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!基础研究!

洗心汤对
GHHEHI#

双转基因小鼠突触功能

相关蛋白及受体表达的影响

高彦斌#

$第五永长!

$唐学成#

$古$赞#

$杨$珂#

$翟家明#

$李$婷#

$邵怡然#

摘要$目的$观察洗心汤对
GHHEHI#

双转基因小鼠空间学习记忆能力"海马
'G#

区突触超微结构和

突触功能相关蛋白及受体表达的影响#初步探讨洗心汤方治疗阿尔茨海默病的作用机制$ 方法$选用
$

周

龄雄性
GHHEHI#

双转基因小鼠#分为模型组"盐酸多奈哌齐组"洗心汤组#另以同窝阴性小鼠设立空白对照

组#每组
#J

只$ 连续灌胃给药
%

个月后进行相关指标检测$ 采用
,1KK;L

水迷宫实验观测
GHHEHI#

转基

因小鼠空间学习记忆能力%透射电镜观察小鼠海马
'G#

区突触超微结构%分别采用免疫荧光法及免疫印迹

法检测
GHHEHI#

转基因小鼠海马
'G#

区突触后致密物质#

7J

&

HIC7J

'"

4

#甲基#

C

#天冬氨酸受体
!M

&

4,CGN!M

'"髓鞘碱性蛋白&

,MH

'"生长相关蛋白
6&

&

OGH6&

'表达水平$ 结果$与空白对照组比较#模

型组逃避潜伏期延长#在目的象限游泳距离与穿越平台次数的百分比降低&

H P"

!

"#

'%与模型组比较#洗心

汤组小鼠逃避潜伏期均值总体下降&

H P"

!

"#

#

H P"

!

"J

'#在目的象限游泳距离及穿越平台的次数占总路程

与总穿越平台次数的百分比显著增加&

H P"

!

"#

#

H P"

!

"J

'$ 电镜结果表明#洗心汤组较模型组神经元细胞

密集#细胞核多为圆形#核内染色质轻度凝集#核仁可见%细胞质内线粒体轻度肿胀#粗面内质网轻度扩张#游

离核糖体丰富#脂褐素颗粒少见#突触结构基本清晰$ 免疫荧光结果表明#海马
'G#

区
HIC7J

"

4,CGN!M

"

,MH

"

OGH6&

蛋白表达明显增加&

H P"

!

"J

#

H P"

!

"#

'#免疫印迹实验中其含量亦呈现高表达

水平&

H P"

!

"J

#

H P"

!
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'$ 结论$洗心汤对
GHHEHI#

转基因小鼠的空间学习记忆功能具有明显的改善

作用#其机制可能与影响小鼠海马突触结构#提高小鼠海马突触功能蛋白及受体表达有关$

关键词$洗心汤% 海马% 突触% 蛋白% 受体
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$$阿尔茨海默病$

G2_A/;9/K

%

L <;L/:L/

!

GC

&!又

称老年性痴呆!目前已成为世界范围内严重威胁老年

人健康的疾病' 由于
GC

具有隐匿性和不可逆性!目

前治疗效果并不理想!无法从根本上阻止
GC

的进展'

中医药在
GC

的防治方面有一定的经验(

#

)

' 有学者

采用古方洗心汤治疗
GC

!疗效确定(

!

)

'

GHHEHI#

双

转基因小鼠是目前国际公认的
GC

动物模型!目前被

广泛用于
GC

研究(

&

!

6

)

' 本实验通过观察洗心汤对

GHHEHI#

双转基因小鼠空间学习记忆能力*海马

'G#

区突触超微结构和突触功能相关蛋白及受体表

达的作用!初步探讨了洗心汤方治疗
GC

的部分作用

机制'

材料与方法

#

$动物及分组$

$

周龄雄性
GHHEHI#

双转基因

小鼠和同窝阴性小鼠共
%"

只!体重$

!"

&

!

&

?

