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肾脑复元汤对阿尔兹海默病大鼠海马区神经保护作用

及对碱性成纤维生长因子、脑源性神经

营养因子表达的影响
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摘要　目的：观察肾脑复元汤对阿尔茨海默病大鼠海马区神经细胞的作用机制。方法：选取健康雄性 ＳＤ大鼠１２０只，按
完全随机法分为；假手术组（侧脑室注射３μＬ蒸馏水），模型组（侧脑室注射３μＬβ淀粉样蛋白（Ａβ）２５３５＋蒸馏水灌
胃）、肾脑复元汤组（侧脑室注射３μＬβ淀粉样蛋白２５３５＋肾脑复元汤灌胃）及对照组（侧脑室注射３μＬβ淀粉样蛋白
２５３５＋盐酸多奈哌齐灌胃），各组均各灌胃１次，分别于７，１４，２１ｄ３个时相处死。观察ＨＥ染色、ｔｕｎｎｅｌ染色及碱性成纤
维生长因子（ｂＦＧＦ），脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）的变化。结果：与模型组比较，中药组坏死程度较轻，且中药组（第１４
天）细胞凋亡程度较模型组减轻（Ｐ＜００５）。与模型组比较，中药组（第７天）ｂＦＧＦ，ＢＤＮＦ表达上升（Ｐ＜００５）。结论：肾
脑复元汤对ＡＤ病大鼠海马区神经具有修复的作用，且发挥作用主要在后期。其机制与促进海马区 ＢＤＮＦ及 ｂＦＧＦ表达
有关。
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　　阿尔茨海默病（ＡｌｚｈｅｉｍｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）以渐进
性记忆和认知障碍为特征，是多种疾病病因引起的

神经变性疾病。主要发生在老年人，俗称老年痴呆。

其机制与大脑局部，尤其是海马区形成神经细胞外

以β淀粉样蛋白（Ａβ）沉积为核心形成的老年斑有
关。中医学认为脑髓是由肾精化生而成，肾精是脑

髓形成的物质基础。在此基础上选药组方而成的肾

脑复元汤是治疗脑疾病方面的有效方药［１］。基于
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此，本研究采用 Ａβ２５３５注入大鼠侧脑室制备 ＡＤ
大鼠模型，旨在为补肾经方肾脑复元汤治疗阿尔茨
海默病，重建神经功能提供实验依据，从而揭示从肾

治脑法对阿尔茨海默病的作用机制，为临床防治阿

尔茨海默病提供新的治疗靶点和方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取健康雄性清洁级 ＳＤ大鼠 １２０
只，体重（２５０±５０）ｇ（湖南中医药大学实验动物中
心提供）。许可证号 ＳＹＸＫ（湘）２０１５０００１。自由进
食、饮水，温度２４～２５℃，湿度２２％，同等条件下分
笼适应性饲养１周。
１１２　药物　肾脑复元汤：熟地黄１０ｇ、山茱萸１０
ｇ、黄芪３０ｇ、山药１５ｇ、红景天２０ｇ、川芎１０ｇ、丹参
１０ｇ、牡丹皮１０ｇ、赤芍１０ｇ、地龙１０ｇ、当归尾１０ｇ
（均购于湖南省中医药大学第一附属医院）。

