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健脾清化方对糖尿病大鼠认知功能障碍的改善作用
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［摘要］ 目的：利用 2 型糖尿病（T2DM）模型大鼠探讨健脾清化方对糖尿病（DM）认知功能障碍的改善作用。方法：从

50 只 SPF 级健康雄性 Wistar 大鼠中随机挑选 10 只作为空白组并给予常规饲料喂养，其余大鼠给予 6 周高糖高脂饮食，链脲佐

菌素（STZ）诱导建立 DM 模型。将成模大鼠随机分为模型组、西格列汀组（1.2 g·L-1）、吡格列酮组（0.8 g·L-1）和健脾清化方组

（1.3 g·mL-1），每组 10 只。连续灌胃 6 周后，记录各组大鼠体质量、血糖等相关指标的变化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测

外周血和脑内肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）和白细胞介素-6（IL-6）的水平；Morris 水迷宫实验评估大鼠认

知功能；苏木素 -伊红（HE）染色观察海马 CA 区病理学形态；免疫组化检测 β淀粉样蛋白 40（Aβ40）水平；蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测大鼠海马神经元 t-tau、磷酸化（p）-tau 蛋白表达。结果：与空白组比较，模型组大鼠体质量显著下降（P<

0.05），血糖水平显著升高（P<0.01），TNF-α、IL-1β含量均升高（P<0.05），学习和空间记忆能力显著下降（P<0.01），海马细胞排

列疏松紊乱，细胞间隙明显增大，细胞数量明显减少，Aβ40表达显著升高，海马中 t-tau 和 p-tau 蛋白表达显著增加（P<0.01）；与
模型组比较，健脾清化方组大鼠血糖水平显著降低（P<0.01），外周血和脑脊液 TNF-α和 IL-1β水平降低（P<0.05），IL-6 呈下降

趋势，但差异无统计学意义，学习和空间记忆能力显著提高（P<0.01），海马 CA1 区神经元细胞排列紧密，数量明显增加，Aβ40表

达减少，p-tau 蛋白表达明显降低（P<0.05）。结论：健脾清化方可能通过降低 DM 大鼠炎症水平，减少 Aβ40沉积导致的神经毒

性，抑制 tau 蛋白过度磷酸化，防治 DM 认知功能障碍。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the amelioration of cognitive dysfunction in diabetes mellitus （DM） 

by Jianpi Qinghua prescription （JPQH） based on type 2 diabetes （T2DM） model rats. Method：： Fifty healthy 

male Wistar rats of SPF grade were randomly divided into control group （n=10） and experimental group （n=40）. 

The rats in the control group were fed conventionally， while those in the experimental group were fed on a high-
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sugar， high-fat diet for six weeks and administered with streptozotocin （STZ） for the induction of the DM 

model. The model rats were randomly divided into model group， sitagliptin group （1.2 g·L-1）， pioglitazone 

group （0.8 g·L-1）， and JPQH group （1.3 g·mL-1）， with 10 rats in each group. After six weeks of drug 

intervention， the changes in body weight， blood glucose， and other related indexes of each group were recorded. 

Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was performed to detect the levels of tumor necrosis factor- α 

（TNF-α）， interleukin-1β （IL-1β）， and interleukin-6 （IL-6） in the peripheral blood and brain. The Morris water 

maze test was used to evaluate the cognitive function in rats. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to 

observe the pathological morphology of the hippocampal CA region. The amyloid β -protein 40 （Aβ40） level was 

detected by immunohistochemistry. The protein expression of t-tau and p-tau in hippocampal neurons of rats was 

detected by Western blot. Result：： Compared with blank group， the body weight of model group was 

significantly decreased （P<0.05）， blood glucose level was significantly increased （P<0.01）， inflammatory 

cytokines TNF-α and IL-1β were increased （P<0.05）， learning and spatial ability were significantly decreased 

（P<0.01）， the arrangement of hippocampal cells was loose and disordered， and the intercellular space was 

significantly increased. The number of cells decreased significantly， and the expression of Aβ40 increased 

significantly. and increased t-tau and p-tau protein content in the hippocampus （P<0.01）. Compared with model 

group， the JPQH group showed reduced blood glucose （P<0.01）， decreased TNF- α and IL-1β levels in the 

peripheral blood and cerebrospinal fluid （P<0.05）， a downward trend of IL-6 without a statistical difference， 

improved learning and spatial memory ability （P<0.01）， densely arranged cells in the hippocampal CA1 area， 

increased cell number， reduced Aβ40 expression， and decreased p-tau protein expression （P<0.05）. Conclusion：： 

JPQH can prevent cognitive dysfunction in DM by reducing inflammatory factor levels， decreasing neurotoxicity 

caused by Aβ40 deposition， and inhibiting hyperphosphorylation of tau protein in DM rats.