' 均购

买自南京模式动物研究所!生产许可证号#

I'S[

$苏&

!"#J

"

"""#

' 所有动物在
IHV

级实验室的独立送风

系统$

)0'

&动物房繁殖或饲养!动物房温度为
!" c

!J

'!

#! A

光照
#! A

黑暗循环!并保证充足的进食

和饮水' 所有动物饲养和实验操作程序符合陕西中医

药大学实验动物福利伦理委员会相关规定!并经陕西

中医药大学动物伦理委员会批准' 所有小鼠称重后!

GHHEHI#

双转基因小鼠分为模型组*盐酸多奈哌齐

组*洗心汤组!另以同窝阴性小鼠设立空白对照组!共

6

组!每组
#J

只'

!

$药物$盐酸多奈哌齐片!

J 9?E

片!由卫材$中

国&药业有限公司生产!产品批号#

\!""J"75$

' 洗心

汤颗粒均由单味免煎颗粒等比配制而成!全部实验所

用洗心汤颗粒由北京康仁堂药业有限公司免费提供!

中药剂量及$批号&#人参
&" ?

$

#&"7"#

&$茯神
&" ?

$

#6"#76!!

&$酸枣仁
&" ?

$

#J""&!"#

&$半夏
#J ?

$

#6"#57&!

&$陈皮
#J ?

$

#J"""%"!

&$炒神曲
7 ?

$

#6""!6!!

&$附子
& ?

$

#6""665!

&$石菖蒲
& ?

$

#6"#&"7#

&$甘草
& ?

$

#6"##!%5!

&' 中药配方颗

粒每剂共
#J

!

5J ?

'

&

$主要试剂及仪器$抗#突触后致密物质#

7J

$

HIC7J

&* 兔 抗 单 克 隆 抗 体 $

'/22 L;?.:2;.?

!

&6"7I

&%

4

#甲基#

C

#天冬氨酸受体
!M

$

4,CGN!M

&

兔抗单克隆抗体$

GW@:9

!

GM%J5$&

&%抗#髓鞘碱性

蛋白$

,MH

&鼠抗单克隆抗体$

'/22 L;?.:2;.?

!

!&7%

&%

抗#生长相关蛋白
6&

$

OGH6&

&兔抗单克隆抗体$

M;1

#

=1K2<

!

MI&%JJ

&%

V)*'

标记山羊抗兔与抗鼠二抗*

\NH

标记山羊抗兔与抗鼠二抗*

M'G

蛋白定量试剂

盒!由北京全式金生物技术有限公司提供%透射式电子

显微镜$

\

#

5%J"

!日本
\)*G'\)

公司&%超薄切片机

$

][M

#

!E4D0G

!瑞典
][M

公司&%样品处理机*自动

染色机$德国
]/;@:

公司&%倒置荧光数码显微镜$日

本
4;`1.

公司&%冰冻切片机$德国
]/;@:

公司&%电

泳
E

转膜仪$

M;1

#

N:<

!上海天能科技有限公司&%多功

能全波长酶标仪$美国
,12/@-2:K C/^;@/L

公司&'

6

$方法

6

!

#

$

GC

小鼠模型鉴定$本研究所采用的转基

因小鼠即为过表达
GHH

和
HI#

两种基因的
GHHE
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HI#

双转基因模型!是
GC

研究领域的最佳动物模型

之一!能够很好地模拟遗传型
GC

脑内
G"

沉积的病

理学特征(

J

)

' 采用
H'N

法对
GC

模型进行基因鉴

定!得出
GHHEHI#

双转基因
GC

小鼠的饲养和繁殖获

得成功!是成功转入了
GHHEHI#

基 因的纯合子

小鼠(

%

)

'

6

!

!

$给药方法$洗心汤组采用研钵把药物颗粒

研成粉末!用生理盐水溶解!按
#

!

$ ?E

$

`?

"

<

&剂量灌

胃给药!每天
#

次%盐酸多奈哌齐组用生理盐水溶解按

"

!

"#6 9?E

$

`?

