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补肾祛瘀化痰法对载脂蛋白 E 基因敲除
小鼠 Morris 水迷宫研究的影响

姜洋摇 杨惠民摇 马玉琪摇 梁志齐

揖摘要铱 摇 目的摇 通过研究补肾祛瘀化痰法对 ApoE 基因敲除小鼠 Morris 水迷宫成绩的影响,探
讨补肾祛瘀化痰法对认知功能障碍的改善作用。 方法摇 将 ApoE 基因敲除小鼠共 32 只随机分为成

年中药组、成年模型组及老年中药组、老年模型组,并取相同遗传背景的 C57BL / 6J 小鼠共 16 只随

机分成成年正常组及老年正常组,连续给予补肾祛瘀化痰法组方灌胃 12 周,成年组至 32 周龄、老年

组至 44 周龄时检测 Morris 水迷宫定位航行实验及空间探索实验的成绩。 结果摇 定位航行实验逃避

潜伏期结果不符合正态分布,故采用非参数检验中 K 组独立样本检验进行数据统计:成年各组之间

逃避潜伏期无明显差异(P>0. 05)。 老年模型组较老年中药组逃避潜伏期显著延长(P<0. 01),老年

模型组较老年正常组亦明显延长(P<0. 05)。 空间探索实验中,第芋象限路程及第芋象限时间均符

合正态分布,故采用单因素方差分析进行数据统计:成年各组之间在穿台次数、第芋象限路程及第

芋象限时间均无明显差异(P>0. 05);老年模型组较老年正常组穿台次数明显减少(P<0. 05),老年

中药组及老年模型组均较老年正常组在第芋象限路程及第芋象限时间明显缩短(P<0. 05)。 结论摇
老年中药组及老年正常组小鼠 Morris 水迷宫成绩较理想,说明补肾祛瘀化痰法可改善老龄小鼠

Morris 水迷宫成绩,从而改善认知功能。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To assess the effects of tonifying kidney and removing stasis and phlegm on
the test of morris water maze of ApoE knockout mice in adult and old groups. Methods摇 ApoE knockout
mice were divided into adult treatment group, adult model group, old treatment group and old model group.
And C57BL / 6J mice were divided into adult normal groups and old normal groups. When the adult groups
mice were 32 weeks and the old groups were 44 weeks, the mice were tested by morris water maze. The
scores of navigation experiment and space exploration experiment in morris water maze were recorded.
Results摇 The escape latency of adult rats in the treatment group, model group and normal group had no
significantly difference(P>0. 05). But in old rats, the escape latency of the model group was significantly
longer than that of the normal group and treatment group. The space exploration experiment showed that the
normal group was much better than the treatment and model groups. Conclusions摇 The normal group and
the treatment group show better scores in morris water maze than the model group. The results support that
tonifying kidney and removing stasis and phlegm can improve cognitive function of old ApoE knockout mice.

揖Key words铱摇 Tonifying kidney and removing stasis and phlegm;摇 ApoE knockout mice;摇 Morris
water maze
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摇 摇 ApoE 基因敲除小鼠由于缺乏 ApoE 基因而容

易出现脂质代谢障碍,可导致血脂异常及脂质堆积

引起的血管内皮炎性损伤,故 ApoE 基因敲除小鼠

更易受到氧化应激作用的侵害而出现认知功能障

碍、动脉粥样硬化等。 本实验中以补肾祛瘀化痰中

药干预 ApoE 基因敲除小鼠,并观察各组在 Morris
水迷宫实验中对空间位置感和方向感(空间定位)
的学习记忆能力,从而探索补肾祛瘀化痰法对小鼠

认知功能的改善作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 实验动物摇 清洁级 8 周龄 ApoE 基因敲除

