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癫痫清颗粒介导线粒体自噬对P301S小鼠 tau蛋白的影响 Δ
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摘 要 目的 研究癫痫清颗粒介导线粒体自噬对P301S小鼠 tau蛋白的影响。方法 将36只P301S小鼠按体重分为模型组、癫痫

清颗粒组（12.48 g/kg）和盐酸多奈哌齐组（阳性对照，1.3 mg/kg），每组12只；另取C57BL6小鼠10只，作为对照组。各药物组小鼠

灌胃相应药液，对照组和模型组灌胃等体积水；灌胃体积均为20 mL/kg，每天1次，连续5个月。实验期间，观察各组小鼠的一般状

况；末次给药后，借助Y迷宫和Morris水迷宫实验检测小鼠的学习记忆能力；以苏木精-伊红染色法观察其脑组织形态学改变，以

尼氏染色法观察其脑组织神经细胞结构和尼氏体数量；以免疫组织化学法检测其脑组织中丝氨酸202/苏氨酸205位点磷酸化 tau

（简称“AT8”）蛋白的表达水平，Western blot法检测脑组织中线粒体自噬相关蛋白[PTEN诱导激酶1（PINK1）、Parkin、微管相关蛋

白1轻链3B（LC3B）、p62]、突触相关蛋白[突触后密度蛋白95（PSD-95）、突触生长蛋白（SYP）、生长相关蛋白43（GAP-43）]的表达

水平和 tau蛋白的磷酸化水平[以丝氨酸199（Ser199）、Ser202的磷酸化水平表示]。结果 模型组小鼠出现毛发变白、体重下降、下

肢瘫痪等症状；其脑组织海马结构欠完整，神经细胞膜及细胞结构亦不完整；其自发交替反应率、穿越平台次数、细胞质内尼氏体

数量和PINK1、Parkin、LC3B、SYP、GAP-43、PSD-95蛋白的表达水平均较对照组显著降低，游泳潜伏期（第4、5天）、AT8和p62蛋

白的表达水平、Ser199和Ser202蛋白的磷酸化水平均较对照组显著升高或延长（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，各药物组小

鼠上述症状和指标均得以显著改善（P＜0.05或P＜0.01）。结论 癫痫清颗粒可有效改善P301S小鼠的认知功能障碍，作用可能与

介导线粒体自噬，减少 tau蛋白过度磷酸化，上调脑组织中突触相关蛋白的表达，修复受损神经细胞有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the effects of Dianxianqing granules on the tau protein in P301S mice by regulating 

mitophagy. METHODS Totally 36 P301S mice were randomly divided into model group， Dianxianqing granule group （12.48 g/kg）， 

donepezil hydrochloride group （positive control， 1.3 mg/kg）， with 12 mice in each group； another 10 C57BL6 mice were selected 

as control group. Administration groups were given relevant drug solutions intragastrically， and control group and model group were 

given constant volume of water intragastrically. The gavage volume was 20 mL/kg， once a day， for consecutive 5 months. During 

the experiment， the general condition of mice was observed in each group. After the last medication， the learning and memory 

ability was determined by Y maze test and Morris water maze test； HE staining was used to observe the morphological changes in 

brain tissue， and Nissl staining was used to observe the structure of neural cells and the number of Nissl bodies in cerebral tissue. 

Immunohistochemistry was used to detect the expressions of phospho-tau serine 202/threonine 205 （abbreviated as AT8） in brain 

tissue. Western blot assay was used to determine the expressions of mitophagy-associated proteins [PTEN-induced putative kinase-1 

（PINK1）， Parkin， microtubule-associated protein 1 light chain 3B （LC3B）， p62]， synaptic-associated proteins [postsynaptic 

density protein-95 （PSD-95）， synaptophysin （SYP）， and growth-associated protein-43 （GAP-43）] and the phosphorylation of tau 

protein [expressed by the phosphorylation levels of serine 199 

（Ser199） and Ser202] in brain tissue. RESULTS The mice in 

model group showed symptoms such as white hair， decreased 

body mass， and lower limb paralysis， with incomplete 

hippocampal structures in their brain tissue， as well as 
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incomplete cell membrane edges and cell structures； the spontaneous alternating response rate， the times of crossing platform， the 

number of Nissl bodies， the protein expressions of PINK1， Parkin， LC3B， SYP， GAP-43， and PSD-95 were decreased 

significantly， compared with control group； swimming latency （fourth and fifth day）， the protein expressions of AT8 and p62，the 

phosphorylation levels of Ser199 and Ser202 were increased or lengthened significantly， compared with control group （P＜0.05 or 

P＜0.01）. Compared with model group， the above symptoms and indexes of mice were improved significantly in administration 

groups （P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS Dianxianqing granules can effectively improve cognitive impairment in P301S 

mice，the mechanism of which may be associated with inducing mitochondrial autophagy， reducing the hyperphosphorylation of tau 

protein， up-regulating the expression of synaptic-associated proteins in brain tissue，and repairing damaged neural cells.

