
加味开心散对多因素神经损伤痴呆小鼠学习记忆能力
的影响

史乙伟,陈云,刘梦秋,刘培,宿树兰,段金廒,钱大玮*,朱悦*

(南京中医药大学药学院江苏省方剂研究重点实验室,江苏省方剂高技术研究重点实验室,中药资源产业化与方剂创新药物

国家地方联合工程研究中心,江苏省中药资源产业化过程协同创新中心,江苏 南京 210023)

摘要:目的 研究加味开心散对多因素神经损伤痴呆小鼠学习记忆能力的影响及作用机制。方法 利用多因素神经损伤构

建痴呆小鼠模型,给以加味开心散水提物与水醇共提物,以石杉碱甲(0.05mg/kg)作为阳性对照药物,连续灌胃10d;采用

Morris水迷宫与主动避暗实验等行为学实验,评价加味开心散对多因素神经损伤痴呆小鼠学习记忆能力的影响。同时测定

受试小鼠大脑皮层中胆碱酯酶(ChE)、超氧化物歧化酶(SOD)活力,神经生长因子(NGF)及其前体蛋白表达水平,探索其作用

机制。结果 行为学测试结果显示加味开心散可明显缩短小鼠 Morris水迷宫定位导航潜伏期,增加空间探索中穿越平台次

数,减少上台前游泳距离;降低主动回避实验中明暗箱穿梭错误次数。降低ChE活性,提高NGF的表达水平。水醇共提物效

果优于水提物。结论 加味开心散可明显增强多因素神经损伤痴呆小鼠的学习记忆能力,其作用的机制可能与抑制乙酰胆

碱降解,提升神经因子表达有关。

关键词:加味开心散;多因素神经损伤痴呆小鼠模型;学习记忆

中图号:R285.5 文献标志码:A 文章编号:1672 0482(2017)01 0044 05
DOI:10.14148/j.issn.1672􀆼0482.2016.0044

ResearchofJiaweiKaixinSanonImprovingLearningandMemoryAbilitiesofMultipleNeuronalDamageInducedDementiaMice
SHIYi􀆼wei CHENYun LIUMeng􀆼qiu LIUPei SUShu􀆼lan DUANJin􀆼ao QIANDa􀆼wei* ZHUYue*

 SchoolofPharmacy KeyLaboratoryforModernResearchofTraditionalChineseMedicineofJiangsu JiangsuKeyLa-
boratoryforHighTechnologyResearchofTCMFormulae NationandLocalUnionProjectResearchCenterofChineseMe-
dicinalResourcesIndustrializationandInnovativeDrugfromTCMFormulaeandJiangsuCollaborativeInnovationCenter
ofChineseMedicinalResourcesIndustrialization NanjingUniversityofChineseMedicine Nanjing 210023 China 
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  阿尔茨海默症(Alzheimer'sdisease,AD),又称

老年痴呆症,在老龄化疾病中,发病率与死亡率日渐

增高。临床早期最显著的症状为记忆力受损、掌握

运用新知识与社交能力下降等认知障碍,并伴随有
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抑郁、情感淡漠或焦躁不安、注意力涣散等精神障

碍[1]。发病机制可归结为因衰老所致脑内损伤因

素,如氧化损伤、铁中毒、铝中毒导致胆碱能神经系

统损害,产生意识障碍[2]。目前,阿尔茨海默症尚无

法彻底根治,有效的前期预防,或延缓疾病进程,显
得尤其重要。临床药物主要有胆碱酯酶抑制剂、谷
氨酸受体阻断剂、自由基清除剂、抗氧剂、雌激素等。
这些药物均有较为严重的副作用,限制了其临床应