"

<

&剂量灌胃给药!每天
#

次%所有药

用剂量根据患者临床用量的等效剂量和动物体表面积

折算而来(

5

)

' 空白对照组及模型组均给予等量生理

盐水!所有小鼠按
"

!

# 9]E#" ?

的量给药' 持续灌胃

给药
%

个月后进行行为学测试'

6

!

&

$行为学测试$采用
,1KK;L

水迷宫实验方

法(

$

)分别进行可视平台实验*定位航行实验*撤平台

实验' 小鼠每天分别于上午
$

#

""

和下午
!

#

""

各进

行
!

次试验!每次实验时间
%" L

!分别以
6

个象限池

壁的中点作为入水点!各组小鼠每天训练
!

次!共训练

$

天!前
!

天训练时!经
%" L

未找到平台者!将其引领

至平台!放置
&" L

引导其学习记忆' 第
& c5

天重复

如上操作!记录小鼠找到平台的确切时间记为潜伏期!

并将各组小鼠
,1KK;L

水迷宫作业中第
& c5

天的平均

潜伏期作为衡量其学习记忆能力的指标' 第
$

天!撤

掉平台!重复上述步骤!记录小鼠在
%" L

内在目的象

限的游泳距离及穿越平台次数'

6

!

6

$电镜观察海马超微结构$小鼠于末次行为

学测试后!每组随机选取
!

只小鼠!分别行心脏灌注和

固定!快速断头取全脑!在低温下取动物脑组织' 样品

取出后切成
# 99

(

# 99

(

# 99

的小块最后放入

!

!

Jd

的戊二醛溶液固定过夜' 将经戊二醛固定过的

脑组织用
"

!

# 912E] HMI

缓冲液浸洗
&" 9;.

!冲洗

后的脑组织放入
#d

四氧化锇固定液中固定
! A

后取

出!

"

!

# 912E] HMI

缓冲液浸洗!

#" 9;.

%然后依次用

&"d

*

J"d

*

5"d

乙醇脱水
#" 9;.

%

5"d

乙醇醋酸双

氧铀块染
! A

或过夜%

7"d

乙醇脱水
!

次!每次

#" 9;.

%

#""d

乙醇脱水
&

次!每次
#" 9;.

%还氧丙烷

置换
#" 9;.

%环氧树脂
8U1.$#!

浸透*包埋%聚合后

作半超薄切片
# c! #9

!美兰染色后光学显微镜下定

位! 瑞典
][M

#

!

型超薄切片机进行超薄切片
5" .9

%

将超薄切片铀染
5 9;.

!洗涤
!" L

!铅染
5 9;.

!洗涤

!" L

%采用日本
\

#

5%J"

透射式电子显微镜下观察*

拍照'

6

!

J

$免疫荧光法检测小鼠海马
'G#

区
HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

*

OGH6&

蛋白表达$末次行为学测

试后!每组随机选取
%

只小鼠!分别进行心脏灌注和固

定!然后快速断头取全脑!在低温条件下取下完整的脑

组织放入
6d

多聚甲醛固定过夜%将固定后的脑组织

依次放入
#Jd

*

!"d

*

&"d

的蔗糖溶液中脱水!

6

'过

夜$每次脱水
#! A

&%将脱水后的脑组织置于 "

!"

'

的恒冷切片机中!用
D'*

包埋剂包埋!然后进行切片!

厚度为
#" #9

!以倒贴法将切片贴于载玻片上' 用含

"

!

&d *K;R1.

#

$ #""

的
HMI

处理
&" 9;.

%

HMI

洗
&

次!每次
J 9;.

!用
#"d

羊血清工作液 $需事先用

*MI*

配置&封闭
&" 9;.

' 弃去封闭液后!用
HMI

洗

去残余的封闭液' 一抗使用
HMI

稀释 $

#

)

!""

&!

6

'

过夜' 弃去一抗!用含
"

!

&d *K;R1.

#

$ #""

的
HMI

洗
!

次!每次
J 9;.

!再用
HMI

洗
#

次!每次
J 9;.

