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［摘要］ 目的：探讨当归芍药散（DSS）调控泛素-蛋白酶体途径（UPP）改善 SAMP8 阿尔茨海默病（AD）模型小鼠认知能力

的作用机制。方法：15 只 SAMR1 小鼠为正常组，60 只 SAMP8 小鼠随机分为模型组及 DSS 高、中、低剂量组（57.6、28.8、

14.4 g·kg-1·d-1），连续灌胃给药 8 周。Morris 水迷宫实验测试定位航行与空间探索能力；苏木素 -伊红（HE）染色法检测海马

CA1 区神经元病理结构改变；免疫组化法（IHC）和酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测海马 β淀粉样蛋白（Aβ）和磷酸化（p）-Tau

蛋白含量，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马组织泛素（Ub）、泛素连接

酶 E3（E3）、26S 蛋白酶体、泛素羧基端水解酶 1（UCHL1）、UCHL3 mRNA 和蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组小鼠逃避

潜伏期延长（P<0.05），穿越平台象限次数和平台象限停留百分比减少（P<0.05）；CA1 区神经元明显减少、胞体聚缩；β-淀粉样

前体蛋白（β-APP）和 p-Tau 阳性细胞数量明显增多（P<0.05）；Aβ和 p-Tau 蛋白水平升高（P<0.05）；Ub mRNA 和蛋白表达升高

（P<0.05）；E3、26S 蛋白酶体、UCHL1、UCHL3 mRNA 和蛋白表达下降（P<0.05）。与模型组比较，DSS 高、中剂量组逃避潜伏期

缩短（P<0.05），穿越平台象限次数和停留百分比增加（P<0.05）；DSS 各剂量组 CA1 病理改变明显改善；各剂量组 β-APP 及中、

低剂量组 p-Tau 阳性染色细胞数量减少（P<0.05）；各剂量组 Aβ及 p-Tau 蛋白水平下降（P<0.05）；各剂量组 Ub mRNA 表达降低

（P<0.05），高、中剂量组 26S、E3、UCHL3 mRNA 表达水平升高（P<0.05），中剂量组 UCHL1 mRNA 表达升高（P<0.05）；各剂量

组 Ub 蛋白表达降低，高、中剂量组 26S、E3、UCHL1+3 蛋白表达升高（P<0.05）。结论：DSS 可改善 SAMP8 小鼠认知能力，其机

制可能与降低 UPP 途径中 Ub 及升高 E3、26S、UCHL1、UCHL3 的表达，减少 Aβ和 p-Tau 异常沉积有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the mechanism of Danggui Shaoyaosan （DSS） in the

improvement of the cognitive ability of SAMP8 mice with Alzheimer's disease（AD）via regulating the ubiquitin-

proteasome pathway（UPP）. Method：：Fifteen SAMR1 mice were used as a normal group，and 60 SAMP8 mice

were randomly divided into a model group and DSS high，medium，and low-dose groups（57.6，28.8，and

14.4 g·kg-1·d-1），with 15 mice in each group. Intragastric administration was conducted for eight continuous

weeks. Place navigation and spatial capacity were evaluated by Morris water maze. Pathological structure

changes in neurons in the hippocampal CA1 area was detected by hematoxylin-eosin（HE）staining. The protein

expression levels of hippocampal β -amyloid protein（Aβ） and phosphorylation（p）-Tau were determined by

immunohistochemical staining（IHC）and enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA），and the mRNA and

protein expression levels of hippocampal ubiquitin（Ub），ubiquitin ligase E3（E3），26S proteasome，ubiquitin

carboxyl terminal hydrolase-1（UCHL1），and UCHL3 were determined by real-time fluorescent quantitative

polymerase chain reaction（Real-time PCR）and Western blot，respectively. Result：： As compared with the

normal group，the escape latency was prolonged in the model group（P<0.05）with the reduced number of

crossing platform quadrants and time ratio in the platform quadrant（P<0.05）. The model group decreased

neurons and condensed cell bodies in the CA1 area，and increased β -amyloid precursor protein（β -APP）and

p-Tau positive cells（P<0.05）. In the model group，the protein expression levels of Aβ and p-Tau were increased

（P<0.05），the mRNA and protein expression levels of Ub were increased（P<0.05），and the mRNA and protein

expression levels of E3，26S proteasome，UCHL1，and UCHL3 were decreased（P<0.05）. As compared with

the model group，the escape latency was shortened in the DSS high and medium-dose groups（P<0.05）with an

increased number of crossing platform quadrants and residence time ratio（P<0.05）. The pathological changes in

CA1 of each DSS group were significantly improved，and the number of β-APP positive staining cells decreased