１１３　试剂与仪器　脑立体定向仪（ＴｅｏＬｉｎｃ，型
号：ＭＤ２０００）石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，型号：ＲＭ２２５５）台
式离心机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，型号：７９００ＨＴ）Ａβ２５３５
（Ｓｉｇｍａ，货号：＃１２９４１）兔抗ｂＦＧＦ试剂盒（Ａｂｃａｍ，货
号：ａｂ１０６９５９）兔抗 ＢＤＮＦ试剂盒（Ａｂｃａｍ，货号：
ａｂ１０８３１９）试剂盒：ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ａｂｃａｍ，货号：
ａｂ６６１０８）０２％溴酚蓝（Ａｍｒｅｓｃｏ，货号：０４４９１００Ｇ）
βａｃｔｉｎ抗体（碧云填生物技术研究所，货号：Ｈ０１５）
１２　方法
１２１　分组与模型制备　除空白组（３０只）外，造
模成功后将动物随机分为模型组（３０只）、肾脑复元
汤组（３０只）、对照组（３０只）３组。以上４组按处死
时间分为造模后１周（７ｄ）、２周（１４ｄ）、３周（２１ｄ）
３个时相，每个组每个时相保证造模成功 １０只动
物。采用立体定向仪下将Ａβ２５３５注入大鼠侧脑室
制备ＡＤ模型。将 Ａβ２５３５溶于无菌生理盐（４ｇ／
Ｌ），用前３７℃孵育１周以上。腹腔注射水合氯醛
０３５ｇ／ｋｇ麻醉动物。将大鼠固定于立体定位仪上，
选双侧海马齿状回背侧细胞带为注射区。定位坐标

为前囟后３０ｍｍ，左侧旁开２０ｍｍ，硬脑膜下２９
ｍｍ，门齿钩平面低于耳间线平面２４ｍｍ。β淀粉
样蛋白组以１０μＬ微量注射器注射β淀粉样蛋白溶
液３μＬ（控制注射速度为０３μＬ／ｍｉｎ），留针５ｍｉｎ
以保证溶液充分弥散，然后缓慢撤针；假手术组以生

理盐水注射于海马。

１２２　给药方法　模型组、假手术组每天灌胃 ３
ｍＬ蒸馏水，中药组选用肾脑复元汤，人临床用量为
１２５ｇ／ｄ，按１１２５ｇ／ｋｇ剂量灌胃；阳性对照药组选

用盐酸多奈哌齐，人临床用量为 ５ｍｇ／ｄ，按 ０９２
ｍｇ／ｋｇ剂量灌胃。各组大鼠每天每组均各灌胃 １
次，直至处死。

１２３　指标检测与方法　取出脑组织，使用４％多
聚甲醛内固定，取双侧端脑前 ２／３，切片行 ＨＥ及
ＴＵＮＥＬ染色，取双侧端脑后１／３，放置于 －８０℃冰
箱储存备作ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，以检测碱性成纤维生长因
子（ｂａｓｉｃＦｉｂｒｏｂｌａｓｔＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ），脑源性神
经营养因子（ＢｒａｉｎＤｅｒｉｖｅｄＮｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤ
ＮＦ）蛋白的表达［２］。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据分析。计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检验进
行２组间比较，多组比较采用单因素方差分析，以 Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　组织学结果通过 ＨＥ染色后显示，１周后假手
术组细胞排列规整，胞核居中，模型组可见梗死区细

胞呈病灶性聚集，排列紊乱，病灶周围有炎性细胞浸

润，水肿，坏死发生；中药组细胞排列较规整，坏死程

度较轻，但仍然有炎性反应，水肿；对照组可见心肌

细胞致密生长，且炎性反应，水肿较为轻。见图１。

图１　第７天时海马区细胞病理染色（ＨＥ×）
　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ分别指假手术组、模型组、中药组、对照组

２２　凋亡细胞结果　通过ＴＵＮＥＬ染色标记凋亡细
胞，检测后显示，各组大鼠均有明显的细胞凋亡表

现，但随时间推移凋亡逐渐减轻；中药组（第１４天）、
对照组（第 ７、１４天）细胞凋亡较模型组减轻（Ｐ＜
００５）；对照组第 ７天时凋亡较中药组减轻（Ｐ＜
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００５）。见图２。

图２　第７天时皮层细胞（ＴＵＮＥＬ染色×４００）
　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ分别指假手术组、模型组、中药组、对照组；箭头示

凋亡细胞

表１　第７天时各组大鼠海马区ｂＦＧＦ，
　　ＢＤＮＦ的蛋白表达（珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＤＮＦ ｂＦＧＦ

