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%
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)-5

#

#%9<$$"$"9!

!

=

"
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#
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#
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!
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!
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!基础研究!

清心开窍方有效成分对
KH

大鼠学习记忆能力及

其海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

和

!KOO

表达的影响

王逸如#

#张益慧#

#陈志裕#

#徐冬梅#

#陈#翔%

#张晓艳#

#胡海燕#

"

!

摘要#目的#探讨清心开窍方中皂苷#挥发油及多糖有效成分对淀粉样蛋白$

K!

%

#

$

P"

海马注射诱导痴

呆$

K5AB-?>-/

%

M Q?M-1M-

"

KH

%大鼠海马区
L1E

#

LG5

"

!

#

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

表达的影响& 方法#选取

##!

只雄性
RH

大鼠"随机分为
$

组"每组
#<

只"分别为正常组#假手术组#模型组#安理申组#皂苷组#挥发

油组#多糖组& 采用海马注射
K!

#

$

P"

诱导
KH

大鼠模型& 造模后第
!

天开始灌胃"正常组#假手术组#模型

组给予等量双蒸水灌胃"安理申组'盐酸多奈哌齐片"

#

!

<$ >DJ

$

SD

!

Q

%(#皂苷组'

8 >TJ

$

SD

!

Q

%(#挥发油

组'

%

!

%% >TJ

$

SD

!

Q

%(#多糖组'

9

!

%% >TJ

$

SD

!

Q

%(灌胃"每天
#

次"连续
!

周$上午
#"

)

""

%& 灌胃结束

后"采用
+4//?M

水迷宫测试大鼠的空间学习记忆能力*采用
)U7=T

染色检测海马
&K#

区细胞凋亡*采用

免疫组化#实时定量荧光
O&V

及
*L

法检测
KH

大鼠海马区
L1E

#

LG5

"

!

#

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

表达& 结果

#造模前各组大鼠同一时间点的逃避潜伏期#穿台次数比较"差异均无统计学意义$

O W"

&

";

%"且逃避潜伏

期随时间推移逐渐缩短& 造模后"与模型组比较"除挥发油组#多糖组外"安理申组#皂苷组逃避潜伏期均缩

短"穿台次数显著增多$

O X"

!

";

"

O X"

!

"#

%*与模型组比较"皂苷组#挥发油组#多糖组大鼠海马
&K#

区凋

亡细胞数量明显减少$

O X "

&

";

"

O X "

&

"#

%*

LG5

"

!

表达上调"

L1E

#

&1MN1M-

"

%

#

!KOO

表达下调"

LG5

"

!

'

L1E

比值明显提高$

O X"

&

";

"

O X"

&

"#

%& 结论#清心开窍方
%

种有效成分能不同程度地改善
KH

大鼠的

学习记忆能力"其机制可能与降低海马区
L1E

#

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

表达"提高
LG5

"

!

表达"抑制
KH

大鼠

海马区内细胞凋亡有关&

关键词#阿尔茨海默病*清心开窍方*

LG5

"

!

相关
Y

蛋白*

L

淋巴细胞瘤 $

!

*半胱氨酸天门冬氨酸蛋白

酶$

%

*淀粉样前体蛋白

=ZZ-G[ 4Z KG[?\- (CD/-Q?-C[M 4Z ]?CDE?C ^1?_?14 V-G?N- 4C RN1[?15 T-1/C?CD 1CQ +->4/2 &1N1G?[?-M

!

1CQ =EN/-MM?4CM 4Z L1E

!

LG5

"

!

!

&1MN1M-

"

%

!

1CQ !KOO ?C `?NN4G1>N0M 4Z KH +4Q-5 V1[M

#

*K7a :?

"

/0

#

!

b`K7a :?

"

B0?

#

!

&`=7 bB?

"

20

#

!

YU H4CD

"

>-?

#

!

&`=7 Y?1CD

%

!

b`K7a Y?14

"

21C

#

!

1CQ `U `1?

"

21C

#

!

!

#

# R-G4CQ &5?C?G15 +-Q?G15 &455-D-

!

*-CAB40 +-Q?G15 UC?\-/M?[2

!

bB-c?1CD

$

%!;""%

%&

! H-N1/[>-C[ 4Z )/1Q?[?4C15 &B?C-M- +-Q?G?C-

!

R-G4CQ `4MN?[15 KZZ?5?1[-Q [4 *-CAB40 +-Q?G15

UC?\-/M?[2

!

bB-c?1CD

$

%!;""%

%&

% H-N1/[>-C[ 4Z V-B1.?5?[1[?4C

!

R-G4CQ `4MN?[15 KZZ?5?1[-Q [4 *-CAB40

+-Q?G15 UC?\-/M?[2

!

bB-c?1CD

$

%!;""%

%

KLR)VK&)

$

I.c-G[?\-

$

)4 4.M-/\- [B- -ZZ-G[M 4Z 1G[?\- ?CD/-Q?-C[M 4Z ]?CDE?C ^1?_?14 V-G?N-

$

]^V

%!

M0GB 1M M1N4C?CM

!

\451[?5- 4?5M

!

-ZZ-G[?\- G4>N4M?[?4CM 4Z N452M1GGB1/?Q-M

!

4C -EN/-MM?4CM 4Z

LG5

"

! 1MM4G?1[-Q Y N/4[-?C

$

L1E

%!

L

"

G-55 52>NB4>1

"

!

$

LG5

"

!

%!

G2M[-?C25 1MN1/[1[- MN-G?Z?G N/4[-?C1M-

"

%

$

&1MN1M-

"

%

%!

1CQ !

"

1>254?Q N/-G0/M4/ N/4[-?C

$

!KOO

%

?C B?NN4G1>N0M 4Z K!

#

%

P"

"

?CQ0G-Q K5AB-?>-/

%

M

Q?M-1M-

$

KH

%

>4Q-5 /1[M 6 +-[B4QM

$

)4[1552 ##! >15- RN/1D0-

"

H1@5-2

$

RH

%

/1[M @-/- /1CQ4>52 Q?\?Q-Q
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?C[4 $ D/40NM

!