KEYWORDS Dianxianqing granules； Alzheimer’s disease； mitophagy； tau protein； synapse； neural cells； learning and memory 

disorders

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是一种常

见的神经退行性疾病，其临床表现为学习和记忆能力下

降，主要病理特征为过度磷酸化的 tau蛋白导致细胞内

神经纤维缠结形成，从而诱导细胞外老年斑沉积[1]。然

而，AD的具体发病机制尚不明确。近期研究结果表明，

线粒体损伤可能出现在AD发病早期[1]，而线粒体可通过

自噬等多种方式进行自身平衡状态的动态调节[2]。研究

指出，线粒体自噬即借助自噬小体途径将错误折叠的蛋

白和受损的线粒体吞噬、降解[3]。若自噬功能受损，大量

毒性蛋白和受损线粒体将会蓄积，导致AD患者或模型

动物体内三磷酸腺苷水平下降、神经细胞损伤、突触丢

失，从而诱导 tau 蛋白过度磷酸化[4]。PTEN 诱导激酶 1

（PTEN-induced putative kinase-1，PINK1）是存在于线粒

体中的一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，Parkin是分布于细

胞质中的一种具有连接活性的E3泛素连接酶，线粒体

自噬启动后，PINK1/Parkin通路将被激活，从而抑制AD

动物模型 tau蛋白的过度磷酸化，并逆转其认知缺陷[5]。

可见，探索能够通过调控PINK1/Parkin通路来改善线粒

体自噬功能的药物可能会为AD的治疗提供新的选择。

目前，临床尚无治疗AD的有效药物，西医以靶向神

经递质类药物为主，治疗效果有限；而中药及其复方对

AD症状的缓解效果显著[6]，故开发中药复方可为AD患

者提供更多的候选药物。癫痫清颗粒为辽宁省中医药

研究院的中药复方专利药（专利号 ZL201110069494），

由熟地黄、制何首乌、芍药（白芍）、石菖蒲、柴胡、郁金、

知母等10味中药组成，具有填精益智、开窍豁痰、活血祛

瘀的功效，主要用于治疗神情淡漠、寡言少语、反应迟

钝、善忘等症[7]。研究发现，活性氧的堆积和氧化应激的

发生均可导致线粒体损伤[8]。本课题组前期研究结果显

示，癫痫清颗粒能通过调节核因子F相关因子2、血红素

氧合酶 1等途径来抑制氧化应激的发生[9]。基于此，本

课题组推测，癫痫清颗粒能够减轻线粒体损伤，调节线

粒体稳态，但这种作用能否通过线粒体自噬途径介导尚

不明确。为此，本研究以 tau 蛋白过度磷酸化的 P301S

小鼠为对象，以线粒体自噬为靶点，初步探讨癫痫清颗

粒对AD小鼠的神经保护作用，旨在为AD治疗药物的

研发提供实验依据。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括DW-200型脑立体定位仪

（成都泰盟科技有限公司）、Neofuge 13R型酶标仪（美国

BioTek 公司）、ImageQuant 350型凝胶成像系统（美国

GE Healthcare 公司）、DMI3000 B 型光学显微镜（德国

Leica公司）等。

1.2　主要药品与试剂

癫痫清颗粒[批号 20180310，规格 8 g/包（以生药量

计）]由辽宁中医药大学附属第二医院提供；盐酸多奈哌

齐片（阳性对照药，批号 140606A，规格 5 mg）购自卫材

（中国）药业有限公司；兔源丝氨酸 202（serine 202，

Ser202）、Ser199、tau-5、β-肌动蛋白（β-actin）多克隆抗体

（批 号 分 别 为 bs-11240R、bs-5417R、bs-20445R、bs-

10966R）均购自北京博奥森生物技术有限公司；鼠源丝

氨酸 202/苏氨酸 205位点磷酸化 tau（phospho-tau serine 

202 and threonine 205，简称“AT8”）单克隆抗体（货号

MN1020B）购自美国 Invitrogen公司；鼠源突触生长蛋白

（synaptophysin，SYP）、生 长 相 关 蛋 白 43（growth-

associated protein-43，GAP-43）、突触后密度蛋白 95

（postsynaptic density protein-95，PSD-95）、PINK1单克隆

抗 体（ 货 号 分 别 为 SC17750、SC32290、SC17790、

SC517353）均购自美国Santa Cruz公司；鼠源Parkin单克

隆抗体（批号4211S）购自美国Cell Signaling Technology

公 司 ；鼠 源 微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3B（microtubule-

associated protein 1 light chain 3B，LC3B）、p62蛋白单克

隆抗体（货号分别为 ab48394、ab56416）均购自英国Ab‐

cam 公 司 ；BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒（ 批 号

120219200821）购自上海碧云天生物技术有限公司；辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔、山羊抗鼠 IgG二抗（批号

分别为 141987、217903）均购自北京中杉金桥生物技术
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有限公司；其余试剂均为国产分析纯，水为蒸馏水。

