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基于 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路探讨同仁牛黄清心丸治疗轻度认知障碍
大鼠作用机制  

陈  霞，刘  丹，张思玉，朱晓光，李晋生，王帅强，徐  意*，杜莹洁* 

北京同仁堂股份有限公司科学研究所，北京  100079 

摘  要：目的  基于 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Keap1）/核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）/抗氧化反应元件（ARE）信号

通路，探讨同仁牛黄清心丸治疗轻度认知障碍（MCI）大鼠的作用及潜在机制。方法  采用 D-半乳糖联合亚硝酸钠（NaNO₂）

ip 构建 MCI 大鼠模型。将 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、吡拉西坦组（阳性药，0.48 g·kg⁻¹）及同仁牛黄清心丸高、中、

低剂量组（2.4、1.2、0.6 g·kg⁻¹），每组 10 只。除对照组 ip 等量 0.9%氯化钠溶液外，其余各组均每日 ip D-半乳糖 120 mg·kg⁻¹

与 NaNO₂ 90 mg·kg⁻¹，连续 40 d 完成造模。自造模第 11 天起，各给药组 ig 给予对应药物，连续干预 30 d；对照组与模型组

则 ig 等体积纯化水。药物干预结束后，通过 Morris 水迷宫检测大鼠认知能力；苏木素-伊红（HE）染色观察大脑海马组织病

理变化；免疫组化法检测脑组织中 β-淀粉样蛋白（Aβ）表达；ELISA 法检测脑脊液中神经丝蛋白（AD7c-NTP）及脑组织中

乙酰胆碱酯酶（AChE）、乙酰胆碱转移酶（ChAT）、丙二醛（MDA）水平；WST-1 法检测脑组织中超氧化物歧化酶（SOD）

活性；Western blotting 法检测脑组织中 Keap1、Nrf2、NADPH 氧化还原酶 1（NQO1）、血红素加氧酶 1（HO-1）、过氧化物

酶 6（PRDX6）和谷胱甘肽过氧化物酶 1（GSH-Px1）蛋白表达。结果  与模型组相比，同仁牛黄清心丸各剂量组大鼠在测

试象限的游泳路径长度百分比显著提高（P＜0.05、0.01），低剂量组测试象限游泳时间百分比显著提高（P＜0.01）；大脑皮

质及海马区神经元减少、变性坏死等病理损伤明显改善；脑脊液中 AD7c-NTP 水平显著降低（P＜0.05、0.01），脑组织中 Aβ

表达显著降低（P＜0.01）；脑组织中 ChAT 含量显著升高、AChE 含量显著降低（P＜0.01），SOD 活性显著升高、MDA 含量

显著降低（P＜0.01）；中、低剂量组脑组织中 Keap1 蛋白表达显著降低（P＜0.05），高、中剂量组 Nrf2 蛋白表达显著升高

（P＜0.01）；各剂量组 NQO1、HO-1、GSH-Px1 蛋白表达显著升高（P＜0.05、0.01），中、低剂量组 PRDX6 蛋白表达显著升

高（P＜0.05、0.01）。结论  同仁牛黄清心丸可不同程度改善 MCI 大鼠认知功能，发挥神经保护作用，其核心机制可能在于

调控 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路活化，抑制氧化应激损伤。 
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Exploring mechanism of Tongren Niuhuang Qingxin Pills in treating mild 

cognitive impairment in rats based on Keap1/Nrf2/ARE signaling pathway 
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Science Research Institute of Beijing Tong Ren Tang Co., Ltd., Beijing 100079, China 

Abstract: Objective  To Explore the mechanism of Tongren Niuhuang Qingxin Pills in treating mild cognitive impairment based on 

the the Kelch-like epoxychloropropane-related protein 1 (Keap1)/nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2)/antioxidant response element 

(ARE) signaling pathway. Methods  The MCI rat model was established by ip injection of D-galactose combined with sodium nitrite 

(NaNO₂). SD rats were randomly divided into the control group, the model group, the piracetam group (positive drug, 0.48 g·kg⁻¹), 

and the high-, medium-, and low-dose groups of Tongren Niuhuang Qingxin Pills (2.4, 1.2, and 0.6 g·kg⁻¹), with 10 rats in each group. 

