
基金项目：国家自然科学基金项目（８１２０２６８４）
作者简介：吴琼（１９９１０３—），女，医学硕士，医师，北京中医药大学在读硕士研究生，研究方向：中医药防治心脑血管病的机制研究，Ｅｍａｉｌ：
７７２００７６０９＠ｑｑｃｏｍ
通信作者：田昕（１９７８０６—），女，医学博士，副主任医师，北京中医药大学副教授，研究方向：中医药防治心脑血管病的机制研究，Ｅｍａｉｌ：
ｔｉａｎｘｉｎ０６１８＠１２６ｃｏｍ

实验研究

参知健脑方对缺氧致认知功能障碍大鼠

脑线粒体损伤的保护机制研究
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摘要　目的：从线粒体角度观察参知健脑方对缺氧致认知功能障碍大鼠线粒体损伤的保护机制的研究。方法：将老年大
鼠随机分为３组，建立缺氧致线粒体损伤的认知功能障碍模型组以及参知健脑方（ＳＺＪ）干预组，并用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫对大鼠
的学习记忆能力进行检测。采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测线粒体细胞色素氧化酶（ＣＯＸ）的活性、８羟基脱氧鸟苷（８
ＯＨｄＧ）、β淀粉样前体蛋白（βＡＰＰ）及β淀粉样蛋白（Ａβ１４２）的含量，观察４个指标与认知功能障碍之间的关联性，进而
观察缺氧对模型组脑线粒体的影响及ＳＺＪ干预组对脑线粒体的保护作用。结果：持续低压缺氧造模脑组织中ＡＰＰ、Ａβ１４２
含量模型组与正常组、ＳＺＪ干预组间均有统计学意义（Ｐ＜００１），８ＯＨｄＧ含量模型组与正常组、ＳＺＪ干预组间比较有统计
学意义（Ｐ＜００１），ＳＺＪ干预组与正常组间比较有统计学意义（Ｐ＜００５），ＣＯＸ含量正常组与模型组间比较有统计学意义
（Ｐ＜００１）、模型组与ＳＺＪ干预组比较有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：参知健脑方可以抑制 ＡＰＰ、Ａβ１４２的积累、ＤＮＡ氧
化损伤、增强脑线粒体ＣＯＸ的活性，从而保护线粒体发挥神经保护作用，进一步改善缺氧对认知功能障碍学习记忆能力
的影响为参知健脑方的临床应用提供实验支持。
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　　认知功能障碍（ＣｏｇｎｉｔｉｖｅＩｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＣＩ）是指认
知功能受到不同程度的损害状态，重者如各种类型

痴呆，轻者如轻度ＣＩ等。ＣＩ在中医文献中无专门记
载，但依据其临床表现如记忆力下降等，可归属于中

医学的“痴呆”“健忘”“善忘”“呆病”等病症范畴。

痴呆病位在脑，毒邪内停为标，正气亏虚为本，其基

本病机是本虚标实、虚实夹杂。治疗上应以“未病先

防，既病防变”的观点为指导，采用扶正解毒的治则，

应用具有益气养血、滋阴清热功效的中药复方参知

健脑方（ＳＺＪ）［１］。
缺氧时，线粒体呼吸链电子传递及氧化磷酸化

发生障碍，进而导致电子传递链上酶活性抑制，ＡＴＰ
合成减少、自由基产生增多等多种途径损害细胞，致

神经元坏死或凋亡而出现临床认知功能下降表

现［２］。前期实验研究表明参知健脑方可明显改善

Ａβ所诱导的人神经母细胞瘤细胞株的神经毒性［３］，

并能有效的改善ＡＤ大鼠模型的行为学。本研究将
在既往研究基础上通过缺氧建立ＣＩ大鼠模型，观察
ＳＺＪ对缺氧致ＣＩ模型大鼠学习记忆能力、线粒体细
胞色素氧化酶（ＣＯＸ）的活性、β淀粉样前体蛋白
（βＡＰＰ）、β淀粉样蛋白（Ａβ１４２）的含量以及８羟基
脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）为标记物检测线粒体 ＤＮＡ损
伤。本实验将从线粒体角度进一步观察参知健脑方

