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立论于肝脾同治研究逍遥散对老年性痴呆模型鼠

行为学及神经可塑性的影响

李琼锋　杜义斌　赵　义
（云南省中医医院老年病科，昆明，６５００２１）

摘要　目的：立论于肝脾同治研究逍遥散对老年性痴呆模型鼠行为学及神经可塑性生长相关蛋白（ＧＡＰ４３）和突触素
（ＳＹＮ）的影响。方法：７２只健康ＳＰＦ级雄性大鼠，根据随机数子表法随机分为３组，假手术组、痴呆组和逍遥散组，每组各
２４只。痴呆组和逍遥散组进行老年痴呆ＡＤ大鼠的模型制备，假手术组：常规饲料饮水ＳＰＦ级饲养；痴呆组：在空白组的
基础上，给予等量０２ｍＬ／１０ｇ无菌生理盐水灌胃；逍遥散组：在空白组的基础上，逍遥散水煎液，给予０２ｍＬ／１０ｇ的逍
遥散水煎液灌胃。１次／ｄ，疗程６周。采用 Ｙ型迷宫进行大鼠的学习记忆行为检测，透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察海马
ＣＡ１区突触结构，免疫组化检测海马ＣＡ１区生长相关蛋白（ＧＡＰ４３）的表达情况，蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测突触
素（ＳＹＮ）的表达情况。结果：１）与假手术组比较，痴呆组和逍遥散组中 ＥＮ均增加（Ｐ＜００５），ＣＮ均减少（Ｐ＜００５）；其
中逍遥散组ＥＮ低于痴呆组（Ｐ＜００５），ＣＮ则高于痴呆组（Ｐ＜００５）。２）ＴＥＭ下观察假手术组突触结构和形态正常，逍
遥散组大鼠海马ＣＡ１区突触结构和形态均较痴呆组规则（Ｐ＜００５）。３）与假手术比较，痴呆组和逍遥散组 ＧＡＰ４３和
ＳＹＮ表达均下调（Ｐ＜００５），而逍遥散组中ＧＡＰ４３和ＳＹＮ的表达则高于痴呆组（Ｐ＜００５）。结论：逍遥散（肝脾同治）有
效改善老年性痴呆模型鼠的学习记忆行为学和突触结构形态，其机制可能与上调了生长相关蛋白（ＧＡＰ４３）免疫组化８
和突触素（ＳＹＮ）神经可塑性相关蛋白有关。
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　　老年性痴呆即阿尔兹海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＡＤ），是机体大脑皮质不断退化而出现不同认
知领域减退的中枢神经系统变性疾病，目前发病原

因尚不明了。中医学患者年老体虚，气血津液亏虚，

因虚致瘀，痰浊蒙窍，脑窍失养而出现此症，因此我

们认为ＡＤ病因病机不外乎虚、瘀、痰三者。《素问》
一书中描述到：“肝为将军之脏，喜调达而恶抑郁”，

《临证指南医案肝风》有“肝体阴而用阳”，《难经》
曰：“脾藏二神意与智，意不安，思无虑，神夺愚也”，

脾乃后天之本，气血生化之源，脾气健运气血生化有

源则可上达濡养脑窍，下渗于肾以充髓海，因此我们

认为治疗ＡＤ的核心在于肝脾两脏。《逍遥散》首载
于《太平惠民和剂局方》一书，是肝脾同治之经典

方，可通过土木同调，从而实现气血并治，则血充脑

灵，气畅神安。我们在临床立论于肝脾同治理论，利

用逍遥散治疗老年性痴呆，获得理想疗效，现将结果

报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　７２只购于昆明楚商科技有限公司的
健康ＳＰＦ级雄性大鼠，平均体重（２８０±２１）ｇ，饲养环
境设置：室温２３～２５℃，相对湿度（５６±６）％。
１２２　仪器　脑立体定位仪（北京拜安吉科技有限
公司提供，型号：ＳＲ５Ｒ），干粉剂（首都医科大学宣
武医院多肽室提供），１０％水合氯醛（武汉远成共创
科技有限公司生产）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　根据随机数子表法随机
分为３组，假手术组、痴呆组和逍遥散组，每组 ２４
只。老年痴呆 ＡＤ大鼠的模型制备，１０％水合氯醛
按照大鼠体重腹腔注射麻醉（４ｍＬ／ｋｇ），固定在大
鼠脑立体定位仪上，常规备皮，分离暴露颅骨，参照