Except for the control group which was intraperitoneally injected with an equal volume of 0.9% sodium chloride solution, the other 

groups were intraperitoneally injected with 120 mg·kg⁻¹ D-galactose and 90 mg·kg⁻¹ NaNO₂ daily for 40 days to complete the 
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modeling. From the 11th day of modeling, the drug administration groups were ig administered the corresponding drugs for 30 

consecutive days; the control group and the model group were ig administered the same volume of purified water. After the drug 

intervention, the cognitive ability of the rats was detected by the Morris water maze; the pathological changes of the hippocampus were 

observed by hematoxylin-eosin (HE) staining; the expression of β-amyloid protein (Aβ) in brain tissue was detected by 

immunohistochemistry; the levels of neurofilament protein (AD7c-NTP) in cerebrospinal fluid and acetylcholinesterase (AChE), 

choline acetyltransferase (ChAT), and malondialdehyde (MDA) in brain tissue were detected by ELISA; the activity of superoxide 

dismutase (SOD) in brain tissue was detected by the WST-1 method; and the protein expressions of Keap1, Nrf2, NADPH 

oxidoreductase 1(NQO1), heme oxygenase 1(HO-1), peroxiredoxin 6 (PRDX6), and glutathione peroxidase 1 (GSH-Px1) in brain 

tissue were detected by western blotting. Results  Compared with the model group, the swimming path length percentage of rats in 

each dose group of Tongren Niuhuang Qingxin Pills in the test quadrant was significantly increased (P < 0.05, 0.01), and the swimming 

time percentage in the test quadrant of the low-dose group was significantly increased (P < 0.01); the pathological damages such as 

reduction and degeneration of neurons in the cerebral cortex and hippocampus were significantly improved; the level of AD7c-NTP in 

cerebrospinal fluid was significantly decreased (P < 0.05, 0.01), and the expression of Aβ in brain tissue was significantly reduced (P < 

0.01); the content of ChAT in brain tissue was significantly increased, and the content of AChE was significantly decreased (P < 0.01), 

the activity of SOD was significantly increased, and the content of MDA was significantly decreased (P < 0.01); the expression of 

Keap1 protein in brain tissue of the medium and low-dose groups was significantly decreased (P < 0.05), and the expression of Nrf2 

protein in the high and medium-dose groups was significantly increased (P < 0.01); the expression of NQO1, HO-1, and GSH-Px1 

proteins was significantly increased (P < 0.05, 0.01) in each dose group, and the expression of PRDX6 protein was significantly 

increased (P < 0.05, 0.01) in the medium and low-dose groups. Conclusion  Tongren Niuhuang Qingxin Pills can improve the 

cognitive function of MCI rats to varying degrees and exert neuroprotective effects. The underlying mechanism may lie in regulating 

the activation of the Keap1/Nrf2/ARE signaling pathway, inhibiting oxidative stress damage. 

Key words：Tongren Niuhuang Qingxin Pills; mild cognitive impairment; oxidative stress; Keap1/Nrf2/ARE signaling pathway; 

neuroprotective effects 

 