［［Keywords］］ Jianpi Qinghua prescription； diabetes mellitus； cognitive dysfunction； amyloid β -protein； 

tau protein phosphorylation

2 型糖尿病（T2DM）是一种慢性低度炎症反应，

主要表现为胰岛 β细胞功能受损和胰岛素抵抗。长

期持续性高血糖会导致机体多组织器官损伤，除了

肾脏、视网膜、骨骼肌、足部等还包括中枢神经系

统，造成脑部神经元细胞损伤，引起患者认知功能

障碍，形成糖尿病脑病（DE），主要表现为认知功能

障碍和大脑神经结构及功能的改变［1］。基于人群的

队列研究表明，糖尿病患者发生痴呆的风险增加，

且糖尿病发病年龄越小，痴呆的患病风险越低［2］。

目前关于本病的机制尚未完全明确，可能与长期高

血糖环境导致脑内炎症水平增加；胰岛素抵抗引起

神经元外 Aβ沉积，产生神经毒性损伤大脑；神经元

内 tau 蛋白过度磷酸化产生神经元纤维缠结（NFTs）
等有关［3］。早期防治糖尿病认知功能障碍成了国内

外研究本病的重点与难点。

近年来，临床实践及研究发现中医药及中药复

方对糖尿病认知功能障碍有很好的保护作用［4-5］。

健脾清化方是上海中医药大学附属曙光医院内分

泌科长期临床实践总结出来的经验方，化裁于李东

垣的《脾胃论》首方“补脾胃泻阴火升阳汤”，由党

参、黄芪、山药、黄精、黄连、黄芩、葛根和鬼箭羽组

成。临床回顾性研究发现 ，健脾清化方降低了

T2DM 患者轻度认知功能障碍（MCI）的患病率，但

尚未通过体内实验证实。本研究使用高糖高脂饲

料联合链脲佐菌素（STZ）构建 DM 模型大鼠，观察

健脾清化方对 T2DM 大鼠糖代谢、炎症因子及脑脊

液标志蛋白表达的影响，进一步探讨其改善认知功

能障碍防治 T2DM 可能的机制。

1 材料

1.1　动物     SPF 级健康雄性 Wistar 大鼠 50 只，体质

量 180~200 g，6~8 周龄，购于北京维通利华动物有

限责任公司，动物合格证号 SCXK（京）2021-0011，

饲养于上海中医药大学实验动物中心，实验动物使

用许可证号 SYXK（沪）2020-0009。标准饲料适应

性喂养 1 周，室温 18~20 ℃，湿度 60%~70%，12 h 昼

夜节律，空气流通，自由摄食、饮水。本次实验通过

上海中医药大学动物伦理委员会的审批，审批号

pzshutcm201211013。

1.2　药物及制备     健脾清化方组成：党参 15 g、黄

芪 15 g、山药 15 g、黄精 15 g、黄连 3 g、黄芩 9 g、葛根
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15 g、鬼箭羽 15 g。药材购自雷云商药房（中国上

