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!基础研究!

桂枝加葛根汤对脂多糖诱导神经炎症

小鼠学习记忆障碍的改善作用

徐"颖#

"张宗奇!

"赵"妍#

"董献文#

"王星禹#

"张利青#

摘要"目的"研究桂枝加葛根汤"

I0@JK@ L50M I-B-A F-E4EN@4A

#

IIF

$对脂多糖"

5@L4L452M1EEK1/

$

@O-M

#

PQR

$诱导神经炎症小鼠学习记忆的影响及可能的作用机制% 方法"

C%

只雄性
(&S

小鼠随机分为

=

组&正常对照组"正常组#

#%

只$'神经炎症模型组"模型组#

#%

只$'桂枝加葛根汤低剂量组"

IIF

低组#

#"

只$'桂枝加葛根汤高剂量组"

IIF

高组#

#$

只$'阳性对照组"对照组#

#%

只$% 给予小鼠腹腔注射
PQR

"

"

!

%% ?BHTB

$建立阿尔茨海默氏病"

U5JK-@?-/

%

M O@M-1M-

#

UF

$的神经炎症模型(

IIF

低组"

C BHTB

$和

IIF

高组"

#! BHTB

$给予
IIF

灌胃治疗共
$

周(阳性对照组给予二甲基四环素"

=" ?BHTB

$腹腔注射共

%

天#药物治疗结束后每天行为学测试前
$ K

注射
PQR

造模#然后
=

组小鼠同时进行行为学测试#分别采用

旷场实验'新异物体识别任务和
+4//@M

水迷宫观察
IIF

对神经炎症小鼠学习记忆的影响% 结果"旷场实

验显示各组小鼠之间的活动时间及活动距离差异无统计学意义"

Q V"

!

"=

$#

PQR

及
IIF

对小鼠的活动能

力均没有产生影响(新异物体识别任务显示#

PQR

诱导后小鼠对新物体的探索时间明显缩短"

Q W"

!

"=

$#而

IIF

低组和
IIF

高组小鼠的探索能力及记忆保持能力明显改善"

Q W"

!

"=

#

Q W"

!

"#

$(

+4//@M

水迷宫结

果显示#

PQR

诱导后小鼠的逃避潜伏期明显延长"

Q W"

!

"=

$#穿越原平台的游泳时间百分比明显减少"

Q W

"

!

"=

$#

IIF

低组和
IIF

高组小鼠逃避潜伏期均明显缩短#游泳时间百分比明显增加"

Q W "

!

"=

#

Q W

"

!

"#

$% 结论"

IIF

对
PQR

诱导的神经炎症小鼠学习记忆障碍具有一定程度的改善作用%

关键词"桂枝加葛根汤(神经炎症(学习记忆(阿尔茨海默氏病
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""随着人口的老龄化!各种神经退行性疾病的发生

增多!如阿尔茨海默氏病 $

U5JK-@?-/

%

M O@M-1M-

!

UF

%'帕金森氏病$

Q1/T@AM4A

%

M O@M-1M-

!

QF

%等!其

主要临床症状为严重的进行性认知障碍( 近年来的研

究表明!脑内炎症反应可能是这些神经系统疾病重要

的发病机制之一!由此提出了此类疾病的神经炎症机

制!并对突触可塑性'学习记忆以及神经发生都有着重

要的影响)

#

#

%

*

(

桂枝加葛根汤$

I0@JK@ L50M I-B-A F-E4EN@4A

!

IIF

%出自+伤寒论,!临床上主治颈椎病和脑血管疾

病!可提高脑血流量和提高记忆能力!其作用可能与抗

炎作用相关)

$

!

=

*

( 本研究采用脂多糖$

5@L4L452M1E

$

EK1/@O-M

!

PQR

%诱导小鼠的神经炎症
UF

模型!通过

一系列行为学检测方法!在整体水平研究
IIF

能否

改善
UF

等神经退行性疾病学习记忆功能障碍的

影响(

材料与方法

#

"实验动物"

C%

只雄性
(&S

小鼠!

%

月龄!体重

%" B

左右!上海中医药大学实验动物中心提供!动物

生产许可证号#

R&Yc

$沪%

!""8

#

"""%

( 动物饲养在

室温$

!!

&

!

%'!湿度
$=d eC=d

和明暗交替$

#! KH

#! K

%环境中!自由摄食和饮水(

!

