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摘要： 目的　 研究癫痫清颗粒对阿尔茨海默病模型小鼠血脑屏障通透性和学习记忆能力的影响。 方法　 ＩＣＲ 小鼠随机

分为假手术组、 模型组、 癫痫清颗粒组、 盐酸多奈哌齐组、 ＢＤ１０４７ 组和癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组， 侧脑室注射 Ａβ２５－３５， 制

作小鼠 ＡＤ 模型， 连续给药 ２１ ｄ， 每日 １ 次。 第 １５ 天进行 Ｙ 迷宫实验， 第 １６～ ２１ 天进行水迷宫实验。 末次给药结束

１ ｈ 后进行伊文斯蓝渗漏实验。 表达采用免疫组化检测 ＶＥＧＦ 和 ＧＦＡＰ， ＲＴ⁃ＰＣＲ 测定皮层中 Ｃｘ４３ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表

达。 结果　 与假手术组比较， 模型组小鼠自发交替反应率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 潜伏期和伊文斯蓝渗漏量增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； ＧＦＡＰ 和 ＶＥＧＦ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 皮质中的 Ｃｘ４３ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型

组比较， 癫痫清颗粒组的自发交替反应率提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 伊文斯蓝渗漏量和海马中 ＧＦＡＰ
的表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 皮质中 ＶＥＧＦ 及 Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组的自发交替

反应率、 潜伏期、 伊文斯蓝渗漏量、 Ｃｘ４３ｍＲＮＡ、 ＧＦＡＰ 和 ＶＥＧＦ 表达与模型组比较差异无统计学意义， 但ｏｃｃｌｕｄｉｎ
ｍＲＮＡ 表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 癫痫清颗粒可通过影响 Ｓｉｇｍａ １ 受体， 抑制星形胶质细胞过度活化， 增加 ＶＥＧＦ 和

Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达， 降低血脑屏障通透性， 进而改善 ＡＤ 模型小鼠的学习记忆能力。
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是一种以 β⁃
淀粉样蛋白 （Ａβ） 异常沉积、 ｔａｕ 蛋白过度磷酸化和神经

纤维缠结为主要病理特征的中枢神经退行性疾病， 主要表

现为学习记忆能力减退和认知功能障碍。 血脑屏障由脑微

血管内皮细胞、 内皮细胞间的紧密连接、 星形胶质细胞终

足和周细胞组成。 研究表明， ＡＤ 患者存在血脑屏障损

伤［１］ 。 Ａβ 作为一种公认的与 ＡＤ 病理相关的小分子肽， 体

外研究显示 Ａβ２５－３５能够破坏血脑屏障紧密连接结构， 引起

血脑屏障渗漏［２］ 。 当血脑屏障结构和功能的完整性出现缺

失时， 会引起中枢与外周分子交换异常、 神经元与神经胶

质细胞受损、 血管氧化应激［３］ 、 脑微血管 Ａβ 沉积增加

等［４］ ， 可能会进一步加剧认知功能障碍。
Ｓｉｇｍａ⁃１ 受体 （σ１Ｒ） 广泛存在于中枢神经系统的神经

元、 神经胶质细胞和相关的免疫和内分泌组织中。 多种研

究表明， σ１Ｒ 在改善 ＡＤ 模型动物学习记忆能力方面表现

出积极的作用。 癫痫清颗粒是临床经验处方， 具有豁痰息

风、 活血化瘀、 开窍益智的功效。 本研究利用 Ａβ２５－３５致 ＡＤ
小鼠模型， 并给予癫痫清颗粒和 σ１Ｒ 拮抗剂， 观察癫痫清

颗粒对于 ＡＤ 模型小鼠血脑屏障功能的影响及其相关机制，
旨在为 ＡＤ 防治提供更广泛的理论基础。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ９６ 只 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 雄性小鼠， 体质量为 ２０ ～
２４ ｇ， 购于辽宁长生生物技术股份有限公司， 许可证号

ＳＹＸＫ （辽） ２０１３⁃０００９。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 癫痫清颗粒 （辽宁中医药大学附属第二

医院， 批号 ２０１４０１１０， 生药含量为 ５􀆰 ３１ ｇ ／ ｇ）； 盐酸多奈哌

齐片 ［卫材 （中国） 药业有限公司， ５ ｍｇ ／片， 批号 １４０
６０６ Ａ］； Ａβ２５－３５ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 货号 Ａ４５５９， 批号

