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基于 PI3K/Akt/mTOR 通路探讨补肾通络方对血管性痴呆大鼠
海马神经元突触可塑性的影响
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［摘要］ 目的：探讨补肾通络方对血管性痴呆（VD）模型大鼠海马神经元突触可塑性的影响及其作用机制研究。方法：选

用 SPF 级 SD 大鼠，采用双侧颈总动脉分次结扎法，建立 VD 大鼠模型。选取造模成功的大鼠，随机分为模型组，补肾通络方

高、中、低剂量组，胰岛素样生长因子-1（IGF-1）组，并设假手术对照组，分别给予对应的药物灌胃，1 次/d，连续 4 周；其中补肾通

络方高、中、低剂量组的灌胃剂量分别为 3，1.5，0.75 g·kg-1，IGF-1 组灌胃剂量 20 μg·kg-1，模型组和假手术组给予同体积的生理

盐水灌胃。末次灌胃结束后，采用 Morris 水迷宫法观察各组大鼠空间学习记忆能力，原位末端标记法（TUNEL）检测海马神经

元细胞凋亡情况，高尔基染色法（Golgi）观察海马神经元突触形态及树突棘数量变化，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测磷脂

酰肌醇 3-激酶（PI3K），蛋白激酶 B（Akt），哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR），突触素（SYP）及淀粉样前体蛋白（APP）蛋白的表

达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠逃避潜伏期、游泳路程明显延长，撤除平台后跨越原平台次数明显减少（P<0.05），细胞

凋亡数目明显增多（P<0.05）；树突棘数量明显减少（P<0.05）；PI3K，Akt，mTOR，SYP 蛋白表达明显减少，APP 表达明显增多

（P<0.05）；与模型组比较，补肾通络方组，IGF-1 组逃避潜伏期、游泳路程明显缩短，撤除平台后跨越原平台次数明显增多（P<

0.05），细胞凋亡数目明显减少（P<0.05）；PI3K，Akt，mTOR，SYP 蛋白表达明显增多，APP 表达明显减少（P<0.05）；与 IGF-1 组

比较，在大鼠逃避潜伏期、游泳路程、撤除平台后跨越原平台次数，细胞凋亡数目，树突棘数量，PI3K，Akt，mTOR，SYP，APP 蛋

白表达等，补肾通络方高剂量组差异均无统计学意义；补肾通络方中、低剂量组差异均有统计学意义（P<0.05）。结论：补肾通

络方能够改善 VD 大鼠学习记忆能力，其机制可能与激活 PI3K/Akt/mTOR 自噬通路，改善海马神经元细胞突触可塑性有关。

［关键词］ 血管性痴呆；补肾通络方；磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信
号通路；突触可塑性

［中图分类号］ R2-0；R22；R285.5；R289；R33 ［文献标识码］ A ［文章编号］ 1005-9903（2021）18-0025-07

［doi］ 10.13422/j.cnki.syfjx.20211701

［网络出版地址］ https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.3495.R.20210720.1100.002.html

［网络出版日期］ 2021-07-20 13:11

Effect of Bushen Tongluo Prescription on Synaptic Plasticity of Hippocampal Neurons of

Vascular Dementia Model Rats Based on PI3K/Akt/mTOR Pathway
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［［Abstract］］ Objective：：To explore the effect of Bushen Tongluo prescription（BSTLP）on the synaptic

plasticity of hippocampal neurons in vascular dementia（VD）model rats and its mechanism. Method：：SD male

rats of SPF grade were selected. The rat model of VD was established by permanent bilateral ligation of the

common carotid artery several times. The model rats were randomly divided into a model group，an insulin-like
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growth factor-1（IGF-1，20 μg·kg-1）group，high-dose（3 g·kg-1），medium-dose（1.5 g·kg-1），and low-dose

