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补中益气汤调节 DNA 甲基化酶
影响 SCH母鼠后代脑线粒体功能改善认知能力

陈巍1，2，黄杨玲1，付强1，李晓钰1，武跃华2，马贤德1，高天舒3，贾连群1，王佳1
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　　摘要：目的 研究补中益气汤对亚临床甲状腺功能减退（subclinical hypothyroidism，SCH）母鼠后代脑神经发育的影响
并探讨其可能作用机制，同时比较了不同中药剂量与西药的疗效作用。方法 SD成年雌性大鼠，采用“甲状腺全切 +术
后左甲状腺激素（Leftothyroxine，L -T4）皮下注射 ”建立 SCH模型。随机分为以下 6 组：假手术组、模型组、补中益气汤
低剂量组（4.1 g/kg·d）、补中益气汤中剂量组（8.1 9 g/kg·d）、补中益气汤高剂量组（1 6.38 g/kg·d）、优甲乐组（4.5
μg/kg·d），完成 SCH大鼠模型后与正常的雄鼠合笼交配，交配前 2 周开始给药直至取材。取材为孕 1 3 d（E1 3）胎盘组
织、出生后 7 d（P7）仔鼠脑组织，21 d（P21）仔鼠行水迷宫实验。放射免疫法（Radioimmunoassay，RIA）检测血清中 T4
（T4）；酶联免疫吸附试验（Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）检测血清中促甲状腺激素（Thyroid stimulating hor-
mone，TSH）；电镜观察脑组织线粒体形态学；采用 2，7 -二氯荧光素二乙酸酯（DCFH -DA）探针法检测细胞内 ROS；比色
法检测线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ活性；蛋白质印迹（Western blotting，Wb）方法检测 DNA 甲基转移酶（DNA methyltrans-
ferase，DNMT）DNMT1、DNMT3a、DNMT3b，及 DNA去甲基化酶 1 0 -1 1 易位蛋白（ten -eleven -translocation protein，TET）
TET1、TET2。结果 与假手术组比较，模型组大鼠血清促甲状腺激素（thyroid -stimulating hormone，TSH）水平明显升高、
P21 d仔鼠Morris水迷宫成绩显著下降、电镜下神经元线粒体形态破坏；E1 3 d 胎盘组织和 P7 d 仔鼠脑组织中活性氧
（ROS）水平升高、线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ活性降低，P7 d 脑组织促甲基化 DNMT1、DNMT3a 及 DNMT3b 蛋白灰度值
下降、甲基化反向调节 TET1、TET2 蛋白水平上升。与模型组比较，补中益气汤中剂量组和高剂量组及西药组可降低
SCH大鼠升高的 TSH水平、改善 P21 d仔鼠Morris水迷宫成绩、降低脑组织中 ROS 水平及线粒体呼吸链复合物 I、Ⅱ活
性，改善仔鼠神经元线粒体的形态，升高甲基化 DNMT1、DNMT3a 及 DNMT3b 蛋白灰度值水平、降低甲基化反向调节
TET1、TET2 蛋白水平。结论 补中益气汤可改善 SCH母鼠后代仔鼠的学习记忆能力，其机制可能与调节甲基化进而改
善线粒体能量代谢水平恢复线粒体功能有关。
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Effect of Buzhong Yiqi Decoction（补中益气汤）on Brain Mitochondrial Function to Improve
Cognitive Ability in The Offsprings of Maternal SCH Rats through Regulating DNA Methyltransferase
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Abstract：Objective To study the effect of Buzhong Yiqi Decoction（补中益气汤）on the neural development of the off-
springs of subclinical hypothyroidism（SCH）rats and explore its possible mechanism of action.At the same time，to compare the
therapeutic effects of different doses of traditional Chinese medicine and Western medicine.Methods Adult female SD rats were
used to establish an SCH model using total thyroidectomy and postoperative subcutaneous injection of L -T4，and the rats were
randomly divided into the following 6 groups：sham surgery group，model group，low -dose group of Buzhong Yiqi Decoction［4.1
g/（kg·d）］，medium dose group of Buzhong Yiqi Decoction［8.1 9 g/（kg·d）］，high -dose group of Buzhong Yiqi Decoction
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［1 6.38 g/（kg·d）］，euthyrox group［4.5 μɡ/（kg·d）］.After completing the SCH model，the model rats mated with normal
male rats in a cage，and started administration 2 weeks before mating until sample collection.The samples were taken out from
placental tissue at day 1 3 of pregnancy（E1 3）and brain tissue from offsprings at day 7 after birth（P7）.Water maze experiments
were performed on offsprings at day 21 .Radioimmunoassay（RIA）method was used to detect total thyroxine（T4）in serum.En-
zyme linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect thyroid stimulating hormone（TSH）in serum.The mitochondrial
morphology of brain tissue was observed through electron microscopy.Intracellular reactive oxygen species（ROS）was detected
by DCFH -DA probe method.Mitochondrial DNA copy number was detected by using RT -PCR.DNA methyltransferase（DN-
MT）1，DNMT3a，DNMT3b，ten -eleven -translocation protein（TET）1 and TET2 were detected by the Western blotting（Wb）
method.Result Compared with those of the sham surgery group，the serum TSH levels of the model group were significantly in-
creased，the Morris water maze scores of the 21 -day offspring rats were significantly decreased，and the morphology of neuronal
mitochondria was damaged under electron microscopy.On day 1 3，the levels of ROS increased and the activities of mitochondrial
respiratory chain complexes I and Ⅱ decreased in placental tissue and brain tissue of 7 -day offspring rats.On day 7，the
grayscale values of DNMT1，DNMT3a and DNMT3b proteins promoted methylation in brain tissue decreased，and the levels of
TET1 and TET2 proteins regulated by reverse methylation increased.Compared with those of the model group，the medium dose
and high dose groups of Buzhong Yiqi Decoction as well as the Western medicine group can reduce the elevated TSH levels in
SCH rats，improve Morris water maze performance in 21 -day offspring rats，reduce ROS levels and mitochondrial respiratory
chain complex I and Ⅱ activity in brain tissue，improve the morphology of neuronal mitochondria in offspring rats，increase the
grayscale values of methylated DNMT1，DNMT3a and DNMT3b proteins，and reduce the levels of TET1 and TET2 proteins regula-
ted by reverse methylation.Conclusion Buzhong Yiqi Decoction can improve the learning and memory abilities of offsprings of
maternal SCH rats，and its mechanism may be related to regulating methylation to improve mitochondrial energy metabolism and
restore mitochondrial function.

