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摘要 目的：建立一种简便、经济、实用的氧化损伤类阿尔茨海默病（=/>8.53.?@AB5A.4A.，=C）大鼠模型，

探讨调心方对该模型大鼠空间学习记忆能力和"2淀粉样蛋白质（"243D/"5BE?";.59，="）沉积的影响。方法：

采用二羟延胡索酸（CFG）加三氯化铁0二磷酸腺苷（G.H/$2=CI）左侧脑室注射的方法，建立氧化损伤型类

=C大鼠模型；J"??5A水迷宫法观察大鼠空间学习记忆能力；免疫组化法观察大脑皮层="沉积及调心方的

作用。结果：与对照组比较，模型鼠空间学习记忆能力显著下降，皮层="广泛沉积，皮层="阳性细胞数和

免疫组化着色平均光密度显著增高；调心方对模型鼠上述指标变化有明显的改善作用。结论：氧化损伤模型

既能较好地表达=C的临床特征（近期记忆损害），又能部分反应=C的病理变化（="沉积），是一经济实用

的氧化损伤类=C大鼠模型；调心方具有改善氧化损伤类=C大鼠空间学习记忆障碍、降低="沉积的作用。
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阿尔茨海默病（=/>8.53.?@AB5A.4A.，=C）是一种以

进行性记忆减退、语言和行为障碍为主要临床表现、发

病率随年龄逐渐增高的退行性神经疾病，其脑内最明

显的病理特征为老年斑和神经元纤维缠结（!G-），其

中老年斑主要由"2淀粉样蛋白质（"243D/"5BE?";.59，

="）沉积而成。我们以二羟延胡索酸（CFG）和三氯化

铁2二磷酸腺苷（G.H/$2=CI）这一自由基生成体系左侧

脑室注射的方法，造成氧化损伤型类=C大鼠模型，并

以西药胆碱酯酶抑制剂C"9.E.>5/（又名=?5<.E;）为对

照，观察中药调心方对=C大鼠空间学习记忆能力和

脑="沉积变化的影响，以进一步探讨调心方治疗=C
的作用机理。

材料与方法

* 动物分组及给药方法 &&只\C雄性大鼠，体

重（,’’]*’）:，由上海中医药大学实验动物中心提供。

大鼠随机分设)组：正常对照组（简称正常组，*̂ 只）、
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手术对照组（!"只）、#$模型组（简称模型组，"%只）、

