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摘要#目的#观察肾虚质大鼠学习记忆能力与海马
3

"甲基"

@

"天冬氨酸!

3

"

;7DE.1

"

@

"

-FG-HD<? -?<I

"

3,@C

#受体表达变化"探讨$肾藏志%中医学理论的物质基础与神经生物学机制& 方法#将
4"

只
5@

大鼠

随机分为模型组'左归丸'右归丸组及空白组!产自正常孕鼠#"每组
#"

只"采用$猫吓鼠%经典造模法制备先

天不足加后天失养复合型肾虚质仔鼠模型& 对仔鼠恐吓同时开始给药"左归丸'右归丸组分别给予左归丸混

悬液
"

!

#86% JB;K

'右归丸混悬液
"

!

"9&8 JB;K

灌胃"空白组及模型组给予等量生理盐水灌胃"每日
#

次"

每周用药
%

天"连续
!

个月& 通过
,0HH<F

水迷宫实验检测大鼠学习记忆能力"采用免疫组化法检测海马组

织
3,@C

受体亚基
3L!C

'

L3!M

蛋白表达水平& 结果#与空白组比较"模型组
,0HH<F

水迷宫实验潜伏期

及总路程增加!

N O"

!

"%

#(与模型组比较"左归丸及右归丸组上述指标均降低!

N O"

!

"%

#& 与空白组比较"

模型组海马组织
3,@C

受体亚基
3L!C

'

3L!M

蛋白表达明显降低!

N O"

!

"%

#(与模型组比较"左归丸'右

归丸组
3L!C

及
3L!M

蛋白表达明显升高!

N O"

!

"%

#& 结论#肾虚质大鼠学习记忆能力退化且海马
3,

"

@C

受体表达低下"补肾药物左归丸'右归丸可上调
3,@C

受体表达"提高其学习记忆能力"从而改善肾虚

质脑功能退化状态&

关键词#肾虚质(学习记忆能力(
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VN FSFG7PF<0P "

%

#86% JB;K -PI UN FSFG7PF<0P "

%

"9&8 JB;K H7FG7?D<\71. 2 :>S-1 \01S;7 0R P0H;-1 F-1<P7

_-F -I;<P<FD7H7I D0 H-DF <P DE7 ]1-P` ?0PDH01 JH0SG -PI DE7 ;0I71 JH0SG ]. J-FDH0J-\-J72 C11 ;7I<?-D<0P

_-F J<\7P 0P?7 G7H I-.

!

% I-.F <P - _77` R0H ! ?0PF7?SD<\7 ;0PDEF2 K7-HP<PJ -PI ;7;0H. ?-G-?<D<7F

_7H7 I7D7?D7I ]. ,0HH<F _-D7H ;-a7 D7FD2 :QGH7FF<0PF 0R 3,@C H7?7GD0H FS]SP<DF 3L!C -PI 3L!M <P

E<GG0?-;SF _7H7 I7D7?D7I ]. <;;SP0E<FD0?E7;<?-1 ;7DE0I2 L7FS1DF

$

'0;G-H7I _<DE DE7 ]1-P` ?0PDH01

JH0SG

!

DE7 1-D7P?. G7H<0I

!

D0D-1 I<FD-P?7 <P ,0HH<F _-D7H ;-a7 D7FD _7H7 10PJ7H <P DE7 ;0I71 JH0SG

$

N O

"

%

"%

%

2 C11 DE7 -R0H7F-<I <PI<?7F -11 I7?H7-F7I <P DE7 VN JH0SG -PI DE7 UN JH0SG

!

_<DE FD-D<FD<?-1 I<RR7H7P?7

_E7P ?0;G-H7I _<DE DE7 ;0I71 JH0SG

$

N O"

%

"%

%

2 *E7 GH0D7<P 7QGH7FF<0PF 0R 3L!C -PI 3L!M <P E<GG0?-
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##肾虚质是各类人群中常见的体质类型之一!是一

种以肾中精气亏虚!肾脏功能低下为主要特征的体质

状态'

#

(

!研究证实肾虚抑制性影响生物体生长发育全

过程'

!

(

) 本研究以*肾藏志应恐+,*恐伤肾+等中医学

理论为依据!以大鼠学习记忆能力和海马
3

"甲基"

@

"

天冬氨酸 $

3

"

;7DE.1

"

@

"

-FG-HD<? -?<I

!

