
第４３卷　第１２期
２０２５年１２月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１２
Ｄｅｃ．２０２５

ＤＯＩ：１０．１３１９３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３７７１７．２０２５．１２．０１０

基于 ｍｉＲ－１９０ｂ／ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ通路探究补中益气汤
对自身免疫性甲状腺炎模型小鼠海马神经元异常自噬的影响

刘晓炜１，２，高天舒３

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．天津中医药大学第一附属医院，天津 ３００３８１；
３．辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳 １１００３２）

　　摘要：目的 基于ｍｉＲ－１９０ｂ／Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎ同源结构域和富亮氨酸重复蛋白磷酸酶（Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎｌｅｕｃｉｎｅ－
ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＨＬＰＰ１）／蛋白激酶Ｂ（ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）／叉形头转录因Ｏ亚型３ａ（ＦｏｒｋｈｅａｄＢｏｘＯ３ａ，
ＦＯＸＯ３ａ）通路探究补中益气汤对自身免疫性甲状腺炎（Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＡＩＴ）模型小鼠海马神经元异常自噬的影
响。方法 ５０只雌性ＮＯＤ．Ｈ－２ｈ４小鼠随机分为空白对照组（ＣＧ组）、模型组（ＭＧ组）、补中益气汤低、中、高剂量组
（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３组），每组１０只。通过猪甲状腺球蛋白诱导法建立ＡＩＴ模型，造模成功后，ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３
组分别予２．７３、８．１９、２４．５７ｇ／ｋｇ·ｄ补中益气汤中药灌胃，ＣＧ组、ＭＧ组予等量蒸馏水灌胃，每灌胃６ｄ休息１ｄ，连续８
周。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测小鼠空间学习记忆能力；酶联免疫吸附测定法（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）
检测小鼠血清三碘甲腺原氨酸（Ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，Ｔ３）、四碘甲状腺原氨酸（Ｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，Ｔ４）、促甲状腺激素（Ｔｈｙｒｏｉｄ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＴＳＨ）、甲状腺球蛋白抗体（Ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ，ＴｇＡｂ）水平；苏木素伊红（Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色法观察小鼠甲状腺组织形态变化；透射电子显微镜观察小鼠海马神经元超微结构；免疫荧光染色法观察小鼠脑组织海

马ＣＡ１区ＬＣ３阳性表达；逆转录聚合酶链式反应（Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ）法检测小鼠
海马组织ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ、ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ表达；Ｗｅｓ全自动蛋白印迹定量分析系统检测小鼠海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、
Ｐ６２、ＰＨＬＰＰ１、ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ、ＦＯＸＯ３ａ、ｐ－ＦＯＸＯ３ａ蛋白水平；双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ与 ＰＨＬＰＰ１
靶向关系。结果 与ＣＧ组比较，ＭＧ组小鼠逃避潜伏期明显延长（Ｐ＜００１），穿越平台次数和目标象限停留时间均显著
降低（Ｐ＜００１）；血清ＴｇＡｂ含量显著升高（Ｐ＜００１）；甲状腺滤泡大小不等，滤泡内间质有大量淋巴细胞浸润；海马神经
元结构受损，出现自噬小体；海马ＣＡ１区ＬＣ３平均荧光强度增加（Ｐ＜００１）；海马组织Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、ＰＨＬＰＰ１、ＦＯＸＯ３ａ蛋
白表达水平增高，Ｐ６２、ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ、ｐ－ＦＯＸＯ３ａ／ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达水平降低（Ｐ＜００１）；海马组织 ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ水
平降低，ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ水平增高（Ｐ＜００１）。与 ＭＧ组相比，中药各组可使小鼠逃避潜伏期显著缩短（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１），穿越平台次数和目标象限停留时间增加（Ｐ＜００１）；血清 ＴｇＡｂ水平显著降低（Ｐ＜００１）；甲状腺滤泡上皮细胞
结构较为完整，淋巴细胞浸润情况明显缓解；海马神经元细胞形态结构恢复，自噬小体减少；海马 ＣＡ１区 ＬＣ３平均荧光
强度均降低（Ｐ＜００１）；小鼠海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、ＰＨＬＰＰ１、ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达水平降低，Ｐ６２、ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ、ｐ－
ＦＯＸＯ３ａ／ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达水平升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；海马组织ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ水平升高，ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ水平显著
降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。双荧光素酶实验证实 ＰＨＬＰＰ１是 ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ的靶向调控分子。结论 补中益气汤可能

通过调控ｍｉＲ－１９０ｂ／ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ信号通路改善 ＡＩＴ小鼠海马神经元异常自噬，从而减轻海马神经元损伤，
缓解认知功能损伤。

　　关键词：自身免疫性甲状腺炎；认知损伤；补中益气汤；自噬；ｍｉＲ－１９０ｂ；ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ
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ＮｅｕｒｏｎｓｉｎＡｕｔｏｉｍｍｕｎｅＴｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓＭｏｄｅｌＭｉｃｅＢａｓｅｄｏｎｍｉＲ－１９０ｂ／ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａＰａｔｈｗａｙ

