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基于线粒体质量控制系统观察六味地黄丸
对老龄小鼠的神经保护作用

王世界1,杨　 晶1,马　 贺1,王璐瑶1,张紫娟2,苏运芳1,张振强1∗

(1.河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046;2.河南中医药大学医学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察六味地黄丸对老龄小鼠海马区线粒体质量控制系统的影响及神经保护机制。 方法　 将

50 只 20 月龄 C57BL / 6J 老龄小鼠按照每组 10 只进行随机分组,包括模型组,六味地黄丸低、中、高剂量组,多奈哌

齐组,另选 10 只 3 月龄 C57BL / 6J 野生小鼠为正常组。 各组给药 60
 

d 后,进行行为学实验,免疫荧光检测胶质纤维

酸性蛋白(glial
 

fibrillary
 

acidic
 

protein,GFAP)、肿瘤坏死因子(tumor
 

necrosis
 

factor,TNF-α)的表达,透射电镜观察线

粒体的健康程度及自噬小体的数量,Western
 

blot 检测线粒体质量控制系统相关蛋白。 结果　 高剂量组与模型组比

较,行为学实验结果显示六味地黄丸可以提高小鼠的学习记忆能力,增强运动能力,减轻焦虑;免疫荧光实验显示

GFAP、TNF-α 表达下降,电镜观察发现正常线粒体数量增多;Western
 

blot 实验结果显示 PTEN 诱导激酶 1( PTEN
 

induced
 

putative
 

kinase
 

1,PINK1)、帕金蛋白(PARKIN)、自噬相关 3 号染色体基因(autophagy
 

related
 

3,ATG3)、自噬

相关 7 号染色体基因( autophagy
 

related
 

7,ATG7)、微管相关蛋白 1 轻链 3B( microtubule-associated
 

protein
 

1
 

light
 

chain
 

3β,LC3B)、线粒体融合蛋白 2(mitochondrial
 

fusion
 

protein
 

2,MFN2)、线粒体内源发动蛋白 1( optic
 

atrophy
 

1,
OPA1)、线粒体转录因子 A( recombinant

 

transcription
 

factor
 

A,
 

mitochondrial,TFAM)、γ 共激活因子-1α( peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

γ
 

coactivator
 

1α,PGC-1α) 蛋白的表达上升,泛肽结合蛋白 1( sequestosome
 

protein
 

1,
P62)、线粒体动力相关蛋白 1(dynamin-related

 

protein
 

1,DRP1)、TNF-α 蛋白的表达下降。 结论　 六味地黄丸可以

提高小鼠的认知学习能力,减轻小鼠海马区的神经炎症,改善线粒体质量控制系统。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

on
 

the
 

mitochondrial
 

quality
 

control
 

system
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

aged
 

mice
 

and
 

its
 

neuroprotective
 

mechanism.
 

Methods 　 Fifty
 

20-month-old
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

five
 

groups
 

with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group,
 

including
 

a
 

model
 

group
 

liuwei
 

dihnangwan
 

low,
 

medium,
 



and
 

high
 

dose
 

groups
 

,
 

donepezil
 

group.
 

Ten
 

3-month-old
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

normal
 

group.
 

After
 

60
 

days
 

of
 

treatment,
 

behavioral
 

tests
 

were
 

carried
 

out.
 

Immunofluorescence
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

TNF-α
 

and
 

GFAP
 

expression.
 

Transmission
 

electron
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

mitochondria
 

and
 

the
 

number
 

of
 

autophagosomes.
 

Proteins
 

of
 

the
 

mitochondrial
 

quality
 

control
 

system
 

were
 

assessed
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

behavioral
 

tests
 

showed
 

that
 

liuwei
 

dihuangwan
 

improved
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities,
 

enhanced
 

the
 

exercise
 

ability,
 

and
 

reduced
 

anxiety.
 

Immunofluorescence
 

showed
 

decreases
 

in
 

TNF-α
 

and
 

GFAP
 

expression.
 

Transmission
 

electron
 

microscopy
 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

normal
 

mitochondria
 

was
 

increased.
 

PINK1,
 

PARKIN,
 

ATG3,
 

ATG7,
 

LC3B,
 

MFN2,
 

OPA1,
 

TFAM,
 

and
 

PGC-1α
 

protein
 

expression
 

was
 

upregulated
 

in
 

the
 

high-dose
 

group,
 

while
 

P62,
 

DRP1,
 

and
 

TNF-α
 

protein
 

expression
 

was
 

downregulated.
 

