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醒脑再造胶囊对甲醛致小鼠记忆损害的影响
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(1. 徐州医科大学麻醉学院,江苏 徐州　 221004; 2. 徐州医科大学麻醉药理学教研室,江苏 徐州　 221004)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨醒脑再造胶囊对甲醛所致小鼠记忆损害的影响及其作用机制。 方法　 将 SPF 级 KM 小

鼠随机分为空白对照组,溶剂对照组和低、中、高剂量组 5 组,每组 14 只,将除空白对照组以外的 4 组小鼠分别置于

甲醛染毒装置中进行染毒,持续 14 d。 通过避暗实验检测各组小鼠的学习记忆能力;采用生化方法测定脑组织中

一氧化氮合酶(NOS)、超氧化物歧化酶(SOD)活力以及丙二醛(MDA)水平;采用苏木素-伊红染色法观察小鼠海马

CAl 区锥体细胞的数目及形态结构变化。 结果 　 与空白对照组比较,溶剂对照组小鼠避暗潜伏期缩短(P <
0. 01),错误次数增加(P < 0. 01),脑组织中 NOS 和 SOD 活力降低(P < 0. 05),MDA 水平升高(P < 0. 01),海马

CA1 区锥体细胞数目减少,排列稀疏紊乱,形态不规则。 与溶剂对照组比较,中、高剂量组小鼠潜伏期均延长(P <
0. 05),NOS 和 SOD 活力均升高(P < 0. 01),低、中、高剂量组小鼠错误次数均减少(P < 0. 05),MDA 水平均降低

(P < 0. 01)。 低、中剂量组小鼠海马 CA1 区锥体细胞层数略有增多,高剂量组海马 CA1 区锥体细胞层次清楚,排
列紧密,数量明显增多。 结论　 醒脑再造胶囊可改善甲醛所致的小鼠记忆损害,其机制可能与其抗氧化损伤作用

及增加海马 CA1 区锥体细胞的数目有关。
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Ameliorating effect of Xingnaozaizao capsule on formaldehyde-induced
memory impairment in mice
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(1. School of Anesthesiology, Xuzhou Medical University, Xuzhou 221004, China.
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　 　 【Abstract】 　 Objective　 To observe the effects of Xingnaozaizao capsule on formaldehyde-induced impairment of
memory and preliminarily explore the mechanisms in mice. Methods 　 Specific pathogen-free healthy KM mice were
randomly divided into blank control, solvent control, and low-, medium- and high-dose groups with 14 mice in each group.
The groups of mice, except the blank control group, were placed in a formaldehyde poisoning device for 14 days. The
latency and number of errors in a step-through test were observed. The activities of nitric oxide synthase ( NOS) and
superoxide dismutase (SOD), and the content of malonaldehyde (MDA) in brain tissue were measured biochemically. The
number and morphology of pyramidal neurons in the mouse hippocampal CA1 area were observed after HE staining. Results
Compared with the blank control group, the latency was shortened (P < 0. 01), the number of errors was increased (P <
0. 01), NOS and SOD activities in brain tissue were decreased (P < 0. 05), and the content of MDA was increased (P <



0. 01) in the solvent control group. The numbers of piramidal cells were reduced, cell arrangement was sparse and
disordered, and the cell shape was irregular in the CA1 area of the hippocampus in the solvent control group. Compared
with the solvent control group, the latencies of medium- and high-dose groups were lengthened ( P < 0. 05) and the
numbers of errors in low-, medium- and high-dose groups were decreased (P < 0. 05). The activities of NOS and SOD were
increased in brain tissues of medium- and high-dose groups (P < 0. 01). The contents of MDA were decreased in brain
tissues of low-, medium- and high-dose groups (P < 0. 01). The layers of pyramidal neurons in the mouse hippocampal
CA1 area were increased slightly in the low- and medium-dose groups. The layers of pyramidal neurons were clear, cell
arrangement was compact, and the numbers of cells were increased in the CA1 area of the hippocampus in the high-dose
group. Conclusions 　 Xingnaozaizao capsule improves formaldehyde-induced impairment of memory in mice. Its
mechanisms may be associated with the effects of antioxidant injury and an increased number of pyramidal neurons in the
CA1 area of the hippocampus.