随着我国人口老龄化进程的加快，阿尔茨海默

病的发病率呈快速增长趋势，已成为严重威胁老年

人健康的公共卫生问题，同时也是导致老年人失

能、生活依赖他人的主要原因之一[1]。鉴于中晚期

阿尔茨海默病治疗效果有限，其防治研究已逐步转

向早期诊断与干预，这已成为应对社会人口老龄化

挑战的重要需求。 

轻度认知障碍（MCI）是介于正常衰老与痴呆

之间的临床前过渡阶段，以轻度认知功能下降但未

达到痴呆诊断标准为特征。目前美国国家老龄化研

究所-阿尔茨海默病协会（NIA-AA）已将 MCI 明确

界定为阿尔茨海默病的前驱阶段[2]。因此，加强对

阿尔茨海默病前驱症状（即 MCI）的早期识别、诊

断与干预研究，对延缓 MCI 向阿尔茨海默病的转化

进程、降低阿尔茨海默病整体发生率具有重要的临

床与社会意义。氧化应激是 MCI 发病的关键驱动因

素[3]，在其疾病发生发展中发挥核心作用，因此针

对 MCI 的抗氧化治疗策略也备受关注。已有研究证

实，Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Keap1）/核因

子 E2 相关因子 2（Nrf2）/抗氧化反应元件（ARE）

信号通路是机体调节氧化应激的核心通路[4-5]，同时

也被广泛视为神经退行性疾病的潜在药物干预靶

点[6]。例如，Nrf2 基因敲除小鼠的神经元内氧化损

伤标志物显著升高，线粒体功能异常受损，且伴随

明显的认知功能障碍[7]；在 APP/PS1 转基因阿尔茨

海默病模型小鼠中，Nrf2/ARE 通路下游效应蛋白的

表达水平也显著降低 [8] 。这些研究均提示，

Keap1/Nrf2/ARE 信号通路在认知功能障碍的发病

过程中具有不可忽视的调控作用。 

随着认知功能障碍病情进展，Nrf2 活性呈进行

性下降趋势，这会导致小胶质细胞对氧化应激的敏

感性显著增加，并通过激活核因子（NF）-κB 信号

通路诱导小胶质细胞向促炎表型极化。而促炎表型

小胶质细胞会进一步释放神经毒性一氧化氮（NO）

及促炎介质，加剧突触损伤、磷酸化 tau 蛋白异常

聚集及神经元丢失；反之，在小胶质细胞中恢复

Nrf2 活性可有效抑制促炎表型小胶质细胞的激活，

并显著阻断脑内 tau 蛋白的异常集聚[9]。此外，激活

Nrf2 相关信号通路还可抑制活性氧（ROS）生成及

丙二醛（MDA）积累，提升线粒体膜电位稳定性，

并减少 β-淀粉样蛋白（Aβ）沉积[10]。因此，直接抑

制 Keap1 与 Nrf2 的相互作用、激活 Nrf2 通路，可
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有效抑制 Aβ 沉积及 tau 蛋白相关病理进程，改善

突触功能，进而延缓甚至阻止 MCI 向阿尔茨海默病

的转化，是潜在的 MCI 干预策略。 

本课题组前期研究已证实，同仁牛黄清心丸可

显著改善血管性 MCI 模型大鼠的学习记忆能力，减

轻脑组织损伤，并能有效降低模型大鼠的氧化应激

水平[11-12]。然而，同仁牛黄清心丸对 MCI 的治疗作

用是否通过调控 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路介导的

氧化应激反应实现，目前尚不清楚。基于此，本研

究采用 D-半乳糖联合亚硝酸钠诱导的 MCI 大鼠模

型，探讨同仁牛黄清心丸是否通过调控 Keap1/ 

Nrf2/ARE信号通路改善MCI大鼠的学习记忆能力，

旨在为同仁牛黄清心丸的临床应用拓展及深入开

发提供参考。 

1  材料 

1.1  动物 

SD 大鼠，SPF 级，雄性，体质量 180～210 g，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司。生产许