模型加中药调心方组（简称调心方组，"%只）和模型加

西药#&’()*+组（简称#&’()*+组，"%只）。中药组以相

当 于 成 人 每 天 每 公 斤 体 重 用 药 剂 量 的 !% 倍

（,-,./／01）给药，西药组以成人每天每公斤体重的等

效剂量（%-%2,.1／01）给药，均由造模前!周给药，每

天灌胃!次，连续,周。期间大鼠自由摄食与饮水。

" 药物 调心方由党参、桂枝、茯苓、石菖蒲、远

志、炙甘草等中药组成。由上海中医药大学老年医学

研究 所 研 制。每 毫 升 调 心 方 口 服 液 含 生 药3-451。

#&’()*+，又名$67)*)8’/，为美国9$#认证的临床用于

治疗#$的新一代胆碱酯酶抑制剂，由英国:;<公司

生产，批号：=>?4"225，每片5.1。

, 试剂与仪器 $=9、抗!#!?4%片段多克隆抗

体：@’1.A公司产品；@#:;试剂盒、$#:染色试剂盒：

武汉博士德（:6B+)&）公司产品。<6&&’B水迷宫：上海中

医药大学老年医学研究所研制；C型半导体致冷冰冻

切片机：德国产；=CD#@?!%%%高清晰度彩色病理图文

分析系统：同济医科大学千屏影像工程公司生产。

4 实验方法

4-! 氧化损伤大鼠模型的制作 大鼠以"E戊

巴比妥钠（4%.1／01体重）腹腔注射麻醉，立体定向仪

固定 头 部，剪 去 头 皮，暴 露 头 骨，于 左 侧 脑 室 部 位

（C%-F，G!-4，=,-F）〔!〕埋置内径约%-2..的外套管，

以牙脱粉和5%"胶水固定，不锈钢钢丝制成活套内芯

封闭管口。给药时，拔除内芯，以恒速推进泵经外套管

向脑室内注射。从手术日起，模型组和药物治疗组各

注射$=9（"-4..6/／G）H9);/,（4,7.6/／G）H#$C
（!-5I".6/／G）5"/／次，每隔两日注射!次，共,次。手

术对照组以等量生理盐水注射。

4-" 空间学习记忆力测试 采用<6&&’B水迷宫

法〔"〕。平台设于迷宫西南象限正中，水面高出平台

!-5(.，水温保持在!F#"%J，大鼠连续测试5天，每

天"次，分别从正北、正东两个起始点投放，设定最长

游动时限为3%B，以秒表计时，记录大鼠找到平台所需

的时间，或称潜伏期。

5 免疫组织化学法测大脑皮层#!沉积

5-! 脑组织冰冻切片的制备 大鼠迷宫测试完

毕后，以"E戊巴比妥钠（4%.1／01体重）腹腔注射麻

醉，开胸，在左心室插入灌注针头，同时剪开右心耳，先

用,%%./消毒生理盐水冲洗，再以4%%./多聚甲醛固

定液（4E多聚甲醛，%-!.6/／G磷酸缓冲液，*=3-"）灌

注固定，维持,%.’7。然后迅速剥取大脑，浸入上述固

定 液,#IK，再 浸 入 含"%E蔗 糖 的 磷 酸 缓 冲 液

（%-!.6/／G，*=3-"），置于4J冰箱，待组织块下沉后，

移入含,%E蔗糖的磷酸缓冲液（%-!.6/／G，*=3-"），

4J保存。脑组织块在半导体冰冻切片机上连续切片。

切片厚,%".，收集于原位杂交保护液（蔗糖,%%1，乙

二 醇,%%./，%-!.6/／GC:@5%%./，加 $LC; 水 至

!%%%./），储存于H"%J。

5-" #!沉积测定 采用链酶亲和素H生物素H
过氧化物酶复合物法（@#:;法）〔,〕。一抗为兔抗多克

隆抗体，稀释度为!M!%%，具体步骤按药盒说明操作，

略加改进。为鉴别免疫反应信号的特异性，设立阴性

对照。取部分脑切片不加一抗，仅放入抗体稀释液中，

其他反应步骤相同。

I 图 像 分 析 与 统 计 学 方 法 所 有 图 片 采 用

=CD#@?!%%%高清晰度彩色病理图文分析系统，调用

细胞测量程序进行图像分析，并选用阳性细胞计数和

平均光密度作为评价指标。水迷宫数据采用重复测量

设计的方差分析，其余数据采用单因素方差分析，运用

@#@I-!"在C;机上进行处理，并采用@N>法进行多

组之间的两两比较。

结 果

! 空间学习记忆能力变化 见表!。与正常组

比较，手术对照组大鼠潜伏期无显著变化，提示假性手

术对大鼠空间学习记忆能力无明显影响；#$模型鼠

潜伏期则显著延长（!!%-%5），提示#$模型鼠空间

学习记忆能力出现障碍，调心方和#&’()*+对#$模型

鼠延长的潜伏期有明显改善作用（!!%-%5）。

" 大脑皮层#!沉积变化 见表"。与正常组和

手术对照组比较，氧化损伤#$大鼠大脑皮层#!广泛

沉积，皮层#!阳性细胞数和免疫组化着色平均光密

表! 氧化损伤#$大鼠空间学习记忆能力变化 （B，""O#）

组别 $
潜伏期

第!天 第"天 第,天 第4天 第5天

正常 !I "%-2O2-, !3-,O2-5 !4-!OF-, !%-,O5-2 F-FOI-3
手术对照 !" ,%-!O!"-F# !F-%O3-!# !I-4O2-F# !%-FO5-3# 2-,O5-5#

