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  [ 摘要]  目的: 观察益智饮对 β-淀粉样肽 ( Aβ) 1-42致阿尔茨海默病( AD) 模型大鼠学习记忆能力的影响及抗氧化作用。

方法: Aβ1-42注射建立 AD大鼠模型,分别给予不同剂量益智饮治疗。采用 Morris水迷宫检测学习记忆能力、免疫组化检测大鼠

脑组织 Aβ蛋白表达情况; 并测定脑组织超氧化物歧化酶( SOD) 含量、羟自由基抑制率。结果: 与模型组相比, 益智饮高、中、

低剂量组的逃避潜伏期缩短( P < 0. 01) ;以高剂量组最优; 高、中剂量组脑组织内 Aβ聚集表达减少。益智饮各剂量组及阳性

对照组大鼠脑组织 SOD活性均高于模型组( P < 0. 01) ;高、中剂量组的羟自由基抑制率显著升高( P < 0. 01) 。结论: 益智饮能

较好改善 AD大鼠的学习记忆能力,减少脑内 Aβ的聚集。其机制可能与通过升高 SOD的活性和抑制羟自由基的生成有关。
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[ Abstract]  Objective: To observe the effect of Yizhiyin on learning and memory ability in the rats with

Alzheimer�s disease induced by Aβ1 -42 and the effect of antioxidation. Method: The rat model of AD were established

by Aβ1-42 injection into hippocampus, then those rats were treated by three different doses of Yizhiyin. Morris

watermaze test was used for detecting learning and memory ability. Immunohistochemisty was used for detecting the

expression of β-Amyloid, and the superoxide dismutase ( SOD) and the hydroxy radical inhibition of brain were

measured. Result: Compared with model group, the ability of learning and memory in high, middle and low doses

group were improved ( P < 0. 01) . The results of immunohistochemisty showed that there were a lot of β-Amyloid

deposition in the brain of model rats and a sprinkle expression in high and middle doses group. The activity of SOD

was increased compared to those in model group in brain in each treatment group ( P < 0. 01) , the inhibition of

hydroxy radical was increased ( P < 0. 01) in each treatment group except the low dose group. Conclusion: The

·531·

第 16卷第 5期
2010年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No.5
May, 2010



Yizhiyin could improve the learning and memory capability in AD rats efficiently, and decrease the β-Amyloid

deposition. The mechanism of the Yizhiyin should be related to the increase in SOD and the inhibition of hydroxy

radical.

[ Key words]  Yizhiyin; Alzheimer�s disease; learning and memory ability; antioxidation