（P<0.05）. The number of p-Tau positive staining cells decreased in the DDS medium and low-dose groups

（P<0.05）. The protein expression levels of Aβ and p-Tau in each DDS group decreased（P<0.05），and the

mRNA expression level of Ub in each group decreased（P <0.05）. The mRNA expression levels of 26S，E3，and

UCHL3 in the DDS high and medium-dose groups increased（P<0.05），and the mRNA expression level of

UCHL1 in the DDS medium-dose group increased（P<0.05）. The protein expression level of Ub in each DDS

group decreased，and the protein expression levels of 26S，E3，UCHL1+3 in the DDS high and medium-dose

groups increased（P<0.05）. Conclusion：： DSS can improve the cognitive ability of SAMP8 mice，and its

mechanism may be related to the reduction of the abnormal deposition of Aβ and p-Tau via decreasing the

expression of Ub and increasing that of E3，26S，UCHL1，and UCHL3 in the UPP.

［［Keywords］］ Danggui Shaoyaosan（DSS）；Alzheimer's disease（AD）；ubiquitin proteasome pathway

（UPP）

阿尔茨海默病（AD）是一种起病隐匿并呈进行

性发展的神经退行性疾病，临床表现为认知和记忆

功能不断恶化、日常生活能力进行性减退、并伴有

各种神经精神症状和行为障碍，是当今世界面临的

全球性重大健康和社会问题，积极探索防治药物并

阐明作用机制已成为国内外研究关注的热点和焦

点［1］。目前，现代医学对 AD 主要为对症治疗，作用

靶点较为单一，临床疗效有限［2］。因此，积极开展中

医药治疗本病的研究、并阐明作用机制，具有重要

意义。大脑神经细胞要维持正常生命活动，必须在

进行合成代谢的同时，及时将代谢废物排除胞外。

而细胞外 β淀粉样蛋白（Aβ）聚集形成的老年斑和

细胞内异常磷酸化 Tau 蛋白（p-Tau）聚集形成的神

经原纤维缠结是 AD 特征性病理改变［3］。因此，降

解、清除异常沉积的 Aβ和 p-Tau 蛋白可能是具有根

治性意义的 AD 治疗新策略［4］，这也为开展中医药

治疗 AD 的作用机制研究开辟了新思路。泛素 -蛋

白酶体途径（UPP）是真核细胞内蛋白质降解的主要

途径，85% 以上的蛋白质通过 UPP 进行降解，能够

识别多余的和错误折叠的蛋白质。该途径主要由

泛素（Ub）、泛素连接酶 E3（E3）等泛素相关酶、泛素

羧基端水解酶（UCHL）等去泛素化酶、蛋白酶体
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（PS）及其底物组成［5］。大量研究表明 UPP 功能障