（0.75 g·kg-1）BSTLP groups. A sham operation group was also set. Drugs were administered to rats by gavage

once a day for four weeks. The model group and the sham operation group received the same volume of normal

saline. After the last administration，all the rats were detected for spatial learning and memory by the Morris

water maze. The apoptosis of hippocampal neurons was detected by terminal deoxynucleotidyl transferase（TdT）
dUTP nick-end labeling（TUNEL）assay. The changes in synaptic morphological structure and the number of

dendritic spines in hippocampal neurons were detected by Golgi's method. The expression levels of

phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K），protein kinase B（Akt），mammalian target of rapamycin（mTOR），
synaptophysin（SYP），and amyloid precursor protein（APP）in hippocampal neurons were detected by Western

blot. Result：： Compared with the sham operation group，the model group showed prolonged escape latency，

lengthened swimming distance，dwindled the number of times for the platform crossing after platform removal

（P<0.05），increased apoptotic cells（P<0.05），declining synaptic dendritic spines（P<0.05），down-regulated

expression levels of PI3K，Akt，mTOR，and SYP proteins，and up-regulated expression level of APP protein in

hippocampal neurons（P<0.05）. Compared with the model group，the BSTLP groups and the IGF-1 group

showed shortened escape latency and swimming distance，increased number of times for the platform crossing

after platform removal（P<0.05），declining apoptotic cells（P<0.05），up-regulated expression levels of PI3K，

Akt，mTOR，and SYP proteins，and down-regulated expression level of APP protein in hippocampal neurons

（P<0.05）. Compared with the IGF-1 group，the high-dose BSTLP group showed no significant difference in the

escape latency，swimming distance，the number of times for the platform crossing after platform removal，

apoptotic cells，synaptic dendritic spines，and expression levels of PI3K，Akt，mTOR，SYP，and APP proteins

in hippocampal neurons. However，the differences were significant in the medium-dose and low-dose BSTLP

groups（P<0.05）. Conclusion：：BSTLP can improve the learning and memory of rats with VD. The mechanism

is presumedly related to the activation of thePI3K/Akt/mTOR pathway and improvement of synaptic plasticity of

hippocampal neurons.

［［Keywords］］ vascular dementia（VD）；Bushen Tongluo prescription（BSTLP）；phosphatidylinositol

3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）/mammalian target of rapamycin（mTOR）pathway；synaptic plasticity

血管性痴呆是指因各种急、慢性脑血管病变导

致认知功能相关脑区长期低灌注造成的，以认知障

碍为主要表现的临床综合征。严重影响患者的生

活能力和身心健康，给家庭和社会带来沉重的负

担。因此，研究血管性痴呆（VD）的发病机制，对寻

求有效的防治措施具有重要意义。

海马区神经元细胞凋亡及突触树突分支减少，

树突棘密度减低是导致 VD 认知障碍的重要因

素［1-2］。自噬在慢性低灌注状态时，可降解异常蛋

白、受损细胞器等为细胞供能和促进损伤修复，具

有神经保护作用［3-4］。磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶

B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）通路

是经典的自噬通路，在维持细胞存活、结构重塑和

内环境稳定方面具有重要作用。研究发现，PI3K/

Akt/mTOR 通路对突触形态［5］和传递效能［6］具有一

定的影响。而长期的低灌注状态存在自噬降解功

能障碍［7］，导致异常蛋白清除受阻和突触形态发育

调节蛋白合成不足，在 VD 认知障碍发病中扮演重

要角色。因此，通过调控自噬功能修复突触损伤，

将为防治 VD 研究的重要内容。

近年来，中药对自噬的调控作用逐渐得到了证

实。对认知障碍的改善，研究认为主要与中药调控

自噬清除 β淀粉样蛋白（Aβ）和微管相关蛋白（tau）
沉积有关［8］。补肾通络方源自河南中医药大学第一

附属医院名老中医马云枝教授治疗 VD 经验方，该

方作为院内特色制剂在临床应用 20 余年疗效确

切［9］。前期实验研究发现，该方能改善突触损伤提

高 VD 模型大鼠学习记忆能力［10］，但其作用机制尚

未明确。由于 Aβ的沉积也参与了 VD 的发病，但目

前中药调控自噬降解功能在 VD 研究中较少。补肾

通路方对认知障碍的改善是否与减轻异常蛋白沉

积和修复突触损伤有关，需进一步探讨。因此，在

本研究中通过建立 VD 动物模型，探讨 PI3K/Akt/

mTOR 通路对神经元突触可塑性的影响以及补肾通
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络方的调控作用，以期为中医药治疗 VD 提供依据。

