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摘要： 目的　 探究黄连解毒汤对阿尔茨海默病 （ＡＤ） 小鼠学习记忆损伤的改善作用及其机制。 方法　 将 １２ 只 ９ 月龄

雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为对照组， ６０ 只 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠随机分成模型组、 多奈哌齐组 （０􀆰 ６５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和黄连解毒汤低、
中、 高剂量组 （１􀆰 ９５、 ３􀆰 ９、 ７􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １２ 只， 对照组和模型组灌胃予以生理盐水， 其余各组灌胃予以相应剂量

多奈哌齐或黄连解毒汤。 给药 １ 个月后， 水迷宫实验检测小鼠学习记忆能力， ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠海马组织氧化应激指

标 （ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性）， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠海马组织细胞核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表达和下游蛋白 ＨＯ⁃１、
ＮＱＯ１ 表达。 结果　 与对照组比较， 模型组小鼠逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越平台次数、 目标象限时间与路程减

少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 海马组织 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１、 核内 Ｎｒｆ２
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 黄连解毒汤各剂量组及多奈哌齐组小鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越

平台次数、 目标象限时间与路程增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 海马组织 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１、 核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多奈哌齐组比较， 黄连解毒汤中、 高剂量组小鼠海

马组织 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１、 核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 黄连解毒汤能改善 ＡＤ 小鼠的学习记忆能力， 其可能是通过激活 Ｎｒｆ２ 信号通路实现的， 且高剂量

下抗氧化作用最佳。
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是一种受

基因、 环境等多重因素影响的慢性进展性退行性脑部疾病，
全世界大约有 ５ ０００ 万患者， 我国患者约占 ２５％ ， 作为老

年人中主要致残原因之一其发病率逐年升高， 成为了危害

社会和谐的重要因素［１］ 。 据报道， ＡＤ 患者的大脑氧化负

荷增加［２⁃３］ ， 血液中氧化应激生物标志物水平的升高反映了

大脑中的这种应激［４⁃５］ ， 而核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ （ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２， Ｎｒｆ２） 信号通路是机体抗

氧化应激的最主要的防御机制之一。 黄连解毒汤是根据

“毒损脑络” 理论提出的治疗 ＡＤ 的方剂［６］ ， 而大脑中富含

脂质， 最易受氧化应激的损害［７］ 。 课题组前期研究发现，
黄连解毒汤干预 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因鼠可改善其学习记忆降

低， 提高红细胞超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ） 活性， 降低丙二醛 （ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 水平，

从而改善氧化应激［８］ ， 但两者相互作用的受体后信息传导

系统仍缺乏完整的研究。 本实验以 Ｎｒｆ２ 信号通路为切入

点， 以清热解毒法的代表方剂黄连解毒汤为对象， 探讨该

方法在 Ｎｒｆ２ 信号通路介导下改善 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 三转基因小鼠学

习记忆的效应机制， 以期为补充其治疗 ＡＤ 的作用靶点及

阐释清热解毒法的科学内涵提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ７ 周龄 ＳＰＦ 级 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠 ６０ 只， 雄性， 购自

常州卡文斯实验动物有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （ 苏 ） ２０１６⁃００１０， 动 物 质 量 合 格 证 号

３２０７３０２１０１００００８４２４］； ７ 月龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 １２ 只 （３ｘＴｇ⁃
ＡＤ 转基因小鼠的背景鼠）， 购自武汉有度生物科技有限公

司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鄂） ２０２１⁃００２５］， 均饲

养于湖北中医药大学 ＳＰＦ 级实验动物房， 室温 （２５±３）℃，
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相对湿度 ４０％ ～ ５５％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗交替， 给予标准

饲料喂养， 自由进食饮水， 喂养至 ９ 月龄。 研究经湖北中医

药大学动物伦理委员会批准 （伦理号 ＨＵＣＭＳ２０２１０７００９）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 黄连、 黄芩、 黄柏、 栀子散装饮片 （批号