包新民《大鼠脑立体定位仪图谱》在右侧前囟后３０
ｃｍ，中线右侧２０ｃｍ，马克笔标记定点，用牙科钻转
开颅骨，微量注射器垂直进针２５ｃｍ定位海马区，
缓慢注射５μＬ的凝聚态 Ａβ１４２，凝聚态的制备是
将Ａβ１４２干粉剂溶于 ２ｇ／Ｌ的无菌生理盐水中。
注射完以后留针５ｍｉｎ再出针并缝合皮肤。假手术
组同上方法注入５μＬ的无菌生理盐水。
１２２　干预方法　１）假手术组：常规饲料饮水 ＳＰＦ
级饲养；２）痴呆组：在空白组的基础上，给予等量
０２ｍＬ／１０ｇ无菌生理盐水灌胃；３）逍遥散组：在空
白组的基础上，逍遥散（柴胡、当归、白芍、白术、茯

苓、生姜各１５ｇ、薄荷５ｇ）水煎获取逍遥散水煎液，

给予０２ｍＬ／１０ｇ的逍遥散水煎液灌胃，１次／ｄ，疗
程为６周。
１２３　检测指标与方法
１２３１　老年痴呆行为学检测　治疗结束后，各组
大鼠采用Ｙ型迷宫进行大鼠的学习记忆行为检测，
观察其学习记忆能力。将大鼠放于Ｙ型迷宫中适应
５ｍｉｎ熟悉环境，起步区，安全区等，开始试验后选择
安静黑暗的环境，设定７５Ｖ电压，通电后若大鼠１０
ｓ内一次性跑到安全区，即为“正确反应”，否则为
“错误反应”。安全区无规则变换，每次测试间隔１
ｍｉｎ，连续测试重复，记录大鼠达到学会标准（１０次
中有９次为正确反应），错误反应次数（ＥＮ），越小学
习能力越强；正确反应次数（ＣＮ），是学习测试２４ｈ
后，连续电击１０次的记录，值越大记忆能力越强。
１２３２　透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察海马 ＣＡ１区
突触结构　治疗后每组８只大鼠麻醉猝死，取脑分
离大鼠海马ＣＡ１区，迅速用２％戊二醛和ｌ％锇酸后
固定ｌｈ，常规脱水、固定和环氧树脂包埋，超薄切片
机（ＬＫＢ８８００，瑞典）切片，醋酸铀、柠檬酸铅双染
色，透射电子显微镜（ＪＥＭ２１００日本电子株式会社）
下观察并拍片。

１２３３　免疫组化检测海马 ＣＡ１区生长相关蛋白
（ＧＡＰ４３）的表达情况　治疗后每组８只大鼠麻醉
猝死，断头取脑，４％多聚甲醛固定，随后采用常规梯
度酒精进行脱水，石蜡包埋后连续冠状切４μｍ厚度
片。根据 ＧＡＰ４３免疫组化试剂盒（ＣＳＴ公司，美
国），标准ＳＰ法操作，ＤＡＢ显色，显微镜观察ＧＡＰ４３
的表达情况。

１２３４　蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测突触素
（ＳＹＮ）的表达情况　治疗后每组８只大鼠麻醉断头
取脑放入液氮中，脑组织研磨提取蛋白上清液，ＢＣＡ
测定蛋白含量，计算上样量，配置 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电
泳胶，常规电泳，转膜，封闭杂交和 ＥＣＬ曝光显影，
扫描成像，用 ＩｍａｇｅＬａｂ进行图像分析。ＧＡＰＤＨ作
为内参。试剂均购于ＣＳＴ公司。
１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１８０统计软件进行统
计学分析，多组间采用单因素方差分析，两两比较采

用独立样本ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠学习记忆行为学比较　与假手术组
比较，痴呆组和逍遥散组中 ＥＮ均增加（Ｐ＜００５），
ＣＮ均减少（Ｐ＜００５）；其中逍遥散组ＥＮ低于痴呆组
（Ｐ＜００５），ＣＮ则高于痴呆组（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　ＴＥＭ观察大鼠海马ＣＡ１区突触超微结构变化
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　　ＴＥＭ下观察假手术组突触结构和形态正常，逍
遥散组大鼠海马 ＣＡ１区突触结构和形态均较痴呆
组规则（Ｐ＜００５），逍遥组中突触前区分布均匀，小
泡丰富，较少线粒体凝聚。见图１。