1 材料

1.1 动物 健康 SPF 级雄性 SD 大鼠，6 周龄，体质

量（200±10）g，由河南省实验动物中心提供，动物使

用许可证号 SYXK（豫）2016-0009，本研究得到河南

省 中 医 院 伦 理 委 员 会 批 准（伦 理 批 件 编 号 PZ-

HNSZYY-20180138）。
1.2 药物及试剂 补肾通络方由熟地黄 15 g，制首

乌 15 g，山萸肉 12 g，石菖蒲 12 g，远志 10 g，黄芪

15 g，葛根 15 g，川芎 12 g，桃仁 10 g 等药物组成，所

用中药材由河南中医药大学第一附属医院中药房

提供，并由孟菲副主任药师鉴定符合 2020 年版《中

华人民共和国药典》标准。上药经浸泡、煎煮、过

滤、浓缩后制备成含生药 1 g·mL-1 溶液，冷藏备用。

原位末端标记法（TUNEL）凋亡试剂盒（上海罗氏制

药有限公司，批号 11684817910）；微量 BCA 蛋白质

定量试剂盒，DAB 显色试剂盒，超敏 ECL 发光显色

液试剂盒，丽春红染色液，甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）抗体（武汉博士德生物工程有限公司，批

号 分 别 为 AR1110，SA2020，AR1172，AR0142，

A00227）；考马斯亮蓝试剂 G-250（北京索莱宝科技

有限公司，批号 C8420）；重铬酸钾，硝酸银，胰岛素

样生长因子 -1（IGF-1）（美国 Sigma 公司，批号分别

为 5271，204390，121767）；一抗 PI3K，Akt，mTOR，

突触素（SYP），淀粉样前体蛋白（APP），辣根过氧化

物酶（HPP）标记二抗（英国 Abcam 公司，批号分别

为 ab32089，ab38449，ab32028，ab32127，ab32136，

ab205718）。
1.3 仪器 Morris 水迷宫设备及动物行为学视频

分析软件（上海欣软信息科技有限公司）；图象采集

系统（德国 Lecia 显微照像系统）；Minn PROTEAN

System 型 电 泳 仪 ，Power PacTMHC 型 电 泳 电 源 ，

Criterion 转印仪，Trans-Blot 型转印槽，Gel Doc XR+

型凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司）；Multiskan-FC 型

酶标仪（美国 Thermo 公司）。
2 方法

2.1 动物造模 适应性喂养 7 d 后，采用颈总动脉

分次结扎法［11］复制 VD 模型。大鼠术前 12 h 禁食，

4 h 禁水，采用 3.5% 水合氯醛麻醉，仰卧固定，颈前

部去毛，消毒后沿颈正中切开，钝性分离出颈总动

脉，先结扎一侧颈总动脉远心端和近心端，以确保

阻断血流，缝合皮肤，切口用红霉素软膏适量局部

涂敷。术后第 4 天采用同样的方法结扎另一侧颈总

