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枸杞多糖对锰中毒小鼠神经发生和学习记忆的影响
温静‘ 杨伯宁任丹

摘要 目的探讨枸杞多糖(Lycium barbarum polysaccharides，LBP)对锰中毒小鼠神经发生和学习记忆

的影响。方法选择健康成年昆明小鼠随机分5组，分别为对照组，锰中毒组，锰中毒加LBP高、中、低剂量

组。LBP和氯化锰分别采用灌胃和腹腔注射方法给药。用Moms水迷宫训练测试其空间学习和记忆能力；

用5．溴脱氧尿嘧啶核苷(BrdU)标记神经发生细胞。结果 锰中毒组平均逃避潜伏期高于对照组(P<

O．05)，穿越平台区次数明显低于对照组(P<0．05)；锰中毒加LBP各剂量组海马齿状回(DG)内BrdU阳性

细胞数目显著高于锰中毒组(P<0．05)。结论LBP可能通过促进海马神经发生，从而影响小鼠的学习记

忆能力。

关键词枸杞多糖；锰中毒；学习记忆；神经发生；5一溴脱氧尿嘧啶核苷
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ABSTRACT Objective To study the effect of Lycium barbarum poIysaccharides(LBP)on neurogenesis

and learning&memow of manganese poisoning mice．Methods Healthy adult Kunming mice were divided into 5

groups，the control group(A)，the manganese poisoning(by manganese chloride peritoneal injection)group

(B)，the manganese poisoning and treated with gastric perfusion of high，medium，low dosage LBP groups(C，

D and E 1．The spatial learning&memow capacity of mouse was determined by Morris water maze training test．

The neurogenetic cells were labelled with bromodeoxyuridine(BrdU)and detected by immunohistochemistry．

Results The average escape latency was significantly higher and the times of passing through platform lower in

group B than those in group A(P<0．05)．BrdU positive cells in groups C，D and E were significantly more than

those in group B(P‘0．05)。Conclusion LBP could enhance the learning&memory capability of the manga。

nese poisoning mice by promoting neurogenesis in hippocampus．

KEYWORDS Lycium barbarum pOlysaccharides；manganese poisoning；learning&memory；neurogene。

sis；bromodeoxyuridine

对锰中毒的治疗，早期轻度中毒患者可选用依地

酸钙钠(CaNa，一EDTA)和钠盐(Na：DMS)进行驱锰治

疗¨1；研究表明左旋多巴和金刚烷胺可以逆转一些症

状(如齿轮样强直、震颤)，但这些抗帕金森药物并不

一律有效，尤其是肌张力障碍旧’；亦有采用物理疗法

治疗锰中毒的，对肌肉进行按摩，可促进神经系统症状

的迅速缓解，但都未取得满意的疗效和进展，具有很大

的局限性。中药在锰中毒治疗方面的应用还很少见，

中药枸杞子的主要有效成分为枸杞多糖，其具有免疫
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调节、抗衰老、护肝、防辐射、抗疲劳、抗肿瘤、抗氧化等

功能。本实验重在探讨枸杞多糖(1ycium barbarum

polysaccharides，LBP)对锰中毒是否有干预作用，能否

改善锰中毒的学习记忆功能，LBP改善锰中毒学习记

忆的机制如何。

材料与方法

1动物8周龄雄性昆明小鼠40只，清洁级，体

重25—30 g，由广西医科大学实验动物中心提供。随

机分为5组，每组8只，即对照组、锰中毒组及锰中毒

加LBP高、中、低剂量组。

2试剂LBP由上海康舟真菌多糖有限公司提

供，LBP含量为31．7％，检验批号为200801 10。氯化

锰(分析纯)购于汕头化学制品厂。5．溴脱氧尿嘧啶核

苷(bromodeoxyuridine，BrdU)及二氨基联苯胺(DAB)