碍与 AD 患者脑内 Aβ沉积、Tau 蛋白磷酸化等关系

密切，提示药物可通过调控 UPP 途径多个靶点发挥

治疗作用［6-9］。中医经典方剂当归芍药散（DSS）出
自《 金 匮 要 略 》，又 被 称 为 Toki-shakuyaku-san

（TJ-23，日本）和 Dangguijakyak-san（DJS，韩国），集
中体现了医圣张仲景“肝脾同调、血水并治”的学术

思想，具有改善认知能力、抗炎、抗氧化、调节神经

递质等活性［10-11］，自 20 世纪 80 年代以来逐渐被广泛

应用于 AD 的临床治疗和基础研究中，再次彰显了

经方的应用价值。但其对于学习记忆的改善作用

是否与调控 UPP 途径清除 AD 脑内积聚的 Aβ和 p-

Tau 有关，目前尚未见报道。因此，本研究拟以广泛

使用的 AD 模型动物快速老化 SAMP8 小鼠为研究

对象，探讨其改善认知功能障碍、调控 UPP 中 Ub、

E3、PS、UCHL1 和 UCHL3 等重要靶点清除 AD 脑内

异常沉积蛋白的相关作用机制。

1 材料

1.1 动物 7 月龄 SPF 级雄性 SAMP8 快速老化小

鼠 60 只（20±2）g、同月龄 SPF 级雄性 SAMR1 正常

老化小鼠 15 只（20±2）g，购于北京大学医学部（实

验动物科学部），合格证号 SCXK（京）2016-0010。

实验动物饲养环境为 SPF 级屏障系统，温度（23±

2）℃，相对湿度 40%~60%，光照 12 h，自由摄食饮

水，单笼饲养，小鼠适应性饲养 7 d 后开始实验。本

实验获得成都中医药大学实验动物伦理委员会批

准（备案编号为 2017-010），符合实验动物福利与伦

理原则。

1.2 药物 DSS 由当归、白芍、川芎、白术、茯苓、泽

泻组成，购自于四川（北京同仁堂）大药房有限公

司，经成都中医药大学药学院张廷模教授鉴定为正

品，符合 2020 年版《中华人民共和国药典》相关项下

要求。按照《金匮要略》中的原方药物比例（当归-白

芍-茯苓-白术-泽泻-川芎 3∶16∶4∶4∶8∶8）称取药物，

置于圆底烧瓶中，混匀，加 10 倍量水，浸泡 30 min，

煎煮 30 min，收集药液，用 4~6 层纱布过滤，收集滤

液，倒入容器。剩余药渣再加入 8 倍量水，煎煮

2 次，每次各 20 min，过滤，收集滤液。合并 3 次滤

液，浓缩至生药含量质量浓度为 2.0 g·mL-1 的 DSS

水煎剂，4 ℃保存备用。

1.3 试 剂 重 组 Anti-Tau（phospho S404）抗 体

［EPR2605］、重组 Aβ1-40 抗体、Anti-E3（Parkin）抗体、

内参 β-肌动蛋白（β-actin）抗体［AC-15］辣根过氧化

物 酶（HRP）、Prestained Protein Ladder （10~

245 kDa）、DAB Substrate Kit、Anti-Ubiquitin 抗体、

Anti-Proteasome 26S S2 抗体、Anti-Proteasome 26S

S3 抗 体 、Anti-UCHL1+3 抗 体 、重 组 Anti-Tau

（phospho S396）抗体［EPR2731］（英国 Abcam 公司，

批号分别为 ab92676、ab201060、ab77924、ab49900、

ab116028、ab64238、ab7780、ab197054、ab154963、

ab75275、ab109390）；7.5% 免染预混液、10% 免染预

混液、12% 免染预混液、PVDF 膜、封闭液、ECL 化学

发 光 试 剂 盒 、iScript gDNA Clear cDNA Synthesis

Kit、SsoAdvanced Univ SYBR Grn Suprmix（美 国

Bio-Rad 公 司 ，批 号 分 别 为 1610181、1610183、

1620177、12010947、1705061、1725035、1725271）；
PageRuler™ Prestained Protein Ladder（10~180 kDa）
（美国 Thermo 公司，批号 26616）；牛血清白蛋白（美

国 Sigma-aldrich 公司，批号分别为 B2064-100G）；、
小鼠 Aβ1-40、Tau 酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂

盒（上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

m1001859-J、m1037981-J）；RIPA 裂解液、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒、蛋白酶和磷酸化酶抑制剂混合物

（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

P0013B、P1050、P0010）；Animal Total RNA Isolation

Kit（成都峰际生物技术有限公司，批号 RE-03011）；
苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒（北京索莱宝科技有

限公司，批号 G1120）。
1.4 仪器 HI1210 型摊片机、RM2245 型切片机、

EG1150 型包埋机、ST5010 型全自动染色机、DM500

型普通光学显微镜（德国 Leica 公司）；N50T 型超微

量核酸分析仪（德国 Implen 公司）；Multiskan Go 型

全波长酶标仪（美国 Thermo Scientific 公司）；JL-

MWMG 型 Morris 水迷宫视频分析系统（上海吉量

软件科技有限公司）；Bioprep-6 型组织破碎仪（北京

奥盛创新科技有限公司）；SCIENTZ-IID 型超声波

细胞粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；
MINI-P4/MT-BLOT MOD/PP BAS 型垂直电泳转印

系统、CFX Connect 型实时荧光定量聚合酶链式反

应（Real-time PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）；Champ

Chemi 610 型全自动化学发光凝胶成像系统（北京

赛智创业科技有限公司）；A300 型普通 PCR（杭州朗

基科学仪器有限公司）。
2 方法

2.1 分组及给药 SAMR1 正常老化小鼠 15 只，为

正常组。SAMP8 快速衰老小鼠 60 只，按随机数字

表法随机分为 4 组，模型组及 DSS 高、中、低剂量组，

每组 15 只。正常组和模型组以等体积生理盐水灌
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胃，DSS 高、中、低剂量组采用 DSS 药物灌胃处理，

