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摘要　目的：观察涤痰汤对糖尿病大鼠认知能力的影响，并探讨其对ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路相关因子的影响。方法：将３０只
ＳＤ鼠纳入研究，随机分为正常对照组、模型组及涤痰汤组，其中模型组及涤痰汤组大鼠均接受糖尿病模型制备，涤痰汤组
用０８８ｇ／ｍＬ涤痰汤药液灌胃，正常对照组及模型组用等量的生理盐水灌胃，３组均连续灌胃２８ｄ。各组采用水迷宫评估
大鼠学习记忆功能，Ｔｕｎｅｌ检测神经元细胞调亡情况，ＨＥ染色法观察海马组织病理结构改变，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组
海马组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、Ｂａｘ及Ｂｃｌ２蛋白水平变化。结果：涤痰汤可明显改善糖尿病模型大鼠的学习记忆能力，抑制
神经元凋亡率及 Ｂａｘ水平，增加海马区 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２蛋白表达。结论：涤痰汤可明显改善糖尿病模型大鼠的认知，
其作用机制可能与介导ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路有关。
关键词　糖尿病模型；学习记忆能力；涤痰汤；水迷宫；海马；凋亡；ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路；神经保护
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　　近年来越来越多的学者意识到研究糖尿病对认
知的损伤具有重要临床意义，有文献［１２］证实高血糖

是导致认知障碍的独立危险因子，糖尿病患者罹患

血管性痴呆的比例是普通人群的２５倍，解剖学显
示糖尿病脑病的病理变化与阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉ
ｍｅｒｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）即为相似，因此糖尿病患者是血管
性痴呆的高危人群。

糖尿病脑损害引发的认知障碍属于中医学“健

忘”“善忘”“呆病”等范畴，“百病多由痰作祟”“怪

病多痰”，现代中医从“痰”入手治疗认知相关性疾

病亦确有疗效。涤痰汤源自明代方贤著的《奇效良

方》，具有涤痰开窍的功效，现代中医将其大量应用

于认知及情志相关的疾病治疗［３５］，获得了较为理想

的疗效。但对其作用机制目前尚无统一定论，由此

本团队以糖尿病模型为观察对象，探讨其相关机制，

具体报道如下。
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１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　３０只 ＳＰＦ（ＳｐｅｃｉｉｆｃＰｓｔｈｏｇｅｎＦｒｅｅ）级
ＳＤ雄性大鼠纳入本研究，均购自长沙市天勤生物有
限公司；许可证号为 ｓｃｘｋ（湘）２０１４００１０，ｓｃｘｋ（湘）
２０１４００１１。体质量１８０～２２０ｇ，平均体质量（２０１±
１９２）ｇ，鼠龄４～６个月，平均鼠龄（５±０１１）个月。
所有大鼠均饲养于长春中医药大学实验中心ＳＰＦ级
实验动物房，室温控制在（２２±１）℃，湿度（５４±
２）％，１２ｈ／１２ｈ交替光照。
１１２　药物　制备涤痰汤药液，成分如下：人参１５
ｇ、制南星１０ｇ、生姜１０ｇ、法半夏１０ｇ、枳壳１０ｇ、茯
苓１５ｇ、橘红１０ｇ、甘草３ｇ、竹茹１０ｇ。整方药材置
于全自动煎药机中浸泡３０ｍｉｎ，水煎煮后滤出药液，
再次加水煎煮后滤出药液，将２次药液混匀后浓缩
为０８８ｇ／ｍＬ的药液，置于－２０℃备用。
１１３　仪器与试剂　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（购自江苏赛昂
斯公司），Ｍｏｄｅｌ６８酶标仪（购自美国ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ），全自动煎药机（购自济南玖延机械厂）；ＰＩ３Ｋ
一抗抗体（购自美国ＣＳＴ公司，４２４９Ｔ）、ＡＫＴ一抗抗
体（购自美国 ＣＳＴ公司，４６８５５）、ｐＡＫＴ一抗抗体
（购自美国ＣＳＴ公司，４０６０５）、Ｂｃｌ２一抗抗体（购自
美国ＣＳＴ公司 １５０７１Ｔ），Ｂａｘ一抗抗体（购自美国
ＣＳＴ公司，１４７９６Ｓ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将３０只 ＳＤ大鼠按照随
机数字法分为正常对照组、模型组和涤痰汤组，每组

１０只。３组大鼠在鼠龄、体质量、饲养环境等方面比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），具有可比性。其
中正常对照组予自由饮水及摄食，模型组及涤痰汤