万方数据



显色剂购自Sigma公司。

3 给药方法氯化锰用无菌生理盐水配置成浓

度为5 ms／mL的溶液，按0．1 mL／g剂量进行腹腔注

射；LBP高剂量浓度为0．12 s／mL，按2 g／kg灌胃；中

剂量浓度为0．06 g／mL，按1 S／kg灌胃；低剂量浓度为

0．03 g／mL，按0．5 g／kg灌胃；对照组给予等容积的生

理盐水；注射总时间控制在2—3 rain，连续2周。

4 Morris水迷宫测试及Brdu注射

4．1 Morris水迷宫测试 腹腔注射和灌胃后2

周进行水迷宫测试。第1—5天，小鼠被连续从4个象

限放入水中，记录其从入水到找到平台所用的时间，即

逃避潜伏期(escape latency)。如60 s内未能找到，引

导其上平台并休息60 S。取4个象限测试成绩的平均

值为当日的学习成绩，并记录5天的游泳速度进行比

较。第6天撤去平台，选任一象限将小鼠放入水中，记

录其在60 s穿越原平台所在区域的次数(frequence)，

以此作为空间记忆力的成绩，记录第6天的游泳速度

进行比较。

4．2 BrdU注射从水迷宫测试第4天开始，每

天在水迷宫测试前30 min，5组小鼠腹腔注射BrdU

(40 mg／kg，临用前用含0．007％NaOH的生理盐水溶

解配制)，连续3天。

5组织切片 水迷宫实验结束后使用4％多聚

甲醛对实验小鼠进行灌注处死。用0．5％戊巴比妥钠

(40 mg／kg)腹腔注射麻醉，然后经左心室插管至升主

动脉，快速灌注生理盐水，冲洗血液至液体清亮；即先

快后慢地灌注4％多聚甲醛约200 mL。灌注完毕后开

颅取脑，将小鼠脑组织置于4％多聚甲醛中后固定，

4℃过夜；然后依次移入含20％、30％的蔗糖液中至组

织沉底。使用恒冷箱切片机作连续冠状冰冻切片，片

厚40斗m，每隔4片取1片，各组收集1套切片进BrdU

免疫组化染色。

6 BrdU染色及阳性细胞计数 切片经

0．01 mol／L PBS漂洗，5 min／次X 3次，入3％H202室

温孵育30 rain，以清除内源性过氧化物酶；O．01 mol／L

PBS漂洗，5 min／次X 3次，入50％甲酰胺溶液(2 X

SSC溶液配制)，65℃孵育2 h；2×SSC溶液漂洗，

5 min／次X 3次，入2 mol／L HCI溶液37℃变性孵育

30 min；0．1 mol／L硼酸缓冲液(pH 8，0)漂洗，5 min／

次×2次，然后入0．Ol mol／L PBS再漂洗，5 rain／次×

2次，正常山羊血清37℃封闭30 rain。加入小鼠抗人

BrdU单克隆抗体(1：100)室温孵育2 h，然后4℃过

夜；0．01 mol／L PBS漂洗，5 rain／次X 3次，加入生物素

化的羊抗鼠IgG室温下孵育2 h；0．01 mol／L PBS漂

洗，5 rain／次×3次，加入链霉素抗生物素一过氧化酶

室温孵育2 h；0．01 mol／L PBS漂洗，5 rain／次×3次，

0．05％DAB显色，显色完成后用0．01 mol／L PBS漂洗

终止反应。切片风干，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片。每只动物取含海马齿状回切片3张，光

镜下分别计算每张切片内含BrdU阳性的细胞数目。

阴性对照实验除用正常山羊血清代替一抗外，其余步

骤与上述相同。结果为阴性。

7统计学方法 水迷宫测试和细胞计数数据均

用面±s表示，采用SPSS 13．0软件进行单因素方差分

析(One．Way ANOVA)。根据方差齐或否，分别采用

LSD法或Games．Howell法进行两两比较。

结 果

1各组空间学习能力比较(图1，图2) 前2天各

组间平均逃避潜伏期差异无统计学意义(P>0．05)，第

3、5天锰中毒组小鼠在Morris水迷宫中找到平台的时

间均出现滞后现象，学习成绩明显低于对照组(P<

0．01)；其余各组间比较差异无统计学意义(P>0．05)。

5天中各组小鼠的平均游泳速度比较差异无统计学意

义(尸>0．05)，且训练过程中平均速度基本平稳。

图1各组小鼠逃避潜伏期随训练时间变化曲线

图2各组小鼠游泳速度随训练时间变化曲线

2各组空间记忆能力比较(图3) 在空间探索

实验中，锰中毒组穿越原平台所在区域的平均次数

(1．33±1．21)低于对照组(4．25±2．76，P<0．01)；锰

中毒加LBP高、中、低剂量组分别为4．44±1．14、

4．00士0．82、4．25±1．26，高于锰中毒组(P<0．05)。
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各组小鼠间的平均游泳速度比较差异无统计学意义

(P>0．05)。
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注：l为锰中毒组；2为锰中毒加LBP高剂量组；3为

锰中毒加LBP中剂量组；4为锰中毒加LBP低剂量组；5

为对照组(图5同)；与锰中毒组比较，+P<0．05，··舢．01
图3各组小鼠穿越平台的次数比较

注：A为对照组；B为锰中毒加LBP高剂量组；C为锰

中毒加LBP低剂量组；D为锰中毒组；箭头所指为BrdU阳

性细胞

图4各组小鼠海马齿状回神经干细胞的增殖

情况(免疫组化染色，×400)