'

二抗使用免疫荧光二抗稀释液稀液$

#

)

6""

&!室温避

光孵育
6" 9;.

' 弃去二抗!用含
"

!

&d *K;R1.

#

$ #""

的
HMI

洗
!

次!每次
J 9;.

!再用
HMI

洗
#

次!

J 9;.

'用
CGH)

染核
J c #" 9;.

' 弃去染液!用含

"

!

&d *K;R1.

#

S #""

的
HMI

洗
!

次!每次
J 9;.

' 再

用
HMI

洗
#

次!

J 9;.

' 弃去
HMI

!滴加适量防荧光

淬灭保护液!倒置荧光数码显微镜下观察海马
'G#

区

HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

*

OGH6&

蛋白表达情况'

6

!

%

$免 疫 印 迹 法 检 测 小 鼠 海 马
HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

*

OGH6&

蛋白表达$末次行为学测

试结束后!颈椎脱臼处死每组剩余的
%

只小鼠!冰浴分

离大脑皮层及海马组织%在样品离心管中按
# 9?

海

马组织加
#" #]

的
N)HG

裂解液!按
#d

比例加
N)HG

附带的
H,IV

!另按
#d

比例加磷酸酶抑制剂%并用镊

子搅碎脑组织!然后再用细胞超声破碎仪破碎'

M'G

法定蛋白后调节各组蛋白浓度统一为
! #?E#]

!加
J

(

上样缓冲液!

75

!

7

'变性
J 9;.

' 各泳道中分别加入

!" #]

样品进行
ICI

#聚丙烯酰胺凝胶$

Jd

浓缩胶*

#"d

分离胶与
%d

分离胶&电泳分离!先用
$" 0

恒压

电泳!待溴酚蓝跑至浓缩胶下层后改用
#"" 0

恒压电

泳!当溴酚蓝距离分离胶底部
# @9

时停止电泳' 分

离的蛋白在
!J" 9G

*冰浴条件下转膜
7" 9;.

!将目

的蛋白湿转到
H0CV

膜上'

Jd

脱脂奶粉室温封闭

# A

!加 入 一 抗 $抗
HIC7J

抗 体
#

)

# """

! 抗

4,CGN!M

抗体
#

)

# J""

!抗
,MH

抗体
#

)

# """

!抗

OGH6&

抗体
#

)

%""

&!

6

'过夜!倾去一抗!

*MI*

洗膜

&

次!每次
#" 9;.

!再用
*MI

洗膜
#

次!每次
#" 9;.

'

分别加入
#

)

! """

羊抗兔甘油二抗$孵育
,MH

的膜

上按
#

)

! """

的浓度加入羊抗鼠甘油二抗&!置于摇

床上摇动!室温下
! A

' 弃去二抗!

*MI*

洗膜
&

次!每
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%

次
#" 9;.

!再用
*MI

洗膜
#

次!每次
#" 9;.

%加入

8']

发光液进行曝光' 以
"

#

:@R;.

作为内参照!统计

各组蛋白与
"

#

:@R;.

灰度值的比值'

6

!

5

$统计学方法$采用
IHII !"

!

"

进行统计

分析!所得数据以
T

&

L

表示!多组间比较采用单因素

方差分析!组间两两比较采用
]IC

分析'

H P"

!

"J

为

差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组小鼠空间学习记忆能力比较$表
#

&$在

定位航行实验的
J

天内所有小鼠的逃避潜伏期都呈下

降趋势' 与空白对照组比较!模型组逃避潜伏期明显延

长$

H P"

!

"#

&%与模型组比较!盐酸多奈哌齐组逃避潜

伏期整体有所下降!除第
6

天$

H P"

!

"J

&外!其余结果

均无统计学意义$

H e"

!

"J

&%而在第
6 c5

天!洗心汤

组游泳逃避潜伏期均下降明显$

H P"

!

"#

!

H P"

!

"J

&'

在空间探索实验中!模型组小鼠在目的象限游泳距离

与穿越平台次数的百分比较空白对照组明显较低

$

H P"

!