组大鼠参照参考文献［６］予高脂饮食连续喂养４周，
禁食２４ｈ后按照３５ｍｇ／ｋｇ比例腹腔注射链脲佐菌
素溶液，正常对照组相同比例腹腔注射柠檬酸缓冲

液，７２ｈ取尾静脉血测血糖，当血糖≥１１１ｍｍｏｌ／Ｌ
时视为造模成功。将造模成功的大鼠进行Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫测试其学习记忆能力，根据文献［６］可知成模后

第１０周大鼠出现学习记忆能力下降，故我们从成模
后第１０周开始中药干预。
１２２　干预方法　正常对照组正常饲养，按照
０８８ｇ／（ｍＬ·ｄ）比例灌胃生理盐水，１次／ｄ，连续灌
胃２８ｄ后处死；模型组成模后按照０８８ｇ／（ｍＬ·ｄ）
比例灌胃生理盐水，１次／ｄ，连续灌胃２８ｄ后处死。
涤痰 汤 组 成 模 后 涤 痰 汤 灌 胃 干 预，按 照

０８８ｇ／（ｍＬ·ｄ）予中药汤剂灌胃，１次／ｄ，连续治疗

２８ｄ后处死。
１２３　检测指标与方法
１２３１　行为学检测　１）Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试：连续
干预２８ｄ后将各组大鼠置于 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫总进行
定位航行实验及空间探索实验，水迷宫直径２１４ｃｍ，
高５０ｃｍ，底黑，水池均分为４个部分，分别标记成第
一象限、第二象限、第三象限及第四象限。水池里注

入清水，高３０ｃｍ，池中设置一圆形平台，直径大小约
１０ｃｍ，记录视频放置于平台正上方。２）定位航行实
验：在平台象限外随机选取一个入水点，将各组大鼠

头部背对平台放入水中，记录大鼠找到平台时间，记

录成逃避潜伏期。如大鼠在 ２ｍｉｎ内无法找到平
台，则引导大鼠至平台上，并停留１５ｓ，并将该只大
鼠的逃避潜伏期记录为１２０ｓ。每天选取不同入水
点，３次／ｄ，将所有记录的逃避潜伏期取平均值。３）
空间探索实验：步骤结束后将池内的平台拆除，将大

鼠头部背对平台放入原先平台所在象限对侧象限，

观察１２０ｓ，记录大鼠游过原平台象限区域的次数。
１２３２　ＨＥ染色观察海马病理结构改变　干预结
束后从各组随机选取３只大鼠，充分麻醉后灌流４％
多聚甲醛溶液，随后快速取出脑组织后分离出海马，

并随机置于４％多聚甲醛溶液中。将标本置于包埋
盒中，用流水充分去除固定液，持续３０ｍｉｎ。用７０％
乙醇 ６０ｍｉｎ８０％乙醇 １２０ｍｉｎ９０％乙醇 ６０ｍｉｎ
９５％乙醇 １０ｍｉｎ无水乙醇 Ｉ１２０ｍｉｎ无水乙醇 ＩＩ
１２０ｍｉｎ进行脱水后将样本置于二甲苯 Ｉ２０ｍｉｎ二
甲苯ＩＩ２０ｍｉｎ进行标本透明，随后将透明的样本置
于５５℃蜡Ｉ６０ｍｉｎ蜡ＩＩ６０ｍｉｎ中进行包埋，修块，
切片（厚度５μｍ），捞片至载玻片后放置于４５℃恒
温箱中烘干。染色前将样本玻片置于烤片机上烤片

３０ｍｉｎ，在二甲苯Ⅰ２０ｍｉｎ二甲苯２０ｍｉｎ进行脱蜡，
再用梯度乙醇复水，用苏木素染色５ｍｉｎ后流动水
冲洗１ｍｉｎ，再用１％盐酸乙醇分化３ｓ，流动水冲洗
１ｍｉｎ，用事先配置好的 ００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液返蓝
１ｍｉｎ，流动水冲洗１ｍｉｎ，在脱水、透明，封片，随后
将玻片置于光学显微镜下观察并拍照。

１２３３　Ｔｕｎｅｌ染色　取材及制片过程同１２３２，
按照Ｔｕｎｅｌ试剂盒操作步骤对各组大鼠海马组织神
经元细胞凋亡情况进行检测，ＤＡＰＩ染色后呈现染色
荧光的代表细胞核，绿色荧光代表凋亡神经元细胞，