Keywords：subclinical hypothyroidism during pregnancy；brain development of rat offspring；Buzhong Yiqi Decoction（补中
益气汤）；mitochondrial energy metabolism；methylation

　　妊娠期亚临床甲减（subclinical hypothyroidism，SCH）可导
致胎儿神经智力发育损伤［1 -3］，有研究显示其发病与外周组织

甲状腺激素（thyroid hormone，TH）缺乏导致的神经细胞分化、
迁移、突触形成异常有关。TH对神经发育具有重要的作用，轻
微 TH水平波动就可引起神经发育的异常，但目前对 TH 影响
脑发育确切的机制尚未完全明了。已知 TH 对线粒体功能有
重要调节作用，临床研究发现妊娠期 SCH 母体线粒体功能损
伤是造成后代阿氏评分低的重要影响因素［4 -5］。动物实验研

究显示补中益气汤可以改善脾虚模型大鼠肝脏、胃组织中线粒

体的能量代谢，但是否对 SCH 母体后代脑发育损伤有影响目
前还没有报道。因此，本研究采用“甲状腺全切 +左甲状腺激
素（Leftothyroxine，L -T4）皮下注射 ”建立 SCH母鼠模型，拟从
线粒体能量及甲基化代谢角度阐述补中益气汤对 SCH母鼠后
代仔鼠脑发育的治疗效果及作用机制，为中医药治疗本病提供

研究基础。

1 　材料
1 .1 　动物

SPF级 SD雌性大鼠，体质量为（1 80 ±1 0）g，共 80 只，购于
北京华富康生物技术有限公司，动物许可证号：SCXK（京）
201 9 -0008，饲养于辽宁中医药大学清洁级动物实验中心，室
温 22 ~25 ℃，相对湿度 40% ~50%。所有动物经辽宁中医药
大学实验动物伦理委员会批准，动物伦理号：21 000042021 093。
1 .2　药物

补中益气汤：黄芪 1 8 g，白术 9 g，甘草 9 g，人参 6 g，陈皮 6
g，升麻 6 g，柴胡 6 g，当归 3 g，购于辽宁中医药大学附属第二
医院（亳州三峰中药饮片有限公司，批号分别为白术 23001、黄
芪 2401 01、甘草 2301 01、人参 220801、当归 231 001、柴胡

236230601、陈皮 231 1 02、升麻 230301）。按国家炮制标准进行
炮制后，原药材加 5 倍量双蒸水，煮 2 次合并滤液，1 00 ℃恒温
水浴加热浓缩，浓缩成含生药浓度 2.0 g/mL的汤剂，置于 4 ℃
冰箱备用；左甲状腺素钠片［优甲乐，默克雅柏药业 （中国）有

限公司，批准文号 H201 40052］50 μg/片，将片剂碾碎后溶于蒸
馏水中制浓度为 2.0 g/mL 的混悬液；L -T4 针剂：L -T4（Sig-
ma USA，批号：XW0051 4891），用 0.9% NS 配制成浓度为 0.95
μg/mL的针剂。
1 .3　试剂

大鼠甲状腺素（thyroxine，T4）放射免疫试剂盒（北京北方
生物技术研究所，批号 2022061 3）；大鼠 TSH 酶联免疫吸附测
定法（ELISA）试剂盒（德国 LDN，ARE -8600 -48t/E1 3）；
DCFH -DA探针（上海碧云天生物技术有限公司，S0033S）；大
鼠 DNA 甲基转移酶 1（DNA methyltransferase1，DNMT1）、DNA
甲基转移酶 3a（DNA methyltransferase3a，DNMT3a）、DNA 甲基
转移酶 3b（DNA methyltransferase3b，DNMT3b），及 DNA去甲基
化酶 1 0 -1 1 易位蛋白 1 （ten -eleven -translocation protein1，
TET1）、DNA 去甲基化酶 1 0 -1 1 易位蛋白 2（ten -eleven -
translocation protein2，TET2）试剂盒（上海碧云天生物技术有
限公司，批号分 别 为 AF51 50、AF1 732、AF1 384、AF81 1 8、
AF81 1 9）；Trizol 液 （Invitrogen生产，批号 1 5596026）；线粒体呼
吸链复合物Ⅰ、Ⅱ活性检测试剂盒（南京建成生物工程研究所
生产，批号分别为 A089 -1 -1、A089 -2 -1）。
1 .4　仪器