"实验药物"

IIF

由桂枝
C B

"葛根
#! B

"麻

黄
: B

"芍药
C B

"生姜
: B

"炙甘草
C B

"大枣
#!

枚

组成!生药均由上海中医药大学附属曙光医院药剂科

提供
IIF

生药共
:" B

!水煎后浓缩!小鼠剂量按成人

体表面积
:

倍计算生药量!分别设低剂量$

C BHTB

%和

高剂量 $

#! BHTB

%&脂多糖 $

P@L4L452M1EEK1/@O-

!

PQR

!

#" ?B

%购自美国
R@B?1

公司$批号
P

$

!C%"

%!

二甲基四环素 $

+@A4E2E5@A- K2O/4EK54/@O-

!

!=

?B

%购自美国
R@B?1

公司$批号
+

$

:=##

%(

%

"实验仪器"

+4//@M

水迷宫仪器设备及记录软

件为上海吉星软件有限公司的
F@B_-K^

动物行为分

析系统&旷场实验和新异物体识别任务仪器设备和记

录软件为成都仪器厂的
+IR

$

#

型大$小%鼠自发活动

图像分析系统(

$

"动物分组'处理方法及模型制备"小鼠按随机

数字表法分为
=

组#正常对照组$正常组!

#%

只%'神经

炎症模型组$模型组!

#%

只%'桂枝加葛根汤低剂量组

$

IIF

低组!

#"

只%'桂枝加葛根汤高剂量组$

IIF

高组!

#$

只%'阳性对照组$对照组!

#%

只%(

IIF

低

剂量组$

C BHTB

%和高剂量组$

#! BHTB

%!每天
#

次灌

胃治疗!共
$

周&对照组小鼠给予二甲基四环素治疗!

按
=" ?BHTB

腹腔注射!每天
#

次!连续
%

天!于行为

学测试前
%

天进行治疗&正常组小鼠给予等剂量双蒸

水灌胃(

IIF

低组'

IIF

高组'对照组小鼠分别治疗

结束后和模型组于每天开始行为学测试前
$ K

给予腹

腔注射
PQR

进行造模!模型制作方法依据相关文献

)

C

*!通过给予小鼠腹腔注射
PQR

$

"

!

%% ?BHTB

%!

$ K

后
PQR

穿过血脑屏障!导致大量细胞因子释放!造成

神经炎症模型( 根据国外文献支持和本研究中行为学

实验结果表明神经炎症
UF

模型制作成功( 然后与正

常组小鼠同时进行行为学测试!行为学实验均在

:

#

""

-

#8

#

""

于室内进行(

=

"观察指标及方法

=

!

#

"旷场实验"方法参照参考文献)

9

*( 将单

只小鼠放入四周壁和底部为灰色的方形敞口观察箱中

心$

C" E?

(

C" E?

(

!: E?

%!采用旷场实验追踪分

析系统通过红外装置记录其活动时间$

M

%'总距离

$

E?

%等!共
= ?@A

( 每只鼠实验结束!将箱底及四壁

清理干净!喷洒
9=d

酒精!以避免气味干扰(

=

!

!

"新异物体识别任务"方法参照参考文献

)

8

*( 实验装置包括一个方形的测试盒$

C" E?

(

C"



中国中西医结合杂志
!"#$

年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3456 %$

!

74

!

!

"!&!$$"

E?

(

!: E?

%和
$

)

=

种大小相似但形状'颜色及质

地均有差异的玩具( 在训练阶段!随机选择两个玩具

放进测试盒!位置随机( 记录
#= ?@A

内小鼠探究玩

具的时间!探究时间是指小鼠在玩具周围约
= E?

$鼠

体长的
!H%

%范围内!注视'嗅或碰触物体$除尾巴%的

时间( 训练结束后!依次选择
# K

和
!$ K

两种不同的

延迟时间!进行记忆保持实验各
#= ?@A

( 在记忆保持

测试中!用一新玩具替换训练时其中一个旧玩具!并记

录鼠在每个玩具上的探究时间( 计算鼠在新玩具上探

究时间与在两个玩具上探究总时间的比值!作为测量

实验鼠学习记忆能力的参数( 每次实验结束!用
9=d

酒精擦拭测试盒及玩具!以避免气味的干扰(

=

!