２０２１０４０８） 均由武汉市第一医院中药房提供， 经武汉市第一医

院药剂科胡松主任鉴定为正品。 方中黄连、 黄芩、 黄柏、 栀子

按 ２０２０年版 《中国药典》 中的配比 （９ ∶ ６ ∶ ６ ∶ ９） 制成水煎

液， 浓缩至质量浓度为 １ ｇ ／ ｍＬ， 临用时以 ０􀆰 ９％ 生理盐水配

制。 盐酸多奈哌齐片 ［卫材 （中国） 药业有限公司， 批号

２１０５０５６］， 临用时研磨成粉末， 以 ０􀆰 ９％生理盐水配制。 ＭＤＡ、
ＳＯＤ、 ＧＳＨ 检测试剂盒 （批号 ２０２１０４０７、 ２０２１０４０７、 ２０２１０５０６，
南京建成生物工程研究所）； 兔多抗 Ｌａｍｉｎ Ｂ、 兔多抗 Ｎｒｆ２、
兔多 抗 ＨＯ⁃１ （批 号 ２０２２０３０９、 ２０２２０１２１、 ２０２２０１０２， 美 国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）； 胞浆胞核蛋白提取试剂盒 （批号 ２０２１１００９， 大

连美仑生物技术有限公司）； 兔多抗 ＮＱＯ１ （批号 ２０２１０５０２，
英国 Ａｂｃａｍ 公司）； 兔多抗 ＧＡＰＤＨ （批号 ２０２１０６０３， 杭州贤

至生物科技有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫动物行为学分析系统 （安徽正华

生物仪器设备有限公司）； 酶标仪 ［赛默飞世尔科技 （中
国） 有限公司］； 电转仪、 垂直电泳槽 （北京六一仪器有

限公司）； ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎ ３ 多功能酶标仪 ［美谷分子仪器 （上
海） 有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及给药　 将 １２ 只 ９ 月龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为

对照组， ６０ 只 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠随机分成模型组、 多奈哌齐组

和黄连解毒汤低、 中、 高剂量组， 每组 １２ 只。 对照组和模

型组灌胃予以生理盐水； 按照小鼠与人的体表面积比例换

算给药剂量［９］ ， 多奈哌齐组灌胃予以 ０􀆰 ６５ ｍｇ ／ ｋｇ 多奈哌齐

溶液， 黄连解毒汤低、 中、 高剂量组分别灌胃予以 １􀆰 ９５、
３􀆰 ９、 ７􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ 黄连解毒汤溶液， 各组小鼠每天上午固定时

间给药 １ 次， 连续 １ 个月。
２􀆰 ２　 标本采集 　 小鼠随机挑选 ６ 只进行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实

验； 另外 ６ 只腹腔注射 １０％ 水合氯醛 （０􀆰 ３５ ｍＬ ／ １００ ｇ） 麻

醉， 冰上取脑， 剥离海马， 生理盐水冲洗后放入 ＥＰ 管中

保存， 用于后续实验。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验是评价学习

记忆能力的一种经典的行为学实验方法［１０］ 。 给药结束后，
进行为期 ５ ｄ 的定位航行实验， 将小鼠面向池壁提示物方

向分别从一、 二、 三、 四象限轻轻放入水中， 记录 １ ｍｉｎ
内游泳轨迹， 没有在规定时间内找到平台的小鼠则需要引

导至平台上， 每天每 １ 个象限训练 １ 次， 记录每只小鼠找

到平台所需要的时间， 即逃避潜伏期， 若入水后 ６０ ｓ 内未

能找到平台则记录为 ６０ ｓ。 实验第 ６ 天撤掉平台， 于平台

对角象限放入小鼠， 方法同前， 摄像系统自动记录 １ ｍｉｎ
内穿越平台的次数、 目标象限的时间与路程。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活

性　 取小鼠海马组织适量， 严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书

检测 ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性。
２􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１、 胞核内

