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清热利胆解毒方对铜负荷大鼠学习记忆行为的影响
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［摘要］ 目的：观察清热利胆解毒方对铜负荷饮食大鼠空间学习记忆行为的影响。方法：100只雄性大鼠适应性喂养 1周后，

随机分为空白对照组，模型对照组，清热利胆解毒方组，清热利胆解毒方加青霉胺组，青霉胺组。每组 20只。正常对照组喂食普

通饲料，其余各组予含硫酸铜 1 g/kg的粉状饲料和含量为 0.185%硫酸铜的去离子水喂养，第 7周开始药物治疗，第 8周后采用

Morris水迷宫实验测试大鼠学习记忆能力。结果：平均潜伏期模型对照组较空白对照组明显延长（P ＜ 0.01），清热利胆解毒方加

青霉胺组、清热利胆解毒方组及青霉胺组较空白对照组延长（P ＜ 0.05）；清热利胆解毒方加青霉胺组、清热利胆解毒方组及青霉

胺组较模型对照组平均潜伏期显著减少（P ＜ 0.01）。穿越原平台位置次数模型对照组较空白对照组明显减少（P ＜ 0.01），清热利

胆解毒方加青霉胺组、清热利胆解毒方组及青霉胺组较空白对照组减少（P ＜ 0.05）；清热利胆解毒方加青霉胺组、清热利胆解毒

方组及青霉胺组较模型对照组平均潜伏期显著减少（P ＜ 0.01）。结论：清热利胆解毒方可以改善铜负荷大鼠的学习记忆障碍。
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肝豆状核变性(Wilson disease，WD)是一种常染色体隐

