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加减薯蓣丸调节转录因子ＥＢ介导的自噬溶酶体

通路改善ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠学习记忆能力研究
邱　静，鄢文静，张雨婷，谭子虎，杨　琼

（湖北中医药大学中医临床学院，湖北 武汉　４３００６１）

［摘要］目的　研究加减薯蓣丸对 ＡＰＰ／ＰＳ１模型小鼠的保护作用及可能机制。方法　选取２０只５月龄

ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠分为模型组、中药组，每组１０只，另设同窝野生型小鼠１０只为对照组，中药组给予加减薯蓣

丸每日１４ｇ／ｋｇ干预４周，其余给予等容积生理盐水灌胃，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测学习记忆能力，ＥＬＩＳＡ检测海

马组织β淀粉样蛋白４２（ａｍｙｌｏｉｄβ４２，Ａβ４２）水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马区微管相关蛋白３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｐ６２蛋白、组织蛋白酶Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ，ＣＴＳＢ）、溶酶体膜相关蛋白

１（ｌｙｓｏｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ１，ＬＡＭＰ１）、总转录因子ＥＢ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＥＢ，ＴＦＥＢ）、核

内ＴＦＥＢ蛋白水平。结果　与对照组相比，模型组小鼠逃避潜伏期延长（犘＜０．０５），穿越平台次数及在原平

台象限停留时间占比均显著减少（犘＜０．０５）；与模型组相比，中药组小鼠逃避潜伏期缩短（犘＜０．０５），穿越平

台次数及在原平台象限停留时间占比明显增多（犘＜０．０５）。与对照组相比，模型组小鼠海马组织中Ａβ４２含

量显著升高，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值显著升高，Ｐ６２蛋白、细胞核内 ＴＦＥＢ和总 ＴＦＥＢ表达水平均显著上调

（犘＜０．０５），ＬＡＭＰ１、ＣＴＳＢ蛋白表达水平均显著下调（犘＜０．０５）；与模型组比较，中药组小鼠海马组织中

Ａβ４２含量显著降低（犘＜０．０５），ＬＡＭＰ１、ＣＴＳＢ、细胞核内ＴＦＥＢ表达水平均显著上调（犘＜０．０５），Ｐ６２蛋白

表达水平显著下调（犘＜０．０５），ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值、总ＴＦＥＢ水平无明显变化（犘＞０．０５）。结论　加减薯

蓣丸通过促进ＴＦＥＢ核转移增强自噬溶酶体途径，减少海马区Ａβ４２水平，改善ＡＰＰ／ＰＳ１模型小鼠学习记

忆能力。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是与

年龄相关的痴呆症中最常见的类型，可导致严重的

不可逆的认知衰退和大量神经变性［１］。ＡＤ发病机

制复杂，目前还缺乏明确有效的防治药物。中医药

在辨证论治、整体观念指导下，针对ＡＤ等复杂疾病

具有一定的优势。中医认为ＡＤ的病机特点为脾肾

亏虚、痰瘀互结。本课题组根据ＡＤ病机特点组方

加减薯蓣丸，在前期的临床观察中发现加减薯蓣丸

可以提高轻、中度ＡＤ患者简易智能状态量表评分，

改善日常生活能力，同时可以降低中医证候积分［２］。

但加减薯蓣丸在改善ＡＤ症状中的作用机制尚未明

了，因此本研究应用ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠模型，

研究加减薯蓣丸具体作用效应及其可能机制，为药
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物临床应用提供实验依据。

１　材料

１．１　实验动物　ＳＰＦ级５月龄健康雄性ＡＰＰ／ＰＳ１

双转基因小鼠（Ｂ６Ｃ３ＴｇＡＰＰｓｗｅ／ＰＳ１ｄｅ９）２０只，购

于南京大学模式动物研究所，动物生产许可证号：

ＳＣＸＫ（苏）２０１８０００８，体质量（３３．７±３．２）ｇ。饲养

于湖北省中医院ＳＰＦ级实验动物中心［实验动物使

用许可证号：ＳＹＸＫ（鄂）２０１７００９５］。温度（２１±

３）℃，相对湿度（６０±５）％，自由摄食摄水，１２ｈ明

暗交替。

１．２　实验药物　加减薯蓣丸浓缩剂（又名薯蓣健脾

益智合剂，由湖北省中医院制剂中心制备，批准文

号：鄂药制字Ｚ２０１５００２７，批号２０１９０１０１），组方：山

药３０ｇ，制何首乌、熟地黄各２４ｇ，党参、白芍、当归

各２０ｇ、麸炒白术、茯苓、枸杞子各１８ｇ，石菖蒲１４

ｇ，杜仲、远志各１２ｇ，川芎、五味子各１０ｇ。上１４味

中药，加水煎煮３次，每次１ｈ，过滤后合并滤液，经

物理方法浓缩提纯而成口服液２５０ｍＬ，生药含量１

ｇ／ｍＬ，真空包装，４℃冷藏备用。

１．３　主要试剂　ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定

试剂盒购于碧云天，ＥＣＬ底物液购于Ｔｈｅｒｍｏ；二抗

０６
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购于武汉博士德，微管相关蛋白３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）Ｂ（１４／１６ｋＤ）、组织蛋白