Ｎｒｆ２ 蛋白表达　 取小鼠海马组织适量， 按照细胞核蛋白提

取试剂盒进行质核分离， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 煮沸 ８ ｍｉｎ
进行变性， 经 ５％ 、 ８％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后转移至 ＰＶＤＦ 膜，
置于 ５％ 脱脂奶中常温封闭 １ ｈ， 加入一抗 ４ ℃孵育过夜，
洗膜后加入相应二抗， 常温摇床孵育 ２ ｈ， 洗膜后采用 ＥＣＬ
试剂曝光、 显色， 通过 Ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析蛋白灰度

值， 计算相对表达量。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 拟合正态分布和拟合卡方者多组间比较采用

单因素方差分析， 组间两两比较采用 ＬＳＤ 检验， 拟合正态

分布但不拟合卡方者 ２ 组间比较采用 Ｗｅｌｃｈ 近似 Ｆ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验

３􀆰 １􀆰 １　 定位航行实验　 如表 １、 图 １ 所示， 各组小鼠逃避

潜伏期均逐渐缩短， 提示其寻找隐藏水中平台的学习能力

均逐渐得到提高。 实验结束 （即第 ５ 天） 时， 与对照组比

较， 模型组小鼠逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 各给药组小鼠逃避潜期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多奈哌齐

组比较， 黄连解毒汤低剂量组小鼠逃避潜伏期延长 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 黄连解毒汤中、 高剂量组小鼠无明显变化 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

表 １　 各组小鼠逃避潜伏期比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
逃避潜伏期 ／ ｓ

第 １ 天 第 ２ 天 第 ３ 天 第 ４ 天 第 ５ 天

对照组 ４０􀆰 １５±３􀆰 １４ ３３􀆰 ４６±３􀆰 ５２ ２５􀆰 ３６±４􀆰 ２３ ２０􀆰 ４８±２􀆰 ７９ １６􀆰 ７４±２􀆰 ４５

模型组 ５８􀆰 ７５±２􀆰 ０５∗ ５６􀆰 ２３±１􀆰 ０６∗ ５３􀆰 ２４±１􀆰 ７９∗ ５０􀆰 ４６±２􀆰 ３０∗ ４５􀆰 ７４±１􀆰 ３４∗

黄连解毒汤低剂量组 ４４􀆰 ２５±１􀆰 ９４＃ ４２􀆰 １１±１􀆰 ９３＃△ ３７􀆰 ５６±２􀆰 １２＃△ ３６􀆰 １２±１􀆰 ８９＃△ ３４􀆰 ２３±２􀆰 ３４＃△

黄连解毒汤中剂量组 ４３􀆰 ７８±２􀆰 １４＃ ３８􀆰 ７２±２􀆰 ８１＃ ３５􀆰 ６１±２􀆰 ４５＃ ３１􀆰 ５７±１􀆰 ６１＃ ２６􀆰 ７５±１􀆰 ８９＃

黄连解毒汤高剂量组 ４３􀆰 ５６±３􀆰 ０１＃ ３８􀆰 ４２±１􀆰 ７８＃ ３３􀆰 １２±１􀆰 ９９＃ ３０􀆰 ２３±１􀆰 ８２＃ ２５􀆰 ２２±２􀆰 １２＃

多奈哌齐组 ４５􀆰 １２±２􀆰 ８１＃ ３８􀆰 ７４±１􀆰 ９８＃ ３３􀆰 ４５±２􀆰 ４５＃ ２９􀆰 ３４±１􀆰 ２３＃ ２４􀆰 ５６±２􀆰 ３４＃

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多奈哌齐组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 １􀆰 ２　 空间探索实验　 如表 ２、 图 ２ 所示， 与对照组比较，
模型组小鼠穿越平台次数、 目标象限时间和路程减少 （Ｐ＜

０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组小鼠穿越平台次数、 目标

象限时间和路程增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多奈哌齐组比较， 黄
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图 １　 各组小鼠第 ５ 天定位航行实验路线图

表 ２　 各组小鼠穿越平台次数、 目标象限时间和路程比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 穿越平台次数 ／ 次 目标象限时间 ／ ｓ 目标象限路程 ／ ｃｍ