1.3　实验动物

本研究实验动物包括 SPF 级 C57BL6小鼠 10只和

特异性较高且可模拟AD发病过程中 tau蛋白过度磷酸

化的 SPF级 P301S小鼠 36只，4月龄，体重为 20～24 g，

雌雄各半，由江苏集萃药康生物科技有限公司提供，动

物生产许可证号为SCXK（苏）2019-0009。所有小鼠均

饲养于环境温度 20～23 ℃、相对湿度 50%～60%的实

验动物中心内，自由摄食、饮水。本研究方案均严格遵

循我国动物实验管理相关法规的要求，并经实验所在单

位动物伦理委员会审核批准（编号SYYXY2021042501）。

2　方法

2.1　分组与给药

取P301S小鼠 36只，按体重分为模型组、癫痫清颗

粒组和盐酸多奈哌齐组，每组 12只；另取C57BL6小鼠

10只，作为对照组。本课题组在前期研究中，多次考察

了癫痫清颗粒不同剂量（12.48、6.24、3.12 g/kg）的抗AD

作用，发现 12.48 g/kg 的效果最优[10]，故本研究以 12.48 

g/kg作为癫痫清颗粒的剂量；同时，参考本课题组前期

研究成果[10]，以1.3 mg/kg作为盐酸多奈哌齐的剂量。各

药物组小鼠灌胃相应药液（以水为溶剂），对照组和模型

组小鼠灌胃等体积水。灌胃体积均为 20 mL/kg，每天 1

次，连续5个月。

2.2　小鼠一般状况观察

实验期间，于每天上午 8点观察各组小鼠的一般状

况，包括体重、活动度、毛发光泽度及死亡情况等。

2.3　小鼠学习记忆能力检测

末次灌胃后，采用自制实验装置（由3个木质支臂组

成）进行Y迷宫实验：将各组小鼠放在支臂的交叉点处，

记录8 min内小鼠进入支臂的总次数；同时，以连续进入

3个不同支臂作为 1次正确交替反应，计算小鼠的自发

交替反应率：自发交替反应率＝正确交替反应次数/（进

入支臂总次数－2）×100%。

随后，采用自制白色圆桶状装置（直径 80 cm、高 33 

cm，上有摄像头）进行Morris水迷宫实验：操作时，以圆

桶中心为原点，将其划分为4个等面积的扇形区域，分别

记为第1至第4象限；将一圆形平台置于第1象限扇形区

域内的中间位置。桶内装水，水温控制在（23±1） ℃并

保持水面高于平台1 cm。实验分为适应期、训练期和检

测期。适应期为１ｄ，将各组小鼠腹部朝下，从任意位

置放入水中，使其自由游泳，找到平台后使小鼠在平台

上停留10 s以适应平台安全区，若小鼠在60 s内仍未寻

找到平台，则用木棍将其引导至平台，并使其在平台上

停留 10 s。训练期为 5 d，每天进行 2次训练，将小鼠从

非平台象限面壁放入水中，使其寻找平台，记录小鼠的

游泳潜伏期（即从入水至找到平台的时间），若小鼠在

60 s内未能成功登上平台，则将游泳潜伏期记为60 s；同

时，应用木棍引导60 s内未成功找到平台的小鼠登上平

台，每次训练间隔 4 h。检测期为 1 d，取出桶内平台装

置，将小鼠从目标象限的对侧面壁放入水中，让其自由

游泳60 s，记录60 s内小鼠穿越平台次数和游泳速度。

2.4　小鼠脑组织形态学观察

采用苏木精-伊红（HE）染色法进行观察。Morris水

迷宫实验结束后，随机选取每组5只小鼠，以3%戊巴比

妥钠腹腔注射进行麻醉，快速取出其脑组织并置于 4%

多聚甲醛中固定 24 h；脑组织经常规石蜡包埋后切片

（厚度约4 μm），脱蜡、脱水，用HE染色并置于光学显微