酶Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ，ＣＴＳＢ）、溶酶体膜相关蛋白１（ｌｙｓｏ

ｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ１，ＬＡＭＰ１）、Ｐ６２

购于ＣＳＴ；β淀粉样蛋白４２（ａｍｙｌｏｉｄβ４２，Ａβ４２）试剂

盒购于ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ；ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０试剂盒、转录因子ＥＢ

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＥＢ，ＴＦＥＢ）抗体购于美国Ｓａｎｔａ。

１．４　主要仪器　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫：成都泰盟科技有限

公司；ｍｕｌＩＳＫＡＮＭＫ３型酶标仪：美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；

ＨＩ６５０型离心机：湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；

微量移液器：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；电子天平：北京赛多利斯仪器

系统有限公司；垂直电泳槽：北京六一仪器厂。

２　方法

２．１　分组及干预方法　２０只ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠，随机

分为模型组、中药组，每组１０只；另取１０只同窝阴

性小鼠作为对照组，中药组给予加减薯蓣丸按每日

１４ｇ／ｋｇ（根据有效大鼠剂量
［３４］换算）灌胃，每日１

次，连续２８ｄ；模型组和对照组予以等容积生理盐水

灌胃。

２．２　观测指标及方法

２．２．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测小鼠学习记忆能力　灌

胃２８ｄ后，采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测小鼠空间学习

记忆能力，正式测验前４ｄ开始获取训练：置于圆形

水池，水下平台位于第３象限，小鼠从第４象限入

水，实时摄像监测到达水下平台的时间（逃避潜伏

期，９０ｓ内），超过９０ｓ未找到则予以长杆引导至平

台，停留１５ｓ后移出。如此连续训练４ｄ，第５天撤

去水下平台，进行探索试验。实时摄像记录时间段

内探索轨迹，通过分析软件计算平台跨越次数、目标

象限时间百分比。

２．２．２　酶联免疫吸附法检测海马组织中 Ａβ４２水

平　将海马组织在ＰＢＳ中匀浆，然后用ＲＩＰＡ缓冲

液进行匀浆。根据说明书，通过特异性酶联免疫吸

附法试剂盒检测Ａβ４２的浓度。

２．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织中ＣＴＳＢ、Ｐ６２、

ＬＡＭＰ１、ＬＣ３、ＴＦＥＢ蛋白水平　根据最小动物样

本量及获得统计学意义的实验结果所需达到最低生

物学重复，通过ＳＰＳＳ１９．０软件计算，取其中６只进

行蛋白水平检测。小鼠腹腔麻醉后直接断头取脑，

冰上迅速分离双侧海马用于组织总蛋白提取，将新

鲜海马组织剪碎，冰上研磨，加入组织裂解液后静置

３０ｍｉｎ、４℃离心后取上清，加入上样缓冲液裂解变

性备用；同时根据文献［５］提取核内蛋白：将新鲜海

马组织剪碎，冰上研磨，冰浴、离心后取下层沉淀物，

对沉淀物重新进行重悬，加入１００～２００μＬ含Ｎｏｎ

ｉｄｅｔＰ４０缓冲液，冰浴１０ｍｉｎ，４℃离心，吸尽上清

液后的沉淀部分是细胞核，再次加入５０～１００μＬ普

通缓冲液，４℃离心，所获上清液即为细胞核蛋白。

每孔蛋白上样量３０μｇ，电泳、转膜、５％脱脂奶

粉室温封闭２ｈ；按不同浓度（ＣＴＳＢ、Ｐ６２浓度为

１∶１０００，ＬＡＭＰ１、ＬＣ３浓度为１∶２０００，ＴＦＥＢ浓度

为１∶２５０）稀释一抗抗体，４℃过夜；１倍ＴＢＳＴ液洗３

次，每次５ｍｉｎ；二抗（１∶１００００）室温摇床１ｈ；１倍

ＴＢＳＴ液洗３次，每次１０ｍｉｎ；ＥＣＬ发光液使条带

可视化。ＩｍａｇｅＪ１．４１软件测量条带灰度值。

２．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

学分析。连续型变量采用“均数±标准差（珚狓±狊）”进

行统计学描述。采用单因素方差分析，均数多重比

较采用ＬＳＤ检验或Ｄｕｎｎｅｔｔｓ犜３检验。采用双侧

检验，显著性水准为α＝０．０５。

３　结果

３．１　各组小鼠学习记忆能力比较　水迷宫定位航

行第１～４天，每组小鼠逃避潜伏期逐渐缩短。在第

４天的实验中，与对照组相比，模型组小鼠逃避潜伏

期延长（犘＜０．０５）；与模型组相比，中药组小鼠逃避

潜伏期缩短（犘＜０．０５）。空间探索实验显示，与对

照组相比，模型组小鼠穿越平台次数及在原平台象

限停留时间占比均显著减少（犘＜０．０５）；与模型组

相比，中药组小鼠穿越平台次数及在原平台象限停

留时间占比明显增多（犘＜０．０５）。见图１、图２。

图１　各组小鼠游泳轨迹图
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注：与对照组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５

图２　各组小鼠逃避潜伏期、穿越平台次数及目标象限停留时间比较（珚狓±狊，狀＝１０）

３．２　各组小鼠海马组织 Ａβ４２含量比较　模型组

小鼠海马组 织中 Ａβ４２ 含量显著高于对 照 组

［（０．４２８±０．０１８）狏狊（０．２０８±０．０１３），犘＜０．０５］；

中药组小鼠海马组织中 Ａβ４２含量为（０．２７７±

０．０１４），显著低于模型组（犘＜０．０５）。

３．３　各组小鼠海马组织 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｐ６２、

ＬＡＭＰ１、ＣＴＳＢ蛋白表达水平比较　与对照组相

比，模型组小鼠海马组织ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值显著

升高，Ｐ６２蛋白表达水平显著上调（犘＜０．０５），

ＬＡＭＰ１、ＣＴＳＢ蛋白表达水平显著下调（犘＜０．０５）；

与模型组比较，中药组小鼠ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值无

明显变化（犘＞０．０５），ＬＡＭＰ１、ＣＴＳＢ蛋白表达水平

显著上调（犘＜０．０５），Ｐ６２蛋白表达水平显著下调

（犘＜０．０５）。见图３、图４。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠海马组织ＣＴＳＢ、Ｐ６２、