【Keywords】　 Xingnaozaizao capsule; formaldehyde; nitric oxide synthase; superoxide dismutase; malonaldehyde;
hippocampus; mouse

　 　 甲醛是一种广泛存在的空气污染物,主要来源

除了化工业生产外,还有不合格的装修材料和室内

燃气等[1]。 有研究显示,1990—2012 年我国各个城

市住宅进行装饰装修时室内甲醛污染情况较为严

重[2]。 甲醛不仅具有神经毒性、遗传毒性和致癌作

用,还可对免疫系统和生殖系统产生毒性[3],亦可

导致哮喘[4]。 其可降低 DNA 甲基转移酶的活力,从
而损害健康成年大鼠的空间记忆[5]。 长时间暴露

于甲醛环境中可对神经化学物质的产生、释放、突
触结合等环节造成直接干扰或伤害,使人或动物的

认知、记忆和行为发生异常改变[6]。 醒脑再造胶囊

主要由石菖蒲、胆南星、僵蚕等组成,具有化痰醒

脑、祛风活络、醒脑益智的功能,临床上主要用于患

者神志不清、语言蹇涩、口角流涎、肾虚痿痹、筋骨

酸痛、手足拘挛、半身不遂以及脑血栓的恢复期和

后遗症等治疗[7]。 关于醒脑再造胶囊能否改善甲

醛所致小鼠记忆损害尚未见报道。 本研究首先通

过避暗实验观察醒脑再造胶囊是否对甲醛所致小

鼠记忆损害具有保护作用,再进一步采用生物化学

方法检测小鼠脑组织匀浆中的一氧化氮合酶(nitric
oxide synthase,NOS)、超氧化物歧化酶( superoxide
dismutase,SOD)活力以及丙二醛(malondialdehyde,
MDA)水平,并观察小鼠海马 CA1 区锥体细胞的数

目和形态结构的变化,以初步探讨醒脑再造胶囊对

甲醛致小鼠记忆损害的作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 KM 小鼠 70 只,由济南朋悦实验动物繁

育有限公司提供[SCXK (鲁) 2014 - 0007],雌雄各

半,体质量 16 ~ 18 g,4 周龄。 小鼠饲养于徐州医科

大学麻醉学院机能学实验室屏障设施中 [ SYXK
(苏) 2016 - 0028],分笼饲养,每笼 5 只,自由摄食

及饮水。 并按实验动物使用的 3R 原则给予人道的

关怀。 本研究经徐州医科大学实验动物伦理委员

会审查批准(IACUC 审查号:2017062502)。
1. 2　 主要试剂与仪器

醒脑再造胶囊(西安大唐制药集团有限公司),
用 0. 9%氯化钠溶液配制成混悬液,每次用毕于 4℃
条件下保存;质量分数为 37. 0% ~ 40. 0% 甲醛溶液

(分析纯,上海中秦化学试剂有限公司);NOS、SOD、
MDA 检测试剂盒(南京建成生物工程研究所);二喹

啉甲酸(bicinchoninic acid,BCA)蛋白浓度检测试剂

盒(上海碧云天生物技术有限公司)。 ZH-600 型避暗

仪(安徽正华生物仪器设备有限公司);MultiskanTM

GO 全波长酶标仪(美国赛默飞世尔科技公司);752
紫外光栅分光光度计(上海精密科学仪器有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组与处理

小鼠经适应性饲养 1 周后,按性别将其 1 ∶ 1随
机分为空白对照组、溶剂对照组和低、中、高剂量

组,每组 14 只。 低、中、高剂量组分别予剂量为

1. 0、1. 5、2. 0 g / kg 体质量的醒脑再造胶囊混悬液灌

胃,每次灌胃前将混悬液震荡摇匀,灌胃容积均为

20 mL / kg,空白对照组和溶剂对照组小鼠予等体积

0. 9%氯化钠溶液灌胃。 建立甲醛染毒装置:制作 4
个 60 cm ×40 cm × 50 cm 的纸箱,于每个纸箱的 4
个角落各放置 1 个直径 6 cm、高 5 cm 的杯子,每个