TDL -40B台式离心机 （上海安亭科学仪器厂）；MT -
200 Morris 水迷宫、Morris 水迷宫动态图像分析系统 （成都泰
盟科技有限公司）；DM LS2 生物数码显微镜 （德国徕卡公
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司）；H7650 透射电子显微镜（日本电子株式会社）；EPS300 电
泳仪 （上海天能科技有限公司）；DYCP -40E 垂直电泳槽 （北
京市六一仪器厂）；DYCP -40E 转印电泳槽 （北京市六一仪器
厂）；BIO -RAD梯度 PCR 仪 （美国伯乐公司）；4200SF 凝胶
成像分析仪 （上海天能生产）；紫外分光光度仪 （北京普析通

用仪器有限责任公司）；GL -21 MC 低温高速离心机 （长沙湘
仪离心机仪器有限公司）；WD-9405B水平摇床 （北京六一仪
器厂）；HXP -9052MBE电热恒温培养箱 （上海博讯公司医疗设
备）；FSH -Ⅱ高速电动匀浆机 （江苏金坛市环宇科学仪器）；an-
thos 201 0全自动酶标仪 （奥地利 Anthos Labtec Instruments）。
2　方法
2.1　动物模型构建

1 20 只 SD 雌性大鼠，随机抽取 8 只作为正常对照组采用
假甲状腺切除手术，仅暴露甲状腺而不伤及甲状腺，随后缝合，

普通饲料加蒸馏水饲养。其余 1 02 只采用其“甲状腺全切+术
后 L -T4（0.95 μg/1 00 g·d）皮下注射

［6］”制备 SCH 大鼠模
型。术后饲以普通饲料和高钙水（0.1%Ca2 +）预防术后缺钙。
1 个月后测定甲状腺功能以验证 SCH模型，正常对照组大鼠血
清 TSH水平均值的 90%置信区间：0.01 4 ~0.020 mU/L、血清
TT4 水平均值的 90%置信区间：85.3 ~1 58.3 μg/mL。以此作
为评价 TSH及 TT4 标准，造模成功 SCH 大鼠模型为 90 只，成
功率为 93.75%。后与正常的雄鼠合笼交配，雌∶雄 =2 ∶1，当
雌鼠阴道涂片镜下发现精子确定为妊娠 0 d，记为 E0。在E0 -
E1 3，继续予 L -T4 0.95 μg/（1 00 g·d）皮下注射，自 E1 3d 始
L -T4 剂量调整为 1 .00 μg/（1 00 g·d），持续皮下注射至仔鼠
出生。

2.2　分组及给药
手术组随机分为 5 组（每组 8 只），加上之前的正常对照

组共分为 6 组。按每千克大鼠体质量每日剂量 =成人用药剂
量÷70 kg ×6.25；西药 L -T4 给药剂量参考文献报道

［5 -7］4.5
μg/（kg·d），均采用灌胃的给药方法。即：①正常对照组：约
等体积 5 mL生理盐水灌胃；②模型组：同假手术组；③中药低
剂量组：4.1 0 g/（kg·d）灌胃；④中药中剂量组：8.1 9 g/（kg·
d）灌胃；⑤中药高剂量组：1 6.38 g/（kg·d）灌胃；⑥西药组：予
左甲状腺素片混悬液 4.5 μg/（kg·d）灌胃。孕前 2 周给药直
至生产，灌胃期间大鼠饲料、饮水、称重及 L -T4 针剂处理同造
模中所述之情形。取材，取 E1 3 d 母鼠胎盘及 P7 d 仔鼠脑组
织、血清。实验流程见图 1。
2.3　实验方法

学习记忆能力检测（Morris水迷宫实验）取出生后 21 d 仔
鼠（P21）行 Morris 水迷宫实验，采用 Nunez J 的检测方法［8］。

测试内容包括定位巡航和空间探索。测试前先对仔鼠行水迷

宫训练，具体步骤为：①平台放置在水池中心并高于水平面
1.5 cm，使仔鼠能看见平台，水温在 26 ℃左右；②每只仔鼠训
练 3 次，每次入水前将红布条套在仔鼠的后背（计算机软件对
红色分辨率高），便于识别。③设置水池壁四个入水点（N、S、
E、W）并做好标记，选择其中一个入水点，面向池壁从入水点
处放入，让仔鼠在 60 s内搜索平台；④如果在 60 s内没有找到
平台则记录为 60 s，引导仔鼠找到平台并休息 1 0 s；⑤每个入
水点重复上述训练步骤 3 次，共 4 个入水点，每只仔鼠共完成
1 2 次训练；⑥每只仔鼠依照上述步骤完成训练。

2.3.1　定位巡航测试　①水温保持 26 ℃，水池内放入脱脂奶
粉，调低平台高度在水面下 1 .5 cm，使大鼠不能看见平台；②
将大鼠从入水点面向水池壁放入水中，实验人员坐回到电脑

前，从电脑屏幕观察大鼠的情况，并记录大鼠找到平台的时间，

如果大鼠在 60 s内没有找到平台，则记录为 60 s，由实验人员
引导大鼠到平台，所有大鼠到达平台后在平台上休息 1 0 s，擦
干后放回鼠笼。③每只大鼠共测试 1 2 次，每个入水点测试 3
次，共 4 个入水点（N、S、E、W），每次测试持续 60 s。第一次按
N、S、E、W顺序，第二次按 S、W、E、N 顺序，第三次按 N、W、S、E
顺序，每次入水时间间隔不少于 1 0 min。
2.3.2　空间探索　撤掉平台，所有大鼠入水点选择在 N 点，
记录 30 s内大鼠穿越平台的次数，以及找到平台的时间。
2.3.3　实验步骤　放射免疫分析法（Radioimmunoassay，RIA）
检测血清 T4，血清标本交由中国医科大学放射免疫科检测。
见插页ⅩⅩⅤ图 1。