表１　各组大鼠学习记忆行为学比较（ｎ，珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＥＮ　　 ＣＮ　　

假手术组 ２４ ４０１２±１０３５ ７４３±１３６
痴呆组 ２４ ７３４５±２１５６ ４１２±１０９

逍遥散组 ２４ ５１２９±９６７△ ６３７±１１２△

Ｆ ４３２２１３ ３８６１８
Ｐ ００００ ００００

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与痴呆组比较，△Ｐ＜００５。

图１　ＴＥＭ大鼠海马ＣＡ１区突触超微结构变化（４００００×）

２３　各组免疫组化ＧＡＰ４３的表达情况　免疫组化
ＧＡＰ４３表达上痴呆组较假手术组阳性细胞数减低
（Ｐ＜００５），而逍遥散组中ＧＡＰ４３的阳性细胞数则
高于痴呆组（Ｐ＜００５）。见图２。

图２　各组免疫组化ＧＡＰ４３的表达情况（４００×）

图３　不同组别ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ条带结果

图４　不同组别ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ灰度值结果
　　注：与痴呆组比较，Ｐ＜００５；与假手术组比较，＃Ｐ＜
００５。

２４　各组大鼠 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ中 ＳＹＮ表达情况　与
假手术比较，痴呆组和逍遥散组ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ中ＳＹＮ
表达均下调（Ｐ＜００５），而逍遥散组中 ＳＹＮ的蛋白
表达则高于痴呆组（Ｐ＜００５）。见图３、图４。
３　讨论

《素问·经脉别论》一书中曰：“食气入胃，散精

于肝，淫气于筋”，我们认为此句话应理解为食气入

胃，透过脾的运化，将营养散播到全身。这体现了古

代医贤认为脾为后天之本之观点，脾气健运，气血生

化有源，饮食水谷精微不断输送至肝脏以滋养全身

筋骨脉络，所以元代李杲在其《脾胃论·脾胃盛衰

论》中描述：“百病皆由脾胃衰而生也”。现代解剖

学资料证实被胃肠道所吸收的营养物质随之进入胃

肠外血络，随后进入肝门静脉，部分营养物质停留于

肝脏内以肝糖原形式储存，这就医圣张仲景“肝主

筋，故胃散谷气于肝，则浸淫滋养于筋也”的观点一

致，清末名医柳宝诒在其临床医册中记载：“血藏肝，

而生于脾……滋润肝阴尤应培土，以补营血之源”，

上述医贤的观点充分体现了肝脾同治的重要性［１］。

对大量传统医学文献进行研读，并根据循证医学研

究结果我们认为ＡＤ的发生发展与肝脾两脏的病变
密不可分，肝藏血主疏泄，与情志调节及思忆息息相

关，精血同源，肝血充则髓海盈，若肝血亏虚不能涵

养怒志而致情志失调，气机不畅而郁结成病，皆可发

为痴呆。《难经》一书云：“脾藏意与智”，《医方类

聚》亦有记载：“脾藏二神意与智”，脾乃后天之本，

肾为后天之本，先天养后天，活力资助，后天养先天，

培育充养，如若脾气亏虚，气血生化乏源，则上无法

充盈脑窍，下无法培育肾精而髓海化生无源。此外，

脾主运化，脾虚则水湿内停，痰浊丛生，肝失疏泄则

气机散布不畅，导致气滞血瘀，上冲蒙于清窍，神明

失养而成呆病。基于上述理论我们从肝脾同治着手

探讨治疗ＡＤ的临床思路，以逍遥散为手段对ＡＤ模
型大鼠进行治疗，结果显示逍遥散理想地提高了ＡＤ
大鼠行为学习能力，这说明肝脾同治符合 ＡＤ的治
则。逍遥散源自《太平惠民和剂局方》，是疏肝调脾

的经典名方，实现气血兼顾、肝脾同调的目的。方中

柴胡疏肝解郁，肝气调达，处君药之位，当归养血和

血，白芍养血敛阴，柔肝缓急，三药合用补肝体而助

肝用，血和其肝和，血充则肝柔，当归联合白芍共为

臣药以藏神魂，舍意智。木郁不达而致脾虚不运，故

加白术、茯苓、甘草以益气健脾，既可实土以御木侮，

又可充盈气血生化之源，以解蒙蔽，聪神明，共为佐

药。方中加少许薄荷以加强悦神魂、畅情志之功，生
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姜温运和中，辛散达郁，亦为佐药。诸药合用，气血