给药剂量按照人与小鼠体表面积换算给药剂量的

方法。根据前期预实验结果，DSS 高、中、低剂量组

给 药 剂 量 生 药 含 量 分 别 为 57.6、28.8、

14.4 g·kg-1·d-1，并以每 kg 体质量 10 mL 蒸馏水稀释

制成混悬液；每日灌胃 1 次。各组均连续灌胃给药

或生理盐水 8 周。

2.2 Morris 水迷宫检测定位航行和空间探索能力

连续干预 8 周后，采用 Morris 水迷宫检测小鼠学

习 记 忆 行 为 学 。 水 迷 宫 外 观 为 直 径 160 cm、高

60 cm、水深 30 cm 的圆形水池，水池侧面均光滑，放

置在光线柔和、安静的房间内；控制水温为（24±

2）℃。Morris 水迷宫行为学测试包括两部分：定位

航行实验和空间探索实验。实验前 1 d 不安装平

台，将小鼠放置在水池内自由游泳 5 min 以适应环

境，每天行为学检测均在同一时间完成。第 1~5 天

行定位航行实验，圆柱形平台（直径 10 cm）置于Ⅳ
象限，没于水下 2 cm，每次 60 s，将小鼠依次从各象

限中点面向池壁放入水中，使其自由寻找平台，记

录其找到平台所用的时间，为逃避潜伏期。设定寻

找时间为 60 s，如超时未找到平台则将其引导至平

台停留 20 s，记录其逃避潜伏期为 60 s。在测试的

第 6 天进行空间探索实验，撤除平台，在平台所在象

限对侧象限中点将小鼠面向池壁入水，记录并分析

小鼠的逃避潜伏期及 60 s内穿越平台次数和在平台

所在目标象限停留的时间。

2.3 标本采集与制备 行为学测试结束 3 h 后，小

鼠腹腔注射麻醉后打开胸腔，暴露心脏，于心尖灌

注生理盐水（约 40 mL/只），剪开右心耳，待小鼠肝

脏完全变白且右心耳流出澄清液体后，断头处死，

在冰盒内剥离小鼠大脑，沿中间矢状缝切开，将每

只小鼠左侧半脑置于 10% 中性甲醛溶液中，行固

定，脱水、透明、浸蜡后常规制备石蜡切片，片厚

4 μm，行 HE 染色、免疫组化（IHC）染色检测；右侧

半脑仔细分离出海马和皮质，置于 -80 ℃冻存，

ELISA、蛋白免疫印迹法（Western blot）、Real-time

PCR 检测。

2.4 HE 染色观察海马 CA1 区病理形态学变化 取

常规石蜡切片，二甲苯脱蜡，二甲苯（Ⅰ）（Ⅱ）均
20 min（2 次），经乙醇并水洗：100%、95%、80%、75%

乙醇各 5 min；苏木素染色 10~20 min；自来水冲洗

1~3 min；盐 酸 乙 醇 分 化 5~10 s；自 来 水 冲 洗 1~

3 min；放入 50 ℃温水中或弱碱性水溶液返蓝，直到

出现蓝色为止；自来水冲洗 1~3 min；放入 85% 的乙

醇 3~5 min；伊红染色 3~5 min；水洗 3~5 s；梯度乙醇

脱水；二甲苯透明；中性树胶封固，放置在自然条件

下晾干。BA200Digital数码三目摄像显微摄像系统

对切片进行图像采集，每张切片先于 40 倍下观察全

部组织，观察大体病变，选择拟观察区域采集 100 倍

和 400 倍图片，观察具体病变。图像使用 Image-Pro

Plus 6.0 软件处理。

2.5 IHC 染色观察海马组织 β -淀粉样前体蛋白

（β-APP）和 p-Tau 蛋白的表达 切片常规脱蜡脱水，

3% 甲醇双氧水室温 10 min；磷酸盐缓冲液（PBS）洗
3 次，每次 5 min；将切片浸入 0.01 mol·L-1 柠檬酸盐

缓冲液（pH 6.0），微波炉中高火加热至沸腾后断电，

间隔 5 min 后，反复 1 次，冷却后，PBS 洗 2 次，每次

5 min；滴加山羊血清封闭液，室温 20 min；滴加一抗

（1∶500），4 ℃过夜；滴加生物素化二抗（1∶2 000），
37 ℃ 30 min；PBS 水洗 3 次，每次 5 min；DAB 显色

为用 DAB 显色试剂盒，混匀试剂后滴加到切片上，

