01

51.03±5.97

50.90±7.11

50.96±5.94

第 2 天

44.15±4.94

52.33±4.51

45.32±7.25

44.27±3.74

36.81±3.733）

34.80±4.584）

第 3 天

27.68±4.73

50.32±3.342）

37.68±8.72

33.03±6.353）

30.02±4.284）

34.60±8.913）

第 4 天

19.72±7.14

48.87±4.452）

35.86±4.523）

26.58±7.984）

26.94±4.174）

28.67±4.564）

第 5 天

22.14±2.88

45.76±9.832）

27.77±3.894）

24.35±2.064）

23.96±4.544）

22.11±3.334）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3-表 10、表 14-表 16 同）
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深染，嗜碱性增强。胞质缺损，胞核胞质界限不清

晰，细胞排列紊乱，间质内可见形状不规则的空泡。

尼氏小体数量显著减少（P<0.01），尤以 DG 区最为

明显。而与模型组比较，给药组则表现出神经元排

列较为规整，神经元坏死及空泡现象减少，细胞形

态与结构相对完整，尼氏小体数量有所增加（P<

0.05，P<0.01）。见图 1、图 2 与表 4。以上结果表明

四君子汤可能减轻 AD 小鼠海马区病理损伤。

表 3　四君子汤对 AD 小鼠空间探索期和旷场实验的影响  （x̄± s，n=10）

Table 3　Effect of Si Junzitang on spatial exploration phase and OFT in AD mice （x̄± s，n=10）

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

目标象限停留时间/s

19.66±1.88

8.11±1.852）

15.57±1.514）

17.25±1.474）

18.31±1.084）

17.90±1.724）

穿台次数/次

6.50±1.88

2.18±0.722）

3.90±0.39

5.33±1.35

5.93±2.283）

6.03±2.033）

中央区运动距离/cm

910.29±178.70

589.57±52.691）

879.32±294.293）

934.74±172.063）

980.39±186.784）

934.55±242.293）

中央区停留时间/s

22.87±11.41

4.69±1.932）

13.57±4.28

20.84±7.084）

21.94±5.994）

19.80±8.594）

注：图中黑色箭头所指为尼氏体

图 2　四君子汤对 AD 小鼠海马神经元数目的影响  （尼氏染色，×40）
Fig. 2　Effect of Si Junzitang on number of hippocampal neurons in AD mice （Nissl staining， ×40）

注：A.空白组；B.模型组；C.四君子汤低剂量组；D.四君子汤中剂量组；E.四君子汤高剂量组；F.阳性药组（图 2-图 10 同）；图中黑色箭头所

指为神经元细胞核异常；黄色箭头所指为神经元间质空泡化

图 1　四君子汤对 AD 小鼠海马形态学的影响  （HE，×40）
Fig. 1　Effect of Si Junzitang on morphology of hippocampus in AD mice （HE， ×40）
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3.3　四君子汤对 AD 小鼠海马 Aβ1-42 蛋白表达的影