镜下观察海马结构的完整性及神经细胞膜的连续性。

2.5　小鼠脑组织神经细胞结构及尼氏体数量检测

采用尼氏染色法进行检测。取“2.4”项下各组小鼠

脑组织的石蜡切片，常规脱蜡至水；用水冲洗 5 min，加

入 1%甲苯胺蓝染料，室温孵育 6 min；用水冲洗 3 min，

再依次于70%乙醇、95%乙醇、无水乙醇、二甲苯中静置

5、5、1、5 min；封片，使用光学显微镜观察神经细胞结构

（神经细胞的细胞核为深蓝色的圆形或椭圆形），采用

Leica quantity 570图像分析系统进行尼氏体（即神经细

胞的细胞质内散在的多角形小块）计数。

2.6　小鼠脑组织中AT8蛋白表达水平测定

采用免疫组织化学法进行测定。取“2.4”项下各组

小鼠脑组织的石蜡切片，常规脱蜡至水；置于 3%过氧

化氢溶液中修复 10 min，冷却至室温；以 5%牛血清白

蛋白封闭，37 ℃下孵育 40 min；加入 AT8一抗（稀释比

例为 1∶200），4 ℃下孵育过夜；滴加相应二抗（稀释比例

为 1∶3 000），37 ℃下孵育 30 min；以二氨基联苯胺显色

后，再以苏木精复染；脱水，透明，封片，使用光学显微镜

观察（细胞内可见棕黄色颗粒即为AT8蛋白表达阳性），

采用 JEOA 801D形态学图像分析系统计算各组小鼠脑

组织中AT8蛋白阳性表达细胞的平均光密度值，并以此

表示该蛋白的表达水平。

2.7　小鼠脑组织中自噬、突触相关蛋白表达和 tau 蛋白

磷酸化检测

采用Western blot法进行检测。Morris水迷宫实验

结束后，选取每组另4只小鼠，以3%戊巴比妥钠腹腔注

射进行麻醉，快速取出脑组织，冰上分离海马组织，加入

蛋白裂解液提取蛋白，以BCA法测定蛋白浓度并作变

性处理。取变性蛋白适量进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳，转膜；用 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，加

入线粒体自噬相关蛋白一抗[PINK1、Parkin、LC3B、p62
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（稀释比例分别为 1∶400、1∶200、1∶400、1∶500）]、突触

相关蛋白一抗[PSD-95、SYP、GAP-43（稀释比例分别为

1∶400、1∶1 000、1∶300）]、磷 酸 化 tau 一 抗 [Ser199、

Ser202（稀释比例分别为 1∶300、1∶200）]和 tau-5、β-actin

一抗（稀释比例分别为 1∶1 000、1∶1 000），4 ℃下孵育

过夜；加入相应二抗（稀释比例为 1∶3 000），室温下孵

育 2 h；加入发光液进行曝光后，使用凝胶成像系统成

像。使用 Image J软件进行灰度值分析，以PINK1、Par‐

kin、LC3B、p62、PSD-95、SYP、GAP-43蛋白与内参蛋白

（β-actin）的灰度值比值表示上述蛋白的表达水平，以

Ser199、Ser202与 tau-5的灰度值比值表示上述蛋白的

磷酸化水平。

2.8　统计学方法

采用SPSS 21.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示。组间比较采用单因素方差分析，进一步