可证编号 SYXK（京）2022-0052。实验动物饲养于

SPF 级动物室内，日光灯照明，12 h 明暗周期，自

由饮水、饮食，温度 20～26 ℃，相对湿度 40%～

70%。本实验经北京同仁堂研究院实验动物福利伦

理委员会审批通过，编号 YJY-2024-0729017。 

1.2  药物与试剂 

同仁牛黄清心丸（规格每丸 3 g ，批号

23010805），北京同仁堂股份有限公司同仁堂制药

厂；吡拉西坦片（规格每片 0.4 g，批号 20230712），

华中药业股份有限公司。 

D-半乳糖（批号 G0750），美国 Sigma 公司；亚

硝酸钠（NaNO2，批号 C16353168），山东科源生化

有限公司；ADTC-NTP ELISA 检测试剂盒（货号

ml059112）、乙酰胆碱转移酶（ChAT）ELISA 检测

试剂盒（批号 ml059346）、MDA ELISA 检测试剂盒

（批号 ml077384），上海酶联生物科技有限公司；乙

酰胆碱酯酶（AChE）ELISA 检测试剂盒（批号

Z01025441）：武汉华美生物工程有限公司；SOD 试

剂盒（批号 20250228），南京建成生物工程研究所；

多聚甲醛固定液（批号：24101933），biosharp 公司；

BCA 蛋白质定量试剂盒（批号 092822230414），上

海碧云天生物技术有限公司；RIPA 组织/细胞裂解

液（批号 2024ZOFC1053），北京普利莱基因技术有

限公司；过氧化物酶 6（PRDX6）多克隆抗体（批

号 00124126）、谷胱甘肽过氧化物酶 1（GSH-Px1）

多克隆抗体（批号 00123651）、NADPH 氧化还原酶

1（NQO1）单克隆抗体（批号 10041811），武汉三

鹰生物技术有限公司；血红素加氧酶 1（HO-1）（批

号 43966s）、Nrf2（批号 33649s）、β-actin 抗体（批

号 4970s），美国 Cell Signaling Technology 公司；

Keap1 抗体（批号 XA283BP6860），武汉博士德生

物工程有限公司；IRDye 680RD Goat anti-Mouse 抗

体（批号 D40227-05）、IRDye 680RD Goat anti-Rabbit

抗体（批号 D40109-05），美国 LI-COR 公司。 

1.3  仪器 

Morris 水迷宫，深圳市瑞沃德生命科技有限公

司；Epoch2 酶标仪，美国 BioTek 公司；Odyssey FC

近红外双色激光和化学发光双功能成像系统，美国

LICOR 公司；Bio-Rad 小型垂直电泳转印系统，美

国伯乐公司。 

2  方法 

2.1  造模、分组与给药 

实验动物适应性饲养后，大鼠随机分为对照

组、模型组、吡拉西坦（阳性药，0.48 g·kg−1）组、

和同仁牛黄清心丸高、中、低剂量［（2.4、1.2（临

床等效剂量）、0.6 g·kg−1）］组。参照文献方法[8]，

除对照组 ip 等量 0.9%氯化钠溶液外，其余各组均

每天 ip D-半乳糖 120 mg·kg−1和 NaNO2 90 mg·kg−1，

连续 40 d，构建 MCI 大鼠模型。各给药组在造模第

11 天 ig 给予相应的药物，共给药 30 d，对照组和

模型组给予等体积的纯化水。 

2.2  行为学测试 

ig 给药第 4 周进行 Morris 水迷宫实验。将注满 

25 ℃温水的水迷宫水池均匀分为 4 个象限，于第 1

象限正中放 1 个暗色平台，使其低于水面 2 cm，然

后将大鼠面向第 4 象限池壁放入水中，引导训练其

尽量在 2 min 内找到平台停留 5 s，连续训练 4 d 加

深大鼠记忆，在第 5 天撤去平台，再次将大鼠面向

第 4 象限池壁放入水中，记录并分析其游泳轨迹，

得到 120 s 内大鼠穿越原平台的次数、测试象限内

游泳路径长度百分比和停留时间百分比。 

2.3  脑脊液中神经丝蛋白（AD7c-NTP）含量的测定 

行为学测试结束后，采用异氟烷吸入麻醉大鼠，

将头部固定于脑立体定位仪上，剃除大鼠颈背部毛

发，用 1 mL 注射器从枕骨大孔直接抽取脑脊液，离

心取上清，ELISA 法检测脑脊液中 AD7c-NTP 含量。 

2.4  脑组织病理学检查 

取完脑脊液后，迅速断头取脑，冰上分离脑组
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织，右侧大鼠脑组织在 4%组织细胞固定液中固定