对缺氧致ＣＩ大鼠线粒体损伤的保护作用机制。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康老年雌性 ＳＤ大鼠，１１～１３月
龄，购自军事科学院，许可证书号：ＳＣＸＫ（军）２０１２
０００４。本实验过程均遵守美国国立卫生院倡导的实
验动物关怀和使用指导原则，即以减少（Ｒｅｄｕｃ
ｔｉｏｎ）、替代（Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）和优化（Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）为核
心的动物实验“３Ｒ”原则。动物饲养于北京中医药
大学实验动物室，温度２２℃，相对湿度５５％～７０％，
自由进食饮水。

１１２　药物　参知健脑方（ＳＺＪ）组分：人参、知母、
赤芍，以上生药均由北京同仁堂医药有限责任公司

提供。全方由人参、知母、赤芍３味中药组成，根据
课题前期细胞部分［４］通过正交设计实验筛选出的最

佳配比为人参：知母：赤芍＝２∶２∶１。
１１３　试剂与仪器　组织线粒体分离试剂盒
Ｃ３６０６（碧云天，中国）、蛋白质定量试剂盒（ＢＣＡ法）

购自北京普利莱基因技术有限公司。大鼠β淀粉样
蛋白１４２（Ａβ１４２）、大鼠淀粉样前体蛋白（βＡＰＰ）、大
鼠８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）、大鼠细胞色素氧化酶
（ＣＯＸ）ＥＬＩＳＡＫｉｔ均购自 ＣＵＳＡＢＩＯ，中国。普通氮
气由北京市氧利来科技发展有限公司提供。小白鼠

缺氧装置ＸＢＳ０２改装版由杭州艾普仪器设备有限
公司提供，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫行为学自动观察析系统（淮
北正华生物仪器设备有限公司）。电动玻璃均浆机

ＤＹ８９Ⅱ（宁波新芝生物科技股份有限公司）；高速
冷冻离心机（Ｔｈｅｒｍｏ，美国），ＭＫ３型酶标仪（Ｔｈｅｒ
ｍｏ，美国），台式恒温振荡器（江苏太仓市实验设备
厂）；小功率超声破碎仪（Ｓｏｎｉｃｓ，美国）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将 ３６只健康老年雌性
ＳＤ大鼠随机分为３组，每组１２只，分别是正常组、
模型组、ＳＺＪ干预组。正常组（ｎ＝１２），在正常环境
中以普通饲料、饮水饲养８周，每天加与 ＳＺＪ干预组
等体积的生理盐水灌胃；模型组（ｎ＝１２），每日持续
低压缺氧７ｈ，以普通饲料、饮水饲养８周，加与 ＳＺＪ
干预组等体积的生理盐水。实验期间模型组每天进

入持续低压缺氧舱７ｈ，向缺氧舱内循环充入氮气，
每次循环为８ｍｉｎ，通过控氧仪监测缺氧舱内的氧浓
度以控制输气和排气装置，使每一次循环缺氧仓内

氧浓度控制在８％～１０％之间进行直接缺氧造模［５］。

ＳＺＪ干预组（ｎ＝１２），每日在造模前按体重灌胃中药
液（ＳＺＪ），其余同模型组。干预组（ｎ＝１２），每日在
造模前按体重灌胃中药液（ＳＺＪ），其余同模型组。
１２２　给药方法　ＳＺＪ全方由人参、知母、赤芍３味
中药组成，根据课题前期细胞部分［４］通过正交设计

实验筛选出的最佳配比为人参：知母：赤芍＝２∶２∶１，
即人参２４ｇ、知母２４ｇ、赤芍１２ｇ，相当于生药２４５
ｇ／（ｋｇ·ｄ）据此计算出大鼠每天的灌胃量。
１２３　检测指标与方法　用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫对大鼠
的学习记忆能力进行检测。采用酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）检测线粒体细胞色素氧化酶（ＣＯＸ）的活
性、８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）、β淀粉样前体蛋白
（βＡＰＰ）及β淀粉样蛋白（Ａβ１４２）的含量，观察４个
指标与ＣＩ之间的关联性，进而观察缺氧对模型组脑
线粒体的影响及 ＳＺＪ干预组对脑线粒体的保护作
用。

１２４　大鼠体质量及学习记忆能力的检测　造模
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周期为８周，每天测量１次体重，观察大鼠体重的变
化。分别在造模的第２、４、６、８周进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫
检测大鼠的认知功能，评价其学习记忆能力。Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫装置为一直径为１２０ｃｍ，高约７０ｃｍ的圆形
桶，将第３象限设置为目标象限（ＴａｒｇｅｔＱｕａｄｒａｎｔ）在
距离圆心１５ｃｍ处放置一直径１０ｃｍ高３０ｃｍ的圆
柱，此处为逃生目标区，液面在圆柱上２ｃｍ。在整个
实验期间其位置保持不变。训练时水温保持在（２１
±１）°Ｃ左右［６］。实验过程中水池及周围环境保持