小鼠 32 只,均为雄性,体质量(20 依2) g,购自北京

维通利华实验动物技术有限公司,动物许可证号

为:SCXK (京) 2011鄄0012;8 周龄相同遗传背景

C57BL / 6J 小鼠 16 只,均为雄性,体质量(20依2) g,
购自军事医学科学院动物实验室,动物许可证号

为:SCXK(军)2007鄄004。 饲养场地为北京中医药大

学清洁级动物房,普通饮食,充足摄食及饮水,室温

(25依2)益,每天光照 12 小时,湿度 50% ~70%。
1. 1. 2摇 实验药物摇 通脉益智胶囊的药物组成:女贞

子 15 g、何首乌 20 g、丹参 30 g、赤芍 15 g、石菖蒲

20 g、远志 10 g、漏芦 10 g。 将上述药物水煎煮后浓

缩干燥,粉碎过筛,混匀制成胶囊,购自中日友好医

院试剂科,批号:Z20053786。
1. 1. 3摇 主要实验仪器摇 Morris 水迷宫系统,包括水

迷宫、电脑摄像系统、配套软件分析系统,上海移码

数字有限公司生产,由北京中医药大学第一临床医

学院中心实验室提供。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 动物分组及给药方法摇 将 32 只 ApoE 基因

敲除小鼠随机分为四组,即成年中药组、老年中

药组、成年模型组及老年模型组,每组 8 只;将 16
只同品系 C57BL / 6J 小鼠随机分为两组,即成年

正常组及老年正常组,每组 8 只。 成年组小鼠至

20 周起、老年组小鼠至 32 周起,中药组以通脉益

智胶囊 750 mg / ( kg·d)灌胃 12 周(本剂量根据

人与实验动物用药剂量换算得出) ,模型组与正

常组以同容积 0 . 9% 氯化钠注射液灌胃 12 周,均
每天 1 次。
1. 2. 2摇 实验方法摇 成年组小鼠到 32 周龄时、老年

组小鼠到 44 周龄时,予 Morris 水迷宫实验。 Morris

水迷宫测试程序主要包括定位航行实验和空间探

索实验两个部分。 定位航行实验历时 5 天,其中

训练 2 天,正式测试 3 天,检测小鼠的逃避潜伏

期,统计结果以正式测试为准。 空间探索实验历

时 1 天,在定位航行实验后正式测试后进行。 根

据池壁上悬挂的四个入水点,将水池分为玉、域、
芋、郁四个象限,第芋象限处存在隐匿平台。 定位

航行实验训练期间,小鼠每天分别从玉、域、郁象

限入水点处入水 2 次(每天共入水 6 次),由图像

采集及处理系统记录小鼠航行轨迹、找到隐匿平

台时间(即:逃避潜伏期)等,若小鼠 60 秒内未找

到隐匿平台,则逃避潜伏期按 60 秒计算,并由实

验者引导小鼠至平台。 待小鼠在平台上休息 10
秒后捞出,将下只小鼠放入水池。 定位航行实验

正式测试时,亦按照训练期间方式进行测试,并采

集各项数据;于正式测试结束后第二日进行空间

探索实验,小鼠入水步骤不变,将位于第芋象限隐

匿平台撤掉,记录其在第芋象限航行的路程及时

间,来考察小鼠对原平台的记忆。
恒温游泳池直径 120 cm,水深 30 cm,隐匿平台

低于水面 1 ~ 2 cm,水温保持在(23依1)益。 为与黑

色 ApoE 基因敲除小鼠形成鲜明对比,故在池水中

加入适量奶粉,使池水呈现乳白色。
1. 3摇 统计学处理

本实验采用 SPSS 18. 0 统计软件对实验数据进

行分析、处理。 其中各组小鼠定位航行实验成绩、
第芋象限航行的路程及时间为计量资料,以均数依
标准差(x依s)表示,多组之间比较若符合正态分布

且方差齐则采用单因素方差分析,两组之间比较采

用 LSD 及 S鄄N鄄K 统计方法;若符合正态分布而方差

不齐则采用 Tamhane爷s T2 及 Dunnett爷s T3 检验;若
不符合正态分布则采用非参数检验;穿台次数为计

数资料,使用卡方检验;以 P<0. 01 表示有显著差异

的界限。

2摇 结果

2. 1摇 定位航行实验成绩

先检测每组小鼠每天定位航行时间,再汇总三

天测试结果(第三、四、五天),统计各组小鼠之间的

定位航行时间差异,结果显示,与老年模型组相比,
老年中药组定位航行时间更短,具有显著差异

(P<0. 01),老年正常组航行时间亦较短,具有明显

差异(P<0. 05)。 见表 1、2,图 1A、B。
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表 1摇 各组小鼠定位航行实验成绩(x依s,n=8,s)