用。
加味开心散由人参、远志、石菖蒲、茯苓、郁金、

麦冬、五味子、栀子、银杏叶提取物等组成,在古代治

疗“好忘”的高频率应用方剂“开心散”与“生脉散”的
基础上合方加味形成用治老年痴呆症的实验方

剂[3]。因此,我们拟建立多因素神经损伤小鼠痴呆

模型,从行为学与生化指标评价加味开心散对动物

学习记忆能力的影响,比较不同提取方法获得提取

物的效用差异,为进一步探索功效物质基础与新药

开发提供方向。

1 材料

1.1 实验动物

健康SPF级昆明小鼠,雄性,体质量(35±5)g,
购自上海西普尔􀆼必凯实验动物有限公司,许可证

号:SCXK(沪)2016􀆼0016。

1.2 实验药物

人 参 (Panax ginseng C.A.Mey.,批 号:

140927)、远志(Polygalatenuifolia Willd.,批号:

141220)、石菖蒲(AcorustatarinowiiSchott,批号:

140908)、茯苓(Poriacocos (Schw.)Wolf,批 号:

150414)、麦冬(Ophiopogonjaponicus(L.f)Ker􀆼
Gawl.,批号:150422)、五味子(Schisandrachinen-
sis(Turcz.)Baill.)、郁金(CurcumawenyujinY.H.
ChEnetC.Ling,批 号:150418)、栀 子(Gardenia
jasminoidesEllis,批号:150412)购自苏州市天灵中

药饮片有限公司,经南京中医药大学中药鉴定教研

室严辉副教授鉴定。银杏叶提取物购自邳州金龙化

工有限公司。

1.3 实验试剂

无水 氯 化 铝 (D1503115),七 水 合 硫 酸 亚 铁

(E1508057),D􀆼半 乳 糖(GJ01JBOH),东 莨 菪 碱

(P1096858),石杉碱甲(F1517037),均购自阿拉丁

试 剂 有 限 公 司。小 鼠 胆 碱 酯 酶 (ChE)试 剂 盒

(A023)、超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒(A001􀆼3),
均购自南京建成生物工程研究所。BCA试剂盒购