杯子每天均加入 10 mL 质量分数为 37. 0% ~
40. 0%的甲醛溶液,造成一个甲醛超标的环境,将除

空白对照组以外的 4 组小鼠分别置于上述装置中进

行甲醛染毒,并将纸箱封口,2 h 后将小鼠取出[8]。
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每天上午 8:30 ~ 9:30 进行灌胃,9:30 ~ 11:30 进行

甲醛染毒,持续 14 d。 在染毒时段内,小鼠禁食禁

水,其余时间自由进食和饮水。
1. 3. 2　 避暗实验

于实验第 13 天甲醛染毒结束后,从每组小鼠中

各随机选取 10 只进行避暗实验。 训练时先将小鼠

放入避暗反应箱中适应 3 min,再在暗室底部铜栅通

以 0. 2 mA、50 Hz 交流电,将小鼠背对洞口放入明

室,小鼠进入暗室即受电击,立即取出小鼠;24 h 后

将小鼠再次放入明室,记录其第 1 次进入暗室所需

的时间(即避暗潜伏期)和 5 min 内进入暗室的次数

(即错误次数)。 若 5 min 内小鼠未进入暗室,错误

次数记为 0,潜伏期记为 300 s。
1. 3. 3　 脑组织匀浆中 NOS、SOD、MDA 检测

避暗实验结束后,将小鼠迅速断头处死,剥离

脑组织,取双侧大脑半球,分离除去嗅球、脑干,准
确称质量,在冰上按质量体积比加 0. 9% 氯化钠溶

液制成 10. 0%的脑组织匀浆,在 4℃下以2500 r / min
离心 15 min,取上清液置于 - 20℃冰箱中保存。 根

据试剂盒说明书,在波长 530 nm,1 cm 光径下测定

吸光度值,检测每只小鼠脑组织匀浆中 NOS、SOD
活力以及 MDA 水平。
1. 3. 4　 海马 CA1 区病理组织学检查

将各组其余的 4 只小鼠断头处死,分离脑组织

放置于质量分数为 10. 0%甲醛溶液中固定,选取双

侧海马进行石蜡包埋、切片(厚度为 5 μm)、苏木素-
伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色,光学显微镜下观

察海马 CAl 区锥体细胞的数目及形态结构的变化。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 19. 0 软件进行统计分析。 实验结果

均以平均数 ± 标准差( 􀭰x ± s )表示,多组组间比较

采用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD 检

验,P < 0. 05 为差异有显著性。

2　 结果

2. 1　 避暗实验结果

与空白对照组比较,溶剂对照组小鼠潜伏期缩

短(P < 0. 01),错误次数增加(P < 0. 01),表明甲

醛可对小鼠的记忆造成损害。 与溶剂对照组比较,
中、高剂量组小鼠潜伏期均延长(P < 0. 05),低、
中、高剂量组小鼠错误次数均减少(P < 0. 05)。 见

表 1。
2. 2　 脑组织匀浆中 NOS、SOD、MDA 检测结果

与空白对照组比较,溶剂对照组小鼠 NOS 和

SOD 活力均降低(P < 0. 05),MDA 水平升高(P <
0. 01)。 与溶剂对照组比较,中、高剂量组小鼠 NOS
和 SOD 活力均升高(P < 0. 01),低、中、高剂量组

小鼠 MDA 水平均降低(P < 0. 01)。 见表 2。
表 1　 小鼠避暗实验结果( 􀭰x ± s, n = 10)
Table 1　 Results of the step-through test
组别
Groups

