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[摘要] 目的：探讨滋肾醒脑汤对APP/PS1小鼠小胶质细胞焦亡及认知功能的影响。方法：将50只APP/PS1小

鼠随机分为模型组、滋肾醒脑汤低剂量组、滋肾醒脑汤中剂量组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组，每组10

只。另取10只C57BL/6J小鼠为正常组。各组分别灌胃给予相应药物。采用水迷宫行为学评定各组小鼠学习及记

忆能力；苏木精-伊红（HE）染色观察小鼠脑组织形态；尼氏染色观察小鼠神经元损伤；透射电镜观察小胶质细

胞形态；免疫组化分析海马及皮层茁-淀粉样蛋白1~42（A茁1~42）沉积情况；蛋白免疫印记法（Western blotting）法

检测各组海马中Toll样受体4（TLR4）、核因子资B（NF-资B）、核苷酸结合寡聚结构域样受体蛋白3（NLRP3）和

胱天蛋白酶-1（Caspase-1）蛋白表达情况。结果：模型组、滋肾醒脑汤低剂量组、滋肾醒脑汤中剂量组、滋肾醒

脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠逃避潜伏期均长于正常组（ <0.01或 <0.05）；滋肾醒脑汤低剂量组、滋肾醒脑

汤中剂量组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠逃避潜伏期均短于模型组（ 约0.05）。模型组小鼠平台象限

滞留时间短于正常组（ 约0.05），且跨越平台次数少于正常组（ 约0.05）；滋肾醒脑汤低剂量组、滋肾醒脑汤中剂量

组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠平台象限滞留时间均长于模型组（ 约0.05或 约0.01）；滋肾醒脑汤中

剂量组及多奈哌齐组小鼠穿越平台次数多于模型组（ 约0.01）。HE染色显示正常组小鼠海马区CA1区神经元排

列整齐，形态正常；模型组小鼠海马区CA1区神经元结构不完整，受损的神经元数量增多；滋肾醒脑汤低剂量

组、滋肾醒脑汤中剂量组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠海马区CA1区小鼠神经元结构、数量及形态

均有所改善，仅有少数神经元核空泡丢失，偶见异质细胞。尼氏染色显示正常组小鼠神经元内尼氏体分布均匀，

细胞形态规则、排列紧密；模型组小鼠神经元存活数量少、排列稀疏，神经元明显肿胀且胞内尼氏体分布稀疏；

滋肾醒脑汤低剂量组、滋肾醒脑汤中剂量组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠海马组织中的损伤神经元

显著减少，神经元数量、形态及结构均明显改善。免疫组化染色显示正常组小鼠海马CA1区、皮质区神经元形态

规则；模型组较正常组细胞形态异常，神经元周围存在明显的深褐色A茁1~42蛋白沉积；滋肾醒脑汤低剂量组、滋

肾醒脑汤中剂量组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠A茁1~42蛋白沉积明显改善，细胞受损情况明显改善。

透射电镜下正常组小鼠海马小胶质细胞形态结构正常；模型组小鼠海马神经元明显变性坏死，可见大量呈空泡

状的焦亡小体；滋肾醒脑汤低剂量组、滋肾醒脑汤中剂量组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠神经元皱

缩情况明显改善，胞膜较为完整。模型组小鼠海马组织TLR4、NF-资B、NLRP3及Caspase-1蛋白相对表达量高于

正常组（ <0.01）；滋肾醒脑汤低剂量组、滋肾醒脑汤中剂量组、滋肾醒脑汤高剂量组及多奈哌齐组小鼠海马组

织TLR4、NF-资B、NLRP3及Caspase-1蛋白相对表达量均低于模型组（ <0.01）。结论：滋肾醒脑汤可能通过抑制

TLR4/NF-资B/NLRP3信号通路活性，降低TLR4、NF-资B、NLRP3及Caspase-1的表达，抑制APP/PS1小鼠小胶质细

胞焦亡，减少A茁1~42沉积，发挥神经保护作用，改善认知功能。
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Zishen Xingnao Decoction（滋肾醒脑汤）Improves Cognitive Function by

Inhibiting Microglial Pyroptosis in APP/PS1 Mice through TLR4/NF-κB/

NLRP3 Signaling Pathway

[Abstract] Objective: To investigate the effects of Zishen Xingnao decoction (ZSXND) on microglial pyroptosis

and cognitive function in APP/PS1 mice. Method: Totally 50 APP/PS1 mice were randomly divided into model

group, ZSXND low-dose group, ZSXND medium-dose group, ZSXND high-dose group, and donepezil group,

10 mice in each group, and 10 C57BL/6J mice were selected as the normal group. Drugs were administered

via gavage. Learning and memory abilities were assessed using the Morris water maze test. Hematoxylin-eosin

(HE) staining was used to observe neuronal morphology and Nissl staining was employed to evaluate neuronal

damage. Transmission electron microscopy (TEM) was used to observe microglial ultrastructure. Immunohistochemistry

was used to analyze A茁1~42 deposition in the hippocampus and cortex. Western blotting quantified hippocampal

protein levels of toll-like receptor 4 (TLR4), nuclear factor 资B (NF-资B), NOD-like receptor protein3 (NLRP3)

and Caspase-1. Results: Model group, ZSXND low-dose group, ZSXND medium-dose group, ZSXND high-dose

group, and donepezil group showed longer escape latency than normal group (P<0.01 or P<0.05). ZSXND low-

dose group, ZSXND medium-dose group, ZSXND high-dose group, and donepezil group exhibited shorter escape

latency than model group (P<0.05). The model group showed reduced platform quadrant retention time than

normal group (P<0.05) and model group showed fewer platform crossings than normal group (P<0.05). ZSXND

low-dose group, ZSXND medium-dose group, ZSXND high-dose group, and donepezil group showed longer

platform retention time than model group (P<0.05 or P<0.01). ZSXND medium-dose group and donepezil group

showed increased platform crossings than model group (P<0.01). HE staining showed that the neurons in the