%

"

+4//@M

水迷宫"方法参照参考文献)

:

*(

水迷宫由一不锈钢圆形水池和一可移动位置的平台组

成!直径为
#"" E?

!水深
%" E?

( 先在水池内注入清

水!然后加入少许墨汁使水变成不透明!水温控制在

$

!!

&

!

%'( 水池被分为
$

个相同的象限!每个象限

的池壁上方贴有不同形状的标志作为参照物!平台位

于某个象限的中间!水面高出平台
! E?

( 测试共
C

天!分别测定#$

#

%定位航行实验#实验第
# e$

天!每

天分上午和下午两个时间段!每个时间段训练
!

次!分

别将小鼠从两个象限入水测试!记录其逃避潜伏期

$从入水至找到安全平台的时间%!测试时限定为
9"

M

( 若小鼠在
9" M

内尚未找到平台!则将小鼠拿到平

台上并使它在上面停留
%" M

&若小鼠在
9" M

内找到平

台!也让其在平台上停留
%" M

(水池上空通过摄像机与

监视器和计算机连接!采用水迷宫检测软件系统自动

跟踪小鼠游泳轨迹( $

!

%空间搜索实验#实验第
=

天!

撤除平台!小鼠在原平台象限的对侧象限入水!记录其

原平台所在象限的游泳距离占总距离的百分比$

d

%'

时间百分比$

d

%( $

%

%可视平台实验#实验第
C

天!使

水池内平台高出水面
! E?

!在平台对侧象限放入小

鼠!在小鼠可视情况下记录其逃避潜伏期!以此排除小

鼠视力对寻找平台的影响(

C

"统计学方法"实验数据通过统计软件
RQRR

#9

!

"

数据均采用
a

&

M

表示!采用单因素方差分析!组

间差异采用
PRF

检验!

Q W "

!

"=

为差异有统计学

意义(

结""果

#

"各组旷场实验结果比较$图
#

%"旷场实验结

果提示!各组在总活动距离'测试盒中间区域和外周区

域的活动时间和距离差异无统计学意义 $均
Q V

"

!

"=

%(

""注#

U

为各组小鼠的总活动距离&

_

为小鼠在测试

盒中间区域和外周区域的活动时间&

&

为小鼠在中间区

域和外周区域的活动距离

图
#

$各组旷场实验结果比较

!

"各组新异物体识别任务实验结果比较$图
!

%

新异物体识别任务结果显示#$

#

%在训练阶段中!各组

小鼠分别在两种物体上探索时间差异无统计学意义

$

Q V"

!

"=

%&$

!

%训练结束后!依次延迟
# K

和
!$ K

后

进行短期和长期记忆保持测试!结果显示
PQR

处理后

小鼠在
# K

后表现对新物体的好奇心明显较差$

Q W

"

!

"=

%!

IIF

低'

IIF

高组小鼠在新物体探索的时间

比率较高!差异有统计学意义$

Q W "

!

"=

!

Q W "

!

"#

%&

在
!$ K

延迟实验中!

IIF

高组小鼠在新物体上探索

的时间显著高于模型组!差异有统计学意义 $

Q W

"

!

"#

%(

%

"各组
+4//@M

水迷宫实验结果比较$图
%

%"水

迷宫实验结果显示#$

#

%定位航行实验!第
#

天各组小

鼠的逃避潜伏期差异无统计学意义$

Q V"

!

"=

%&第
!

'

%

天模型组小鼠与正常组比较出现了明显延长!差异

有统计学意义$

Q W"

!

"=

%&与模型组比较!

IIF

高组

和对照组小鼠逃避潜伏期均不同程度缩短!差异有统

计学意义$

Q W"

!

"=

!

Q W"

!

"#

%( $

!

%第
=

天空间探索

实验中!撤除平台!与正常组比较!模型组穿越平台所

在原象限的时间占总游泳时间的百分比明显减少!差
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!

""注#

U

为训练阶段中各组小鼠对两种物体的探索时间&

_

为训练结束后!依次延迟
# K

和
!$ K

后进

行短期和长期记忆保持测试&与正常组比较!

!

Q W"

!

"=

&与模型组比较!

"

Q W"

!

"=

!

""

Q W"

!

"#

图
!