Conclusions 　 Liuwei
 

dihuangwan
 

improves
 

the
 

cognitive
 

learning
 

ability
 

of
 

mice,
 

reduces
 

neuroinflammation
 

in
 

the
 

hippocampus,
 

and
 

improves
 

the
 

quality
 

control
 

system
 

of
 

mitochondria.
【Keywords】　 liuwei

 

dihuangwan;
 

brain
 

aging;
 

mitochondrial
 

quality
 

control
 

system;
 

neuroinflammation
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　 　 在脑衰老的进程中,线粒体功能障碍是重要的

特征之一[1] 。 线粒体质量控制系统是维持线粒体

网络健康的重要机制,主要包括线粒体的融合分

裂、线粒体自噬和线粒体生物发生等动态过程[2] 。
脑衰老过程中海马神经元线粒体丰度下降,线粒体

损伤增多,线粒体质量控制系统难以维持平衡,导
致能量生成减少,氧化应激水平上升[3] 。 线粒体损

伤又会引起下游相关促炎因子的增加,引发机体内

慢性炎症[4] 。 因此,改善线粒体质量控制系统、减
轻神经炎症是抗脑老化的重要研究思路之一。

在脑衰老过程中,经常伴随着肾精的不足[5] 。
肾藏精,精生髓,髓能充脑以补益脑髓,故肾精的盛

衰,直接影响着脑髓的盈亏[6] 。 因此,通过补益肾

精,可以增强滋润、濡养人体各脏腑形体官窍,进而

延缓脑衰老。 六味地黄丸出自宋代钱乙的《小儿要

证直诀》,由熟地黄、山药、山茱萸、茯苓、泽泻和牡

丹皮六味药组成,具有滋阴补肾、填精益髓的功效。
本研究基于线粒体质量控制系统为靶点,模拟老龄

化小鼠“肝脾肾亏虚”模型,探讨六味地黄丸改善学

习记忆障碍和线粒体损伤作用机制,从而为六味地

黄丸防治脑衰老提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 20 月龄雄性 C57BL / 6J 自然衰老小鼠和 3 月龄

雄性 C57BL / 6J 小鼠购自杭州子源实验动物科技有

限公司[ SCXK (浙) 2019 - 0004]。 20 月龄,雄性,
C57BL / 6J 自然衰老小鼠,SPF 级,50 只,体重(25 ±
3)g;3 月龄,雄性,C57BL / 6J 小鼠,SPF 级,10 只,体
重(25±3)g。 小鼠饲养在河南中医药大学实验动物

中心[SYXK(豫)2020-0004],基本条件:室温 22 ~
26℃ ,湿度 40% ~ 60%,白天光照 12

 

h,晚上关灯

12
 

h。 饲料购自河南环宇禾康生物科技有限公司

(GB
 

14924. 3-2010),饮水小鼠自由获取。 所有实

验经河南中医药大学实验动物伦理委员会审核并

批准(DWLL201907311),并按照实验动物的 3R 原

则给予关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 六味地黄丸(规格每 8 丸相当于饮片 3
 

g,国药

准字 Z41022128,批号 200137,仲景宛西制药股份有

限公司); 多奈哌齐 ( 规格每片 5
 

mg, 国药准字

H20050978,批号 1911068, 苏州卫材药业有限公

司);PINK(ER1706-27)、PARKIN( ET1702-60)均购

于杭州华安生物技术有限公司;TNF-α ( ab6671)、
TNF-α ( ab1793 )、 ATG3 ( ab108251 )、 ATG7
( ab133528 )、 P62 ( ab91526 )、 LC3B ( ab48394 )、
MFN2 ( ab124773 )、 OPA1 ( ab42364 )、 TFAM
(ab138351)、PGC-1α( ab191838)、驴抗兔荧光二抗

(ab150073)、驴抗小鼠荧光二抗(ab150107)均购于

abcam 公司; DRP1 ( D6C7) 购于 Cell
 

Signaling; β-
actin(BM0627)、GFAP( BA0056)、Western

 

blot 兔二

抗(BM3894)、Western
 

blot 鼠二抗( BA1050)均购于

BOSTER;DAPI(G1012-100ML)购于 Servicebio。
全自 动 酶 标 仪 ( 美 国 Thermo 公 司, 型 号:

1510);全自动冷冻切片机(德国 Leica 公司,型号:
CM1950);垂直电泳仪(上海天能科技有限公司,型
号:VE-180);冷冻离心机(美国 Thermo 公司,型号:
Fresco21);正置荧光显微镜( Carl

 

Zeiss
 

AG,型号:
Axioscope

 