CA1 region of the hippocampus were arranged neatly and had normal morphology in normal group. There were

disorganized and damaged neurons in the hippocampal CA1 region of the model group, whereas ZSXND low-dose

group, ZSXND medium-dose group, ZSXND high-dose group, and donepezil group showed improved neuronal

structure, count, and morphology, with only minimal nuclear vacuolization and occasional heterochromatin. Nissl

staining showed that Nissl bodies were evenly distributed in neurons in normal group, with regular cell morphology

and tight arrangement. There were significantly reduced Nissl bodies, sparse arrangement, and cellular swelling

in model group neurons. These damages were markedly ameliorated in ZSXND low-dose group, ZSXND medium-

dose group, ZSXND high -dose group, and donepezil group. Immunohistochemical staining showed regular

morphology of neurons in the hippocampal CA1 and cortical regions in normal group. There were prominent

brownish A茁1~42 deposits surrounding neurons with abnormal morphology in model group. A茁1~42 deposition and

neuronal damage were significantly reduced in ZSXND low-dose group, ZSXND medium-dose group, ZSXND

high -dose group, and donepezil group. According to TEM, the morphology and structure of hippocampal

microglia were normal in normal group. There were degenerated neurons and numerous vacuolated pyroptotic

bodies in model group, while ZSXND low-dose group, ZSXND medium-dose group, ZSXND high-dose group,

and donepezil group showed improved cell shrinkage and relatively intact cell membranes. Model group showed

higher TLR4, NF-资B, NLRP3, and Caspase-1 expression in hippocampal than normal group (P<0.01). ZSXND

low-dose group, ZSXND medium-dose group, ZSXND high-dose group, and donepezil group showed lower TLR4,

NF-资B, NLRP3, and Caspase-1 expression in hippocampal than model group (P<0.01). Conclusion: Zishen

Xingnao decoction may exert neuroprotective effects and improve cognitive function by inhibiting the TLR4/NF-

资B/NLRP3 signaling pathway, reducing the expression of TLR4, NF-资B, NLRP3, and Caspase-1, inhibiting

microglial pyroptosis, and mitigating A茁1~42 deposition.

[Keywords] Alzheimer disease; Zishen Xingnao decoction; TLR4/NF-资B/NLRP3 signaling pathway; microglia;

cell pyroptosis; cognitive function; mouse
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阿 尔 茨 海 默 病 （ Azheimer's disease， AD） 是 一 种 常 见 的 神

经 系 统 退 行 性 疾 病 ， 起 病 隐 匿 ， 呈 进 行 性 发 展 。 患 者 一 般 表 现

为 记 忆 力 下 降 、 认 知 功 能 障 碍 及 日 常 生 活 能 力 减 退 。 根 据 流

行 病 学 预 测 ， 未 来 我 国 AD 患 者 将 持 续 增 长 ， 2050 年 全 国 AD 患

者 人 数 将 超 过 3 000 万 [1]。 80 岁 以 上 患 者 比 例 将 接 近 50% ， 成 为

我 国 痴 呆 患 者 的 主 要 人 群 [1]。 同 时 ， AD 具 有 年 龄 相 关 性 ， 严 重

影 响 老 年 人 的 生 活 质 量 ， 给 家 庭 和 社 会 带 来 沉 重 的 负 担 。 AD

的 机 制 复 杂 ， 个 体 差 异 性 大 ， 治 疗 局 限 性 显 著 ， 因 此 关 于 AD 发

病 机 制 研 究 和 药 物 研 发 刻 不 容 缓 。 研 究 表 明 ， 细 胞 焦 亡 及 神

经 炎 症 在 AD进 展 中 扮 演 重 要 角 色 [2-3]。 抑 制 中 枢 Toll 样 受 体 4

（ toll-like receptor 4 ， TLR4） / 核 因 子 资B （ nuclear factor 资B ，

NF-资B） / 核 苷 酸 结 合 寡 聚 结 构 域 样 受 体 蛋 白 3（ NOD-like

receptor protein3 ， NLRP3） 炎 症 通 路 过 度 活 化 ， 可 减 轻 中 枢 神

经 炎 症 反 应 ， 改 善 APP/PS1 小 鼠 的 认 知 障 碍 [4] 。 小 胶 质 细 胞

可 通 过 NLRP-3/ 胱 天 蛋 白 酶 -1（ cysteinyl aspartate specific

proteinase-1 ， Caspase-1） /消 皮 素 D（ Gasdermin D， GSDMD） 信

号 轴 介 导 的 经 典 途 径 焦 亡 ， 释 放 大 量 炎 症 因 子 进 而 促 进 其 周

边 小 胶 质 细 胞 迅 速 、 大 量 、 持 续 地 炎 症 活 化 进 而 导 致 脑 组 织

损 伤 [5]。 因 此 ， 调 控 TLR4/NF-资B/NLRP3 信 号 通 路 是 干 预 神 经

炎 症 因 子 分 泌 及 小 胶 质 细 胞 焦 亡 的 有 效 方 法 。

中 医 药 治 疗 AD 优 势 突 出 。 本 课 题 组 基 于 “ 肾 脑 同 治 ” 原

则 ， 针 对 AD“ 肾 虚 痰 瘀 ” 病 机 ， 提 出 “ 滋 肾 活 血 化 痰 ” 治 法 理 论 ，

拟 定 具 有 益 肾 生 髓 、 清 化 痰 浊 、 祛 瘀 通 窍 功 效 的 滋 肾 醒 脑 汤 ，

临 床 效 果 颇 佳 。 课 题 组 前 期 研 究 发 现 ， 滋 肾 醒 脑 汤 可 显 著 改

善 AD 大 鼠 的 学 习 和 记 忆 能 力 ， 抑 制 神 经 元 凋 亡 ， 从 而 改 善

AD 大 鼠 的 神 经 功 能 [6]， 但 神 经 恢 复 功 能 是 否 通 过 调 控 细 胞 焦

亡 途 径 尚 未 可 知 。 因 此 ， 本 研 究 基 于 TLR4/NF-资B/NLRP3 信 号

通 路 ， 探 究 滋 肾 醒 脑 汤 对 APP/PS1 小 鼠 小 胶 质 细 胞 焦 亡 及 认

知 功 能 的 影 响 。

1 材 料

1.1 药物 滋 肾 醒 脑 汤 （ 生 地 黄 24 g， 熟 地 黄 24 g， 山 萸 肉 12 g，

法 半 夏 9 g ， 陈 皮 10 g， 石 菖 蒲 15 g ， 益 智 仁 10 g ， 川 芎 12 g ， 丹 参

20 g， 当 归 10 g， 茯 苓 20 g ， 红 景 天 20 g， 竹 沥 10 g ， 地 龙 10 g） 药

材 购 于 湖 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 ， 经 张 裕 民 主 任 中 药 师

鉴 定 符 合 2020 年 版 《 中 华 人 民 共 和 国 药 典 》 的 规 定 。 于 湖 南 中

医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 制 剂 室 ， 采 用 熬 制 法 制 备 中 药 液 。 将