对照组 ３􀆰 ９５±１􀆰 ２３ ３６􀆰 ８７±５􀆰 １２ １８０􀆰 ２４±１２􀆰 ４６
模型组 ０􀆰 ４３±０􀆰 ７８∗ １７􀆰 ３６±５􀆰 ９２∗ １０７􀆰 ２５±１０􀆰 ７３∗

黄连解毒汤低剂量组 １􀆰 ５６±０􀆰 ８８＃△ ２３􀆰 ４９±６􀆰 ８３＃△ １２１􀆰 ５３±９􀆰 ４６＃△

黄连解毒汤中剂量组 ２􀆰 ３４±１􀆰 ２９＃ ２８􀆰 ５３±７􀆰 ４０＃ １５９􀆰 ９８±１４􀆰 ４５＃

黄连解毒汤高剂量组 ３􀆰 ２３±０􀆰 ５４＃ ３１􀆰 ５６±５􀆰 ２９＃ １６４􀆰 ２３±１１􀆰 ８２＃

多奈哌齐组 ３􀆰 ４５±０􀆰 ５２＃ ３３􀆰 ４５±３􀆰 ４６＃ １７０􀆰 ２４±７􀆰 ４５＃

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多奈哌齐组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠空间探索实验路线图

连解毒汤低剂量组小鼠穿越平台次数、 目标象限时间和路

程减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 黄连解毒汤中、 高剂量组小鼠三者无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２　 黄连解毒汤对 ＡＤ 小鼠海马组织 ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平和

ＳＯＤ 活性的影响　 如表 ３ 所示， 与对照组比较， 模型组小

鼠海马组织ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组小鼠海马组

织 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多奈哌齐组比较， 黄连解毒汤中、 高剂量组

小鼠海马组织 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 黄连解毒汤低剂量组小鼠海马组织

三者无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 黄连解毒汤对 ＡＤ 小鼠海马组织细胞核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表

达的影响　 如图 ３、 表 ４ 所示， 与对照组比较， 模型组小鼠

海马组织细胞核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型

组比较， 各给药组小鼠海马组织细胞核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表达升
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高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多奈哌齐组比较， 黄连解毒汤中、 高剂

量组小鼠海马组织细胞核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
黄连解毒汤低剂量组小鼠海马组织细胞核内无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
表 ３　 各组小鼠海马组织 ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＭＤＡ ／ （ｎｍｏＬ·ｍｇ－１） ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ－１） ＧＳＨ ／ （ｍｇ·ｇ－１）
对照组 ０􀆰 ４１±０􀆰 ０２ １１３􀆰 ８０±７􀆰 ７５ ３􀆰 ４５±０􀆰 ０７
模型组 １􀆰 １７±０􀆰 １０∗ ４９􀆰 ７２±５􀆰 ４７∗ １􀆰 ８７±０􀆰 ０３∗

黄连解毒汤低剂量组 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０４＃ ６７􀆰 ４５±１􀆰 １３＃ ２􀆰 ６４±０􀆰 ０８＃

黄连解毒汤中剂量组 ０􀆰 ６３±０􀆰 ０１＃△ ８１􀆰 ５６±１􀆰 ０９＃△ ２􀆰 ８８±０􀆰 ０４＃△

黄连解毒汤高剂量组 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０３＃△ ９１􀆰 ３８±２􀆰 ２２＃△ ３􀆰 １１±０􀆰 １３＃△

多奈哌齐组 ０􀆰 ６９±０􀆰 ０５＃ ６８􀆰 ５６±１􀆰 １０＃ ２􀆰 ６８±０􀆰 ０４＃

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多奈哌齐组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为多奈哌齐组， Ｄ～Ｆ 分别为黄

连解毒汤低、 中、 高剂量组。

图 ３　 各组小鼠海马组织细胞核内 Ｎｒｆ２ 蛋白电泳条带

表 ４　 各组小鼠海马组织细胞核内 Ｎｒｆ２ 蛋白表达比较 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

