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[摘要] 目的 研究健脾填精方对血管性痴呆（VD）大鼠学习记忆能力的影响及其机制。方法 SD大鼠随机分为

假手术组、模型组、阳性药对照组、中药高剂量组、中药中剂量组、中药低剂量组，采用双侧颈总动脉结扎法制作VD

模型，并进行水迷宫实验，比较各组大鼠脑匀浆中谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）、胆碱酯酶（CHE）含量的变化，并

进行脑组织病理切片观察。结果 与假手术组相比，模型组大鼠的逃避潜伏期、探索距离延长，穿越有效区时间缩

短，穿越次数减少（t分别=9.01、4.02、-5.20、-5.98，P均＜0.05）。与模型组相比，中药高剂量组、中药中剂量组大鼠

逃避潜伏期、探索距离均明显缩短，穿越有效区时间明显延长，穿越次数明显增多（t分别=4.75、3.01；3.89、2.33；

2.37、3.63；2.25、3.72，P均＜0.05）。不同剂量健脾填精方各组逃避潜伏期、探索距离、穿越有效区时间、穿越次数比

较，差异均有统计学意义（F分别=5.18、5.24、6.68、7.05，P均＜0.05）。模型组大鼠海马区、额叶有明显的病理学改变。

与假手术组比较，模型组GSH-PX含量下降，CHE含量升高（t分别=-2.91、7.61，P均＜0.05）；与模型组比较，阳性药对

照组、中药中剂量组GSH-PX含量明显升高（t分别=4.89、3.94，P均＜0.05），CHE含量明显降低（t分别=4.56、4.71，P均

＜0.05）。不同剂量健脾填精方各组之间GSH-PX、CHE含量比较，差异有统计学意义（F分别=8.28、5.16，P均＜0.05）。

结论 健脾填精方能明显改善VD大鼠学习记忆能力，提高VD大鼠海马组织GSH-PX的含量、减少VD大鼠海马组

织CHE含量、减轻神经细胞损伤是其可能的机制。
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Study on the mechanism of Jianpi Tianjing recipe improving learning and memory ability of vascular dementia
rats WANG Zhiwei，HE Yingchun，ZHU Qing.Department of Neurology，Hangzhou Hospital of Traditional Chinese Medi-

cine，Hangzhou 310007，China.

[Abstract] Objective To study the effects of the Jianpi Tianjing recipe on the learning and memory ability in vascular

dementia rats and its mechanism. Methods Rats were divided into sham group，model group，positive drug control

group，high-dose Chinese medicine group，medium-dose Chinese medicine group，and low-dose Chinese medicine group.

The two-sided cervical aortic ligation method was used to make an vascular dementia model on SD rats.The water maze

test was performed，and the changes of glutathione peroxidase（GSH-PX），cholinesterase（CHE）content，and pathologi-

cal biopsy of brain tissue were observed. Results Compared with the sham group，the escape latency and exploration

distance of the model group were prolonged，the time of crossing the effective area was shortened and the number of

crossings was reduced（t=9.01，4.02，-5.20，-5.98，P＜0.05）.Compared with the model group，the escape latency and expl-

oration distance of the rats in the high-dose Chinese medicine group and the medium-dose Chinese medicine group were

significantly shortened，the time of crossing the effective area was prolonged and the number of crossings was increased（t

=4.75，3.01，3.89，2.33，2.37，3.63，2.25，3.72，P＜0.05）.There were statistically significant differences in the exploratory

distance，time of crossing the effective area，and the number of crossings among different doses of Jianpi Tianjing recipe

（F=5.18，5.24，6.68，7.05，P＜0.05）. There were

obvious pathological changes in the hippocampus

and frontal lobe of rats in the model group.Compared

with the sham group，the GSH-PX content in the

model group decreased，while the CHE content
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increased（t=-2.91，7.61，P＜0.05）.Compared with the model group，the GSH-PX content in the positive drug control

group and the traditional Chinese medicine dose group was significantly increased（t=4.89，3.94，P＜0.05），while the

CHE content was significantly reduced（t=4.56，4.71，P＜0.05）.There were statistical differences in GSH-PX and CHE

content among the different dose of Jianpi Tianjing recipe（F=8.28，5.16，P＜0.05）. Conclusion Jianpi Tianjing recipe

can significantly improve the learning and memory ability of vascular dementia rats.Its mechanism maybe increasing the

content of GSH-Px in the hippocampus，reducing the content of CHE in the hippocampus，and reducing the damage of

nerve cells.