中 药 材 饮 片 放 入 蒸 馏 水 中 浸 渍 30 min， 一 煎 加 水 500 mL， 煎 取

200 mL， 二 煎 加 水 300 mL， 煎 取 150 mL。 合 并 两 次 水 煎 液 ， 文

火 煎 ， 用 旋 转 蒸 发 仪 浓 缩 至 生 药 质 量 浓 度 为 1.339 g/mL， 放 入

4 益冰 箱 备 用 。 盐 酸 多 奈 哌 齐 片 [卫 材 （ 中 国 ） 药 业 有 限 公 司 ， 批

号 ： 2203026]。

1.2 实验动物 SPF级 APP/PS1 小 鼠 50 只 ， 6 个 月 龄 ， 同 月 龄 同

背 景 野 生 型 C57BL/6J 小 鼠 10 只 ， 体 质 量 （ 29.18依7.41） g ， 购 于

杭 州 子 源 实 验 动 物 科 技 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCK（ 浙 ）

2019-0004。 动 物 质 量 合 格 证 编 号 ： 20230418Abbz0105000271。

小 鼠 饲 养 于 湖 南 中 医 药 大 学 动 物 中 心 实 验 室 ， 温 度 （ 22依3） 益 ，

湿 度 （ 60依5） % ， 自 由 进 食 进 水 ， 12 h 明 暗 交 替 ， 适 应 性 喂 养 1 周

后 实 验 。 本 实 验 获 得 湖 南 中 医 药 大 学 动 物 中 心 实 验 室 批 准

[SYSK（ 湘 ） 2020-0010]， 实 验 操 作 严 格 遵 守 《 实 验 动 物 管 理 条

例 》 相 关 规 定 进 行 ， 遵 循 3R 原 则 。 本 实 验 已 通 过 湖 南 中 医 药 大

学 第 一 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 （ ZYFY20231116-131） 。

1.3 试剂 蛋 白 酶 抑 制 剂 （ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，

批 号 ： 1030） ； RIPA 裂 解 液 （ 批 号 ： P0005） 、 磷 酸 化 蛋 白 酶 抑 制

剂 （ 批 号 ： P0007） 均 购 自 武 汉 市 皮 诺 飞 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 山

羊 抗 兔 IgG（ H+L） （ 批 号 ： G1213） 、 山 羊 抗 鼠 IgG（ H+L） （ 批 号 ：

G1214） 、 BCA蛋 白 定 量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： G2026） 均 购 自 武 汉

赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ； NF-资B 抗 体 （ 批 号 ： 10745-1-AP） 、

Caspase-1 抗 体 （ 批 号 ： 22915-1-AP） 、 TLR4 抗 体 （ 批 号 ： 66350-

1-Ig） 均 购 自 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 兔 抗 NLRP3 抗 体

（ 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： bs-10021R） 。

1.4 主要仪器 ZS-Morris型 水 迷 宫 视 频 分 析 系 统 （ 北 京 众 实

迪 创 科 技 发 展 有 限 责 任 公 司 ） ； JXFSTPRP-48 型 高 速 组 织 研

磨 仪 （ 上 海 净 信 实 业 发 展 有 限 公 司 ） ； TGL-16 型 高 速 离 心 机

（ 江 苏 科 析 仪 器 有 限 公 司 ） ； CF1524R型 台 式 冷 冻 离 心 机 （ 美 国

赛 洛 捷 克 ） ； JT-12S型 脱 水 机 （ 武 汉 俊 杰 电 子 有 限 公 司 ） ； BMJ-A

型 包 埋 机 （ 常 州 市 中 威 电 子 仪 器 有 限 公 司 ） ； RM2016 型 病 理

切 片 机 （ 上 海 徕 卡 仪 器 有 限 公 司 ） ； HT7800 型 透 射 电 子 显 微 镜

（ 日 本 Hitachi 公 司 ） ； PHS-3C 型 精 密 pH 计 （ 上 海 雷 磁 仪 器 有 限

公 司 ） ； SMR60047 型 酶 标 仪 （ 武 汉 优 尔 生 生 命 科 学 装 备 有 限

公 司 ） ； E100 型 正 置 光 学 显 微 镜 （ 日 本 尼 康 公 司 ） ； DS-S100 型

数 显 钟 摆 摇 床 （ 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ） ； DYY-6C型 电 泳

仪 、 DYCZ-40D 型 转 膜 仪 （ 北 京 六 一 生 物 科 技 有 限 公 司 ） ；

AX-域 型 暗 匣 （ 广 东 粤 华 医 疗 器 械 厂 有 限 公 司 ） 。

2 方 法

2.1 动物分组及给药 将 50 只 APP/PS1 小 鼠 随 机 分 为 模 型

组 、 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤

高 剂 量 组 、 多 奈 哌 齐 组 ， 每 组 10 只 。 10 只 C57BL/6J 小 鼠 为 正 常

组 。 适 应 性 喂 养 7 d 后 开 始 灌 胃 ， 1 次 /d 。 按 70 kg 成 人 与 动 物 体

质 量 药 量 折 算 表 换 算 。 小 鼠 剂 量 = 成 人 每 日 剂 量 伊 小 鼠 体 质 量

与 体 表 面 积 比 值 / 人 体 质 量 与 体 表 面 积 比 值 。 正 常 组 与 模 型

组 小 鼠 灌 胃 蒸 馏 水 （ 0.2 mL/10 g） 。 滋 肾 醒 脑 汤 成 人 每 日 服 用

量 为 206 g（ 按 生 药 计 算 ） ， 滋 肾 醒 脑 汤 低 、 中 、 高 剂 量 组 小 鼠 灌

胃 剂 量 分 别 为 13.39、 26.78、 40.17g/（ kg· d） ， 相 当 于 成 人 口 服 剂

量 的 0.5、 1.0、 2.0 倍 。 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 予 多 奈 哌 齐 灌 胃 [0.65 mg/