ＬＡＭＰ１、ＬＣ３Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ蛋白表达水平

注：与对照组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５

图４　各组小鼠海马组织ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ，ＣＴＳＢ、Ｐ６２、

ＬＡＭＰ１蛋白相对表达水平比较（珚狓±狊，狀＝６）

３．４　各组小鼠海马组织细胞核内ＴＦＥＢ表达水平

比较　与对照组相比，模型组小鼠海马组织细胞核

内ＴＦＥＢ和总 ＴＦＥＢ表达水平均显著上调（犘＜

０．０５）；与模型组相比，中药组海马组织细胞核内

ＴＦＥＢ表达水平显著上调（犘＜０．０５），总ＴＦＥＢ表

达水平无明显变化（犘＞０．０５）。见图５、图６。

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠海马组织细胞核内

ＴＦＥＢ及总ＴＦＥＢ表达水平

注：与对照组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５

图６　各组小鼠海马组织细胞核内ＴＦＥＢ及总ＴＦＥＢ

相对表达水平比较（珚狓±狊，狀＝６）

４　讨论

加减薯蓣丸源于汉代张仲景《金匮要略》中的薯

蓣丸，由已故名老中医吕继端教授去其祛风之药，取

其补中之效，同时加用补肾填精、化痰开窍药物以切

合痴呆脾肾亏虚、痰瘀互结的病机化裁形成。在对

小鼠行为学观察实验中，给予加减薯蓣丸干预４周

后，小鼠的逃避潜伏期及穿越平台次数均有不同程

度改善，提示加减薯蓣丸可以改善 ＡＰＰ／ＰＳ１模型

的小鼠学习记忆能力。

２６
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Ａβ的生成和清除失衡被认为是 ＡＤ的核心病

理改变，Ａβ在脑内的聚集可以引发神经细胞缺失和

认知功能损害［１］。自噬作为真核细胞重要的分解代

谢过程，越来越多的研究显示自噬在 Ａβ的产生和

降解过程中起着重要作用，自噬功能异常可能是

ＡＤ的发病机制之一
［６］。自噬体形成后与溶酶体融

合，形成自噬溶酶体，以有效清除螯合的内容物，这

一过程即自噬溶酶体途径（ａｕｔｏｐｈａｇｙｌｙｓｏｓｏｍｅ

ｐａｔｈｗａｙ，ＡＬＰ）。在 ＡＤ中，ＡＬＰ途径呈进行性下

降［７］，蛋白质降解受损，同时神经突起存在自噬体和

溶酶体内细胞器的累积［８］。在受损神经轴突中，β

分泌酶水平升高，斑块形成增多［９］。自噬溶酶体功

能障碍同时会引起内吞淀粉样前体蛋白囊泡的转运

时间延长，增加被β分泌酶和γ分泌酶切割倾向，

导致 Ａβ生成增加
［１０１１］。在本实验中，模型组海马

Ａβ４２水平较对照组增加，同时ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值

升高，提示脑内错误折叠蛋白 Ａβ引起保护性自噬

水平增加，但ＬＣ３Ⅱ水平升高同时可能是溶酶体功