3,@C

%受体

亚基表达为切入点!探讨肾虚质与脑功能衰退的相关

性及*肾藏志+中医学理论的物质基础与神经生物学

机制!为肾虚质特征及肾藏志理论的现代实验研究!提

供研究思路与方法)

材料与方法

#

#动物#

4"

只
8

周龄清洁级
5@

大鼠!雌雄各

半!体重
!"" c&"" J

!购自西安交通大学医学院实验

动物中心!动物许可证号#

5'Zb

$陕%

!""6

$

""#

)

标准饲料喂食!不限饮水!室温) 雌,雄土猫各
#

只!

&

月龄!凶狠善叫!鲜活大鼠喂食!不限饮水!室温)

!

#药物,试剂及仪器#左归丸$每
#"

丸含生药

# J

!河南省宛西制药股份有限公司!批号#

#""&"$

%!

右归丸$每
8

丸含生药
& J

!河南省宛西制药股份有限

公司!批号#

##"&"9

%!

@CM

显色试剂盒,

5CM'

试剂

盒,枸橼酸缓冲液,水合氯醛,乙醇,多聚甲醛,

&"d

蔗

糖溶液,

A'*

包埋剂,

&"d W

!

A

!

,

3L!C

,

3L!M

一

抗,二抗$均购自武汉博士德公司%!

,0HH<F

水迷宫$香

港友成公司%,电子天平$赛多利斯%,冰冻切片机$

K7

"

?<- ',#8%"

%,显微镜$

V7<FF C#

!德国%)

&

#动物分组与模型制备#参照本课题组前期研

究制备肾虚体质模型'

&

(

)

&"

只大鼠适应性饲养
#

周!

按雄性%雌性
e#

%

!

比例合笼交配) 成功受孕后将孕

母鼠随机分为对照组$

P e#"

%及肾虚组$

P e#"

%) 肾

虚组孕鼠置于特制鼠笼!于
8

#

"" c#9

#

""

置于猫笼

旁进行恐吓!同时在猫笼内放置雄鼠令其捕食使孕鼠

在旁处于恐慌状态) 对照组孕鼠不作刺激处理!非恐

吓时间两组均置于同处并确保其他非处理因素一致)

恐吓至两组孕鼠产子!将仔鼠饲养
4

周后进行分组!空

白组 $

P e#"

%从对照组孕鼠所产仔鼠中随机选取&肾

虚组孕鼠所产仔鼠随机选取
&"

只!分为模型组,左归

丸组及右归丸组!每组
#"

只) 继续对此
&

组仔鼠进

行上述*猫吓鼠+方案!持续
4

周后!肾虚组仔鼠出现

不同程度的目光惊恐或眼中无神,体重减轻,倦怠无

力,蜷缩,扎堆,活动减少,大小便增多,皮毛松弛等征

象!解剖观察胸腺,脾,肾,肝,心,肺,睾丸等脏器未发

现明显形态结构异常!提示肾虚体质模型仔鼠造模成

功'

#

!

&

(

) 空白组仔鼠未予刺激!非恐吓时间
4

组仔鼠

均置于同处以减小非处理因素)

4

#给药方法与剂量#按文献折算'

4

(

!大鼠用药

量约为成人用量的
$

!

!%

倍) 左归丸成人每日服生药

#8 J

!则大鼠每日服生药 为
#

!

86% JB`J

!蒸馏水配成

"

!

#86% JB;K

混悬液备用) 右归丸成人每日服生药

9 J

!则大鼠每日服生药
"

!

9&6% JB`J

!蒸馏水配成

"

!

"9&8 JB;K

混悬液备用) 对仔鼠恐吓同时开始灌

胃!左归丸,右归丸组分别给予上述制备好的混悬液!

空白组和模型组均给予等量生理盐水
#" ;KB`J

!每天

#

次!每周用药
%

天!连续
!

个月)

%

#观察指标与检测方法

%

!

#

#

,0HH<F

水迷宫实验 # 参照参考文献

'

%

!

$

(!各组仔鼠灌胃第
%

周时进行
,0HH<F

水迷宫实

验!实验第
#

天为适应训练!每只仔鼠在池中游泳

#!" F

)第
! c%

天为学习阶段!随机选取一象限将大

鼠头朝池壁缓缓放入水中!记录大鼠找到水下平台时

间!若超过
$" F

未找到者!则引导至平台停留
#" F

!每

只大鼠每天
4

次!中间间隔
#% c!" ;<P

) 实验第
$

天

为测试阶段!将大鼠分别从
4

个不同象限放入水中!找

到平台后令其休息
#" F

!若
#!" F

内找不到平台则记

时
#!" F

!并将其引致平台休息
#" F

!从下一象限继续

实验!以大鼠
4

次测试平均值做为测试成绩!记录各组

大鼠寻找平台所花费的时间即潜伏期$

F

%,总路程

$

?;

%和第一次穿越目标区所用时间$

F

%)

%

!