（ kg· d） ]。 各 组 连 续 灌 胃 35 d。 灌 胃 结 束 后 进 行 水 迷 宫 实 验 ， 观

察 小 鼠 行 为 学 变 化 ， 末 次 灌 胃 24 h 后 取 材 。

2.2 观察指标

2.2.1 一 般 情 况 每 天 观 察 并 记 录 小 鼠 一 般 状 况 ， 包 括 运 动 、

反 应 能 力 、 皮 肤 、 毛 发 、 精 神 状 态 。

2.2.2 行 为 学 观 察 采 用 Morris 水 迷 宫 系 统 观 察 小 鼠 行 为 学

变 化 ， 评 价 其 空 间 学 习 、 记 忆 能 力 。 选 取 逃 避 潜 伏 期 、 跨 台 次

数 及 原 平 台 所 在 区 域 游 行 时 间 进 行 比 较 分 析 。 水 迷 宫 实 验 分

为 定 位 航 行 和 空 间 探 索 两 部 分 。

2.2.2.1 定 位 航 行 实 验 检 测 小 鼠 的 空 间 学 习 能 力 ， 持 续 5 d。

将 平 台 置 于 第 四 象 限 ， 把 清 水 注 入 迷 宫 并 使 水 位 超 出 平 台 高

度 2耀3 cm 后 ， 将 二 氧 化 钛 混 合 入 水 中 ， 搅 混 至 水 变 成 乳 白 色 。

将 小 鼠 爬 上 平 台 的 时 间 设 为 90 s ， 从 各 象 限 边 缘 中 点 置 入 水

中 。 小 鼠 头 朝 池 壁 边 缘 放 入 水 中 ， 采 集 记 录 各 组 航 行 轨 迹 及

寻 找 隐 匿 平 台 时 间 。 当 90 s 内 小 鼠 未 能 找 到 平 台 ， 人 为 引 导 小

鼠 至 平 台 上 ， 且 保 存 停 留 15 s 后 将 其 取 出 ， 逃 避 潜 伏 期 记 为
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90 s。 每 只 小 鼠 每 日 各 象 限 训 练 1 次 ， 取 第 5 天 的 4 次 潜 伏 期 总