０３８Ｍ４８２２ Ｖ）； ＢＤ１０４７ （ＴＯＣＲＩＳ 公司， 货号 １３８３５６⁃２１⁃５，
批号 ４Ａ ／ ２１９７３１）； ＥＢ （伊文斯蓝， 上海瑞永生物科技有

限公司， 货号 ＲＳ１０４９⁃５ ｇ， 批号 ＲＳ１８Ｂ１１１６）； 鼠抗胶质纤

维酸性蛋白 （ＧＦＡＰ， 北京博奥森生物技术有限公司， 货号

ｂｓｍ⁃３３０６５ Ｍ， 批号 ＡＨ０３０９９３８７）； 兔抗血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ， 北京博奥森生物技术有限公司， 货号 ｂｓ⁃１３１３Ｒ，
批号 ＡＢ９０７１７０９）； ＴＲＩｚｏｌ （武汉谷歌生物科技有限公司，
批号 １７１０２５）； 逆转录试剂盒 （悠扬生物科技有限公司，
货号 ＲＴ⁃０１００１， 批号 ０９５６３４）； Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 引物由华大

基因生物科技有限公司提供； 实时定量 ＰＣＲ 扩增预混合液

［２×ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ） ］ （悠扬生物科技

有限公司， 货号 Ｒ⁃０１００１， 批号 １９０６０１）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＤＷ⁃２００ 型脑立体定位仪 （成都泰盟科技公

司）； 微量进样器 （上海安亭微量进样器厂， 规格 １０ μＬ）；
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Ｙ 迷宫 （辽宁中医康复中心）； ＭＴ⁃２００ 型 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

（成都泰盟科技公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组　 ９６ 只雄性小鼠适应性饲养 １ 周， 按体质量随

机分为假手术组、 模型组、 癫痫清颗粒组、 盐酸多奈哌齐

组、 ＢＤ１０４７ 组和癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组， 每组 １６ 只。
２􀆰 ２　 造模　 ３５０ ｍｇ ／ ｋｇ 水合氯醛麻醉小鼠后， 固定， 剪毛，
碘伏、 酒精消毒头部皮肤。 切开小鼠头部皮肤约 ２ ｃｍ， 找

到囟门位置， 以囟门为原点， 向右移动 １ ｍｍ， 向后移动

０􀆰 ５ ｍｍ， 深度为 ３ ｍｍ， 微量进样器缓慢注射 ３ μＬ 老化的

Ａβ２５－３５， 弥散 ５ ｍｉｎ。 消毒后伤口处涂抹适量青霉素钠粉

末， 缝合伤口， 涂抹火棉胶。 置于鼠笼中饲养， 注意术后

保暖。 假手术组注射等体积无菌生理盐水。
２􀆰 ３　 给 药 　 造 模 第 ２ 天 开 始 灌 胃 给 药 癫 痫 清 颗 粒

（１２􀆰 ４８ ｇ ／ ｋｇ， 按生药量计， 每克含有 ５􀆰 ３１ ｇ 生药） 和盐酸

多奈哌齐 （ １􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ）， 给药 量 为 ２０ ｍＬ ／ ｋｇ， 拮 抗 剂

ＢＤ１０４７ （１ ｍｇ ／ ｋｇ）， 为腹腔注射给药， 每日 １ 次， 连续给药

２１ ｄ， 各组动物无死亡， 小鼠状态良好。 假手术组和模型组

小鼠灌胃等体积蒸馏水并腹腔注射等体积无菌生理盐水。
２􀆰 ４　 Ｙ 迷宫实验 　 Ｙ 迷宫可用于评估小鼠的短期记忆能

力［５］ ， 第 １５ 天给药结束后 １ ｈ 对所有实验动物进行 Ｙ 迷宫

实验。 Ｙ 迷宫装置由长 ４０ ｃｍ、 宽 １５ ｃｍ、 上口 ９ ｃｍ、 下底

５ ｃｍ 的 ３ 个互为 １２０ °夹角的木质支臂组成， 依次标为 Ａ、
Ｂ、 Ｃ。 将小鼠放在 Ｙ 迷宫交叉点， 任其自由探索 ８ ｍｉｎ，
记录小鼠进入 ３ 个臂的总次数 （Ｎ） 和进臂顺序。 以连续

