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内容提要 目的：研究聪圣胶囊对去皮层血管模型大鼠前脑脑源性神经营养因子（./!0）+,!-、酪氨

酸激酶（123.）+,!-作用及机理。方法：建立去大鼠脑皮层血管模型，用原位杂交方法测定聪圣胶囊对其模

型大鼠./!0+,!-、123.+,!-表达。结果：发现去皮层血管后，聪圣胶囊对大鼠大脑皮质、海马中./4
!0+,!-、123.+,!-表达明显降低，海马5-)区下降最明显，大细胞基底核未见有./!0+,!-的表

达，而存在123.+,!-的表达。结论：聪圣胶囊通过增强./!0+,!-、123.+,!-的表达，促进./!0及

123.蛋白的合成，挽救将要变性的神经元，维持它们的存活。
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B@C$2)&9$：G"H1=IJ1<BBKKB;1E:I+B;<E:9H+"K5":DH<B:D5ELH=FB（565）":M2E9:IB29NBI:B=2"12"L<9;
KE;1"2（./!0）E:I1J2"H9:39:EHB（123.）+,!-9:K"2BM2E9:"K2E1HEK1B2;"219;EFIBNEH;=FE29OE19":#D$)60.5：

G<B2E1IBNEH;=FE29OE19":+"IBFPEHBH1EMF9H<BI，E:IBQL2BHH9":"K./!0+,!-E:I123.+,!-PB2BIB1B24
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D2"=L#30(2+-5&0(：565;"=FIHEFNEDB1<BIBDB:B2E19:D:B=2":HE:I+E9:1E9:1<B92H=2N9NEFEK1B2;"219;EFIBNEH4
;=FE29OE19":MJ9:;2BEH9:D1<BBQL2BHH9":"K./!0E:I123.+,!-E:I9+L2"N9:D1<BHJ:1<BH9H"K./!0+,!-
E:I123.L2"1B9:#

E$/F0%.5 5":DH<B:D5ELH=FB，+"IBF"K;"219;EFIBNEH;=FE29OE19":，M2E9:IB29NBI:B=2"12"L<9;KE;1"2，1J4
2"H9:39:EHB，+,!-

脑源性神经营养因子（./!0）是于)$T$年从猪

脑中 提 取 出 来 的，其 氨 基 酸 序 列 与 神 经 生 长 因 子

（!U0）有V’W!%’W的同源性，因而将其归于!B=4
2"12"L<9:家族。最早发现它能促进培养的鸡胚背根神

经节（/,U）的神经元存活，后来一系列实验研究发现

./!0对基底前脑胆碱能神经元等的发生和存活都具

有作用。./!0还影响突触及神经元的可塑性、神经

递质以及其他神经营养因子的合成，近来还证明有直

接参与调节学习和记忆过程（)）。./!0及其高亲和力

受体酪氨酸激酶.（123.）在脑内的分布基本是一致

的。伤害性刺激如机械损害等能提高./!0、123.及

其+,!-的水平，而-FO<B9+B2病脑内./!0、./!0
+,!-的表达降低（*）。本研究拟用去大鼠脑皮层血管

建立痴呆模型，观察前脑./!0+,!-、123.+,!-
的表达，并研究聪圣胶囊对./!0+,!-、123.+,4
!-表达的影响。

材料和方法

) 药物 聪圣胶囊由何首乌、荷叶梗、漏芦、肉苁

蓉X味中药组成，每克浸膏含生药(VYZ*D，由吉林辽

源市亚药业股份有限公司提供，批号：$Z’%’%。

* 动物及分组 雄性[9H1E2大鼠，X!V个月龄，

体重*V’!(’’D，X*只，北京中医药大学动物中心提

供。随机分为(组：假手术组（*只），对照组（*’只），

给药组（*’只）。术后假手术组、对照组大鼠灌服无菌
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双蒸水，给药组每天灌服聪圣胶囊（!"#$%／&%），每天#
次，每次’"()*，疗程分别为’$、(!天。