并治，肝脾兼顾，使筋肉并健，清阳得升而气机得畅，

精气上注则神明得安，气畅神安，脑脉得养，神聪自

和，组方严谨，具有中药治疗ＡＤ的理论基础。
近年来随着分子生物学研究的日益深入，研究

人员发现认知功能与神经元突触的可塑性关系密

切［２４］。中枢神经系统的可塑性存在于各级环节，包

括神经网络、突触连接以及神经环路等，其中突触是

最不稳定因素，亦是可塑性的关键环节［５６］。最新研

究显示ＧＡＰ４３对神经的生长、再生以及突触形态、
功能的维持有着重要作用，甚至被视为神经再塑的

标志性因子［７８］。根据超微结构研究发现随着神经

元的生长或再生，神经组织内有大量 ＧＡＰ４３在突触
组织合成，并分布于轴突生长锥质膜面中，不断刺激

生长锥质膜面从而实现促进轴突生长的目的，胚胎

时期ＧＡＰ４３大量分泌以促进神经元生长发育，随着
机体逐渐发育成熟ＧＡＰ４３浓度逐渐降低，但在新皮
质、海马等组织 ＧＡＰ４３仍以较高水平分布于
此［９１０］。当修复受损脑组织时，侧枝长芽及反应性

轴突再生均有ＧＡＰ４３浓度的变化，在本研究中我们
发现ＡＤ模型大鼠脑组织ＧＡＰ４３浓度大量减少，而
随着逍遥散的使用，ＡＤ大鼠脑组织的 ＧＡＰ４３反应
性增多，从而促进了神经元的不断修复，促进病情发

育。在研究中我们同时检测了 ＳＹＮ的浓度变化，我
们可以清楚观察到经过ＡＤ造模的大鼠ＳＹＮ浓度急
剧减少，而逍遥散组大鼠虽然 ＳＹＮ浓度较假手术组
减少，但与ＡＤ组比较明显上调，这说明逍遥散改善
ＡＤ模型大鼠认知可能还与改变 ＳＹＮ蛋白浓度有
关。ＳＹＮ蛋白是突触前终末的特异性蛋白因子之
一，其浓度变化直接体现了反应体内突触的数量及

分布情况［１１１５］，有研究人员利用医学手段改善痴呆

大鼠脑血流的同时发现促进了新的树突和轴突生

长，于此同时检测到 ＳＹＮ浓度随之上调，我们在研
究中亦利用电镜对不同组别大鼠的突触超微结构进

行观察，结果发现逍遥散组大鼠海马 ＣＡ１区突触结
构和形态均较痴呆组规则，逍遥组中突触前区分布

均匀，小泡丰富，较少线粒体凝聚，与此同时我们利

用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ技术观察到 ＳＹＮ蛋白在随着突
触形态改善的同时水平逐渐上调，因此我们有理由

相信逍遥散通过增加 ＳＹＮ的表达从来他促进突触
重建。

通过一系列实验研究，我们发现逍遥散可改善

ＡＤ模型大鼠的认知能力，于此同时，其明显修复了

突触的形态，而这一作用机制可能与上调ＧＡＰ４３及
ＳＹＮ等突触相关性蛋白浓度有关。
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ｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈｆｅｒｕｍｏｘｙｔｏｌｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌ

ａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｂｙｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＮｅｕｒａｌＲｅｇｅｎ

Ｒｅｓ，２０１５，１０（６）：９０９９１５．

［１３］ＪａｈｎＲ，ＳｃｈｉｅｂｌｅｒＷ，Ｏｖｉｍｃｔｅ，ｅｔａ１．Ａ３８０００·ｄａｌｔｏｎｍｅｍ

ｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ（ｐ３８）ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｓｙｎａｐｔｉｅｖｅｓｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｌｌＡｃａｄＵ

ＳＡ，１９８５，８２（１２）：４１３７４１４１．

［１４］ＮａｄｅａｕＳＥ，ＭｃＣｏｙＫＪ，ＣｒｕｃｉａｎＧＰ，ｅｔａｌ．Ｃｅｒｅｂｒａｌｂｌｏｏｄｆｌｏｗｃｈａｎ

ｇｅｓｉｎｄｅｐｒｅｓｓｅｄｐａｔｉｅｎｔｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ

ｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ：ｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏ

ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙＮｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｌＢｅｈａｖＮｅｕｒｏｌ，２００２，１５（３）：１５９１７５．

［１５］ＤｅｚａｗａＭ，ＫａｎｎｏＨ，ＨｏｓｈｉｎｏＭ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌ

ｃｅｌｌｓｆｒｏｍｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００４，１１３（１２）：１７０１１７１０．

（２０１７－０３－２７收稿　责任编辑：王明）
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