进入 ３ 个不同支臂为 １ 次正确交替反应， 记录正确交替反

应次数。 用自发交替反应率反映实验动物的空间工作记忆

能力。 自发交替反应率 ＝ 正确交替反应次数 ／ （ Ｎ － ２）
×１００％ ［６］ 。
２􀆰 ５　 水迷宫定位航行实验　 对所有动物进行水迷宫实验。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位航行实验考察动物空间学习的记忆能力。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫为直径 ８０ ｃｍ、 高 ３３ ｃｍ 的白色圆桶状装置。
将水迷宫装置分为 ４ 个等面积的扇形区域， 分别记为第一

至四象限。 平台为俯视圆形， 侧视工形的白色金属装置。
平台位于第一象限扇形区域中间位置。 桶内装水， 水中混

匀可食用白色素掩盖平台位置， 保持水面高于平台 １ ｃｍ。
第 １６ 天给药结束后 １ ｈ 所有实验小鼠进行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定

位航行实验。 将小鼠面壁腹部朝内放入水中， １ ｍｉｎ 内小鼠

从入水到登上平台的时间为潜伏期。 若小鼠在 １ ｍｉｎ 内未

能成功登台， 则潜伏期为 ６０ ｓ。 每天游泳 ２ 次， 间隔４ ｈ，
连续游泳 ５ ｄ。
２􀆰 ６　 伊文斯蓝渗漏实验　 空间探索实验结束后， 在每组动

物中随机选取 ６ 只小鼠， 尾静脉注射 ２％ 的伊文斯蓝溶液

（４ ｍＬ ／ ｋｇ）， 全身循环 ３ ｈ 后， 用 ３５０ ｍｇ ／ ｋｇ 水合氯醛麻

醉， 心脏灌流生理盐水至流出液体透明为止， 断头取脑，
称量大脑湿重。 将大脑置于有锡纸包裹的离心管中， 每例

样本加入 ３ ｍＬ 甲酰胺， 剪碎大脑， ４５ ℃水浴孵育 ７２ ｈ 后

离心取上清。 酶标仪 （６３２ ｎｍ） 测定吸光度值。

将伊文思蓝溶解于甲酰胺中， 终质量浓度分别为 ８、
４、 ２、 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 １２５ μｇ ／ ｍＬ， ４５ ℃避光水浴 ７２ ｈ。
空白孔为等体积甲酰胺溶液， 酶标仪 （６３２ ｎｍ） 测定吸光

度， 制作标准曲线。 根据标准曲线计算每克脑组织含伊文

斯蓝的质量 （μｇ ／ ｇ）。
２􀆰 ７　 免疫组化染色检测 ＶＥＧＦ、 ＧＦＡＰ 表达 　 空间探索实

验结束后， 在每组动物中随机选取 ６ 只小鼠制备常规石蜡

切片， 切片经过脱蜡水化、 内源性过氧化氢酶灭活后， 进

行抗原修复、 封闭、 ４ ℃ 孵育一抗过夜。 次日 ＰＢＳ 冲洗、
孵育生物素化二抗， ＤＡＢ 染色， 苏木素复染。 中性树胶封

片。 显微镜镜下观察目标抗原表达。 每只小鼠各取 １０ 张冠

状切片， 每张切片随机选取 ５ 个不同的视野。 阳性结果为

细胞内表达棕黄色颗粒。 用 ＪＥＯＡ ８０１Ｄ 形态学图像分析系

统， 计算各组阳性细胞平均光密度值。
２􀆰 ８　 Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 检测 　 每组动物随机选取 ４ 只

小鼠， 用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取皮层组织总 ＲＮＡ， 使用紫外吸收测

定法、 变性琼脂糖凝胶电泳法测定总 ＲＮＡ 浓度和纯度。 浓

度和纯度测定结束后， 进行逆转录反应， 反应 １， ５ ×
ｇＤＮａｓｅ Ｍｉｘ ２􀆰 ０ μＬ， Ｔｅｍｐｌａｔｅ （ ＲＮＡ） ５ μＬ， ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ ３ μＬ， ４２ ℃ ２ ｍｉｎ， ４ ℃ ＋∞ ； 反应 ２， 反应液 １ 取

１０ μＬ， ５ × ＲＯ⁃Ｅａｓｙ Ｍｉｘ ４ μＬ， ＲＮａｓｅＦｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ，
３７ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ｓ， ４ ℃ ＋∞ ； 将 ｃＤＮＡ 配置于 Ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ 反应体系中。 ｃＤＮＡ ０􀆰 ４ μＬ， 正向引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４ μＬ， 反向引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４ μＬ， ２×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ Ｌｏｗ Ｒｏｘ １０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ８
μＬ， ９５ ℃ ２ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ，
４０ ｃｙｃｌｅｓ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ。
得到 Ｃｔ 值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因进行校准， 以 ２－△△Ｃｔ进