响     与空白组比较，模型组海马组织中 Aβ1-42的荧光

强度显著升高（P<0.01）；与模型组比较，阳性药组

和四君子汤各剂量组 Aβ1-42 荧光强度均有所降低

（P<0.05，P<0.01）。见表 5、图 3。以上结果表明四

君子汤可能通过减少 Aβ1-42的沉积从而改善 AD。

3.4　四君子汤对 AD 小鼠海马 p-Tau 蛋白的影响       

    p-Tau 主要在海马区表达，表现为浅黄或棕黄色颗

粒。空白组小鼠海马组织中 p-Tau 表达几乎未被检

测到，而模型组和给药组海马组织 CA1、CA3 和 DG

区均可见不同程度的棕色 p-Tau 阳性表达。与空白

组比较，模型组海马内 p-Tau阳性细胞数量显著增加

（P<0.01），形成神经纤维缠结；与模型组比较，阳性

药组和四君子汤高剂量组小鼠海马内 p-Tau 阳性细

胞数量明显减少（P<0.05，P<0.01），且各给药组间无

显著性差异。见表 6、图 4。以上结果表明四君子汤

可能通过减少 Tau蛋白的磷酸化从而改善 AD。

3.5　四君子汤对海马神经元和突触超微结构的影

响     空白组神经元形态完整，胞质内细胞器丰富，

突触结构清晰，囊泡明显。模型组神经元胞质不均

匀，核膜多处凹陷且局部模糊断裂，线粒体受损，突

触结构模糊，突触间隙出现偶联，囊泡减少。各给

药组神经元胞质局部空旷，细胞器相对保持完整，

突触结构较为清晰，囊泡数量有所增加，病变减轻。

以上结果表明四君子汤可能通过减轻海马区神经

元 损 伤 ，修 复 突 触 功 能 结 构 从 而 改 善 AD。 见

图 5、图 6。

3.6　四君子汤对 AD 小鼠海马 ACh、AChE 水平的

影响     与空白组比较，模型组海马组织中的 ACh 含

量 显 著 降 低（P<0.01），AChE 活 力 显 著 增 高

（P<0.01）；与模型组比较，四君子汤中、高剂量组和

阳 性 药 组 ACh 水 平 明 显 升 高（P<0.05，P<0.01），
AChE 活性显著降低（P<0.01）。以上结果表明四君

子汤可能通过调节中枢神经递质 ACh 来改善 AD 小

鼠的认知记忆功能。见表 7。

3.7　四君子汤对 AD 小鼠海马中 SOD、MDA、CAT、

LDH 水平的影响     与空白组比较，模型组小鼠海马

中 SOD、CAT 活性显著下降（P<0.01），而 MDA 含

量、LDH 活力显著上升（P<0.01）；与模型组比较，四

君子汤中、高剂量组和阳性药组小鼠 SOD、CAT 活

性明显增加（P<0.05，P<0.01），MDA、LDH 水平明

显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 8。表明四君子汤

可以降低 AD 小鼠脑内的脂质过氧化水平，增强抗

氧化活性从而改善 AD。

3.8　 四 君 子 汤 对 AD 小 鼠 Keap1、Nrf2 和 HO-1 

mRNA 表达的影响     Real-time PCR 结果显示，与空

白组比较，模型组中 Nrf2 和 HO-1 的 mRNA 表达水

平显著下降（P<0.01），Keap1 的 mRNA 表达水平显

著上升（P<0.01）；与模型组比较，四君子汤中、高剂

量和阳性药组 Nrf2、HO-1 的 mRNA 表达水平显著

提高（P<0.01），Keap1 的 mRNA 表达水平显著降低

（P<0.01）。见表 9。以上结果表明四君子汤可能在

基因层面上对 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路具有调控

作用。

3.9　 四 君 子 汤 对 AD 小 鼠 Keap1、Nrf2、HO-1 和

NQO1 蛋白表达的影响     Western blot 分析显示，与

空白组比较，模型组中 Nrf2、HO-1 和 NQO1 蛋白表

达水平显著下降（P<0.01），Keap1 的蛋白表达水平

显著上升（P<0.01）；与模型组比较，四君子汤中、高

剂量和阳性药组 Nrf2、HO-1 和 NQO1 蛋白表达水平

明显提高（P<0.05，P<0.01），四君子汤高剂量和阳性

药 组 Keap1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01）。见表 10 和图 7。以上结果表明四君子汤可

表 5　四君子汤对 AD 小鼠海马 Aβ1-42 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Si Junzitang on expression of Aβ1-42 in 

hippocampus of AD mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

   四君子汤

低剂量组

   四君子汤

中剂量组

   四君子汤

高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

CA1

12.96±0.42

17.05±0.932）

15.87±0.37

15.58±0.85

15.00±0.623）

13.75±0.564）

CA3

13.13±0.31

17.47±0.342）

16.65±0.20

15.00±0.73

14.12±0.523）

13.99±1.434）

DG

12.75±0.39

19.70±1.842）

16.36±0.49

15.52±0.30

14.39±0.613）

14.50±0.584）

表 4　 四 君 子 汤 对 AD 小 鼠 海 马 神 经 元 数 目 的 影 响（尼 氏 染 色）
（x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Si Junzitang on number of hippocampal 

neurons in AD mice （Nissl staining） （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量