能障碍，下游清除功能受损的结果［１２］；经加减薯蓣

丸干预后，海马区 Ａβ４２水平下降，中药组ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ比值有增加，但与模型组相比差异无统计学

意义（犘＞０．０５），表明加减薯蓣丸可能通过促进下

游溶酶体降解，增加 Ａβ清除并减少 ＬＣ３Ⅱ堆积。

Ｐ６２作为自噬底物转运蛋白，将泛素化蛋白质转运

至自噬体并被溶酶体降解，当自噬功能缺陷时，Ｐ６２

在细胞质中不断累积［１３］，与对照组相比，模型组

Ｐ６２水平明显增加，表明６月龄（５月龄老鼠经干预

治疗后月龄为６）ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠开始出现溶酶体功

能障碍，经加减薯蓣丸干预后，中药组Ｐ６２蛋白累

积得以部分缓解。ＣＴＳＢ是溶酶体主要的天冬酰胺

蛋白酶，反映溶酶体降解功能，ＬＡＭＰ１可以直接反

映自噬体和溶酶体的成熟度，经加减薯蓣丸干预后，

中药组ＬＡＭＰ１、ＣＴＳＢ水平增加，结合ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、

Ｐ６２蛋白水平也进一步证明小鼠海马区自噬溶酶体

功能得以改善。

目前已有文献表明，ＴＦＥＢ是ＡＬＰ的主要调节

因子，可以增加自噬和溶酶体基因的表达，刺激自噬

体溶酶体融合和自噬体内容物的降解
［１４］。ＴＦＥＢ

动态调节ＡＬＰ，增加ＴＦＥＢ表达是一种较高效率诱

导自噬清除的途径［１５］。ＴＦＥＢ活性是通过磷酸化

调节，ＴＦＥＢ磷酸化使其与伴侣蛋白１４３３的结合

并保持在细胞质中无法发挥作用，而去磷酸化的

ＴＦＥＢ／１４３３复合物解离使 ＴＦＥＢ转运至细胞核

发挥转录激活靶基因的作用［１６］。在ＡＤ模型中，增

加ＴＦＥＢ的核内聚集可以加速淀粉样蛋白前体蛋

白在溶酶体中的降解，从而减少 Ａβ的产生和淀粉

样蛋白斑块的沉积［１１，１７］。本实验中，与模型组相

比，中药组核内 ＴＦＥＢ明显增加，表明加减薯蓣丸

增加ＴＦＥＢ核内移位，增加自噬溶酶体途径清除错

误折叠蛋白能力，减少海马区Ａβ水平。

加减薯蓣丸方中山药、熟地黄、制何首乌、杜仲、

枸杞子、五味子滋补肝肾、填精益髓；党参、白术、茯

苓健脾益气；石菖蒲、远志化痰开窍益智；白芍、当

归、川芎活血祛瘀。全方共奏健脾补肾、化痰祛瘀、

开窍益智之效。自噬与中医痰瘀概念相似，衰老细

胞器、错误折叠蛋白属于中医内生痰瘀之邪，痰瘀产

生与自噬溶酶体功能障碍密切相关，有研究表明，多

种活血化瘀药物可以起到调节自噬的作用［１８］。组

方中远志、石菖蒲、芍药等药物有效成分可从不同角

度增强自噬途径，减少Ａβ沉积
［１９］。综上所述，加减

薯蓣丸通过促进 ＴＦＥＢ核转移增强自噬溶酶体途

径，减少海马区 Ａβ４２水平，改善 ＡＰＰ／ＰＳ１模型小

鼠学习记忆能力。但 ＡＤ发病机制复杂，而加减薯

蓣丸可能还存在更多的作用靶点和影响机制，值得

进一步深入研究。
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