假手术组

　第７天 ０１６８±００３２ ０１５６±００１６
　第１４天 ０１７２±００２６ ０１５９±００１４
　第２１天 ０１７８±００１６ ０１５２±００２６
模型组

　第７天 ０１８４±００２０ ０１８４±００１２
　第１４天 ０１６８±００１８ ０１６８±００１４
　第２１天 ０１７８±００３６ ０１４８±００１８
中药组

　第７天 ０１９２±００１５ ０１９０±００２６

　第１４天 ０１９８±００１８ ０１８９±００２０

　第２１天 ０１８７±００１２ ０１７６±００１８

对照组

　第７天 ０２０４±００２０ ０２０１±００１８

　第１４天 ０１９２±００１０ ０１９８±００２０

　第２１天 ０１８４±００１８ ０１７４±００１４

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５

图３　第７天时各组大鼠海马区ｂＦＧＦ，ＢＤＮＦ的蛋白表达
　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ分别指假手术组、模型组、中药组、对照组

２３　ｂＦＧＦ，ＢＤＮＦ表达结果　大鼠造模后，ｂＦＧＦ，
ＢＤＮＦ表达较假手术组明显升高；与模型组比较，中
药组（第７天）、对照组（第７天）ｂＦＧＦ，ＢＤＮＦ表达
上升（Ｐ＜００５）；中药组（第１４天）ｂＦＧＦ，ＢＤＮＦ表
达较对照组上升（Ｐ＜００５）。见表１，图３。
３　讨论

阿尔茨海默病（ＡｌｚｈｅｉｍｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的发病
机制十分复杂，随着对 ＡＤ研究的深入，有关 ＡＤ诊
断及治疗指南得到不断修改完善，但迄今其治疗仍

是难点。目前对ＡＤ的治疗除心理社会干预及环境
行为改善外，主要药物治疗还是与改善神经元突触

的传递功能，或者保护胆碱能神经元免受兴奋性氨

基酸毒性的破坏等方面有关，这也仅仅只是暂时缓

解患者认知功能的减退过程［３］。目前药物治疗效果

不理想，因此寻找有效的治疗方法迫在眉睫。中医

学认为，ＡＤ属于“呆证”“健忘”“痴呆”等范畴［４］。

《灵枢·海论》曰：“脑为髓之海”“髓海不足，则脑转

耳鸣，胫酸，眩冒，目无所视，懈怠安卧”。由于脑为

元神之府，总统诸神，故 ＡＤ病位主要在脑。而脑髓
是由肾精化生而成，肾精是脑髓形成的物质基础。

中医学认为脑髓是由肾精化生而成，肾精是脑髓形

成的物质基础，其发病主要以肾虚为本，瘀血为标，

本虚标实［５］。因此，当活血化瘀同时，要考虑补肾生

髓，即中医“标本兼治”。“治标”为活血祛瘀，“治

本”补肾生髓。根据“肾脑同治”方论而成的肾脑复

元汤是治疗ＡＤ的有效方药，具有益肾生髓、活血通
络之功效［６］。其组方为：干地黄１０ｇ、黄芪３０ｇ、山
药１５ｇ、山茱萸１０ｇ、红景天２０ｇ、赤芍１０ｇ、牡丹皮
１０ｇ、地龙１０ｇ、当归尾１０ｇ。经临床应用证明该方
可明显改善ＡＤ患者的神经功能，提高临床疗效［７］。

近年来，对神经营养因子家族在阿尔兹海默病

中的治疗作用及机制引起广泛关注。有研究发现，

神经生长因子能有效保护基底前脑胆碱能神经元受

损伤导致的神经变性、改善空间记忆，因而有望成为

治疗ＡＤ的有效途径。碱性成纤维生长因子（ｂａｓｉｃ
ＦｉｂｒｏｂｌａｓｔＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）及脑源性神经营养因
子（ＢｒａｉｎＤｅｒｉｖｅｄＮｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃＦａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）同属神
经营养因子家族，在 ＡＤ病中对脑组织损伤修复起
着重要的作用。是神经营养因子家族的一员［８］，有

