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艾烟对 ＳＡＭＰ８小鼠嗅球形态和嗅球内谷氨酸、
γ氨基丁酸和乙酰胆碱酯酶的影响
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摘要　目的：观察艾烟干预对快速老化ＳＡＭＰ８小鼠嗅球形态和嗅球内谷氨酸（Ｇｌｕ）、γ氨基丁酸（ＧａＢａ）和乙酰胆碱酯酶
（ＡＣｈＥ）表达的影响，探讨艾烟的可能效应途径。方法：选取６月龄雄性快速老化模型ＳＡＭＰ８小鼠４８只并随机分为艾烟
组、模型组、嗅觉障碍组和嗅觉障碍艾烟组，以１２只ＳＡＭＲ１作为空白对照组对照。３甲基吲哚（３ＭＩ）腹腔注射制作嗅觉
障碍模型。艾烟组和嗅觉障碍艾烟组每日予以艾烟吸嗅３０ｍｉｎ，其余组正常空气吸嗅。干预６周后通过苏木精伊红
（ＨＥ）染色观察各组嗅球形态，并利用酶联免疫吸附试验法比较嗅球内 Ｇｌｕ、ＧａＢａ及 ＡＣｈＥ表达情况。结果：各组嗅球结
构未见明显差异，艾烟组颗粒细胞密度略高于模型组、嗅觉障碍组和嗅障艾烟组。艾烟组 Ｇｌｕ、ＡＣｈＥ较模型组显著降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），且ＡＣｈＥ含量低于嗅觉障碍组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。嗅障艾烟组 Ｇｌｕ含量介于
模型组和艾烟组之间，３组差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：一定浓度的艾烟干预可以良性调节嗅球内神经递质含
量，并通过嗅觉通路的神经投射干预脑内神经递质的表达，改善氧化应激。
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　　艾叶作为传统灸材，其燃烧产生的烟雾不但在
艾灸过程中发挥重要作用，更可单独应用治疗多种

疾病，自古以来便备受推崇。早在《五十二病方》中

就记载了以干艾、柳蕈熏燃外治的病案；《肘后备急
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方》有“以干艾斛许，揉团纳瓦甑中，并独留一目，以

痛处著甑目而烧艾熏之”的烟熏操作法；《本草纲

目》中亦有“熟艾烧烟薰之……治风虫牙痛”的阐

述。现代药理学研究发现，艾叶燃烧生成的艾烟含

有多种具有抗氧化、抗炎、镇静作用的芳香物质［１］，

其中许多成分亦常见见于的芳香开窍药物或精

油［２］。部分已被证实是通过嗅觉通路发挥保护脑神

经功能［３］，改善学习记忆的作用［４］。本前期研究发

现，单纯艾烟干预可以治疗性提高 ＡｐｏＥ／及
ＳＡＭＰ８小鼠脑内单胺类神经递质含量，减轻氧化应
激，延缓脑组织衰老［５６］。但艾烟究竟通过何种途径

发挥作用至今尚不明确，可能是通过血脑屏障进入

中枢神经系统，也可能经嗅神经传导通路起效。

本实验选用快速老化模型小鼠，通过３甲基吲
哚腹腔注射毁损嗅黏膜造模［７］，旨在保持嗅觉中枢

完整性的情况下，观察单纯艾烟干预对小鼠嗅球形

态以及嗅球内神经递质含量的影响，初步探讨艾烟

起效途径与嗅觉通路相关性，为进一步探索艾烟在

艾灸整体效应机制中的意义奠定基础。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取ＳＰＦ级６个月龄雄性ＳＡＭ小鼠
６０只，其中 ＳＡＭＰ８系４８只，同品系正常老化小鼠
ＳＡＭＲ１系１２只，平均体质量（３０±２３）ｇ，购自中科
泽晟科技有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０１４００１１］。采用标
准动物饲料喂养，自由饮水；饲养环境温度（２２±
２）℃，湿度 ５０％～６０％。采用人工控制室内照明，
１２／１２ｈ光暗环境交替循环。
１１２　药物　特制细艾条（Φ０５ｃｍ×２０ｃｍ，河南
南阳汉医艾绒有限公司）；玉米油（上海源叶生物科