5);透射电镜(日本电子株式会社,型号:
JEM-1400);Morris 水迷宫(深圳瑞沃德生命科技有

限公司,型号:63031);Y 迷宫(深圳瑞沃德生命科

技有限公司,型号:63041);旷场(深圳瑞沃德生命

科技有限公司,型号:63006);冷冻超薄切片机(德

国 Leica 公司,型号:EM
 

UC7)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组及给药

　 　 将 50 只 20 月龄 C57BL / 6J 自然衰老小鼠随机

分为 5 组,每组 10 只,即模型组(model),低、中、高
剂量六味地黄丸治疗组(low

 

dose、medium
 

dose、high
 

dose);正常组( control)为 10 只 3 月龄小鼠多奈哌

齐组(donepezil)。 六味地黄丸药液按照浓度 0. 68、
1. 36、2. 72

 

g / (kg·d)分别灌胃给低、中、高剂量治

疗组,多奈哌齐药液按照浓度 0. 75
 

mg / ( kg·d)灌

胃给药,正常组和模型组等量蒸馏水灌胃给药,每
天 1 次,持续 60

 

d(给药剂量按照人与动物体表面

积的换算成等效剂量)。
1. 3. 2　 行为学实验

　 　 所有小鼠均参与行为学实验。 小鼠灌胃结束

后,开始 Morris 水迷宫实验。 每只小鼠在每天固定

时间接受训练,实验者将小鼠面向池壁从象限的中

点处放入水中,每象限训练 1 次。 水迷宫实验共有

6
 

d 时间,水迷宫的前 5
 

d 为定位航行实验,在固定

的时间里,将小鼠置于每一个象限的中点位置,作
为小鼠的落水点,记录小鼠找到平台的时间。 在 60

 

s 的时间内,小鼠找到平台,则停止计时,时间记录

为逃避潜伏期。 超过 60
 

s,则记为 60
 

s。 第 6 天为

空间探索实验,去掉台子,将台子对面象限作为小

鼠的落水点,实验系统记录 60
 

s 内小鼠穿过原来台

子位置的次数及台子所在象限停留的时间。 采用

Smart
 

3. 0 软件进行小鼠在水迷宫中的定位和追踪。
Y 迷宫实验共做 1

 

d,需保证外周环境安静,无
干扰。 Y 迷宫是由 3 个大小相同的臂组成,三个臂

可标记为①、②、③,放入小鼠时,将小鼠放在 3 个臂

的交汇处(每次实验结束后,都需用 75%的酒精擦

拭,防止异味残留,干扰实验)。 小鼠在 Y 迷宫里所

用时间为 5
 

min,实验系统记录小鼠进臂顺序及进

臂次数。 根据小鼠的进臂次数及准确的进臂顺序,
计算出小鼠的自发交替率(自发交替率(%) = [(自

发交替次数) / (总进臂次数-2)] ×100%)。
旷场实验共做 3

 

d,每天 1 次。 在每天的固定时

间里,依次将小鼠放在立体方格的中心区域,开始

追踪(每次实验结束后,都需用 75%的酒精进行擦

拭,防止异味残留,影响实验)。 在外周环境安静,
无干扰的实验条件下,小鼠在旷场里所用时间为

5
 

min,实验系统记录小鼠的理毛次数、运动总距离、
中心区域停留的时间。
1. 3. 3　 Western

 

blot 实验
 

　 　 行为学实验结束后每组随机挑选 3 只小鼠断头

处理,取新鲜海马组织,加入裂解液,在低温高速离

心机里离心,得到组织上清液,测定上清液的浓度;
加入 5×buffer,高温 10

 

min,使组织蛋白变性;配置

凝胶,加入计算好的样;电泳、转膜,使蛋白转移到

PVDF 膜上,5%脱脂牛奶里封闭 2
 

h;一抗封闭过

夜,TBST 清洗一抗多次,二抗孵育 2
 

h,TBST 清洗二

抗多次,加入显影液,使用显影仪对条带进行显影。
使用 Image

 

J 对条带进行分析,评估条带的统计

学意义。
1. 3. 4　 免疫荧光实验

　 　 从各组小鼠里每组随机挑选 4 只小鼠,对小鼠

腹腔注射 1%戊巴比妥钠溶液进行麻醉,取小鼠全

脑,放到体积分数为 4%甲醛固定液试管里;将脑组

织换到蔗糖溶液里,直至脑组织沉入底部;将脑组

织,加入包埋剂,冷凝后,进行切片处理;取脑片进

行清洗,封闭液进行封闭;一抗孵育过夜,PBS 清洗

多次,二抗孵育 1. 5
 

h,PBS 清洗多次;加入 DAPI,
PBS 清洗多次;取出脑片,进行贴片,加入淬灭剂封

片,避光风干处理;显微镜拍片、观察。 图片荧光强

度分析用 Image
 

J 软件。
1. 3. 5　 透射电镜观察小鼠海马区线粒体的形态结

构的变化
 

　 　 从各组小鼠里每组随机挑选 3 只小鼠,处死后

迅速取海马组织,置于体积分数为 1%锇酸里固定

2
 

h,组织酒精梯度脱水处理,组织丙酮脱水处理,环
氧树脂对组织进行包埋,再烘箱聚合,干燥过夜,利
用超薄切片机对组织进行切片。 每组随机抽取海

马组织样本,透射电镜下观察线粒体的健康程度及

自噬小体的数量。 30
 

000 倍数视野下每组随机选取

5 ~ 8 个视野,计算正常线粒体与损毁线粒体的数量

及自噬小体的数量。
1. 4　 统计学方法　
　 　 本实验所获数据均采用 GraphPad

 