组别
训练

第一天 第二天

测试

第三天 第四天 第五天

成年中药组 53. 68依12. 6 45. 04依16. 5 43. 79依16. 39 44. 23依16. 6 41. 4依19. 27

成年模型组 44. 67依16. 97 43. 81依14. 01 41. 68依17. 6 39. 26依18. 55 38. 68依15. 92

成年正常组 48. 6依17. 61 48. 94依15. 52 41. 57依18. 13 40. 98依20. 04 47. 79依16. 91

老年中药组 50. 17依14. 78 36. 87依14. 24 28. 90依14. 57 34. 76依18. 51 26. 76依18. 01

老年模型组 50. 64依16. 56 46. 26依15. 83 44. 93依18. 83 37. 46依20. 86 38. 65依21. 05

老年正常组 48. 61依18. 08 38. 79依19. 85 39. 98依19. 69 34. 35依16. 7 27. 51依16. 06

表 2摇 各组小鼠定位航行测试汇总结果(x依s,n=8,s)

组别 测试汇总 组别 测试汇总 组别 测试汇总

成年中药组 43. 14依17. 37 成年模型组 39. 87依17. 28 成年正常组 43. 45依18. 49

老年中药组 30. 14依17. 29a 老年模型组 40. 35依20. 35 老年正常组 33. 95依18. 13b

注: 与老年模型组相比,aP<0. 01、bP<0. 05。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 A 成年组 B 老年组

图 1摇 各组小鼠定位航行实验成绩

摇 摇 第 1 天各组小鼠的定位航行实验成绩无明显差

异(P>0. 05),随着训练时间的增长,小鼠逃避潜伏

期呈递减趋势。 将第三天至第五天汇总后得出逃

避潜伏期的成绩(即测试成绩)进行统计得出:成年

各组之间,模型组较正常组及中药组逃避潜伏期虽

有所缩短,但无统计学差异(P>0. 05);老年各组则

可见明显差异,与老年模型组相比,老年中药组逃

避潜伏期明显缩短,具有显著差异(P<0. 01),老年

正常组亦具有明显差异(P<0. 05),而老年中药组与

老年组之间无明显差异(P>0. 05)。
2. 2摇 空间探索实验

小鼠入水步骤不变,将位于第芋象限隐匿平台

撤掉,记录其在第芋象限航行的路程及时间。 穿台

次数的结果显示:老年模型组较老年正常组有明显

差异 ( P < 0. 05 ),而成年各组之间无明显差异

(P>0. 05)。 第芋象限路程:老年中药组及老年模型

组较正常组均有显著差异(P<0. 01)。 成年各组之

间无明显差异(P>0. 05)。 第芋象限时间:老年中药

组及老年模型组较正常组均有明显差异(P<0. 05),
成年各组之间无明显差异(P>0. 05)。 见表 3。

表 3摇 各组小鼠空间探索实验成绩(x依s,n=8)

组别 穿台次数
第芋象限

路程(cm)
第芋象限

时间(s)

成年中药组 0. 95依1. 28 175. 19依124. 37 14. 22依9. 71

成年模型组 1. 00依1. 03 215. 12依74. 55 18. 14依6. 93

成年正常组 0. 83依0. 79 197. 07依70. 71 15. 36依7. 24

老年中药组 1. 78依1. 44 337. 17依170. 42a 16. 42依9. 14b

老年模型组 1. 50依1. 88b 348. 0 依306. 99a 16. 40依13. 33b

老年正常组 2. 39依1. 46 445. 9 依119. 35 20. 12依4. 23

注: 与老年正常组相比,aP<0. 01, bP<0. 05。
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摇 摇 空间探索实验以穿越撤走平台次数及平台所在