和 均 值 作 为 小 鼠 成 绩 。

2.2.2.2 空 间 探 索 实 验 检 测 小 鼠 的 空 间 记 忆 能 力 ， 持 续 1 d。

小 鼠 第 5 天 完 成 定 位 航 行 实 验 后 ， 于 第 6 天 撤 走 平 台 。 依 次 将

各 组 小 鼠 分 别 从 原 平 台 所 在 对 侧 象 限 放 入 水 中 ， 记 录 90 s 内

小 鼠 逃 逸 潜 伏 期 、 穿 越 平 台 次 数 、 每 个 象 限 内 花 费 的 时 间 、 小

鼠 的 游 泳 速 度 、 运 动 轨 迹 及 原 平 台 所 在 区 域 游 行 时 间 等 参

数 ， 以 考 察 小 鼠 空 间 学 习 记 忆 能 力 。 其 中 摄 像 机 位 于 池 中 心

上 方 。 训 练 期 、 测 试 期 尽 量 避 免 特 殊 气 味 与 光 线 。

2.2.3 HE 染 色 取 每 组 小 鼠 左 侧 脑 半 球 ， 用 4% 多 聚 甲 醛 在

4 益 固 定 24 h 后 进 行 石 蜡 包 埋 ， 分 离 海 马 组 织 ， 制 作 石 蜡 切 片

（ 5 滋m） 。 切 片 经 二 甲 苯 脱 蜡 和 梯 度 乙 醇 水 合 后 ， 对 切 片 进 行

HE染 色 ， 封 片 后 显 微 镜 观 察 。

2.2.4 尼 氏 染 色 石 蜡 切 片 脱 蜡 后 ， 甲 苯 胺 蓝 染 液 染 色 1耀2min ，

水 洗 后 用 0.5% 的 冰 醋 酸 分 化 背 景 ， 边 分 化 边 水 洗 ， 显 微 镜 下

控 制 分 化 程 度 ， 切 片 置 于 65 益 烤 箱 烤 干 。 烘 烤 4 h 后 依 次 放 入

二 甲 苯 玉2 min 、 二 甲 苯 域15 min 。 中 性 树 脂 封 片 ， 显 微 镜 下 观

察 。 运 用 Image-J软 件 处 理 进 行 系 统 分 析 。

2.2.5 免 疫 组 化 检 测 海 马 CA1 区 、 皮 质 区 茁 淀 粉 样 蛋 白 1~42

（ A茁1~42） 蛋 白 表 达 将 切 片 浸 入 二 甲 苯 脱 蜡 ， 置 酒 精 水 化 。 采

用 1伊 柠 檬 酸 （ pH=6.0） 修 复 液 处 理 修 复 ， 山 羊 血 清 室 温 封 闭 切

片 20 min 。 切 片 滴 加 一 抗 茁 amyloid（ 1颐1 000） ， 4 益 孵 育 过 夜 ；

PBS溶 液 清 洗 3 次 ， 5 min/次 。 滴 加 生 物 素 标 记 山 羊 抗 兔 抗 体 稀

释 液 ， 37 益 孵 育 1 h ； PBS 溶 液 清 洗 3次 ， 5 min/次 ； 滴 加 二 氨 基 联

苯 胺 （ DAB） 显 色 后 采 用 苏 木 素 复 染 5 min ， 常 规 脱 水 及 透 明 。

封 片 后 将 各 组 置 于 显 微 镜 下 观 察 ， 采 用 Image-J自 动 图 像 分

析 系 统 对 切 片 进 行 分 析 ， 观 察 小 鼠 海 马 CA1 区 、 皮 质 区 A茁1~42蛋

白 沉 积 情 况 。

2.2.6 透 射 电 镜 下 观 察 小 胶 质 细 胞 形 态 取 小 鼠 脑 组 织 ， 分

离 海 马 脑 组 织 ， 迅 速 切 成 体 积 约 为 1 mm3的 组 织 块 ， 放 入 装 有

电 镜 固 定 液 的 EP 管 内 继 续 固 定 ， 4 益 冰 箱 内 静 置 2 h 后 ， 用

0.01 mol/L的 PBS（ pH=7.3） 漂 洗 3 次 ， 15 min/次 ， 于 室 温 下 用 1%

的 锇 酸 固 定 2 h ， PBS 漂 洗 3 次 后 分 别 以 30%-50%-70%-80%-

95%-100%-100%乙 醇 梯 度 脱 水 ， 20 min/次 ， 后 以 100%丙 酮 脱

水 2 次 ， 15 min/次 。 采 用 丙 酮 、 812 包 埋 剂 （ 体 积 比 例 为 1颐1） ， 于

37 益 条 件 下 包 埋 2耀4 h 。 随 后 采 用 丙 酮 、 812 包 埋 剂 （ 体 积 比 例

为 1颐2） 37 益 渗 透 过 夜 ， 纯 812 包 埋 剂 37 益 下 包 埋 5耀8 h 。 将 纯

812包 埋 剂 倒 入 包 埋 板 ， 将 样 品 插 入 包 埋 板 后 37 益 烤 箱 过 夜 。

将 组 织 切 成 60耀80 nm超 薄 切 片 ， 分 别 于 2%醋 酸 铀 饱 和 酒 精 溶

液 中 避 光 染 色 8 min ， 清 洗 后 于 2.6%枸 橼 酸 铅 溶 液 避 二 氧 化 碳

染 色 8 min 。 清 洗 吸 干 后 ， 通 过 透 射 电 子 显 微 镜 观 察 ， 观 察 小 胶

质 细 胞 形 态 ， 并 采 集 图 像 分 析 。

2.2.7 小 鼠 海 马 组 织 中 TLR4 、 NF-资B、 NLRP3 和 Caspase-1 蛋

白 表 达 水 平 采 用 Western blotting 法 检 测 小 鼠 海 马 组 织 中

TLR4 、 NF-资B、 NLRP3 和 Caspase-1 蛋 白 表 达 水 平 。 组 织 块 用 预

冷 的 PBS 缓 冲 液 漂 洗 2耀3 次 ， 加 入 组 织 蛋 白 提 取 试 剂 ， 冰 浴 彻

底 匀 浆 。 将 匀 浆 液 转 移 至 离 心 管 中 ， 振 荡 。 冰 浴 30 min 确 保 匀

浆 液 完 全 裂 解 。 4 益 12 000 r/min（ 离 心 半 径 为 48 mm） 离 心 15 min ，

收 集 上 清 ， 移 至 新 的 离 心 管 备 用 。 采 用 BCA蛋 白 定 量 法 对 蛋 白

定 量 。 制 胶 后 各 孔 上 样 ， 电 泳 浓 缩 胶 电 压 为 80 V， 分 离 胶 电 压

为 130 V ， 待 溴 酚 蓝 电 泳 至 胶 底 部 时 终 止 电 泳 。 设 定 电 流 为

250 mA， 根 据 分 子 量 调 整 转 膜 时 间 。 5% 脱 脂 奶 粉 中 振 荡 封 闭

1 h； 加 入 一 抗 （ 1颐4 000） ， 4 益 孵 育 过 夜 。 次 日 用 TBST 洗 膜 5 次 ，

5 min/次 ； 加 入 二 抗 （ 1颐4 000） 孵 育 1 h。 用 TBST洗 膜 5次 ， 5 min/次 ；

滴 加 ECL发 光 液 ， 采 用 化 学 发 光 成 像 系 统 ， 根 据 不 同 的 光 强 度

调 整 曝 光 条 件 ， 显 影 、 定 影 。 将 胶 片 扫 描 存 档 ， ImageJ 软 件 处

理 系 统 分 析 目 标 带 的 灰 度 值 。

2.3 统计学方法 采 用 SPSS 27.0 统 计 学 软 件 分 析 实 验 数

据 。 尼 氏 染 色 及 免 疫 组 化 均 使 用 ImageJ 进 行 数 据 分 析 。 计 量 资

料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 比 较 ， 若 满 足 正 态 性 及

方 差 齐 性 则 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 组 间 两 两 比 较 用 LSD 法 ， 若

不 满 足 正 态 性 及 方 差 齐 性 则 采 用 Kruskal-Wallis H 检 验 ， 组

间 两 两 比 较 采 用 Nemenyi法 。 <0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 一般情况 正 常 组 小 鼠 黑 色 毛 发 顺 滑 有 光 泽 ， 进 食 饮 水

正 常 ， 反 应 敏 捷 ， 性 情 温 顺 ， 精 神 状 态 良 好 。 模 型 组 小 鼠 毛 色

不 齐 、 毛 发 粗 糙 ， 反 应 迟 钝 ， 性 情 急 躁 易 怒 ， 偶 见 行 为 异 常 。 滋

肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 高 剂

量 组 及 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 情 况 均 有 所 改 善 。

3.2 水迷宫实验

3.2.1 定 位 巡 航 实 验 第 1 天 各 组 小 鼠 逃 避 潜 伏 期 大 致 相

等 ， 各 组 小 鼠 在 学 习 能 力 训 练 上 无 明 显 差 异 。 在 学 习 训 练 的

第 2耀5 天 ， 各 组 小 鼠 的 逃 避 潜 伏 期 逐 渐 减 短 ， 呈 现 出 明 显 差

异 。 模 型 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋

肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 及 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 逃 避 潜 伏 期 均 长 于 正

常 组 （ <0.01 或 <0.05） ， 其 中 模 型 组 的 逃 避 潜 伏 期 最 长 。 滋 肾

醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量

组 及 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 逃 避 潜 伏 期 均 短 于 模 型 组 （ 约0.05） 。 滋

肾 醒 脑 汤 低 、 中 、 高 剂 量 组 小 鼠 逃 避 潜 伏 期 比 较 ， 差 异 无 统 计

学 意 义 （ 跃0.05） 。 表 明 APP/PS1 小 鼠 出 现 明 显 的 学 习 能 力 减

退 现 象 ， 不 同 剂 量 滋 肾 醒 脑 汤 及 多 奈 哌 齐 均 可 改 善 APP/PS1

小 鼠 的 学 习 能 力 。 （ 见 表 1）

表 1 各组小鼠平均逃避潜伏比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 平 均 逃 避 潜 伏 期 /s

正 常 组 10 25.98依4.89

模 型 组 10 80.01依11.18a

滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 10 13.39 g/（ kg· d） 49.87依16.32b c

滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 10 26.78 g/（ kg· d） 49.24依22.15b c

滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 10 40.17 g/（ kg· d） 57.01依16.77b c

多 奈 哌 齐 组 10 0.65 mg/（ kg· d） 46.91依12.91b c

8.101

0.000

注：与正常组比较，a <0.01，b <0.05；与模型组比较，c <

0.05。

3.2.2 空 间 探 索 实 验 模 型 组 小 鼠 平 台 象 限 滞 留 时 间 短 于

正 常 组 ， 且 跨 越 平 台 次 数 少 于 正 常 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（ 约0.05） 。 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋 肾

醒 脑 汤 高 剂 量 组 及 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 平 台 象 限 滞 留 时 间 均 长

于 模 型 组 （ 约0.05 P约0.01） 。 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 及 多 奈 哌

齐 组 小 鼠 穿 越 平 台 次 数 多 于 模 型 组 （ 约0.05） 。 滋 肾 醒 脑 汤 低 、

高 剂 量 组 小 鼠 穿 越 平 台 次 数 与 模 型 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义
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（ 跃0.05） 。 滋 肾 醒 脑 汤 中 、 高 剂 量 组 小 鼠 平 台 象 限 滞 留 时 间 均