( 造模及标本制作

("’ 造模 ’!+水合氯醛（!",)*／’!!%）麻醉下，

剪开大鼠头部皮肤，暴露颅骨，用牙科钻在左侧颅骨钻

-个孔，用眼科剪翻开左侧颅骨，暴露左侧脑硬脑膜，

用虹膜剪轻轻剪开硬脑膜，露出软脑膜，使用沾有生理

盐水的棉签轻轻擦拭（在解剖显微镜下），至软脑膜镜

下见不到血管为止，用棉签轻轻按压止血（但仍有少量

出血），缝合皮肤。假手术组手术方法同模型组，不同

之处在于颅骨打开后不打开硬脑膜即缝合皮肤。

("# 标本制作 给药’$、(!天后分别处理(组

大鼠，即用’!+的水合氯醛（!",)*／’!!%）麻醉，用生

理盐水心脏灌注冲洗后，再用!"’).*／/01配制的

,+多聚甲醛（234"#!4",）灌注，取脑，后固定#!,5，

放入#!+蔗糖（!"’).*／/01配制）内，,6保存，切片

前将脑组织液氮冻融，将配对的对照组和给药组大脑

固 定 在 同 一 个 载 物 托 上，恒 温 冷 冻 切 片 机 切 片

（(!")），贴在同一张载玻片上，放入切片盒内，低温冷

冻保存。

, 1789检测 采用($:(;末端标记1789寡核

苷酸 原 位 杂 交 方 法。1789寡 核 苷 酸 探 针 按 <=>?
>*@ABC（’DD’）1789的#$!!#DEF78G片段（$;H(;）

IJIIGKGKJIIIGJKKKJIIKIGIGIIJKKKJGK?
KIIGGKIJKIIJJK，由 美 国 /L9M JMI38N/N?
KLM:公司合成。采用7B2.AO8M82P.>BFO公司寡核

苷酸(;末端标记药盒（8M0?’!!），用($:标记，所用#
〔($:〕>GJ0由7B2.AO8M82P.>BFO公司提供（活性为

’#$!I=／)).*，’!2).*／"*），按药盒说明书操作。

$ OP&1检测 用(;末端生物素标记的OP&1寡核苷

酸酪胺加强原位杂交方法。OP&1寡核苷酸探针按)=>?
>*@ABC（’DD’）OP&1的’E4DH’D#!F78G片段（$;H(;）IJ?
KIKGIJKIKJIGKIJIKKJKKKIKKKJJGIIIJIJKI?
IGJ，由美国/L9MJMI38N/NKLM:公司合成，生物素(;
末端标记药盒标记，并用J:G药盒生物素化酪胺进行

信号放大。药盒均采用8M82P.>BFO公司产品，按药

盒说明书操作。

- 图像分析及统计学处理 1789免疫组化及

OP&1)Q8G原位杂交结果用I<LG:E真彩病理图像

分析系统（中国航空航天大学图像分析中心）进行分

析，统计每个视场中阳性反应的面密度（所选视野中阳

性总面积与系统统计场面积的比值，反映阳性细胞大

小，即细胞萎缩状态）、面积和光密度（系统对彩色图像

颜色深浅的一种表达方式，反映表达的强弱），两组间

资料统计用!检验。

结 果

’ 聪圣胶囊对大鼠大脑皮质及海马1789)Q?
8G的影响 在($:(;末端标记1789寡核苷酸原位

杂交中，对照组大鼠大脑皮质1789)Q8G的表达明

显降低，阳性细胞数量减少，银颗粒降低；给药组大鼠

大脑皮质1789)Q8G的表达比对照组明显增强。在

海马中1789)Q8G的表达：对照组IG’!IG,区阳

性细胞减少，银颗粒明显减低，且IG’区降低最显著；

给药组海马IG’!IG,区1789)Q8G均有增强（图

略）。

# 聪圣胶囊对大鼠大脑皮质、海马、大细胞基底

核OP&1)Q8G的影响 OP&1)Q8G在假手术组大鼠

大脑皮质、海马、大细胞基底核的表达；在皮质主要集

中分布于皮质的$!%层，&、’层有散在表达；扣带

皮质、杏仁皮质中OP&1)Q8G的表达较强；海马中

OP&1)Q8G均表达在IG’!IG,区锥体细胞层以及

齿状回颗粒细胞层。在大细胞基底核的部位，苍白球

的腹侧可见胞体明显大而深染的OP&1)Q8G阳性细

胞。对照组大鼠大脑皮质中OP&1)Q8G的表达明显

减弱，海马结构中锥体细胞层和齿状回的颗粒细胞层

的OP&1)Q8G的表达也明显减弱，IG’区最明显。对

照组大鼠的大细胞基底核OP&1)Q8G表达降低；给药

组大鼠OP&1)Q8G在皮质、海马、大细胞基底核中的

表达明显增强（见表’、#，均为(!天的结果）。

表! (组大鼠大脑皮质中OP&1)Q8G阳性

细胞面密度和光密度值测定结果的比较 （!"R#）

组别 样本数 面密度 光密度

假手术 D !"##R!"!’" #’!"((R’!"(#"
对照 D !"!ER!"!’ D4"#(R’-",,
给药 D !"#!R!"!’" ’D!"E!R#-"4#"

注：与对照组比较，"$#!"!’