不变。圆形桶上方１５０ｃｍ处固定一摄像机全程记
录动物运动轨迹。定位航行实验（ＰｌａｃｅＮａｖｉｇａｔｉｏｎ）
大鼠连续训练５ｄ，每次实验大鼠在４个不同象限中
将头朝池壁放入水池，每天次序不同，任其游泳，直

至找到平台。空间探索实验（ＳｐａｔｉａｌＰｒｏｂｅ）实验第６
天进行空间探索实验，撤去平台，将大鼠从任意一个

入水点放入水中，记录其在２ｍｉｎ内游泳的轨迹，计
算其跨越目标象限内的“原平台象限游泳时间／总时
间、穿越平台次数”此实验反映大鼠的空间定向能

力。

１２５　大鼠脑组织中线粒体提取　采用组织线粒
体分离试剂盒 Ｃ３６０６（碧云天，中国）分离出组织线
粒体，严格按照说明书操作。第八周行为学实验结

束后迅速断头取脑，在预先紫外灭菌、消毒的超净台

内，冰上取脑，完整剥离脑组织后，将双侧海马、皮质

取出称重。用ＰＢＳ洗涤组织１次，加入分离试剂 Ａ
（１ｍｇ／１０μｇ），在冰浴上进行匀浆，匀浆１０次左右，
把匀浆在１０００ｇ、４℃离心５ｍｉｎ，小心把上清转移
到另一离心管中，在３５００ｇ，４℃离心１０ｍｉｎ，小心
去除上清，沉淀即为分离得到的线粒体，加入适量线

粒体储存液重悬线粒体，通常每１００ｍｇ组织获得的
线粒体可以用４０μＬ相应的线粒体储存液重悬。将
分离好的组织线粒体放入－８０℃冰箱保存，待测。
１２６　裂解组织提取蛋白及该蛋白浓度的测定　
取出分离了好的线粒体进行组织裂解提取蛋白，１１
０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 １０ｍｉｎ，取沉淀去上清，加入
Ｎａｃｌ重悬，超声破碎５次，１０ｓ／次，计时３０ｍｉｎ每隔
５ｍｉｎ震荡１次，１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ取上
清待用。用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定线粒体
中的蛋白浓度，严格按照说明书操作并计算浓度。

１２７　大鼠脑线粒体ＡＰＰ、Ａβ１４２、ＣＯＸ的含量和８
ＯＨｄＧ损伤的检测　将组织裂解提取出来的线粒体
蛋白用酶联免疫吸附实验双抗体夹心法测定 ＣＯＸ、
８ＯＨｄＧ的含量。在大鼠 ＡＰＰ、Ａβ１４２、ＣＯＸ、８ＯＨｄＧ
抗体包被的微孔中分别加入含 ＡＰＰ、Ａβ１４２、ＣＯＸ、８

ＯＨｄＧ的标准品和样品，与辣根过氧化物酶标记的
ＡＰＰ、Ａβ１４２、ＣＯＸ、８ＯＨｄＧ抗体结合形成抗体抗原
酶标抗体复合物，温育、洗涤、彻底洗涤后甲基联苯

胺（ＴＭＢ）显色，在反应终止前５ｍｉｎ内用酶标仪在
４５０ｎｍ波长依序测量各孔的光密度（ＯＤ值）。使用
专业制作曲线软件 ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ１３进行分析，计算
出样本浓度。

１３　统计学方法　ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学处
理。用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行组
间比较，各项指标中，计量变量采用均数±标准差（珋ｘ
±ｓ）描述，检验水准取α＝００５，以 Ｐ＜００５为有统
计学意义，以Ｐ＜００１为有显著统计学意义。
２　结果
２１　大鼠体质量变化　如图１所示，在偶数周时进
行水迷宫测试，故正常组大鼠的体重程现上下波动

周期规律。模型组、ＳＺＪ干预组大鼠体重在偶数周
时下降的明显，与偶数周进行行为学检测体力消耗

有关。进行缺氧造模的模型组、ＳＺＪ干预组组大鼠
的体重整体呈现降低的趋势，但 ＳＺＪ干预组下降趋
势较模型组缓和。在第七周时ＳＺＪ干预组组大鼠体
重明显回升，而模型组大鼠体重在缺氧状态下持续