长 于 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 （ 约0.05） 。 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 小

鼠 平 台 象 限 滞 留 时 间 与 滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 比 较 ， 差 异 无 统

计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 滋 肾 醒 脑 汤 低 、 中 、 高 剂 量 组 小 鼠 穿 越 平

台 次 数 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 表 明 APP/PS1 模 型

小 鼠 出 现 明 显 的 空 间 记 忆 能 力 减 退 ， 滋 肾 醒 脑 汤 及 多 奈 哌 齐

均 可 不 同 程 度 改 善 小 鼠 的 空 间 记 忆 能 力 。 （ 见 表 2 、 图 1）

表 2 各组小鼠平台象限滞留时间及穿越平台区次数比较

（x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 平 台 象 限 滞 留 时 间 / s 穿 越 平 台 次 数 / 次

正 常 组 1 0 4 8 . 3 4 ± 6 . 3 4 4 . 6 7 ± 2 . 5 8

模 型 组 1 0 1 8 . 4 7 ± 4 . 4 2 a 1 . 1 7 ± 1 . 3 3 a

滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 1 0 1 3 . 3 9 g /（ k g · d ） 2 3 . 2 9 ± 2 . 4 0 b 2 . 5 ± 2 . 3 5 d

滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 1 0 2 6 . 7 8 g /（ k g · d ） 2 8 . 9 2 ± 0 . 6 0 c e 3 . 6 7 ± 2 . 0 7 b

滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 1 0 4 0 . 1 7 g /（ k g · d ） 3 2 . 2 5 ± 1 . 7 2 c e 2 . 6 7 ± 1 . 0 3 d

多 奈 哌 齐 组 1 0 0 . 6 5 m g /（ k g · d ） 3 7 . 4 8 ± 2 . 1 3 c 4 . 3 3 ± 1 . 5 1 b

5 5 . 3 3 6 2 . 8 6 1

0 . 0 0 0 0 . 0 3 2

注：与正常组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05，c <

0.01，d 跃0.05；与滋肾醒脑汤低剂量组比较，e <0.05。

图 1 各组小鼠空间探索轨迹图

3.3 海马区CA1区神经元形态 正 常 组 小 鼠 海 马 区 CA1 区 神

经 元 排 列 整 齐 ， 结 构 完 整 ， 核 圆 ， 颜 色 浅 ， 形 态 正 常 ； 模 型 组 小

鼠 海 马 区 CA1 区 神 经 元 结 构 不 完 整 ， 排 列 不 紧 密 ， 核 固 缩 、 边

缘 化 、 分 叶 明 显 ， 受 损 的 神 经 元 数 量 增 多 ； 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量

组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 及 多 奈 哌 齐

组 小 鼠 海 马 区 CA1 区 神 经 元 结 构 、 数 量 及 形 态 均 有 所 改 善 ， 仅

有 少 数 神 经 元 核 空 泡 丢 失 ， 偶 见 异 质 细 胞 。 （ 见 图 2）

图 2 海马 CA1区神经元形态 （HE，伊400）

3.4 尼氏染色观察神经元形态 正 常 组 小 鼠 神 经 元 内 尼 氏

体 分 布 均 匀 ， 细 胞 形 态 规 则 、 排 列 紧 密 ； 与 正 常 组 比 较 ， 模 型

组 小 鼠 神 经 元 存 活 细 胞 数 量 少 、 排 列 稀 疏 ， 神 经 元 明 显 肿 胀

且 胞 内 尼 氏 体 分 布 稀 疏 ； 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤

中 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 及 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 海 马 组 织

中 的 损 伤 神 经 元 显 著 减 少 ， 神 经 元 数 量 、 形 态 及 结 构 均 明 显

改 善 。 （ 见 图 3耀4）

图 3 尼氏染色下小鼠海马 CA3区神经元形态 （伊400）

图 4 尼氏染色下小鼠海马 CA1区神经元形态 （伊400）

3.5 小鼠海马CA1区、皮质区A茁1~42蛋白表达 正 常 组 小 鼠 海

马 CA1 区 、 皮 质 区 神 经 元 形 态 规 则 ， 而 模 型 组 神 经 元 形 态 异

常 ， 并 可 见 神 经 元 坏 死 ， 神 经 元 周 围 存 在 明 显 的 深 褐 色 A茁1~42

蛋 白 沉 积 。 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋 肾

醒 脑 汤 高 剂 量 组 及 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 海 马 CA1 区 、 皮 质 区 A茁1~42

蛋 白 沉 积 明 显 改 善 ， 神 经 元 受 损 情 况 明 显 改 善 。 表 明 滋 肾 醒

脑 汤 可 有 效 减 少 A茁1~42蛋 白 沉 积 ， 保 护 神 经 功 能 。 （ 图 5耀6）

图 5 海马区 CA1区 A茁1~42蛋白表达 （免疫组化，伊400）

图 6 海马区皮层 A茁1~42蛋白表达 （免疫组化，伊400）
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3.6 小胶质细胞焦亡情况 透 射 电 镜 下 的 小 胶 质 细 胞 的 胞

核 形 态 为 椭 圆 、 类 三 角 形 或 肾 形 ， 核 膜 光 滑 ， 核 内 异 染 色 质 占

比 高 。 胞 质 通 常 稀 少 ， 而 突 起 明 显 ， 常 深 入 周 围 组 织 ， 同 时 胞

质 中 无 中 间 纤 维 、 微 管 和 糖 原 颗 粒 ， 胞 体 和 突 起 轮 廓 不 规 则 ，

受 周 边 组 织 界 限 制 约 。 正 常 组 小 鼠 海 马 小 胶 质 细 胞 形 态 结 构

正 常 ， 胞 膜 完 整 ， 细 胞 核 内 染 色 质 散 在 分 布 。 模 型 组 小 鼠 海 马

神 经 元 明 显 变 性 坏 死 ， 胞 膜 破 裂 ， 细 胞 皱 缩 ， 可 见 大 量 呈 空 泡

状 的 焦 亡 小 体 。 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、

滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 及 多 奈 哌 齐 组 小 鼠 神 经 元 皱 缩 情 况 明