  阿尔茨海默病 ( Alzheimer�s diseases, AD) 即老

年性痴呆,是一种原发性进行性神经系统变性型疾

病,以隐匿起病,记忆力逐渐减退,认知障碍、行为异

常和社会障碍等为主要临床表现。它以细胞外出现

β-淀粉样肽 ( Aβ) 聚集形成的神经斑亦称老年斑

( senile plaque, SP) 、细胞内 tau蛋白异常聚集形成

的神经纤维缠结 ( neurofibrillary tangles, NFT) 及神

经细胞和突触数量减少为主要病理特征
[ 1 ～3]
。AD

发病机制十分复杂,现有多种病因学说,且目前尚无

有效的西药进行治疗。该文观察石菖蒲远志药对对

Aβ1-42致老年痴呆模型大鼠的学习记忆能力的影响,

并探讨其是否具有抗氧化作用。

1 材料

1.1 动物 选用健康 SPF级 SD♂大鼠 80 只,体重

( 280 ±20) g, 由北京维通利华实验动物中心提供

(合格证号 SCXK ( 京) 2007-0001) 。

1.2 药品与试剂  Aβ1-42 ( 博奥森生物技术有限公

司) ;石菖蒲、远志 ( 北京市志诚堂药业有限公司 ) ,

益智饮为石菖蒲、远志按 1∶1的比例混合, 常规水

煮,将两次滤液混合, 分别配制含 3. 6, 1. 8, 0. 9 g·

mL
- 1
生药的水煎剂,作为高、中、低剂量组备用, 4 ℃

保存;盐酸多奈哌齐片 ( 卫材中国药业有限公司,批

号 H20070181) ,配成 0. 045 g·mL
- 1
生理盐水混悬

液。超氧化物歧化酶( SOD)、羟自由基及考马斯亮

兰测定试剂盒( 南京建成生物工程研究所产品,批号

分别是 20090506, 20090510, 20090512) ; Aβ1-42兔抗

鼠单克隆抗体(博奥森生物技术有限公司) ,用 pH =

7. 4 PBS液稀释成 2 μg·μL- 1, 37 ℃孵育 1 周,使其

为聚集状态备用。

1.3 仪器与设备 Morris水迷宫 ( 成都泰盟科技有

限公司,型号 MT-200) ; 脑立体定位仪 ( 西安西北光

电仪器厂,型号 XBOE) ;紫外分光光度仪 ( 中国,型

号 UV-1601PC) ; 高速匀浆组织机 ( Germany, 型号

ULTRA-TU) 。

2 方法

2.1 动物分组与造模  SD雄性大鼠 80 只经水迷

宫测验筛选出合格大鼠 72 只,大鼠随机分成: 正常

对照组、模型组、阳性药盐酸多奈哌齐片 0. 45 mg·

kg
- 1
对照组、益智饮高剂量组、中剂量组、低剂量组

各 12 只。除正常对照组外其他组均以 3. 5%水合氯

醛 ip麻醉,放在脑立体定位仪上用耳针、牙套固定

大鼠,常规备皮消毒,颅顶部正中切开皮肤;选择双

侧海马为注射靶区,参照 Paxinos&Watson 大鼠脑立

体定位图谱
[ 4 ]

 定位坐标,取前囟后 3. 30 mm,中线

旁开 2. 0 mm,门齿钩平面低于耳间线平面 3. 3 mm

处钻开颅骨,暴露硬脑膜,微量进样器自脑表面缓慢

垂直进针至硬脑膜下 3. 0 mm;各组每侧予以 5 μL

Aβ1 -42液缓慢注入 ( 1 μL·min - 1 ) ,留针 5 min以保证

溶液充分弥散, 然后缓慢撤针。所有操作均在无菌

条件下进行,注射完后用牙托粉填补针孔,缝合切口

并以庆大霉素处理防止感染( 3 ～5 点滴, 2. 50 ×10
4

μg·kg - 1 ) 。实验前用台盼蓝代替 Aβ1-42验证注射部

位的正确性。等苏醒后继续饲养。6 d后开始给药。

益智饮高、中、低剂量组每天分别按 3. 6, 1. 8, 0. 9 g·

kg
- 1

ig。阳性对照组按 0. 45 mg·kg
- 1
给予盐酸多奈

哌齐混悬液 ig;正常对照组、模型组分别以相同体积

的生理盐水 ig,连续 30 d。

2.2 学习记忆能力的检测 应用 Morris水迷宫,所

有大鼠分别于给药后 25 d进行定位航行学习记忆

试验,检测其学习记忆能力。从 2, 3, 4 象限的池壁

入水点将实验大鼠面向池壁放入水池, 自动录像记

录大鼠 2 min内找到站台的时间 ( 潜伏期 ) ,连续测

试 4 d,取其平均值。

2.3 脑内自由基代谢指标的检测 末次给药后 30

min,每组随机取 8 只大鼠在冰台上迅速断头,取脑,

4 ℃生理盐水冲洗残血,滤纸吸干。精确称取脑组

织,加入 9 倍的 4 ℃生理盐水,制备成 10%的组织匀

浆, 2 500 r·min
- 1
离心 10 min,取上清液置 4 ℃备

用。SOD活力、羟自由基抑制率及考马斯亮兰等含

量测定应用紫外分光光度计严格按照试剂盒说明书

操作。

2.4 免疫组化检测  每组剩余的大鼠 4 只末次给

药后灌注取海马。大鼠 3. 5% 水合氯醛 ip麻醉,仰

卧固定后立即开胸充分暴露心脏,灌注管经左心室
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插进主动脉,同时剪开右心耳,快速灌注生理盐水,