ＬＩＵＸｉａｏｗｅｉ１，２，ＧＡＯＴｉａｎｓｈｕ３
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＢｕｚｈｏｎｇＹｉｑｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（补中益气汤）ｏｎａｂｎｏｒｍａｌａｕｔｏｐｈａｇｙｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓｉｎａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ（ＡＩＴ）ｍｏｄｅｌｍｉｃｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍｉＲ－１９０ｂ／Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＰＨＬＰＰ１）／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（ＡＫＴ）／ＦｏｒｋｈｅａｄＢｏｘＯ３ａ（ＦＯＸＯ３ａ）ｐａｔｈｗａｙ．ＭｅｔｈｏｄＦｉｆｔｙｆｅｍａｌｅＮＯＤ．Ｈ－
２ｈ４ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＣＧｇｒｏｕｐ），ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＭＧｇｒｏｕｐ），ｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐｓｏｆＢｕｚｈｏｎｇＹｉｑｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（ＢＧ－１，ＢＧ－２，ＢＧ－３ｇｒｏｕｐｓ），ｗｉｔｈ１０ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＡＩＴｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈｐｉｇｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．Ａｆｔｅｒｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅＢＧ－１，ＢＧ－２ａｎｄＢＧ－３ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎ２．７３，
８．１９ａｎｄ２４．５７ｇ／（ｋｇ·ｄ）ＢｕｚｈｏｎｇＹｉｑｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎｂｙｇａｖａｇｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＣＧａｎｄＭＧｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｎｅｑｕａｌａ
ｍｏｕｎｔｏｆｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｂｙｇａｖａｇｅ，ｗｉｔｈａｒｅｓｔｏｆ１ｄａｙｅｖｅｒｙ６ｄａｙｓｆｏｒ８ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｗｅｅｋｓ．Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｍｉｃｅ．Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ（Ｔ３），ｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ（Ｔ４），ｔｈｙｒｏｉｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＴＳＨ）ａｎｄｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ
（ＴｇＡｂ）ｉｎｍｉｃｅ．Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｏｕｓｅｔｈｙｒｏｉｄｔｉｓ
ｓｕｅ．Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｍｉｃｅ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ．Ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐａｎｄＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ
ｉｎｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅ．ＴｈｅＷｅｓｆｕｌｌｙａｕｔｏｍａｔｅｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｂｅｃｌｉｎ１，ＬＣ３，Ｐ６２，ＰＨＬＰＰ１，ＡＫＴ，ｐ－ＡＫＴ，ＦＯＸＯ３ａａｎｄｐ－ＦＯＸＯ３ａｉｎｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅ．Ｔｈｅｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔ
ｅｒｇｅｎｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐａｎｄＰＨＬＰＰ１．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆ
ｔｈｅＣＧｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＭＧｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｌｏｎｇｅｄ（Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓａｎｄ
ｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｓｅｒｕｍＴｇＡｂｃｏｎｔｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００１）．Ｔｈｅｓｉｚｅｏｆｔｈｙｒｏｉｄｆｏｌｌｉｃｌｅｓｖａｒｉｅｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓａｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｔｒｏｍａｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅｓａｎｄ
ｄａｍａｇｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗｉｔｈｔｈｅａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ．ＴｈｅａｖｅｒａｇｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＬＣ３ｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｅｃｌｉｎ１，ＬＣ３，ＰＨＬＰＰ１ａｎｄＦＯＸＯ３ａｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｉｐｐ
ｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ６２，ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴａｎｄｐ－ＦＯＸＯ３ａ／ＦＯＸＯ３ａｐｒｏｔｅｉｎｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００１）．ＴｈｅｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐｌｅｖｅｌｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．Ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＭＧｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＢＧ－１，ＢＧ－２ａｎｄＢＧ－３ｇｒｏｕｐｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｈｏｒｔｅｎｅｄｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆｍｉｃｅ（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１），ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｉｍｅｓｔｈｅｙｃｒｏｓｓｅｄｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍａｎｄｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅ（Ｐ＜００１）．Ｔｈｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｙｒｏｉｄｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗａｓｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｉｎｔａｃｔ，ａｎｄｔｈｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄ．Ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｒｅｃｏｖｅｒｅｄ，ａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ
ＬＣ３ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｅｃｌｉｎ１，ＬＣ３，ＰＨＬＰＰ１ａｎｄＦＯＸＯ３ａｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
ｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ６２，ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴａｎｄｐ－ＦＯＸＯ３ａ／ＦＯＸＯ３ａｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．ＴｈｅｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐｌｅｖｅｌｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．ＴｈｅｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔＰＨＬＰＰ１ｗａｓａｔａｒｇｅｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｏｆｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＢｕｚｈｏｎｇＹｉｑｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎｍａｙｉｍｐｒｏｖｅａｂｎｏｒｍａｌａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｏｆＡＩＴｍｉｃｅ
ｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ－１９０ｂ／ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｅｒｅｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎａｌｄａｍａｇｅａｎｄａｌ
ｌｅｖｉａｔｉｎｇｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ；ｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ；ＢｕｚｈｏｎｇＹｉｑｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（补中益气汤）；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ＭｉＲ－１９０ｂ；
ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ

