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调心方对快速老化模型小鼠海马学习记忆

有关基因表达的影响!

周文霞 张永祥

内容提要 目的：研究调心方对快速老化模型小鼠（+,-,+.,-.,/..,0,1/2,34"5+,，678）海马学习记忆
有关基因表达的影响。方法：应用逆转录9聚合酶链反应（:;9<=:）的方法，以!9/.2>-为内参照，检测678
海马盐皮质激素受体（8:）、早老蛋白*（<69*）、早老蛋白?（<69?）、2/5、7<<、/@"A及B.09?等学习记忆有关
基因表达水平的变化及调心方对其影响。实验中选用A?’?’为对照药物。结果：与同龄抗快速老化的:系
（678:*）比较，)月龄快速老化亚系（678<&）海马8:、2/5、<69?、7<<基因表达水平显著升高，/@"A基因
表达水平降低，而<69*和B.09?基因表达水平无明显变化；*?月龄678<&海马 8:、2/5基因表达水平升
高，B.09?基因表达水平降低，而<69*、<69?、/@"A、7<<基因表达水平无明显变化。连续口服给予调心方对

)月龄678<&海马8:、2/5、/@"A基因的异常表达具有纠正作用，对*?月龄678<&海马8:、B.09?基因的
表达异常亦具有纠正作用。结论：连续口服给予调心方对)月龄及*?月龄678<&海马学习记忆有关基因
的异常表达有纠正或调节作用。
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=>?#$%(@#：;"+253L2M,,NN,.2"N;>/"H>-:,.>@,（;O:）"-0,/1->-K/-34,4"1L1,0/2,3K,-,,H@1,++>"->-
M>@@"./4@5+"N+,-,+.,-.,/..,0,1/2,34>.,（678）#2#%A&17：=M/-K,+"N0,/1->-K/-34,4"1L1,0/2,3K,-,
,H@1,++>"-，>-.053>-K4>-,1/0"."12>.">31,.,@2"1（8:），@1,+,->0,@1"2,>-*/-3?（<69*，<69?），2/5，7<<，

/@"A/-3B.09?>-M>@@"./4@5+"N678P,1,3,2,14>-,3BL1,Q,1+,21/-+.1>@2>"-@"0L4,1/+,.M/>-1,/.2>"-（:;9
<=:）#;M,,NN,.2"N;O:P,1,2,+2,3#A?’?’P/+5+,3/+2M,315KN"1."-21"0#,#795%7：="4@/1,3P>2M2M"+,
>-2M,+/4,/K,34>.,，>-2M,)94"-2M"03678，0,Q,0+"NK,-,,H@1,++>"-"N8:，2/5，<69?/-37<<P,1,+>K9
->N>./-20LM>KM,1，2M/2"N/@"9A0"P,1，0,Q,0+"NK,-,,H@1,++>"-<69*/-3B.09?P,1,5-"BQ>"5+0L.M/-K,3；PM>0,
>-2M,*?94"-2M"03678，K,-,,H@1,++>"-"N8:/-32/5P,1,M>KM,1，B.09?P/+0"P,1/-3<69*，<69?，/@"A
/-37<<P,1,/0+"5-"BQ>"5+0L.M/-K,3#="-2>-5"5+0L"1/00L2/R,-;O:."503."11,.22M,/B-"14/0>2L"N8:，

2/5/-3/@"AK,-,,H@1,++>"->-M>@@"./4@5+"N)94"-2M678/-32M/2"N8:/-3B.09?>-*?94"-2M678#
B&+$597(&+：="-2>-5"5+0L"1/00L2/R,-"N;O:M/+2M,,NN,.2"N1,K50/2>-K/-3."11,.2>-K0,/1->-K/-34,4"1L
1,0/2,3K,-,,H@1,++>"->-M>@@"./4@5+"N)94"-2M/-3*?94"-2M678#

C#4D&/17 ;>/"H>-:,.>@,，+,-,+.,-.,/..,0,1/2,34>.,，M>@@"./4@5+，K,-,,H@1,++>"-

调心方由党参、远志、石菖蒲、茯苓等中药组成，具

有益心气、振心阳、化痰湿、通心窍等作用。临床研究

表明，调心方治疗老年性痴呆（/0SM,>4,1T+3>+,/+,，

7U）具有明显疗效（*）。实验药理学研究发现，该方对
电解损毁、化学损毁及!9淀粉样蛋白沉积所致大鼠学
习记忆功能障碍具有明显的改善作用，对自然衰老小

鼠学习记忆能力减退亦具有明显改善作用（?，$）。最近

我们应用快速老化模型小鼠（+,-,+.,-.,/..,0,1/2,3
4"5+,，678）研究了调心方对其学习记忆行为的影
响，发现调心方对快速老化亚系（678<&）所表现的被
动性回避反应能力低下具有明显改善作用，表明调心

方对衰老相关的神经退行性病变所导致的学习记忆功

能衰退具有改善作用。本研究应用逆转录V聚合酶链
反应（:;9<=:）方法研究了调心方（;OW）对678海
马学习记忆有关基因表达的影响，旨在从基因水平探
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讨调心方发挥益智作用的机理。