$各组小鼠新异物体识别任务实验结果比较

""注#

U

为定位航行实验$第
# e$

天%各组小鼠逃避潜伏期&

_

为空间探索实验$第
=

天%穿越原

平台时间和距离百分比&

&

为可视平台实验$第
C

天%各组小鼠逃避潜伏期&与模型组比较!

!

Q W

"

!

"=

&与模型组比较!

"

Q W"

!

"=

!

""

Q W"

!

"#

图
%

$各组小鼠
+4//@M

水迷宫实验结果比较

异有统计学意义$

Q W"

!

"=

%!同时其距离百分比也有

减少趋势&与模型组比较!

IIF

低组小鼠的时间百分

比均明显增加!差异有统计学意义$

Q W "

!

"=

%( $

%

%

第
C

天可视平台实验中!各组小鼠的逃避潜伏期差异

无统计学意义$

Q V"

!

"=

%(

讨""论

UF

等神经退行性疾病临床上主要表现为进行性

的记忆减退和认知障碍!是导致老年人痴呆的最主要

原因!病理上主要表现为脑内由细胞内微管相关蛋白

N10

蛋白的过度磷酸化导致的神经纤维缠结和细胞外

!

淀粉样蛋白$

1?254@O !

$

L/4N-@A

!

U!

%组成的老年

斑!主要集中前脑如皮质'海马和杏仁核等区域!导致

脑内神经突触的丢失'胶质细胞激活和炎症过程)

#"

*

(

UF

患者死后的尸检中发现患者大脑皮质的神经炎性

斑块病灶周围常存在激活的小胶质细胞和反应性星形

胶质细胞!释放大量炎症介质和神经毒性物质!如白细

胞介素$

#!

$

@AN-/5-0T@A

$

#!

!

(P

$

#!

%'肿瘤坏死因子

$

N0?4/ A-E/4M@M X1EN4/

!

)7,

$

"

%'一氧化氮 $

A@N

$

/@-4a@O-

!

7G

%'活性氧$

/-1EN@^- 4a2B-A ML-E@-M

!

SGR

%'谷氨酸盐等!会造成神经元损伤并引起凋亡!

对学习记忆和突触可塑性均有影响!炎症介质和损伤
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"!&)$$"

的细胞又进一步激活胶质细胞!形成恶性循环)

C

*

(

本课题组前期利用
PQR

诱导小胶质细胞的体外

UF

模型!产生大量炎性因子
7G

'

(P

$

#!

和
)7,

$

"

等!

并对其信号通路做了一些相关的研究工作!为进一步

从整体动物实验证实神经炎症对
UF

小鼠学习记忆的

改变!本实验则通过
PQR

诱导小鼠
UF

的神经炎症模

型!在每天的行为学开始测试
$ K

之前给小鼠腹腔注

射
PQR

!

$ K

后小鼠中枢表达大量
(P

$

#!

基因!从而导

致小鼠的神经炎症机制)

##

*

( 国外研究也发现!

PQR

脑室内或腹腔内注射可以引起动物脑内慢性炎症!

PQR

与小胶质细胞膜上受体复合体结合!激活转录核

因子$

A0E5-1/ X1EN4/

$

#_

!

7,

$

#_

%等信号通路引起致

炎因子基因的表达!并导致
U!

#!$!

水平提高!海马神

经元发生凋亡'变性!认知能力降低)

#!

!

#%

*

( 由此可见!

神经炎症与
UF

发病过程'学习记忆障碍之间有着重

要的联系!因此控制神经退行性病变过程中的炎症反

应!对
UF

患者改善学习记忆等防治将具有潜在作用(

临床上发现抗炎药如布洛芬'二甲胺四环素等可

降低炎性物质导致的神经元和胶质细胞中
U!

产生!

从而改善
UF

的认知障碍等症状!但这些药物的安全

性及耐药性问题也影响了临床使用)

#$

*

( 中医药经济'

有效'副作用少!在
UF

治疗上具有独特的理论和丰富

的实践经验!中医认为脾肾俱虚!肝脾不调!清阳不升!

痰瘀阻络易致神经退行性疾病的发生!+伤寒论,中的

IIF

具有运脾升清'调和肝脾'温经通络的功效!可适

用于虚中夹实的
UF

等神经退行性疾病的治疗)

$

*

( 现

代药理学研究发现!

