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养血清脑颗粒对血管性痴呆大鼠海马

'K#

区
'H##A

表达的影响

李"晶"马原源"刘"斌"毛文静"张晋霞"李世英

摘要"目的"观察养血清脑颗粒对血管性痴呆!

L-DG@1-M 8;>;BC?-

"

/H

#大鼠海马
'K#

区
'H##A

表

达的影响"探讨养血清脑颗粒对小胶质细胞的调控作用$ 方法"将
#66

只
NH

大鼠随机分为假手术组%血管

性痴呆模型组!模型组#及养血清脑颗粒治疗组!治疗组#"采用改良的
O@1D?B;11?

四血管阻断法制备血管性

痴呆大鼠模型"假手术组及模型组给予生理盐水&

#" >PJ

!

QR

'

8

#(灌胃"治疗组以浓度为
"

!

&! RJ>P

养血

清脑颗粒
#" >PJ

!

QR

'

8

#灌胃"每日
#

次"连续给药
9

周$ 分别在给药
#

%

!

%

6

%

9

周采用免疫组化法及

+;DC;MB A10C

法检测海马
'K#

区
'H##A

的表达水平$ 结果"与假手术组比较"模型组各时间点大鼠海马

'K#

区
'H##A

蛋白表达均增高!

O S"

!

"#

#)与模型组比较"治疗组各时间点
'H##A

蛋白表达均下降!

O S

"

!

"#

#"尤以
!

周时最明显$ 结论"

/H

大鼠海马
'K#

区小胶质细胞明显增生和活化"养血清脑颗粒可抑制

小胶质细胞的增生和活化$

关键词"血管性痴呆)小胶质细胞)
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%是由脑血 管疾病导致的脑组织损害!造成脑组织功能减退的认

知缺损综合征'
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)

/H

的发病机制尚未完全明确!研

究表明!炎性反应及免疫活性因子参与了
/H

的发病

过程'

!

(

) 慢性脑缺血可引起小胶质细胞*星形胶质细

胞及少突胶质细胞的增生和活化'
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!激活的小胶质细

胞产生大量炎性因子和氧自由基发挥神经毒性作用!

在
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胞黏附分子整合素家族成员之一!参与细胞的黏附与

迁移!

'H##A

的阳性表达能反映小胶质细胞的增生与

活化'

%

(

!是小胶质细胞的特异性蛋白标记物'

$

(

) 近年

来!中药在
/H

治疗中的作用逐渐得到重视) 养血清

脑颗粒能明显改善
/H

患者认知功能和日常生活能

力'

:

(

!但其具体作用机制尚不明确) 本研究通过观察

养血清脑颗粒对
/H

大鼠海马
'K#

区
'H##A

表达变

化的影响!探讨养血清脑颗粒治疗
/H

的作用及可能

机制)

材料与方法

#

"动物"

#66

只健康雄性
NH

大鼠! 体重

!%" a!9" R

!

&

月龄!购自北京华阜康生物科技股份

有限公司!合格证号#

N'b`

$京%

!"#&

#

""#&

) 在

华北理工大学屏障环境动物实验室自由进食喂养!

室温控制在$

!&

&

!

% '!自然光照!实验前适应性

喂养
!

周)

!

"药物*试剂及仪器"养血清脑颗粒由川芎*当

归*白芍*钩藤*熟地黄*鸡血藤*决明子*夏枯草*细辛*

延胡索*珍珠母组成$

6 RJ

袋!由天津天士力制药股份

有限公司提供!批号#

#&"&$$

%&兔抗大鼠
'H##A

抗

体*山羊血清封闭液*多聚赖氨酸溶液均购于北京博奥

森生物技术公司&

HK\

显色试剂盒购于北京中杉金桥

生物技术公司) 低温离心机购自美国
N?R>-

公司!电

凝仪由张家港市航天医疗电器有限公司提供!切片机

由上海亿欣生物科技有限公司提供!透射电子显微镜

由日本
5)*K'5)

公司提供)

&

"动物分组及模型制备"将
#66

只
NH

大鼠随

机分为假手术组*血管性痴呆模型组$模型组%及养血

清脑颗粒治疗组$治疗组%) 采用改良
O@1D?B;11?

四血

管阻断$

6

$

/I

%法制备
/H

大鼠模型'

9

(

!具体造模方

法#术前
#! E

禁食!用
#"c

水合氯醛$

&%" >RJQR

%腹

腔注射麻醉后!背侧行颈正中切口以暴露双侧第一颈

椎横突小孔!将直径为
"

!