表" (组大鼠海马中OP&1)Q8G阳性细胞

面密度和光密度值测定结果的比较 （!"R#）

组别 样本数 面密度 光密度

假手术 D IG’ !"’,R!"!’"" ’ED"’#RD"-#""
IG# !"’-R!"!’"" ’$!"E4R’!"#,""
IG( !"#(R!"!#"" ’E!"-,R#!"’(""
IG, !"’ER!"!’"" ’E4"$4R’D",$""

对照 D IG’ !"!DR!"!# ED"(#RE"-(
IG# !"!-R!"!’ -,"’#R-"$4
IG( !"’,R!"!( ’’!"$DR(E",D
IG, !"’#R!"!# ’!$",DR(D"!4

给药 D IG’ !"’(R!"!’"" ’-!"#4R,4"-,"
IG# !"’,R!"!’"" ’#$"#ER#-",’""
IG( !"#!R!"!("" ’$,"DDR(!"-$""
IG, !"’-R!"!’" ’$’"D$R’-"#("

注：与对照组同部位比较，"$#!"!$，""$#!"!’
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讨 论

本研究中观察到大鼠去皮层血管后，无论存活!"
天或#$天（本结果为#$天者，!"天结果与之相同），

皮质、海马、大细胞基底核中%&’()*’+、,-.%)*/
’+的表达均下降，特别是扣带皮质、海马中0+!区下

降最明显；锥体细胞变性萎缩，数目减少，均可见呈萎

缩状或空泡状的阳性细胞；大细胞基底核的阳性细胞

呈萎缩状，胞体减小，突起纤细或消失，这可能是由于

神经元逆行性变性导致的，可能与+12345)4-病脑中

神经营养因子表达下降的机理相似（6），但与脑缺血不

同。脑缺血导致%&’(、,-.%及其 )*’+的表达增

加（#），可能是脑缺血激活了神经元的保护机制，还没有

造成神经元组织形态上的损害。而我们观察的大鼠为

去脑皮层血管后存活!"、#$天，皮质、海马、大细胞基

底核已出现了明显的变性、坏死，所以%&’()*’+、

,-.%)*’+的表达下降。

本研究观察到大细胞基底核有,-.%)*’+的表

达，但没有%&’()*’+表达，与以往的工作报道（7）

是相吻合的。大细胞基底核的%&’(蛋白是靶源性

的依据是：（!）大细胞基底核胆碱能纤维广泛投射到新

皮质（"）；（6）免疫组化和原位杂交方法证实，靶区新皮

质、内嗅皮质、海马存在高表达的%&’(蛋白和%&’(
)*’+（8）；（#）基 底 前 脑 胆 碱 能 神 经 元%&’(蛋 白、

,-.%蛋白及其)*’+高表达（9）；（7）在皮质、海马内注

射!6":/%&’(，在基底前脑核群中，发现放射性标记的

阳性神经元（;）。%&’(在靶组织皮质、海马的神经元

和胶质细胞内合成、分泌，作用于,-.%受体，同样,-.%
受体除了本身合成之外，也可能是靶源性的，来源于新

皮质，经逆行性运输到大细胞基底核胆碱能神经元胞

体，从而发挥维持胆碱能神经元的存活及正常生理功

能的作用。

我们另外的工作证实，聪圣胶囊能促进大细胞基

底核乙酰胆碱酯酶（+<3=）、胆碱乙酰转移酶（03+>）

的表达（?），因此，我们认为聪圣胶囊可能促进靶源性的

%&’(、,-.%的合成、分泌，作用于大细胞基底核，对胆

碱能神经元起到营养保护作用，以挽救其变性、坏死。

但是我们还观察到%&’(、,-.%及其)*’+在脑内各

区分布十分一致。文献报道%&’(、,-.%及其)*’+
还能存在于同一细胞内，包括大细胞基底核的胆碱能

神经元（!$）。近来还强调神经营养因子自分泌和旁分

泌的作用方式。所以本实验也不能排除聪圣胶囊能促

进脑内神经元或胶质细胞（另文报道）的自分泌和旁分

泌的作用。

综上所述，在大鼠去皮层血管后，聪圣胶囊可能激

活皮质、海马等处神经元%&’()*’+、,-.%)*’+
的表达，促进%&’(、,-.%的合成，由此推测其主要通

过其旁分泌和自分泌方式作用于自身或邻近神经元，

也可能通过靶源性的方式作用于大细胞基底核的胆碱

能神经元，以保护皮质、海马、大细胞基底核神经元免

遭变性坏死。
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