Prism
 

9. 0 统

计学软件进行统计分析,并以平均数±标准差( 􀭰x±s)
进行表示,Morris 水迷宫实验的各组小鼠逃避潜伏

期的比较,采用双因素方差进行分析,其余各组之

间的比较采用单因素方差进行分析,并以 P< 0. 05
表示各组之间差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 六味地黄丸可以提高老龄小鼠学习记忆能力、
提高运动能力、降低焦虑

2. 1. 1　 水迷宫实验

　 　 与正常组相比,模型组在实验第 4、5 天小鼠逃
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避潜伏期缩短(P<0. 01、P<0. 05),穿越目标的次鼠

减少(P< 0. 01),在目标象限停留的时间减少(P<
0. 05),具有统计学意义;高剂量组与模型组比较,
水迷宫实验的第 4、5 天小鼠逃避潜伏期缩短(P<
0. 01、P<0. 05),穿越目标的次数增多(P<0. 01),目
标象限停留的时间延长(P<0. 001),具有统计学意

义;多奈哌齐组与模型组比较,水迷宫实验的第 4、5
天小鼠逃避潜伏期缩短(P<0. 01、P<0. 05),穿越目

标的次数增多(P<0. 05),目标象限停留的时间延长

(P<0. 01),具有统计学意义。 表明六味地黄丸可以

改善小鼠的空间学习记忆能力(图 1)。

注:A:六味地黄丸和多奈哌齐对各组小鼠 MWM 的逃避潜伏期影响;B:六味地黄丸和多奈哌齐对各组小鼠穿越目标的次数影响;C:六

味地黄丸和多奈哌齐对各组小鼠在目标象限停留的时间影响;D:各组小鼠水迷宫轨迹图。 与正常组比较,# P< 0. 05,## P< 0. 01,### P<

0. 001;与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 1　 六味地黄丸对小鼠学习记忆能力的影响(n= 10)
Note.
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liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

the
 

escape
 

latency
 

of
 

MWM
 

in
 

mice
 

of
 

each
 

group.
 

B,
 

Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

the
 

times
 

of
 

crossing
 

targets
 

in
 

mice
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each
 

group.
 

C,
 

Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

the
 

time
 

of
 

mice
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the
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quadrant
 

in
 

each
 

group.
 

D,
 

Water
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trajectories
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group. Compared
 

with
  

control
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001.
 

Compared
 

with
  

model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

on
 

learning
 

and
 

memory
 

ability
 

of
 

mice

2. 1. 2　 Y 迷宫实验

　 　 与正常组相比,模型组的自发交替率下降(P<
0. 01),具有统计学意义;与模型组相比,中剂量组、
多奈哌齐组自发交替率增加(P<0. 01、P<0. 05),具
有统计学意义;各给药组进臂总次数无统计学意义

(P>0. 05)。 表明六味地黄丸能够改善小鼠的空间

工作记忆能力(图 2)。
2. 1. 3　 旷场实验

　 　 与模型组比较,低、中、高剂量组、多奈哌齐组

理毛次数增多 ( P < 0. 05、 P < 0. 01、 P < 0. 05、 P <
0. 01),具有统计学意义;低、中、高剂量组、多奈哌

齐组的移动总距离增加 ( P < 0. 01、 P < 0. 01、 P <

0. 001、P<0. 001),具有统计学意义;中、高剂量组、
多奈哌齐组中心区域停留的时间延长(P<0. 05、P<
0. 01、P<0. 001),具有统计学意义。 表明六味地黄

丸可以改善小鼠的运动能力和降低焦虑(图 3)。
2. 2　 六味地黄丸降低老龄小鼠海马组织炎症因子

的表达　
　 　 免疫荧光结果显示,与正常组相比,模型组

GFAP、TNF-α 平均荧光强度增加 ( P < 0. 01、 P <
0. 05),具有统计学意义;低、中、高剂量组、多奈哌

齐组与模型组比较 GFAP (P < 0. 05、P < 0. 05、P <
0. 001、P<0. 05),TNF-α(P<0. 05、P<0. 05、P<0. 05、
P < 0. 01 ) 的表达量均降低, 具有统计学意义;
Western

 

blot 结果显示,低、中、高剂量组、多奈哌齐

组与模型组比较,TNF-α 的表达量均降低(P<0. 01、
P<0. 01、P<0. 001、P<0. 001),具有统计学意义。 结

果表明六味地黄丸可以降低小鼠海马区炎症因子

的表达(图 4)。
2. 3　 六味地黄丸可以增加自噬小体的数量及提高

线粒体自噬的能力

　 　 透射电子显微镜下观察各组自噬小体的数量,
结果发现,与正常组相比,模型组自噬小体数量较

少(P<0. 05),具有统计学意义;与模型组相比,高剂

量组、多奈哌齐组的自噬小体的数量增加较多(P<
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注:A:六味地黄丸和多奈哌齐对小鼠自发交替率的影响;B:六味地黄丸和多奈哌齐对小鼠进臂总次数的影响;C:各组小鼠的 Y 迷

宫轨迹图。 与正常组比较,##P<0. 01;与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 六味地黄丸对小鼠空间工作记忆能力的影响(n= 10)
Note.