两两比较采用LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　癫痫清颗粒对小鼠一般状况的影响

9月龄的P301S小鼠出现了毛发变白、体重下降、下

肢瘫痪、行动缓慢等症状；模型组小鼠死亡3只，盐酸多

奈哌齐组和癫痫清颗粒组小鼠各死亡2只。

3.2　癫痫清颗粒对小鼠学习记忆能力的影响

各组小鼠进入支臂总次数比较，差异无统计学意义

（P＞0.05）。与对照组比较，模型组小鼠的自发交替反

应率显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，各药物组小鼠

的自发交替反应率均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。

结果见表1。

与对照组比较，模型组小鼠第 4、5天的游泳潜伏期

均显著延长（P＜0.05），穿越平台次数均显著减少（P＜

0.05）；与模型组比较，各药物组小鼠第 4、5天的游泳潜

伏期均显著缩短（P＜0.05），穿越平台次数均显著增加

（P＜0.05）；但各组小鼠的游泳速度比较，差异均无统计

学意义（P＞0.05）。结果见表2、图1。

3.3　癫痫清颗粒对小鼠脑组织形态的影响

对照组小鼠的海马结构和神经细胞膜形态均正常。

模型组小鼠的海马结构欠完整，神经细胞膜边缘亦不完

整，细胞核固缩。经盐酸多奈哌齐和癫痫清颗粒干预

后，小鼠的海马结构完整性提升，神经细胞膜相对完整，

细胞核边界较清晰。结果见图2。

表1　各组小鼠的Y迷宫实验结果（x±s）

组别

对照组

模型组

癫痫清颗粒组

盐酸多奈哌齐组

n

10

9

10

10

进入支臂总次数

32.18±2.36

31.36±3.05

31.64±2.67

32.72±2.95

自发交替反应率/%

68.42±3.27

49.28±4.31a

57.34±4.16b

61.41±5.36c

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与模型组

比较，P＜0.01。

表2　各组小鼠Morris水迷宫实验结果（x±s）

组别

对照组

模型组

癫痫清颗粒组

盐酸多奈哌齐组

n

10

9

10

10

游泳潜伏期/s

第1天

42.88±16.88

42.88±16.88

42.15±16.49

44.35±12.34

第2天

37.92±15.90

41.48±14.16

38.93±14.91

40.21±17.10

第3天

37.92±13.81

41.48±16.55

38.93±17.31

40.21±10.81

第4天

30.18±16.16

43.57±18.51a

29.67±12.27b

31.32±14.59b

第5天

26.75±9.19

39.12±17.27a

27.96±10.02b

27.69±12.39b

穿越平台次数

2.74±1.73

1.57±1.21a

2.57±1.60b

2.43±1.34b

游泳速度/（cm/s）

25.05±4.23

24.56±4.71

24.94±3.17

25.99±3.11

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

B.模型组 C.盐酸多奈哌齐组 D.癫痫清颗粒组A.对照组

图1　各组小鼠Morris水迷宫实验轨迹图

A.对照组 B.模型组 C.盐酸多奈哌齐组 D.癫痫清颗粒组

图2　各组小鼠脑组织形态观察显微图（HE染色法，×4）



· 1716 ·  China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 14 中国药房  2023年第34卷第14期