酶联免疫吸附试验 （Enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA）检测大鼠血清 TSH，按试剂盒说明书操作步骤完成。

透射电镜下观察脑组织线粒体的形态学特征。取 P7 d 仔
鼠，置于断头器下断头并立即放于冰盘上分离出脑组织，用预

冷的 4 ℃ 0.9%生理盐水冲洗，滤纸吸干，留取海马组织，于电
镜固定液内避光固定 2 h，锇酸固定、脱水、浸透、饱和醋酸铀及
柠檬酸铅染色、包埋，制成 80 nm超薄切片，于透射电镜下观察
海马神经细胞线粒体超微结构变化。

采用 2，7 -二氯荧光素二乙酸酯（DCFH -DA）探针法检
测 E1 3 d 胎盘组织及 P7 d 脑细胞内活性氧（Reactive oxygen
species，ROS）；比色法检测仔鼠脑组织中线粒体呼吸链复合物
Ⅰ、Ⅱ；蛋白质印迹（Western blotting，Wb）检测 DNMT1、DN-
MT3a、DNMT3b、TET1、TET2 相关蛋白表达提取各组脑组织总
蛋白，BCA 法检测蛋白定量，分离目的蛋白，封闭液封闭，在孵
育盒中加入一抗，放入 4 ℃冰箱，过夜。经 TBST 洗 3 ×1 0 min
后放入二抗（1 ∶5000）孵育 1 h，再用 TBST 洗，用 ECL 显色法
显色曝光。采用 Image j 软件进行蛋白条带灰度值分析。

血清谷丙转氨酶（glutamic pyruvic transaminase，ALT）、谷
草转氨酶（glutamic oxaloacetic transaminase，AST）、谷氨酰转移
酶（Glutamyltransferase，GGT）、肌酐（creatinine，CREA）指标送
至辽宁中医药大学附属第二医院临床检验中心完成。

2.4　统计学方法
采用 SPSS 1 7.0 进行数据统计。采用单因素方差分析，方

差齐应用 Tukey HSD 方法，方差不齐应用 Dunnett T3 方法；
Morris水迷宫实验中定向巡航实验数据采用重复测量方差
分析。

3　结果
3.1　雌鼠 SCH模型评价

与假手术组比较，模型组 TSH水平高于假手术组，差异有
统计学意义（P<0.05），TT4 水平与假手术组差异无统计学意
义（P>0.05），说明 SCH造模成功。见表 1。

表 1 　各组大鼠 TSH、TT4 指标检测

组别 n TSH/（μIU·mL -1） TT4/（ng·mL -1）

模型组　 8 1 37.349（1 1 4.7，1 63.2）a 1 42.885（1 1 8.1，1 67.5）
假手术组 8 1 02.495（82.9，1 06.1） 1 52.440（1 31 .7，1 68.8）

　　注：a与假手术组比较，P<0.05。
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3.2　雌鼠妊娠评价
合笼后第 2 日雌鼠阴道涂片镜下发现精子确定为妊娠 0

d。见插页ⅩⅩⅤ图 2。
4　疗后安全性指标

各组雌鼠血清肝功、肾功指标比较与假手术组相比，各组

大鼠血清 ALT、AST、GGT、CREA 指标各组间差异无统计学意
义（P>0.05）。结果提示补中益气汤对大鼠肝肾功能无损伤。
见表 2。
5　疗效指标
5.1　各组仔鼠 Morris水迷宫定位巡航及空间探索测定指标比较

（1）各组仔鼠逃避潜伏期结果。
各组仔鼠第 1、2、3、4、5 天逃避潜伏期比较，经方差分析，

结果：第 1、2 天各组间差异无统计学意义（P>0.05）；第 3、4、5
天各组仔鼠的逃避潜伏期比较差异有统计学意义（P<0.05，
P<0.01）。与假手术组相比，模型组逃避潜伏期延长（P<
0.05）；与模型组相比，补中益气汤中剂量组、高剂量组及优甲
乐组逃避潜伏期缩短（P<0.05）；各治疗组组间比较，补中益
气汤中剂量组逃避潜伏期明显缩短（P<0.05）。见表 3。

（2）各组仔鼠空间探索结果。
空间探索实验结果显示，各组仔鼠穿越平台次数比较，差

异均有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。与假手术组相比，模
型组仔鼠跨平台次数显著减少（P<0.05）；与模型组相比，各
治疗组仔鼠跨平台次数显著增多，（P<0.05）。结果提示补中
益气汤中剂量组、补中益气汤高剂量组及优甲乐组可改善 SCH
后代仔鼠的记忆能力。见表 4。
5.2　给药后各组大鼠血清甲功指标

与假手术组比较，模型组 TSH 水平增高（P<0.05）；与模
型组比较，补中益气汤中剂量、高剂量、优甲乐组 TSH 水平降
低（P<0.05）；与补中益气汤中剂量组比较，补中益气汤低剂
量组、补中益气汤高剂量组、优甲乐组 TSH均升高（P<0.05）。
TT4 水平各组间差异无统计学意义（P>0.05）。结果提示补
中益气汤中剂量组可有效恢复大鼠甲状腺功能。见表 5。
5.3　疗后各组仔鼠 P7 d海马 CA1 区线粒体形态学观察