在激光共聚焦下显色并拍照，每个脑片选取５个观
察视野，将所得结果用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析系统
进行处理。凋亡细胞率＝（绿色荧光的凋亡细胞数／
总细胞数）×１００％。
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１２３４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测海马组织 ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达水平的变化　每组
随机抽取３只大鼠。全麻后取出海马组织，切成约
１００ｍｇ，加１ｍＬ蛋白裂解液，室温放置３０ｍｉｎ，４℃，
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液备用。取２５μＬ，
用ＢＣＡ法测定样品的蛋白质浓度，按样品缓冲液比
例＝４∶１将样品均匀混合，在１００℃水浴中加热变
性７ｍｉｎ，然后迅速置于冰上冷却。储存在 －２０℃
冰箱内备用。然后，根据所计算的样品量，将样品添

加到预先制备的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶孔中，电泳，将目标
蛋白膜转移到 ＰＶＤＦ膜上，然后用封闭溶液密封
ＰＶＤＦ膜，密封后，将ＰＶＤＦ膜在ＴＢＳ中漂洗３次，进
行５ｍｉｎ／次后，以 １∶５００比例稀释 βａｃｔｉｎ、ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、４℃，用一抗稀释液孵育过夜，
在ＴＢＳ中冲洗３次，每次５ｍｉｎ后，在室温下孵育标有
碱性磷酸酶（用二级抗体稀释液稀释１∶２０００）的山羊
抗兔ＩｇＧ１ｈ，然后然后用ＴＢＳ冲洗３次，５ｍｉｎ／次，然
后将ＥＣＬ显影剂滴入ＰＶＤＦ膜中进行显影，并用计算
机扫描图像，并用ＢＩＯＲＡＤ图像软件（ＢｉｏＲａｄ，Ｍｏｄｅｌ
ＧｅｌＤｏｃ２０００，美国）进行分析和处理。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
统计分析。数据采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，符
合正态分布的用配对 ｔ检验，不符合正态分布的用
秩和检验；多组计量资料采用单因素方差分析，方差

齐用 ＬＳＤ法检验，不齐则用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ法检验，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改变　模型组及涤
痰汤组大鼠逃避潜伏期较正常对照组延长（Ｐ＜
００５），穿越平台次数减少（Ｐ＜００５），其中涤痰汤
组明显较模型组改善（Ｐ＜００５）。见表１、图１。
２２　各组大鼠海马组织神经元凋亡率比较　模型
组及涤痰汤组大鼠神经元凋亡率明显高于正常对照

组（Ｐ＜００５），其中涤痰汤组明显较模型组降低
（Ｐ＜００５）。见表２、图２。

２３　ＨＥ染色结果　ＨＥ染色提示正常对照组大鼠
海马组织结构形态正常，模型组及涤痰汤组大鼠海

马组织均出现明显结构破坏，细胞排列错乱，神经元

细胞出现明显变形肿胀，其中涤痰汤组海马结构较

模型组改善。见图３。
２４　各组大鼠 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路标志性蛋白表
达情况　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，模型组及涤痰
汤组大鼠海马组织 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２蛋白水平较
正常对照组降低（Ｐ＜００５），Ｂａｘ较正常对照组升高
（Ｐ＜００５）其中涤痰汤组较模型组改善（Ｐ＜００５）。
见表４、图４。

表１　各组大鼠学习记忆行为学结果比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 逃避潜伏期（ｓ） 穿越平台次数（次）

正常对照组

　造模前 １２２２±３１５ ５２８±１３６
　干预后 １２１９±３１８ ５３５±１３４
模型组

　造模前 １２２５±３０６ ５１９±１２９
　干预后 ６８２９±７１４ １８７±０３２

涤痰汤组

　造模前 １２１８±３１４ ５１８±１２７
　干预后 ４４１２±５０２△ ３１８±１０１△

　　注：与正常对照组同期比较，Ｐ＜００５，与模型组同期比较，
△Ｐ＜００５

表２　各组凋亡率比较（珋ｘ±ｓ，％）

组别 凋亡率

正常对照组 ００８±００１５
模型组 ４６８±０２２
涤痰汤组 １６２±０１２

　　注：与模型组同期比较，Ｐ＜００５

表４　各组大鼠ＰＩ３ＫＡＫＴ通路各蛋白指标的
表达变化（珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＩ３Ｋ／βａｃｔｉｎ ｐＡＫＴ／ＡＫＴ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

正常对照组 ３４１±１１１ ２７６±０７７ ３２５±０３６
模型组 ０５９±０２１ １２２±０２１ １０２±０１２

涤痰汤组 １８９５±０９５△ ２１９±０７３△ ２３６±０２３△

　　注：与正常对照组同期比较，Ｐ＜００５，与模型组同期比较，
△Ｐ＜００５

图１　各组大鼠水迷宫轨迹图　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
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图２　各组Ｔｕｎｎｅｌ染色结果