显 改 善 ， 胞 膜 较 为 完 整 ， 表 明 滋 肾 醒 脑 汤 可 有 效 抑 制 小 胶 质

细 胞 的 焦 亡 。 （ 见 图 7）

图 7 小胶质细胞形态 （伊80 000）

3.7 各组小鼠海马组织TLR4、NF-资B、NLRP3及Caspase-1蛋

白相对表达量比较 模 型 组 小 鼠 海 马 组 织 TLR4、 NF-资B、 NLRP3

及 Caspase-1 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 正 常 组 （ <0.01） ； 滋 肾 醒 脑

汤 低 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 、 滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 及

多 奈 哌 齐 组 小 鼠 海 马 组 织 TLR4 、 NF-资B、 NLRP3 及 Caspase-1

蛋 白 相 对 表 达 量 均 低 于 模 型 组 （ <0.01） ； 滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量

组 小 鼠 海 马 组 织 TLR4 、 NF-资B、 NLRP3 及 Caspase-1 蛋 白 相 对

表 达 量 低 于 滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 及 滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 （ 约

0.05） 。 表 明 滋 肾 醒 脑 汤 可 降 低 小 胶 质 细 胞 焦 亡 相 关 蛋 白 的 表

达 。 （ 见 图 8 、 表 3）

注：A.正常组；B.模型组；C.滋肾醒脑汤低剂量组；D.滋肾

醒脑汤中剂量组；E.滋肾醒脑汤高剂量组；F.多奈哌齐组。

图 8 各组小鼠海马组织 TLR4、NF-资B、NLRP3及 Caspase-1

蛋白表达Western blotting图

4 讨 论

AD 属 于 中 医 学 中 “ 痴 呆 ” “ 呆 病 ” 范 畴 。 《 左 传 》 记 载 “ 周 子

有 兄 而 无 慧 ， 不 能 辨 菽 麦 ” 。 不 慧 ， 即 痴 呆 ， 可 见 在 春 秋 时 期 ，

人 们 已 初 步 认 识 痴 呆 。 《 石 室 秘 录 》 云 “ 痰 势 最 盛 ， 呆 气 最 深 ” 。

痰 浊 的 深 浅 与 痴 呆 病 情 的 程 度 相 关 [7]。 《 血 证 论 》 记 载 ： “ 血 在

上 则 浊 蔽 而 不 明 矣 。 ” 血 瘀 脑 络 ， 气 血 失 调 ， 脑 络 失 养 ， 则 神 机

表 3 各组小鼠海马组织 TLR4、NF-资B、NLRP3及 Caspase-1

蛋白相对表达量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 T L R 4 N F - κ B N L R P 3 C a s p a s e - 1

正 常 组 1 0 0 . 4 9 ± 0 . 0 1 0 . 3 1 ± 0 . 0 6 0 . 2 3 ± 0 . 0 6 0 . 3 2 ± 0 . 0 4

模 型 组 1 0 1 . 3 3 ± 0 . 0 1 a 1 . 2 1 ± 0 . 0 5 a 1 . 2 0 ± 0 . 0 5 a 1 . 2 2 ± 0 . 0 2 a

滋 肾 醒 脑 汤 低 剂 量 组 1 0 1 3 . 3 9 g /（ k g · d ） 1 . 1 5 ± 0 . 0 2 a c d 0 . 9 1 ± 0 . 0 4 a c d 0 . 8 8 ± 0 . 0 1 a c d 1 . 0 9 ± 0 . 0 4 a c d

滋 肾 醒 脑 汤 中 剂 量 组 1 0 2 6 . 7 8 g /（ k g · d ） 0 . 8 6 ± 0 . 0 5 a c d 0 . 7 1 ± 0 . 0 4 a c d 0 . 7 5 ± 0 . 4 4 a c d 0 . 9 4 ± 0 . 0 5 a c d

滋 肾 醒 脑 汤 高 剂 量 组 1 0 4 0 . 1 7 g /（ k g · d ） 0 . 6 8 ± 0 . 0 1 a c 0 . 5 5 ± 0 . 0 7 a c 0 . 6 1 ± 0 . 0 1 a c 0 . 8 0 ± 0 . 0 1 a c

多 奈 哌 齐 组 1 0 0 . 6 5 m g /（ k g · d ） 0 . 5 3 ± 0 . 0 1 b c 0 . 3 6 ± 0 . 0 3 b c 0 . 3 0 ± 0 . 0 3 c 0 . 6 0 ± 0 . 0 2 a c