与假手术组比较，模型组 P7 d 仔鼠海马组织线粒体数量

减少，线粒体肿胀破裂甚或萎缩，双层膜结构不清晰，嵴膜断

裂、消失，嵴表面颗粒脱失；与模型组比较，补中益气汤中剂量

组线粒体形态则较为完整，线粒体数量增多，能清晰地观察到

嵴和双层膜结构，嵴表面颗粒完整。补中益气汤低剂量组及优

甲乐组线粒体恢复较差。结果提示补中益气汤能很好地恢复

线粒体形态。见插页ⅩⅩⅥ图 3。
5.4　疗后各组 E1 3 胎盘组织、仔鼠 P7 脑组织线粒体 ROS
结果

与假手术组比较，模型组 E1 3 d 胎盘组织和仔鼠 P7 d 脑
组织中线粒体 ROS 水平均升高（均 P<0.05）；与模型组相比
较，补中益气汤中剂量组、高剂量组及优甲乐组线粒体 ROS 水
平下降（均 P<0.05）；与补中益气汤中剂量组比较，E1 3 d 补
中益气汤高剂量组、补中益气汤低剂量组线粒体 ROS 水平明
显升高，提示补中益气汤中剂量组在 E13 d改善胎盘组织 ROS 水
平优于低、高剂量组（均 P<0.05）；P7 d补中益气汤高剂量组、补
中益气汤低剂量组、优甲乐组脑组织线粒体 ROS 水平明显升高
（均 P<0.05），提示补中益气汤中剂量组疗效最优。见表 6。
5.5　疗后各组 E1 3 d胎盘组织，仔鼠 P7 d 脑组织线粒体呼吸
链复合物Ⅰ、Ⅱ酶活性

与假手术组比较，模型组 E1 3 d 胎盘组织和 P7 d 脑组织
线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ活性降低（均 P<0.05）；与模型组
比较，各治疗组 E1 3 d 胎盘组织和 P7 d 脑组织线粒体呼吸链
复合物Ⅰ、Ⅱ活性均升高（均 P<0.05）；与补中益气汤中剂量
组比较，补中益气汤低剂量组、补中益气汤高剂量组、优甲乐组

分别在 E1 3 d胎盘组织、P7 d仔鼠胎盘组织及脑组织线粒体呼
吸链复合物Ⅰ、Ⅱ活性降低，在 P7 d补中益气汤中剂量组改善
度大于补中益气汤低剂量组及高剂量组（P<0.05）。见表 7。
5.6　各组仔鼠 P7 d脑组织 DNMT1、DNMT3a、DNMT3b、TET1、
TET2 蛋白表达

与假手术组比较，模型组脑组织中 DNMT1、DNMT3a 及
DNMT3b的蛋白灰度值下降（均 P<0.05），TET1、TET2 的蛋
白水平上升（均 P<0.05）；与模型组相比，补中益气汤低剂量
组、补中益气汤中剂量组、补中益气汤高剂量组及优甲乐组脑

组织中 DNMT1、DNMT3b的蛋白灰度值上升，TET1、TET2 的蛋
表 2　各组大鼠血清肝功、肾功指标（■x±s）

组别 n 剂量/（mg·kg -1） ALT/（U·L -1） AST/（U·L -1） GGT/（U·L -1） CREA/（μmol·L -1）

假手术组　　　　　 8 - 49.1 7 ±1 1 .1 6 1 22.67 ±26.32 0.50 ±0.55 29.1 7 ±6.43
模型组　　　　　　 8 - 54.50 ±1 0.37a 1 1 8.00 ±25.33a 0.1 7 ±0.41 a 30.00 ±6.07a

补中益气汤低剂量组 8 4.1 53.1 7 ±1 4.02a 1 33.83 ±36.76a -0.1 7 ±0.41 a 30.1 7 ±7.70a

补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 45.1 7 ±3.66a 1 04.00 ±1 0.64a 0.1 7 ±0.75 a 24.1 7 ±1 .1 7a

补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 48.1 7 ±9.20a 1 1 5.50 ±26.32a -0.33 ±0.52a 32.00 ±5.02a

优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 54.50 ±1 2.88a 1 21 .67 ±29.24a 0.1 7 ±0.41 a 30.83 ±7.03a

　　注：a与假手术组比较，P>0.05。
表 3　补中益气汤对仔鼠逃避潜伏期影响（■x±s）

组别 n 剂量/（mg·kg -1） 第 1 天/（s） 第 2 天/（s） 第 3 天/（s） 第 4 天/（s） 第 5 天/（s）

假手术组　　　　　 8 - 46.30 ±3.44 46.80 ±1 .72 33.50 ±1 .87 26.00 ±2.1 0 1 8.1 0 ±3.87
模型组　　　　　　 8 - 47.1 7 ±1 .47 47.00 ±1 .90 43.00 ±3.1 4a 40.00 ±1 .38a 35.00 ±2.42a

补中益气汤低剂量组 8 4.1 47.50 ±1 .38 46.67 ±1 .21 43.1 7 ±3.60a，c 37.33 ±3.33a，b，c 33.00 ±3.22a，c

补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 47.33 ±1 .63 47.33 ±1 .21 36.83 ±1 .47a，b 32.83 ±1 .47a，b 23.67 ±3.1 4a，b

补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 47.33 ±1 .37 46.33 ±1 .51 39.83 ±3.66a，b 37.50 ±2.43a，b 30.00 ±6.90a，b

优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 47.1 7 ±1 .47 47.33 ±1 .37 37.83 ±1 .1 7a，b 33.50 ±3.08a，b 24.1 7 ±2.79a，b

　　注：a与假手术组比较，P<0.05；b与模型组比较，P<0.05；c 与补中益气汤中剂量组比较，P<0.05。
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表 4　P21 d补中益气汤对仔鼠空间探索影响（■x±s）