?6-6

!

[B- C4/>15 G4C[/45 D/40N

!

[B- MB1>

"

4N-/1[?4C D/40N

!

[B- >4Q-5 D/40N

!

[B- K/?G-N[

D/40N

!

[B- M1N4C?C D/40N

!

[B- \451[?5- 4?5 D/40N

!

[B- N452M1GGB1/?Q- D/40N

!

#< ?C -1GB D/40N6 )B- KH /1[

>4Q-5 @1M -M[1.5?MB-Q .2 ?Cc-G[?CD K!

#

%

P"

Z/4> .?51[-/15 B?NN4G1>N0M6 =_015 \450>- 4Z Q40.5- Q?M[?55-Q

@1[-/ @1M 1Q>?C?M[-/-Q [4 /1[M .2 D1M[/4D1\1D- ?C [B- C4/>15 G4C[/45 D/40N

!

[B- MB1>

"

4N-/1[?4C D/40N

!

[B- >4Q-5 D/40N Z/4> [B- !CQ Q12 1Z[-/ >4Q-5?CD

!

4CG- N-/ Q12 Z4/ ! M0GG-MM?\- @--SM

$

1[ #"

#

"" 1>

%

6

K/?G-N[

$

H4C-N-A?5 `2Q/4GB54/?Q- )1.5-[

!

#

'

<$ >DJSD N-/ Q12

%!

M1N4C?C

$

8 >TJSD N-/ Q12

%!

.-CA-C-

$

%

'

%% >TJSD N-/ Q12

%!

1CQ N452M1GGB1/?Q-M

$

9

'

%% >TJSD N-/ Q12

%

@1M 1Q>?C?M[-/-Q [4 /1[M .2 D1M[/4

"

D1\1D- [4 [B- K/?G-N[ D/40N

!

[B- M1N4C?C D/40N

!

[B- \451[?5- 4?5 D/40N

!

[B- N452M1GGB1/?Q-M D/40N

!

/-

"

MN-G[?\-52

!

4CG- N-/ Q12 Z4/ ! M0GG-MM?\- @--SM

$

1[ #"

#

"" 1>

%

6 L2 [B- -CQ 4Z D1M[/4D1\1D- MN1[?15

5-1/C?CD 1CQ >->4/2 G1N1G?[?-M @-/- Q-[-G[-Q 0M?CD +4//?M @1[-/ >1A-

$

+*b

%

6 KN4N[4M?M ?C B?NN4G1>

"

N15 &K# /-D?4C @1M Q-[-G[-Q 0M?CD )U7=T M[1?C?CD6 =EN/-MM?4CM 4Z L1E

!

LG5

"

!

!

&1MN1M-

"

%

!

1CQ !KOO

@-/- >-1M0/-Q \?1 V-15

"

[?>- Z504/-MG-C[ _01C[?[1[?\- O&V

!

*-M[-/C .54[

!

1CQ ?>>0C4B?M[4GB->?M[/2

!

/-MN-G[?\-52 6 V-M05[M

$

)B-/- @1M C4 M[1[?M[?G15 Q?ZZ-/-CG- ?C N/-

"

>4Q-5?CD -MG1N- 51[-CG2 1CQ [?>-M 4Z

G/4MM?CD N51[Z4/>M 1>4CD D/40NM 1[ [B- M1>- [?>- N4?C[

$

O W"

'

";

%

6 L-M?Q-M

!

-MG1N- 51[-CG2 @1M D/1Q0

"

1552 MB4/[-C-Q 1M [?>- @-C[ .26 &4>N1/-Q @?[B [B- >4Q-5 D/40N

!

-MG1N- 51[-CG2 @1M MB4/[-C-Q

!

1CQ

[?>-M 4Z G/4MM?CD N51[Z4/>M @1M M?DC?Z?G1C[52 ?CG/-1M-Q ?C [B- K/?G-N[ D/40N 1CQ [B- M1N4C?C D/40N

$

O X

"

'

";

!

O X"

'

"#

%

6 &4>N1/-Q @?[B [B- >4Q-5 D/40N

!

[B- 1>40C[ 4Z 1N4N[4[?G G-55M ?C B?NN4G1>N15 &K# /-

"

D?4C @1M 4.\?40M52 /-Q0G-Q

$

O X"

'

";

!

O X"

'

"#

%!

-EN/-MM?4CM 5-\-5M 4Z L1E

!

&1MN1M-

"

%

!

1CQ !KOO @-/-

Q4@C

"

/-D051[-Q

!

LG5

"

!JL1E /1[?4 @1M 4.\?40M52 -5-\1[-Q ?C [B- M1N4C?C D/40N

!

[B- \451[?5- 4?5 D/40N

!

[B-

N452M1GGB1/?Q- D/40N

$

O X"

'

";

!

O X"

'

"#

%

6 &4CG50M?4C

$

)B/-- 1G[?\- ?CD/-Q?-C[M

$

MN14C?CM

!

.-CA-C-

!

1CQ N452M1GGB1/?Q-M

%

4Z ]^V G405Q ?>N/4\- MN1[?15 >->4/2 1CQ 5-1/C?CD G1N1G?[?-M [4 Q?ZZ-/-C[ Q-D/--M

!

@B?GB >?DB[ .- N4MM?.52 1GB?-\-Q .2 Q-G/-1M?CD -EN/-MM?4CM 4Z L1E

!

&1MN1M-

"

%

!

!KOO ?C B?NN4G1>N15

&K# /-D?4C

!

-5-\1[?CD LG5

"

! -EN/-MM?4C

!

1CQ ?CB?.?[?CD 1N4N[4M?M ?C B?NN4G1>N0M6

^=:*IVHR

$

K5AB-?>-/

%

M Q?M-1M-

&

]?CDE?C ^1?_?14 V-G?N-

&

LG5

"

! 1MM4G?1[-Q Y N/4[-?C

&

L

"

G-55 52>

"

NB4>1

"

!