海），由上海中医药大学附属曙光医院药学部徐广

林博士鉴定。中药材符合 2020 年版《中华人民共和

国药典》标准要求。药物委托上海中医药大学附属

曙 光 医 院 制 剂 科 制 备 ，将 上 述 8 种 药 材 浸 入

1 000 mL 蒸馏水中，在陶瓷罐中于 100 ℃ 下提取

30 min，连续搅拌 2 次。将混合提取物在 100 ℃浓

缩 30 min，4 ℃下以 13 000 r·min-1离心 30 min（离心

半径 6 cm，下同），然后将上清液过筛直至质量浓度

为 1.3 g·mL-1 的药物［7］，分装后保存于 4 ℃冰箱备

用。西格列汀（杭州默沙东制药有限公司，批号

S025217）和吡格列酮（江苏德源药业股份有限公

司，批号 16021552）碾碎后溶于双蒸水中制成质量

浓度为 12 g·L-1和 0.8 g·L-1的悬浊液，现配现用。

1.3　试剂     SPF 级高糖高脂饲料（配方为 20.0% 炼

猪油、10.0% 蔗糖和 70.0% 普通饲料，由上海中医药

大学实验动物中心提供）。链脲佐菌素（STZ，美国

Sigma 公司，批号 1000641700）；柠檬酸钠（天津致远

公司，批号 2020010203）；柠檬酸（天津鼎盛鑫公司，

批号 2020-01-19）；苏木素 -伊红（HE）染液（武汉塞

维尔生物科技有限公司，货号 G1003）；肿瘤坏死因

子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介

素-6（IL-6）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（武

汉 华 美 生 物 工 程 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 CSB-

E09315h、CSB-E08053h、CSB-E12899B）；总 tau 蛋白

（t-tau）、磷酸化 tau 蛋白（p-tau）、内参 β -肌动蛋白

（β-actin）、免疫球蛋白 G（IgG）抗体（英国 Abcam，货

号分别为 ab76128、ab32057、ab8227、ab6721）。
1.4　 仪 器     Accu-chek 型 血 糖 仪（德 国 Roche 公

司），Ethovision 水迷宫视频跟踪分析系统（荷兰

Noldus 公司），Z-216MK 型离心机（德国 Hermle 公

司 ），ELx800 型 酶 标 仪（ 美 国 BioTek 公 司 ），

NanoDrop 2000/2000c 型分光光度计（美国 Thermo

公司），SMZ1000 型光学电子显微镜（日本 Nikon 公

司），KZ-Ⅲ -F 型高速低温组织研磨仪（武汉赛维尔

生物科技有限公司），Mini型蛋白电泳系统、GelDoc 

XR 型凝胶成像分析系统（美国 Bio-Rad 公司），5200

型全自动化学发光图像分析系统（上海天能公司）。
2 方法

2.1　模型制备     从 50 只 SPF 级雄性 Wistar 大鼠中

随机挑选 10 只作为空白组并给予常规饲料喂养，其

余大鼠给予高脂饲料喂养。参照文献［6］方法，6 周

后大鼠禁食不禁水 12 h，称体质量，造模组大鼠一次

性腹腔内注射 STZ（25 mg·kg-1，溶于由柠檬酸钠和

柠檬酸配制成的 0.1 mmol·L-1 柠檬酸缓冲液中，pH 

4.5，终体积分数为 4%，冰浴，现配现用，20 min 内用

完）。正常组大鼠按 10 mL·kg-1 剂量腹腔注射柠檬

酸缓冲液（0.1 mmol·L-1，pH 4.5）。72 h 后造模组大

鼠尾静脉采血，测量空腹血糖（FBG），连续测量 2 次

FBG≥16.7 mmol·L-1为造模成功［8-9］。

2.2　分组及给药     将造膜成功大鼠采用随机数字

表法分为模型组、西格列汀组、吡格列酮组和健脾

清化方组（每组 10 只）。为比较健脾清化方与噻唑

烷二酮（TZD）类和二肽基肽酶 -4（DPP-4）类降糖药

物的疗效，设立西格列汀组和吡格列酮组两个西药

对照组。处方剂量健脾清化方共计 102 g·d-1，吡格

列酮片 15 mg·d-1，西格列汀 100 mg·d-1，根据大鼠与

人的体表面积，中药剂量和西药剂量均按成人每日

剂量的 6.17 倍灌胃［10］，人按 50 kg，则人的中药用药

剂量为 102 g/50 kg=2.04 g·kg-1，大鼠的中药用药剂

量为 2.04 g·kg-1×6=12.24 g·kg-1，吡格列酮用药剂量

为 15 mg/50 kg×6=1.8 mg·kg-1，西格列汀用药剂量