自ThermalFischer公司。NGF抗体(H􀆼20)购自

SantaCrutz公 司。α􀆼tubulin抗 体(T9026)购 自

Sigma􀆼Aldrich公司。Bradford试剂盒(T9310A)购
自 TAKARA 公 司。ECL 化 学 发 光 试 剂 盒 购 自

Promega公司。其余试剂均购自Sigma􀆼Aldrich公

司。

1.4 实验仪器

Morris水迷宫视频跟踪分析系统与主动避暗

分析系统购自上海吉量软件科技有限公司。蛋白印

迹分析系统购自Bio􀆼RAD公司。酶标仪(Inspire)
购自PerkinElmer公司。

2 方法

2.1 药物制备

加味开心散药材提取物的制备:分别取适量人

参、远志、石菖蒲、茯苓、郁金、麦冬、五味子、栀子药

材,加入8倍量纯水,浸泡1h,同时提取挥发油,回
流提取2h,滤过。再加入6倍量纯水,继续回流提

取2h,滤过,合并2次滤液。将滤液浓缩至密度为

每1mL含1.8g生药的浸膏,动物给药前将浸膏加

入银杏叶提取物与挥发油,混悬均匀制成加味开心

散水提物(JK􀆼W)。水提后药渣用70%乙醇重复上

述操作继续提取2次,合并水提液与醇提液,浓缩至

密度为每1mL含1.8g生药的浸膏。动物给药前

将浸膏加入银杏叶提取物,混悬均匀制得加味开心

散水醇共提物(JK􀆼WE)。两种均利用高效液相串

联阵列二极管检测器(HPLC􀆼DAD),选择方中药材

具有活神经活性的指标性成分,参照2015版《中国

药典》与《香港中药材标准》(第五册)相关标准[4􀆼5]建

立了含量测定方法与提取物质控标准。其中,JK􀆼W
含京尼平苷2.381mg/g,远志口山酮0.835mg/g,

3,6􀆼二芥子酰基蔗糖酯0.877mg/g,五味子醇甲

0.306mg/g,β􀆼细辛醚0.319mg/g,α􀆼细辛醚0.022
mg/g;JK􀆼WE含京尼平苷3.597mg/g,远志口山酮

1.004mg/g,3,6'􀆼二芥子酰基蔗糖酯1.240mg/g,五
味子醇甲0.426mg/g,β􀆼细辛醚0.319mg/g,α􀆼细辛

醚0.022mg/g。

2.2 小鼠多因素损伤痴呆模型建立与给药

取健康雄性昆明小鼠70只,适应性饲养5d
后,随机分为7组,每组10只。分为空白组、模型

组、阳性组、JK􀆼W 低剂量组、JK􀆼W 高剂量组、JK􀆼
WE低剂量组、JK􀆼WE高剂量组。除空白组外,其
余 各 组 小 鼠 每 日 灌 胃 和 腹 腔 注 射 无 水 氯 化 铝

(AlCl3,3.3mg/kg)、七水合硫酸亚铁(FeSO4·7H2
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O,50mg/kg)、D􀆼半乳糖(D􀆼gal,120mg/kg)、东莨

菪碱(SCOP,0.33mg/kg),空白组给予常规饮水和

饲料,连续4周[6]。实验动物用相同饲料喂养,所使

用的器皿均为非铝制品。造模4周后,空白组和模

型组小鼠每天灌胃0.9%的生理盐水,阳性组给予石

杉碱甲(0.05mg/kg),加味开心散各给药低剂量组

为6g/kg、银杏叶提取物13.3mg/kg,高剂量组为

18g/kg、银杏叶提取物40mg/kg。给药10d。

2.3 行为学测试

给药3d后,进行连续6d的 Morris水迷宫实

验,测试其空间记忆能力。水温控制在(20±1)℃,
水深30cm,水面高出站台0.5cm。将小鼠背对站

台放入水池,自由游泳60s。60s内若小鼠找不到

平台,引导其找到平台,并保持10s。小鼠每天从4
个不同象限入水训练,保持平台和周围物体位置固

定不变,连续训练4d。第5天进行定向航行试验,
时间设定为90s,未找到平台者按90s算。第6天

进行空间探索试验,撤除站台,时间设定为90s,拍
摄记录小鼠游泳轨迹全过程。以各组小鼠潜伏期、
上台前路程、站台穿越次数等作为衡量学习与记忆

指标成绩。每项测试进行2次,取平均值作为成绩。
水迷宫试验结束24h后,进行明暗箱实验,以

光作为条件刺激,以电(50Hz,36V,1s)作为非条

件刺激,以小鼠潜伏期、错误次数和穿梭次数为指标

来衡量小鼠学习与记忆能力。

2.4 小鼠大脑皮层ChE、SOD活力测定

行为学测试结束后,处死小鼠,解剖获得大脑,
分取完整皮层,液氮迅速冷冻,粉碎。称取相应质量

的组织,制备匀浆,按照ChE与SOD试剂盒所列步

骤,测定ChE与SOD活力。

2.5 Westernblot检测NGF及其前体蛋白的表达

取解剖所得小鼠大脑皮层,加入组织裂解液(10
mmol/LHEPES,pH7.5,1mol/LNaCl,1mmol/L

EDTA,1mmol/LEGTA,0.5% TritonX􀆼100,5
mmol/LbenzamidineHCl,10mol/Laprotinin,10
mol/Lleupeptin)裂解并抽提总蛋白。利用Brad-
ford试剂盒测定蛋白浓度后,取总蛋白60mg上

样,利用15%SDS􀆼PAGE电泳分离后,转至PVDF
膜(4℃,40min)。0.5%BSA室温封闭2h后,分别

用NGF抗体(1∶2000)与α􀆼tubulin抗体(1∶
10000)4℃孵育过夜。再与 HRP偶联第二抗体(1
∶5000)室温孵育1h后,ECL化学发光显色,凝胶