/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

CA1

99.01±4.52

69.82±3.292）

75.54±1.81

80.67±2.083）

87.77±3.364）

83.43±4.144）

CA3

100.19±1.96

65.74±3.182）

69.27±1.48

82.31±4.554）

88.83±1.124）

88.64±1.414）

DG

101.29±6.03

62.60±6.482）

73.88±5.993）

82.42±6.604）

85.27±8.534）

86.10±7.924）
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表 6　四君子汤对 AD 小鼠海马 p-Tau 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Si Junzitang on expression of p-Tau in hippocampus of AD mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

CA1

0.145 5±0.001 9

0.189 8±0.018 42）

0.168 4±0.002 7

0.162 7±0.003 3

0.156 5±0.003 33）

0.152 3±0.000 44）

CA3

0.144 4±0.001 7

0.204 7±0.024 32）

0.169 8±0.002 4

0.165 3±0.002 0

0.158 9±0.011 33）

0.153 8±0.012 14）

DG

0.144 8±0.001 8

0.189 9±0.014 62）

0.168 3±0.003 8

0.163 6±0.007 6

0.152 6±0.004 03）

0.150 6±0.002 54）

图 3　四君子汤对 AD 小鼠海马 Aβ1-42 表达的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 3　Effect of Si Junzitang on Aβ1-42 expression in AD mice （IF，×200）
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能调控 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路增强小鼠的抗氧

化能力，发挥其神经保护作用。

3.10　不同体积分数的空白血清对 PC12 细胞活性

的影响     结果表明，5%、10%、15% 空白血清组的细

胞活性与空白组比较差异无统计学意义，而 20% 的

空白血清组的细胞存活率显著升高（P<0.01）。见

表 11。因此后续实验在选取给药浓度时排除体积

分数为 20% 的血清浓度。

3.11　四君子汤含药血清和 H2O2 干预 PC12 细胞的

最佳浓度     CCK-8 实验结果表明体积分数为 15%

注：图中蓝色箭头为神经元的核膜；黄色箭头为线粒体

图 5　四君子汤对 AD 小鼠海马神经元超微结构的影响（TEM）
Fig. 5　Effect of Si Junzitang on ultrastructure of hippocampal neurons in AD mice （TEM）

图 4　四君子汤对 AD 小鼠海马 p-Tau 表达的影响  （免疫组化，×200）
Fig. 4　Effect of Si Junzitang on p-Tau expression in AD mice  （IHC，×200）

注：图中蓝色箭头为突触间隙，黄色箭头为突触囊泡

图 6　四君子汤对 AD 小鼠海马突触超微结构的影响（TEM）
Fig. 6　Effect of Si Junzitang on ultrastructure of hippocampal synapses in AD mice （TEM）
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的四君子汤含药血清对 PC12 细胞活力影响最佳，

而 150 μmol·L-1 的 H2O2 在 24 h 作用下可使 PC12 细

胞存活率接近半数且适合检测含药血清的保护作

用，差异具有统计学意义（P<0.01）。因此，后续实验

选择体积分数为 15% 的含药血清和 150 μmol·L-1的

H2O2作为干预条件，见表 12、表 13。

3.12　四君子汤含药血清对 H2O2 诱导的 PC12 细胞

的保护作用     CCK-8 实验结果显示，与空白组比

较，模型组细胞存活率显著降低，差异具有统计学

意义（P<0.01）；与模型组比较，四君子汤含药血清

低、中、高剂量组细胞存活率明显提高，差异具有统

计 学 意 义（P<0.05，P<0.01），呈 剂 量 依 赖 性 。 见

表 14。这表明四君子汤含药血清对 H2O2 诱导的

PC12 细胞具有保护作用。

3.13　四君子汤含药血清对 H2O2 诱导的 PC12 细胞

凋亡率的影响     与空白组比较，模型组细胞总凋亡

率显著上升（P<0.01），表明 H2O2具有显著的凋亡诱

导作用。与模型组比较，经四君子汤中、高剂量含

表 7　 四 君 子 汤 对 AD 小 鼠 海 马 中 ACh、AChE 表 达 水 平 的 影 响  

（ x̄ ± s，n=3）

Table 7　 Effect of Si Junzitang on expression levels of ACh and 

AChE in AD mice hippocampus （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