为 100 mg/50 kg×6=12 mg·kg-1，模型组给予等体积

双蒸水。根据预实验结果，所选中药浓度为最适宜

剂量。各组大鼠均自由饮水，共灌胃 6 周。

2.3　Morris 水迷宫实验     各组大鼠给药结束后分

别进行水迷宫测试评估大鼠认知功能。实验器材

由圆形水池和 ETHOVISTION 水迷宫视频跟踪分析

系统两部分组成。首先进行定位航行实验：随机选

择一个入水点入水（4 次分别从 4 个象限入水），将大

鼠面向池壁放入水中，迫使大鼠学习寻找设于水面

以下的平台。记录 120 s内寻找平台所需时间（潜伏

期）。如果大鼠入水 120 s 内未找到平台，则将其引

导至平台，并在平台停留 60 s，潜伏期记录为 120 s。

定位航行实验结束后撤除平台，进行空间探索实

验：任选一个入水点将大鼠面向池壁放入水中，记

录 120 s内跨越原平台位置的次数。

2.4　取材     实验结束，大鼠禁食 8 h 后称体质量，麻

醉后取仰卧位固定，沿腹正中线打开腹腔，腹主动

脉取血 3 mL，3 000 r·min-1 离心 10 min，分离血清，

使用微量移液枪收集上清液移入不同编号离心

管，− 80 ° C 冰箱保存备用。行左心室生理盐水

200 mL 持续灌洗，至右心耳流出清亮液体后，断头

取脑，分离双侧海马，部分以 4% 多聚甲醛固定，用

于石蜡切片；部分以液氮保存，用于蛋白免疫印迹

法（Western blot）等实验。脑组织匀浆的制备：取材

后，迅速将头部置于冰盘上取脑，去掉嗅球、小脑和

低位脑干，然后将患侧大脑半球在 4 °C 以下用生理
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盐水制成 10% 组织匀浆备用。

2.5　指标检测     

2.5.1　大鼠给药前后体质量及 FBG 变化     体质量：

每周给大鼠称重并记录治疗前后体质量变化；FBG：

大鼠禁食不禁水 12 h，采用尾静脉取血法使用罗氏

血糖仪检测并记录大鼠治疗前后 FBG 水平。

2.5.2　 ELISA 检 测 血 清 及 脑 组 织 炎 症 因 子 水 平     　

　行为学实验结束后，按 ELISA 试剂盒说明，检测

血清及脑组织内 TNF-α、IL-1β、IL-6 性因子的含量。

2.5.3　HE 染色观察海马区神经元病理形态     取大

鼠海马组织切割成 1 mm3组织块，用 2.5% 的戊二醛

固定液固定 2 h，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗。进行梯

度脱水、二甲苯透明后石蜡包埋，取海马冠状位切

片，厚度 4 μm，60~62 ℃烘干后用 HE 染色封固，镜

下观察大鼠海马 CA 区神经元细胞的形态结构。

2.5.4　免疫组化观察大鼠海马 Aβ水平     将固定好

的脑组织进行石蜡包埋，连续冠状切片，脱水、灭火

内源性酶、热修复后封闭，滴加 Aβ一抗（稀释倍数

为 1∶1 000），4 ℃ 过夜，二抗（稀释倍数 1∶1 000）
37 ℃孵育 20 min，DAB 显色，苏木素复染。荧光显

微镜拍照观察，利用 Image-pro Plus 6.0 图像分析系

统测定各组大鼠海马 CA 区各 5 个高倍视野（400×）
下阳性细胞数。

2.5.5　Western blot检测 t-tau 及 p-tau 蛋白表达     取

各组大鼠脑部前额叶，加入 RIPA 裂解，离心（4 ℃、

12 000 r·min-1，20 min），取上清液加入蛋白上样缓

冲液，混匀后 100 ℃ 水浴 10 min 直至蛋白变性，

BCA 定量蛋白浓度，取蛋白 40 μg 通过 10% 的 SDS-

PAGE 电泳，分离后转至 PVDF 膜，封闭后经 t-tau、

p-tau、β-actin 兔抗鼠抗体（稀释倍数 1∶5 000）4 ℃孵

育过夜。室温下孵育羊抗兔 IgG 二抗（稀释倍数

1∶5 000）1 h，利 用 Pharos FX 激 光 成 像 系 统 及

Quantity one 图像处理分析软件处理图像，Image J 

1.8.0 进行目的条带灰度值/β-actin 条带灰度值的检

测以确定其相对表达量。

2.6　统计学方法     采用 SPSS 23.0 统计软件处理，

数据以 x̄ ± s 表示。两组间比较采用 t 检验，多组间

比较采用单因素方差分析，P<0.05 认为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1　对 DM 大鼠体质量、FBG 水平的影响     干预