室温显色，镜下控制反应时间，2 min 后，蒸馏水洗

涤；苏木素轻度复染，脱水，透明，中性树胶封片，放

置在自然条件下晾干。以上标本均按病理检验

SOP 程序进行。脱水、修剪、包埋、切片、染色、封片

等，最后镜检。采用 BA200Digital 数码三目摄像显

微摄像系统对切片进行图像采集，每张切片先于

100 倍下观察全部组织，再选取 3 个视野分别采集

400 倍显微图像。采用 Image-Pro Plus 6.0 图像分析

系统测定图像积分吸光度 IA 和面积（Area）。
2.6 ELISA 检测海马组织 Aβ1-40 和 p-Tau 蛋白含量

取海马组织，生理盐水洗净，用滤纸吸干后称重，

按质量体积比 1∶10 加入 4 ℃ RIPA裂解液，电动匀

浆机制备 10% 的组织匀浆后（冰上操作），转移至离

心管，4 ℃，12 000 r·min-1 离心 20 min（离心半径

8.55 cm），取 上 清 液 ，分 装 至 多 个 微 型 离 心

管，-80 ℃冷冻备用。BCA 蛋白浓度测定试剂盒测

定总蛋白浓度，严格按照 ELISA 试剂盒说明书操

作，检测各组小鼠海马组织中 Aβ1-40和 p-Tau 蛋白含

量。全波长酶标仪 450 nm 波长检测，检测结果以吸

光度 A 表示，根据标准曲线和总蛋白浓度计数目标

蛋白含量。

2.7 Real-time PCR 检 测 Ub、26S、E3、UCHL1、

UCHL3 mRNA 表达水平 取海马组织 50 mg，采用

Animal Total RNA Isolation Kit 试剂盒提取总 RNA，

微 量 核 酸 分 析 仪 检 测 RNA 浓 度 和 纯 度 。 采 用

iScript gDNA Clear cDNA Synthesis Kit 试剂盒进行

逆转录反应，应用 Sso AdvancedTM Universal SYBR®
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Green Supermix 试剂盒进行荧光定量反应。反应条

件为 95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火/延

伸 30 s，重复反应 40个循环。扩增反应后进行熔解曲

线分析，判断产物是否有非特异性扩增；分析扩增曲

线，计算 Ct值；以 β-actin作为内参基因，采用 2-ΔΔCt法计

算各组间 mRNA 相对表达量。引物由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成，引物序列见表 1。

2.8 Western blot 检 测 海 马 组 织 Ub、26S、E3、

UCHL1、UCHL3 蛋白水平 取 2.6 项下制备的蛋白

提取液，蛋白上样量 50 μg，经 SDS-PAGE 电泳后，

转移至 PVDF 膜，封闭液封闭 2 h，TBST 洗膜后，加

入 TBST 稀释的一抗，分别为 β-actin（1∶1 000）、Ub

（1∶500）、26 S（1∶1 000）、E3（1∶1 000）、UCHL1

（1∶1 000）、UCHL3（1∶1 000），4 ℃过夜；TBST 洗涤

后加入辣根过氧化物酶标记的二抗山羊抗兔 IgG 抗

体（1∶20 000）室温孵育 2 h，TBST 洗涤；化学发光剂

避光反应 2~3 min，ECL 显影并拍照。以 β -actin 作

为内参，采用化学发光成像系统扫描分析结果。采

用 Lane 1D 图像分析软件进行光密度分析，将各光

密度值与内参蛋白 β-actin 条带灰度值的比值作为

蛋白的相对表达量。

2.9 统计学方法 采用 SPSS 13.0 统计软件进行数

据分析，计量资料均以 x̄± s 表示，多组比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 Tukey 检验，P<0.05