[Key words] Jianpi Tianjing recipen； vascular dementia； apoptosis； mechanism

血管性痴呆（vascular dementia，VD）是指因缺

血/出血性脑卒中和引起记忆、认知、行为等脑区低

灌注的脑血管疾病导致的认知功能障碍综合征[1]。

截至 2018 年，世界范围内受 VD 影响的人数在

5 000万左右，预计至 2050年该数据可增加至两倍

左右[2]。VD发病率逐年升高的同时，医疗费用也随

之升高，已成为世界各国重要的公共卫生问题[2]。

该病发病机制尚未完全阐明，可能与神经元凋亡、

炎症反应、胆碱系统紊乱、兴奋性氨基酸毒性等因

素诱发的神经元损伤有关[3]。西医治疗以对症支持

治疗为主，尚缺乏特效药物，而近年来中药复方制

剂通过多途径、多靶点、多层次、多系统的综合治疗

方式，彰显了独特的优势[4]。健脾填精方是本院市

级名中医何迎春教授治疗痴呆的经验方，在临床实

践中已经证实其对轻度认知障碍有明显改善作用，

对痴呆的防治有重要作用[5]。为进一步探究其作用

机制，本次研究采用健脾填精方处理VD大鼠，观察

其对大鼠海马细胞凋亡，谷胱甘肽过氧化物酶（glu⁃
tathione peroxidase，GSH-PX）、胆碱酯酶（cholines⁃
terase，CHE）含量及学习记忆能力的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物 选取Sprague-Dawley（SD）大鼠85只，

雄性，鼠龄 8～12 周，体重 220～280 g，购自上海斯

莱克实验动物有限责任公司。SD大鼠均在标准环

境下进行分笼饲养，实验温度控制在 20 ℃～24 ℃，

湿度 65%～80%。本次实验于浙江中医药大学动物

实验中心进行。

1.2 主要试剂及仪器 GSH-PX试剂盒、CHE试剂

盒、总蛋白测试试剂盒均由南京建成生物工程研究

所生产。 Morris 水迷宫购自深圳市瑞沃德生命科

技有限公司，MP6001小动物行为记录分析系统由西

班牙PanlaD生产，Smart-MASS VARIOSKAN FLASH
多功能酶标仪由美国赛默飞世尔科技公司生产；

Nikon eclipse 80i显微镜由Nikon公司生产，Imaging

Systems由Carl Zeiss公司生产，DRP-9052型电热恒

温箱由上海森信实验仪器有限公司生产。

1.3 方法

1.3.1 分组与给药 将存活SD大鼠随机分为：假手

术组、模型组、阳性药对照组、中药高剂量组、中药

中剂量组、中药低剂量组，每组各 10只大鼠。假手

术组大鼠仅分离动脉，但不结扎。假手术组及模型

组大鼠给予0.9%氯化钠注射液1 ml/100 g，灌胃，每

天 1次；中药高剂量组给予 16 g/ml 的健脾填精方

28.8 g·kg-1·d-1、中剂量组给予 8 g/ml的健脾填精方

14.4 g·kg-1·d-1、低剂量组给予 4 g/ml 的健脾填精方

7.2 g·kg-1·d-1，三组均采用灌胃给药。健脾填精

方处方组成：炒白术 15 g、黄连 6 g、人参 10 g、天
麻 10 g、补骨脂 12 g。阳性药对照组给予盐酸

多奈哌齐片［由卫材（中国）药业有限公司生产］

0.45 mg·kg-1·d-1，连续灌胃28 d。
1.3.2 VD 模型建立 采用双侧颈总动脉永久结扎

法制作VD模型。各组 SD大鼠术前 12 h禁食，术前

4 h禁水，于造模前半小时灌胃 1次，以 3 ml/kg水合

氯醛腹腔注射麻醉，固定大鼠呈仰卧位，备皮、消毒

后，沿颈正中逐层分离出双侧颈总动脉，并以双重

丝线结扎。以庆大霉素局部喷洒处理，防止感染。

缝合切口后，送动物房饲养。术后 3 d给予青霉素

2 U/kg肌肉注射预防感染。并取存活大鼠进行后续

试验。

1.3.3 Morris 水迷宫实验 给药第 28天灌胃 1 h
后，各组随机选取 8只大鼠，进行连续 4 d的水迷宫

试验。每日分上午、下午两个时间段，每个时间段

又分别从Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ4个象限正中位置，将大鼠面

向池壁投入水中，记录 120 s内逃避潜伏期、搜索距

离。第 5天撤除平台，随机选择 1个象限的正中位

置，将大鼠以同样方法投入水中，记录大鼠 120 s内
跨过虚拟平台的穿越次数、及在目标象限的游泳

时间。
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1.3.4 海马组织病理学观察 水迷宫试验完毕后，