前，各造模组大鼠 FBG 均≥16.7 mmol·L-1，与空白组

比较，差异具有统计学意义（P<0.01），提示 DM 大鼠

造模成功。治疗后，与空白组比较，模型组大鼠体

质量明显降低（P<0.05），FBG 水平显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，健脾清化方组大鼠体质量明

显上升，FBG 明显降低，差异具有统计学意义（P<

0.05）。见表 1。

3.2　对大鼠行为学指标的影响     定位航行实验显

示，与空白组比较，模型组大鼠的逃避潜伏期除第 1

天外均明显升高（P<0.05）；与模型组比较，健脾清化

方组大鼠在 1、4 d 的逃避潜伏期明显缩短（P<0.05），
西格列汀组大鼠 2~4 d 的潜伏期减少（P<0.05），吡
格列酮组大鼠潜伏期只在 4 d 时减少（P<0.05）。空

间探索实验显示，与空白组比较，模型组大鼠 120 s

内穿越平台次数显著减少（P<0.01）；与模型组比较，

3 个治疗组大鼠 120 s 内穿越平台次数明显增加（P<

0.05），3 组之间差异无统计学意义。见表 2。

3.3　对大鼠血清和脑组织炎症因子的影响     与空

白组比较，模型组大鼠 TNF-α、IL-1β及 IL-6 炎症因

子均明显升高（P<0.05）；与模型组比较，吡格列酮组

大 鼠 血 清 和 脑 组 织 TNF-α 水 平 均 明 显 下 降（P<

0.05），IL-6 也呈下降趋势，但差异无统计学意义，西

格列汀组 TNF-α和 IL-1β水平明显降低（P<0.05），
健脾清化方组大鼠血清 TNF-α、IL-1β和脑组织内

IL-1β水平明显下降（P<0.05）。见表 3。

表 1　健脾清化方（JPQH）对 DM 大鼠体质量、FBG 水平的影响  （x̄± s，n=10）

Table 1　Effect of JPQH on body weight and FBG of DM rats （x̄± s，n=10）

组别

空白组

模型组

西格列汀组

吡格列酮组

健脾清化方组

剂量/g·kg-1

1.2×10-2

1.8×10-3

12.24

体质量/g

治疗前

409.76±18.92

360.50±25.092）

359.60±30.44

355.40±35.11

358.11±37.60

治疗后

435.67±20.91

349.00±19.511）

383.70±22.383）

359.60±37.923）

389.29±30.293）

FBG/mmol·L-1

治疗前

4.23±2.79

20.40±2.462）

19.87±2.242）

20.90±2.72）

20.15±3.292）

治疗后

4.30±0.37

21.33±2.652）

10.16±3.063）

11.35±1.223）

13.21±0.863）

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（表 2 同）
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3.4　对大鼠脑组织病理学形态的影响     DM 大鼠

海马 CA 各区 HE 染色结果显示，空白组大鼠海马

CA 各区神经元细胞排列整齐紧密，细胞形态完整，

细胞间界限明显，细胞核染色清晰，呈不规则圆形；
模型组大鼠的海马细胞排列疏松紊乱，形态不完

整，细胞间隙明显增大，细胞数量明显减少。与 DM

大鼠比较，各治疗组神经元细胞形态有所改善，细

胞排列尚整齐密集，细胞间界限较明显，核染清晰，

细胞形态较为完整，细胞数量有所增多，其中海马

CA1 区较明显。见图 1。

3.5　对大鼠脑脊液 Aβ42 表达的影响     镜下观察可

见 Aβ42阳性表达物为棕褐色颗粒，主要分布在皮层、

海马神经元胞浆中，多呈戒指环样。空白组大鼠海

马区细胞排列紧密，胞体小，Aβ42着色浅，表达较弱；

与空白组比较，模型组大鼠海马区细胞排列疏松，

胞体较大，Aβ42 在胞质中着色较深，呈强阳性表达；
与模型组比较，健脾清化方组细胞排列相对紧密，

胞体较小，胞浆中 Aβ42的染色较浅。见图 2。

注：A.正常组；B.模型组；C.西格列汀组；D.吡格列酮组；E.健脾清化方组（图 2 同）
图 1　JPQH 对 DM 鼠海马 CA 区神经元细胞形态的影响  （HE，×200）
Fig. 1　Effect of JPQH on neuronal cell morphology in hippocampal CA region of DM rats （HE，×200）