ACh 含量

/mg·g-1

101.60±11.06

72.46±7.392）

87.79±9.25

91.03±8.203）

97.79±10.304）

97.93±11.804）

AChE 活力

/U·mg-1

0.31±0.10

0.78±0.082）

0.38±0.054）

0.36±0.114）

0.34±0.034）

0.31±0.064）

表 10　四君子汤对 AD 小鼠海马 Keap1/Nrf2/HO-1 通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 10　Effect of Si Junzitang on protein expression of Keap1/Nrf2/HO-1 pathway in hippocampus of AD mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

Keap1/β-actin

0.25±0.01

1.40±0.192）

1.13±0.20

1.00±0.25

0.81±0.203）

0.54±0.074）

Nrf2/β-actin

1.11±0.17

0.08±0.012）

0.22±0.07

0.44±0.083）

0.66±0.154）

0.85±0.204）

HO-1/β-actin

1.18±0.20

0.13±0.042）

0.47±0.15

0.61±0.153）

0.82±0.114）

0.99±0.104）

NQO1/β-actin

1.25±0.13

0.19±0.102）

0.51±0.183）

0.72±0.084）

0.92±0.114）

1.05±0.093）

表 8　四君子汤对 AD 小鼠海马中 SOD、CAT、MDA、LDH 表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　Effect of Si Junzitang on expression levels of SOD，CAT，MDA and LDH in AD mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

SOD 活力/U·mg-1

51.57±12.73

23.04±4.032）

34.41±3.54

35.77±4.553）

43.66±6.934）

36.47±4.113）

CAT 活力/U·mg-1

6.30±0.77

2.27±0.202）

3.96±0.504）

4.22±0.364）

4.35±0.494）

4.04±0.514）

MDA 含量/μmol·g-1

9.58±3.04

18.80±4.082）

12.98±2.684）

12.72±0.894）

11.04±1.464）

9.60±1.834）

LDH 活力/U·g-1

8 152.29±1 517.92

14 531.94±1 418.192）

11 807.55±1 693.503）

11 231.47±944.244）

10 362.92±491.524）

8 374.69±927.224）

表 9　四君子汤对 AD 小鼠海马中 Keap1、Nrf2 和 HO-1 mRNA 表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　Effect of Si Junzitang on expression levels of Keap1，Nrf2 and HO-1 mRNA in AD mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

阳性药组

剂量/g·kg-1

2.145

4.29

8.58

0.65×10-3

Keap1

0.96±0.06

7.59±0.732）

4.98±0.324）

4.23±0.314）

3.97±0.174）

2.14±0.184）

Nrf2

0.97±0.04

0.06±0.012）

0.14±0.01

0.25±0.034）

0.52±0.064）

0.72±0.054）

HO-1

1.02±0.02

0.05±0.012）

0.10±0.013）

0.16±0.014）

0.20±0.024）

0.62±0.034）
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药血清预处理的细胞早期凋亡率和总凋亡率显著

降低（P<0.01），这表明四君子汤含药血清对 H2O2诱

导的凋亡具有保护作用，且这种作用可能随剂量增

加而增强。见表 15、增强出版附加材料。

3.14　四君子汤含药血清对 PC12 细胞 Keap1/Nrf2/

HO-1 蛋白表达的影响     与空白组比较，模型组中

Nrf2 和 HO-1 蛋白水平显著下降（P<0.01），Keap1 的

蛋白水平显著上升（P<0.01）；与模型组比较，四君子

汤中、高剂量组中 Nrf2 和 HO-1 蛋白水平明显提高

（P<0.05，P<0.01），四君子汤高剂量组 Keap1 蛋白水

平明显降低（P<0.05），见表 16、图 8。以上结果表明

四君子汤可能通过调控 Keap1/Nrf2/HO-1 通路减轻

H2O2 诱导的 PC12 细胞的氧化损伤，发挥其神经保

护作用。

4 讨论

AD 属中医“痴呆”“健忘”范畴，其病机与脾肾

两虚密切相关。《素问·灵兰秘典论》云：“脾胃者，仓

图 7　AD 小鼠海马 Keap1/Nrf2/HO-1 通路蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of protein expression of Keap1/Nrf2/HO-1 