!

#海马组织
3,@C

受体亚基
3L!C

,

3L!M

蛋白表达检测

%

!

!

!

#

#海马组织提取#各组仔鼠用药
!

个月,

禁食
#! E

后称重!

6d

水合氯醛腹腔注射麻醉$

"

!

"%

;KB#"" J

体重%!

4d

多聚甲醛灌注!取海马组织!以

4d

多聚甲醛
4

& 固定
4 c$ E

!

NM5

洗
% ;<P

'

&

次
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置于
&"d

蔗糖
4

& 过夜!

NM5

洗
% ;<P

'

&

次,干

燥,

A'*

包埋!冰冻切片机切片!室温静置
# E

待测)

%

!

!

!

!

#海马组织免疫组化检测#切片置入甲醇

新鲜配置的
"

!

&d

双氧水室温封闭
!" ;<P

消除内源

性过氧化物酶!

NM5

洗
% ;<P

'

&

次!置于
"

!

"# ;01BK

GW $

!

"

枸橼酸缓冲液
9%

&煮沸
#% ;<P

!冷却后

NM5

洗
% ;<P

'

&

次!

%d M5C &6

&封闭
!" ;<P

!甩

去多余液体&滴加稀释后一抗
4

& 过夜!取出复温

NM5

洗
% ;<P

'

&

次!滴加二抗
&6

&温浴
&" ;<P

!

NM5

洗
% ;<P

'

&

次!滴加新鲜配置的
@CM

显色液

避光显色!镜下控制显色程度!双蒸水冲洗终止显色!

苏木素复染!乙醇梯度脱水!二甲苯透明!中性树胶封

片!

&6

& 干燥过夜) 光镜下观察切片!每组取
#"

张!每张镜下随机取
!

个视野进行结果记录) 利用

);-J7

"

NH0 N1SF $

!

"

软件进行图像分析!对阳性细胞

进行平均吸光度值测定)

$

#统计学方法#采用
5N55 #$

!

"

软件进行数

据分析!计量资料以
Q

(

F

表示!多组间比较采用单因

素方差分析!组间两两比较采用
K5@

"

D

检验&不符合

正态分布采用非参数统计$秩和检验%)

N O "

!

"%

为

差异有统计学意义)

结##果

#

#各组仔鼠一般情况#实验期间!空白组仔鼠精

力健旺!饮食正常!活动敏捷!生长较快!毛发密实) 模

型组,左归组和右归组在受恐吓初
& c 4

天表现出活

动增多!反应机敏!烦躁不安!此后活动明显减少!渐渐

表现出对环境的耐受!对外界刺激反应淡漠!目光呆

滞!眼球突出!毛发竖立!瑟缩不动!大,小便增多&造模

进行至后期!模型组大鼠肾虚症状明显!双眼无神!精

神不振!四肢倦怠!摄食量锐减!体重明显下降!皮毛脱

落!符合中医肾虚质的宏观征象) 左归丸及右归丸组

大鼠症状较模型组大鼠有所减轻) 实验过程未出现仔

鼠死亡情况)

!

#各组
,0HH<F

水迷宫实验潜伏期,总路程及第一

次穿越目标区时间比较$表
#

%#与空白组比较!模型组

,0HH<F

水迷宫实验潜伏期及总路程延长$

N O"

!

"%

%&与

表
#

$各组仔鼠
,0HH<F

水迷宫实验比较#$

Q

(

F

%

组别
P
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%
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#" 4!

)

9

(

&

)

# 6#

)

9

(

%

)

" #$
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(
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!
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&与模型组比较!

"

N O"

!

"%

模型组比较!左归丸组及右归丸组潜伏期及总路程均

缩短$

N O"

!

"%

%!右归丸组第一次穿越目标区时间缩

短$

N O"

!

"%

%&左归丸及右归丸组上述指标比较!差异

均无统计学意义$

N f"

!

"%

%)

&

#各组海马组织
3,@C

受体亚基
3L!C

,

3L!M

蛋白表达水平比较$图
#

!表
!