表 2　JPQH 对 DM 大鼠逃避潜伏期及穿越平台次数的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　Effect of JPQH on incubation periods and number of platform crossings in DM rats （x̄± s，n=10）

组别

空白组

模型组

西格列汀组

吡格列酮组

健脾清化方组

剂量/g·kg-1

1.2×10-2

1.8×10-3

12.24

逃避潜伏期/min

1 d

58.95±15.36

64.81±18.22

63.00±14.97

59.35±18.09

43.14±16.503）

2 d

25.44±11.43

54.90±11.971）

34.45±15.173）

43.80±14.03

50.10±23.73

3 d

16.94±5.07

35.94±10.011）

27.30±9.463）

32.10±14.38

27.67±11.08

4 d

13.93±3.29

40.69±11.661）

19.00±8.793）

14.63±6.203）

15.00±7.673）

5 d

7.62±1.41

19.55±8.171）

14.47±7.17

13.39±5.09

10.21±3.83

穿越平台次数/次

2.23±0.51

1.10±0.442）

1.83±0.333）

1.72±0.143）

1.77±0.103）

表 3　JPQH 对 DM 大鼠血清及脑组织炎症水平的影响  （x̄± s，n=10）

Table 3　Effect of JPQH on level of inflammation in peripheral blood and brain tissue of DM rats （x̄± s，n=10） μg·L-1

组别

空白组

模型组

西格列汀组

吡格列酮组

健脾清化方组

剂量/g·kg-1

1.2×10-2

1.8×10-3

12.24

血清

TNF-α

6.10±1.30

9.13±2.821）

6.86±1.14

5.97±1.042）

4.08±0.932）

IL-1β

13.11±3.66

21.21±4.771）

16.19±4.36

16.54±5.10

13.29±4.042）

IL-6

16.07±1.23

23.25±1.981）

24.15±1.60

21.69±1.70

25.28±6.61

脑组织

TNF-α

6.23±0.89

10.89±3.671）

6.66±1.572）

6.20±1.402）

7.87±1.51

IL-1β

6.93±1.90

16.26±5.211）

9.77±2.192）

8.98±6.63

7.20±3.942）

IL-6

74.54±5.71

95.72±14.971）

90.60±15.00

90.64±14.97

100.41±18.18

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05
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3.6　对大鼠海马组织 t-tau、p-tau 蛋白表达的影响     