pathway in hippocampus of AD mice

表 12　不同体积分数含药血清对细胞活性的影响  （x̄± s，n=6）

Table 12　 Effect of different volume fractions of Si Junzitang 

containing serum on cell viability （x̄± s，n=6）

组别

空白组

空白血清组

含药血清低剂量组

含药血清中剂量组

含药血清高剂量组

体积

分数/%

0

5

10

15

5

10

15

5

10

15

A

0.090 0±0.004 5

0.612 5±0.036 2

0.718 0±0.042 0

0.743 8±0.046 4

0.763 6±0.060 0

0.721 0±0.039 0

0.752 2±0.062 9

0.784 3±0.044 6

0.808 3±0.032 9

0.875 7±0.050 7

0.879 3±0.028 4

细胞存活率/%

-
100.00±0.00

120.34±5.812）

125.22±5.642）

128.91±7.002）

120.89±3.982）

126.88±10.512）

133.20±8.952）

137.72± 5.602）

150.46±3.532）

151.41±6.492）

表 11　不同体积分数空白血清对细胞活性的影响  （x̄± s，n=6）

Table 11　 Effect of different volume fractions of blank serum on 

cell viability （x̄± s，n=6）

组别

空白组

空白血清组

5% 空白血清组

10% 空白血清组

15% 空白血清组

20% 空白血清组

体积

分数/%

0

5

10

15

20

A

0.117 1±0.012 3

1.582 1±0.044 6

1.675 7±0.065 7

1.668 8±0.034 0

1.621 3±0.092 2

1.753 6±0.076 3

细胞存活率/%

-
100.00±0.00

105.36±4.73

105.87±2.01

101.89±5.95

110.53±5.472）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 12 和表 13 同）

表 14　 四 君 子 汤 含 药 血 清 对 H2O2 诱 导 的 PC12 细 胞 的 影 响（x̄± s，

n=6）

Table 14　 Effect of Si Junzitang-containing serum on H2O2-

induced damage in PC12 cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

空白血清组

模型组

四君子汤低剂量组

四君子汤中剂量组

四君子汤高剂量组

剂量

/g·kg-1

1.485

2.97

5.94

A

0.095 5±0.001 9

1.317 5±0.160 7

0.780 1±0.065 0

0.923 5±0.137 5

0.933 1±0.071 1

0.964 8±0.074 9

细胞存活率/%

-
100.00±0.00

56.40±4.562）

67.59±5.383）

69.16±6.973）

71.98±9.394）

表 13　不同浓度的 H2O2 对细胞活性的影响  （x̄± s，n=6）

Table 13　 Effect of different concentrations of H2O2 on cell 

viability （x̄± s，n=6）

组别

空白组

空白血清组

H2O2组

浓度

/μmol·L-1

50

100

150

200

250

300

350

400

A

0.103 2±0.002 6

1.129 2±0.078 7

1.123 9±0.114 0

1.082 5±0.096 5

0.821 0±0.118 2

0.615 6±0.051 5

0.450 8±0.035 5

0.398 0±0.044 9

0.330 4±0.034 7

0.301 1±0.025 2

细胞存活率/%

-
100.00±0.00

87.87±9.822）

84.31±8.312）

57.88±3.822）

44.11±4.442）

29.91±3.062）

25.37±3.862）

19.55±2.992）

17.02±2.172）
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廪之官，五味出焉”，强调脾为后天之本，主运化水