成像检测,利用ImageJ软件分析条带的光度值,以

α􀆼tubulin作为样品内参。

2.6 统计学分析

采用SPSS19.0进行统计分析,采用单因素方

差分析(One􀆼wayANOVA)分析,结果以􀭺x±s表

示,以P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 加味开心散提取物对多因素神经损伤痴呆小

鼠学习与记忆行为的影响

多因素神经损伤造模4周后,小鼠出现食欲不

振、精神萎靡、毛皮失去弹性与光泽等现象。给药

10d后,Morris水迷宫行为学测试显示,与正常组

小鼠比较,模型组小鼠潜伏期与上台路程显著高于

正常组(P<0.05~0.01),站台穿越次数明显少于正

常组(P<0.05);主动回避实验显示模型小鼠穿梭

次数、错误次数较正常组显著增加(P<0.01)。说

明多因素神经损伤造成了小鼠记忆与学习能力下

降。给予加味开心散提取物后,与模型组比较,小鼠

潜伏期与上台路程均明显降低(P<0.05~0.01),站
台穿越次数显著提升(P<0.05~0.01),说明加味开

心散可以显著改善损伤小鼠的学习和记忆能力。2
种提取物中,以JK􀆼WE高剂量组效果为好(P<
0.01)。各组行为学指标比较见表1~2。

表1 加味开心散对多因素神经损伤痴呆小鼠 Morris水迷宫行为学的影响(􀭺x±s,n=10)

组别 剂量/(g·kg-1) 潜伏期/s 站台穿越次数 上台前路程/m
正常组 - 43.99±7.62 1.35±0.27 5.54±0.72
模型组 - 60.56±7.27△ 0.85±0.24△ 10.24±0.95△△

石杉碱甲组 5×10-5 34.93±7.15** 2.05±0.50** 7.81±0.76*

JK􀆼W组 6 40.76±8.18* 1.30±0.26* 7.13±1.11*

18 54.87±4.64 1.20±0.42* 7.69±0.76*

JK􀆼WE组 6 46.28±1.32* 1.85±0.34** 5.85±0.69**

18 26.39±3.24** 2.15±0.24** 2.40±0.65**

           注:与正常组比较,△P<0.05,△△P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。
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表2 加味开心散对多因素神经损伤痴呆小鼠主动回避行为学的影响(􀭺x±s,n=10)

组别 剂量/(g·kg-1) 潜伏期/s 穿梭次数 错误次数

正常组 - 55.58±3.36 5.38±0.85 2.54±0.19
模型组 - 12.17±1.41△△ 14.00±1.41△△ 6.67±0.47△△

石杉碱甲组 5×10-5 43.27±1.61* 8.06±1.50* 3.78±0.84*

JK􀆼W组 6 28.23±4.40* 10.76±0.63* 5.19±0.38
18 43.44±4.05* 9.94±1.98* 4.83±0.71*

JK􀆼WE组 6 65.17±5.19** 7.76±1.71* 3.76±0.67*

18 71.07±4.07** 6.38±1.58** 3.10±0.33**

           注:与正常组比较,△△P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

3.2 加味开心散提取物对多因素神经损伤痴呆小

鼠大脑皮层ChE与SOD活力的影响

模型组小鼠大脑皮层ChE活力明显高于正常

组,SOD活力明显低于正常组(P<0.05)。阳性药

石杉碱甲可显著降低ChE活力(P<0.01)。加味开

心散提取物中,JK􀆼WE高剂量组显著降低ChE活力

(P<0.01)。JK􀆼W 高剂量组可提高SOD活力。提

示水提物与水醇共提物的作用靶点各有侧重。结果

见图1~2。

图1 加味开心散对多因素神经损伤痴呆小鼠大脑皮层

ChE活力的影响(􀭺x±s,n=10)

图2 加味开心散对多因素神经损伤痴呆小鼠大脑皮层

SOD活力的影响(􀭺x±s,n=10)