组别 n 剂量/（mg·kg -1）跨越平台次数/（次）

假手术组　　　　　 8 - 1 0.50 ±3.73
模型组　　　　　　 8 - 1 .50 ±0.55 a，c

补中益气汤低剂量组 8 4.1 0 2.83 ±0.98a，c

补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 6.83 ±2.79a，b

补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 6.67 ±2.1 6a，b

优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 6.67 ±1 .37a，b

　　注：a与假手术组比较，P<0.05；b 与模型组比较，P<0.05；c 与补
中益气汤中剂量组比较，P<0.05。

表 5　补中益气汤对 SCH母鼠甲功的影响（■x±s）

组别 n
剂量/

（mg·kg -1）
TSH/

（μIU·mL -1）
TT4/

（ng·mL -1）
假手术组　　　　　 8 - 77.71 ±4.45　 1 55.51 ±55.04
模型组　　　　　　 8 - 280.82 ±1 2.48a 1 33.88 ±22.21
补中益气汤低剂量组 8 4.1 209.96 ±30.1 6a，c 1 41 .92 ±7.1 5
补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 87.93 ±1 5.80b 1 44.1 0 ±20.42
补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 92.1 6 ±1 5.50b，c 1 43.86 ±32.81
优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 1 40.68 ±1 9.03b，c 1 47.04 ±1 9.75

　　注：a与假手术组比较，P<0.05；b 与模型组比较，P<0.05；c 与补中益气汤
中剂量组比较，P<0.05。

表 6　补中益气汤对 E1 3 d胎盘组织线粒体、
P7 d脑组织线粒体 ROS 水平影响（■x±s）

组别 n
剂量/

（mg·kg -1）
ROS（E1 3） ROS（P7）

假手术组　　　　　 8 - 2 1 80.78 ±65.47　 2 202.67 ±72.99　
模型组　　　　　　 8 - 5 342.61 ±45.77a，c 5 365.78 ±68.44a

补中益气汤低剂量组 8 4.1 0 4 933.94 ±81 2.1 5 a，b，c 4 889.1 7 ±306.87b，c

补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 3 747.37 ±629.04a，b 3 1 46.1 5 ±267.97b

补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 4 401 .83 ±273.43a，b，c 3 840.59 ±1 51 .46b，c

优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 3 566.22 ±277.94a，b 3 479.48 ±1 71 .75 b，c

　　注：a与假手术组比较，P<0.05；b 与模型组比较，P<0.05；c 与补中益气汤中剂量组比
较，P<0.05。

表 7 -1 　补中益气汤对 E1 3 d胎盘组织、P7 d仔鼠脑组织
线粒体呼吸链复合物Ⅰ影响（■x±s）

组别 n
剂量/

（mg·kg -1）
ComplesⅠ（E1 3） ComplesⅠ（P7）

假手术组　　　　　 8 - 23.87 ±1.41 　 23.68 ±1.1 1 　
模型组　　　　　　 8 - 1 3.02 ±0.38a，a 1 2.20 ±0.47a

补中益气汤低剂量组 8 4.1 0 1 3.1 5 ±0.64a，b，c 1 2.96 ±0.61 a，c

补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 20.72 ±1.07a，b 20.57 ±0.86a，b

补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 1 8.24 ±0.84a，b 1 8.95 ±0.42a，b，c

优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 1 9.73 ±0.87a，b 20.06 ±1.31 a，b

　　注：a与假手术组比较，P<0.05；b 与模型组比较，P<0.05；c 与补中益气汤
中剂量组比较，P<0.05。

表 7 -2　补中益气汤对 E1 3 d胎盘组织、P7 d仔鼠脑组织
线粒体呼吸链复合物Ⅱ影响（■x±s）

组别 n
剂量/

（mg·kg -1）
ComplesⅡ（E1 3） ComplesⅡ（P7）

假手术组　　　　　 8 - 33.73 ±1.31 b　 32.95 ±1.33b　
模型组　　　　　　 8 - 22.08 ±1.76a 21 .49 ±1.00a

补中益气汤低剂量组 8 4.1 0 21 .98 ±1.31 a，c 20.86 ±0.45 a，c

补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 29.06 ±0.76a，b 29.56 ±1.1 0a，b

补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 25.79 ±3.22a，b，c 26.39 ±2.74a，b，c

优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 29.1 2 ±1.63a，b 29.49 ±1.91 a，b

　　注：a与假手术组比较，P<0.05；b 与模型组比较，P<0.05；c 与补中益气汤
中剂量组比较，P<0.05。
白灰度值下降（均 P<0.05），补中益气汤中剂量组、补中益气
汤高剂量组及优甲乐组 DNMT3a 的蛋白灰度值下降（均 P <
0.05）；与补中益气汤中剂量组比较，补中益气汤高剂量组、补
中益气汤低剂量组、优甲乐组 DNMT1、DNMT3b、DNMT3a 的蛋
白灰度值降低（均 P<0.05），TET1、TET2 的蛋白灰度值上升
（均 P<0.05）。见表 8、图 4。
6　讨论

妊娠期 SCH脑组织低甲状腺激素水平（TH）状态是后代
脑发育损伤的重要原因之一，TH 参与线粒体的能量代
谢［8 -1 2］，在线粒体的内膜、基质中均发现了 TH的受体，而线粒
体活性氧（ROS）增加和线粒体呼吸链复合物酶活性降低是线
粒体能量代谢异常重要指标之一，也是线粒体损伤的重要标

志。细胞内的 ROS 主要由线粒体电子传递链上的电子传递复
合物（ETC）产生，高水平的 ROS 可直接损伤线粒体［1 3］。有研

究显示，在妊娠 SCH患者血清及胎盘中可见到线粒体肿胀、变
形、ROS 增多，通过调节 TH对胎盘线粒体 DNA 甲基化具有重
要作用［1 4］。因此妊娠期 SCH母体中存在线粒体功能异常，与
TH水平降低有关。