"#

&%与模型组比较!洗心汤组距离与穿越平台

次数的百分比均显著增加$

H P"

!

"#

!

H P"

!

"J

&!盐酸

多奈哌齐组其目的象限游泳距离占总距离的百分比增

加$

H P"

!

"#

&!穿越平台的次数占穿越平台总次数的

百分比亦有增加!但差异无统计学意义$

H e"

!

"J

&'

!

$各组小鼠海马突触超微结构比较$图
#

&$空

白对照组细胞核多为圆形!核内染色质分布均匀!常染

色质丰富!异染色质较少%细胞质内细胞器丰富!高尔

基复合体发达!线粒体圆形或杆状!分散于细胞质内!

大量密集的粗面内质网堆叠排列!游离核糖体丰富!电

子密度不一的脂褐素颗粒常见' 突触结构及突触细胞

器结构清晰!突触小泡丰富' 模型组细胞肿胀明显!电

子密度降低%细胞核多为圆形!核内染色质结构疏松!

核仁可见%细胞质内结构空旷!线粒体肿胀!线粒体嵴

减少甚至消失!部分线粒体呈空泡样改变!粗面内质网

池样扩张!细胞质内游离核糖体减少!高尔基复合体扁

表
#

#各组小鼠在不同时段平均逃避潜伏期*游泳距离及穿越平台次数比较$$

T

&

L

&

组别
.

逃避潜伏期$

L

&

&

天
6

天
J

天
%

天
5

天

游泳距离$

d

& 穿越平台次数$

d

&

$

天

空白对照
#! 6!

*

#!

&

#7

*

5% &5

*

J&

&

!"

*

JJ &%

*

6!

&

#$

*

75 &J

*

#&

&

#$

*

7$ &6

*

JJ

&

#%

*

5! &#

*

6%

&

&

*

$% &&

*

#6

&

#

*

77

模型
#!

J#

*

!#

&

#J

*

5$

!

J#

*

!5

&

#!

*

$5

!

67

*

J%

&

#J

*

65

!

6$

*

5%

&

#J

*

&J

!

65

*

#$

&

#%

*

6"

!

!"

*

!7

&

"

*

7"

!

!!

*

$!

&

#

*

$#

!

盐酸多奈哌齐
#! 6$

*

"7

&

#5

*

!6

6J

*

56

&

#5

*

76

"

6J

*

J$

&

#$

*

!! 6J

*

6$

&

#$

*

!" 66

*

J$

&

#$

*

!#

!&

*

JJ

&

"

*

$#

""

!&

*

7"

&

#

*

$&

洗心汤
#! 6J

*

J6

&

#7

*

6"

6#

*

6"

&

#7

*

6!

""

&7

*

!$

&

#7

*

J%

""

&$

*

5J

&

!#

*

7J

"

&5

*

JJ

&

#$

*

56

""

!%

*

J%

&

#

*

$%

""

!7

*

"&

&

!

*

$5

"

$$注#与空白对照组比较!

!

H P"

!

"#

%与模型组同期比较!

"

H P"

!

"J

!

""

H P"

!

"#

$$注#

G

为空白对照组$

G

#

(

6 """

%

G

!

(

&" """

&%

M

为模型组$

M

#

(

6 """

%

M

!

(

&" """

&%

'

为盐酸多奈哌齐组$

'

#

(

6 """

%

'

!

(

&" """

&%

C

为洗心汤组$

C

#

(

6 """

%

C

!

(

&" """

&

图
#

#各组小鼠海马突触超微结构图#$美兰染色&
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%

"$%)##"

平囊扩张!脂褐素颗粒电子密度降低' 突触结构肿胀!

多呈空泡样结构!部分突触间隙消失!突触小泡减少'

盐酸多奈哌齐组神经元细胞体积较大!细胞核略圆!核

膜多有切迹!核内染色质分布均匀!核仁少见%细胞质内

细胞器丰富!高尔基复合体常见!线粒体圆形或杆状!部

分线粒体肿胀!粗面内质网呈条索状分散在细胞质中!