 

A,
 

Effect
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

spontaneous
 

alternation
 

rate
 

in
 

mice.
 

B,
 

Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

the
 

total
 

number
 

of
 

arm
 

entries
 

in
 

mice.
 

C,
 

Y
 

maze
 

trajectory
 

of
 

each
 

group
 

of
 

mice. Compared
 

with
  

control
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
  

model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

on
 

spatial
 

working
 

memory
 

in
 

mice

注:A:六味地黄丸和多奈哌齐对小鼠理毛次数的影响;B:六味地黄丸和多奈哌齐对小鼠运动总距离的影响;C:六味地黄丸和多奈

哌齐对小鼠在中心区域停留时间的影响;D:各组小鼠的旷场轨迹图。 与正常组比较,##P<0. 01,###P<0. 001;与模型组比较,∗P<

0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 3　 六味地黄丸对小鼠运动能力及焦虑的影响(n= 10)
Note.

 

A,
 

Effect
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

the
 

times
 

of
 

hair
 

dressing
 

in
 

mice.
 

B,
 

Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

the
 

total
 

distance
 

of
 

exercise
 

in
 

mice.
 

C,
 

Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

and
 

donepezil
 

on
 

the
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

central
 

region
 

of
 

mice.
 

D,
 

Open
 

field
 

trajectory
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group. Compared
 

with
  

control
 

group,## P < 0. 01,
 ### P < 0. 001.

 

Compared
 

with
  

model
 

group,∗ P <

0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

on
 

exercise
 

ability
 

and
 

anxiety
 

in
 

mice

0. 05),具有统计学意义;Western
 

blot 结果显示,与
正常组相比,模型组 PINK1、PARKIN、ATG3、ATG7、
LC3B 表达下降(P<0. 001、P< 0. 001、P< 0. 001、P<
0. 001、P<0. 001),P62 表达升高(P<0. 05),具有统

计学意义;与模型组相比,PINK1 低、中、高剂量组、
多奈哌齐组表达升高(P<0. 01、P<0. 001、P<0. 01、
P<0. 05),具有统计学意义;PARKIN 高剂量组、多
奈哌齐组表达升高(P<0. 05、P<0. 01),具有统计学
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注:A:GFAP 与 TNF-α 免疫荧光共定位表达,绿色荧光为 GFAP 阳性表达,红色荧光为 TNF-α 阳性表达,蓝色荧光为 DAPI 阳性表达;B:各
组小鼠海马区 GFAP 的荧光强度;C:各组小鼠海马区 TNF-α 的荧光强度;D:各组小鼠海马区 TNF-α 蛋白表达情况;E:TNF-α / β-actin 相对

蛋白表达量统计图。 与正常组比较,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001;与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 六味地黄丸对老龄小鼠海马组织炎症因子表达的影响(n= 4)
Note.

 

A,
 

GFAP
 

and
 

TNF-α
 

colocalization
 

expression
 

of
 

immunofluorescence,
 

green
 

fluorescence
 

is
 

GFAP
 

positive
 

expression,
 

red
 

fluorescence
 

is
 

TNF-α
 

positive
 

expression,
 

blue
 

fluorescence
 

was
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positive
 

expression.
 

B,
 

Fluorescence
 

intensity
 

of
 

GFAP
 

in
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

C,
 

TNF-α
 

in
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

fluorescence
 

intensity.
 

D,
 

TNF-α
 

in
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

protein
 

expression.
 

E,
 

TNF-α / β-actin
 

statistic
 

diagram
 

of
 

relative
 

protein
 

expression. Compared
 

with
  

control
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001.
 

Compared
 

with
  

model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

hippocampus
 

of
 

aged
 

mice

意义;ATG3 高剂量组、多奈哌齐组表达升高(P <
0. 001、P<0. 001),具有统计学意义;ATG7 中、高剂

量组、多奈哌齐组表达升高(P< 0. 05、P< 0. 05、P<
0. 05),具有统计学意义;P62 低、中、高剂量组、多奈

哌齐组表达升高(P< 0. 001、P< 0. 001、P< 0. 05、P<
0. 001),具有统计学意义;LC3B 低、中、高剂量组、
多奈哌齐组表达升高(P<0. 001、P<0. 05、P<0. 05、
P<0. 05),具有统计学意义。 结果表明六味地黄丸