组别 Ｎｒｆ２ ／ Ｌａｍｉｎ Ｂ
对照组 ０􀆰 １７±０􀆰 ０２
模型组 ０􀆰 ２１±０􀆰 ０１∗

黄连解毒汤低剂量组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ０４＃

黄连解毒汤中剂量组 ０􀆰 ４１±０􀆰 ０２＃△

黄连解毒汤高剂量组 ０􀆰 ４９±０􀆰 ０３＃△

多奈哌齐组 ０􀆰 ２７±０􀆰 ０４＃

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多

奈哌齐组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。
３􀆰 ４　 黄连解毒汤对 ＡＤ 小鼠海马组织 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表

达的影响　 如图 ４、 表 ５ 所示， 与对照组比较， 模型组小鼠

海马组织 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型

组比较， 各给药组海马组织 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多奈哌齐组比较， 黄连解毒汤中、 高剂量组

小鼠海马组织 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 黄

连解毒汤低剂量组两者无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为多奈哌齐组， Ｄ ～ Ｆ 分别为黄

连解毒汤低、 中、 高剂量组。

图 ４　 各组小鼠海马组织 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白电泳条带

４　 讨论

β⁃淀粉样蛋白 （β⁃ａｍｙｌｏｉｄ， Ａβ） 沉积引发活性氧自由

基的产生， 后者又反过来导致前者增加， 发生线粒体功能

　 　 　 　表 ５　 各组小鼠海马组织 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表达比较 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

组别 ＨＯ⁃１ ／ ＧＡＰＤＨ ＮＱＯ１ ／ ＧＡＰＤＨ
对照组 ０􀆰 ５０±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０３
模型组 ０􀆰 １７±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０８∗

黄连解毒汤低剂量组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０８＃

黄连解毒汤中剂量组 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０９＃△ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０２＃△

黄连解毒汤高剂量组 ０􀆰 ４５±０􀆰 ０５＃△ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０２＃△

多奈哌齐组 ０􀆰 ２７±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０９＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与多奈

哌齐组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

障碍、 神经元细胞膜受损， 最后促进 ＡＤ 的发生发展［１１⁃１２］ ，
氧化应激不仅参与了 Ａβ 的生成， 还参与了 Ｔａｕ 蛋白的磷酸

化， 神经炎症、 线粒体功能、 金属离子等与 ＡＤ 有着紧密

联系［１３］ 。 本研究发现， 黄连解毒汤能有效缩短小鼠的逃避

潜伏期， 增加第 ６ 天空间探索实验的指标， 降低 ＭＤＡ 水

平， 升高 ＳＯＤ 活性及 ＧＳＨ 水平； 相较于野生型小鼠，
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠 ＭＤＡ 水平升高， ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平降低，
说明黄连解毒汤可改善氧化应激状态。