%#免疫组化染

色结果显示!空白组神经细胞较多!细胞结构致密且层

次清楚&模型组细胞结构松散!神经细胞数目减少&左

归丸及右归丸组神经细胞较多!染色较模型组深) 对

##注#

C

"

@

为
3L!C

表达&

C

为空白组&

M

为模型组&

'

为左归

组&

@

为右归组&

:

"

W

为
3L!M

表达&

:

为空白组!

g

为模型组!

X

为左归组!

W

为右归组&图中箭头所示为相应蛋白的阳性表达

细胞

图
#

$各组海马组织
3,@C

受体亚基
3L!C

,

#

3L!M

蛋白表达#$免疫组化! '

!""
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表
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,

3L!M

吸光度值比较#$
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%

免疫阳性细胞进行平均吸光度值测定!与空白组比较!

模型组
3L!C

,

3L!M

蛋白表达均明显减低 $

N O

"

!

"%

%&与模型组比较!左归丸组,右归丸组
3L!C

及

3L!M

蛋白表达升高$

N O"

!

"%

%!左归丸组与右归丸组

比较!差异均无统计学意义$

N f"

!

"%

%)

讨##论

中医学认为*肾为先天之本+!*肾藏精!精生髓!髓

通脑+!肾中精气是脑的形成,发育和功能发挥以及维持

整个人体精神活动与行为活动的物质基础) 中医情志

学说有*肾藏志!在志为恐+之说!肾所藏之*志+的主要

含义之一是指学习记忆) 一方面!*脑为元神之府+!是

*肾藏志+中医学理论中*志+产生活动的中枢部位&另

一方面!*脑为髓之海+!而肾虚则髓不实!肾虚以*髓+

为中介反作用于脑直接影响*肾藏志+中*志+的主要方

面---学习记忆能力) 临床研究已证实!肾虚质多包含

脑学习记忆功能方面的障碍'

6

$

#"

(

)

,0HH<F

水迷宫实验

是衡量啮齿类动物认知记忆能力的指标之一!通过检测

评价可反映其学习记忆能力'

##

(

!故本实验以
,0HH<F

水

迷宫检测实验大鼠的学习记忆能力) 本实验中!与空白

组比较!肾虚模型组大鼠
,0HH<F

水迷宫潜伏期和总路

程方面均延长!表现出反应迟钝和学习记忆能力的退

化!补肾药物干预后状况得到改善!提示肾虚质对学习

记忆的抑制性影响以及补肾药的对症疗效)

有研究表明!

3,@C

受体与突触传递长时程增强,

突触可塑性,学习记忆,神经系统生长发育的可塑性,缺

血缺氧损伤,中枢神经系统内的疼痛传导,术后认知功

能障碍及老年性痴呆等神经退行性疾病等密切相

关'

#!

(

)

3L!C

与
3L!M

是
3,@C

受体的两个重要

亚基!在皮层特征性发育转变中具有重要作用!且主

要与学习记忆的获得关系密切'

#&

!

#4

(

) 本研究选取

3L!C

,

3L!M

表达为切入点!从神经生物学角度揭

示肾虚质对实验仔鼠脑学习记忆能力的抑制性影

响) 结果表明!肾虚质组大鼠
3L!C

与
3L!M

蛋白

水平呈低表达!补肾药物干预后蛋白表达上调亦反

映出与前期研究一致!即肾虚质抑制性影响学习记

忆能力!从分子角度阐述了肾虚质对*志+的影响!为

肾藏志理论的研究提供了新的思路与方法)

作为补肾中药的代表方!左归丸,右归丸已被证实

可影响老年大鼠大脑边缘系统$海马,杏仁核%对下丘

脑-垂体-肾上腺-胸腺轴的调控作用!并可纠正老

年大鼠神经内分泌功能的异常变化'

#%

!

#$

(

!其通过提高

脑源性神经营养因子及其受体
*H`M

基因表达改善老

年大鼠的学习记忆能力'

#6

(

) 本实验中!通过应用补肾

中药对肾虚质仔鼠进行干预!其学习记忆能力得到明

显改善!

3,@C

受体表达有显著升高!提示补肾中药

可用于治疗肾虚质特征的学习记忆能力衰退!为衰老

等老年性疾病的临床用药提供了实验依据!同时根据

*病理药效推导生理+的研究思路!提示
3,@C

受体

是*肾藏志+中医学理论中重要的物质基础!揭示了肾

藏志理论的神经生物学机制)
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