　与空白组比较，模型组大鼠海马中 t-tau 和 p-tau 蛋

白表达显著增加（P<0.01）；与模型组比较，健脾清化

方组 t-tau 蛋白含量有下降趋势，但差异无统计学意

义，而 p-tau 蛋白显著降低（P<0.01）。见图 3、表 4。

4 讨论

糖尿病认知功能障碍早期主要表现为学习和

记忆力下降［11］。疾病初始不易被诊断，发现后大多

进展至认知障碍甚至痴呆阶段，至今缺少精准靶向

的药物治疗。因此本病的防治重点在于通过降低

血糖，减少血糖波动，降低炎症反应，减少对脑血管

的损害，预防认知障碍的发生。课题组在以往研究

过程中发现，中药干预的糖尿病大鼠在实验过程中

较其他组大鼠反应敏捷，为此课题组专门开展了关

于糖尿病认知功能障碍的相关实验。临床研究表

明，健脾清化方对糖尿病患者具有很好的降糖效

果，且与不服用中药的患者比较，服用健脾清化方

的糖尿病患者认知功能障碍的患病率明显下降［12］。

本研究通过体内实验，证实了健脾清化方能明显改

善糖尿病大鼠的血糖水平，降低外周血和脑组织炎

症反应，改善大脑海马区神经元细胞的形态结构，

减少糖尿病大鼠脑内 Aβ蓄积，抑制了 tau 蛋白过度

磷酸化，改善了糖尿病大鼠的认知功能障碍。

健脾清化方出自李东垣的经典名方“补脾胃泻

阴火升阳汤”，也是上海中医药大学附属曙光医院

内分泌科长期用药总结的临床验方。方中党参可

有效改善糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）活性升高所

诱导的大鼠认知功能障碍 ，其可能机制与下调

GSK-3β活性，进而抑制 tau 蛋白过度磷酸化、促进神

经元发育有关［13］。药理学预分析表明酒蒸黄连可

能通过调节糖代谢、改善胰岛素抵抗、抑制炎性因

子表达、抗神经细胞凋亡以及调控磷脂酰肌醇 3-激

酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）、糖基化终末产物（AGE）/

AGE 受体（RAGE）、胰岛素、胆碱能等相关通路，发

挥治疗糖尿病及其并发的认知功能障碍作用，动物

实验验证与预测结果一致［14］。黄芪甲苷可能通过

抑制小胶质细胞活化介导的神经炎症反应，降低

AD 小鼠脑内海马区 TNF-α、IL-1β含量，改善 AD 小

鼠的学习记忆功能［15］。上述实验结论与本研究结

果一致，提示健脾清化方可能是多途径、多环节改

善糖尿病大鼠海马神经细胞功能，抑制 tau 蛋白过

度磷酸化，减少 Aβ沉积等的药理作用。

既往研究表明，Aβ沉积促进了糖尿病认知功能

障碍的发生发展。Aβ是淀粉样前体蛋白（APP）在
体内代谢生成的氨基酸残基蛋白质，具有高度聚集

力［16］。Aβ蛋白积蓄及其神经毒性被普遍认为是阿

尔兹海默病（AD）发病的中心机制，其在内侧顶叶皮

质中的沉积是 AD 发展的第一阶段［17］。数据显示，

与 AD 小鼠比较，β -细辛醚（石菖蒲的有效活性成

分）干预后的小鼠脑中 Aβ沉积显著减少，AD 的特

征性病理表现明显改善［18］。当归芍药散可提高痴

呆大鼠的学习和记忆能力，减轻海马组织结构的损

伤，其生物学作用可能与降低脑脊液中 Aβ1-42 和 tau

注：A.正常组；B.模型组；C.吡格列酮组；D.西格列汀组；E.健脾

清化方组

图 3　DM 大鼠海马神经细胞内 tau 蛋白表达电泳

Fig. 3　 Eelectrophoresis of tau protein expression in hippocampal 

neurons of DM rats

图 2　JPQH 对 DM 大鼠大脑海马区 Aβ水平的影响  （免疫组化，×400）
Fig. 2　Effect of JPQH on Aβ levels in hippocampal region of  DM rat brain （IHC，×400）

表 4　 JPQH 对 DM 大 鼠 海 马 p-tau、t-tau 蛋 白 表 达 的 影 响  （x̄± s，

n=3）

Table 4　 Effect of JPQH on p-tau and t-tau protein expression in 

hippocampal neurons of DM rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

西格列汀组

吡格列酮组

健脾清化方组

剂量/g·kg-1

1.2×10-2

1.8×10-3

12.24

p-tau/β-actin

0.57±0.11

1.51±0.051）

0.84±0.092）

0.88±0.062）

0.62±0.023）

t-tau/β-actin

0.50±0.21

1.35±0.161）

0.81±0.062）

0.72±0.152）

0.14±0.09

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01
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蛋白的水平有关［19］。上述结果与本次研究结果相