游离核糖体丰富!脂褐素颗粒常见!突触数量极少!突触

小泡较少' 洗心汤组细胞核多为圆形!核内染色质轻度

凝集!核仁可见%细胞质内线粒体轻度肿胀!粗面内质网

轻度扩张!游离核糖体丰富!高尔基复合体扁平囊扩张!

脂褐素颗粒少见' 突触结构基本清晰!突触小泡丰富'

&

$免疫荧光法检测$各 组小鼠海马
'G#

区

HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

*

OGH6&

蛋白表达情况

&

!

#

$各组小鼠海马
'G#

区
HIC7J

蛋白表达比

较$图
!

&$与空白对照组比较!模型组小鼠海马区

HIC7J

蛋白表达水平降低$

H P "

!

"#

&%与模型组比

较!盐酸多奈哌齐组及洗心汤组
HIC7J

表达水平均

增高!差异有统计学意义$

H P"

!

"#

&'

$$注#

G

为空白对照组%

M

为模型组%

'

为盐酸多奈哌齐组%

C

为洗心汤组%

.

为
%

%与
G

组比较!

!

H P "

!

"J

!

!!

H P "

!

"#

%与
M

组比

较!

"

H P"

!

"J

!

""

H P"

!

"#

图
!

#各组小鼠海马
'G#

区
HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

*

OGH6&

蛋白表达水平比较$$

,/K?/

! (

!""

&
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$$
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!

$各组小鼠海马
'G#

区
4,CGN!M

蛋白表

达比较$图
!

&$与空白对照组比较!模型组小鼠海马

4,CGN!M

表达水平明显降低$

H P"

!

"#

&%与模型组

比较! 盐酸多奈哌齐组及洗心汤组小鼠海马

4,CGN!M

表达水平显著增高$

H P"

!

"#

&'

&

!

&

$各组小鼠海马
'G#

区
,MH

蛋白表达比较

$图
!

&$与空白对照组比较!模型组小鼠海马
,MH

表达水平降低$

H P"

!

"J

&%与模型组比较!盐酸多奈哌

齐组及洗心汤组小鼠海马区
,MH

表达水平均升高

$

H P"

!

"J

!

H P"

!

"#

&'

&

!

6

$各组小鼠海马
'G#

区
OGH6&

蛋白表达比

较$图
!

& $与空白对照组比较!模型组小鼠海马

OGH6&

蛋白表达显著降低$

H P "

!

"#

&%与模型组比

较!洗心汤组小鼠海马
OGH6&

蛋白表达升高$

H P

"

!

"J

&!盐酸多奈哌齐组
OGH6&

蛋白表达差异无统计

学意义$

H e"

!

"J

&'

6

$免疫印迹法检测各组小鼠海马
HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

和
OGH6&

蛋白表达情况

6

!

#

$各组小鼠海马
HIC7J

表达比较$图
&

&$

与空白对照组比较!模型组小鼠海马
HIC7J

蛋白表

达水平显著降低$

H P"

!

"J

&%与模型组比较!盐酸多奈

哌齐组及洗心汤组海马区
HIC7J

表达水平明显增加

$

H P"

!

"J

&'

6

!

!

$各组小鼠海马
4,CGN!M

蛋白表达比较

$图
&

& $与空白对照组比较!模型组小鼠海马

4,CGN!M

蛋白表达水平显著降低$

H P"

!

"J

&%与模

型组比较!洗心汤组小鼠海马区
4,CGN!M

蛋白表达

水平增高$

H P"

!

"J

&%盐酸多奈哌齐组
4,CGN!M

蛋

白表达差异无统计学意义$

H e"

!

"J

&'

6

!

&

$各组小鼠海马
,MH

蛋白表达比较$图
&

&

与空白对照组比较!模型组小鼠海马
,MH

蛋白表达水平

显著较低$

H P"

!