动脉。假手术组大鼠操作步骤同上，除不结扎颈总

动脉外，余过程与模型组相同。 IGF-1（PI3K 激动

剂）组大鼠在术前 1 h 及术后 24 h 经侧脑室注射

IGF-1（给药量 20 μg·kg-1），给药体积均为 10 μL。

术 后 各 组 大 鼠 每 日 给 予 腹 腔 注 射 青 霉 素 钠 针

12 万 U/只，连续注射 3 d。术后分别将各组动物于

Morris 水迷宫中连续定位航行训练 4 d，每天训练 2

次，每次均从 E，S，W，N 4 个入水点顺序面向池壁放

人水中，训练 120 s。若动物在 120 s 之内找到平台，

使其在平台上停留 15 s；若 120 s 之内未找到平台，

则将其诱导到平台上并停留 15 s方结束训练。如此

训练 4 d，分别记录每只动物的潜伏期，潜伏期越短，

路程越近，说明大鼠学习记忆能力越好。取第 4 天

假手术组大鼠逃避潜伏期的均值为参考值，同时计

算造模大鼠第 4 天的平均逃避潜伏期与参考值之差

占该鼠的平均逃避潜伏期时间的比值，该值>20%

的大鼠定为造模成功。

2.2 分组给药 选取造模成功的大鼠，随机分为模

型组，IGF-1 组，补肾通络方高、中、低剂量组，并设

假手术对照组，每组 10 只。根据体表面积法计算大

鼠相当于成人的临床等效剂量，并以此剂量作为补

肾通络方中剂量组的灌胃剂量（1.5 g·kg-1·d-1），并以

此 按 比 例 设 定 补 肾 通 络 方 高 、低 剂 量 组（3，

0.75 g·kg-1·d-1）灌胃剂量。 IGF-1 组大鼠分别与造

模术后 7，14，21，28 d 经侧脑室注射 IGF-1，给药量

同前。模型组，IGF-1 组剂组和假手术组每日给予

等体积蒸馏水灌胃。观察周期为 4 周。

2.3 指标检测

2.3.1 行为学检测 在末次灌胃结束后进行检测。

①定位航行试验，操作方法同前。②空间搜索试

验，定位航行试验结束后撤除平台，选取原平台对

侧象限中一个入水点将大鼠放人水中，计算其 2 min

内跨原平台相应位置的次数，评价大鼠学习记忆

能力。

2.3.2 TUNEL 检测海马神经元细胞凋亡 在末次

灌胃及行为学检测结束后，将大鼠用 3.5% 的水合氯

醛腹腔麻醉后，打开胸腹腔，暴露心脏，剪开右心耳

放血，将穿刺针头经左心室刺入主动脉，先用生理

盐水灌注至四肢、眼、耳等变白后，然后再用 4% 多

聚甲醛液灌注，待大鼠头颈部变僵直即可，开颅后

取出脑组织。各组取 5 只大鼠脑组织置于真空组织

脱水仪中梯度乙醇脱水以及二甲苯透明，石蜡包

埋。经海马冠状连续切片，切片厚度 5 μm。按照

TUNEL 凋亡试剂盒说明进行检测，用抗荧光淬灭封

片液封片，在荧光显微镜下观察海马神经元细胞凋
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亡情况并计数。观察时标本放大 400 倍，随机选取