% >>

的电凝针插入双侧翼

小孔烧灼双侧椎动脉!造成双侧永久性闭塞) 然后将

大鼠仰卧位固定!行腹侧颈正中切口!分离双侧颈总动

脉$

G0>>0B G-M0C?8 -MC;M.

!

''K

%!以
6

号丝线穿

线) 于
!6 E

后用微动脉夹夹闭双侧
''K % >?B

!共

夹闭
&

次!每次间隔
# E

) 术后手术部位喷洒庆大霉素

抗感染!然后缝合切口!继续常规饲养观察) 假手术组

大鼠操作步骤同上!但不烧灼和夹闭血管) 术后各组

大鼠均给予庆大霉素$

#" """ [JQR

%腹腔注射!连续
&

天) 采用
,0MM?D

水迷宫实验!观察大鼠穿越平台次

数!筛选出造模成功的大鼠'

<

(

) 造模成功判定标准参

照本课题组既往文献报道'

#"

(

)

6

周左右大鼠出现
/H

行为学改变!其中
%

只由于病情过重给予淘汰!另有
&

只死亡) 均给予相应补充) 实验过程严格遵循+关于

善待实验动物的指导性意见,)

6

"给药方法"

&

组大鼠均灌胃给药!每日
#

次)

假手术组大鼠双侧
''K

分离后!不进行缺血处理!给

予生理盐水灌胃'

#" >PJ

$

QR

"

8

%()

/H

模型制备成

功后!模型组分别在
#

*

!

*

6

*

9

周给予生理盐水灌胃

'

#" >PJ

$

QR

"

8

%() 治疗组参照陶涛等'

##

(报道的方

法!将养血清脑颗粒用蒸馏水配置成混悬液'浓度为

"

!

&! RJ>P

!

#" >PJ

$

QR

"

8

%(!每日给予养血清脑颗

粒
&

!

! RJQR

灌胃!分别连续给药
#

*

!

*

6

*

9

周) 养血

清脑颗粒给药剂量参照+药理实验方法学,人和动物

间按体表面积折算的等效剂量比值进行换算!每组给

药剂量均根据大鼠体重按成人一日剂量折算'大鼠等

效剂量$

>RJQR

%

d

折算系数 (成人剂量$

>RJQR

%(!

计算出大鼠等效剂量)

%

"标本制备及检测方法"用
#"c

水合氯醛

$

&%" >RJQR

%腹腔注射麻醉后暴露心脏!经左心室快

速灌注生理盐水
#"" >P

!持续灌注
6c

多聚甲醛 #

O\N #"" >P

!断头取脑!每组取
$

只大鼠!将大脑矢状

位切成对等的两份!一份用于免疫组化!另一份用于免

疫印迹)

%

!

#

"免疫组化法检测
'H##A

阳性细胞"

6

)多

聚甲醛#

O\N

固定过夜!冠状面切断包含大鼠海马的

脑组织$视交叉后%!石蜡包埋!

% !>

连续切片!在显微

镜下观察组织微观结构变化) 将制备好的组织标本!加

入正常山羊血清封闭液中!先后滴加一抗
6

'过夜*滴

加二抗和适量辣根酶标记链霉卵白素工作液!进行

HK\

显色) 免疫组化法具体操作步骤严格按试剂说明

书操作要求进行)

'H##A

免疫组化阳性标准#光学显

微镜下!胞浆和胞膜呈棕黄色细颗粒状!颜色较深!颗粒

较粗) 组织切片采用
6""

倍
I1.>Y@D

摄像显微镜摄

像!选择各组大鼠海马
'K#

区不重叠的
$

个视野!应用

,0C?G ,;8 $

!

"

数码医学图像分析系统进行
'H##A

阳

性细胞计数)

%

!

!

"

+;DC;MB A10C

法检测
'H##A

蛋白表达水

平"用
#"c

水合氯醛$

&%" >RJQR

%对大鼠进行深度

麻醉) 断头后于冰上开颅取脑!用冷
O\N

漂洗残余

血!立即分离出新鲜海马!将海马组织置于
#% >P

离

心管中! 组织匀浆机
#! """ M J>?B

匀浆
#% D

!加入

6

'预冷的组织裂解液!振荡混匀!

6

'作用
&" >?B

!

细胞悬液
6

'低温离心
#! """ M J>?B

离心
#" >?B

!