&

G2M[-?C25 1MN1/[1[- MN-G?Z?G N/4[-?C1M-

"

%

&

!

"

1>254?Q N/-G0/M4/ N/4[-?C

##阿尔兹海默病$

K5AB-?>-/

%

M Q?M-1M-

!

KH

%是老

年人常见的复杂的!不可逆的神经退行性疾病!其病理

特征为由不溶性的
K!

构成的老年斑$

M-C?5- N51_0-

!

RO

%' 神经原纤维缠结 $

C-0/4Z?./?551/2 [1CD5-

!

7,)

%'皮层神经元减少以及新皮层和脑膜血管出现淀

粉样变(

#

)

* 临床上以记忆力的减退和丧失'语言和行

为障碍'思维能力下降以及认知功能障碍等为特

征(

!

)

* 目前!现代医学对本病尚缺乏理性的治疗方

法!中医药对
KH

的治疗有一定的疗效(

%

)

!而清心开窍

方用于临床多年!疗效肯定(

P

$

<

)

* 本课题组前期研究

该方能改善
KH

大鼠学习记忆能力(

$

)

* 现提取该方有

效成分!采用
+4//?M

水迷宫进行行为学检测&运用

)U7=T

染色检测细胞凋亡!并对
KH

大鼠海马
&K#

区
LG5

"

!

相关
Y

蛋白$

LG5

"

! 1MM4G?1[-Q Y N/4[-?C

!

L1E

%'

L

淋巴细胞瘤 $

!

$

L

"

G-55 52>NB4>1

"

!

!

LG5

"

!

%'半胱氨酸天门冬氨酸蛋白酶 $

%

$

G2M[-?C25 1M

"

N1/[1[- MN-G?Z?G N/4[-?C1M-

"

%

!

&1MN1M-

"

%

%'

!

淀

粉样 前 体 蛋 白 $

!

"

1>254?Q N/-G0/M4/ N/4[-?C

!

!KOO

%表达的影响进行研究!现报道如下*

材料与方法

#

#动物及分组#

RO,

级
RH

大鼠
##!

只!雄性!

%

月龄!体重$

!;"

(

!"

%

D

!由上海斯莱克实验动物有

限公司提供(许可证号
R&Y^

$泸%

!"#!

$

""!

)* 随

机分成
$

组!即#正常组'假手术组'模型组'安理申组'

皂苷组'挥发油组和多糖组*

!

#药物#清心开窍方由生地
< D

#麦冬
< D

#白

芍
< D

#石斛
< D

#牡丹皮
< D

#茯神
< D

#陈皮
P D

知母
; D

#石菖蒲
< D

组成!由温州医科大学附属第

二医院药剂科提供* 皂苷成分提取#经水提醇沉法得

到初提药液$浓度
9"d

%!然后采用乙醚'乙酸乙酯'正

丁醇等提取分离!得到含
$"d

总皂甙成分的清心开窍

方有效部位(

9

)

* 挥发油成分的提取#采用
&I

!

超临界

萃取法分离清心开窍方挥发性成分(

8

)

* 多糖成分的

提取#采用水提醇沉法得清心开窍方总多糖* 备制方

法如下#清心开窍方药材
#"

倍水量!煎煮
# B

!过滤!

滤渣再加
9

倍量水煎煮
# B

!合并过滤液!浓缩至
!

倍

体积* 冷却后!加入
8;d

乙醇使含醇量达到
<"d

!静
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置
!P B

* 过滤!沉淀冻干后
R-\1D-

除蛋白即可(

#"

)

*

盐酸多奈哌齐片$安理申%!

; >DJ

片!卫材$中国%药业

有限公司生产!批号#

#""!!%K

!蒸馏水制成浓度
;"d

的混悬液&

K!

#

$

P"

由
R?D>1

公司提供!聚集态
K!

#

$

P"

按说明书配置!

P

)冰箱保存备用*

%

#主要试剂及仪器#

L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

免疫组化试剂盒'

RKL&

试剂盒'

HKL

显色

剂$北京中杉生物有限公司%&荧光定量
O&V

试剂盒'

R2./ D/--C "

'逆转录酶$韩国
L?47--/

公司%&定量

O&V

所需引物$大连宝生物工程有限公司%&

1G[?C

抗

体'蛋白质
+1/S-/

$

&-55 R?DC15 )-GBC454D2

公司%&

=&T O50M

发光试剂盒 $江苏碧云天生物技术研究

所%&

)U7=T

试剂盒$美国
V4GB-

公司%单臂数字式

脑立体定位仪$

<9""%

%'微型手持式颅钻$深圳瑞沃

德公司%&

^HR%#"

脑立体微量注射泵$美国
^RH

公

司%&

9""%"

微量注射器$美国
`1>?[4C

公司%&

+4/

"

/?M

水迷宫$上海吉量软件科技公司%&

':%""!

型电

子天平$上海精密科学仪器有限公司%&

L+'

"

#

生物组

织包埋机$天津航空机电公司%&

RB1CQ4C%!;

型石蜡

切片机$英国
RB1CQ4C

公司%&

H7O

"

8#<!

型电热恒

温培养箱$上海精宏实验设备有限公司%&微型电泳仪

及电泳槽'蛋白电泳转移系统$美国
L?4

"

VKH

%&梯度

O&V

扩增仪$

=ZZ-CQ4/Z

公司%&荧光定量
O&V

仪$韩

国
L?47--/

公司%*

P

#方法

P

!

#

#

KH

模型制备#经环境适应性饲养
#

周后!

造模前进行
+4//?M

水迷宫训练
%

天!剔除差异明显

者* 借助脑立体定位仪和微量注射泵将
K!

#

$

P"

$

!

!

; #DJ #T

%注入大鼠双侧海马制作
KH

模型(

##

)

*

P

!

!

#干预方法#正常组不进行任何手术处理!

假手术组大鼠双侧海马内注射
! #T QQ`

!

I

!剩余

;

组大鼠双侧海马内注射浓度为
!