10 个视野，计算神经元细胞凋亡指数（AI）。 AI=

凋亡细胞核数量/总细胞核数量×100%。

2.3.3 海马神经元细胞突触形态学观察 在末次

灌胃及行为学检测结束后，大鼠灌注取脑。将取出

的脑组织放置于 3.5% 重铬酸钾中避光媒染 3 d，每

天更换溶液。媒染后倒掉重铬酸钾溶液，加入 1%

硝酸银溶液浸泡镀银，在 37 ℃避光放置浸染 3 d 使

浸银充分，每天更换溶液。然后用振动切片机经海

马冠状位连续切片。切片经 2% 重铬酸钾溶液、蒸

馏水漂洗，依次脱水、透明、用二甲苯透明中性树胶

封片，在光镜下观察。选择背景清晰的切片以供检

测，每只大鼠的切片中选择 5 张，每张切片选取 4 个

细胞做统计，从胞体发出的树突第 1 次分支开始计

算，每个细胞计算 3 个分支，以每 10 μm 树突棘个数

反映其密度。

2.3.4 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马区

PI3K，Akt，mTOR，SYP，APP 蛋白的表达 末次灌

胃及行为学检测结束后，将大鼠脱颈椎处死，迅速

断头取脑，并将迅速分离出海马组织放入-80 ℃冰

箱保存备用。取海马区脑组织约 0.2 g 置于匀浆器

中，按裂解液 10 μL 组织块 1 mg 的比例加入蛋白提

取试剂，在匀浆裂解前按每 1 mL 蛋白提取试剂加入

PMSF 10 μL 的比例，加入适量的 PMSF。研磨，并

4 ℃条件下 12 000 r·min -1 离心 15 min（离心半径

6 cm），离心后提取上清液，采用 BCA 蛋白定量法测

定蛋白浓度。加上样缓冲液和 RIPA 制备样品，上样

量蛋白 50 μg。经 SDS-PAGE 电泳后，转移至 PVDF

膜上，加入 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，加入一抗 PI3K，

Akt，mTOR，SYP，APP（1∶1 000），GAPDH（1∶

3 000），4 ℃孵育过夜，洗涤后加入羊抗兔二抗（1∶

4 000），37 ℃孵育 1 h，ECL 显影并扫描拍照。用凝

胶图像处理系统分析目标条带和 GAPDH 的灰度

值，以两者比值表达其相对含量。

2.4 统计学分析 实验数据采用 SPSS 20.0 统计软

件处理，计量数据以 x̄± s 表示，组间比较用单因素方

差分析，方差齐的用最小显著性差异法（LSD）检验，

方差不齐的用 Dunnett's T 检验，以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

3 结果

3.1 对 VD 大鼠学习记忆能力影响 与假手术组比

较，模型组大鼠逃避潜伏期、游泳路程明显延长，撤

除平台后跨越原平台次数明显减少（P<0.05）；与模

型组比较，IGF-1 组、补肾通络方高、中、低剂量组逃

避潜伏期、游泳路程均缩短，跨越原平台次数明显

升高（P<0.05）；与 IGF-1 组比较，补肾通络方高剂量

组逃避潜伏期、游泳路程、跨越原平台次数，差异无

统计学意义；补肾通络方中、低剂量组大鼠空间学

习记忆能力下降，逃避潜伏期、游泳路程延长，跨越

原平台次数增多（P<0.05）。见表 1。

3.2 对 VD 大鼠海马区神经元细胞凋亡影响 采用

TUNEL 检测细胞凋亡时，正常细胞核染色呈蓝色，

凋亡细胞呈棕黄色。结果显示，假手术组仅见少量

染色呈棕黄色的细胞，大部分细胞呈蓝色。与假手

术组比较，模型组棕黄色细胞明显升高（P<0.05）。
与模型组比较，IGF-1 组、补肾通络方高、中、低剂量

组棕黄色细胞数明显减少（P<0.05）。与 IGF-1 组比

较，补肾通络方高剂量组棕黄色细胞数差异无统计

学意义；补肾通络方中、低剂量组凋亡细胞数明显

增多（P<0.05）。见表 2，图 1。

3.3 对 VD 大鼠海马神经元细胞突触形态学影响

在光镜下观察发现，假手术组神经元浸染充分，

表 1 补肾通络方对 VD 大鼠逃避潜伏期、跨越平台次数和游泳路

程影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of Bushen Tongluo prescription（BSTLP）on escape

latency，times of crossing platform and swimming distance of VD

rats（x̄± s，n=10）

组别

假手术

模型

补肾通络方

IGF-1

剂量

/g·kg-1

3.0

1.5

0.75

0.000 02

逃避潜伏期

/s

25.00±3.27

54.40±4.621）

33.60±5.102）

37.60±3.892，3）

40.90±4.682，3）

30.70±3.622）

游泳路程

/cm

128.40±9.91

186.80±11.631）

145.00±15.142）

156.20±9.402，3）

161.00±8.792，3）

139.30±11.692）

跨原平台

/次

9.30±1.64

2.40±0.971）

7.40±1432）

6.10±1.372，3）

5.50±1.082，3）

7.80±1.482）

注：与假手术组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；与 IGF-1

组比较 3）P<0.05（表 2~4 同）。

表 2 补肾通络方对 VD 大鼠海马神经元细胞凋亡的影响（x̄± s，

n=10）

Table 2 Effect of BSTLP onnumber of apoptotic cells in

hippocampus neurons of VD rats（x̄± s，n=10）

组别

假手术

模型

补肾通络方

IGF-1

剂量/g·kg-1

3.0

1.5

0.75

0.000 02

AI/%

13.00±1.70

39.40±1.171）

26.20±3.432）

30.90±2.642，3）

32.80±2.942，3）

22.50±3.032）
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神经元树突形态正常，分支较多，树突棘分布较密。