留取上清液
6

'保存) 经蛋白定量后分装!用
6

'预
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冷的
O\N

调蛋白浓度到一致$

:%" !RJ>P

%!加入等

体积的上样缓冲液!沸水中煮至少
% >?B

) 等量蛋白

样品$每个泳道
%" !R

%经
#"

)十二烷基硫酸钠 #聚

丙烯酸铵凝胶电泳$

D08?@> 808;G.1 D@1T-C;

$

Y01.

$

-GM.1->?8; R;1 ;1;GCM0YE0M;D?D

!

NHN

$

OKX=

%电泳

分离后!以湿转法电转移至聚偏二氟乙烯膜$

Y01.L?

$

B.1?8;B; T1@0M?8;

!

O/H^

%膜上) 转移缓冲液$甘氨酸

%

!

9 R

!

*M?D !

!

< R

!

NHN "

!

&: R

!

9"" >P

重蒸馏水溶

解后加入
!"" >P

甲醇%) 转移后的
O/H^

膜放入封

闭液中封闭!然后加入稀释好的兔抗大鼠
'H##A

一

抗$

#

*

# """

%

6

'孵育过夜)

O\N

洗膜!加人相应稀

释好的二抗$羊抗兔!

#

*

! """

%!

&:

'反应
# E

!洗膜!

以
='P

显色!胶片曝光显影!采用
)>-R; (

软件进行

结果分析)

$

"统计学方法"采用
NONN #:

!

"

统计软件进

行数据分析) 计量资料以
V

&

D

表示!多组数据间比较

采用单因素方差分析!两两比较采用
PNH

$

C

检验!

O S

"

!

"%

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组不同时间点大鼠海马
'K#

区
'H##A

阳

性细胞计数比较$表
#

!图
#

%"假手术组大鼠海马

'K#

区可见少量
'H##A

蛋白表达!模型组各时间点

'H##A

阳性细胞计数增多!

!

周时达高峰!

6

周时下

降) 与假手术组同期比较!模型组各时间点
'H##A

蛋白阳性细胞计数增加$

O S"

!

"#

%&与模型组比较!治

疗组各时间点
'H##A

蛋白阳性细胞计数明显减

少 $

O S"

!

"#

%)

表
#

$各组不同时间点大鼠海马
'K#

区
'H##A

"阳性细胞计数比较"$个
J

高倍视野!

V

&

D

%

组别
B
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表达
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周
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+
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+
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蛋白表达水平比较

$表
!

!图
!

%"假手术组大鼠海马
'K#

区可见少量

'H##A

蛋白表达!模型组各时间点
'H##A

蛋白表达

明显增多!

!

周时达高峰!

6

周时下降) 与假手术组比

较!模型组各时间点
'H##A

蛋白表达均增多$

O S

"

!

"#

%&与模型组比较!治疗组各时间点
'H##A

蛋白

表达明显减少$

O S"

!

"#

%)

""注#

K

为假手术组&
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为模型组&

'

为治疗组&

#
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*

&

*

6

分别为
#

*

!
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周

图
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免疫组化结果"$ (
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$各组不同时间点大鼠海马
'K#

区

'H##A

蛋白电泳图

讨""论

/H

的发病机制至今尚未完全明确!近年研究表

明!炎性反应及免疫活性因子参与了
/H

的发病机

制'

#!

(

) 胶质细胞是炎症反应的重要参与者!小胶质细

胞是脑内神经细胞炎症反应的主要效应细胞!在多种中

枢神经系统疾病的病理过程中发挥重要作用) 小胶质

细胞是脑内特殊的免疫活性细胞!正常情况下!小胶质

细胞处于静止状态!病理情况下被激活成为活化的小胶

质细胞!激活的小胶质细胞能够分泌大量的生物活性因

子$

M;-GC?L; 0V.R;B DY;G?;D

!

ZIN

%*环氧化酶 #

!

等'

#&

(

!这些生物活性因子通过不同的途径反过来加重

小胶质细胞的活化效应!促进神经元损伤) 同时活化的

小胶质细胞产生大量炎性细胞因子
)P

$

#"

*

)P

$

$

*

*3^

$

#

和基质金属蛋白酶#

<

等神经毒性物质介导脑缺血损

伤的发生'

#6

!