!

; #DJ #T

的老化

的
K!

#

$

P"

! #T

$相当于
; #D K!

%* 于造模后第
!

天开始灌胃!连续灌胃
#P

天$上午
#"

#

""

%!依据标

准动物体质量法及人与实验用动物给药剂量换算公

式(

9

!

#!

)

!清心开窍方皂苷组'挥发油组'多糖组给药

剂量每天分别是$

8

'

%

!

%%

'

9

!

%% >TJSD

%!安理申组

给药剂量为每天
#

!

<$ >DJSD

!分别相当于
<" SD

成

人用药的
!"

倍* 正常组及模型组予以等体积生理

盐水*

;

#观察项目及检测方法

;

!

#

#逃避潜伏期$定位航行实验%#此实验于造

模前训练
%

天!造模后训练
P

天!每天定于固定时间段

训练
P

次!共
#<

次* 训练开始时!将平台置于任一象

限的中央$本实验置于第
P

象限%!从池壁
P

个起始点

的任一点将大鼠面向池壁放入水池!

P

次训练将大鼠

分别从
P

个不同的起始点放入水中!且同次训练各组

大鼠的入水点相同* 图像处理系统记录大鼠找到平台

的时间$即逃避潜伏期%和游泳路径* 大鼠游泳最长

记录时间为
<" M

!若大鼠在
<" M

内未找到平台!将其

引至平台并停留
#" M

!记录潜伏期
<" M

!最后将大鼠

擦干放入鼠笼* 每天以大鼠
P

次训练潜伏期的平均值

作为大鼠当天的学习成绩* 该数据反应大鼠的记忆能

力!逃避潜伏期越短!说明大鼠学习记忆获得和巩固的

能力越强*

;

!

!

#穿台次数$空间探索试验%#造模前'后定

位航行试验结束后的第
!

天进行空间探索实验* 撤除

平台!然后将大鼠投入水中的方法及次数同定位航行

实验!每次记录大鼠在
<" M

内穿越原平台位置的次

数!每天以大鼠
P

次穿越平台次数的平均值作为大鼠

当天的学习成绩* 该数值反应大鼠对空间位置的记忆

和判断能力$穿台次数越多!说明大鼠的空间探索能

力越强%*

;

!

%

#凋亡细胞#采用
)U7=T

染色检测法* 按罗

氏
)U7=T

凋亡染色试剂盒说明书进行
)U7=T

细胞凋

亡染色!细胞核呈棕黄色染色为阳性细胞* 每只大鼠脑

染色
;

张切片!每张切片在注射针道附近病理改变明显

处随机观察并拍摄
;

个非重叠高倍$

/4

目镜 *

P"

物

镜%视野!将所拍图片用美国
(OO<

!

"

图像处理!计算凋

亡细胞数目!用凋亡细胞数
J

高倍镜视野表示*

;

!

P

#大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及

!KOO

蛋白表达#采用免疫组织化学检测法* 末次给

药结束后第
!

天处死动物!冰台上迅速取出大脑组织!

放入
Pd

多聚甲醛固定液中固定!将固定好的大脑组

织取出!室温下经梯度酒精脱水!二甲苯透明!浸蜡!石

蜡包埋!切片厚度
; #>

* 按免照疫组化试剂盒说明

书进行操作!光学倒置显微镜下!每组任意选取
<

张切

片!每张切片随机观察
;

个视野
!""

或
P""

倍视野!

拍照并精确选取视野内所有阳性颗粒!采用
(>1D-

"

N/4 O50M <

!

"

分析软件!求出平均光密度值$

>-1C

4N[?G15 Q-CM?[2

!

+IH

%!用于定量表达免疫组化阳性

反应程度*

;

!

;

#大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及

!KOO

基因表达#采用实时荧光定量
O&V

检测法*

总
V7K

抽提#采用异硫氰酸胍法提取组织总
V7K

!

紫外分光光度计
!<"J!9" C>

测
V7K

浓度!在甲醛"

+IOR

凝胶电泳缓冲液中
#d

琼脂糖凝胶电泳鉴定

V7K

质量* 逆转录反应#于冰浴的去酶
=O

管中配置
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年
!

月第
%$

卷第
!

期
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!
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!
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!
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!

!

反转录反应液!反转录反应条件的设置#

!;

)

#"

>?C

!

P!

)

<" >?C

!

9;

)

; >?C

!终止反应!冰浴
;

>?C

* $

%

%

O&V

引物设计#

!KOO >V7K

'

L1E >V

"

7K

'

LG5

"

! >V7K

'

&1MN1M-

"

% >V7K

检测所需引物

均根据标准
V-15

"

[?>- O&V

引物设计原则!由上海瑞

晶生物工程有限公司设计并合成$表
#

%* $

P

%荧光定

量荧光
O&V

反应#荧光定量
O&V

扩增条件的设置#

8P

)

P >?C

!

8P

)

!" M

!

<"

)

%" M

!

$!

)

%" M

循

环
%;

次!

$!

)检测信号*

表
#

$

L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

和
!KOO

基因实时荧光定量

O&V

检测引物序列

基因名称 引物序列
扩增长度

$

.N

%

!KOO

,

#

;

%"

&&KKaKaa)&)K&&&)aKK&)a&

"

%

%

V

#

;

%"

a&K)&a&))K&KKK&)&K&&KK&

"

%

%

#;8

L1E

,

#

;

%"

&&&aKaKaa)&))&))&&a

"

%

%

V

#

;

%"

aKKa)&&Ka)a)&&Ka&&&K

"

%

%

#<$

LG5

"

!

,

#

;

%"

a)aKK&)aaaaaKaaK))a)

"

%

%

V

#

;

%"

a&K)&&&Ka&&)&&a))K

"

%

%

#<$

&1MN1M-

"

%

,

#

;

%"

&aKKK&)&))&K)&K))&Kaa&

"

%

%

V

#

;

%"

Ka)KKa&K)K&KaaKKa)&aa&

"

%

%

#!8

!