　　自身免疫性甲状腺炎（Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＡＩＴ）是一种
常见的器官特异性自身免疫性疾病，以甲状腺淋巴细胞浸润和

血清中特异性甲状腺自身抗体主要是甲状腺过氧化物酶抗体

（Ｔｈｙｒｏｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｎｔｉｂｏｄｙ，ＴＰＯＡｂ）及甲状腺球蛋白抗体
（Ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ，ＴｇＡｂ）的升高为主要特征。ＡＩＴ发病率
逐年增高，我国成人甲状腺自身抗体阳性总体患病率为

１４１９％［１］。自身免疫甲状腺炎相关类固醇激素反应性脑病

（Ｓｔｅｒｏｉｄｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＳＲＥＡＴ）源于ＬｏｒｄＢｒａｉｎ在１９６６年首次报道的一例
以卒中样发作、精神错乱为主要表现病例，被认为是 ＡＩＴ累及
中枢神经系统所致的最严重并发症［２］，其发病机制未明。近

年来多项研究表明即使在甲功正常 ＡＩＴ患者中仍然存在着广
泛的脑功能障碍、认知功能损伤，主要表现为总体认知功能、持

续注意力、执行能力、语音流畅性、焦虑抑郁评分等明显下

降［３－４］。糖皮质激素是 ＳＲＥＡＴ的治疗首选，但综合考虑药物
长期应用的获益风险比，并不适宜在ＡＩＴ轻度认知损伤患者中
推广应用［５］。目前，有效改善ＡＩＴ认知损伤的药物尚未发现。

神经元自噬是造成神经元细胞受损的主要原因之一，现阶

段已在认知障碍类疾病研究中取得突破性进展，与阿尔茨海默

病、帕金森病、糖尿病认知功能障碍及血管性痴呆等疾病的发

生密切关联［６－９］，但在ＡＩＴ模型中未见报道。课题组前期临床
研究发现补中益气汤加减治疗甲功正常 ＡＩＴ轻度认知损伤患
者可明显降低其甲状腺自身抗体水平，提高蒙特利尔认知评估

量表评分，改善认知功能［１０］；实验研究证实该方可通过上调海

马ｍｉＲＮＡ１３２、ｍｉＲＮＡ２１２水平，调节 ＢＤＮＦ及 Ｔｒｋｂ表达，激活
细胞外蛋白调节激酶 ＥＲＫ１／２，或通过调节 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ轴相关
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因子表达，减轻微血管炎症，从而改善甲状腺相关认知损

伤［１１－１２］。本研究以ＮＯＤ．Ｈ－２ｈ４转基因小鼠为研究对象，基
于细胞自噬途径，从 ｍｉＲ－１９０ｂ／Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎ同源结构域和富亮
氨酸重复蛋白磷酸酶（Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＨＬＰＰ１）／蛋白激酶Ｂ（Ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
Ｂ，ＡＫＴ）／叉形头转录因Ｏ亚型３ａ（ＦｏｒｋｈｅａｄＢｏｘＯ３ａ，ＦＯＸＯ３ａ）
自噬信号通路为切入点，探讨补中益气汤改善ＡＩＴ致认知损伤
的潜在机制。

１　材料
１．１　动物　种鼠为美国Ｊａｃｋｓｏｎ实验室引进的ＮＯＤ．Ｈ－２ｈ４小
鼠（品系号：００４４４７，动物合格证编号：２２１１Ａ０１９３７），体质量
２０～２５ｇ，６～８周龄。于辽宁中医药大学动物实验中心ＳＰＦ级
实验室进行交配繁育饲养［实验单位使用许可证号：ＳＹＸＫ
（辽）２０１３－０００９］，饲养环境适宜。本实验经辽宁中医药大学
伦理委员会批准，伦理审查编号：２１００００４２０２２１０５。
１．２　实验药品及制备　补中益气汤（参照李东垣《内外伤辨
惑论·卷中》）：黄芪１８ｇ（批号：２２２０２１９１），甘草９ｇ（批号：
２１０９１１１），人参６ｇ（批号：２２０３２８１），升麻６ｇ（批号：２２０４２９１），
柴胡６ｇ（批号：２１１２０１３），陈皮６ｇ（批号：２２１１２９３），当归３ｇ
（批号：２２０８１０２），白术９ｇ（批号：２２０５１０２）。上述中药饮片，
购于辽宁中医药大学附属医院中药局，经辽宁中医药大学附属