谷精微以充养脑髓。《灵枢·天年》曰：“五十岁，肝气

始衰，目始不明；六十岁，心气始衰，苦忧悲；七十

岁，脾气虚，皮肤枯”，明确指出脾虚为衰老核心病

机。脾失健运则气血生化乏源，先天肾精失于濡

养，终致髓海空虚、神机失用，发为痴呆。而现代医

学亦证实，人体生理功能的下降主要表现新陈代谢

功能衰退，体内氧自由基堆积产生氧化损伤从而导

致衰老，因此脾虚与氧化应激等 AD 病理过程密切

相关，为“从脾论治”AD 提供了理论依据。四君子

汤为补气健脾经典方剂，方中人参为君，大补元气；
白术为臣，健脾燥湿；茯苓为佐，渗湿益脾；甘草为

使，调和诸药。针对 AD 脾虚核心病机，本方通过恢

复脾之运化功能，使水谷精微上输于脑，改善脑髓

失养状态，从而改善 AD 的发生。

现代药理学研究证实，氧化应激在认知功能障

碍和 AD 的发病中起着重要作用［27-28］。有研究发现

在 AD 患者的大脑、血浆和红细胞中观察到氧化应

激标志物［［29-31］。这些结果表明，AD 的进展可能与

氧化还原失衡有关。当体内氧化还原平衡被破坏

时，SOD 和 CAT 水平降低，MDA 和 LDH 水平增加，

导 致 神 经 元 损 伤 和 记 忆 功 能 障 碍［32-33］。 同 时 ，

Keap1/Nrf2/HO-1 信号轴是维持细胞氧化还原稳态

的关键途径，Nrf2 作为抗氧化系统中的主要调控

者，可以通过调节下游多种抗氧化蛋白的表达来维

持细胞氧化还原稳态［34-35］。

本研究通过体内外实验系统验证了四君子汤

对 AD 模型的神经保护作用。在 SCOP 诱导 AD 小

鼠模型中，四君子汤干预显著改善空间记忆能力，

降低海马 Aβ1-42沉积及 p-Tau 蛋白表达，同时调节胆

碱能系统平衡。体外 H2O2损伤 PC12 细胞实验进一

步证实，四君子汤含药血清可提高细胞存活率，降

低凋亡率。本研究同样表明四君子汤具有抗氧化

作用，在四君子汤组 AD 模型中 SOD 和 CAT 的水平

提 高 ，MDA 和 LDH 的 水 平 降 低 ，且 经 Real-time 

PCR 和 Western blot验证发现与 Keap1/Nrf2/HO-1 信

号通路的激活显著相关。

综上所述，本研究揭示了四君子汤通过调控

Keap1/Nrf2/HO-1 通路改善 AD 的分子机制，为健脾

中药在防治 AD 的临床应用中提供了一定的理论支

持，但仍存在局限：①未探讨肠道菌群-脾-脑轴等潜

在作用途径；②临床转化需进一步验证不同证型

AD 患者的疗效差异；③未来研究可结合代谢组学

与单细胞测序技术，系统阐明健脾法干预 AD 的多

维调控网络。④本团队将进一步深入研究四君子

汤在 SD 大鼠和 KM 小鼠体内的药物代谢动力学过

程，包括对更多药物成分的定量分析、代谢产物的

鉴定及药物代谢酶和转运蛋白的表达和活性等方

面的研究。这将有助于我们更全面地了解四君子

汤在不同动物体内的吸收、代谢和排泄差异，从而

更准确地评估其在不同实验模型中的应用价值和

结果可比性。

表 15　四君子汤含药血清对 H2O2 诱导的 PC12 细胞凋亡率的影响  

（x̄± s，n=3）

Table 15　 Effect of Si Junzitang-containing serum on apoptosis 

rate of H2O2-induced PC12 cells （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

    四君子汤

低剂量组

    四君子汤

中剂量组

    四君子汤

高剂量组

剂量/g·kg-1

1.485

2.97

5.94

早期凋亡率

3.18±0.99

29.79±6.482）

22.65±4.21

13.65±4.294）

6.92±2.274）

晚期凋亡率

0.95±0.58

4.41±3.65

2.09±1.83

1.51±1.14

0.96±0.22

总凋亡率

4.13±1.08

34.20±8.662）

24.73±5.83

15.15±5.394）

7.87±2.204）

表 16　四君子汤含药血清对 H2O2 诱导的 PC12 细胞 Keap1、Nrf2、

HO-1 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 16　Effect of Si Junzitang containing serum on Keap1，Nrf2，

HO-1 protein expression of H2O2-induced PC12 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

    四君子汤

低剂量组

    四君子汤

中剂量组

   四君子汤高

剂量组

剂量

/g·kg-1

1.485

2.970

5.940

Keap1

/β-actin

0.25±0.01

1.40±0.192）

1.13±0.20

1.00±0.25

0.81±0.203）

Nrf2

/β-actin

1.11±0.17

0.08±0.012）

0.22±0.07

0.44±0.083）

0.66±0.154）

HO-1

/β-actin

1.18±0.20

0.13±0.042）

0.47±0.15

0.61±0.153）

0.82±0.114）

图 8　H2O2 诱导的 PC12 细胞 Keap1/Nrf2/HO-1 通路蛋白表达电泳

Fig. 8　 Electrophoresis of Keap1/Nrf2/HO-1 protein expression of 

H2O2-induced PC12 cells
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