后，逐级酒精脱水、二甲苯透明、浸蜡、石蜡包埋、

切片（厚度 0.4 μm）。切片脱蜡、水化、HE 染色，

梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封固，拍照

采集图像，观察模型大鼠海马病理组织学变化。 

2.5  免疫组化检测脑组织 Aβ 表达 

大鼠脑组织常规切片脱蜡至水后进行抗原修

复、用 BSA 封闭，加入 Aβ 抗体 4 ℃过夜孵育，加

入辣根过氧化物酶标记的二抗 37 ℃孵育 30 min，

进行 DAB 显色、苏木素复染、中性树胶封固。在海

马区选择 4 个不同的视野（×200）进行拍照采集图

像，棕黄色为阳性表达，采用 IPP 软件分析所选阳

性区域的光密度值。 

2.6  脑组织中胆碱能指标和氧化应激指标测定 

左侧大鼠脑组织冻存于−80 ℃冰箱保存备用。测

定前，称适量脑组织，按照 1∶9 比例加入 0.9%氯化

钠注射液制成匀浆，4 ℃下 3 500 r·min−1离心 10 min，

取上清液，BCA 法进行蛋白浓度定量后，按试剂盒说

明书方法检测样本中 AChE（样本按 2 倍稀释，标曲

检测范围：7.8～500.0 pg·mL−1）、ChAT（样本未稀释，

标曲检测范围：12.5～400.0 pg·mL−1）、SOD（样本按

25 倍稀释，标曲检测范围：2～50 U·mL−1）、MDA

（样本未稀释，标曲检测范围：0.15～4.80 nmol·mL−1）

含量。 

2.7  Western blotting 法检测脑组织中 Keap1、

Nrf2、NQO1、HO-1、PRDX6、GSH-Px1 蛋白表达 

取一部分脑组织用 RIPA 组织/细胞裂解液提取

总蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白浓度，将各个样本蛋

白浓度调整一致。10% SDS-PAGE 凝胶分离蛋白质

的样品，然后按电流 250 mA，转膜 45 min，将蛋白

转移到 NC 膜上。脱脂牛奶室温封闭 30 min，洗膜，

随后加入 Keap1（1∶1 000）、Nrf2（1∶500）、NQO1

（1∶500）、HO-1（1∶100）、PRDX6（1∶2 000）、

GSH-Px1（1∶3 000）、β-actin（1∶2 000）一抗，

4 ℃孵育过夜，洗膜后加入带荧光的二抗室温孵

育 1 h，洗膜，运用 Odyssey FC 近红外双色激光

和化学发光双功能成像系统分析图像，检测时以

β-actin 为内参。 

2.8  统计学方法 

运用 SPSS 27.0 软件进行统计分析，实验数据

以 x s 表示。数据先进行方差齐性检验。方差齐选

用 One-Way ANOVA 法进行各组间比较；方差不齐

选用 Kruskal-Wallis H 检验进行组间比较。 

3  结果 

3.1  大鼠行为学测试结果 

与对照组相比，模型组大鼠在测试象限内游泳

路径长度百分比和停留时间百分比以及穿越平台

次数均明显降低（P＜0.05）；模型组大鼠到达平台

潜伏期有所延长，但无显著性差异，由此可见，模

型造成大鼠明显的记忆损伤。与模型组相比，同仁

牛黄清心丸高、中、低剂量组大鼠在测试象限内游

泳的路径长度百分比明显提高（P＜0.05、0.01）；同

仁牛黄清心丸低剂量组大鼠在测试象限内游泳时

间百分比明显提高（P＜0.01），由此可见，同仁牛

黄清心丸对 MCI 模型大鼠的记忆能力有明显的提

高作用。结果见图 1。

 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 1  同仁牛黄清心丸对 MCI 大鼠行为学的影响 ( ±s, n＝10) 

Fig. 1  Effects of Tongren Niuhuang Qingxin Pills on behavior of DCI rats ( ±s, n＝10) 
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3.2  对模型大鼠脑组织病理学改变的影响 

与对照组比较，模型组大脑皮质和海马组织神经

元数目减少，细胞大小不一致、空间排列紊乱、部分

神经元空泡样变性、白质轻度疏松。与模型组比较，

同仁牛黄清心丸各剂量组可以明显缓解模型大鼠大

脑组织病理损伤，主要表现为大鼠大脑皮质及海马神

经元减少情况较模型组明显改善；神经元变性、坏死

减少程度及大脑皮层和海马组织结构与模型组相比

均有改善。提示同仁牛黄清心丸对 MCI 大鼠脑组织

损伤具有一定的保护作用。结果见图 2。 

 