技有限公司）。

１１３　试剂及仪器　３甲基吲哚（３ＭＩ，９９％，北京
银河天虹化工有限公司）；自制艾烟干预箱（７５ｃｍ×
４５ｃｍ×６０ｃｍ）；Ｐ５Ｌ２Ｃ光散射式数字粉尘测试仪
（北京宾达绿创科技有限公司）；磷酸缓冲盐溶液

（ＰＢＳ）（Ｃｏｏｌａｂｅｒ，北京华菁美达科技有限公司）；４％
多聚甲醛（Ｃｏｏｌａｂｅｒ，北京华菁美达科技有限公司）；
石蜡包埋机（ＥＧ１１５０，德国Ｌｅｉｃａ公司）；石蜡切片机
（ＲＭ２２３５，德国 Ｌｅｉｃａ公司）；谷氨酸（Ｇｌｕ）、γ氨基
丁酸（ＧａＢａ）和乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）试剂盒均购于
上海酶联生物研究所；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３标准规格酶标
仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。
１２　方法
１２１　分组及模型制备　选取４８只 ＳＡＭＰ８小鼠

并用随机数字表法分为艾烟组，嗅觉障碍 ＋艾烟组
（嗅障艾烟组），嗅觉障碍组，模型组，每组１２只。１２
只ＳＡＭＲ１雄性小鼠作为空白对照组对照。适应性
饲养２周后进行造模。将３ＭＩ与玉米油混合溶解，
制成３０ｍｇ／ｍＬ的溶液，按照３００ｍｇ／ｋｇ剂量对嗅障
艾烟组及嗅觉障碍组小鼠进行腹腔注射。其余组依

据体质量注射同等剂量玉米油。

给药２４ｈ后行埋藏食物小球实验（ＢｕｒｉｅｄＦｏｏｄ
ＰｅｌｌｅｔＴｅｓｔ，ＢＦＰＴ）。小鼠从测试的前２４ｈ开始限食
（２４ｇ／ｄ），自由饮水，测试时将嗅觉行为测试盒内
铺入洁净的玉米垫料，厚度约４ｃｍ。将１ｇ重的食
物小球埋藏在垫料下约２ｃｍ深处，每次测试时将小
鼠从相同位置放入测试盒中。从小鼠放入测试盒中

开始计时，小鼠前爪或牙齿抓住食物小球时停止计

时，将这段时间定义为小鼠找到食物小球的时间。

小鼠找到的食料允许其在测试中吃完。每日同一时

间重复实验，连续３ｄ。以 ＢＦＰＴ实验３００ｓ（３次测
试的平均值）内未找到饲料作为嗅觉障碍造模成功。

１２２　干预方法　根据前期实验以及临床诊室测
量数据，本实验中干预用艾烟干预条件定为５０～
１５０ｍｇ／ｍ３，以模拟临床诊室中艾烟浓度。实验开
始前将光散射式数字粉尘测试仪置于箱体下部，细

艾条点燃插入底座并固定于艾烟吸嗅箱隔板中部，

箱壁及隔板均分布通气孔，可保证烟气的充分弥散。

艾条于箱内点燃１ｍｉｎ后，将小鼠逐一放入箱内，每
只小鼠由隔板隔开，避免互相干扰。艾烟干预过程

中，每５ｍｉｎ记录一次浓度值，若数值高于 １５ｍｇ／
ｍ３，可移动上方插板调整通气口。实验过程中艾烟
浓度基本维持在１０５～１２８ｍｇ／ｍ３。艾烟组和嗅
障艾烟组小鼠每日接受艾烟干预 ３０ｍｉｎ，共 ６周。
嗅觉障碍组、模型组及空白对照组不特殊处理，给予

正常空气吸嗅。

实验末次干预结束后，禁食不禁水１２ｈ。每组
随机选取３～４只小鼠［艾烟组和模型组取３只（后
期各脱落１只），其余组取４只］腹腔注射１０％水合
氯醛（０３ｍＬ／１００ｇ）进行麻醉，开胸暴露心脏，将灌
流针头经左心室插入主动脉，ＰＢＳ快速冲洗并灌注
４％多聚甲醛。断头开颅，参照小鼠解剖图谱，取出
嗅球，置于４％多聚甲醛中固定。其余小鼠处死后，
于冰台上快速取出嗅球组织，置于标记的２ｍＬ冻存
管中，液氮冻存数分钟后移入－８０℃冰箱待测。
１２３　检测指标与方法　采用苏木精伊红（ＨＥ）
染色法观察各组其余８只小鼠嗅球组织形态结构，
小鼠嗅球固定７ｄ后常规石蜡包埋、切片，经烤片、
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梯度乙醇和二甲苯脱蜡至水、染色、脱水封片后，于