7 2 1 . 0 7 5 1 4 2 . 3 9 8 3 1 9 . 9 9 4 3 0 8 . 4 3 4

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01，b 跃0.05；与模型组比较，c <

0.01；与滋肾醒脑汤高剂量组比较，d <0.01。

失 用 。 AD发 病 与 心 、 肾 、 脾 、 肝 有 关 ， 本 于 虚 损 ， 与 情 志 、 痰 饮 及

瘀 血 等 病 理 因 素 密 切 相 关 。 滋 肾 醒 脑 汤 中 熟 地 黄 补 肾 填 精 而

益 髓 。 《 本 草 从 新 》 记 载 熟 地 黄 “ 滋 肾 水 ， 封 填 骨 髓 ” 。 脑 髓 充 则

精 明 之 府 有 所 养 ， 智 力 不 消 。 法 半 夏 、 茯 苓 、 石 菖 蒲 化 痰 开 窍 ；

川 芎 、 丹 参 、 当 归 、 红 景 天 活 血 化 瘀 ； 竹 沥 、 地 龙 豁 痰 通 络 。 生

地 黄 可 以 减 少 A茁在 APP/PS1 小 鼠 脑 内 沉 积 ， 保 护 血 脑 屏 障 完

整 性 ， 保 护 神 经 功 能 [8]。 当 归 多 糖 和 地 黄 多 糖 均 可 通 过 调 节 胆

碱 能 系 统 功 能 、 抗 氧 化 应 激 及 炎 症 反 应 改 善 记 忆 障 碍 [9-10]。 滋 肾

醒 脑 汤 治 疗 因 肾 精 不 足 ， 导 致 脑 髓 失 充 、 痰 瘀 阻 滞 脑 络 、 脑 失

所 养 、 神 机 失 用 的 痴 呆 患 者 疗 效 显 著 。 前 期 研 究 [6] 显 示 ， 滋 肾

醒 脑 汤 治 疗 AD记 忆 下 降 疗 效 显 著 。 本 研 究 进 一 步 证 实 滋 肾 醒

脑 汤 能 够 改 善 APP/PS1 小 鼠 行 为 习 惯 ， 改 善 小 鼠 的 学 习 及 认

知 功 能 。

AD是 一 种 进 行 性 、 不 可 逆 转 性 中 枢 神 经 系 统 退 行 性 疾 病 ，

发 病 机 制 复 杂 ， 多 发 于 65 岁 以 上 老 人 。 AD 临 床 表 现 为 记 忆 障

碍 、 失 语 、 失 用 、 失 认 、 视 空 间 能 力 损 害 、 抽 象 思 维 和 计 算 力 损

害 、 人 格 和 行 为 改 变 等 。 A茁 在 AD 发 病 机 制 中 起 关 键 作 用 ， AD

中 神 经 变 性 和 神 经 元 丢 失 均 与 A茁 的 积 累 及 相 关 炎 症 有 关 [11]。

A茁 沉 积 可 激 活 小 胶 质 细 胞 或 星 形 胶 质 细 胞 中 TLR4 信 号 通 路

的 启 动 ， 激 活 NF-资B， 提 高 NLRP3 的 表 达 ， 进 而 导 致 Caspase-1

水 平 升 高 并 释 放 细 胞 因 子 [12]。 而 小 胶 质 细 胞 过 强 活 化 可 造 成

神 经 元 突 触 损 伤 ， 或 分 泌 炎 症 因 子 造 成 细 胞 死 亡 ， 最 终 形 成 慢

性 神 经 炎 症 ， 加 剧 A茁 清 除 障 碍 [13]。 抑 制 TLR4 、 NF-资B p65 和

NLRP3 蛋 白 表 达 ， 减 少 海 马 炎 症 因 子 释 放 ， 可 改 善 大 鼠 学 习

记 忆 和 认 知 功 能 [14]。 地 黄 饮 子 可 通 过 抑 制 磷 酸 化 NF-资B p65

蛋 白 （ p-NF-资B p65） ， 降 低 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ tumor necrosis

factor-琢， TNF-琢） 、 白 介 素 -1茁（ interleukin-1茁， IL-1茁） 表 达 水

平 ， 抑 制 小 胶 质 细 胞 激 活 ， 起 到 改 善 小 鼠 记 忆 能 力 的 作 用 [15]。

本 研 究 与 上 述 研 究 结 果 一 致 ， 表 明 滋 肾 醒 脑 汤 可 以 减 轻 小 鼠

A茁1~42蛋 白 的 沉 积 ， 有 助 于 减 少 炎 症 因 子 的 释 放 ， 抑 制 小 胶 质

细 胞 过 度 活 化 ， 从 而 减 轻 神 经 元 损 伤 。

细 胞 焦 亡 是 AD 脑 损 伤 发 展 过 程 中 关 键 上 游 机 制 [16]。 在 经

典 的 焦 亡 途 径 中 ， 由 NOD 样 受 体 （ NOD-likereceptors， NLRs） 、

凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白 （ apoptosis-associated speck-like protein

containing CARD， ASC） 和 Caspase-1组 成 的 炎 症 复 合 物 NLRP3

激 活 后 ， 可 通 过 Caspase-1 水 解 IL-1茁 前 体 （ Pro-inflammato原

rycytokineIL-1茁， pro-IL-1茁） 、 IL-18 前 体 （ Pro-inflammatorycy原

TLR4

NF-资B

NLRP3

Caspase-1

茁-actin

100 kDa

65 kDa

110 kDa

47 kDa

42 kDa
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tokineIL-18 ， pro-IL-18） 和 GSDMD， 使 其 形 成 并 释 放 具 有 活 性

的 IL-1茁、 IL-18 和 GSDMD-N， 从 而 诱 导 细 胞 焦 亡 [17]。 在 AD 中

后 期 ， A茁 沉 积 和 tau 缠 结 可 引 起 神 经 元 死 亡 。 当 神 经 元 开 始 大

量 死 亡 时 ， 小 胶 质 细 胞 和 星 形 胶 质 细 胞 被 激 活 引 起 神 经 炎 症 [18]。

炎 症 小 体 的 激 活 可 诱 导 细 胞 焦 亡 ， 导 致 IL-1茁和 凋 亡 相 关 斑 点

蛋 白 （ ASC） 斑 点 的 分 泌 。 ASC 斑 点 与 A茁 结 合 并 在 周 围 薄 壁 组

织 中 附 着 ， 可 导 致 进 一 步 的 A茁 聚 集 [19]。 同 时 小 胶 质 细 胞 焦 亡

后 分 泌 的 IL-1茁可 激 活 TLR4[20-21]， 形 成 小 胶 质 细 胞 A茁-TLR4-

NLRP3炎 症 小 体 及 IL-1茁的 恶 性 循 环 ， 从 而 维 持 AD中 的 神 经 炎

症 ， 加 剧 AD 的 发 生 发 展 。 研 究 表 明 ， 神 经 元 焦 亡 高 度 依 赖 于

Caspase-1 介 导 的 经 典 途 径 ， 靶 向 抑 制 NLRP3/ASC/Caspase-1

可 有 效 减 少 神 经 元 焦 亡 [22]。 朱 博 超 等 [23] 研 究 发 现 针 刺 可 通 过

TLR4/NF-资B 信 号 通 路 抑 制 海 马 区 胶 质 细 胞 的 激 活 并 降 低 促

炎 性 细 胞 因 子 表 达 。 本 研 究 发 现 ， APP/PS1 小 鼠 海 马 组 织 中

TLR4 、 NF-资B 、 NLRP3 及 Caspase-1 蛋 白 表 达 水 平 升 高 ， 提 示

AD 进 展 过 程 中 Caspase-1 介 导 的 焦 亡 通 路 被 激 活 。 给 予 多 奈

哌 齐 或 滋 肾 醒 脑 汤 干 预 后 ， 各 项 指 标 显 著 逆 转 。 由 此 可 见 ，

滋 肾 醒 脑 汤 与 多 奈 哌 齐 有 类 似 的 作 用 ， 均 可 通 过 调 控 TLR4/

NF-资B/NLRP3 通 路 抑 制 海 马 神 经 元 焦 亡 ， 改 善 海 马 及 皮 层

炎 症 损 伤 ， 提 高 APP/PS1小 鼠 认 知 能 力 。

综 上 所 述 ， 滋 肾 醒 脑 汤 可 能 通 过 抑 制 TLR4/NF-资B/NLRP3

信 号 通 路 活 性 ， 降 低 TLR4 、 NF-资B 、 NLRP3 及 Caspase-1 的 表

达 ， 抑 制 小 胶 质 细 胞 焦 亡 ， 减 少 A茁1~42 沉 积 ， 发 挥 神 经 保 护 作

用 ， 改 善 认 知 功 能 。
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