"

1G[?C

,

#

;

%"

&&&K)&)K)aKaaa))K&a&

$

%

%

V

#

;

%"

)))KK)a)&K&a&K&aK)))&

"

%

%

#;"

;

!

<

#大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及

!KOO

蛋白表达#采用蛋白免疫印迹检测法* 将大鼠

海马的总蛋白提取后!按照
L&K

蛋白浓度测定试剂

盒说明书进行蛋白定量* 每组蛋白上样量为
P" #D

!

经
RHK

"

OKa=

电泳分离后取出凝胶!随后进行蛋白

质电转印!

;d

脱脂奶粉的
)LR)

$

#

+

!"

%常温下封闭

#

!

; B

!加入相应的一抗$兔抗鼠
L1E

!

#

+

# """

兔抗鼠

LG5

"

!

!

#

+

# """

兔抗鼠
&1MN1M-

"

%

!

#

+

# """

兔抗鼠

!KOO

!

#

+

# """

%

P

)过夜!次日取出!

)LR)

洗膜

; >?C

!

;

次!与辣根过氧化物酶标记的二抗$山羊抗兔

(Da

!

#

+

; """

%室温孵育
! B

!

)LR)

洗膜
; >?C

!

%

次!

按照
=&T O50M

发光试剂盒配制发光液!进行显色!移

入凝胶成像分析仪曝光显影!

]01C[?[2 IC-

凝胶软件

分析系统分析*

;

!

$

#统计学方法#采用
RORR #<

!

"

软件进行

统计分析!实验数据以
E

(

M

表示!

+4//?M

水迷宫定位

航行实验逃避潜伏期同一时间点不同组间的结果比

较!采用重复测量方差分析&

+4//?M

水迷宫穿台次数

及实验及其他检测指标不同组间比较!采用单因素方

差分析&两两比较方差齐者用
TRH

检验!方差不齐者

用
H0CC-[[

%

)%

检验*

O X "

!

";

为差异有统计学

意义*

结##果

#

#大鼠行为学检测结果

#

!

#

#各组大鼠造模前后逃避潜伏期比较$表
!

%

造模前后!正常组与假手术组大鼠逃避潜伏期比较!

表
!

$各组大鼠造模前后
+*+

定位航行

试验逃避潜伏期比较#$

E

(

M

%

组别
C

时间 潜伏期$

M

%

正常
#<

造模前
# Q P;

&

#P

(

;

&

!;

! Q !8

&

;#

(

!

&

9;

% Q #8

&

#<

(

!

&

%P

造模后
# Q !8

&

%<

(

9

&

;#

! Q #9

&

!%

(

P

&

!P

% Q 9

&

%9

(

!

&

;%

P Q $

&

<9

(

!

&

;%

假手术
#<

造模前
# Q P<

&

;;

(

<

&

$;

! Q !9

&

98

(

!

&

<;

% Q !"

&

P%

(

!

&

8!

造模后
# Q %"

&

%P

(

8

&

P%

! Q !#

&

#;

(

;

&

$;

% Q 8

&

#%

(

%

&

<P

P Q $

&

!%

(

P

&

<!

模型
#<

造模前
# Q P9

&

<#

(

9

&

#;

! Q %"

&

;$

(

P

&

P<

% Q !"

&

9P

(

#

&

%;

造模后
# Q

%$

&

<#

(

#%

&

;%

!!

! Q

%#

&

<P

(

<

&

#8

!!

% Q

#$

&

!!

(

;

&

!%

!!

P Q

#%

&

<$

(

%

&

!!

!!

安理申
#<

造模前
# Q P;

&

#<

(

;

&

P%

! Q !$

&

$P

(

%

&

$;

% Q #8

&

%;

(

!

&

%P

造模后
# Q

%%

&

%P

(

#!

&

<<

"

! Q

!9

&

%8

(

P

&

<P

"

% Q

8

&

!8

(

;

&

!$

"

P Q

8

&

!%

(

%

&

#8

"

皂苷
#<

造模前
# Q PP

&

P%

(

$

&

%<

! Q %"

&

<P

(

;

&

%$

% Q !"

&

;$

(

;

&

%;

造模后
# Q

P

&

<;

(

9

&

#%

"#

! Q

!8

&

;9

(

9

&

%!

"#

% Q

#!

&

"P

(

P

&

#!

"#

P Q

#"

&

<P

(

!

&

8%

"#

挥发油
#<

造模前
# Q !"

&

;$

(

;

&

%;

! Q !8

&

P$

(

<

&

%$

% Q #9

&

;8

(

%

&

;8

造模后
# Q

%<

&

!%

(

8

&

P%

"#

! Q

%"

&

9P

(

$

&

!%

"#

% Q

#%

&

;9

(

P

&

<P

"#

P Q

##

&

#P

(

!

&

%$

"#

多糖
#<

造模前
# Q P;

&

"<

(

8

&

PP

! Q !9

&

%8

(

<

&

;9

% Q !"

&

P9

(

P

&

<P

造模后
# Q

%$

&

%P

(

8

&

;%

#

! Q

%#

&

%9

(

<

&

!%

#

% Q

#$

&

#P

(

%

&

!9

##

P Q

#!

&

<P

(

!

&

;9

#

##注#与假手术组同期比较!

!

O X "

!

";

!

!!

O X "

!

"#

&与模型组同期

比较!

"

O X "

!

";

!

""

O X "

!

"#

&与安理申组同期比较!

#

O X "

!

";

!

##

O X"

&

"#

& 下表同
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!"#$

年
!

月第
%$

卷第
!

期
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!
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!

!

"!#)$$"

差异无统计学意义$

O W"

!

";

%&与假手术组比较!模型

组大鼠逃避潜伏期显著延长$

O X"

!

"#

%&与模型组比

较!多糖组大鼠逃避潜伏期差异无统计学意义$

O W

"

!

";

%!安理申组'皂苷组'挥发油组大鼠逃避潜伏期

均缩短$

O X"

!