图 2  同仁牛黄清心丸对 MCI 大鼠脑组织海马区病理学形态的影响（×200） 

Fig. 2  Effects of Tongren Niuhuang Qingxin Pills on pathological morphology of hippocampus in MCI rats（×200） 

3.3  各组大鼠脑脊液 AD7c-NTP 含量的测定 

与对照组相比，模型组大鼠脑脊液中 AD7c-

NTP 表达水平明显升高（P＜0.01），说明该模型大

鼠存在神经元或突触功能退化。与模型组相比，同

仁牛黄清心丸高、中、低剂量组大鼠脑脊液中 AD7c-

NTP 表达水平明显降低（P＜0.05、0.01），表明同

仁牛黄清心丸能改善 MCI 引起的神经元或突触功

能退化。结果见图 3。 

3.4  对 MCI 大鼠海马中 Aβ 表达水平的影响 

与对照组相比，模型组大鼠海马组织内存在大

量 Aβ 免疫染色阳性反应产物，染色强度显著增大 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 3  MCI 大鼠脑脊液中 AD7c-NTP 含量 ( ±s, n＝10) 

Fig. 3  Content of AD7c-NTP in cerebrospinal fluid of MCI 

rats ( ±s, n＝10) 

（P＜0.01）。与模型组相比，同仁牛黄清心丸高、中、

低剂量组大鼠海马组织中 Aβ 免疫染色阳性染色强

度明显降低（P＜0.01）。说明同仁牛黄清心丸能抑

制海马内 Aβ 的生成。结果见图 4。 

3.5  各组大鼠脑组织中 ChAT、AChE 含量的测定 

与对照组相比，模型组大鼠脑组织中 AChE 含

量明显增加，ChAT 明显降低（P＜0.01），说明模型

大鼠脑中胆碱能功能受损。与模型组相比，同仁牛

黄清心丸高、中、低剂量组脑组织中 ChAT 含量明

显增加（P＜0.01），AChE 含量明显降低（P＜0.01），

说明同仁牛黄清心丸通过增加 ChAT，减少 AChE

含量从而改善模型大鼠脑中胆碱能功能，而发挥改

善模型大鼠学习记忆能力损伤的作用。结果见图 5。 

3.6  对模型大鼠脑组织中 SOD 活力和 MDA 含量

的影响 

与对照组相比，模型组大鼠脑组织中 SOD 活

力明显降低、MDA 含量明显升高（P＜0.01），说明

该模型大鼠脑组织中存在氧化和抗氧化失衡。与模

型组比较，同仁牛黄清心丸高、中、低剂量组大鼠

脑组织中 SOD 活力明显升高（P＜0.01），MDA 含

量明显降低（P＜0.01），说明同仁牛黄清心丸具有

明显的抗氧化作用，能显著改善 MCI 的氧化损伤。

结果见图 6。 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 4  同仁牛黄清心丸对 MCI 大鼠海马组织中 Aβ 表达水平的影响 (×200 ±s, n＝10) 

Fig. 4  Effects of Tongren Niuhuang Qingxin Pills on expression level of Aβ in brain tissue of MCI rats (×200 ±s, n＝10) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group.

图 5 同仁牛黄清心丸对 MCI 大鼠脑组织中 ChAT 和 AChE 含量的影响 ( ±s, n＝10)

Fig. 5 Effects of Tongren Niuhuang Qingxin Pills on content of ChAT and AChE in brain tissue of MCI rats ( ±s, n＝10)

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group.

图 6 同仁牛黄清心丸对 MCI 大鼠脑组织中 SOD 活力和 MDA 含量的影响 ( ±s, n＝10)

Fig. 6  Effects of Tongren Niuhuang Qingxin Pills on SOD activity and MDA content in brain tissue of MCI rats

( ±s, n＝10)