为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对 SAMP8 小鼠学习记忆能力的影响 与正常

组比较，模型组小鼠逃避潜伏期明显延长（P<0.05）；
与模型组比较，DSS 高、中剂量组逃避潜伏期明显

缩短（P<0.05）；与正常组比较，模型组小鼠穿越平台

象限次数明显减少（P<0.05），在目标象限停留百分

比明显降低（P<0.05）；与模型组比较，DSS 高、中剂

量组小鼠穿越平台象限次数和目标象限停留百分

比明显提高（P<0.05）。见表 2 和表 3。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

Ub

26S

E3

UCHL1

UCHL3

β-actin

序列（5'-3'）
上游 TGGCTATTAATTATTCGGTCTGCAT

下游 GCAAGTGGCTAGAGTGCAGAGTAA

上游 GAAACCAGGAACAGATGAAACC

下游 CTTCCAAGGTTCCTACAGACAT

上游 TTTTTCATCTACTGCAAAGGCC

下游 TTGGAATTAAGACATCGTCCCA

上游 ATAGAGCCAAGTGTTTCGAGAA

下游 ATTCACTTTGTCATCTACCCGA

上游 TCAAGGACAAGATGTGACATCA

下游 TTCGAAGTGCATCTTGTCTTTG

上游 GTGACGTTGACATCCGTAAAGA

下游 GCCGGACTCATCGTACTCC

长度/bp

70

102

133

95

118

245

表 3 DSS对 SAMP8小鼠空间探索能力的影响（x̄± s，n=15）

Table 3 Effect of DSS on spatial capacity in SAMP8 mice（x̄± s，n=15）

组别

正常组

模型组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

穿越平台象限次数/次

3.20±0.79

1.20±0.421）

1.80±1.55

3.10±0.992）

2.90±2.132）

目标象限停留百分比/%

26.38±6.42

10.67±8.891）

17.60±5.43

24.55±7.912）

23.45±3.082）

表 2 DSS对 SAMP8小鼠定位航行能力的影响（x̄± s，n=15）

Table 2 Effect of Danggui Shaoyaosan（DSS）on place navigation in SAMP8 mice（x̄± s，n=15）

组别

正常组

模型组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

逃避潜伏期/s

1 d

21.80±2.82

38.20±1.321）

30.20±5.092）

29.60±1.782）

29.64±5.272）

2 d

20.08±3.40

36.03±2.851）

26.26±3.312）

23.91±3.402）

23.72±9.142）

3 d

15.90±2.54

32.46±3.551）

23.16±1.742）

23.56±2.932）

23.16±4.842）

4 d

10.90±1.82

28.66±3.241）

25.96±3.27

18.72±1.112）

23.76±2.132）

5 d

9.98±1.32

29.93±1.851）

26.08±3.27

18.52±0.872）

22.96±2.252）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3-表 7 同）
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3.2 对 SAMP8 小鼠海马 CA1 区病理改变的影响

正常组小鼠海马 CA1 区神经元细胞核呈圆形、

细胞轮廓及边界较清晰，细胞分布均匀、致密，且排

列整齐、核仁明显、胞核无固缩；模型组小鼠 CA1

区神经元明显减少、排列较紊乱，神经元细胞核可

见空泡变性、细胞周围间隙增大，且核仁显示不清

楚或消失，染色质浓缩趋边，核固缩，有切迹，核偏

位；DSS 各剂量组病理改变明显改善，神经元排列

整 齐 ，胞 体 清 晰 、饱 满 ，凋 亡 细 胞 明 显 减 少 。

见图 1。

3.3 对 SAMP8 小鼠海马 CA1 区 β-APP 和 p-Tau 表

达 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 CA1 区

β-APP 和 p-Tau 阳性细胞数量明显增多（P<0.05）；与

模型组比较，DSS 各剂量组 β-APP 阳性染色细胞数

量明显减少（P<0.05）；中、低剂量组 p-Tau 阳性染色

细胞数量明显减少（P<0.05）。见图 2、图 3 和表 4。

3.4 对 SAMP8 小鼠海马组织 Aβ和 p-Tau 表达水平

的影响 与正常组比较，模型组小鼠海马 Aβ 和

p-Tau 表达水平明显升高（P<0.05）；与模型组比较，

DSS 各剂量组 Aβ和 p-Tau 表达水平均明显降低（P<

0.05）。见表 5。

3.5 对 SAMP8 小鼠海马组织 Ub、PS、E3、UCHL1、

UCHL3 mRNA 表达的影响 与正常组比较，模型

组小鼠海马组织 Ub mRNA 表达水平明显升高（P<

0.05），PS、E3、UCHL1、UCHL3 mRNA 表达水平均

明显下降（P<0.05）；与模型组比较，DSS 各剂量组

Ub mRNA 表达水平均明显下降（P<0.05）；高、中剂

量组 26S、E3、UCHL3 mRNA 表达水平均明显升高

（P<0.05）；中剂量组 UCHL1 mRNA 表达水平明显

升高（P<0.05）。见表 6。

注：A.正常组；B.模型组；C.DSS 低剂量组；D.DSS 中剂量组；E.DSS 高剂量组（图 2-图 4 同）
图 1 DSS对 SAMP8小鼠海马 CA1区病理改变的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of DSS on pathologic change of hippocampus CA1 in SAMP8 mice（HE，×400）

图 2 DSS对 SAMP8小鼠海马 CA1区 β-APP表达的影响（IHC，×400）
Fig. 2 Effect of DSS on pathological changes in hippocampal CA1 of SAMP8 mice for β-APP positive areas（IHC，×400）

图 3 DSS对 SAMP8小鼠海马 CA1区 p-Tau表达的影响（IHC，×400）
Fig. 3 Effect of DSS on Pathological changes in hippocampal CA1 of SAMP8 mice for p-Tau positive areas（IHC，×400）
表 4 DSS 对 SAMP8 小鼠海马 CA1 区 β-APP 和 p-Tau 表达的影响