3.4　癫痫清颗粒对小鼠脑组织神经细胞结构及尼氏体

数量的影响

对照组小鼠神经细胞结构清晰、完整、排列整齐，核

仁清晰、染色均匀，细胞质内可见丰富的尼氏体。模型

组小鼠神经细胞染色变淡且排列松散，细胞结构不完

整，核仁不清晰，细胞质内尼氏体数量较对照组显著减

少（P＜0.01）；经盐酸多奈哌齐和癫痫清颗粒干预后，小

鼠神经细胞结构较为完整、排列整齐，核仁清晰，细胞质

内尼氏体数量均较模型组显著增多（P＜0.05 或 P＜

0.01）。结果见表3、图3。

3.5　癫痫清颗粒对小鼠脑组织中 AT8蛋白表达水平的

影响

与对照组比较，模型组小鼠脑组织中AT8蛋白的表

达水平显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，各药物组小

鼠脑组织中 AT8 蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05）。结果见表3、图4。

3.6　癫痫清颗粒对小鼠脑组织中自噬、突触相关蛋白表

达及 tau蛋白磷酸化的影响

与对照组比较，模型组小鼠脑组织中 PINK1、Par‐

kin、LC3B、SYP、GAP-43、PSD-95蛋白的表达水平均显

著降低（P＜0.05）；p62蛋白的表达水平和Ser199、Ser202

蛋白的磷酸化水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；与

模型组比较，盐酸多奈哌齐和癫痫清颗粒均可显著逆转

上述蛋白的表达/磷酸化（P＜0.05或P＜0.01）。结果见

表4、图5。

A.对照组 C.盐酸多奈哌齐组B.模型组 D.癫痫清颗粒组

→：尼氏体。

图3　各组小鼠脑组织神经结构及尼氏体观察显微图（尼氏染色法，×40）

表3　各组小鼠脑组织中尼氏体数量和AT8蛋白表达水

平的检测结果（x±s，n＝5）

组别
对照组
模型组
癫痫清颗粒组
盐酸多奈哌齐组

尼氏体/个
370.02±25.35

167.62±18.16a

246.43±19.11c

298.02±23.15d

AT8蛋白表达水平
0.41±0.11

1.07±0.09b

0.57±0.08c

0.48±0.09c

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与对照组比较，P＜0.05；c：与模型组

比较，P＜0.05；d：与模型组比较，P＜0.01。

表4　各组小鼠脑组织中 PINK1、Parkin、LC3B、p62、SYP、PSD-95、GAP-43和 Ser199、Ser202蛋白表达/磷酸化水平

的检测结果（x±s，n＝4）

组别

对照组

模型组

癫痫清颗粒组

盐酸多奈哌齐组

PINK1

1.31±0.11

0.74±0.13a

1.28±0.12c

1.16±0.13c

Parkin

1.18±0.12

0.53±0.09a

1.06±0.08c

0.94±0.07c

LC3B

1.02±0.18

0.52±0.11a

0.88±0.15c

0.94±0.16c

p62

0.32±0.09

0.51±0.13a

0.38±0.06c

0.34±0.07c

SYP

0.78±0.10

0.39±0.11a

0.70±0.09c

0.77±0.13c

GAP-43

0.96±0.12

0.53±0.11a

0.69±0.08c

0.89±0.12d

PSD-95

0.84±0.09

0.48±0.12a

0.63±0.09c

0.67±0.12c

Ser199

0.14±0.04

0.82±0.11b

0.43±0.07c

0.35±0.10d

Ser202

0.13±0.06

0.42±0.07b

0.31±0.05c

0.29±0.09d

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与对照组比较，P＜0.01；c：与模型组比较，P＜0.05；d：与模型组比较，P＜0.01。

A.对照组 C.盐酸多奈哌齐组B.模型组 D.癫痫清颗粒组

→：AT8蛋白阳性表达细胞。

图4　各组小鼠脑组织中AT8蛋白表达显微图（免疫组织化学法，×20）
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4　讨论