核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ （Ｎｒｆ２） 是一种转录因子， 在机

体内起着重要的调控氧化应激作用。 Ｒｏｊｏ 等［１４］ 发现， Ｎｒｆ２
缺乏与衰老之间有 ７ 个共同特征， 与 ＡＤ 之间有 １０ 个共同

特征， 模型小鼠不溶性 ｐ⁃ｔａｕ、 Ａβ 水平增加。 Ｎｒｆ２ 可能作为

大脑衰老和 ＡＤ 之间的分子联系的假设［１５⁃１６］ ， 一些 Ｎｒｆ２ 激

活剂， 如叔丁基对苯二酚和莱菔硫烷在体内 （急性 ＡＤ 小

鼠模型中） 可以减少毒素诱导的 Ａβ１⁃４２ 分泌， 同时增加细

胞活力和改善认知功能［１７⁃１８］ 。 Ｍｉｌａｎｅｓｉ 等［１９］ 发现， 许多炎

症和氧化还原基因在 ＡＤ 患者的血液中差异表达， 其中 Ｎｒｆ２
和 ＮＦ⁃κＢ （氧化还原和炎症稳态的主要调节因子） 受到干

扰， 表明与 Ｎｒｆ２ 和 ＮＦ⁃κＢ 相关的氧化还原和炎性基因可能

是监测轻度 ＡＤ 患者诊断和预后的生物标志物。 大量证据

表明， Ｎｒｆ２ 功能障碍在认知障碍和 ＡＤ 的发病机制中起作

用； 本实验发现， 黄连解毒汤具有活化 Ｎｒｆ２ 的作用， 促使

Ｎｒｆ２ 入核， 增加细胞核内 Ｎｒｆ２ 的表达， 是启动抗氧化应激

反应的标志。
Ｎｒｆ２ 入核后会激活下游靶基因或重要解毒酶基因的转

录， 如 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１。 ＨＯ⁃１ 是一种抗氧化酶， 经其处理后

的细胞能诱导 ＴＮＦα 和 ＩＬ⁃６ 的产生， 从而促进 Ａβ 的吞噬作

用和清除［２０］ 。 ＮＱＯ１ 是一种内源性抗氧化剂， ＮＱＯ１∗２ 多
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态性失活是 ＡＤ 患者的主要危险因素［２１］ ， 黄益智方可上调

ＮＱＯ１， 从而抑制 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因阿尔茨海默病小鼠海马

神经元凋亡［２２］ 。 本实验发现， 黄连解毒汤可增加 ＨＯ⁃１、
ＮＱＯ⁃１ 等抗氧化蛋白的表达。

综上所述， 黄连解毒汤可能是通过激活 Ｎｒｆ２ 信号通路

改善 ＡＤ 小鼠的学习记忆能力， 且高剂量组效果最好。
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２００２， １１（１０）： １４０７⁃１４３５．

［ ４ ］ 　 Ｔｏｒｒｅｓ Ｌ Ｌ， Ｑｕａｇｌｉｏ Ｎ Ｂ， ｄｅ Ｓｏｕｚａ Ｇ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｍｉｌｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｎｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］． Ｊ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｉｓ， ２０１１， ２６（１）： ５９⁃６８．

［ ５ ］ 　 Ｂｅａｌ Ｍ Ｆ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ａｓ ａｎ ｅａｒｌｙ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｍｉｌｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ａｇｉｎｇ，
２００５， ２６（５）： ５８５⁃５８６．

［ ６ ］ 　 王俊力， 刘　 欣， 孙亦轩， 等． 基于 “毒损脑络” 病机探

讨清热解毒法治疗阿尔茨海默病的临床研究［Ｊ］ ． 时珍国医

国药， ２０２２， ３３（１０）： ２４４３⁃２４４７．
［ ７ ］ 　 苏　 芮， 韩振蕴， 范吉平， 等． “毒损脑络” 理论在阿尔

茨海默病中医研究领域中的意义［Ｊ］ ． 中医杂志， ２０１１， ５２
（１６）： １３７０⁃１３７１．

［ ８ ］ 　 邱　 昕， 陈国华， 汪　 弢， 等． 黄连解毒汤对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双

转基因阿尔茨海默病小鼠自由基代谢及海马区病理形态学

影响 ［ Ｊ ］ ． 中 国 中 西 医 结 合 杂 志， ２０１１， ３１ （ １０ ）：
１３７９⁃１３８２．

［ ９ ］ 　 魏　 伟， 吴希美， 李元建， 等． 药理实验方法学［Ｍ］． ４
版． 北京： 人民卫生出版社， ２０１０： ６９．

［１０］ 　 Ｍｏｒｒｉｓ Ｒ Ｇ Ｍ． Ｓｐａｔｉａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｒｅｑｕｉｒｅ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ
ｏｆ ｌｏｃａｌ ｃｕｅｓ［Ｊ］ ． Ｌｅａｒｎ Ｍｏｔｉｖ， １９８１， １２（２）： ２３９⁃２６０．