模型 "% 4,-FO!3-F$ ,,-!O",-4$ ,!-2O"5-!$ "5-FO"4-,$ ""-"O"4-F$
调心方 "% "3-IO!4-!# !2-4O!5-5# !5-FOF-!# !!-4O5-4# !!-,O!%-"#
#&’()*+ "% ,!-2O!I-2# "!-5O!3-%# !3-"O!,-I# !%-%O3-!# 2-4O,-I#

注：与正常组比较，$!!%-%5；与模型组比较，#!!%-%5
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度显著增高（!!!"!#）。调心方对上述指标变化有明

显改善作用（!!!"!#），而$%&’()*作用不明显。

表! 氧化损伤$+大鼠大脑皮层$!沉积变化 （"",#）

组别 $ $!阳性细胞计数 平均光密度（$）

正常 - #."#,."/ !"!-0,!"!!1
手术对照 - -1"#,2!"3# !"!04,!"!!.#

模型 . 2#4"-,3-"2$ !"231,!"!21$
调心方 . 4."3,34"4# !"!4-,!"!22$#
$%&’()* . 212"4,12"2$ !"232,!"!!.$

注：与正常组比较，$!!!"!#；与模型组比较，#!!!"!#

讨 论

理想的动物模型，不仅可以为阐明$+的病理机

制提供有利的实验手段，而且对筛选$+的有效治疗

药物具有重要意义。根据近年来国外研究提出的$+
有害网络假说〔1〕以及脑组织富含不饱和脂肪酸，耗氧

量大，而抗氧化酶活性相对较低等特点，我们认为脑组

织极易遭受自由基的氧化损伤。大量自由基一方面引

起线粒体结构与功能受损，使糖的氧化分解发生障碍，

乙酰胆碱合成不足，影响胆碱能神经元功能，引起$+
患者学习、记忆能力呈渐进性减退，另一方面大量自由

基使细胞膜脂质过氧化，膜通透性增加，使大量56/7

内流而失衡；而氧自由基的作用和56/7超载又可促进

$+脑内!8淀粉样蛋白沉积及神经元纤维缠结的形

成，导致神经元功能的退化甚至死亡〔1，#〕。因此，可以

认为氧化损伤是$+形成的重要病理因素。

我们参照国外有关文献〔-，0〕，采用+9:加:(5;38
$+<这一氧自由基发生系统左侧脑室多次注射的方

法，造成自由基氧化损伤模型，经 =>%%&?水迷宫测试

结果显示，氧化损伤大鼠潜伏期明显延长，存在明显的

空间学习记忆障碍。免疫组化结果显示皮层$!广泛

沉积。基于得到的实验结果，可以认为自由基氧化损

伤模型是一经济实用的类$+大鼠模型，它既能较好

地表达$+的临床特征（近期记忆损害），又能部分反

应$+的病理变化，而且该模型还复制出了能量代谢

障碍和钙稳态失衡等病理改变〔.，4〕，尤其是更适用于研

究中药的多靶点作用机制和整体调节特点。

中医学把健忘、神志恍惚、心悸、怔忡、癫狂等都纳

入“神病”范畴，应当从中医学“心主神明”理论出发论

治。调心方以党参补中益气、养心增智，辅以远志振奋

心阳、石菖蒲涤痰通窍、茯苓利窍去湿，全方共奏益心

气、振心阳、化痰浊、通心窍之功效。用之于临床，本方

确能有效改善$+患者记忆力、智力及认知功能、生活

能力〔2!〕。现代研究认为，中枢胆碱能系统与学习记忆

关系密切，本实验胆碱酯酶抑制剂$%&’()*对$+模型

鼠的潜伏期延长有显著的抑制作用亦反证了这一结

论，中药调心方能明显改善$+模型鼠记忆障碍，与

$%&’()*比较差异无显著性，可能与其改善胆碱能系统

功能有关〔22〕；而且调心方还能有效降低$+大鼠大脑

$!沉积，胆碱酯酶抑制剂$%&’()*则无此作用，初步显

示了调心方对$+病理特征的改善作用，其详细机制

有待于进一步研究。
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