行分析。 引物序列， Ｃｘ４３ 正向 （ ５′ ｔｏ ３′） ＣＴＡＧＧＴＧＴＧ⁃
ＧＡＴＧＧＡＣＣＴＴＡＴＧ， 反 向 （ ５′ ｔｏ ３′） ＡＴＣＡＴＴＴＧＧＴ⁃
ＧＡＧＧＧＴＧＡＧＧ； ｏｃｃｌｕｄｉｎ 正 向 （ ５′ ｔｏ ３′） ＧＣＣＣＴＣＡＧＧＴ⁃
ＧＡＣＴＧＴＴＡＴＴＴＡ， 反 向 （ ５′ ｔｏ ３′） ＣＴＧＣＣＴＴＡＧＴＴＴＣＡ
ＧＴＴＴＧ； β⁃ａｃｔｉｎ⁃正 向 （ ５′ ｔｏ ３′） ＧＴＣＣＣＴＣＡＣＣＣＴＣ
ＣＣＡＡＡＡＧ， 反向 （５′ｔｏ ３′） ＧＣＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣＣＣ。
２􀆰 ９　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行数据分析， 实

验结果以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较单因素方差分析或双因

素方差分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 Ｙ 迷宫实验　 Ｙ 迷宫用于评估空间识别记忆能力， 各

组小鼠进入支臂总次数无差异， 说明癫痫清颗粒对小鼠自

发活动没有明显影响。 与假手术组比较， 模型组自发交替

反应率下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 癫痫清颗粒组和

盐酸多奈哌齐组自发交替反应率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＢＤ１０４７
组和癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组自发交替反应无差异。 见图 １。
３􀆰 ２　 水迷宫定位航行实验　 水迷宫前 ３ 天各组小鼠游泳潜

伏期无差异； 第 ４ 天， 与假手术组比较， 模型组小鼠游泳

潜伏期增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 癫痫清颗粒组和

盐酸多奈哌齐组小鼠游泳潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ０５），
８９４
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注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 癫痫清颗粒对 ＡＤ 小鼠 Ｙ 迷宫实验的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１６）

ＢＤ１０４７ 组和癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组潜伏期比较模型组虽有降

低， 但差异无统计学意义； 第 ５ 天， 与假手术组比较， 模

型组游泳潜伏期增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 癫痫清

　 　 　 　 　

颗粒组和盐酸多奈哌齐组潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＢＤ１０４７
组和癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组潜伏期相比模型组虽有降低， 但差

异无统计学意义。 见图 ２。

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 癫痫清颗粒对 ＡＤ 小鼠潜伏期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１６）

３􀆰 ３　 伊文斯蓝渗漏实验　 与假手术组比较， 模型组伊文思

蓝的含量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 癫痫清颗粒组

和盐酸多奈哌齐组的伊文斯蓝渗漏量减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＢＤ１０４７ 组和癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组的伊文斯蓝渗漏量与模型组

比较差异无统计学意义。 见表 １。
表 １　 各组 ＡＤ 小鼠脑组织伊文斯蓝含量 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 伊文斯蓝含量 ／ （μｇ·ｇ－１）
假手术组 １􀆰 ２３±０􀆰 １８
模型组 ３􀆰 ４９±０􀆰 ６８∗∗

癫痫清颗粒组 １􀆰 ８４±０􀆰 ２１＃＃

盐酸多奈哌齐组 １􀆰 ０５±０􀆰 ５８＃＃

ＢＤ１０４７ 组 ４􀆰 ０８±０􀆰 ９４
癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组 ３􀆰 ２２±０􀆰 ５３

　 　 注：与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 ＧＦＡＰ 和 ＶＥＧＦ 免疫组化染色　 与假手术组比较， 模

型组小鼠海马区域 ＧＦＡＰ 表达增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＶＥＧＦ 表达

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 癫痫清颗粒组和盐酸多

奈哌齐组海马区域 ＧＦＡＰ 阳性表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＶＥＧＦ
阳性表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＢＤ１０４７ 组和癫痫清＋
ＢＤ１０４７ 组的 ＧＦＡＰ 和 ＶＥＧＦ 表达与模型组比较差异无统计