3.3 加味开心散提取物对多因素损伤痴呆小鼠大

脑皮层NGF及其前体表达的影响

模型组小鼠proNGF表达较正常组升高,而

mNGF表达下降(P<0.05)。此趋势可被石杉碱甲

给药逆转。与模型组相比,JK􀆼WE提取物可显著下

调proNGF表达而上调mNGF表达(P<0.05)。计

算成熟体与前体蛋白的表达比值,可以发现,多因素

神经损伤可阻碍proNGF转变为NGF,此趋势可被

石杉碱甲与JK􀆼WE提取物逆转,提示加味开心散可

影响NGF的合成过程。结果见图3。

图3 加味开心散对NGF合成的影响(􀭺x±s,n=10)

4 讨论

AD是一种多因素复杂性疾病,其具体机理尚未

完全得到揭示。本研究综合应用东莨菪碱阻断胆碱

受体、D􀆼半乳糖致脑老化、铝和铁损伤等多种造模方

式,模拟AD乙酰胆碱分泌不足、神经元氧化损伤、
金属摄入损伤等病理环节,避免了单一损伤造模的

偏颇。行为学测评上采用水迷宫实验与主动回避实

验,可全面评价动物空间学习记忆能力与非陈述性
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记忆能力。先进行水迷宫实验,后进行主动回避实

验,可将主动回避实验电击干扰动物学习记忆成绩

的可能降至最低程度。
抗神经氧化损伤与抑制ChE活性是开发AD治

疗药物的常用评价指标。近年研究证实,提升神经

生长因子水平也是AD治疗药物开发的重要评价指

标。AD患者脑内神经生长因子合成受阻,水平下

降,神经生长因子前体蛋白表达增加,引发神经凋

亡,妨碍胆碱能神经健康生长[7]。前期研究发现,开
心散可以显著提升神经生长因子及其相关受体的表

达[8􀆼10]。加味开心散亦具有较好的作用,结合其抗氧

化以及抑制ChE活性能力,充分体现了复方多环

节、多靶点综合效用特点。同时,受试动物海马区上

述指标检测的变化趋势与皮层检测结果一致。
中医典籍描述的“痴呆”“好忘”,与 AD极为相

似。中医与神志有关的疾病,多从“心”论治。AD病

位在脑,也与五脏之首的心密切相关。中医认为,
“心者,君主之官,神明出焉”“脑为元神之府”,心脑

相关,共主神明[7]。老年痴呆患者多由年老体弱,导
致心气虚损,痰浊上阻,日久化瘀,清窍被蒙,渐致智

力不复,神志不宁。加味开心散在开心散(人参、远
志、石菖蒲、茯苓)与生脉散(人参、麦冬、五味子)基
础上加味形成,取开心散补益心气,逐痰开窍,益智

安神之功;采生脉散益气生津,敛阴止汗之长;辅以

郁金、银 杏 叶 化 瘀 通 脉,活 血 醒 脑;栀 子 泻 火 除

烦[3,11]。诸药相协,能奏益气养阴,化痰祛瘀,益智

安神之功。
加味开心散传统以汤剂形式给药,但方中郁金

中的姜黄素,五味子中的五味子甲素与五味子乙素,
银杏叶中黄酮类成分等对神经系统具有显著活性的

效用成分,均为脂溶性成分。比较水提物与水提醇

提混合物效用后发现,水提醇提混合物较水提物在

行为学评测、抑制ChE活性与神经生长因子表达方

面效用更强。但SOD活力,水提醇提混合物效用不

及水提物,提示水提物与醇提物成分在此指标方面

可能存在拮抗。我们将继续优化全方的提取方式,
尤其是提取溶剂的水醇比例,来加以改善。此外,我
们将方中的银杏叶药材替换为银杏叶标准提取物进

行研究。该提取物是 AD患者常用推荐用药,且其

质控标准为现行2015版《中国药典》收载,将为加味

开心散后续的新药开发提供便利。
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