光学显微镜下观察嗅球形态，采集图像并分析。采

用酶联免疫吸附试验法检测嗅球内 Ｇｌｕ、ＧａＢａ、
ＡＣｈＥ含量，制备１０％浓度的小鼠嗅球组织匀浆，检
测时严格按照试剂盒说明进行操作。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件分析
数据。计量资料符合正态性分布且通过方差齐性检

验，以均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分
析，并用 ＬＳＤ法进行组间比较，以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果
２１　各组小鼠嗅球 ＨＥ染色结果比较　光镜下可
观察到空白对照组小鼠嗅球结构清晰，呈同心圆状

规则排列，自内向外依次可观察到颗粒细胞层、僧帽

细胞层、外丛层、突触小球层；空白对照组小鼠嗅球

僧帽细胞胞质红染，呈圆形或卵圆形，细胞核大，树

突明显；颗粒细胞核仁清晰，胞核深染，呈串珠样簇

集。其余组小鼠嗅球细胞整体结构未见明显差异，

但僧帽细胞层神经元数量比较空白对照组略有减

少；模型组、嗅觉障碍组及嗅障艾烟组颗粒细胞层细

胞数量和密度稍有降低。艾烟组部分僧帽细胞楔

形，突起明显；且颗粒细胞层细胞数量及密度明显高

于模型组、嗅觉障碍组及嗅障艾烟组。见图１。
２２　各组小鼠嗅球内Ｇｌｕ、ＧａＢａ、ＡＣｈＥ含量比较　
　　空白对照组、艾烟组及嗅障艾烟组嗅球内 Ｇｌｕ
含量均低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），
且艾烟组较嗅障艾烟组显著降低，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）。嗅觉障碍组与模型组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。

嗅球内ＧａＢａ含量空白对照组显著高于模型组，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其余各组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。

空白对照组与艾烟组嗅球 ＡＣｈＥ含量均显著低
于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。艾烟组
ＡＣｈＥ含量显著低于嗅觉障碍组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。但与嗅障艾烟比较，差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。嗅觉障碍组、嗅障艾烟组与模型组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

图１　各组小鼠嗅球（ＨＥ染色，×１００）

表１　各组小鼠嗅球内Ｇｌｕ、ＧａＢａ、ＡＣｈ比较（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇｌｕ（ｎｇ／ｍｇ） ＧａＢａ（ｎｍｏｌ／ｇ） ＡＣｈＥ（ｎｍｏｌ／ｇ）

艾烟组（ｎ＝８） １６４±０２４△ ０８１±０２０ ４４７７±９６７△

嗅觉障碍组（ｎ＝８） ２６０±０８０ ０９６±０２３ ６７２±１９９５
嗅障艾烟组（ｎ＝８） ２４３±０６３ １０５±０４５ ５８６±１２９８
模型组（ｎ＝８） ３１４±１０１ ０７６±０２８ ６９１５±１３５４
空白对照组（ｎ＝８） ２３１±０４８ １１６±０５０ ４２４７±１７４３

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与嗅觉障碍组比较，△Ｐ＜００５
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３　讨论
嗅觉系统是感觉神经系统的重要组成部分，其