3.7 Western blotting 法检测 MCI 大鼠脑组织中

Keap1、Nrf2、NQO1、HO-1、PRDX6、GSH-Px1

的蛋白表达

与对照组相比，模型组大鼠脑组织中 Keap1 蛋

白表达水平明显升高（P＜0.05），Nrf2、NQO1、HO-

1、PRDX6、GSH-Px1 蛋白表达水平明显降低（P＜

0.05、0.01），说明模型大鼠脑组织中 Keap1/Nrf2/ 

ARE 信号通路被抑制，促进氧化应激反应的发生。

与模型组比较，同仁牛黄清心丸中、低剂量组大鼠

脑组织中 Keap1 蛋白表达明显降低（P＜0.05）；同
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仁牛黄清心丸高、中剂量组大鼠脑组织中 Nrf2 表达

明显升高（P＜0.01）；同仁牛黄清心丸高、中、低

剂量组大鼠脑组织中 NQO1、HO-1、GSH-Px1 表达

水平明显升高（P＜0.05、0.01）；同仁牛黄清心丸中、

低剂量组大鼠脑组织中 PRDX6 表达水平明显升高

（P＜0.05、0.01）；说明同仁牛黄清心丸可通过激活

Keap1/Nrf2/ARE 信号通路，抑制氧化应激反应而保

护脑组织。见图 7。 

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

#P < 0.05  ##P＜0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 7  同仁牛黄清心丸对模型大鼠脑组织中 Keap1、Nrf2、NQO1、HO-1、PRDX6、GSH-Px1 蛋白表达水平的影响 

( ±s, n＝6) 

Fig. 7  Effect of Tongren Niuhuang Qingxin Pills on protein expression levels of Keap1, Nrf2, NQO1, HO-1, PRDX6 and 

GSH-Px1 in brain tissue of model rats ( ±s, n＝6) 

4  讨论 

中医古籍中并无 MCI 这一现代病名，但对类似

认知减退症状的论述由来已久，如“呆病”“健忘”

“善忘”等。结合 MCI 以轻度认知功能下降为核心

的临床表现，多数医家将其归属于中医“健忘”“善

忘”范畴[13]。在病机认识上，形成了“痰瘀致病”

与“肾精脑髓”两大核心学说[14]：前者认为痰浊、

瘀血阻滞脑络是发病关键，后者强调肾精亏虚、脑

髓失养为根本病机。因此，临床干预多围绕“补肾

益心”“健脾填精”“化痰通脉”“补气活血”“滋补

肾阴”等治则展开，针对性改善 MCI 患者的病理

状态[15]。 

基于中医对 MCI 的认知及治疗思路，同仁牛黄

清心丸作为经典方剂，源自宋代《太平惠民和剂局

方》[16]，具有益气养血、镇静安神、化痰熄风之功

效，其组方精妙，共含当归、川芎、甘草、山药、
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黄芩、白芍、麦冬、白术（麸炒）、六神曲（麸炒）、