材料和方法

! 动物及分组 快速老化亚系（"#$%&）及抗快
速老化’系（"#$’!）模型小鼠，由日本京都大学引
进，在本院动物中心普通清洁环境下饲养繁殖。选择(
月龄及!)月龄小鼠分别分为(组，即"#$’!，"#$%&，

"#$%&加*)+)+!,-／.-，"#$%&加/012345-／.-组，

"#$%&加/016743-／.-组，每组!+!!)只，分别灌服
等体积生理盐水（"#$’!组和"#$%&组）或相应药
物，每日!次，连续&周。

) 药品与试剂 /01由党参、远志、石菖蒲、茯
苓、桂枝、炙甘草等组成，为水提浓缩制剂，含生药量为

543(-／,8，由上海中医药大学老年医学研究所提供；

*)+)+为*9:;9公司产品（批号&6<=!’）；总’>#提
取试剂盒购自?9@;AB公司；’/C%D’反应试剂盒购自

%EB,F-;公司。

2 仪器 D9GHE;)+型紫外可见光分光光度计为
澳大利亚?ID公司产品；<J2+++多用电泳仪为北京
东方仪器厂产品；76++型%D’仪为美国%FE.9G*8,FE
产品；图像分析仪及分析软件为美国KBL;.公司产
品。

3 方法

34! 引物设计 根据?FGF@;G.的序列，用?B8LC
.FM软件分别设计中枢学习记忆有关基因 $’、#%%、

%"C!、%"C)、@A8C)、;NB*和H;O的引物。经检验引物内
部无发夹结构，引物之间无二聚体形成，引物与基因库

之间无非特异性同源区域。

34) 总’>#提取 小鼠断头处死，迅速分离海
马，每组取海马组织约!++,-，加入!,8/E9PB8试剂研
磨后，收集于!4(,8的FNNFGLBEQ管中，室温放置

!(,9G充分裂解，加入+4),8氯仿，剧烈震荡)+:，室温
放置(,9G，3R，!)+++S-离心!(,9G。吸取上清，加
入+4(,8异丙醇，T)+R放置)U以上，3R，!)+++S-
离心!+,9G。弃上清，以5(V乙醇洗涤沉淀!次，吸去
乙醇，沉淀干燥后用+4+3,8无’>#酶的水溶解。用
紫外分光光度计鉴定所提取的总’>#纯度并进行定
量，用甲醛变性凝胶电泳鉴定其质量。提取的总’>#
于T5+R保存备用。

342 ’/C%D’反应 在+4),8%D’专用管中依
次加入灭菌水2+"8，(S#$J／/Q8缓冲液!+"8，L>/%
（!+,,B8／W）!"8，2X和(X端引物（)4(",B8／W）各)"8，

$-D8)（)(,,B8／W）)"8，#$J逆转录酶（(O／"8）和/Q8
Y>#聚合酶（(O／"8）各!"8，总’>#!"8，混匀后稍加

离心，在76++型%D’仪（%FE.9G*8,FE公司）上进行扩
增。逆转录反应参数设置：3&R反应3(,9G，73R
),9G终止反应；%D’扩增参数设置：73R变性2+:，

6+R退火!,9G，6&R延伸),9G，扩增23!3+个循环，
最后6&R终延伸5,9G。

343 %D’产物定量 !+"8%D’产物加)"8载样
缓冲液，以!S/I*为电泳缓冲液，在!4(V的琼脂糖
凝胶上以(+J电压电泳约!U。电泳结束后，用*Y#"C
!)+数码凝胶成像分析系统（KBL;.公司）对凝胶进行
分析，计算待测基因和#C;AH9G光密度的比值，比较各
组间-FGF／#C;AH9G比值的大小。

( 统计学处理 实验数据以!!Z"表示，两组间
比较用#检验。

结 果

! 总’>#的鉴定及%D’产物电泳图谱 见图

!。样本 ’># 经紫外分光光度计测得 #)6+G,／

#)&+G,比值为!4&!)4+，表明所提取的’>#纯度
高；经甲醛凝胶电泳发现)&:和!&:两条带十分清晰，
亮度比为)[!，表明’>#结构完整，无降解，可作为逆
转录反应的模板。应用引物扩增得到相应长度的扩增

片段，以琼脂糖凝胶电泳对其进行鉴定，结果表明各引

物扩增出的片段与设计扩增片段长度基本一致。

) 调心方对"#$海马学习记忆有关基因表达
的影响 见图)和图2。调心方对扫描琼脂糖凝胶电
泳图谱上的扩增产物条带并对其进行图像分析，计算

基因与#C;AH9G的积分面积之比，得到各基因的相对表
达量。结果显示，与同龄"#$’!比较，(月龄"#$%&
海马$’、H;O、%"C)和#%%基因表达量明显升高（$"
+4+(），;NB*表达量明显降低（$"+4+(），%"C!和@A8C)
的表达量无明显变化。!)月龄"#$%&海马 $’和