研究发现，ＡＤ患者血液和中枢神经系统中ＢＤＮＦ的
表达水平呈现持续下降的趋势。ＢＤＮＦ可以调节神
经元的存活、分化及可塑性［９］，并且这种能力是通过

激活高亲和力受体 ＴｒｋＢ和低亲和力受体 ｐ７５ＮＴＲ
而实现。研究表明，通过降低 ＴｒｋＢ从而减少 ＢＤＮＦ
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信号可导致空间记忆受损，而 ＴｒｋＢ表达的适度增加
则可以增强记忆。这一系列研究表明，ＢＤＮＦ可能
在ＡＤ发病机制和治疗中发挥潜在作用［１０］。ｂＦＧＦ
属于ＦＧＦ家族，是神经营养因子家族的一员［１１］。正

常情况下，其在脑组织内含量较少，但在阿尔兹海默

病后ｂＦＧＦ的表达明显增加。其可以通过促血管形
成、促进神经生长、并抑制神经元凋亡［１２１３］。在生理

和病理过程中起着重要的作用。近年来有研究发

现，ｂＦＧＦ能促进海马神经元的存活，减轻脑损伤引
起的认知障碍，改善ＡＤ模型大鼠基底前脑、皮层和
海马胆碱能神经纤维密度，提高学习记忆能力［１４］。

本研究结果表明，与模型组比较，肾脑复元汤可

以明显改善细胞坏死，并促进脑梗死组织修复，抑制

神经元凋亡，从而改善神经细胞的存活率；且观察到

ＢＤＮＦ及ｂＦＧＦ的表达水平呈上升趋势，证明 ＢＤＮＦ
及ｂＦＧＦ参与了 ＡＤ病神经细胞修复的过程。此外
在第７天时，ＢＤＮＦ及 ｂＦＧＦ均呈高峰值，第７天后
有所下降，证明ＢＤＮＦ及ｂＦＧＦ峰值期应在第７天左
右。另外，在ＡＤ造模后早期（第７天）盐酸多奈哌
齐疗效更加显著，在后期（第１４，２１天），二者疗效差
异无统计学意义，说明对照组西药盐酸多奈哌齐发

挥治疗效应主要是在早期，而肾脑复元汤应在恢复

期。这与中药“缓则治本”的原则相应。因此，本实

验从动物实验角度初步揭示了肾脑复元汤可能的作

用靶点，其作用机制可能与通过改善中老年人的脑

内环境促进神经营养因子的合成分泌，修复受损脑

组织，从而改善神经功能有关。
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法国塞纳市市长访问世界中联

　　２０１８年１０月２９日，法国塞纳市市长ＦｒａｎｃｉｓＭｏｎｃｈｅｔ一
行到访世界中联，世界中联副主席兼秘书长桑滨生、副秘书

长陈立新参与会见。

桑滨生秘书长对ＦｒａｎｃｉｓＭｏｎｃｈｅｔ市长表示感谢，他指出
世界中联－法国中医药中心得到了中国政府的支持，希望该
中心的建设能利用中医药特色优势服务当地群众健康，将中

医药传播到更广阔的空间。ＦｒａｎｃｉｓＭｏｎｃｈｅｔ市长表示，通过
此次访问，对世界中联有了更深入的认识，更加坚信中医药

会造福法国民众。塞纳市政府将会继续为该中医药中心的

建设和运营提供最大的支持和帮助。

世界中联－法国中医药中心于２０１８年５月在法国塞纳
市揭牌，得到了当地政府的大力支持，市长先生亲自出席了

由世界中联于５月１６日在联合国教科文组织主办的第六届
中欧中医药国际合作与发展论坛，热情接待了“中医中药世

界行”成员，并在世界中联 －法国中医药中心揭牌仪式上发
表讲话。
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