";

%&与安理申组比较!皂苷组'挥发油

组'多糖组大鼠逃避潜伏期均延长$

O X "

!

";

!

O X

"

!

"#

%*

#

!

!

#各组大鼠造模前后穿台次数比较$表
%

%

造模前!各组大鼠之间平均穿台次数比较!差异无统计

学意义$

O W"

!

";

%* 造模后!正常组与假手术组比较!

大鼠平均穿台次数差异无统计学意义$

O W"

!

";

%&与

假手术组比较!模型组大鼠平均穿台次数显著减少

$

O X"

!

";

%&与模型组比较!安理申组及皂苷组大鼠平

均穿台次数显著增加$

O X"

!

";

%&而挥发油组!多糖组

大鼠平均穿台次数差异无统计学意义$

O W"

!

";

%&与

安理申组比较!皂苷组'挥发油组'多糖组大鼠平均穿

台次数显著减少$

O X"

!

";

!

O X"

!

"#

%*

表
%

$各组
KH

大鼠造模前后穿台次数

比较#$

E

(

M

%

组别
C

穿台次数$次%

造模前 造模后

正常
#< ;

&

%8

(

#

&

%! ;

&

P#

(

#

&

PP

假手术
#< P

&

$$

(

#

&

"! P

&

9<

(

#

&

!<

模型
#< P

&

8<

(

#

&

%;

!

&

P9

(

"

&

;8

!!

安理申
#< ;

&

"%

(

#

&

#<

P

&

#<

(

#

&

"<

"

皂苷
#< ;

&

!!

(

#

&

%8

%

&

%9

(

"

&

8;

"#

挥发油
#< ;

&

#P

(

#

&

<P

!

&

<$

(

"

&

99

##

多糖
#< ;

&

"9

(

#

&

"P

!

&

<#

(

"

&

$!

##

!

#各组大鼠海马
&K#

区神经元细胞凋亡数比较

$表
P

!图
#

%#经
)U7=T

染色后!各组均可见
)U7=T

阳性细胞!凋亡细胞被染成棕色!细胞核呈棕黄色!有

些细胞核则固缩深染!呈深棕色!形状不规则!有的呈

指环样!有的在其核周可见棕黄色毛刷样结构!部分凋

亡阳性细胞胞浆亦着色* 正常组与假手术组比较!海

马凋亡细胞数
J

高倍镜视野差异无统计学意义$

O W

"

!

";

%&与假手术组比较!模型组海马细胞凋亡数
J

高倍

镜视野显著增多$

O X "

!

"#

%&与模型组比较!安理申

组'皂苷组'挥发油组'多糖组海马细胞凋亡数均显著

减少$

O X"

!

"#

%&与安理申组比较!挥发油组及多糖组

差异有统计学意义$

O X"

!

"#

%* 皂苷组和安理申组比

较!凋亡细胞数
J

高倍镜视野差异无统计学意义$

O W

"

!

";

%*

表
P

$各组
KH

大鼠海马
&K#

区

神经元凋亡率比较#$

E

(

M

%

组别
C )U7=T

阳性细胞率$

d

%

正常
< "

&

!#"

(

"

&

"!P

假手术
< "

&

!!#

(

"

&

"!#

模型
<

"

&

8!%

(

"

&

"!$

!!

安理申
<

"

&

<#P

(

"

&

";%

""

皂苷
<

"

&

<!<

(

"

&

"%"

""

挥发油
<

"

&

$P9

(

"

&

"P%

""##

多糖
<

"

&

$9<

(

"

&

"%9

""##

%

#各组大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及

!KOO

蛋白表达水平比较$表
;

!图
!

$

;

%#

L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

表达主要在细胞浆上!免疫组化染

色呈棕黄色!正常组与假手术组比较!海马区各指标差异

无统计学意义$

O W"

!

";

%&与假手术组比较!模型组海马

区
L1E

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

表达均明显增多!

LG5

"

!

表

达明显减少!差异有统计学意义$

O X"

!

"#

%&

LG5

"

!JL1E

比值下调* 与模型组比较!安理申组'皂苷组'挥发油

组和多糖组海马区
L1E

和
&1MN1M-

"

%

表达均明显减

少!

LG5

"

!

表达明显增多$

O X"

!

";

!

O X"

!

"#

%&皂苷组

图
#

$各组
KH

大鼠海马
&K#

区神经元凋亡数比较#$

)U7=T

染色! *

P""

%
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!
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期
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!
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!
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!
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!

!

海马区
!KOO

表达明显减少$

O X"

!

";

%&各治疗组
LG5

"

!JL1E

比值上调&挥发油'多糖组海马区
!KOO

表达差

异无统计学意义$

O W"

!

";

%&与安理申组比较!皂苷组'

挥发油组和多糖组海马
L1E

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

表

达增高!

LG5

"

!

表达减少$

O X"

!

"#

%*

P

#各组大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及

!KOO

基因表达水平比较$表
<

%#正常组与假手术组

比较!海马区各指标差异无统计学意义$

O W"

!

";

%&与

表
;

$各组大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

蛋白表达水平比较# $

IH

值!

E

(

M

%

组别
C L1E LG5

"

! LG5

"

!JL1E &1MN1M-

"

% !KOO

正常
#< "

&

"P$

(

"

&

""! "

&

#;P

(

"

&

"";

+

"

&

"88

(

"

&

""P "

&

";8

(

"

&

""P

假手术
#< "

&

"P8

(

"

&

""! "

&

#<"

(

"

&

""<

+

"

&

#"!

(

"

&

""< "

&

"<#

(

"

&

""P

模型
#<

"

&

!<<

(

"

&

""$

!!

"

&

"8#

(

"

&

"";

!!

$

"

&

#;P

(

"

&

"";

!!

"

&

!#!

(

"

&

"#<

!!

安理申
#<

"

&

#;;

(

"

&

"";

""

"

&

#%"

(

"

&

""P

""

%

"

&

##;

(

"

&

""9

""

"

&

#9$

(

"

&

""$

""

皂苷
#<

"

&

!#!