蒲黄（炒）、大枣（去核）、阿胶、茯苓、人参、防

风、干姜、柴胡、肉桂、白蔹、桔梗、大豆黄卷、

苦杏仁（炒）、人工牛黄、人工麝香、水牛角浓缩粉、

羚羊角、冰片 27 味药。从方解来看，山药专功健脾

益胃、补中益气，人参、白术、茯苓、甘草（四君

子汤核心）合干姜、大枣、六神曲共奏健脾祛湿、

益气和中之效，为气血生化之源奠定基础；当归、

川芎、白芍（四物汤要义）配麦冬、阿胶可养阴养

血、活血化瘀，改善脑络失养；柴胡、防风祛风清

热，大豆黄卷清热利湿，杏仁、桔梗、白蔹降气开

郁，黄芩、蒲黄清泄邪热，共除体内郁滞之邪；肉

桂以热制热、引火归元，平衡方中寒凉之性，人工

牛黄清心安神、解热镇静、抗惊厥，羚羊角、水牛

角浓缩粉平肝熄风、清热凉血，人工麝香与冰片合

用则辛香走窜、通利诸窍，强化神志调摄作用。整

体而言，该药 “益气养血、化痰通脉、健脾和胃” 的

核心功效与中医治疗 MCI 的核心治则高度契合，且

已有研究证实，其组方中人参（人参皂苷）、黄芩（黄

芩素）、甘草（异甘草素）、六神曲（含青蒿素等）

可激活 Keap1/Nrf2/ARE 通路发挥抗氧化作用，蒲

黄、柴胡、白蔹、桔梗中的槲皮素也能激活该通路

并实现神经保护作用[10]，据此推测其治疗 MCI 的

机制可能与调控该信号通路密切相关。 

为进一步验证同仁牛黄清心丸的干预效果，需

选择贴合 MCI 病理特征的动物模型。氧化应激损伤

是公认的 MCI 核心发病机制之一，大脑因高耗氧、

抗氧化系统薄弱，易受过量活性氧（ROS）损伤，

进而诱导神经元凋亡、引发学习记忆障碍；过量 D-

半乳糖可诱导体内 ROS 异常蓄积，引发神经毒性

与记忆缺陷，且注射后可模拟人类大脑衰老特征，

如神经元变性、线粒体损伤等[17-18]；NaNO2 作为氧

化剂，可诱导高铁血红蛋白形成导致组织缺氧，进

一步引发细胞内 Ca²⁺超载与自由基激增，加剧氧化

应激[19]。因此，D-半乳糖联合 NaNO2 建立的 MCI

模型可稳定呈现胆碱能系统损伤、氧化应激增强等

病理特征，且造模简便、重复性高[20]，本研究遂采

用该方案构建 MCI 大鼠模型，以观察药物干预效果

并探讨机制。 

要明确同仁牛黄清心丸对 MCI 的干预机制，需

先解析 MCI 相关病理指标与氧化应激的关联。

AD7c-NTP 是神经轴突损伤的特异性标志物，神经

元或轴突退行时会释放至脑脊液与血液，可作为认

知障碍进展的评估指标[21]；Aβ 沉积是 MCI 病理的

始发因素，其异常聚集会引发神经元毒性损伤[22]；

乙酰胆碱（Ach）是调控学习记忆的关键神经递质，

其合成依赖 ChAT、水解依赖 AChE，Aβ 可通过损

伤胆碱能神经元导致 ChAT 活性下降、AChE 异常，

最终引发 Ach 减少与认知障碍，且 Aβ 沉积与氧化

应激间存在“相互促进”的恶性循环——Aβ 诱导氧

化应激，氧化应激又加剧 Aβ 聚集与毒性[23-24]。本

研究通过 Morris 水迷宫实验证实，MCI 模型大鼠存

在明显学习记忆损伤，同时伴随脑脊液 AD7c-NTP

升高、脑组织 Aβ 聚集增多、AChE 活性升高、ChAT

活性降低，以及 SOD 活性、MDA 含量异常；而给

予同仁牛黄清心丸后，模型大鼠学习记忆能力显著

改善，大脑皮质及海马区神经元损伤减轻，脑脊液

AD7c-NTP 水平下降，脑组织 Aβ 聚集受抑，ChAT

活性上调、AChE 活性下调，且 SOD 活性升高、

MDA 含量降低，提示该药可通过多靶点干预延缓

MCI 进展，并通过抑制氧化应激实现神经保护。 

从分子机制层面看，Keap1/Nrf2/ARE 通路是

机体核心的抗氧化防御系统，也是维持细胞稳态的

关键途径[25]。静息状态下，Nrf2 被 Keap1 束缚于细

胞质，无法激活；当遭遇氧化应激时，Keap1 对 Nrf2

的抑制减弱，Nrf2 转位至细胞核并结合 ARE，启动

HO-1、NQO1、GSH-Px1、Prxd6 等抗氧化酶与解毒

酶的转录[26-29]。本研究结果显示，同仁牛黄清心丸

可促进 MCI 模型大鼠脑内 Keap1 与 Nrf2 的解离，

激活 ARE 及下游 HO-1、NQO1、GSH-Px1、Prxd6

的表达，最终抑制氧化应激、减轻脑组织损伤。 

本研究结果表明，同仁牛黄清心丸可改善 MCI

大鼠的认知功能，发挥确切的神经保护作用，其机

制核心在于通过调控 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路活

化，增强机体抗氧化能力、抑制氧化应激损伤，这

一发现为该药的临床应用拓展与深入开发提供了

重要理论依据。 
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