注：与锰中毒组比较，jP<0．05，-P<o．0l；与对照组比较，

6P<O．05

图5各组小鼠海马齿状回BrdU阳性细胞计数结果比较

3 BrdU免疫组织化学染色结果(图4，图5)

BrdU的免疫反应产物主要位于细胞核内，在切片上呈

现有球形、扁椭圆形、梭形及不规则的斑块形状，DAB

显色呈深棕黄色。海马齿状回(DG)内的阳性细胞定

位于颗粒细胞下层(SGZ)，且多分布于SGZ和颗粒细

胞层交界的周边区带，细胞多散在分布，部分切片可见

较多聚集。聚集区域多在靠近中线的交角部位；锰中

毒组BrdU阳性细胞明显少于对照组和锰中毒加LBP

高、中、低剂量组(图4A—D)。

对各组动物DG区BrdU阳性细胞数进行统计分

析后显示：锰中毒组BrdU阳性细胞数明显少于对照

组(P<0．01)，锰中毒加LBP各剂量组高于锰中毒组，

差异有统计学意义(P<0．05，P<0．01)；锰中毒加

LBP各剂量组之间比较差异无统计学意义(P>

0．05)。

讨 论

1 锰中毒对学习记忆的影响 近年来，锰接触引

起的神经行为学改变受到越来越多的重视，其中毒症

状不仅是存在锥体外系损伤症状¨。，而且同时出现边

缘系统损伤H1，表现为学习记忆功能明显减退，认知

功能明显下降，以及明显情绪改变。张德兴等¨’发

现，锰中毒使雌性成年小鼠的记忆力明显下降，并能通

过胎盘屏障对子代小鼠的大脑发育产生影响。

Shukakidze等旧。发现不论是慢性还是急性染锰都能造

成大鼠的行为学障碍。本实验采用锰中毒模型，其中

锰中毒组小鼠平均逃避潜伏期和穿环次数明显低于其

他各组，实验结果亦显示染锰小鼠学习能力变差，记忆

力降低。

2 LBP对学习记忆的影响 枸杞子是我国传统

中药又是食品，具有滋补肝肾、益精明目等功效。LBP

为其主要的生物活性成分，已证明LBP有增强机体免

疫力、延缓衰老等作用¨。。目前，LBP在锰中毒治疗方

面的研究还未见报道。本实验采用Morris水迷宫对

LBP治疗的染锰小鼠进行神经行为测试，结果显示，随

着治疗时间的延长，LBP能缩短染锰小鼠的逃避潜伏

期，增加穿环次数，说明LBP能提高染锰小鼠的学习

记忆能力。

3 LBP对锰中毒的影响 锰中毒机制方面的研

究已有很多报道，锰可以抑制超氧化物歧化酶(SOD)，

使其对超氧阳离子的歧化作用减弱，导致自由基在体

内堆积，进而作用于生物膜的不饱和脂肪酸，使其氧化

而引起脂质过氧化物生成增加¨。。LBP具有抗衰老、

抗氧化的功能，可提高SOD的活性，降低过氧化脂质

(LPO)的含量坤川。因此LBP改善染锰小鼠学习记忆

能力，可能是由于其可以增加SOD活性，降低LPO含量

而引起的。谭国鹤等¨¨发现锰中毒可以减少小鼠脑内

神经发生的数量，从而降低小鼠的学习记忆能力。本实

验中LBP各治疗组神经发生数量明显高于锰中毒组，因
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此LBP改善染锰小鼠学习记忆能力，可能是由于其可以

增加神经发生数量，从而提高小鼠学习记忆能力。LBP

对锰中毒的治疗机制可能是多方面的。将LBP用于I临

床上锰中毒的治疗，有望更有效地降低锰在神经毒性方

面的危害，这将是锰中毒治疗的新切人点。
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第五届全国中西医结合围手术期医学研讨会征文通知

为了促进现代外科理论和中西医结合围手术期管理研究的学术交流，推动本领域临床实践和研究的不断深

入，中国中西医结合学会围手术期专业委员会定于2010年5—6月在浙江省杭州市举办“第五届全国中西医结合

围手术期医学研讨会”，届时将邀请美国、日本的国际知名外科专家及国内本领域的院士和专家做专题报告，介

绍21世纪外科围手术期医学的新理论、新思路和新发展，以及中西医结合围手术期管理医学的最新进展，‘并进行

学术交流。现征文如下。

1 征文内容 (1)围手术期管理医学研究的新进展：围手术期管理医学研究的理论探讨；快速康复外科新

理念研究的前沿动态；中医、中西医结合方法在术后快速康复中的应用展望。(2)快速康复外科与中医药／中西

医结合医学研究：快速康复技术应用的中西医结合临床经验交流；围手术期营养支持研究；微创新技术、新成果研

究；相关临床研究、基础研究；其他。

2征文要求 (1)论文内容真实可靠，具备科学性、先进性、实用性。(2)全文3 000字左右，并附400字左右中

文摘要。全文及摘要打印稿各1份(A4纸、加盖公章)，或用E—mail传送电子版。(3)请务必注明作者姓名、工作

单位、通讯地址、邮编和联系电话。(4)论文截稿日期：2010年4月15日。(5)会议具体时间、地点另行通知。

3 联系人 浙江省中医院外科(浙江省杭州市邮电路54号，邮编：310006)张勤(手机：13588887282)，周济

春(13777361870)。传真：0571—87077785；E—mail：zje0305@live．cn

万方数据