发育和调控与整个机体的生长和发育有着紧密的联

系，对情绪、睡眠、记忆等大脑高级活动有重要影响。

嗅觉通路由嗅上皮（ＯＥ）、嗅球（ＯＢ）和嗅觉皮层
（ＯＣ）３级结构组成，通过逐级信号传递实现对气味
的识别和认知。嗅觉刺激可以不经丘脑中继直接到

达中枢，具有起效迅速且高度敏感的特点。同时由

于嗅觉神经元对受体的特异性表达，气味的识别和

传导具有高度特异性［８］。此外，嗅觉通路与神经退

行性病变关系密切，且给药生物利用率高，吸收快，

不良反应小。因此近年来成为中枢系统疾病研究热

点之一。

嗅球是嗅觉通路的第一中转站，在嗅觉的产生

及嗅觉与高级活动的联系中发挥至关重要的作用。

嗅球的病理改变可引起学习记忆行为的改变和相关

中枢神经生化活动的改变。近年来发现，帕金森病、

阿尔茨海默病等神经退行性疾病多伴有嗅觉功能减

退以及嗅觉系统病变［９］。阿尔茨海默患者在疾病

早期即可出现嗅球病变，其改变甚至早于皮层［１０］。

此外，动物实验发现单纯损毁嗅球即可一定程度降

低正常大鼠学习记忆力［１１］。吴子建［１２］发现艾烟和

艾油的芳香气味分子可以诱发嗅球动作电位。不同

浓度艾烟还可以引起嗅球超微结构及 ｃＦｏｓ蛋白表
达的改变［１３］。因此推测嗅球结构与功能可能与艾

烟改善ＳＡＭＰ８小鼠学习记忆的效应具有一定关联
性。本实验结果显示，各组小鼠嗅球整体结构并无

明显差异，３ＭＩ诱导的嗅觉障碍模型嗅觉障碍仅局
限于外周感受器，嗅球并未出现明显病变，与相关报

道一致［１４］。嗅球在机体成年期依旧能持续不断地

生成以球周细胞和颗粒细胞为主的中间神经元。颗

粒细胞是嗅球内最多的一种中间神经元，参与处理

各种气味信息。嗅觉剥夺的成鼠嗅球可观察到颗粒

细胞明显减少［１５］，而丰富的嗅觉经验则有助于新生

细胞的增加［１６］。艾烟组颗粒细胞密度较模型组有

所增加，而嗅障艾烟组未表现出相同变化，可能是由

于艾烟的气味刺激促进了新生神经细胞的成活和

分化。

Ｇｌｕ和ＧａＢａ是嗅觉系统中最主要的２种神经
递质。Ｇｌｕ作为兴奋性神经递质，它不但参与学习
记忆形成和信息贮存的过程，还与神经系统的突触

形成、重塑及退化密切相关。但脑内 Ｇｌｕ的过度蓄
积可引起神经细胞损伤［１７］。ＧａＢａ是抑制性神经递
质，对神经干细胞的增殖、分化和神经元的定向迁移

具有调节作用［１８１９］。此外，乙酰胆碱也参与对嗅觉

系统可塑性和感知力的调节［２０］。ＡＣｈＥ是乙酰胆碱
的水解酶，可通过调节乙酰胆碱含量控制突触间信

息传递，对反映胆碱能神经元活性有重要意义。实

验结果显示，模型组 Ｇｌｕ和 ＡＣｈＥ显著高于空白对
照组，提示ＳＡＭＰ８嗅球内也存在兴奋性神经递质的
过度蓄积和胆碱酯酶活性的升高。ＧａＢａ含量空白
对照组显著高于模型组，其余组各组无明显差异，可

能兴奋性递质在嗅觉活动中的作用较抑制性递质更

为重要，因此变化更加敏感。也可能艾烟干预对嗅

球内 ＧａＢａ递质的合成和释放影响较小，或受限于
艾烟浓度、时间因素未对 ＧａＢａ代谢产生作用。艾
烟组Ｇｌｕ显著低于模型组和嗅障艾烟组，ＡＣｈＥ含量
显著低于模型组和嗅觉障碍组，说明单纯艾烟干预