图３　３组大鼠海马组织ＨＥ染色比较（×２００）

图４　各组大鼠ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路蛋白的表达水平

３　讨论
糖尿病致认知功能主要表现为学习力、记忆力、

执行力、计算力、理解力等减退，严重影响患者的日

常生活自理能力。不同糖尿病患者伴发认知障碍临

床症状虽然表现各异，但学习记忆能力下降为核心

症状［７］。本研究利用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测糖尿病模
型大鼠的学习记忆能力，结果显示接受造模的大鼠

逃避潜伏期较正常对照组延长，穿越平台次数减少，

这提示糖尿病确导致大鼠学习记忆受损。我们进一

步ＨＥ染色检测糖尿病模型大鼠海马组织的病理结
构时发现与正常对照组大鼠比较，糖尿病模型大鼠

海马组织出现明显结构破坏，细胞排列错乱，神经元

细胞出现明显变形肿胀，这提示糖尿病致认知障碍

与海马结构变化息息相关，这与诸多文献研究结果
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一致［８１０］。

早在宋代名著《圣济总录》中既有记载：“消渴

日久，健忘怔忡”；《兰室秘藏》中亦提及：“消渴久

则，…喜怒善忘”，这均说明糖尿病是引起认知能力

受损的重要原因。古籍并无“糖尿病伴认知障碍”

的病名，后世医家根据其临床表现将其归属于“健

忘”“善忘”“呆病”等范畴，但其病因与其他原因引

起的“呆病”不同，消渴病是该病明确的病因，故又

将其称之为“消渴病兼证呆症”。而对于此病的治

疗早在明代既有记载，张景岳在《景岳全书·杂证

谟》中描述：“痴呆证，凡平素无痰…或以不遂…或

疑贰…而兼致痴呆…其证则千奇万怪…”；《辨证

录》中亦有记载：“治呆无奇法，治痰即治呆”。现代

临床基于“痰邪致病”理论用涤痰汤有效治疗健忘、

痴呆等神志相关性疾病［１１１３］。涤痰汤首载于明代

《奇效良方》，具有涤痰开窍的功效，方中人参、茯苓

健脾益气，气旺痰消杜生痰之源，法半夏燥湿化痰，

制南星祛风痰而止痉，可助半夏燥湿化痰之功，枳

壳、橘红行气，使气顺则痰消，竹茹可清热化痰，甘草

调和诸药为使药，全方共奏益气化痰、清浊开窍之

功。本研究发现涤痰汤提高了糖尿病模型大鼠学习

记忆能力，同时明显改善了模型鼠海马组织病理结

构，这提示海马是涤痰汤有效改善糖尿病后认知障

碍的靶器官。

在对涤痰汤作用机制研究中我们对 ＰＩ３ＫＡＫＴ
信号通路的标志性蛋白进行检测，随着研究的不断

深入，学者［１４１５］认为神经元凋亡程序的异常改变与

糖尿病伴认知障碍的关系密切，而 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号
通路是凋亡相关的经典通路，ＰＩ３Ｋ是该通路重要因
子，在某种因素刺激下 ＰＩ３Ｋ激活，随之诱发细胞膜
上肌醇发生磷酸化［１６］，进一步诱发其下游第二信使

ＰＩＰ３的形成，并随之结合Ａｋｔ，并诱导其构象产生变
化后出现核位移，诱发 ＡＫＴ磷酸化而生成 ｐ
ＡＫＴ［１７１８］，启动神经元细胞的凋亡程序。Ｂｃｌ２与
Ｂａｘ与神经元细胞凋亡息息相关，二者在凋亡程序
中发挥的作用相反，当 Ｂｃｌ２占据优势时主要表现
为抗凋亡，反之 Ｂａｘ占优势时发挥促凋亡效应［１９］。

因此Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ水平直接决定神经元细胞凋亡的
走向。结果显示模型组及涤痰汤组大鼠海马组织

ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２蛋白水平较正常对照组降低，
Ｂａｘ较正常对照组升高，其中涤痰汤组较模型组改
善。这一结果提示涤痰汤的确的确引起了 ＰＩ３Ｋ
ＡＫＴ信号通路的标志性蛋白表达的改变，其作用机
制确与 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路介导的细胞异常凋亡

有关。
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里、曲池对脑缺血再灌注大鼠神经细胞凋亡的影响［Ｊ］．重庆医

学，２０１６，４５（３）：３０３３０６．

［１９］ＦａｎｇＺ，ＮｉｎｇＪ，ＸｉｏｎｇＣ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅａｔ
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