(

"

&

""$

""##

"

&

##8

(

"

&

""%

""##

%

"

&

#!9

(

"

&

""P

""##

"

&

#89

(

"

&

""<

"##

挥发油
#<

"

&

!%<

(

"

&

"";

""##

"

&

##!

(

"

&

""$

""##

%

"

&

#%<

(

"

&

""<

""##

"

&

!"8

(

"

&

""9

##

多糖
#<

"

&

!;$

(

"

&

""9

"##

"

&

"8<

(

"

&

""P

"##

%

"

&

#P<

(

"

&

"";

"##

"

&

!#"

(

"

&

"#<

##

注#

%

上调&

$

下调& $表达量无明显变化&表
<

!

$

同

图
!

$各组大鼠海马
&K#

区
L1E

表达$免疫组化! *

P""

%

图
%

$各组大鼠海马
&K#

区
LG5

"

!

表达$免疫组化! *

P""

%



中国中西医结合杂志
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年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3456 %$

!

74

!

!

"!#+$$"

图
P

$各组大鼠海马
&K#

区
&1MN1M-

"

%

表达$免疫组化! *

P""

%

图
;

$各组大鼠海马
&K#

区
!KOO

表达$免疫组化! *

P""

%

假手术组比较!模型组海马区
L1E >V7K

'

&1MN1M-

"

% >V7K

及
!KOO>V7K

表达均明显增多!

LG5

"

!

>V7K

表达明显减少$

O X"

!

"#

%!

LG5

"

!JL1E

比值下

调&与模型组比较!除多糖组海马区
L1E >V7K

'

LG5

"

! >V7K

'

&1MN1M-

"

% >V7K

表达比较!差异无统计

学意义$

O W"

!

";

%!安理申组'皂苷组和挥发油组海马

区
L1E >V7K

'

&1MN1M-

"

% >V7K

及
!KOO >V7K

表达均明显减少!

LG5

"

! >V7K

表达均明显增多$

O X

"

!

"#

%&安理申组'皂苷组'挥发油组和多糖组
LG5

"

!J

L1E

比值上调&与安理申组比较!皂苷组'挥发油组和

多糖组海马
L1E >V7K

'

&1MN1M-

"

% >V7K

及

!KOO >V7K

表达增 高!

LG5

"

! >V7K

表 达 减

少 $

O X"

!

"#

%*

;

#各组大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及

!KOO

蛋白表达水平比较$表
$

!图
<

%#正常组与假

手术组比较!海马区各指标差异无统计学意义$

O W

"

!

";

%& 与假手术组比较! 模型组海马区
L1E

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

蛋白表达明显增多!

LG5

"

!

蛋白

表达明显减少$

O X"

!

"#

%&

LG5

"

!JL1E

比值下调&与模

型组比较!多糖组海马区
&1MN1M-

"

%

和
!KOO

蛋白

表达无统计学意义$

O W"

!

";

%!安理申组'皂苷组'挥

发油组和多糖组海马区
L1E

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

蛋

白表达均明显减少!

LG5

"

!

蛋白表达明显增多$

O X

"

!

"#

%&安理申组'皂苷组'挥发油组和多糖组
LG5

"

!J

L1E

比值上调&与安理申组比较!皂苷组差异无统计

学意义 $

O W "

!

";

%!挥发油组与多糖组海马
L1E

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

蛋白表达增高!

LG5

"

!

蛋白表达

减少!差异显著$

O X"

!

"#

%*
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表
<

$各组大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO >V7K

表达水平比较 #$

E

(

M

%

组别
C L1EJ!

"

1G[?C LG5

"

!J!

"

1G[?C LG5

"

!JL1E &1MN1M-

"

%J!

"

1G[?C !KOOJ!

"

1G[?C

正常
< "

&

"$#

(

"

&

""9 "

&

PPP

(

"

&

"%#

+

"

&

"!;

(

"

&

""P "

&

"<9

(

"

&

"";

假手术
< "

&

"<9

(

"

&

""< "

&

P%"

(

"

&

"#8

+

"

&

"!8

(

"

&

""P "

&

"$#

(

"

&

"";

模型
<

"

&

!#%

(

"

&

"##

!!

"

&

##P

(

"

&

"##

!!

$

"

&

#"#

(

"

&

"";

!!

"

&

!#P

(

"

&

"!!

!!

安理申
<

"

&

##%

(

"

&

"#P

""

"

&

!$8

(

"

&

"#!

""

%

"

&

";%

(

"

&

"";

""

"

&

#%"

(

"

&

""%

""

皂苷
<

"

&

#$9

(

"

&

""9

""##

"

&

#9<

(

"

&

"##

""##

%

"

&

"9;

(

"

&

""<

""##

"

&

#<;

(

"

&

"";

""##

挥发油
<

"

&

#99

(

"

&

""$

""##

"

&

#<$

(

"

&

""<

""##

%

"

&

"8#

(

"

&

""P

""##

"

&

#9"

(

"

&

"#%

""##

多糖
<

"

&

!"!

(

"

&

"##

##

"

&

#!P

(

"

&

""$

##

%

"

&

"8$

(

"

&

"";

##

"

&

#8!

(

"

&

""8

""##

表
$

$各组大鼠海马区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

蛋白表达水平比较 #$

E

(

M

%

组别 例数
L1EJ!

"

1G[?C LG5

"

!J!

"

1G[?C LG5

"

!JL1E &1MN1M-

"

%J!

"

1G[?C !KOOJ!

"

1G[?C

正常
< "

&

!"<

(

"

&

""; #

&

"#P

(

"

&

#<<

+

"

&

!#$

(

"

&

";; "

&

$"<

(

"

&

"<$

假手术
< "

&

!"#

(

"

&

""; #

&

"%!

(

"

&

#$<

+

"

&

!P%

(

"

&

"<! "

&

$!P

(

"

&

"$#

模型
<

"

&

8!8

(

"

&

"<%

!!

"

&

"$9

(

"

&

"!;

!!