医院高天舒教授鉴定，符合２０２０年版《中华人民共和国药典》
要求。按国家炮制标准进行炮制后，原药材加５倍量双蒸水，
煎煮２次，合并滤液，１００℃恒温水浴加热浓缩，浓缩配成含生
药浓度为２．０ｇ／ｍＬ的汤剂。
１．３　试剂　猪甲状腺球蛋白（Ｐｉｇｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ｐＴｇ，货号
ＱＡ０５２１０５，安徽酷尔生物工程有限公司）；弗氏完全佐剂（Ｆｒｅ
ｕｎｄ＇ｓｃｏｍｐｌｅｔｅａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ，货号Ｆ５８８１，美国Ｓｉｇｍａ公司）；弗
氏不完全佐剂（Ｆｒｅｕｎｄ＇ｓｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅａｄｊｕｖａｎｔ，ＩＦＡ，货号 Ｆ５５０６，
美国Ｓｉｇｍａ公司）；小鼠三碘甲腺原氨酸（Ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，Ｔ３）
酶联免疫吸附测定法（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒、小鼠四碘甲状腺原氨酸（Ｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，
Ｔ４）ＥＬＩＳＡ试剂盒、小鼠促甲状腺激素（Ｔｈｙｒｏｉｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒ
ｍｏｎｅ，ＴＳＨ）ＥＬＩＳＡ试剂盒、小鼠甲状腺球蛋白抗体（Ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕ
ｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ，ＴｇＡｂ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（货号 ＥＵ０４０３、ＥＵ０４０２、
ＥＭ１４３３、ＥＭ１４０２，武汉菲恩生物科技有限公司）；苏木素伊红
（Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒（货号Ｃ０１０５Ｓ，上海碧云天
生物技术有限公司）；Ｂｅｃｌｉｎ１Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、ＬＣ３Ｐｏｌｙ
ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｐ６２，ＳＱＳＴＭ１Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、ＰＨＬＰＰＰｏｌｙ
ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、ＡＫＴ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｐｈｏｓｐｈｏ－ ＡＫＴ
（Ｓｅｒ４７３）Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、ＦＯＸＯ３ＡＰｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｂｅｔａ
ＡｃｔｉｎＰｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（货号１１３０６－１－ＡＰ、１４６００－１－ＡＰ、
１８４２０－１－ＡＰ、２２７８９－１－ＡＰ、１０１７６－２－ＡＰ、２８７３１－１－ＡＰ、
１０８４９－１－ＡＰ、８１１１５－１－ＲＲ，武汉三鹰生物技术有限公司）；
Ｐｈｏｓｐｈｏ－ＦＯＸＯ３Ａ（Ｓｅｒ２５３）Ａｎｔｉｂｏｄｙ（货号 ＡＦ３０２０，美国 Ａｆ
ｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）；兔抗检测试剂盒、蛋白质分离试剂盒
（货号ＤＭ－００１、ＳＭ－Ｗ，美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司）；双荧光素
酶报告基因检测试剂盒（货号 ＲＧ０２７，上海碧云天生物技术有
限公司）。

１．４　仪器　多功能酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司），光
学显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司），ＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

公司），全自动蛋白分析系统（美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司），倒置
荧光显微镜（德国ＺＥＩＳＳ公司），动物运动轨迹跟踪系统（荷兰
ＮＯＬＤＵＳ），透射电子显微镜（日本ＨＩＴＡＣＨＩ公司）。
２　方法
２．１　动物分组、造模和给药　将５０只８周龄雌性 ＮＯＤ．Ｈ－
２ｈ４小鼠采用随机数字表法分为５组：空白对照组（ＣＧ组）、模
型组（ＭＧ组）、补中益气汤低、中、高剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、
ＢＧ－３组），每组 １０只。参照既往文献［１３－１５］，选用 ｐＴｇ（２５
μｇ／只）联合弗氏佐剂多点（背部、颈部、尾部）皮下注射免疫诱
导法进行 ＡＩＴ造模。ＭＧ、ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３组小鼠予
ｐＴｇ－ＣＦＡ乳化剂皮下多点注射行初次免疫，２周后再予等体
积ｐＴｇ－ＩＦＡ乳化剂行加强免疫，４周后建立 ＡＩＴ动物模型。
同时用磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）代替 ｐＴｇ处理的小鼠作为 ＣＧ
组。ＡＩＴ模型建立后进行灌胃给药处理。小鼠按人体公斤体
质量（ｇ／ｋｇ）每日用药量的９．１倍计算［１６］，相当于人的等效剂

量，得出ＢＧ－２组给药量为 ８．１９ｇ／（ｋｇ· ｄ），ＢＧ－１组和
ＢＧ－３组给药量分别设为２．７３ｇ／（ｋｇ·ｄ）和２４．５７ｇ／（ｋｇ·
ｄ），ＣＧ组及 ＭＧ组每日灌服等体积双蒸水，各组每日灌服１
次，每灌胃６ｄ，休息１ｄ，连续８周。
２．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测小鼠空间学习记忆能力　包括５
ｄ的定位航行实验和１ｄ的空间探索实验。（１）定位航行实
验：将水迷宫水池等分为４个象限，把平台置于第四象限（目标
象限）。将小鼠头朝池壁分别从４个象限放入水中，记录其在
６０ｓ内找到平台的时间（即逃避潜伏期），并停留１０ｓ；６０ｓ内
未找到平台的小鼠记逃避潜伏期为６０ｓ，并引导其到达平台停
留１０ｓ。（２）空间探索实验：第６天把平台撤除，将小鼠由目标
象限的对侧放入水中，记录小鼠在６０ｓ内穿越原平台区域次
数及在目标象限停留时间。