学意义。 见图 ３～４、 表 ２。
表 ２　 各组小鼠海马组织中 ＧＦＡＰ 和皮质中 ＶＥＧＦ 的表达

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＧＦＡＰ ＶＥＧＦ

假手术组 ０􀆰 １５３±０􀆰 ０１２ ０􀆰 ２３５±０􀆰 ０２８
模型组 ０􀆰 １９０±０􀆰 ０１３∗∗ ０􀆰 １６８±０􀆰 ０１６∗∗

癫痫清颗粒组 ０􀆰 １５６±０􀆰 ０２１＃＃ ０􀆰 ２１２±０􀆰 ０１７＃＃

盐酸多奈哌齐组 ０􀆰 １５７±０􀆰 ０２１＃＃ ０􀆰 ２０６±０􀆰 ０１９＃

ＢＤ１０４７ 组 ０􀆰 １９３±０􀆰 ０３９ ０􀆰 １７９±０􀆰 ０１７
癫痫清＋ＢＤ１０４７ 组 ０􀆰 １７３±０􀆰 ０１５ ０􀆰 １９５±０􀆰 ０３６

　 　 注：与假手术组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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图 ３　 各组小鼠海马组织 ＧＦＡＰ 表达 （ＩＣＨ， ×４００）

图 ４　 各组小鼠皮质部位 ＶＥＧＦ 表达 （ＩＣＨ， ×４００）

３􀆰 ５　 癫痫清颗粒对 ＡＤ 小鼠皮层 Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的

影响　 与假手术组比较， 模型组小鼠皮层 Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 癫

痫清颗粒组 Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＢＤ１０４７ 组 Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达虽有增加， 但差异无

统计学意义； 癫痫清颗粒＋ＢＤ１０４７ 组 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达， 与

模型组比较， 差异无统计学意义， 但 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达增

加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ５。
４　 讨论

Ｚｌｏｋｏｖｉｃ 等［７］首次提出了 ＡＤ 的神经血管假说， 该假说

认为 Ａβ 在血脑屏障清除的障碍， 异常血管生成和脑血管系

统的老化可能会引发神经血管退化、 脑灌注不足和神经血

管炎症， 最终导致血脑屏障损伤、 内环境失衡以及突触和

神经元功能损伤和丧失。 保护血脑屏障结构与功能的完整

００５
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注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 癫痫清颗粒对 ＡＤ 小鼠皮层 Ｃｘ４３、 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

性是改善 ＡＤ 病理的可能途径之一。
脑微血管内皮细胞通过紧密连接结构相互联系是构成

血脑屏障的基础。 紧密连接结构包括 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 连接黏附分

子 （Ｊｕｎｃｔｉｏｎ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ， ＪＡＭ）、 ｃｌａｕｄｉｎｓ 和胞质附着

蛋白 （ＺＯ⁃１、 ＺＯ⁃２ 和 ＺＯ⁃３）， 其中 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是紧密连接结

构的主要组成部分［８］ 。 星形胶质细胞作为血脑屏障的重要

组成部分， 对于调节突触功能、 参与脑能量代谢［９］ 和维持

神经元生长等具有重要意义。 缝隙连接蛋白 ４３ （Ｃｘ４３） 作

为星形胶质细胞之间的主要连接蛋白， 与血脑屏障通透性

密切相关［１０］ 。 ＡＤ 发生时常伴随着 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 Ｃｘ４３ 等多种

连接蛋白的丢失和分布异常， 星形胶质细胞的过度活化，
神经元损伤加重以及血脑屏障的通透性增加［１１］ 。 ＧＦＡＰ 是

星形胶质细胞的特异性标志物， 且在星形胶质细胞活化状

态下表达增加。 ＶＥＧＦ 主要由星形胶质细胞产生， 可特异性

的促进血管内皮细胞有丝分裂， 参与血管形成［１２］ 。 研究表

明， ＡＤ 中 ＶＥＧＦ 含量显著降低［１３］ ； 增加 ＶＥＧＦ 可降低血脑

屏障通透性［１４］ ， 较高的 ＶＥＧＦ 水平与记忆改善相关［１５］ 。
癫痫清颗粒处方由石菖蒲 （Ａｃｏｒｕｓ ｔａｔａｒｉｎｏｗｉｉ Ｓｃｈｏｔｔ．）、

胆南星 （Ａｒｉｓａｅｍａ ｃｕｍ Ｂｉ）、 红花 （Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌ．）
等 １１ 味中药组成。 前期研究结果显示， 癫痫清颗粒可通过