从中随机选取 4 只大鼠，海马组织取材后，以 4%
多聚甲醛固定 48 h，石蜡包埋，冠状切片，切片厚

度 5 μm。取 3张切片进行苏木精-伊红染色，封片，

光镜下观察脑组织病变。

1.3.5 海马组织中自由基含量及酶活力测定 剩

余6只大鼠颈椎脱臼处死，取脑，迅速放入预冷的生

0.9%氯化钠注射液中漂洗，吸干水分后，分离海马

组织，并称重。匀浆器匀浆，制成质量体积比 10%

的组织匀浆，3 500 r/min 离心 10 min，取上清液，

-20 ℃保存备用。采用酶联免疫吸附法检测海马组

织匀浆中GSH-PX、CHE含量。

1.4 统计学方法 采用 SPSS 25.0软件进行统计分

析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，组间比较

采用单因素方差分析和 t检验。设 P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠水迷宫实验结果见表1
表1 各组大鼠水迷宫实验结果比较

组别 n

假手术组 8

模型组 8

阳性药对照组 8

中药高剂量组 8

中药中剂量组 8

中药低剂量组 8

逃避潜伏期/s

24.90±15.41

101.18±18.33#

70.33±36.30

37.08±33.51*

62.00±31.91*

83.08±39.04

探索距离/cm

299.56±275.86

1275.45±628.99#

814.15±557.94

339.62±258.74*

687.16±341.29*

836.13±500.72

穿越有效区时间/s

2.90±0.59

0.78±0.99#

2.25±1.45

3.02±1.44*

2.08±1.68*

1.30±2.13

穿越次数/次

4.40±1.17

1.09±1.04#

2.58±1.56

4.00±1.95*△

3.00±2.26*△

1.38±1.53

注：*：与模型组比较，P＜0.05；#：与假手术组比较，P＜0.05；△：与阳性药对照组比较，P＜0.05。
由表 1可见，水迷宫定位航行实验中，与假手术

组相比，模型组的逃避潜伏期、探索距离延长（ t分

别=9.01、4.02，P均＜0.05）。与模型组相比，中药

高剂量组、中药中剂量组大鼠逃避潜伏期、探索

距离均明显缩短（t分别=4.75、3.01；3.89、2.33，P
均＜0.05）。

水迷宫空间探索实验中，与假手术组相比，模

型组大鼠穿越有效区时间缩短，穿越次数减少（t分

别=-5.20、-5.98，P均＜0.05）。与模型组比较，中药

高剂量组、中药中剂量组大鼠穿越有效区时间明显

延长，穿越次数明显增多（t分别=2.37、3.63；2.25、
3.72，P均＜0.05）。与阳性药对照组比较，中药高剂

量组、中药中剂量组在增加有效区穿越次数方面均

有明显优势（t分别=2.27、2.48，P均＜0.05）。
不同剂量健脾填精方各组逃避潜伏期、探索距

离、穿越有效区时间、穿越次数比较，差异均有统计

学意义（F分别=5.18、5.24、6.68、7.05，P均＜0.05）。

剂量浓度越高，逃避潜伏期和探索距离越短，穿越

有效区时间越长，穿越次数越多。

2.2 海马组织病理改变见封二图1
由封二图 1可见，假手术组大鼠海马区神经元

排列规则，胞质丰富，胞核大。模型组大鼠海马神

经元出现大量变性、坏死，细胞体积缩小，部分神经

元细胞核深染，个别核固缩，破裂明显。与模型组

比较，阳性药对照组少量神经元细胞核深染，个别

核固缩；中药低剂量组局部神经元细胞核深染，个

别核固缩；中药中、高剂量组均显示个别神经元细

胞核深染，偶见个别核固缩。

2.3 健脾填精方对 VD 大鼠海马组织 GSH-PX 和

CHE的影响见表2
表2 健脾填精方对VD大鼠海马组织

GSH-PX和CHE的影响/μ/mg·prot

组别 n

假手术组 6

模型组 6

阳性药对照组 6

中药高剂量组 6

中药中剂量组 6

中药低剂量组 6

GSH-PX

492.34±111.26

352.11± 38.77#

464.71± 40.82*

391.37± 71.89

469.65± 61.99*

393.60± 87.05

CHE

7.13±1.02

10.81±0.60#

8.78±0.91*

7.33±0.83*

7.35±1.31*

8.40±1.10*

注：*：与模型组比较，P＜0.05；#：与假手术组比较，P＜0.05。
由表 2可见，与假手术组比较，模型组GSH-PX

含量下降（t=-2.91，P＜0.05），CHE 含量升高（t

=7.61，P＜0.05）；与模型组比较，阳性药对照组、中

药中剂量组 GSH-PX 含量明显升高（t分别=4.89、
3.94，P均＜0.05），但中药低剂量组和中药高剂量

组 GSH-PX 含量与模型组比较变化不明显（t分别

=1.06、1.18，P均＞0.05）。与模型组比较，阳性药
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对照组、中药低剂量组、中剂量组、高剂量组 CHE
含量均明显降低（t分别=4.56、4.71、5.88、8.32，P均