性遗传的铜代谢障碍疾病[1]，临床上 WD 患者除常见神经系

统、肝脏损害症状外，一些高级神经活动如记忆和智能等都受

到影响，其中脑型 WD 患者存在有严重的记忆障碍，而无神

经系统症状的 WD 患者也存在有记忆商的轻度损害。提示铜

损害造成的神经细胞损伤对 WD 患者的学习记忆功能产生了

一定的影响[2]。前期研究发现以清热利胆解毒方为主的中西医

结合治疗可以使 WD 患者智商总体水平有不同程度的提高，

尤其可使视空间技能显著提高，体现在观察能力、长时间视觉

记忆能力、远见性、计划性和结构综合判断能力均增强[3]。本

实验通过 Morris 水迷宫试验，观察清热利胆解毒方对铜负荷

大鼠学习记忆行为的影响，为 WD 的基础研究及 WD 患者学

习记忆功能障碍的治疗提供依据。
1 材料与方法

1.1 材料 清洁级健康 3 月龄 Wistar 大鼠 100 只(安徽省实

验动物中心提供)，均为雄性，体重 180 g~200 g(合格证号：

SCXR-2011-002)。Morris 水迷宫，北京友诚嘉业生物科技

有限公司。去离子水由安徽大东方药业提供。硫酸铜、硝酸为

优级纯，由合肥大药房提供。
1.2 动物及分组 实验大鼠采用标准基础饲料适应性喂养 1

周后随机分成 5 组：空白对照组，模型对照组，清热利胆解

毒方组，清热利胆解毒加青霉胺组，青霉胺组。每组 20 只大

鼠于专用实验室中分笼饲养，室温保持在(22～25)℃，自然昼

夜循环非直射光照下生活。在整个喂养期间和此后的试验期间

均定期对动物的健康状况进行检查，凡患有慢性呼吸性疾病、
感染和肿瘤的动物均被剔除。对于死亡大鼠及时查明死因，妥

善处理。
1.3 实验药物 清热利胆解毒方：由大黄、黄连、姜黄、金

钱草、三七组成。所有药材均购自安徽省中医院中药房，取 6

倍于药材量的冷水浸泡药材由 20 min，武火煎至水沸，改用

文火煎煮 40 min，滤出药液后加适量冷水，复煎至水沸，改

用文火煎 30 min，滤出药液，两煎合并。按人与大鼠剂量转

换 公 式 ( 按 大 鼠 200 g 体 重 计 算 )， 配 制 成 相 当 于 含 生 药

0.7 g/mL 的 药 液。阳 性 对 照 药 物 青 霉 胺 (penieil1amine，

PCA)：0.125 g/ 片，上海信谊药厂有限公司生产。
1.4 实验方法 空白对照组予以普通饲料，其余 4 组均参照

文献方法制作铜负荷模型大鼠，即予含硫酸铜 1 g/kg 的饲料

和含 0.185%硫酸铜的水，饲养 12 周，各组大鼠每天自由饮

水、进食。清热利胆解毒方组：从第 7 周第 1 天开始每只大

鼠均予以清热利胆解毒方灌胃(剂量按 1.3 中计算量给予)，每

天 1 次，共 6 周。青霉胺对照组：从第 7 周第 1 天开始每只

大鼠按青霉胺 0.09 g/kg 灌胃给药，每天 1 次，共 6 周。清热

利胆解毒方加青霉胺组：从第 7 周第 1 天开始每只大鼠均予

以清热利胆解毒方灌胃，同时给予青霉胺灌胃，每天 1 次，

用量同清热利胆解毒方组及青霉胺组，共 6 周。空白对照组

和模型对照组：给予等量生理盐水，连续 6 周。
1.5 观察指标 每天定时观察大鼠一般状况，包括体重、精

神状态、活动情况、摄食、二便等变化情况。Morris 水迷宫

测试在安徽中医学院新安医学研究中心动物行为学研究室内进

行，主要包括定位航行试验和空间探索试验，实验方法按文献

要求进行。
1.6 统计学方法 应用 SPSS13.0 统计分析软件进行统计分

析，计量数据以(x±s)表示，组间比较均用 t 检验。
2 结果

2.1 一般状况 正常对照组大鼠生长状态良好，体重增长快，

皮毛光泽度好，活动、进食良好。其余各组大鼠大鼠造模 1

周后出现活动明显减少，精神萎靡，饮食减少、体重增加不明

显甚至下降，皮毛光泽度差，部分有毛发脱落，腹泻等。造模

第 3 周开始出现部分大鼠明显消瘦、行走不稳。开始给药后，

除模型组外的各组大鼠精神状况有所好转，饮食、饮水量明显

增加。给药 6 周后，除模型对照组外的各组大鼠体重均明显

增加。在整个实验期间，空白对照组大鼠无死亡。模型对照组

大鼠死亡 3 只，各给药组在给药过程中因药液误入气管窒息

死亡共 5 只。不明原因死亡 2 只。最后每组随机抽取 15 只进

行检测。
2.2 各组大鼠定位航行试验平均潜伏期比较 见表 1。平均

潜伏期模型对照组较空白对照组明显延长(P﹤0.01)，清热利胆