潜伏期(s)
Latency

错误次数
Times of errors

空白对照组
Blank control group 175. 50 ± 113. 81 0. 80 ± 0. 63

溶剂对照组
Solvent control group 33. 80 ± 33. 03∗∗ 5. 10 ± 3. 63∗∗

低剂量组
Low-dose group 101. 90 ± 83. 10 2. 80 ± 2. 25#

中剂量组
Medium-dose group 125. 90 ± 121. 32# 1. 80 ± 2. 25##

高剂量组
High-dose group 171. 60 ± 121. 31## 0. 60 ± 0. 52##

注:与空白对照组比较,∗∗ P < 0. 01;与溶剂对照组比较,# P <
0. 05,##P < 0. 01。
Note. Compared with the blank control group,∗∗ P < 0. 01. Compared
with the solvent control group,#P < 0. 05,##P < 0. 01.

表 2　 小鼠脑组织匀浆中 NOS、SOD、MDA 检测结果( 􀭰x ± s, n = 10)
Table 2　 NOS, SOD, and MDA activities in the brain tissues of mice

组别
Groups NOS(U / mg prot) SOD(U / mg prot) MDA(nmol / mg prot)

空白对照组
Blank control group 3. 59 ± 1. 58 13. 26 ± 2. 03 3. 69 ± 0. 74

溶剂对照组
Solvent control group 1. 02 ± 0. 44∗∗ 2. 84 ± 1. 99∗ 7. 37 ± 4. 54∗∗

低剂量组
Low-dose group 1. 86 ± 0. 84 12. 55 ± 4. 29 4. 69 ± 1. 47##

中剂量组
Medium-dose group 4. 01 ± 2. 51## 24. 43 ± 18. 50## 2. 51 ± 0. 72##

高剂量组
High-dose group 5. 50 ± 3. 20## 30. 10 ± 15. 45## 2. 63 ± 0. 38##

注:与空白对照组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与溶剂对照组比较,##P < 0. 01。
Note. Compared with the blank control group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01. Compared with the solvent control group,##P < 0. 01.
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2. 3　 海马 CA1 区病理组织学检查结果

空白对照组海马 CAl 区锥体细胞有 3 ~ 5 层,层
次清楚,排列整齐紧密,染色均匀;细胞呈圆形或椭

圆形,形态结构完整,核仁清晰(图 1A)。 溶剂对照

组 CA1 区锥体细胞层次变薄,为 1 ~ 3 层;细胞排列

稀疏紊乱,数量减少,部分细胞形态不规则,胞体有

不同程度的缩小,胞质深染,可见核碎裂、核溶解现

象,灶性区域可见炎细胞浸润(图 1B)。 低、中剂量

组海马 CA1 区锥体细胞层数减少,细胞疏松,胞质

浓染,但较溶剂对照组排列整齐,且细胞层数较溶

剂对照组增多,达 3 ~ 4 层,但依旧可见核溶解以及

炎细胞浸润(图 1C、1D)。 高剂量组海马 CA1 区锥

体细胞排列为 3 ~ 5 层,层次清楚,细胞数量较溶剂

对照组和低、中剂量组增多,排列较紧密,着色均

匀,胞浆深染的神经细胞少见(图 1E)。

注:A:空白对照组;B:溶剂对照组;C:低剂量组;D:中剂量组;E:高剂量组。

图 1　 小鼠海马 CA1 区病理组织学检查结果(HE 染色, × 400)
Note. A: Blank control group; B: Solvent control group; C: Low-dose group; D: Medium-dose group; E: High-dose
group.