２．３　ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清 Ｔ３、Ｔ４、ＴＳＨ、ＴｇＡｂ水平　按照５０
ｍｇ／ｋｇ标准腹腔注射１％戊巴比妥钠溶液麻醉，摘眼球取血，
３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，１５ｍｉｎ离心分离血清。严格按照ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明书进行操作。

２．４　ＨＥ染色法观察小鼠甲状腺组织形态变化　麻醉后处死
小鼠，冰上取甲状腺组织放入４％多聚甲醛固定，经脱水、透
明、包埋，制作石蜡切片。切片经脱蜡、水化后，用苏木精、伊红

染液进行染色，再经脱水、透明后，用中性树胶封片，于光学显

微镜下观察甲状腺组织形态学变化。

２．５　透射电子显微镜观察小鼠海马神经元超微结构　冰上分
离海马组织，切割成１ｍｍ３大小组织块，置于２．５％戊二醛预
固定，１％锇酸再固定，经室温脱水、包埋后行超薄切片（厚度
７０ｎｍ），醋酸铀和枸橼酸铅溶液染色，于透射电子显微镜下观
察海马神经元超微结构。

２．６　免疫荧光染色法观察小鼠脑组织海马 ＣＡ１区 ＬＣ３阳性
表达　冰上取脑组织制备石蜡切片，经脱蜡、水化、抗原修复、
５％血清封闭后，滴加ＬＣ３抗体（１∶２５０）孵育过夜，洗涤后滴加
ＦＩＴＣ标记的羊抗兔 ＩｇＧ二抗（１∶２５０）避光孵育，洗涤后滴加
ＤＡＰＩ染液复染细胞核，ＰＢＳ洗涤３次，避光封片，荧光显微镜
下观察并采集图像。

２．７　逆转录聚合酶链式反应（Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ）法检测小鼠海马组织 ｍｉＲ－１９０ｂ－
５ｐ、ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ表达　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取小鼠海马组织总

２６
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ＲＮＡ，逆转录得到 ｃＤＮＡ，以 Ｕ６和 β－ａｃｔｉｎ分别作为 ｍｉＲ－
１９０ｂ－５ｐ、ＰＨＬＰＰ１内参完成 ＰＣＲ扩增（反应条件：９５℃、１
ｍｉｎ，９５℃、１５ｓ，６０℃、３０ｓ，７２℃、１ｍｉｎ，共４０个循环）。采用
２－ΔΔＣＴ法计算各组基因相对表达量。引物序列见表１。

表１　引物序列

引物名称 引物序列
片段长度／
（ｂｐ）

ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ Ｆ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＡＴＧＴＴＴＧＡＴＡＴＴ
Ｒ：ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ

６６

ＰＨＬＰＰ１ Ｆ：ＣＣＡＧＴＧＡＡＣＣＧＡＴＧＧＡＣＡＡＧＡ
Ｒ：ＣＴＣＣＧＴＧＡＡＡＧＴＡＴＣＡＡＡＧＣＡＧＡ

２１３

Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

１３６

β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ
Ｒ：ＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＣ

２８７

２．８　Ｗｅｓ全自动蛋白印迹定量分析系统检测小鼠海马组织
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、Ｐ６２、ＰＨＬＰＰ１、ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ、ＦＯＸＯ３ａ、ｐ－
ＦＯＸＯ３ａ蛋白水平　采用ＲＩＰＡ裂解液裂解并提取小鼠海马组
织总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。不同样品上样量均为
４．５μＬ（包括５×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ０．９μＬ，待检样品与０．１×Ｓａｍｐｌｅ
Ｂｕｆｆｅｒ合为３．６μＬ），９５℃、５ｍｉｎ变性。样品制备完毕，按照
样品、封闭液、一抗、二抗、发光液及清洗缓冲液的顺序分别加

入板内，机器自检后分别放入毛细管芯及板子，设计板子布局，

开始检测，１５０ｍｉｎ完成检测，进行结果分析。
２．９　双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ与
ＰＨＬＰＰ１靶向关系　构建 ＰＨＬＰＰ１野生型与突变型质粒，即
ＰＨＬＰＰ１３’ＵＴＲ－ＷＴ、ＰＨＬＰＰ１３’ＵＴＲ－ＭＴ，在２９３Ｔ细胞中将
其分别与ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐｍｉｍｉｃ与 ＮＣｍｉｍｉｃ共转染，即分为
ＰＨＬＰＰ１ＷＴ＋ＮＣｍｉｍｉｃｓ组、ＰＨＬＰＰ１ＷＴ＋ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ
组、ＰＨＬＰＰ１ＭＴ＋ＮＣｍｉｍｉｃｓ组、ＰＨＬＰＰ１ＭＴ＋ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ
组。双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各组细胞荧光素酶