解毒方加青霉胺组、清热利胆解毒方组及青霉胺组较空白对照

组延长(P﹤0.05)；清热利胆解毒加青霉胺组、清热利胆解毒方

组及青霉胺组较模型对照组平均潜伏期显著减少(P﹤0.01)。

表 1 各组大鼠定位航行试验平均潜伏期比较(x±s) s

与空白对照组比较，①P﹤0.01，②P﹤0.05；与模型对照
组比较，③P﹤0.01

2.3 各组大鼠穿越原平台位置次数比较 见表 2。穿越原平

台位置次数模型对照组较空白对照组明显减少(P﹤0.01)，清热

利胆解毒方加青霉胺组、清热利胆解毒方组及青霉胺组较空白

对照组减少(P﹤0.05)；清热利胆解毒方加青霉胺组、清热利胆

解毒方组及青霉胺组较模型对照组平均潜伏期显著减少(P﹤

0.01)。
3 讨论

中医古代文献对 WD 缺乏系统的阐述，但根据其临床表

现，中医学将该病归于痉症、颤证、黄疽、积聚、鼓胀等范

畴。中医学认为患者先天禀赋不足导致肾的开合失司引起铜毒

组 别

空白对照组

模型对照组

清热利胆解毒方组

青霉胺组

清热利胆解毒方加青霉胺组

n
15

15

15

15

15

平均潜伏期

20.07±3.11

40.63±2.02①

29.12±3.57②③

27.11±2.05②③

26.05±2.01②③
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组 别

空白对照组

模型对照组

清热利胆解毒方组

青霉胺组

清热利胆解毒方加青霉胺组

n
15

15

15

15

15

穿越原平台位置次数

8.11±2.23

3.28±1.76①

6.02±2.07②③

6.61±2.15②③

6.95±2.11②③

内聚，铜毒郁久，外泄无路而酿生湿热痰浊、可使脾失运化，

湿浊蕴而化热，可见口中臭秽、口苦口腻、心烦易怒、小便短

赤、脘腹胀闷、舌质红、苔黄或黄腻、脉弦或弦滑等症[4]。本

病发生虽然以虚为主，但往往可因虚致实而形成本虚标实或虚

实夹杂，其本为肝肾亏虚，或阴损及阳导致脾肾阳虚；其标为

铜毒湿热、肝气郁结、痰瘀互结[5]。故“铜毒内聚、肝胆湿热

内蕴”为本病的主要病机。采取清热解毒、利胆燥湿、通腑利

尿之法，由大黄、黄连、姜黄、金钱草、三七等组成的清热利

胆解毒方治疗，既往研究结果表明清热利胆解毒方具有显著的

细胞内排铜和使细胞内锌含量增加的作用；增加胆汁、大便及

尿的排铜效果；可以通过间接提高血清基质蛋白酶 -1 对细胞

外基质的降解活性，而发挥抗肝纤维化作用。方中的三七能改

善肝脏功能、调节免疫、对神经细胞缺氧损伤具有明显的保护

作用[6]，姜黄中所含的姜黄素对小鼠急性肝损伤和四氯化碳诱

导的大鼠肝纤维化有治疗作用，可显著抑制肝星型细胞的增殖

和分泌细胞外基质，并诱导其凋亡[7]。大黄内含的结合蒽醌类

物质能促使肠蠕动而致泻增加胆道排铜[8]。金钱草可以促进胆

汁分泌，改善胆汁代谢[9]。
学习和记忆是脑的高级神经活动之一，WD 造成的铜沉积

可以造成神经系统变性引起整个神经系统受累[10]，铜是许多功

能蛋白如过氧化物岐化酶、酪氨酸环化酶等必需的微量元素，

当铜代谢失衡时可以通过对功能分子构象的直接损害和 / 或造

成活性氧族、活性氮族的生成而造成持续的氧化应激反应和线

粒体损伤而导致神经元凋亡和神经退行性变，影响了突触传导

功能，引起神经行为的改变。而铜沉积在肝组织中导致的隐匿

性肝性脑病和(或)代谢异常也可能影响患者的脑功能。
本研究表明，铜负荷饮食造模后，大鼠的平均潜伏期明显

延长，穿越平台次数减少，结合既往研究中发现铜负荷模型大

鼠脑铜含量升高情况，提示铜过量负荷可以引起大鼠的学习记

忆功能障碍。清热利胆解毒方中药应用后大鼠的平均潜伏期，

穿越平台次数等指标较模型组均有明显差异，清热利胆解毒方

组无论从反映空间学习记忆获取能力的定位航行实验，还是从

反映信息贮存能力的空间搜索实验来看，都低于正常对照组而

优于模型对照组的成绩，清热利胆解毒方组与青霉胺组比较无

明显差异。结果表明清热利胆解毒方中药能显著改善铜负荷模

型大鼠的学习记忆能力。
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表 2 各组大鼠穿越原平台位置次数比较(x±s) 次

与空白对照组比较，①P﹤0.01，②P﹤0.05；与模型对照
组比较，③P﹤0.01
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