降低。

图１　大鼠体重监测趋势

２２　大鼠学习记忆能力的检测　持续低压缺氧造
模第八周时空间探索环节中原平台象限游泳时间／
总时间与穿越平台次数比较来测评大鼠的空间记忆

能力。见表１。模型组与正常组、ＳＺＪ干预组间均有
统计学意义（Ｐ＜００５），可作为缺氧致大鼠 ＣＩ的模
型，ＳＺＪ干预组与正常组组间比较均无统计学意义。

表１　空间探索原平台象限游泳时间／总时间、
　　穿越平台次数比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 原平台象限游泳时间／总时间 穿越平台次数

正常组 ０２９５±００３２ １６３３±１０３
模型组 ０２２４±００３９ １１６７±４３７

ＳＺＪ干预组 ０２９２±００５０△ １７００±１４１△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，与模型组比较，△Ｐ＜００５

２３　大鼠 ＡＰＰ、Ａβ１４２、ＣＯＸ、８ＯＨｄＧ的表达检测　
　　持续低压缺氧造模脑组织中 ＡＰＰ、Ａβ１４２含量浓
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度／脑组织蛋白浓度比较，模型组与正常组、ＳＺＪ干
预组间均有统计学意义（Ｐ＜００１）。见表２。

表２　脑组织中Ａβ１４２含量浓度／脑组织蛋白浓度

（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）、脑组织中ＡＰＰ含量浓度／
脑组织蛋白浓度（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
Ａβ１４２含量浓度／
脑组织蛋白浓度

ＡＰＰ含量浓度／
脑组织蛋白浓度

正常组 ００３４±００１１ ０８６９±０５４１
模型组 ０１７８±００４２ ４４９７±１０５１

ＳＺＪ干预组 ００６１±００３４△△ １５６４±０２９７△△

　　注：与正常组比较Ｐ＜００１，与模型组比较，△△Ｐ＜００１

　　持续低压缺氧造模脑组织中 ８ＯＨＤＧ含量浓
度／脑组织蛋白浓度模型组与正常组、ＳＺＪ干预组间
比较有统计学意义（Ｐ＜００１），ＳＺＪ干预组与正常组
间比较有统计学意义（Ｐ＜００５），ＣＯＸ含量浓度／脑
组织蛋白浓度正常组与模型组间比较有统计学意义

（Ｐ＜００１）、模型组与 ＳＺＪ干预组比较有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表３。

表３　脑组织中８ＯＨＤＧ、ＣＯＸ含量浓度／
　　脑组织蛋白浓度（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
８ＯＨＤＧ含量浓度／
脑组织蛋白浓度

ＣＯＸ含量浓度／
脑组织蛋白浓度

正常组 ００１７±０００８ ０１５１±００７９
模型组 ００８６±００１０ ０４８３±００６６

ＳＺＪ干预组 ００３３±００１７△▲▲ ０３９４±０３０８△

　　注：与模型组比较，△Ｐ＜００５，与正常组比较Ｐ＜００１，与模

型组比较，▲▲Ｐ＜００１

３　讨论
中医学认为，气是构成、维持人体生命活动最基

本的物质，随着年龄的增长，老年人阳气逐渐衰败，

气的推动、防御、营养、温煦作用减弱。物质代谢速

度减慢，体内产生瘀血、痰湿等病理产物，阻碍了人

体的正常生理功能。《黄帝内经》中有“阳气者，精

则养神”，而气虚会导致元神失养，神不能外驭五官

九窍和机体，最终形成老年痴呆［７］。ＭＣＩ为本虚标
实之证，在肾、心、脾３脏虚损的基础上，兼有痰、瘀
等实邪［８］。ＳＺＪ由人参、赤芍、知母组成，人参，益气
健脾，调神益智，补充人体之精气可增后天之源，在