可以下调嗅球内过高的谷氨酸和胆碱酯酶的异常代

谢，改善氧化应激，且这种效应依赖于嗅觉通路的完

整性。此外，嗅障艾烟组 Ｇｌｕ较模型组也有明显降
低，考虑可能是艾烟通过黏膜、皮肤等途径发挥的作

用，或是艾烟的气味刺激加快了嗅觉障碍的恢复从

而产生一定效应。

综上所述，艾烟治疗作用的发挥与嗅觉通路具

有一定相关性。基于对嗅觉系统结构和工作方式的

理解，艾烟的芳香气味刺激可能是通过调节嗅球内

神经递质，提高嗅觉系统神经兴奋性，并借助神经联

系影响大脑各区域的神经递质表达，改善脑内氧化

应激状态。
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世界中医药前沿论坛第一轮会议通知

　　为了响应国家建设２１世纪“海上丝绸之路”“振兴中医药”的宏
伟战略目标，贯彻中共中央、国务院印发《粤港澳大湾区发展规划纲

要》精神，打造高水平科技创新载体和平台，由世界中医药学会联合

会、北京中医药大学联合主办，深圳市坪山区人民政府、《世界中医

药》杂志社、共同承办，拟于２０１９年６月２９－７月１日在广东省深圳
市坪山高新区综合服务中心召开“世界中医药前沿论坛”，并在此期

间同时召开《世界中医药杂志》（ＷＪＴＣＭ）英文版第二届编委会换届
会议。

深圳市坪山区在人民政府的带动下，深入实施创新驱动发展战

略，深度融入粤港澳大湾区建设，在中医药全面进驻粤港澳大湾区的

建设中发挥着至关重要的作用，本次大会将助力坪山区打造高质量

可持续发展的创新坪山，在更高起点、更高层次、更高目标上加快推

进深圳市东部中心建设，以丰富的内容搭建内陆与港澳沿线地区中

医药产业全方位合作新平台，构建新常态下对外开放新格局，并为中

国中医药健康服务产业走向世界打通一条海上通道。

一、组织结构：

主管单位：国家中医药管理局

主办单位：世界中医药学会联合会、深圳市坪山区人民政府、北

京中医药大学

承办单位：深圳市坪山区工业和信息化局、深圳市坪山区投资推

广服务署、《世界中医药》杂志社

二、会议总体安排

大会主题：创新、协作、共享、发展；会议时间：２０１９年 ６月
２９日－７月１日；报到时间：２０１９年 ６月 ２９日上午 ８：００－下午
２２：３０；会议地点：深圳市坪山高新区综合服务中心。

三、参会对象

１、国家、广东省、深圳市、区政府中医药相关部门领导；２、中医药
领域院士、国内外著名大学和科研院所领导及知名专家、教授和学

者；３、坪山区中医药企业高层管理人员；４、国内外中医药产业界翘楚
及领军人物；５、国内外投融资机构、银行、律师事务所等嘉宾；６、医疗
机构、国内外孵化器机构、中医药行业服务平台等第三方服务机构相

关负责人。

四、前沿论坛主要会议内容

１、院士专家沙龙；２、中医药政策论坛；３、前沿论坛主题报告（１００

多位国内外中医药特邀专家进行“世界中医药前沿论坛”会议学术报

告）；４、合作项目签约仪式；５、资本助力中医药产业创新与发展专场
路演与成果转化洽谈会；６、国际产学研公共服务平台协同与创新；７、
国际产学研对接闭门会议（设立中医药企业、产业投资机构与专家闭

门会议，解决中医药科研医疗与产业发展关键问题）；８、《世界中医药
杂志》英文版第二届编委会换届会议。

五、大会征文

１、中医药基础理论、临床及发展战略研究；２、针灸基础与临床应
用研究；３、中医药国际化；４、中药资源保护、开发利用及可持续发展；
５、中药基础研究、临床应用、中药炮制、中药分析与标准等。

六、产学研交流

１、主题报告会：以“创新、协作、共享、发展”为主旋律，促进粤港澳
大湾区中医药事业健康、有序发展。２、分会场报告会：（１）中药创新与
产业发展前沿论坛；（２）中医基础与临床研究前沿论坛；（３）针灸疗效
与机制探索前沿论坛；（４）民族医药与健康产业前沿论坛；（５）中医药
产业创新与发展专场路演；（６）大产业经验总结与未来战略专场。３、
卫星会：集成学术资源，开展务实高效的学术交流，通过医和药的交叉

融合，推进药学服务价值提升。４、授予学分：参会人员可获国家级继续
医学教育Ｉ类学分８分，国家级继续教育项目ＩＩ类学分６分。

七、联系方式

１、地址：北京市朝阳区小营路１９号财富嘉园Ａ座３０３；２、大会秘
书处：Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｊｔｃｍｏｆｆｉｃｅ＠ｖｉｐ１２６ｃｏｍ，电话：０１０－５８２３９０５５、０１０－
５８６５００２３、０１０－５８６５０５０７；３、编委会会议及前沿论坛联系人：张文婷：
１３８１１４２５９５１，杨阳：１８１１００２４４２０，武子涵：１３９２２８０８２９１，刘明慧：
１３５９０４７１６５２，徐 颖：１８６１１４３０５９８，王 明：１８６１００３１７８６，王 杨：

１５０１１３７４３５８，魏金明：１３６２１３９０４２６。
主管单位：国家中医药管理局

主办单位：世界中医药学会联合会

深圳市坪山区人民政府

北京中医药大学

承办单位：深圳市坪山区工业和信息化局

深圳市坪山区投资推广服务署

《世界中医药》杂志社

２０１９年５月３０日
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