可以增加自噬小体的数量,并且可以提高线粒体自

噬(图 5)。

2. 4　 六味地黄丸可以减轻老龄小鼠海马组织线粒

体损伤、提高线粒体融合分裂能力

　 　 电镜下观察线粒体的损伤状况,结果发现:与
正常组相比,模型组受损伤的线粒体数量较多(P<
0. 05),具有统计学意义;与模型组相比,低、中、高
剂量组和多奈哌齐组的线粒体健康程度较好,受损

伤的线粒体少 ( P < 0. 05、 P < 0. 05、 P < 0. 001、 P <
0. 01),具有统计学意义;Western

 

blot 检测线粒体融

合分裂蛋白的表达,实验结果显示,与正常组相比,
模型组 MFN2、OPA1 表达下降(P<0. 001、P<0. 01),
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DRP1 表达升高(P<0. 05),具有统计学意义;与模

注:A:透射电子显微镜下各组小鼠海马组织中的自噬小体(蓝色箭头所指为自噬小体);B:自噬小体的量化统计;C:线粒体自噬相关蛋

白的条带;D:线粒体自噬相关蛋白的统计分析。 与正常组比较,# P< 0. 05,### P< 0. 001;与模型组比较,∗ P< 0. 05,∗∗ P < 0. 01,∗∗∗ P
<0. 001。

图 5　 六味地黄丸对老龄小鼠海马组织自噬小体的数量及线粒体自噬相关蛋白表达的影响(n= 3)
Note.
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arrows
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B,
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C,
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proteins.
 

D,
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Compared
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Figure
 

5　 Effects
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in
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and
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autophagy-related
 

proteins
 

in
 

aged
 

mice

型组相比,低、中、高剂量组、多奈哌齐组的 MFN2 表

达升高(P<0. 01、P<0. 01、P<0. 01、P<0. 01),具有

统计学意义;低、中、高剂量组、多奈哌齐组的 OPA1
表达升高(P<0. 05、P<0. 01、P<0. 001、P<0. 05),具
有统计学意义;与模型组相比,低、中、高剂量组、多
奈哌齐组的 DRP1 表达降低(P<0. 001、P<0. 05、P<
0. 001、P<0. 001),具有统计学意义。 结果表明六味

地黄丸可以减轻线粒体损伤,显著提高线粒体的融

合分裂能力(图 6)。
2. 5　 六味地黄丸可以提高老龄小鼠海马组织线粒

体生物发生的能力

　 　 Western
 

blot 检测结果如图 7 所示,与正常组相

比,模型组 TFAM、PGC-1α 表达下降(P< 0. 01、P<
0. 05),具有统计学意义;与模型组相比,低、高剂量

组、多奈哌齐组的 TFAM 表达升高 (P < 0. 01、P <
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0. 05、P<0. 05),具有统计学意义;低、中、高剂量组、
多奈哌齐组的 PGC-1α 表达升高(P<0. 05、P<0. 05、

P<0. 001、P< 0. 01),具有统计学意义。 结果表明,
六味地黄丸可以显著提高线粒体的生物发生能力。

注:A:透射电子显微镜下各组的线粒体的形态(红色箭头所指为受损线粒体,蓝色箭头所指为健康线粒体);B:各组小鼠受损伤线粒体

的量化统计;C:线粒体融合分裂相关蛋白的条带;D:线粒体融合分裂相关蛋白的量化统计。 与正常组比较,#P<0. 05,###P<0. 001;与模

型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 六味地黄丸对老龄小鼠海马组织线粒体形态及融合分裂相关蛋白表达的影响(n= 3)
Note.
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in
 

each
 

group
 

under
 

transmission
 

electron
 

microscopy(The
 

red
 

arrow
 

point
 

to
 

damaged
 

mitochondria,
 

and
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blue
 

arrow
 

point
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B,
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in
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

C,
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mitochondrial
 

fusion
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proteins.
 

D,
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and
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proteins.
  

Compared
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control
 

group,
#P<0. 05,###P<0. 001.

 

Compared
 

with
  

model
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Figure
 

6　 Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

on
 

mitochondrial
 

morphology
 

and
 

fusion
 

division-related
 

protein
 

expression
 

in
 

hippocampal
 

tissues
 

of
 

aged
 

mice

注:A:线粒体生物发生相关蛋白的条带;B:线粒体生物发生相关蛋白的量化统计。 与正常组比较,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组比

较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 7　 六味地黄丸对老龄小鼠海马组织线粒体生物发生相关蛋白表达的影响(n= 3)
Note.

 

A,
 

Bands
 

of
 

mitochondrial
 

biogenesis-related
 

proteins.
 

B,
 

Quantitative
 

statistics
 

of
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biogenesis-related
 

proteins.
 

Compared
 

with
  

control
 

group,
 #P<0. 05,##P<0. 01.