Figure 1　 Histopathology of the CA1 area in the hippocampus of mice. HE staining

3　 讨论

甲醛是一种常见的环境污染物,甲醛暴露可引

起多种病理表现[9],其在机体认知障碍的发生发展

过程中亦起重要作用。 有研究发现,甲醛引起的脑

代谢和氧化应激改变,可能与神经退行性疾病的病

理进展有关[10]。 大鼠经侧脑室注射甲醛染毒可损

伤其在 Morris 水迷宫中的学习记忆能力和对新物体

识别能力,并促进海马细胞凋亡和脂质过氧化的形

成[11]。 而吸入甲醛可导致动物记忆丧失和人类认

知衰退[12]。 既往本实验室研究发现,在避暗实验

中,甲醛染毒可使小鼠的潜伏期缩短,错误次数增

多,表明对小鼠的学习记忆能力造成了一定程度的

损害[8]。 避暗实验是根据啮齿类动物趋暗避明的

习性设计,一半是暗室,一半是明室,中间有一小门

相连;暗室底部铺有通电的铜栅,动物进入暗室即

受到电击。 以潜伏期和错误次数作为指标,动物间

差异较小,该实验简单易行,敏感性较高,是检测学

习记忆能力的经典方法之一[13 - 14]。 因此,本研究采

用避暗实验观察小鼠的记忆能力。
本研究结果证实,与空白对照组比较,溶剂对

照组小鼠避暗潜伏期缩短,错误次数增加,差异有

显著性,其表现主要体现为学习记忆功能的损害,
为下一步的实验奠定了可靠的模型基础。 而与溶

剂对照组比较,中、高剂量组潜伏期均延长,低、中、
高剂量组错误次数均减少,差异有显著性,说明预

先给予醒脑再造胶囊对甲醛所致小鼠记忆损害有

保护作用。
SOD 是体内天然存在的氧自由基清除剂,具有

清除并阻止由氧自由基引发的自由基连锁反应的

作用,其活力高低可作为评价机体清除氧自由基能

力的指标[15];MDA 则是体内脂质过氧化的主要代

谢产物,其水平高低可作为机体细胞受自由基攻击

程度的指标[16]。 有研究证实,小鼠若长时间吸入甲

醛,会导致脑组织中 SOD 活力降低,MDA 水平升
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高[17]。 适量的一氧化氮可清除自由基,调节脑血流

量,加强学习记忆能力[18],且对长时程增强作用

(long-term potentiation,LTP)的形成和建立有重要作

用。 NOS 是催化生成一氧化氮的关键酶[19],当 NOS
活力降低,一氧化氮生成不足,机体清除自由基的

作用即减弱,LTP 的形成和突触可塑性的建立亦受

到影响,从而影响学习记忆能力。 本研究发现,与
空白对照组比较,溶剂对照组小鼠 NOS 和 SOD 活

力均降低,MDA 水平升高,差异有显著性,说明甲醛

可促进脂质过氧化的形成。 与溶剂对照组比较,
中、高剂量组小鼠 NOS 和 SOD 活力均升高,低、中、
高剂量组小鼠 MDA 水平均降低,差异有显著性,因
此我们推测预先给予醒脑再造胶囊对小鼠记忆损