IIF

主要有效成分中含有桂皮

醛'葛根素和姜黄素等!具有较强的抗炎解热'镇痛镇

静'增加脑血流量等神经保护作用)

#=

#

#9

*

( 因此!本研

究通过行为学检测方法在
PQR

诱导小鼠神经炎症
UF

模型基础上!观察
IIF

对
UF

动物学习记忆能力的

影响( 根据本实验旷场试验结果可见
PQR

及
IIF

对

小鼠的活动能力均没有产生影响(

新异物体识别任务可检测海马依赖的短期和长期

记忆能力)

#8

*

( 本实验结果体现出在训练阶段中!各组

小鼠在探索能力和记忆能力上无差别&而训练结束后!

PQR

处理的小鼠对旧物体的短期记忆保持能力较差!

而
IIF

低和高剂量治疗后小鼠短期记忆力有所恢

复&在延迟
!$ K

实验中!

PQR

处理后的小鼠对探索过

的旧玩具表现出较强的识别记忆能力( 实验结果提

示!

IIF

可以改善神经炎症小鼠的探索能力及短期和

长期记忆保持能力(

+4//@M

水迷宫为常用于检测动物海马依赖的空

间参考记忆能力!本实验中水迷宫实验
# e $

天为定

位航行实验!结果提示
PQR

对小鼠的空间记忆能力有

损伤&

IIF

低组和
IIF

高组小鼠损伤的记忆能力有

一定的恢复( 第
=

天空间探索实验中!经过前
$

天训

练的正常小鼠对原水下平台的位置均有所记忆!会在

原平台位置附近反复搜索多次!形成较长的平台附近

停留时间!表现出寻找水下平台的目的性'针对性很

强( 结果提示模型组小鼠的空间记忆保持力降低&而

给予
IIF

低剂量治疗后!小鼠的时间百分比均明显

增加!距离百分比虽差异无统计学意义但有增加趋势!

受损的记忆保持力得已恢复( 在第
C

天可视平台实验

中!各组小鼠对于可见的平台所测得的逃避潜伏期差

异无统计学意义!以此可排除小鼠视力对寻找平台的

影响( 以上结果说明各组小鼠空间学习记忆能力有较

大差异!

PQR

对小鼠空间记忆能力有明显破坏作用!

而
IIF

的治疗则有改善作用(

综上所述!通过以上
%

种行为学检测结果提示

PQR

和
IIF

在没有影响小鼠活动能力的基础上!

PQR

诱导的神经炎症小鼠学习记忆能力明显降低!而

IIF

对所受损的学习记忆能力具有一定程度的改善

作用!其深入的分子生物学机制将在以后的研究中进

一步探讨(
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全国中西医结合虚证与老年医学学术研讨会征文通知

中国中西医结合学会虚证与老年医学专业委员会拟于
!"#$

年
=

月
8

#

#"

日在山东省潍坊市召

开第十四次全国中西医结合虚证与老年医学学术研讨会#会议主题为)老年疾病中西医结合防治*%

大会特邀老年医学领域国内外知名专家'院士就老年疾病及药物合理应用等作专题报告% 欢迎各位

专家学者踊跃投稿% 现将有关征文事宜通知如下&

征文内容""

#

$衰老与老年疾病的基础与临床研究("

!

$重点征文领域&心脑血管疾病'肿瘤'老

年康复'老年营养支持及老年病合理用药等%

征文要求""

#

$来稿须为尚未公开发表的论文#形式可以为研究报告'病例报道'论著或综述% 要求

科学性强#论点鲜明% 来稿务必真实'准确#文责自负("

!

$来稿请寄全文"

="""

字以内$#内容依次为&论

文题目'作者姓名'工作单位部门'通讯地址和邮编'结构式摘要"目的'方法'结果'结论$'关键词'正文'

参考文献#文中可有图表#应为清晰的原图或计算机图形文件("

%

$请投电子版文稿#

]4/O

文档排印#中

文宋体字#英文
)@?-M 7-] S4?1A

#标题用四号字体#作者姓名'摘要"

=""

字以内$'关键词'正文'参

考文献用五号字体#请标注通讯作者'电子邮箱'联系电话% 论文如属省部级以上科研基金课题#请予注

明("

$

$经评审录用的论文将收入)会议学术论文集*#优秀论文将推荐给有关学术杂志%

截稿日期"

!"#$

年
%

月
%#

日

联系人"王华#

)-5

&

#%8C$":%#9!

#

>

$
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&
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!
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