活性。

２．１０　统计分析　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行统计分
析。计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较若满足正
态分布且方差齐时采用单因素方差分析；不满足正态分布或方

差不齐时采用非参数检验。以Ｐ＜００５表示差异有统计学
意义。

３　结果
３．１　各组小鼠血清 Ｔ３、Ｔ４、ＴＳＨ、ＴｇＡｂ水平　与 ＣＧ组比较，
ＭＧ组小鼠血清ＴｇＡｂ含量显著升高（Ｐ＜００１），证明ＡＩＴ造模
成功。与ＭＧ组比较，中药各剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３
组）小鼠血清 ＴｇＡｂ水平显著降低（Ｐ＜００１），其中以 ＢＧ－２
组降低效果最为明显。与ＭＧ组相比，其余各组小鼠血清 Ｔ３、
Ｔ４、ＴＳＨ水平差异无统计学意义。见图１。
３．２　各组小鼠甲状腺组织形态　ＣＧ组甲状腺滤泡上皮细胞
结构完整，大小均一，形态呈圆形或长扁形，排列紧密，无淋巴

细胞浸润。ＭＧ组甲状腺滤泡大小不等，滤泡上皮细胞呈长立
方形，多数滤泡腔内充满胶质，少数滤泡腔内胶质不均匀分布，

滤泡分散排列，滤泡内间质有大量淋巴细胞浸润，进一步证明

ＡＩＴ模型成功。中药各剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３组）甲状
腺滤泡上皮细胞结构较为完整，胶质含量减少，且甲状腺淋巴

细胞浸润情况均较 ＭＧ组明显缓解，其中 ＢＧ－２组相较于

ＢＧ－３组、ＢＧ－１组甲状腺组织淋巴细胞浸润面积均明显降
低。见插页ⅩⅫ图２。
３．３　各组小鼠空间学习记忆能力　与ＣＧ组相比，ＭＧ组小鼠
逃避潜伏期明显延长（Ｐ＜００１），穿越平台次数和目标象限停
留时间均显著降低（Ｐ＜００１），证明ＡＩＴ小鼠空间学习记忆能
力减退。与ＭＧ组相比，中药各剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３
组）小鼠逃避潜伏期均显著缩短（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），穿越平
台次数和目标象限停留时间增加，其中 ＢＧ－２组增加最为显
著（Ｐ＜００１）。见插页ⅩⅩⅢ图３。
３．４　各组小鼠海马神经元超微结构　ＣＧ组小鼠海马组织神
经元超微结构良好，线粒体结构清晰且完整，基质密度均匀，胞

膜连续完整，粗面内质网结构完整，细胞质状态清晰，无明显自

噬小体的出现。ＭＧ组小鼠海马组织神经元结构受损，线粒体
数目减少，基质有空泡，出现许多双层膜的液泡状结构，内含胞

浆成分的自噬小体。与 ＭＧ组相比，中药各剂量组（ＢＧ－１、
ＢＧ－２、ＢＧ－３组）小鼠海马神经元细胞形态结构恢复，线粒体
数量增多，基质丰富，自噬小体减少。见插页ⅩⅩⅣ图４。
３．５　各组小鼠海马ＬＣ３蛋白阳性表达情况　与 ＣＧ组相比，
ＭＧ组小鼠海马 ＣＡ１区 ＬＣ３平均荧光强度增加（Ｐ＜００１）。
与ＭＧ组比较，中药各剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３组）小鼠
海马 ＣＡ１区 ＬＣ３平均荧光强度均降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１）。见插页ⅩⅩⅤ图５。
３．６　各组小鼠海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、Ｐ６２蛋白表达水平　与
ＣＧ组相比，ＭＧ组小鼠海马组织Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白表达水平增
高，Ｐ６２蛋白表达水平降低（Ｐ＜００１）。与ＭＧ组比较，中药各
剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３组）小鼠海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３
蛋白表达水平降低，Ｐ６２蛋白表达水平升高，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。见图６。
３．７　各组小鼠海马组织 ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ信号通路相
关蛋白表达水平　与 ＣＧ组相比，ＭＧ组小鼠海马组织
ＰＨＬＰＰ１、ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达水平增高，ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ、ｐ－
ＦＯＸＯ３ａ／ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达水平降低（Ｐ＜００１）。与 ＭＧ组比
较，中药各剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３组）小鼠海马组织
ＰＨＬＰＰ１、ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达水平均降低，ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ、ｐ－
ＦＯＸＯ３ａ／ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达水平均升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），
其中仅ＢＧ－１组在 ＰＨＬＰＰ１蛋白表达及 ＢＧ－１、ＢＧ－３组在
ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ蛋白表达水平上与 ＭＧ组差异无统计学意义
（Ｐ＝０８）。见图７。
３．８　各组小鼠海马组织ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ、ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ表达
　与ＣＧ组相比，ＭＧ组小鼠海马组织 ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ水平降
低，ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ水平增高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
与ＭＧ组比较，中药各剂量组（ＢＧ－１、ＢＧ－２、ＢＧ－３组）小鼠
海马组织ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ水平升高，ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ水平显著
降低，其中以ＢＧ－２组改变更为显著（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。见
图８。
３．９　ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ与ＰＨＬＰＰ１靶向关系的预测与验证　使
用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库进行预测得到的 ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ和
ＰＨＬＰＰ１之间的结合位点见图９。采用双荧光素酶报告实验对
两者预测的靶向关系进行验证。与 ＰＨＬＰＰ１－ＷＴ共转染后，
ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐｍｉｍｉｃ组双荧光素酶活性较 ｍｉＲ－ＮＣ组显著
降低（Ｐ＜００１）；与ＰＨＬＰＰ１－ＭＴ共转染后，ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ
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注：＃＃与ＣＧ组比较，Ｐ＜００１；与ＭＧ组比较，Ｐ＜００１。
图１　各组小鼠甲状腺功能及抗体水平（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