线粒体是半自主性的细胞器，受表观遗传学（甲基化）的

修饰。近年发现线粒体 DNA（mtDNA）甲基化在影响神经细胞
发育及在神经疾病中具有重要作用。DNMT3a 和 DNMT3b 为
形成甲基化的转移酶，其中 DNMT3 在成熟的神经元内高表
达，此指标可以观察出生后仔鼠的神经元活动情况。DNMT1
为维持甲基化的转移酶，具有线粒体定位序列（MTS）并引导新
合成的多肽链移位到线粒体基质中，定位在线粒体中的 DNMT
（mtDNMT1）与线粒体 DNA（mtDNA）结合，调控线粒体基因组
编码基因及核基因组编码基因的表达，参与早期的胚胎发

育［1 5 -1 6］。TET蛋白属于 DNA甲基胞嘧啶双加氧酶 TET家族，
是重要的 5mC 转变成 5hmC 的中间蛋白，5mC 在 TET 甲基胞
嘧啶双加氧酶的作用下氧化形成 5hmC［1 7 -1 8］，TET1、TET2 存
在于皮层和海马神经元的线粒体内，在不同的脑区随着年龄的

增长存在差异［1 9］。

表 8　补中益气汤对 P7 d仔鼠脑组织 DNMT1、DNMT3a、DNMT3b、TET1、TET2 蛋白表达影响（■x±s）

组别 n 剂量/（mg·kg -1） TET2/β-actin TET1 /β-actin DNMT3b/β-actin DNMT3a/β-actin DNMT1 /β-actin

假手术组　　　　　 8 - 0.45 ±0.01 0.34 ±0.01 1 .61 ±0.01 1 .1 2 ±0.23 1 .45 ±0.02
模型组　　　　　　 8 - 1 .1 8 ±0.00a 1 .1 9 ±0.00a 0.22 ±0.00a 0.34 ±0.07a 0.42 ±0.01 a

补中益气汤低剂量组 8 4.1 0 1 .00 ±0.00b，c 0.91 ±0.01 b，c 0.28 ±0.01 b，c 0.35 ±0.03c 0.51 ±0.01 b，c

补中益气汤中剂量组 8 8.1 9 0.68 ±0.01 b 0.51 ±0.01 b 1 .1 1 ±0.01 b 0.83 ±0.1 7b 0.88 ±0.03b

补中益气汤高剂量组 8 1 6.38 0.87 ±0.01 b，c 0.75 ±0.01 b，c 0.76 ±0.00b，c 0.61 ±0.1 3b 0.64 ±0.02b，c

优甲乐组　　　　　 8 0.004 5 0.75 ±0.01 b，c 0.55 ±0.00b，c 0.73 ±0.00b，c 0.70 ±0.1 4b 0.76 ±0.03b，c

　　注：a与假手术组比较，P<0.05；b与模型组比较，P<0.05；c 与补中益气汤中剂量组比较，P<0.05。
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　　注：1 .对照组；2.模型组；3.补中益气汤低剂量组；4.补中益
气汤中剂量组；5.补中益气汤高剂量组；6.优甲乐组。
图 4　补中益气汤对 P7 d仔鼠脑组织 DNMT1、DNMT3a、
DNMT3b、TET1、TET2 蛋白表达影响（n=8，■x±s）

　　妊娠期 SCH后代脑发育损伤目前中医尚无理论论述。对
非妊娠期 SCH发病的病因认为以饮食水土失宜、情志不畅多
见，也与先天禀赋、体质密切相关，各家多从脾虚、肾虚或脾肾

两虚论治。因妊娠 SCH可出现胎动不安、滑胎、后代认知功能
减退等情况，加之妊娠的特殊生理特性是以气血为用，故我们

认为本病的病因病机为母体脾失健运，脾不升清，化源不足，而

至胎失所养。《脾胃论·脾胃盛衰论》曰：“百病皆由脾胃衰而

生也，内伤脾胃，百病由生”。我们提出，妊娠期 SCH后代脑发
育异常发病的重要中心环节为母体 “脾虚”致子代 “元神失

养”，治疗上以补后天、实先天“健脾益气”为治疗原则。补中

益气汤是“健脾益气”的代表方剂，出自李东垣《脾胃论》，其中

黄芪补中益气为君药，人参、白术、甘草健脾益气为臣药，配陈

皮调理气机，升麻、柴胡升举清阳，共为使药，该方具有“补中

益气，升阳举陷”之功效，故选用补中益气汤干预妊娠 SCH 致
后代脑发育异常的治疗。

Morris水迷宫是评价大鼠学习记忆能力体现认知功能情
况的重要指标，包括定位巡航和空间探索两部分。人类儿童时

期脑发育相当于仔鼠出生后 21 d（P21），此时脑发育同样对
TH敏感，其发育仍受孕期神经发育的影响，P21 仔鼠刚刚具备
Morris水迷宫的能力，此时适合评估仔鼠的认知功能。我们的
研究结果显示，妊娠期 SCH 雌鼠的仔鼠在出生后 P21 存在
Morris水迷宫成绩的降低，提示存在认知功能的损伤，补中益
气汤能明显提高仔鼠的水迷宫成绩。

在人类妊娠早期（相当于大鼠孕 1 3 d），胎儿所需的 TH完
全依赖于母体，此期脑发育主要是脑神经元的倍增及大脑皮质

神经元迁移。而人类孕中晚期及出生时（相当于仔鼠出生后 7
d），TH来源于母体及自身，主要是神经胶质发生和髓鞘成熟
期。因 E1 3 d胎鼠无法分辨脑组织，因此我们在实验过程中观
察了 E1 3 d的胎盘组织的线粒体情况及出生后 7 d 仔鼠脑组
织线粒体及甲基化情况。