至肝脏由红变苍白色,静脉流出无色生理盐水时,改

灌注液为 4%的多聚甲醛,灌注时间约 30 min,见大

鼠肌肉震颤,继尾巴变直, 四肢僵硬视为灌注到位;

灌注完毕后断头取脑, 投入 4%多聚甲醛溶液中过

夜,石蜡包埋, Aβ1-42免疫组化染色,具体步骤按免疫

组化试剂盒操作说明书进行。

2.5 统计学处理  采用 SPSS 11. 5 软件进行统计

学分析,数据用均数 ±标准差 ( 珋x±s) 表示。方差齐

时采用 LSD,方差不齐采用 Tamhann�s T2。

图 1 益智饮对 AD 大鼠脑组织中 Aβ沉积的影响 ( ×400)

3 结果

3.1 各组 Morris水迷宫定位航行学习记忆能力的

比较 如表 1 所示,通过水迷宫定位航行测试:与正

常对照组相比,模型组的逃避潜伏期时间明显延长

( P < 0. 01)。与模型组相比, 益智饮高、中、低剂量

组的逃避潜伏期缩短( P < 0. 01) ;高剂量组与与中、

低剂量组比较逃避潜伏期缩短 ( P <0. 01) 。

3.2 各组脑组织 SOD活性和羟自由抑制率的比较

 结果见表 2。益智饮各剂量组 SOD活性均高于模

型组( P <0. 01) ;与模型组比较,除益智饮低剂量组

差异不明显( P > 0. 05) ,其余各组的羟自由抑制率

显著升高,其中高剂量组又高于其他组( P < 0. 01) 。

3.3 各组脑组织中 Aβ1-42沉积的比较  如图 1,免

疫组化染色显示:空白对照组示阴性无 Aβ1-42沉积表

达,而其他各组脑组织具有不同程度的 Aβ1-42沉积形

成的老年斑。从整体切片观察,与模型组比较, 高、

中剂量组及盐酸多奈哌齐组老年斑沉积明显减少。

其中高剂量组又较中剂量组的 Aβ1 -42表达量少。
表 1 益智饮对 Aβ1-42致老年痴呆模型大鼠逃避

潜伏期的影响 ( 珋x±s, n = 12 )

组别 剂量 / g·kg - 1 逃避潜伏期 / s

正常对照 - 10. 89 ±2 . 711)

模型 - 99. 93 ±10. 77

盐酸多奈哌齐 0. 45 ×10 - 3 16. 69 ±2 . 981)

益智饮 3 . 6 18. 13 ±3 . 541)

1 . 8 32. 30 ±5 . 131, 2)

0 . 9 34. 88 ±5 . 181, 2)

  注 :与模型组比较1) P < 0. 01; 与高剂量组比较2) P < 0. 01

表 2 益智饮对脑组织 SOD 活性和羟自由基

抑制率的影响 ( 珋x±s, n = 8)

组别
剂量

/g·kg - 1

SOD

/U·mgprot - 1

OH -

/ U·mgprot - 1

正常对照 - 93. 81 ±4. 431 ) 60. 05 ±4. 161, 2)

模型 - 65. 21 ±6. 03 39. 37 ±3. 71

盐酸多奈哌齐 0. 45 ×10 - 3 84. 33 ±5. 681 ) 50. 83 ±4. 241)

益智饮 3. 6 85. 65 ±4. 541 ) 303. 02 ±7. 251, 2)

1. 8 84. 10 ±2. 811 ) 83. 06 ±6. 161)