注：＃＃与ＣＧ组比较，Ｐ＜００１；与ＭＧ组比较，Ｐ＜００５；与ＭＧ组比较，Ｐ＜００１。
图６　各组小鼠海马组织Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、Ｐ６２蛋白表达水平

ｍｉｍｉｃ组与ｍｉＲ－ＮＣ组双荧光素酶活性差异无统计学意义
（Ｐ＝０９９）。表明 ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ和 ＰＨＬＰＰ１具备靶向调节
的关系。见图１０。
４　讨论

ＡＩＴ致认知损伤归属中医“瘿病”合并“善忘”“健忘”范
畴。《灵枢·本神》云“脾藏营，营舍意”，脾气健运则精微化生

有源，清气上行，髓海充盛，人体思维活动敏捷、记而不忘，认知

功能正常［１７］。ＡＩＴ机体脾气亏虚，水谷精微匮乏，升清无力，

脑髓失养，加之痰瘀内生，闭阻脑窍，则“脾失藏意”，认知损

伤。补中益气汤是“补中益气，健运中焦”之经典方，该方以黄

芪为君，人参、炙甘草、白术为臣，旨在健运中焦元气，以资气血

化生之源；佐以升麻、柴胡升提下陷之中气，陈皮理气和胃，当

归养血合营，全方共奏助脾藏营、和营舍意之功。课题组前期

对补中益气汤治疗 ＡＩＴ的疗效及机制进行了广泛深入研
究［１８－２０］，本研究再次证明了补中益气汤可减轻 ＡＩＴ小鼠甲状
腺淋巴细胞浸润，降低血清ＴｇＡｂ水平，并且表明该方亦可有
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Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１２
Ｄｅｃ．２０２５

注：＃＃与ＣＧ组比较，Ｐ＜００１；与ＭＧ组比较，Ｐ＜００５；与ＭＧ组比较，Ｐ＜００１。
图７　各组小鼠海马组织ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ信号通路相关蛋白表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

注：＃＃与ＣＧ组比较，Ｐ＜００１；与ＭＧ组比较，Ｐ＜００５；与ＭＧ组比较，Ｐ＜００１。
图８　各组小鼠海马组织ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ、ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

图９　ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ和ＰＨＬＰＰ１的预测结合位点
效改善ＡＩＴ小鼠的空间学习和记忆功能。

细胞自噬是指细胞在自噬相关基因的调控下，利用溶酶体

降解自身细胞质蛋白及其受损细胞器的过程［２１］。细胞自噬是

一把“双刃剑”，生理状态下的基础自噬对维持细胞内稳态及

细胞产物的合成、降解及循环利用等具有重要作用；病理状态

下的异常自噬可导致代谢应激，细胞成分过度降解甚至细胞死

亡等。自噬过程受多种自噬相关蛋白（如 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、Ｐ６２
等）的调节和控制，自噬小体的形成是判断自噬发生的“金标

准”［２２－２３］。本研究表明ＡＩＴ小鼠海马神经元细胞超微结构损
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Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１２
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注：＃＃与ＰＨＬＰＰ１ＷＴ＋ＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，Ｐ＜００１。
图１０　双荧光素酶报告实验检测ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ和

ＰＨＬＰＰ１相互作用

伤且存在神经元异常自噬，海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白表达水
平增高，Ｐ６２蛋白表达水平降低；经补中益气汤治疗后神经元
自噬程度减轻，神经元结构恢复，海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白
表达水平降低，Ｐ６２蛋白表达水平升高，提示补中益气汤可能
通过改善海马神经元自噬治疗ＡＩＴ认知损伤。

ＰＨＬＰＰ１是一种可以特异性地将磷酸化激活的 ＡＫＴ脱磷
酸化而失去蛋白激酶活性的新型蛋白磷酸酶［２４］。目前研究发

现ＰＨＬＰＰ１信号传导在调节多种神经元生理作用中至关重要，
包括神经元活性、神经保护、神经元凋亡、记忆形成和长期记忆

的巩固等，同时也在阿尔茨海默病、癫痫、帕金森病和其他神经

退行性疾病中发挥重要作用［２５－２９］。ＣＨＥＮ等证实 ＰＨＬＰＰ１的
缺失可以增强神经元中 ＡＫＴ的激活，并显著提高缺血损伤后
神经元细胞存活率，抑制ＰＨＬＰＰ１可能是一种保护大脑免受缺
血性损伤的治疗方法［３０］。ＬＩＵ等表明 ＰＨＬＰＰ１过度表达会损
害海马神经元突触可塑性和海马依赖性学习［３１］。ＦＯＸＯ３ａ作
为转录调节因子在调节细胞自噬中具有重要的作用，ＦＯＸＯ３ａ
的磷酸化水平是影响其介导自噬基因转录的重要因素，而