我们的研究结果显示，在 SCH 雌鼠 E1 3 d 胎盘组织中
ROS 水平增高同时线粒体呼吸链复合物酶活性降低，这一病
理改变在出生后 P7 d 仔鼠脑组织中持续存在，进一步我们采
用透射电镜观察 P7 d仔鼠脑组织线粒体有不同程度线粒体形
态结构的破坏，这一结论与国外 Anne -Dorthe、Novakovic 等
“妊娠期 SCH母体线粒体功能损伤是造成妊娠 SCH 后代阿氏
评分低的重要影响因素”［20 -21］的研究结论一致。补中益气汤

可以很好地恢复线粒体功能损伤。

其次，我们检测了出生后 P7 d 仔鼠脑组织中与胚胎干细
胞发育相关的甲基化指标 DNMT1、DNMT3a、DNMT3b、TET1、
TET2［22 -24］，研究结果显示在 SCH雌鼠后代脑组织中 DNMT1、
DNMT3a及 DNMT3b 的蛋白灰度值下降，TET1、TET2 的蛋白
水平上升，提示了 SCH雌鼠后代脑组织存在去甲基化现象，但
因检测样本为脑组织故尚不能证明该甲基化是来源于线粒体

还是细胞核，尽管如此，我们发现补中益气汤能有效地双向调

节这一现象，我们推测该甲基化来源于线粒体或细胞核，也可

能存在线粒体 DNA甲基化与细胞核甲基化互相作用的情况，
这有待于进一步研究。

综上，补中益气汤能改善妊娠期 SCH 雌鼠后代的认知能
力，其中补中益气汤中剂量组疗效最优，且优于西药优甲乐，其

机制可能与调节甲基化进而改善线粒体能量代谢水平恢复线

粒体功能、减少脑 ROS、调节甲状腺激素有关。由于脑线粒体
提取量小，没能检测线粒体 DNA甲基化的含量变化，不能更深
层次地了解甲基化的具体位点，后续将在此方向进行完善。
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电针预处理基于 mTOR/NLRP3 信号通路
改善心肌缺血再灌注损伤的作用机制

姜春宏，贺丽丽，刘顺畅，白桦，顾一煌，李开平
（南京中医药大学，江苏 南京 21 0000）

　　摘要：目的 基于 mTOR/NLRP3 信号通路探讨电针预处理抗大鼠心肌缺血再灌注损伤的作用机制。方法 70 只 SD
大鼠随机分为假手术组、模型组、电针组、电针+生理盐水组，电针+MHY1 485（mTOR激动剂）组，各 1 4 只。采用超声心
动图评估大鼠心脏功能指标心室射血分数（LVEF）和左心室短轴缩短率分数（LVFS），苏木精-伊红（HE）染色法观察心
肌组织病理学改变，酶联免疫吸附法（ELISA）检测心肌组织中肿瘤坏死因子-α（TNF -α）水平变化，实时荧光定量 PCR
（RT -qPCR）检测心肌组织中凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-1（Caspase -1）、白细胞
介素-1β（IL -1β）、白细胞介素-1 8（IL -1 8）的基因表达水平，蛋白质免疫印迹法（Western blot）检测心肌组织中哺乳
动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、NOD样受体家族蛋白 3（NLRP3）及核因子-κB（NF -κB）的表达水平。结果 与假手术

组相比，模型组大鼠 FS、EF值下降（P<0.05）；心肌组织出现肌纤维断裂、结构模糊、炎性细胞浸润等现象，心肌组织内
TNF -α含量升高（P<0.05），Caspase -I、ASC、IL -1β、IL -1 8 的基因相对表达水平（P<0.05）与 mTOR、NLRP3、NF -
κB的蛋白表达水平均上调（P<0.05）；与模型组相比，电针组大鼠 FS、EF值上升（P<0.05），心肌组织肌纤维结构改善，
炎性细胞浸润减少，心肌组织内的 TNF -α含量降低（P<0.05），Caspase -I、ASC、IL -1β、IL -1 8 的基因相对表达水平
（P<0.05）与 mTOR、NLRP3、NF -κB的蛋白表达水平（P<0.05）均下调；与电针+生理盐水组比，激动剂组大鼠心肌组
织损伤加重，心肌组织内 TNF -α含量升高（P<0.05），Caspase -I、ASC、IL -1β、IL -1 8 的基因相对表达水平（P<
0.05）与 mTOR与 NLRP3、NF -κB的蛋白表达水平（P<0.05）均上调。结论 mTOR激动剂 MHY1 485 可减弱电针对心
肌缺血再灌注损伤（MIRI）大鼠心肌组织损伤的保护作用，电针预处理能减轻MIRI大鼠心肌细胞炎性反应，进而改善缺
血再灌注引起的心肌组织损伤；因此推断电针预处理改善大鼠MIRI损伤的机制可能与 mTOR/NLRP3 信号通路有关。
　　关键词：心肌缺血再灌注损伤；电针预处理；炎症；mTOR/NLRP3 信号通路
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补中益气汤调节 DNA甲基化酶影响 SCH母鼠后代脑线粒体功能改善认知能力

（正文见 96 -102 页）

图 1　实验方案流程

图 2　雌鼠显微镜下阴道涂片观察（光学显微镜×200）
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图 3　补中益气汤对 P7 d仔鼠脑海马神经元线粒体影响（电镜×40 000）