害的保护作用可能与其抗氧化损伤作用有关。
醒脑再造胶囊的主要成分为石菖蒲[20],石菖蒲

为天南星科多年生草本植物石菖蒲的干燥根茎,具
有抗痴呆、改善记忆、抗抑郁、抗惊厥和抗癫痫的药

理作用[21]。 有研究发现,石菖蒲水提取物可增强小

鼠的学习记忆能力,提高脑组织 SOD 活力,降低

MDA 水平[22]。 Mao 等[23] 研究表明,石菖蒲及其活

性成分细辛醚可通过调控细胞外调节蛋白激酶的

级联反应,直接促进神经干细胞增殖和神经发生。
本研究中预先给予醒脑再造胶囊对甲醛所致小鼠

记忆损害具有保护作用,可能与其主要成分石菖蒲

密切相关,与其他成分的关系尚有待进一步研究。
海马不仅与多种神经性和精神性疾病相关,且

与空间学习记忆密切相关[24],其结构中与学习记忆

关系最为密切的是 CA1 功能区[25]。 本研究中,溶
剂对照组小鼠海马 CA1 功能区锥体细胞层次变薄,
细胞排列稀疏紊乱,可见核碎裂、核溶解现象,可能

是甲醛致小鼠记忆损害的病理学基础。 预先给予

醒脑再造胶囊可显著增加甲醛小鼠海马 CA1 区锥

体细胞数量,减少锥体细胞凋亡。 可见,醒脑再造

胶囊通过有效保护海马 CA1 区的神经锥体细胞,从
而对甲醛致小鼠记忆损害有改善作用。

综上所述,醒脑再造胶囊可改善甲醛所致的小

鼠记忆损害,其机制可能与其抗氧化损伤作用及增

加海马 CA1 区锥体细胞数目有关。 本研究可为临

床工作中选择防治甲醛所致记忆损害的药物提供

实验依据。 有研究表明,甲醛可通过降低小鼠脑内

脑源性神经营养因子水平引起小鼠学习记忆障

碍[26],还可影响未发育成熟大鼠海马 CA3 区钙调

蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ表达,降低其空间学习记忆

能力[27]。 醒脑再造胶囊对甲醛所致小鼠记忆损害

的保护作用是否与这两项指标有关,尚待进一步

研究。
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(上接第 30 页)
　 　 2 型糖尿病与肝病变之间有着复杂的牵连,研
究发现其引起的肝损伤以非酒精性脂肪性肝病最

常见[7]。 目前临床用于治疗糖尿病的药物如二甲

双胍、磺脲类药物、TZDs、DPP-4 等多禁用于肝功能

不全的患者或会对一般患者的肝造成一定程度上

的损伤[8],这就限制了糖尿病降糖药物的应用。 因

此,观察糖尿病慢性肝损伤的病理特点和肝功能变

化在研究糖尿病肝病的病程发生发展规律及降糖

药物对肝损伤的治疗作用时具有非常重要的意义。
目前已发表文献中用 db / db 小鼠作 2 型糖尿病

模型时,以它作自身对照、饲养至 20 周以上的相对

较少,本实验通过对比 db / db 小鼠 16 周龄时和 32
周龄时的肝的病理变化特点,为 db / db 小鼠作为 2
型糖尿病肝损伤模型以及不同时期的肝损伤模型

的选择提供了依据。

参考文献:

[ 1 ]　 Chen G, Wang R, Chen H, et al. Gossypol ameliorates liver
fibrosis in diabetic rats induced by high-fat diet and streptozotocin

[J] . Life Sci, 2016, 149: 58 - 64.
[ 2 ] 　 李娜, 张周. 两种自发性 2 型糖尿病小鼠生物学特性比较

[J] . 中国比较医学杂志, 2011, 21(1): 16 - 22.
[ 3 ] 　 邢玮, 王政霖, 吕甜甜, 等. 2 型糖尿病 db / db 小鼠的生物学

特性 [J] . 中国比较医学杂志, 2017, 27(8): 12 - 15.
[ 4 ] 　 Hamada H, Tagawa Y, Fujita T, et al. Cut-off values for AST

and ALT as criteria for performing abdominal enhanced computed
tomography ( CT) in the diagnosis of blunt liver injury [ J] .
Nihon Kyukyu lgakukai Zasshi, 2012, 23(4): 142 - 150.

[ 5 ] 　 Koyama T, Hamada H, Nishida M, et al. Defining the optimal
cut-off values for liver enzymes in diagnosing blunt liver injury
[J] . BMC Res Notes, 2016, 9: 41.

[ 6 ] 　 栾海艳, 隋洪玉, 张雪松, 等. 桔梗总皂苷对 2 型糖尿病肝

病大鼠的干预作用 [ J] . 中国老年学杂志, 2013, 33(5):
1094 - 1095.

[ 7 ] 　 赵旭敏, 李社莉. 胰岛素抵抗与 2 型糖尿病肝损伤的研究进

展 [J] . 心血管康复医学杂志, 2015, 24(1): 113 - 116.
[ 8 ] 　 中华医学会糖尿病学分会. 中国 2 型糖尿病防治指南(2013

年版) [J] . 中国糖尿病杂志, 2014, 22(8): 2 - 42.

〔收稿日期〕2018 - 04 - 08

74中国比较医学杂志 2018 年 11 月第 28 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2018,Vol. 28. No. 11