ＡＫＴ是ＦＯＸＯ３ａ的上游磷酸化激酶，可调控其关键残基Ｓｅｒ２５３
的磷酸化水平来阻止 ＦＯＸＯ３ａ进入细胞核发挥调控效应［３２］。

ｍｉＲ－１９０ｂ与人类多种中枢神经系统疾病存在诸多关联，其表
达上调可减轻神经元损伤，抑制神经炎症，减少神经元凋亡，改

善认知［３３－３５］。ｍｉＲ－１９０ｂ可以特异性结合 ＰＨＬＰＰ１ｍＲＮＡ的
３’－ＵＴＧ位点，使ＡＫＴ的脱磷酸化作用减弱，ＦＯＸＯ３ａ磷酸化
增加，进而导致其不能进入细胞核，引发 ＦＯＸＯ３ａ介导的自噬
效应蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１的水平降低，自噬水平降低。本研究发现补
中益气汤治疗可使 ＡＩＴ小鼠海马组织 ＰＨＬＰＰ１、ＦＯＸＯ３ａ蛋白
表达水平降低，ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ、ｐ－ＦＯＸＯ３ａ／ＦＯＸＯ３ａ蛋白表达
水平升高，ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ表达上调，并且双荧光素酶报告实
验证实ｍｉＲ－１９０ｂ－５ｐ可靶向调控ＰＨＬＰＰ１基因，表明补中益
气汤可能通过调节 ｍｉＲ－１９０ｂ靶向 ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ信
号通路，从而改善ＡＩＴ小鼠海马神经元异常自噬。

综上所述，补中益气汤可能通过调控 ｍｉＲ－１９０ｂ／
ＰＨＬＰＰ１／ＡＫＴ／ＦＯＸＯ３ａ信号通路改善 ＡＩＴ小鼠海马神经元异
常自噬，从而减轻海马神经元损伤，可能是补中益气汤治疗

ＡＩＴ致认知损伤的潜在机制之一。本研究从新的视角丰富了
“脾藏意”的理论内涵，为中医“从脾论治”ＡＩＴ相关认知损伤
提供了新的治疗策略与实验依据，但本病发病机制复杂，未来

仍需进一步探索。
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基于气味的不同等级天麻辨状论质机制及其定性识别模型构建

张昊娟１，周成惠２，虞小静１，王嘉唯１，吴志强１，姚秉韬１，裴志东１，张慧１

（１．辽宁中医药大学药学院，辽宁 大连 １１６６００；２．阿克苏地区药品检验所，新疆 阿克苏 ８４２００８）

　　摘要：目的 以气味为研究对象，揭示天麻“气浓者为佳”的辨状论质标准的科学内涵。方法 采用高效液相色谱法

与福林酚比色法分别测定５３批天麻中９个单体成分及多酚的含量，并借助电子鼻技术定量样品气味值，采用双变量相
关法分析二者之间的相关性。以气味的量化特征值为指标，采用化学计量学方法，建立不同等级天麻基于气的品质评价

定性识别模型。结果 天麻素、原儿茶酸、对羟基苯甲醛、香兰素、巴利森苷 Ｂ、多酚均与天麻气味呈正相关，不同等级的
天麻能够用ＰＣＡ和ＤＦＡ模型区分开。结论 天麻的“气”越浓，则含有的上述药效成分的含量越高，从而揭示了天麻“气

浓者为佳”的辨状论质机制，建立了基于气味客观量化识别不同等级天麻的定性模型，为天麻药材的质量评价奠定

基础。

　　关键词：天麻；辨状论质；电子鼻；气味
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ⅩⅫ

基于 miR -1 90b/PHLPP1 /AKT/FOXO3a通路探究补中益气汤
对自身免疫性甲状腺炎模型小鼠海马神经元异常自噬的影响

（正文见 60 -67 页）

图 2　各组小鼠甲状腺组织形态（HE，×400）
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ⅩⅩⅢ

注：##与 CG组比较，P<0.01；*与MG组比较，P<0.05；**与MG组比较，P<0.01。
图 3　各组小鼠Morris水迷宫实验结果（n=8，■x±s）
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ⅩⅩⅣ

图 4　各组小鼠海马 CA1 区神经元超微结构（透射电镜，×8000）
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ⅩⅩⅤ

注：##与 CG组比较，P<0.01；**与MG组比较，P<0.01。
图 5　各组小鼠海马 CA1 区 LC3 平均荧光强度（n=3，■x±s）