（x̄± s，n=15）

Table 4 Effect of DSS on β -APP and p-Tau expression in

hippocampal CA1 of SAMP8 mice（x̄± s，n=15）

组别

正常组

模型组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

β-APP

0.188±0.005

0.205±0.0031）

0.184±0.0072）

0.181±0.0062）

0.192±0.0062）

p-Tau

0.191±0.002

0.212±0.0031）

0.192±0.0062）

0.196±0.0082）

0.207±0.0042）
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3.6 对 SAMP8 小鼠海马 Ub、PS、E3、UCHL1+3 蛋

白表达的影响 与正常组比较，模型组小鼠海马 Ub

蛋白表达明显升高（P<0.05），26S、E3、UCHL1+3 蛋

白表达水平明显下降（P<0.05）；与模型组比较，DSS

各剂量组 Ub 蛋白表达水平均明显下降（P<0.05），

高、中剂量组 26S、E3、UCHL1+3 蛋白表达水平均明

显升高（P<0.05）。见图 4、表 7。

4 讨论

AD 属于中医“好忘、喜忘、呆、呆痴、愚痴、健

忘”等病范畴，既往实验研究多集中在虚、痰、瘀致

神机失用，立论多以肾虚精亏、气血不足、心肾两虚

为本，痰蒙清窍、瘀血阻络、浊毒痹阻为标［12］。中医

辨证规律因子分析研究提示，肝郁、脾虚、痰浊、瘀

血是 AD 发生发展的关键证素［13］。DSS 出自东汉·

张仲景所著《金匮要略·妊娠病脉证并治第二十

篇》：“妇人怀妊，腹中㽲痛，当归芍药散主之”和《金

匮要略·妇人杂病脉证并治第二十二篇》：“妇人腹

中诸疾痛，当归芍药散主之。”，功善疏肝活血、健脾

除湿，本为疗妇人之疾而设，但自 20 世纪 80 年代末

首次被日本学者用于治疗 AD 获效后，已被广泛用

于临床［14］。基于临床病案的数据挖掘研究表明该

方为临床治疗 AD 的常用有效方剂［15］；Meta 分析结

果亦证实其能有效提高 AD 患者的智力及生活能

力，明显改善认知功能，疗效确切［16］。因此，本实验

以 DSS 为研究对象。

AD 特征性病理改变为神经元凋亡、细胞外 Aβ

聚集形成的老年斑和细胞内 p-Tau 聚集形成神经原

纤维缠结［3］。SAMP8 快速老化小鼠脑内存在 Aβ蛋

白沉积和 Tau 蛋白异常磷酸化等典型病理改变，认

表 6 DSS对 SAMP8小鼠海马组织 Ub、PS、E3、UCHL1、UCHL3 mRNA表达影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of DSS on Ub，PS，E3，UCHL1，and UCHL3 levels in hippocampus of SAMP8 mice（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

Ub

0.71±0.01

1.05±0.031）

0.86±0.032）

0.84±0.012）

0.85±0.022）

PS

1.25±0.05

1.01±0.021）

1.07±0.02

1.17±0.012）

1.13±0.022）

E3

1.51±0.03

1.02±0.041）

1.09±0.01

1.23±0.022）

1.32±0.072）

UCHL1

1.18±0.02

1.04±0.011）

1.06±0.06

1.13±0.012）

1.09±0.06

UCHL3

1.30±0.02

1.00±0.051）

1.01±0.01

1.16±0.012）

1.17±0.052）

表 5 DSS 对 SAMP8 小鼠海马组织 Aβ和 p-Tau 表达水平的影响

（x̄± s，n=15）

Table 5 Effect of DSS on Aβ and p-Tau expressions in

hippocampus of SAMP8 mice（x̄± s，n=15）

组别

正常组

模型组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

Aβ/μg·g-1

52.17±4.80

77.68±7.161）

62.82±5.572）

58.02±1.732）

64.31±13.722）

p-Tau/ng·g-1

18.91±3.46

35.02±3.021）

26.65±8.642）

21.93±4.502）

26.74±5.072）

图 4 小鼠海马组织 Ub、PS、E3、UCHL1+3 蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of Ub，PS，E3，and UCHL1+3 proteins in

mice hippocampus

表 7 DSS对 SAMP8小鼠海马组织 Ub、PS、E3、UCHL1+3蛋白表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 7 Effect of DSS on Ub，PS，E3，UCHL1+3 protein expressions in hippocampus of SAMP8 mice（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