与假手术组比较，模型组海马神经元树突分支较

少，树突棘分布稀疏，树突棘数量差异有统计学意

义（P<0.05）；与模型组比较，IGF-1 组、补肾通络方

高、中、低剂量组树突棘数量明显增多（P<0.05）；与
IGF-1 组比较，补肾通络方高剂量组树突棘数量差

异无统计学意义；补肾通络方中、低剂量组树突棘

数量减少（P<0.05）。见表 3，图 2。

3.4 对 VD 大 鼠 海 马 区 PI3K，Akt，mTOR，SYP，

APP 蛋白表达影响 与假手术组比较，模型组大鼠

海马区 PI3K，Akt，mTOR，SYP 蛋白表达明显减少，

APP 蛋白表达明显增多（P<0.05）；与模型组比较，

IGF-1 组、补肾通络方高、中、低剂量组 PI3K，Akt，

mTOR，SYP 蛋白表达明显增多，APP 蛋白表达明显

减少（P<0.05）；与 IGF-1 组比较，补肾通络方高剂量

组 PI3K，Akt，mTOR，SYP，APP 蛋白表达差异无统

计 学 意 义；补 肾 通 络 方 中、低 剂 量 组 PI3K，Akt，

mTOR，SYP 蛋白表达明显减少，APP 蛋白表达明显

增多（P<0.05）。见表 4，图 3。

4 讨论

突触是神经系统信息传递和功能活动的结构

基础［12］，对保证神经元获得信息、传递信息以及加

工和贮存信息具有重要作用。其结构和功能随外

部因素发生改变的现象称为突触可塑性［13］。树突

棘为神经元突触树突上的棘装小突起，是维持突触

形态和功能的关键结构［14］。SYP 是分布在突触囊

泡内的一种钙结合蛋白，其表达水平反映了突触结

构和功能状态［15］。当突触出现丢失、数量减少时或

突触传递障碍时，SYP 的表达亦随之降低［16］。脑缺

血会导致突触结构破坏和功能异常，如树突长度变

短，分支减少，树突棘密度降低［17］，导致突触效能改

变，且其损害程度与脑缺血时间长短和程度密切相

关［18］。本研究采用改良的双侧颈总动脉结扎法，复

制大鼠永久性慢性低灌注的 VD 模型，引起海马区

图 2 补肾通络方对 VD 大鼠海马区神经元突触形态的影响

（Golgi，×100）
Fig. 2 Effect of BSTLP on synaptic morphological in

hippocampal neurons of VD rats（Golgi，×100）

表 3 补肾通络方对 VD 大鼠海马神经元树突棘数量的影响（x̄± s，

n=10）

Table 3 Effect of BSTLP onnumber of synaptic dendritic spines

in hippocampus neurons of VD rats（x̄± s，n=10）

组别

假手术

模型

补肾通络方

IGF-1

剂量/g·kg-1

3.0

1.5

0.75

0.000 02

树突棘数量/个/10 μm

31.20±4.02

11.30±2.671）

24.10±3.342）

19.60±2.412，3）

17.4.50±2.462，3）

26.60±3.372）

A. 假手术组；B. 模型组；C. 补肾通络方高剂量组；D. 补肾通络方中

剂量组；E. 补肾通络方低剂量组；F. IGF-1 组（图 2 同）
图 1 补 肾 通 络 方 对 VD 大 鼠 海 马 神 经 元 细 胞 凋 亡 的 影 响

（TUNEL，×400）
Fig. 1 Effect of BSTLP onnumber of apoptotic cells in

hippocampus neurons of VD rats（TUNEL，×400）
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神经细胞损害。该方法与传统方法相比，造模效果