0. 9 77. 64 ±7. 541 , 2) 42. 26 ±3. 212)

  注 :与模型组比较1) P < 0. 01; 与中剂量组比较2) P < 0. 01
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4 讨论

AD归属于中医痴呆、呆病、健忘等范畴。从中

医学的角度, AD的发病病位在脑,病因病机多为肾

虚痰凝,为本虚标实证。

益智饮采用的石菖蒲、远志为临床常用药对。

近代名医施今墨用远志石菖蒲治疗神经衰弱、眠差、

记忆力减退者确有疗效。石菖蒲具有开窍豁痰,化

湿和中的功效, 主治痰厥、健忘、热病神昏等疾病。

现代药理研究: 其具有抗老年痴呆、促进学习与记

忆、镇静等作用。裘昌林妙用石菖蒲治疗老年性痴

呆疗效颇佳
[ 5] ;有研究表明 [ 6 ]

石菖蒲挥发油对神经

细胞损伤具有一定的保护作用,高剂量石菖蒲兴奋

和保护中枢神经系统的作用最强
[ 7]
。远志具有益智

安神、祛痰消肿和散瘀的功效,主治健忘惊悸、神志

恍惚、失眠多梦等疾病。现代药理研究:其具有抗衰

老、抗痴呆和脑保护等作用。远志、石菖蒲水煎合剂

在清除自由基、延缓脑组织衰老方面有独特的功

效
[ 8]

,但具体机制尚不明确。

目前,有研究表明 Aβ的聚集是 AD发病的始发

事件
[ 9]
。所以,动物脑内注射 Aβ是 AD造模的重要

方法
[ 10]
。为此该文在实验中运用 Aβ1-42注射脑内海

马区,免疫组化结果提示模型组有较多 Aβ沉积,定

位航行学习记忆试验又提示模型组较正常对照组逃

避潜伏期明显延长,表明模型组学习记忆能力差,说

明造模成功。

在实验中发现,与模型组相比,益智饮高、中、低

剂量组的逃避潜伏期缩短 ( P < 0. 01) ,高剂量组尤

为明显,表明益智饮可增强大鼠学习记忆能力,且有

一定的量效关系。Aβ蛋白沉积是 AD的重要病理

表现,益智饮高、中剂量 Aβ1 -42的沉积表达均明显低

于模型组,说明益智饮可能具有治疗 AD的作用。

但益智饮如何减少 Aβ1-42的沉积? 有研究发现

异常 Aβ的神经毒性会产生大量的氧自由基, 而这

些氧自由基又反作用于脑中的 Aβ促使产生更多沉

积和神经毒性,同时又诱导神经细胞变性、神经细胞

凋亡和中枢神经系统炎症反应。为此该文检测了

SOD活性及羟自由基的抑制率,以研究益智饮是否

具有抗氧化作用及具体途径。实验结果提示, 模型

组大鼠脑组织中的 SOD活性明显降低,羟自由基的

抑制率亦明显降低, 说明 AD模型组大鼠脑内自身

的抗氧化防御系统酶 SOD活性降低,同时产生大量

的羟自由基;益智饮组分别与盐酸多奈哌齐组比较,

在 SOD活性方面除中药低剂量组升高不明显,余均

升高明显;在抑制羟自由的生成率方面, 高、中剂量

组的抑制率明显升高。提示不同剂量组益智饮能增

强 SOD的活性, 有效地直接地抑制脑内的氧自由

基———羟自由基的生成,提高机体的抗氧化能力,在

高、中剂量时效果更强, 更明显。因此, 有理由推测

益智饮治疗 AD的作用机制可能是其通过直接抑制

羟自由基的生成和增强细胞内抗氧化防御系统酶

( SOD) 来减少 Aβ的沉积, 保护神经细胞, 增强记

忆,延缓痴呆。

综上, 益智饮治疗 AD的疗效可能是通过抗氧

化作用实现的,为临床 AD治疗提供了实验基础。
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