 

Compared
 

with
  

model
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

7　 Effects
 

of
 

liuwei
 

dihuangwan
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

mitochondrial
 

biogenesis-related
 

proteins
 

in
 

hippocampal
 

tissues
 

of
 

aged
 

mice
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3　 讨论

　 　 脑衰老是机体大环境和脑局部微环境的改变,
导致脑组织、生理功能发生不可逆的退行性改变,
表现为学习记忆和运动功能减退、脑萎缩等[7] 。 随

着人体的脑衰老,病理改变以海马神经元线粒体丰

度下降,线粒体损伤增多,导致能量生成减少,氧化

应激水平为主要表现[8] 。 此外,损伤的线粒体会导

致促凋亡因子及炎症因子的表达升高,影响衰老脑

的认知功能[9] 。 在目前对脑衰老的研究中,发现减

轻线粒体的损伤,改善线粒体质量控制系统,可以

在一定程度上缓解脑衰老的进程[10] 。
脑衰老在传统中医医学文化里,是由多种因素

造成的,诸如:肾精不足致衰、脾胃虚弱致衰、阴阳

失调致衰、津液不足致衰、痰浊血瘀致衰等理论,其
中“肾衰” 是导致人体脑衰老的最为认可的因

素[11] 。 《医学正传》曰:肾气盛则延寿,肾气衰则寿

夭。 可知,在古时候,中医就意识到肾在人体衰老

过程中扮演着重要角色。 人体步入老年,脏腑亏

虚,气血不足,先天之精耗损严重,肾精不得则上冲

于脑,则脑失所养,故肝脾肾虚则脑髓无以化生,从
而引发脑衰老。 六味地黄丸是传统中医药里面的

一味经典名方,具有补肝肾、益精血,强筋骨的作

用,可以有效地“补肾” [12] 。 现代药理学研究表明,
六味地黄丸具有免疫调节、抗衰老、抗氧化、改善肾

功能、保护神经等现代药理作用[13-14] 。 本实验通过

选择六味地黄丸干预老龄小鼠,观察六味地黄丸对

老龄小鼠认知功能的影响、小鼠海马区神经炎症和

线粒体质量控制系统的影响,探究其中多靶点、多
途径的治疗逻辑与可能存在的分子生物学联系。

本实验首先通过行为学实验证实六味地黄丸

能够改善自然衰老小鼠的空间学习记忆能力。 实

验结果表明六味地黄丸各治疗组小鼠的空间学习

记忆能力明显优于模型组小鼠的空间学习记忆能

力。 此外,通过旷场实发现六味地黄丸也能够明显

改善老龄小鼠的运动能力和焦虑情绪。 有研究表

明传统中医补肾填精药方可以改善衰老引起的认

知功能障碍和提高学习记忆能力[15] 。 随后,我们进

一步探讨六味地黄丸对认知能力改善的生物学

机制。
在脑衰老的过程中,会有大量的炎症因子产

生,伴随着炎症因子的积聚和星形胶质细胞的大量

激活、积聚,又会加速脑衰老[16-17] 。 研究表明星形

胶质细胞在生理状态下可以分泌一些神经营养因

子和细胞因子,调节神经元功能[18] 。 但同时激活的

星形胶质细胞不仅有神经保护作用,它们也破坏神

经细胞并促进多种神经退行性疾病的发生[19] 。 这

表明星形胶质细胞在调控脑部的神经炎症方面,发
挥着重要作用。 伴随着脑部星形胶质细胞的大量

激活,大量的炎症因子也会被释放出来,脑部促炎

因子的释放,会进一步对神经元细胞造成损害。 本

实验通过检测炎症因子 TNF-α 在老龄小鼠海马区

的表达以及星形胶质细胞的激活状态发现,经过六

味地黄丸干预后,炎症因子 TNF-α 的表达量降低,
星形胶质细胞激活减少,从而表明六味地黄丸可以

缓解脑内神经炎症的失衡和脑内神经炎症对神经

系统的损坏。
线粒体质量控制系统是生物维持机体线粒体

稳态的重要机制,其主要包括线粒体融合分裂、线
粒体自噬和线粒体生物发生三个方面[20] 。 线粒体

生物发生与线粒体自噬可以促进线粒体的生成与

分解,线粒体融合分裂可以修复受损的线粒体,三
者共同维持线粒体数量和质量的稳定[21] 。 线粒体

质量控制系统受到破坏,一方面表现为线粒体的形

态、结构、数量、功能发生改变[22] ;另一方面表现为

抗氧化能力、炎症反应、自噬障碍、磷酸化修饰等病

理发生过程[23] 。 有研究表明,年龄与线粒体质量控

制系统破坏密切相关,老年脑海马组织神经元线粒

体丰度下降,线粒体损伤增多,导致能量生成减少,