无差异，但动物的存活率可显著提高，模型稳定性

强［19］。在研究中也发现，与假手术组比较，造模后

的大鼠海马神经元树突分支明显较少，树突棘分布

较为稀疏，同时 SYP 表达也明显降低。

自噬对缺血后神经损伤具有保护作用，可通过

降解异常蛋白质和靶向性调节突触可塑性参与对

认知功能的调控［20-21］。脑缺血后导致 Aβ沉积参与

了 VD 的发病［22］，而自噬是 Aβ重要清除机制［23］。长

期慢性低灌注状态时存在自噬降解功能障碍［7］，影

响 APP 水解导致 Aβ沉积造成突触损伤［24］。本研究

也证实，造模后各自大鼠海马区 APP 表达明显增

高，细胞大量凋亡，树突棘较为稀疏。在给予 IGF-1

上调 PI3K/Akt/mTOR 通路活性后 APP 表达下降，细

胞凋亡受到抑制。上调 PI3K/Akt/mTOR 通路活性，

可以靶向性促进突触支架蛋白合成，维持突触形

态，改善突触可塑性［25］。这可能与突触后的支架蛋

白中含有与自噬蛋白结合的结合域有关［26］。在本

研究中发现，采用 IGF-1 激活 PI3K/Akt/mTOR 通路

后 SYP 表达随之上调，树突棘密度明显增加，大鼠

的学习记忆能力得到改善。

中医认为肾虚脑髓失养为 VD 发病之本，气虚

络瘀，痰瘀浊毒损伤脑络是病机关键［27］。补肾通络

方中以制何首乌养血益精填髓为君药，熟地黄、山

萸肉滋阴益精填髓共为臣药，川芎善行气活血，桃

仁为治血瘀之专药，葛根活血通络兼具生津化血之

效，佐黄芪补脾胃之气以达化瘀通窍之功，石菖蒲

辛散善宣气除痰，远志苦降善祛痰开窍，二药合用

可交通上下，祛痰醒神。全方以益肾填髓为主，化

痰祛痰通络为辅。肾为先天之本，藏精生髓，精血

互生，肾中精气具有促进机体生长发育的功能。药

理学研究发现，补肾中药具有改善代谢、调节免疫

机能、延缓衰老等功效［28］。自噬清除异常细胞、促

进细胞重建和发育的机制，是肾精气化功能的微观

体现。肾中精气充沛，一方面能生髓化血为机体提

供必需的物质基础，另一方面气化功能正常可以促

进痰瘀浊毒之邪的清除。从微观角度分析，脑缺血

后产生的异常蛋白质和受损细胞器等代谢物质即

为痰瘀之内生浊毒［29］。若自噬降解功能障碍异常

代谢物质在细胞内大量堆积会诱发细胞损伤、死

亡。通过补肾通络中药可以调节自噬不足导致的

功能异常，从而促进细胞功能恢复和机体生命活动

正常。在本研究中发现，应用补肾通络方后各组大

鼠 PI3K，Akt，mTOR 表达显著升高，提示补肾通络

方具有上调自噬通路作用。随着 PI3K/Akt/mTOR

通路激活，APP 表达减少，减轻了异常蛋白沉积造

成的细胞损害，细胞凋亡数量减少，同时 SYP 表达

明显升高，树突分支增多、增长，树突棘密度增加，

大鼠学习记忆能力得到了改善。说明补肾通络方

改善 VD 认知功能机制可能与上调 PI3K/Akt/mTOR

通路活性，改善自噬降解功能障碍，抑制细胞凋亡，

促进突触损伤修复，从而调节突触可塑性有关。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。

表 4 补肾通络方对 VD大鼠 PI3K，Akt，mTOR，SYP，APP蛋白表达的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of BSTLP on PI3K，Akt，mTOR，SYP and APP expression in hippocampus of rats（x̄± s，n=10）

组别

假手术

模型

补肾通络方

IGF-1

剂量/g·kg-1

3.0

1.5

0.75

0.000 02

PI3K/GAPDH

0.96±0.01

0.44±0.021）

0.86±0.032）

0.82±0.042，3）

0.80±0.032，3）

0.89±0.022）

Akt/GAPDH

0.83±0.02

0.45±0.031）

0.73±0.012）

0.70±0.032，3）

0.68±0.032，3）

0.76±0.032）

mTOR/GAPDH

0.83±0.02

0.38±0.031）

0.73±0.032，3）

0.69±0.042，3）

0.67±0.022，3）

0.77±0.022）

SYP/GAPDH

0.91±0.03

0.39±0.031）

0.73±0.022）

0.70±0.022，3）

0.68±0.032，3）

0.75±0.032）

APP/GAPDH

0.43±0.02

0.89±0.031）

0.52±0.022）

0.56±0.022，3）

0.58±0.022，3）

0.49±0.022）

A. 假手术组；B. 模型组；C. IGF-1 组；D. 补肾通络方高剂量组；
E. 补肾通络方中剂量组；F. 补肾通络方低剂量组

图 3 大鼠海马区 PI3K，Akt，mTOR，SYP，APP蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of PI3K，Akt，mTOR，SYP and APP

proteins in hippocampus of rats
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