＜0.05）。健脾填精方不同剂量组之间 GSH-PX、

CHE 含量比较，差异有统计学意义（F分别=8.28、
5.16，P均＜0.05）。
3 讨论

VD是脑血管疾病所致的认知功能障碍，最突出

的表现是学习与记忆能力的下降。采用水迷宫实

验可以进行大鼠神经认知模型的验证和神经认知

治疗可行性的评估[6，7]，大鼠逃避时间、探索距离越

短，穿越次数、目标象限活动时间越长，提示大鼠学

习记忆能力越强。本次研究水迷宫实验结果提示，

健脾填精方能减少大鼠逃避潜伏期和探索距离，增

加穿越次数和目标象限活动时间，表明健脾填精方

可明显改善VD大鼠的学习记忆能力。

有报道表明，VD大鼠海马区神经元大量凋亡，

为VD发病的病理基础[8]。本研究通过永久性双侧

颈总动脉结扎法制作VD大鼠模型，并在实验中观

察到VD模型大鼠海马区神经元出现大量变性、死

亡，细胞体积缩小。细胞染色呈深红色，细胞核固

缩，可见明显破裂，证实VD大鼠存在海马神经元凋

亡。而海马神经元的大量凋亡，也是VD 发生发展

的病理基础，神经细胞凋亡受到抑制，VD的发生可

被延迟甚至逆转[9～12]。本研究发现，不同剂量中药

组与模型组比较，海马区神经元变性死亡明显减

轻，可见健脾填精方有抑制海马神经元凋亡的

作用。

机体内氧自由基释放过多，可使机体出现氧

化应激损伤，这也是导致VD的重要因素之一。清

除过多的自由基，可延缓VD病情进展[13]。GSH-PX
为机体内存在的自由基清除剂，可保护细胞膜结

构及功能完整，组织中含量高低可作用评价机体

清除自由基能力高低的主要指标。本研究表明健

脾填精方可明显提高GSH-PX的含量，且不同剂量

健脾填精方提高GSH-PX的效果有所区别，中剂量

组升高GSH-PX的效果最好，而高剂量组及低剂量

组的效果不及中剂量组。提示健脾填精方具有较

好的抗氧化能力，从而保护VD后继发的神经元的

损伤，可能为健脾填精方改善VD学习记忆功能的

机制之一。剂量差异导致的 GSH-PX 升高幅度不

同可能与下述原因有关：随着剂量的增加，GSH-PX
升高幅度增加，剂量效应在中剂量时达峰值，随后

逐渐下降。提示中剂量中药具有更好的改善

GSH-PX效果。

学习记忆功能的神经系统是多个系统参与的

复杂神经活动，其中胆碱酯能系统为最为重要的系

统之一。乙酰胆碱（acetylcholine，ACh）为中枢胆碱

能通路的重要神经递质，海马及大脑皮质细胞减少

时，脑内的ACh水平下降，学习记忆能力也随之下

降[14] ，由于ACh性质极不稳定，容易水解，极难准确

测定其含量，故尚无有效的直接测定ACh的方法[15]；

而CHE在胆碱能神经元内含量较高，它又是ACh的

降解酶，因而测定脑组织中CHE活性，即可判断脑

内 ACh 含量的变化。通过检测CHE含量可准确反

应神经元细胞受损情况[16]。在本研究中，测定大鼠

海马组织CHE含量，结果显示，模型组大鼠海马的

CHE含量高于假手术组，提示脑缺血时存在胆碱能

神经元蜕变，促进CHE释放，使脑组织可溶性CHE
含量增加，降低 ACh 水平，学习记忆功能下降。阳

性药物组及健脾填精方各剂量组均可以明显降低

VD大鼠内CHE活性，改善胆碱能系统的功能，调节

脑内 Ach 生理代谢，从而达到治疗 VD 的目的。这

种降低CHE活性也与剂量存在关系，中剂量与高剂

量下降幅度大于低剂量组，提示中剂量后药物作用

效果达平台期，继续增加药物剂量并无明显的改善

效果。这可能是其改善VD模型大鼠的学习记忆功

能的另一个机制。

综上所述，健脾填精方能可减少VD大鼠水迷

宫实验中逃避潜伏期、探索距离，增加目标象限活

动时间、穿越次数，提示健脾填精方可改善VD大鼠

的学习记忆障碍，作用机制为：提高VD大鼠海马组

织GSH-PX的含量；减少VD大鼠海马组织的 CHE
含量，从而减少海马组织神经元细胞的损伤。
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