氧化应激水平上升[24] 。 此外,损伤的线粒体也会导

致促凋亡因子及炎症因子的表达升高,损伤脑的认

知功能[25] 。
线粒体的融合分裂是在多种蛋白质的精确配

合下协同进行的,过程高度保守,融合与分裂之间

保持动态平衡,这种动态平衡对于线粒体维持自身

的形态、功能和分布很重要[26] 。 线粒体的融合主要

包含两个步骤,即由 MFN 介导的外膜融合和由

OPA1 介导的内膜融合。 相邻的两个线粒体实现外

膜和内膜的融合,从而变成一个呈纤维状延伸和网

络状结构的线粒体[27] 。 DRP1 是目前发现的唯一

的线粒体分裂蛋白, 多数的线粒体分裂都需要

DRP1 蛋白的参与,DRP1 可以通过不同的方式被激

活来驱动线粒体分裂。 实验结果显示六味地黄丸

提高了线粒体融合蛋白 MFN2、OPA1 的表达,降低

了 DRP1 的表达[28] 。 提示六味地黄丸可能通过改

善线粒体融合分裂的能力,保护神经元,抗脑衰老。
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自噬即“自己吃自己” 是细胞吞噬自身的错误

折叠蛋白和破损细胞器,并将其包裹进囊泡,与溶

酶体结合,形成自噬溶酶体,降解其吞噬的内容物,
以此满足能量代谢的需求和细胞器的更新[29] 。 线

粒体自噬是自噬的一种,是线粒体质量控制系统的

重要组成部分,是由 PINK1-PARKIN 介导的清除细

胞内损伤细胞器或者多余细胞的过程[30] 。 PINK1
是受损线粒体的分子传感器,是线粒体自噬的“启

动子”, 可以触发线粒体自噬的起始信号, 并将

PARKIN 募集至线粒体。 PARKIN 是线粒体自噬信

号的“增强子”,可以将线粒体外膜上的线粒体蛋白

MFN1、MFN2、VDAC1 泛素化,并进一步扩大自噬信

号。 线粒体外膜上的蛋白泛素化后,线粒体外膜会

积聚大量包括 P62 在内的受体蛋白,LC3B 蛋白与

泛素化的受损线粒体结合,自噬小体与溶酶体结

合,受损线粒体被降解[31] 。 我们的实验结果显示六

味地黄丸可以提高 PINK1、PARKIN、ATG3、ATG7、
LC3B 线粒体自噬蛋白的表达,降低 P62 的表达。
自噬小体可以直观地表达一个细胞的自噬水平,是
衡量细胞自噬能力的有效标准。 在透射电子显微

镜的观察下发现,与模型组相比,低、中、高剂量组

自噬小体的数量均多于模型组,这说明六味地黄丸

可以提高细胞内的自噬小体的数量。 以上实验结

果表明六味地黄丸可能通过 PINK1-PARKIN 信号

通路,影响相关线粒体自噬蛋白的表达,提高神经

元细胞的线粒体自噬水平,保护神经元,抗脑衰老。
线粒体生物发生是指线粒体前体的生长和分

化,是为满足能量供应而刺激新的线粒体产生,增
加细胞线粒体质量和数量的过程[32] 。 新生的线粒

体在细胞内运转一段时间后,其功能会有不同程度

的下降,两个甚至多个线粒体发生融合的时候,会
共享线粒体内部的资源,维持线粒体正常运转的同

时极大地节省了资源[33] 。 融合的线粒体如果线粒

体功能出现故障,线粒体会开始分裂,不能用的线

粒体会被分裂出去,还能继续用的线粒体继续融

合,不能用的线粒体会被自噬等途径分解成氨基酸

重新利用[34] 。 线粒体融合分裂与线粒体自噬都是

为了让线粒体更好地执行其的任务:线粒体生物发

生。 PGC-1α 是目前被认为最重要的线粒体生物合

成调节因子,是维持神经元存活和突触传递的关键

因素[35] 。 TFAM 是一种核编码因子,可转运到线粒

体,与线粒体 DNA 的 D 环结合,激活其复制和转

录[36] 。 TFAM 是由 PGC-1α 通过与 NRFs 共活化而

调控的[37] 。 以上研究表明 PGC-1α 和 TFAM 在线

粒体生物发生过程中发挥了重要作用。 Western
 

blot
实验结果显示:六味地黄丸各剂量组可以提高 PGC-
1α 和 TFAM 的表达,提示六味地黄丸可能通过改善

线粒体生物发生抗脑衰老。
综合以上实验结果,本实验通过六味地黄丸干

预老龄小鼠,探究六味地黄丸对老龄小鼠脑老化诱

发的神经退行性病变的保护作用。 证明了六味地

黄丸可以减轻老龄小鼠海马区的神经炎症,调节线

粒体的质量控制系统,进而改善老龄小鼠的学习记

忆能力,从而为六味地黄丸应用于衰老引起的神经

退行性疾病的治疗提供理论和实验依据。
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