#%

(

!从而导致神经元损伤) 此外还可直接

对神经组织产生作用!加重炎性反应!在
/H

的发病机

制中起着重要作用)

'H##A

是一种相对分子质量为
#$% """ a#:" """

的整合素
#

蛋白!是参与炎症反应的重要黏附分

子'

#$

(

!对于炎症细胞迁移和功能具有重要的作用!

'H##A

是小胶质细胞的特异性蛋白标记物'

$

(

) 本研

究采用免疫组化法和
+;DC;MB A10C

检测结果均显示!

/H

模型组各时间点大鼠海马
'K#

区
'H##A

表达均

增多!提示
/H

模型大鼠海马
'K#

区有明显的小胶质

细胞增生和活化!小胶质细胞呈激活状态!这与

P@B;>-BB K

等'

#:

(报道的结果一致)

养血清脑颗粒是天津天士力制药股份有限公司研

制*生产的国家三类中药新药!是以中医传统名方四物

汤为基础改良而成的中药复方制剂!其主要成分为川

芎*当归*白芍*钩藤*熟地黄*鸡血藤*决明子*夏枯草*

细辛*延胡索*珍珠母!具有养血活血*平肝潜阳的作

用!标本兼治!符合中医治疗
/H

的要求'

#9

(

) 养血清

脑颗粒作为现代中药复方制剂!具有多靶点*多环节*

整体性调节机体的特点) 文献报道!养血清脑颗粒在

改善软脑膜微循环!增加脑血管量!减轻脑损伤等方面

具有显著效果'

#<

(

!具有抑制神经细胞凋亡!保护神经

元缺血性损害'

!"

(

) 本研究提示!养血清脑颗粒治疗组

大鼠海马
'K#

区
'H##A

表达明显降低!提示养血清

脑颗粒可抑制
/H

大鼠海马
'K#

区
'H##A

蛋白表

达!抑制小胶质细胞的增生和活化!且随着用药时间的

延长!作用更明显)

由上述研究结果可推测!

/H

大鼠海马
'K#

区

小胶质细胞明显增生和活化!养血清脑颗粒可能通

过抑制小胶质细胞的增生和活化!发挥对
/H

的治疗

作用) 因此!通过抑制小胶质细胞的增生和活化来

减轻缺血性脑损伤!可能成为阻止
/H

发展的途径

之一)
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年全国危重病急救医学学术交流会征文通知

!"#$

年全国危重病急救医学学术交流会拟定于
!"#$

年
<

月在湖南长沙召开"会议由中国中西医结合学会急救医

学专业委员会主办"湖南省人民医院承办$ 现将征文事宜通知如下$

征文内容 "!

#

#中西医结合急救医学的基础%临床科研进展和技术交流) !

!

#脓毒症的国际%国内研究成果交流%回

顾和展望)!

&

#交流中西医结合急救医学治疗的新技术%新进展"推广急救医学领域的临床治疗成果$ !

6

#老年多脏器功

能不全的诊断与治疗$

征文范围 "!

#

#西医%中医%中西医结合的内科%外科%儿科%妇科%神经科%五官科%麻醉科%急诊科%

)'[

%血液净化%

医学检验%医学影像%窥镜%创伤%中毒%烧伤%微创治疗%护理%心理%干细胞移植医学等专业的基础与临床研究论文)

!

!

#全身炎症反应综合症!

N)ZN

#及脓毒症!

N;YD?D

#%多脏器功能不全综合症!

,IHN

#%危重病临床监测新技术%急救用

药%急诊%

)'[

%干细胞移植医学质量控制标准%急救医疗行政管理和危重病急救医学领域的循证医学研究等方面的论文$

征文要求"!

#

#全文在
& """

字以内!附
6""

字中英文摘要"包括目的%方法%结果%结论#$ 要求标点符号准确"著

者顺序排列$ 请自留底稿$ !

!

#投稿采用
+0M8

文档格式"以电子邮件发出"并于发出后
:!

小时内确认是否收

到$ !

&

#来稿请注明*会议征文+$

截稿日期 "

!"#$

年
%

月
&"

日!以邮戳或发送电子邮件时间为准#$

联系方式 "天津市经济技术开发区第三大街
$%

号!邮编,

&""6%:

#"天津泰达医院$ 联系人, 夏欣华" 电话

#&%"!""#9:9

"

=

$

>-?1

,

C;8-E?AF#$&2G0>

)天津市南开区复康路
!6

号!邮编,

&""#<!

#"天津市第一中心医院中西医

结合科" 联系人, 王东强" 电话
#&"&!!:<<$&
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$
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