H;O的表达量仍明显高于同龄"#$’!（$"+4+!或$
"+4+(）；;NB*表达水平有降低趋势（与同龄"#$’!
比较，$#+4+(）；%"C!的表达量无明显变化。同时，与
同龄"#$’!比较，!)月龄"#$%&海马#%%由(月
龄时的高表达转为正常表达；%"C)由高表达转为低表
达；@A8C)则由正常表达转为低表达。口服给予调心方
可明显纠正(月龄"#$%&海马$’、H;O和;NB*的异
常表达（$"+4+(或$"+4+!），对!)月龄"#$%&海
马$’和@A8C)的表达异常亦具有明显纠正作用（$"
+4+(）。口服给予*)+)+对(月龄"#$%&海马$’、

H;O和#%%的异常表达具有纠正作用（$"+4+(或$
"+4+!），但对!)月龄"#$%&则只能纠正 $’的异
常表达（$"+4+(），对@A8C)的表达异常则无纠正作
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图! "#$%&"产物的琼脂糖凝胶电泳图谱
注：!为%&"’()*+)；,为-./"!；0为-./%1$&23；4为-./%1$5,6,6!’7／*7；8为-./%1$#9:04;<7／*7；=为-./%1$#9:=>;47／*7

图, 长期给予调心方对8月龄-./海马学习记忆有
关基因表达的影响

注：与-./"!比较，!!"6;68；与-./%1$&23比较，#!"

6;68，##!"6;6!

图0 长期给予调心方对!,月龄-./海马学习记忆
有关基因表达的影响

注：与-./"!比较，!!"6;68，!!!"6;6!；与-./%1$&23
比较，#!"6;68
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用。

讨 论

近年来大量研究表明，中枢学习记忆功能受基因

调控，多种基因及其产物参与或介导了中枢学习记忆

的生理过程（!）。有研究发现，在学习记忆行为实验过

程中，动物学习记忆功能状态的变化与中枢尤其是海

马多种基因的表达变化密切相关。"#$%&’(#)等研究
发现，小鼠被动及主动性回避反应以及长时程增强效

应的诱发均可导致海马)*+,’表达明显增加（-，.）；神经
粘附分子（/01"）基因与神经突触可塑性的形成具有
密切关系，并影响神经细胞间的粘附连接（2）。此外，大

量研究表明，认知功能障碍性疾病的发生涉及多种基

因的异常表达，如已知13的发生与144、56%’%(#$#(
（47）、85,9、:8&等基因的异常表达或突变具有密切关
系，因此，调控上述基因的表达可能有助于改善中枢认

知功能。

71"由日本京都大学竹田教授培育成功，包括快
速老化的4系（71"4）和抗快速老化的;系（71";）
两大系，其中71"4<亚系的特征是中枢学习记忆功
能随增龄进行性快速衰退（<），此外，71"4<脑内具有
多种与13类似的病理变化如144及!*淀粉样蛋白
含量的升高（=），因此，目前71"被普遍应用于神经退
行性疾病发生机理及促智药物药效和作用机理的研

究。我室以往研究表明，71"4<在增龄过程中，海马

>;、";、85,9、47*?、:8&、@)$*?、/01"等多种与中枢
学习记忆功能有关的基因表达异常（AB），提示71"4<
随增龄而发生的进行性中枢学习记忆功能的衰退与海

马学习记忆功能有关基因的表达异常具有密切关系。

本研究发现，口服调心方对-月龄71"4<海马";、

:8&和85,9的异常表达具有明显纠正作用，对A?月龄

71"4<海马";和@)$*?的异常表达具有明显纠正作
用，提示调节海马";、:8&和85,9基因的表达可能是
调心方改善学习记忆功能、发挥益智作用的重要机制

之一。胆碱酯酶抑制剂9?B?B对-月龄71"4<海马
某些基因表达的异常也具有纠正作用，如能明显纠正

144基因的异常表达，但对85,9的异常表达无明显
作用，对A?月龄71"4<海马@)$*?基因表达的异常
也无纠正作用，提示调心方改善71"4<学习记忆功
能的作用机理与9?B?B有所不同。
我室以往研究发现，连续给予小鼠氢化可的松

（C0）D周，其学习记忆行为无明显变化，但海马>;、

";、47?、85,9、:8&及144等基因表达已发生明显变

化；继续给予C0至<周时，小鼠学习记忆行为明显损
害，其海马上述基因的表达仍处于明显改变状态，说明

C0引起小鼠海马学习记忆有关基因表达的变化早于
学习记忆功能障碍的发生。此外，我们还发现，体外应

用皮质酮处理原代培养胚胎大鼠海马神经细胞时，上

述基因表达的变化也早于神经元损伤的出现。以上结

果提示，海马学习记忆功能有关基因是介导中枢学习

记忆功能的重要始动和调控因素之一；调心方改善

71"4<学习记忆功能的作用可能是通过影响海马学
习记忆功能有关基因的表达，进而影响中枢学习记忆

功能的有关环节而发挥的。有关调心方影响海马学习

记忆有关基因表达的途径及作用方式等更为深入的作

用机理研究目前正在进行当中。
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