此用以扶正。根据中药治疗老年痴呆病的用药频次

归纳分析可知中药功效检索分类中排在第一位的是

人参现代研究表明人参皂苷能有效改善 ＡＤ动物的
认知能力、Ａβ诱导细胞毒性和氧化应激水平［９１０］。

芍药，清热凉血、散瘀止痛，在此用以散瘀凉血通脑

络，现代研究表明芍药苷能改善 ＡＤ大鼠的行为学
和脑线粒体复合酶活性［１１］，降低氧化应激水平对

ＡＤ大鼠发挥神经保护作用［１２］。知母，清热泻火、滋

阴润燥，在此用以清热以祛毒，现代研究表明知母皂

苷能显著的改善Ａβ诱导的痴呆大鼠的学习和记忆
功能力［１３］。本课题前期实验细胞部分证实参知健

脑方组分能有效的保护缺氧诱导的细胞死亡，改善

线粒体ＤＮＡ损伤，抑制毒性线粒体Ａβ积累［４］。

ＡＤ与氧化应激密切相关，这一点已经毋庸置
疑［１４］，已知氧化应激的产生是由于活性氧的产生过

多超出了其消除能力所致，而在众多细胞器中，线粒

体是活性氧产生的主要位点，超过９０％的活性氧产
生于线粒体，其中线粒体电子传递链的复合体Ⅰ和
复合体Ⅲ是活性氧产生的主要位点，故而线粒体特
别易受氧化应激的损伤。另外，从一些研究报

道［１５１６］可知，Ａβ与磷酸化的Ｔａｕ蛋白作为 ＡＤ的重
要病理特征，其在增加活性氧的产生，提高 ＡＤ的氧
化应激水平也发挥了作用。考虑到 Ａβ和磷酸化的
Ｔａｕ蛋白可以直接引起线粒体功能障碍，从以上两
点很容易怀疑氧化应激可以引起线粒体功能障碍，

氧化应激使蛋白、脂质和核酸过氧化［１７］。氧化应激

除了引起ｍｔＤＮＡ和线粒体能量代谢相关的损伤，也
引起了线粒体动力学相关的损伤［１８］。由于氧化应

激对线粒体各方面的损伤作用，故而可知氧化应激

确实可以导致线粒体功能障碍。ｍｔＤＮＡ易受到活
性氧的损伤，损伤的 ｍｔＤＮＡ主要表现为 ｍｔＤＮＡ点
突变、缺失及同源异型性或异质性改变［１９］。研

究［２０２１］认为ｍｔＤＮＡ的突变与老化密切相关，ｍｔＤＮＡ
与ＣＩ也有着密切关系。

本实验为避免药物因素对缺氧致 ＣＩ模型的干
扰选取自然衰老的老年鼠为实验对象。实验中制造

缺氧的老年动物模型，可造成大鼠的体重持续缓和

下降，水迷宫空间探索显示持续低压缺氧可造成空

间记忆能力受损伤，而 ＳＺＪ可从多靶点发挥对线粒
体的保护机制，改善空间记忆能力。老龄动物脑组

织内可出现淀粉样斑块以及学习记忆衰退［２２］。大

量体外实验表明Ａβ主要通过线粒体途径引起神经
元凋亡［２３］。不论是在体内还是体外，Ａβ神经毒引
起的死亡和诱导的神经细胞凋亡都已经被证实［２４］。

而本实验中持续缺氧导致 ＡＰＰ、Ａβ１４２含量增多，而
过度表达的 ＡＰＰ会影响线粒体蛋白输运通道的正
常运行，从而导致线粒体功能紊乱。其中在 Ａβ的
神经毒性中占据主导地位［２５］的 Ａβ１４２，在缺氧时刺
激线粒体膜并导致其通透性增加，位于线粒体膜内

的细胞色素Ｃ释放到细胞质中，作为细胞凋亡诱导
因子，促使神经元细胞凋亡导致大鼠则出现一系列

的ＣＩ。８羟基脱氧鸟苷作为 ＤＮＡ氧化损伤产物是
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广泛用于研究疾病中氧化损伤机制的关键标志

物［２６］，缺氧导致８ＯＨｄＧ产量增多即氧化损伤产物
增多，造成ｍｔＤＮＡ缺失或突变，缺氧产生的８ＯＨｄＧ
越多对大鼠的认知功能影响越大。

综上所述，本实验研究表明 ＳＺＪ可以抑制 ＡＰＰ、
Ａβ１４２的积累，增强线粒体细胞色素氧化酶（ＣＯＸ）的
活性并减缓ＤＮＡ氧化损伤，从而发挥对线粒体的作
用，进一步改善缺氧对 ＣＩ学习记忆能力的影响，为
ＳＺＪ的临床应用提供实验支持，为中药治疗 ＣＩ提供
了新思路。ＳＺＪ对缺氧模型线粒体虽有一定保护的
作用，但是对于缺氧造成的氧化损伤的保护作用不

明显，说明缺氧致ｍｔＤＮＡ缺失或突变可能是不可逆
的，ＳＺＪ能否从多靶点改善线粒体 ＤＮＡ的损伤及其
机制还有待进一步研究。
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