减少 ＢＡＣＥ１、 ＰＳ１ 的蛋白表达， 抑制 Ａβ 的生成［１６］ ， 保护

海马神经元［１７］ ， 进而改善 ＡＤ 模型动物的学习记忆障碍。
在本研究中， ＡＤ 模型小鼠 ＶＥＧＦ、 Ｃｘ４３ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ
表达显著降低， ＧＦＡＰ 水平显著升高， 伊文斯蓝渗漏增加，
提示血脑屏障受损。 癫痫清颗粒给药干预后， 小鼠 ＶＥＧＦ、
ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达显著升高， ＧＦＡＰ 水平显著降

低， 伊文斯蓝向脑实质渗漏减少， 说明癫痫清颗粒可能通

过调节脑内 ＶＥＧＦ 水平； 增加血脑屏障中连接蛋白的表达；
抑制星形胶质细胞过度活化， 维护血脑屏障功能， 进而发

挥抗 ＡＤ 的作用。
σ１Ｒ 主要定位于内质网和线粒体相关的内质网膜

（ＭＡＭ）， 激活时， 可通过调节离子通道、 蛋白激酶和 Ｇ 蛋

白偶联受体发挥作用［１８］ 。 在本研究中， 课题组给予 ＡＤ 模

型小鼠 σ１Ｒ 拮抗剂 ＢＤ１０４７ 后发现， ＢＤ１０４７ 组连接蛋白表

达降低， 胶质细胞活性增强， 说明 σ１Ｒ 与 ＡＤ 模型血脑屏

障功能有关联。 癫痫清颗粒和 ＢＤ１０４７ 联合用药后， 与模型

组比较， 星型胶质细胞活性、 血脑屏障通透性及连接蛋白

表达， 差异无统计学意义， 说明癫痫清颗粒可通过 σ１Ｒ 降

低 ＡＤ 模型小鼠的血脑屏障通透性， 改善其学习记忆能力，
发挥抗 ＡＤ 的作用。
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摘要： 目的　 探讨敦煌平胃丸改善顺铂诱发 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肠道黏膜炎的疗效及机制。 方法　 用顺铂经小鼠腹腔注射

制备肠道黏膜炎模型， 实验分为对照组、 平胃丸组、 顺铂组、 顺铂联合平胃丸组， 每组 ６ 只， 中药连续干预 １０ ｄ， 顺

铂于实验 ３、 ６、 ９ 天分别腹腔注射 １ 次。 检测小鼠体指数、 腹泻评分、 小肠形态学、 肠屏障因子 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１、 肠

炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α、 肠免疫因子 ｓＩｇＡ。 结果　 与对照组比较， 顺铂组小鼠体指数下降， 腹泻严重， 小肠形态结构

破坏， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ 和 ｓＩｇＡ 表达下降， ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 平胃丸联合顺铂改善上

述状态 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 敦煌平胃丸可通过改善小肠机械和免疫屏障及肠炎症因子缓解顺铂诱发小鼠肠道黏膜炎。
关键词： 敦煌平胃丸； 顺铂； 消化道黏膜炎； 肠屏障； 炎性因子
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　 　 化疗诱发的消化道黏膜炎是接受化疗的患者中最常见

的并发症 ［１］ ， 可导致溃疡、 疼痛、 胃肠道出血等， 是癌

症患者治疗延迟、 住院时间延长、 治疗费用和死亡率增

加的主要原因之一 ［２］ 。 消化道黏膜炎的确切机制尚不清

楚， 可能与氧化应激、 炎性因子释放、 肠道免疫和肠道

微生态等多种原因有关。 目前对黏膜炎的治疗以对症治

疗为主， 包括黏膜保护剂、 抗生素、 止痛、 局部抗菌药

物和冷冻疗法等 ［３］ ， 但临床效果不容乐观。 近年来中医

药在缓解化疗引起的胃肠副作用方面展现出较好的疗

效。 敦煌平胃丸 （平胃丸） 出自敦煌古书 《不知名氏辨

脉法》 ， 甘肃省名中医王道坤教授将此方进行加减研发

的萎胃灵胶囊在治疗慢性萎缩性胃炎及防癌变方面取得

显著临床效果， 在胃癌患者术后恢复中也可减轻放 ／化
疗引起的消化道反应 ［４⁃５］ 。 采用敦煌平胃丸干预顺铂诱

导肠道黏膜炎小鼠， 观察疗效并从肠屏障和炎性因子角

度初步探讨机制。
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