符，本次研究通过水迷宫实验提示，与空白组比较，

模型组大鼠存在认知功能障碍，免疫组化显示其大

脑海马区神经元细胞 Aβ表达增多。此外，研究发

现通过减少 Aβ蛋白蓄积改善神经元细胞损伤，可

能与 PI3K/Akt、核转录因子（NF）-κB、凋亡通路及

Ca+通道等有关。有体外实验发现当归芍药散可能

通过反应元件结合蛋白（CREB）/B 细胞淋巴瘤 -2

（Bcl-2）信号通路显著增加 Aβ诱导的胆碱能神经元

存活率，改善 Aβ诱导的胆碱能神经元凋亡，降低胱

天蛋白酶 -3（Caspase-3）活化水平［20］。数据表明，与

模型组比较，金雀异黄酮极显著提高了 Aβ25-35 所致

海马神经元损伤模型中细胞的存活率，其途径可能

与 Ca2+-钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅳ（CaMKⅣ）通路

有关［21］。江曦等［22］发现通过激活 PI3K/Akt通路，促

进 GSK-3β磷酸化，并抑制海马神经元细胞凋亡可

保护大鼠海马神经元免受 Aβ积聚导致的损伤。同

样的，抑制 NF-κB p65 信号通路活化也可降低 Aβ1-42

诱导的海马神经炎症和神经元凋亡［23］。在此基础

上课题组认为，健脾清化方可能通过调节 APP 代谢

或其他途径，减少了 Aβ的产生和蓄积，降低了神经

毒性，改善了大鼠海马神经元细胞的结构与功能。

高糖环境下，Aβ蓄积和炎症反应在糖尿病大鼠

海马区神经元细胞中并存且相互作用［24］。有研究

发现，在 AD 患者中 Aβ沉积可以诱导血管内皮细胞

发生炎症反应，而炎症反应又能促进 Aβ沉积［25］。

研究发现，通过抑制炎症通路 NF-κB 减少炎症因子

TNF-α蛋白表达和 Aβ蛋白的沉积，糖尿病小鼠的学

习记忆能力明显改善［26］。类似的，梁静等［27］发现，

抑制 NF-κB 信号通路激活会降低 Aβ25-35诱导的神经

细胞 PC12 分泌的炎症因子水平。低剂量酸枣仁汤

显着抑制了血清和海马中 IL-6、IL-1β和 TNF-α炎症

因子的浓度，显著改善了 APP/PS1 小鼠的认知障

碍，神经元丢失和 Aβ斑块沉积减少［28］。本次实验

结果也验证了这一点，模型组大鼠神经元 Aβ斑块

蓄积，外周血和脑内炎症因子（TNF-α、IL-1β）水平

增加，经健脾清化方治疗后 Aβ聚集减少，外周血和

脑内炎症水平下降，大鼠的潜伏期和穿越平台次数

缩短，认知功能障碍明显改善，表明降低炎症反应

也是健脾清化方治疗糖尿病认知功能障碍的重要

疗效之一。

认知功能障碍主要表现为学习能力和记忆能

力的下降［29］。本实验采用 Mirrors水迷宫实验，通过

定位航行实验和空间探索实验，分别评估糖尿病大

鼠对空间的学习能力和记忆能力。本实验首次通

过水迷宫实验发现健脾清化方对糖尿病大鼠的认

知功能具有明显的改善作用。此外，海马区是主要

负责学习和记忆功能的脑区，CA1 区神经元具有明

显的海马信号输出环路，在长时程记忆和相对空间

任务及行为学上具有重要研究意义［30］。HE 染色结

果显示，糖尿病大鼠海马 CA1 区神经元细胞受损严

重，经药物干预后细胞形态改善明显，其中健脾清

化方对细胞的改善作用较 TZD 组明显。这与以往

研究具有一致性。研究表明，与糖尿病小鼠比较，

中西结合治疗组小鼠脑海马 CA1 区中神经细胞排

列整齐，形态较完整，核染色清晰，细胞间界限清

楚［31］。本研究说明中药通过改善海马区，主要是

CA1 区神经元细胞形态结构，增加细胞数量来增强

糖尿病大鼠认知能力，进一步研究或可考虑中药对

海马 CA1 区蛋白表达及炎症水平的影响。

综上所述，本实验主要研究了健脾清化方对糖

尿病大鼠血糖、炎症水平、脑脊液蛋白表达的调节

以及对海马区神经元细胞的保护作用。实验结果

显示，糖尿病大鼠存在较为明显的认知功能障碍，

与既往文献报道一致；本实验首次在水迷宫实验中

证明中药健脾清化方对糖尿大鼠认知功能有较好

的保护作用，其作用机制与其降糖、抗炎症、抑制 Aβ
沉积、降低 tau 过度磷酸化、改善海马 CA 区神经元

细胞形态等作用有关。本研究为糖尿病认知功能

障碍的研究提供了研究思路，深入研究其上述作用

相关的蛋白及通路表达，探查其蛋白分子水平的可

能机制，以期为本病患者带来福音，为祖国医学防

治糖尿病脑病提供新的研究方向。
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