AD的主要临床表现为学习记忆能力下降和认知功

能障碍。Y迷宫是评价小鼠短期记忆能力的一种方式，

该实验利用了啮齿类动物对未探访区域的好奇心，同时

避免了其他实验奖惩制度对小鼠空间识别记忆的影响。

本研究结果显示，与对照组比较，P301S小鼠的自发交替

反应率显著降低，说明其出现了记忆损伤，空间识别能

力有所下降；经癫痫清颗粒干预后，P301S小鼠的空间识

别记忆能力明显增强。本研究采用Morris水迷宫实验

对P301S小鼠的长期空间学习记忆能力进行了评价，结

果显示，癫痫清颗粒可缩短 P301S小鼠的游泳潜伏期，

增加其穿越平台的次数，且不影响小鼠的游泳速度。

神经细胞的线粒体功能障碍可引起细胞内三磷酸

腺苷供应不足和活性氧释放增加，从而造成神经细胞损

伤[11]。脑内神经细胞功能状况可通过HE染色法和尼氏

染色法评估：当神经细胞功能受损时，神经细胞数量减

少，细胞膜边缘破损，细胞核固缩，尼氏体减少或消失[11]。

本研究结果显示，癫痫清颗粒可使P301S小鼠脑组织中

神经细胞结构得以改善，尼氏体增多，提示该药对P301S

小鼠脑组织受损神经细胞有一定的修复作用。由于神

经细胞损伤和突触丢失与AD患者认知功能损害密切相

关[11]，因此本研究检测了P301S小鼠脑组织中突触相关

蛋白的表达情况。结果显示，与对照组比较，模型组小

鼠脑组织中突触相关蛋白SYP、GAP-43、PSD-95的表达

水平均显著降低；经癫痫清颗粒干预后，小鼠脑组织中

上述突触相关蛋白的表达水平均显著升高，提示癫痫清

颗粒可上调AD小鼠脑组织中突触相关蛋白的表达，从

而促进其突触发育、改善其学习记忆障碍。

AD患者脑组织中的 tau蛋白总量多于正常人，且可

发生过度磷酸化。当 tau蛋白发生过度磷酸化时，其与

微管结合的能力减弱，从而导致神经细胞轴突运输受

损，突触传递缺陷和功能障碍，神经细胞死亡，使得患者

认知能力下降[1]。有研究指出，tau蛋白与AD患者认知

功能障碍的关联较为密切[12]。因此，tau蛋白常作为AD

的治疗靶点和观测指标。迄今为止，与AD有关的 tau蛋

白 Ser 和苏氨酸（threonine，Thr）磷酸化位点已超过 30

个，其中Ser404、Ser181、Thr231、Ser235、Ser199、Ser202、

Thr205等均可作为抗AD研究的潜在靶点[13]。有研究指

出，AT8可识别Ser202和Thr205上的双重磷酸化表位，

该表位不受Ser199上第3个磷酸基团的影响；同时，AT8

对包含人 tau 序列的 Ser199/202或 Ser205/208的 2个双

磷酸基序具有交叉影响[14]，故本研究选取AT8和Ser199、

Ser202为指标，评价小鼠体内 tau 蛋白的磷酸化水平。

结果显示，与对照组比较，P301S小鼠脑组织中AT8蛋白

的表达水平和Ser199、Ser202蛋白的磷酸化水平均显著

升高；经癫痫清颗粒干预后，小鼠脑组织中上述蛋白的

表达/磷酸化水平均显著降低。

有证据表明，线粒体损伤可诱导 tau蛋白磷酸化，磷

酸化的 tau蛋白与线粒体外膜的电压依赖型阴离子通道

蛋白1相互作用，导致线粒体门控功能障碍，从而加重线

粒体损伤[3]，而适度的线粒体自噬可对神经细胞发挥保

护作用[15]。有研究指出，LC3B和p62蛋白的表达水平可

反映自噬的高低[16]。PINK1/Parkin作为经典的线粒体自

噬通路参与了AD患者和不同AD细胞/动物模型的线粒

体自噬过程[17]。当线粒体受损时，PINK1可通过自磷酸

化激活，并募集Parkin至线粒体外膜，招募泛素蛋白p62

启动泛素系统；p62与LC3B结合后形成自噬小体，随后

溶酶体包裹自噬小体形成自噬-溶酶体，最终被溶酶体

降解，p62也随之降解[18]。有报告指出，激活线粒体自噬

可改善 PINK1/Parkin 缺失导致的 AD 小鼠认知功能障

碍，从而预防、缓解AD的发生、发展[19]。本研究结果表

明，P301S小鼠脑组织中PINK1、Parkin、LC3B蛋白的表

达较对照组显著下调，Ser199、Ser202蛋白磷酸化水平和

AT8、p62蛋白的表达水平均显著升高，提示自噬溶酶体

系统受阻，从而可能导致自噬受到抑制，受损线粒体无

法得以清除，进一步促使 tau蛋白过度磷酸化。经癫痫

清颗粒干预后，P301S小鼠脑组织中PINK1、Parkin蛋白

的表达均显著上调，LC3B-p62自噬小体被激活，tau蛋白

的磷酸化水平显著降低。

Parkin

LC3B

PINK1

p62

β-actin

51 kDa

17 kDa

63 kDa

55 kDa

42 kDa

对照组 模型组 癫痫清颗粒组 盐酸多奈哌齐组

Ser199

Ser202

tau-5

52 kDa

52 kDa

52 kDa

对照组 模型组 癫痫清颗粒组 盐酸多奈哌齐组

SYP

PSD-95

GAP-43

β-actin

48 kDa

95 kDa

43 kDa

42 kDa

对照组 模型组 癫痫清颗粒组 盐酸多奈哌齐组

A.自噬相关蛋白

B.突触相关蛋白

C. Ser202和Ser199

图5　各组小鼠脑组织中 PINK1、Parkin、LC3B、p62、

SYP、PSD-45、GAP-43 和 Ser199、Ser202 蛋白表

达电泳图
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综上所述，癫痫清颗粒可有效改善P301S小鼠的认

知功能障碍，作用可能与介导线粒体自噬，减少 tau蛋白

过度磷酸化，上调脑组织中突触相关蛋白的表达，修复

受损神经细胞有关。本研究后续将针对能量代谢、选择

性自噬等其他线粒体途径，进一步阐释癫痫清颗粒治疗

AD的潜在机制。
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