$

#

&

#"!

(

"

&

#$9

!!

#

&

;P"

(

"

&

";$

!!

安理申
<

"

&

P;9

(

"

&

"P;

""

"

&

$#9

(

"

&

"8<

""

%

"

&

;%!

(

"

&

";<

""

#

&

""P

(

"

&

##;

""

皂苷
<

"

&

<;$

(

"

&

"89

""##

"

&

<!;

(

"

&

";#

""

%

"

&

<!P

(

"

&

"P9

""

#

&

";;

(

"

&

#%#

""

挥发油
<

"

&

$;9

(

"

&

"P8

""##

"

&

P;"

(

"

&

"P8

""##

%

"

&

9!8

(

"

&

"9#

""##

#

&

%"!

(

"

&

"9#

""##

多糖
<

"

&

$9P

(

"

&

"P8

""##

"

&

%#8

(

"

&

"#;

""##

%

"

&

888

(

"

&

#%P

##

#

&

P!8

(

"

&

"$#

##

图
<

$各组大鼠海马
&K#

区
L1E

'

LG5

"

!

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

蛋白表达

讨##论

KH

患者的临床表现为记忆力的减退和丧失'语

言和行为障碍'思维能力下降以及认知功能障碍!所以

在
KH

的诊断和疗效评价指标中!学习记忆水平是最

重要的因素*

+4//?M

水迷宫于
!"

世纪
9"

年代初设

计并应用于学习记忆脑机制研究的!其能提供较多的

实验参数!系统客观地反映实验动物的认知水平!操作

简便!数据误差较小* 本实验结果表明!模型组定位航

行潜伏期明显长于正常组及假手术组!穿台次数明显

低于正常组及假手术组!提示
K!

#

$

P"

具有神经毒性!

可模拟痴呆长时记忆障碍特征(

#%

)

!说明本实验动物模

型造模成功* 给予清心开窍方有效成分治疗后!与模

型组比较!大鼠记忆明显改善!说明其具有改善
KH

模

型大鼠记忆障碍的作用*

有研究发现!过度表达突变型
KOO

的转基因小鼠

的海马及皮层中有细胞凋亡(

#P

)

!且神经退行性疾病患

者的特定神经组织具有细胞凋亡的形态学改变(

#;

)

*

这些证据都表明细胞凋亡参与了
KH

病变过程!本实

验提示!清心开窍方有效成分具有抑制大鼠脑组织中

海马
&K#

区神经元细胞发生凋亡*

现在已明确
!KOO

的基因位于
!#

号染色体上!

在
!

"分泌酶$

!

"

M-G/-[1M-

!

LK&=

%的参与下降解形

成
!

"淀粉样蛋白$

K!

%

(

#<

!

#$

)

* 有证据表明
K!

在脑内

的沉积是
KH

早期的主要病理变化(

#9

!

#8

)

*

&1MN1M-

是特异的凋亡信号转导分子!激活后的
&1MN1M-

是

凋亡执行者!

&1MN1M-M

的激活表现为,瀑布式-的级

联反应!而
&1MN1M-

"

%

是
&1MN1M-M

级联反应中下

行的最关键的凋亡执行蛋白酶!在各种程序启动的细

胞凋亡中起最后枢纽的作用(

!"

)

!是细胞凋亡的关键标

志因子!有人称之为,死亡蛋白酶-*

&1MN1M-

底物

包括#

&1MN1M-

前体'细胞骨架蛋白'肌动蛋白及血影

蛋白'

LG5

"

!

家族成员'蛋白激酶'

KOO

及
OR

等* 本

实验提示! 类
KH

模型大鼠大脑海马
&K#

区

&1MN1M-

"

%

表达明显增多!其原因可能是海马注射

K!

#

$

P"

使大鼠大脑
!KOO

的表达增加为
&1MN1M-

"

%

提供了更多的底物!激活了
&1MN1M-M

级联反应的发

生* 因为本实验中还观察到!模型大鼠海马部位

!KOO

的表达量明显增高&清心开窍方有效成分和安

理申能明显减少
&1MN1M-

"

%

表达!可能与其下调

!KOO

表达有关*

在神经细胞的凋亡中!

LG5

"

!

家族是不可缺少的!

LG5

"

!

不仅作用
&1MN1M-

"

%

的上游! 而且还是

&1MN1M-

"

%

的直接底物* 两者在凋亡事件中起着关
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年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3456 %$

!

74

!

!

"!#-$$"

键性的作用* 有研究表明!

LG5

"

!

基因能促进细胞周

期和细胞增殖!过多表达则抑制细胞凋亡!

L1E

基因

过度表达能加速细胞凋亡!并对抗
LG5

"

!

对细胞凋亡

的抑制作用(

!#

)

*

LG5

"

!JL1E

组成一个平衡体系!

LG5

"

!

过多则细胞凋亡被抑制!

L1E

过剩细胞凋亡加速*

本实验提示!

KH

模型大鼠海马
L1E

表达明显增多!

而
LG5

"

!

表达显著降低&皂苷组'挥发油组能明显改善

这一变化&而多糖组作用则不明显*

LG5

"

!JL1E

反映

出在凋亡事件中最终所起到的作用!上调意味着抑制

凋亡!下调意味着促进凋亡* 本实验结果显示!

KH

模

型大鼠在海马部位
LG5

"

!JL1E

降低!说明注射
K!

#

$

P"

均呈现促凋亡作用!治疗组呈现抑制凋亡作用* 这与

上述
&1MN1M-

"

%

结果完全吻合*

本研究采用
K!

#

$

P"

双侧海马注射法!通过
K!

的

毒性作用制作
KH

大鼠模型!以清心开窍方有效成分

进行干预!安理申作为治疗对照!结果显示清心开窍方

有效成分能提高模型大鼠定向学习记忆能力!且能明

显降低海马区
L1E

'

&1MN1M-

"

%

及
!KOO

表达!提高

LG5

"

!

表达!这可能是清心开窍方有效成分治疗
KH

的重要机制之一*
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