［１１］ 　 Ｂｕｔｔｅｒｆｉｅｌｄ Ｄ Ａ， Ｂｏｙｄ⁃Ｋｉｍｂａｌｌ Ｄ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｍｙｌｏｉｄ⁃β
ｐｅｐｔｉｄｅ， ａｎｄ ａｌｔｅｒｅｄ ｋｅｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｉｓ，
２０１８， ６２（３）： １３４５⁃１３６７．

［１２］ 　 Ｊｕｒｃａ̌ｕ Ｍ Ｃ， Ａｎｄｒｏｎｉｅ⁃Ｃｉｏａｒａ Ｆ Ｌ， Ｊｕｒｃａ̌ｕ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｌｉｎｋ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ：
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ
（Ｂａｓｅｌ）， ２０２２， １１（１１）： ２１６７．

［１３］ 　 邓　 磊， 张俊丽， 韩发彬． 转录因子 ＮＲＦ２ 在阿尔茨海默

病中的作用及治疗研究 ［ Ｊ］ ． 生命科学， ２０２２， ３４ （ ９）：
１０９０⁃１１００．

［１４］ 　 Ｒｏｊｏ Ａ Ｉ， Ｐａｊａｒｅｓ Ｍ， Ｒａｄａ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＮＲＦ２ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｗｏｒｓｅｎｓ
ＡＰＰ ａｎｄ ＴＡＵ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ， ２０１７， １３： ４４４⁃４５１．

［１５］ 　 Ｗａｎｇ Ｃ， Ｃｈｅｎ Ｓ， Ｇｕｏ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅ Ａ ｍｉｔｉｇａｔｅｓ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ⁃ｌｉｋｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ Ｎｒｆ２ ／ ＧＰＸ４ ａｘｉｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ
Ｓｃｉ， ２０２２， １８（５）： ２０７５⁃２０９０．

［１６］ 　 Ｂｉａｎ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘｙｐｈｙｌｌａ Ａ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｖｉａ ｔｈｅ Ａｋｔ⁃
ＧＳＫ３β ａｎｄ Ｎｒｆ２⁃Ｋｅａｐ１⁃ＨＯ⁃１ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ
ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｄｖ Ｒｅｓ， ２０２１，
３４： １⁃１２．

［１７］ 　 Ｅｆｔｅｋｈａｒｚａｄｅｈ Ｂ， Ｍａｇｈｓｏｕｄｉ Ｎ， Ｋｈｏｄａｇｈｏｌｉ Ｆ． Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｎｒｆ２ ｂｙ ｔＢＨＱ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＮＴ２Ｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ， ２０１０， ９２（３）： ２４５⁃２５３．

［１８］ 　 Ｋｉｍ Ｈ Ｖ， Ｋｉｍ Ｈ Ｙ， Ｅｈｒｌｉｃｈ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ ｉｎ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ［Ｊ］ ． Ａｍｙｌｏｉｄ， ２０１３， ２０（１）： ７⁃１２．

［１９］ 　 Ｍｉｌａｎｅｓｉ Ｅ， Ｄｏｂｒｅ Ｍ， Ｃｕｃｏｓ Ｃ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｄｏｘ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍｉｌｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓ， ２０２１， １４： ６０８５⁃６１０２．

［２０］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｒ Ｌ， Ｌｅｉ Ｂ Ｘ， Ｗｕ Ｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ β⁃ａｍｙｌｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ
ｖｉａ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｏｒｇ Ｃｈｅｍ， ２０２３，
１３３： １０６２１０．

［２１］ 　 Ｂｉａｎ Ｊ Ｔ， Ｚｈａｏ Ｈ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｚ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＡＤ
（ Ｐ ） Ｈ： ｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ １ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００８， ３４
（３）： ２３５⁃２４０．

［２２］ 　 甄蓉蓉， 曲彦洁， 顾　 超， 等． 地黄益智方对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双

转基因小鼠海马神经元凋亡和 Ｎｒｆ２ 通路蛋白的影响［ Ｊ］ ．
辽宁中医杂志， ２０２２， ４９（１）： １７７⁃１８０； ２２１．
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