14.4

28.8

57.6

Ub/β-actin

0.49±0.05

1.02±0.041）

0.64±0.042）

0.61±0.022）

0.55±0.062）

PS/β-actin

1.62±0.04

1.05±0.071）

1.37±0.042）

1.49±0.022）

1.55±0.062）

E3/β-actin

1.58±0.06

1.01±0.101）

1.06±0.09

1.33±0.072）

1.45±0.012）

UCHL1+3/β-actin

1.51±0.09

1.03±0.141）

1.08±0.11

1.37±0.082）

1.43±0.112）
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知障碍明显，是一种经典 AD 动物模型［17-18］。在本

研究中，与 SAMR1 正常小鼠相比，SAMP8 小鼠逃避

潜伏时间明显延长、穿越平台次数明显减少，说明

其学习记忆能力明显降低；CA1 区神经元明显减

少、胞体聚缩；海马区 β-APP 和 p-Tau 阳性细胞明显

增加，Aβ和 p-Tau 蛋白水平显著升高。连续灌胃

DSS8 周后，小鼠逃避潜伏时间明显缩短、穿越平台

象限次数和停留时间明显增加，说明其学习记忆能

力明显升高；CA1 病理改变明显改善；β -APP 和

p-Tau 阳性染色细胞数量显著减少；Aβ和 p-Tau 蛋白

含量显著降低。提示 DSS 有改善 SAMP8 小鼠学习

记忆能力、清除脑内 Aβ和 p-Tau 异常沉积的作用。

UPP 是目前已知的最精细的蛋白降解途径，能

够识别与降解多余的、错误折叠或变性的蛋白质，

在降解异常蛋白质中发挥核心作用，因此该通路被

认为是细胞内蛋白降解的“卫士”。在 UPP 中，泛素

Ub 是标记靶蛋白降解的信号分子，蛋白酶体 PS 是

靶蛋白降解的场所，泛素连接酶 E3 决定靶蛋白的特

异性识别，UCHL1、UCHL3 等多种去泛素化酶则将

泛素羧基端所连接小肽或酯类分子进行水解，促进

泛素再循环，以维持泛素系统正常运行。UPP 功能

障碍影响蛋白质未折叠和折叠错误导致的垃圾和

毒素的清除，导致 Aβ和 p-Tau 蛋白不能及时有效被

降解，在 AD 的发生发展进程中扮演极其重要的角

色［19-21］。自 1987 年 PERRY 等［22］首次证实 AD 患者

脑内 UPP 发生功能障碍，不能及时有效地清除 Aβ

和 p-Tau 蛋白，导致神经细胞凋亡以来，现已有大量

研究证实 AD 患者大脑存在泛素蛋白 Ub 表达异常、

蛋白酶体 PS 活性下降，E3 泛素连接酶 Parkin 参与

调 控 AD 重 要 效 应 分 子 tau 蛋 白 降 解 、Aβ 清 除 ，

UCHL1、UCHL3 含量减少与 AD 的发生发展密切相

关。提示 UPP 功能障碍程度与 AD 脑内 Aβ沉积、

Tau 蛋白磷酸化有明显相关性，药物可通过调控

UPP 相关靶点、降解异常折叠或修饰的或变性的蛋

白质，以阻止这些无效蛋白质蓄积造成细胞损伤或

死亡发挥治疗作用［8，23-25］。在本研究中，与 SAMR1

小鼠相比，SAMP8 模型小鼠脑内 Ub 蛋白及 mRNA

表 达 水 平 升 高 ，E3、26S、UCHL1、UCHL3 蛋 白 及

mRNA 表达水平下降，Aβ和 p-Tau 表达显著增加，提

示 UPP 功能发生障碍，不能有效及时地清除脑内积

聚的 Aβ和异常磷酸化 Tau 蛋白，过量代谢废物堆

积，影响细胞新陈代谢，最终造成神经细胞凋亡而

出现学习记忆功能障碍。 DSS 连续干预 8 周后，

SAMP8 小鼠海马 Ub 蛋白表达量和 mRNA 表达水

平显著下降，26S、E3、UCHL1、UCHL3 蛋白表达量

和 mRNA 表达水平显著升高，Aβ和 p-Tau 明显下

降。提示 DSS 改善 SAMP8 小鼠学习记忆能力、清

除脑内 Aβ和 p-Tau 异常沉积的作用可能与其调控

Ub、PS、E3、UCHL1、UCHL3 等 UPP 信号通路的靶

点有关。

综上所述，DSS 可改善 SAMP8 小鼠认知能力，

其作用机制可能与降低 UPP 途径中 Ub 及升高 E3、

26S、UCHL1、UCHL3 的表达，减少 Aβ和 p-Tau 异常

沉积有关。将在细胞模型上继续探讨其调控 UPP

通路治疗 AD 的作用机制。
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