第芋象限的游泳路程及时间计算。 空间探索实验成

绩中,成年各组在穿台次数、第芋象限游泳路程及第

芋象限停留时间均无明显差异(P>0郾 05)。 而老年各

组中,老年正常组在第芋象限游泳路程显著超越中药

组及模型组(P<0. 01),老年正常组在第芋象限时间

明显超越中药组及模型组(P<0. 01),穿台次数亦较

模型组有明显差异(P<0. 05)。

3摇 讨论

本实验中采用的 Morris 水迷宫是一种强迫实验

动物游泳,学习寻找隐藏在水中平台的一种实验,
主要用于测试实验动物对空间位置感和方向感(空
间定位)的学习记忆能力。 由于本实验 ApoE 基因

敲除小鼠均饲养于清洁级动物房,在饲养周期无法

将小鼠移出实验室进行 Morris 水迷宫实验,故水迷

宫实验仅在饲养周期完成后、取材前进行。 Morris
水迷宫实验结果显示,成年各组 ApoE 基因敲除小

鼠在学习及记忆能力未见明显差异(P>0. 05),说明

当 ApoE 基因敲除小鼠成年阶段并未表现出明显的

认知障碍,前期研究亦表明在小鼠 32 周龄时动脉硬

化、高脂血症等症状表现并不明显。 但是当 ApoE
基因敲除小鼠进入老年化阶段时,其认知功能明显

减低。 研究表明老年组小鼠在 44 周龄时,实验成绩

显示中药组及正常组小鼠在记忆和学习能力方面

明显高于模型组小鼠(P<0. 01),中药组及正常组小

鼠并无明显差异(P>0. 05)。 实验结果将定位航行

实验中的三天测试结果相结合比较,增加了统计的

样本量,进而增加了统计的精确度;而最后一天的

空间探索实验由于小鼠数量有限,而且仅有一次空

间探索结果,故样本量较少,统计的精确度有待提

高,在以后的实验中应增加实验次数以提高统计的

精确度。
中医 学 认 为, 阿 尔 茨 海 默 病 ( Alzheimer 爷 s

disease,AD)属痴呆范畴,其病位在心和脑,属虚实

夹杂之证,病机主要有肾精亏虚、髓海失充而导致

脑失所养,或由肝郁脾湿、痰阻血瘀造成脑脉痹阻。
治以补肾填精、益智开窍、涤痰化瘀为法,佐以益气

健脾、养血柔肝、通络开痹之品。 通脉益智胶囊中

女贞子、何首乌补肝益肾,填精充髓,有滋阴强壮之

力,为君药;丹参、赤芍活血化瘀,为臣药;石菖蒲、

远志芳香化浊,祛痰利窍,为佐药;再配以漏芦清热

通窍疏经,诸药合用,共奏补肝益肾、化瘀祛痰、益
智醒神之功。

研究发现[1],ApoE 基因可能与记忆呈相关性。
ApoE 基因敲除小鼠的血脑屏障的通透性是普通小

鼠的 3. 7 倍,这就导致一些非必需小分子化合物进

入大脑,造成大脑功能的部分紊乱,从而可能引发

老年痴呆[2]。 Zhang N 等[3] 发现,载脂蛋白 E 敲除

(ApoE - / -)小鼠海马神经元内 茁鄄淀粉样蛋白的表

达高于 C57BL / 6J 小鼠,与 ApoE 基因异常导致 AD
等神经退行性疾病的认知功能障碍可能有着密切

联系。 ApoE 基因敲除小鼠一直被用于动脉粥样硬

化的研究,由于其认知功能的异常,故近期亦被用

于认知障碍的研究。
Morris 水迷宫实验成年组及老年组 ApoE 基因

敲除小鼠的行为学表现成绩可知,补肾祛瘀化痰法

针对认知功能障碍有一定改善作用,而且在前期研

究中,补肾祛瘀化痰法针对血管性痴呆[4]、动脉粥

样硬化[5]及高脂血症等均有较好疗效。 本实验通

过对中药干预 ApoE 基因敲除小鼠 Morris 水迷宫实

验的研究,证明补肾祛瘀化痰法具有改善小鼠认知

功能的作用,为进一步深入开展实验及临床研究打

下基础。
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