"J

&%与模型组比较!盐酸多奈哌齐组及

洗心汤组小鼠海马
,MH

蛋白表达均增加$

H P"

!

"#

&'

6

!

6

$各组小鼠海马
OGH6&

蛋白表达比较$图

&

&$与空白对照组比较!模型组小鼠海马
OGH6&

蛋

白表达水平较低$

H P"

!

"J

&%与模型组比较!洗心汤组

小鼠海马
OGH6&

蛋白表达明显增加$

H P "

!

"#

&!盐

酸多奈哌齐组
OGH6&

蛋白表达!差异无统计学意义

$

H e"

!

"J

&'

讨$$论

GC

属于老年神经退行性疾病!临床主要表现为

记忆*认知和行为障碍'

G"

沉积与级联反应及
R:-

蛋

白的异常磷酸化是
GC

发病的重要环节(

7

)

' 有研究证

实!皮质和海马突触联系的丧失是
GC

脑内一个突出

的神经病理学改变!而突触数量减少较神经元丧失更

显著! 还伴有突触病理性变化(

#"

)

' 因此! 突触丧失是

GC

的结构基础(

##

)

' 应用电子显微镜及免疫组织化

学染色方法的量化研究发现
GC

患者海马和相关脑皮

质区突触密度明显下降(

#!

)

' 而富含脯氨酸的
HIC7J

和骨架蛋白
IA:.`#

是突触后致密区内核心构架蛋

白!在维持突触正常功能和可塑性方面具有重要作

用(

#&

!

#6

)

' 突触后致密区是接受和整合突触信号并将

其传导给突触后细胞的分子装置!在突触可塑性中起

重要作用(

#J

)

'

HIC7J

蛋白对突触信号转导有重要作

用' 脑内高浓度
G"

寡聚体可以影响谷氨酸在神经细

$$注#

G

为空白对照组%

M

为模型组%

'

为盐酸多奈哌齐组%

C

为洗心汤组%

.

为
%

%与
G

组比较!

!

H P"

!

"J

%与
M

组比较!

"

H P"

!

"J

!

""

H P"

!

"#

图
&

#各组小鼠海马区
HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

*

OGH6&

蛋白表达水平比较
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"$%+##"

胞的正常转运!发挥谷氨酸的兴奋性毒性作用!损伤突

触可塑性(

#%

)

'

G"

对突触信号传递破坏的最敏感和最

典型的表现是使长时增强效应$

]*H

&受到抑制!以及

长时抑制效应$

]*C

&增强(

#5

!

#$

)

' 谷氨酸离子型受体

4

#甲基#

C

#天冬氨酸$

4,CG

&!广泛参与
GC

的生理

和病理活动'

4,CG

受体被认为是神经元突触可塑

性及大脑皮质和海马神经元
]*H

的主要调控者!构成

了中枢神经系统的重要功能!如学习和记忆的基

础(

#7

)

'

4,CG

受体的功能结构基础主要位于
4N!M

上!

4,CGN!M

在中枢神经系统中具有广泛的分布!

有+聪明基因,* +记忆基因, 之称' 有研究证明!

4,CGN!M

亚单位在兴奋性突触传递和神经元兴奋

性毒性等方面起重要的作用!尤其在突触可塑性和学

习记忆中扮演重要的角色(

!"

)

'

4,CGN!M

可以诱导

细胞的
]*C

*激活细胞凋亡和氧应激!增加
G"

分

泌(

!#

)

' 但是也有研究表明!选择性阻断
4,CGN!M

可抑制突触可塑性及皮质和海马神经元
]*C

而不是

]*H

的产生!

4,CGN!M

表达增强可使
]*H

增强!同

时也可以提高小鼠在空间和非空间学习和记忆能

力(

!!

)

' 最新的研究也证实!过表达的
4,CG

受体具

有对膜的保护作用!减少了膜穿孔的过程(

!&

)

' 髓鞘是

构成神经元细胞的主要结构!其主要成分为蛋白质和

脂质!是脑内信息快速传递和整合功能的结构基础'

有研究发现
GC

患者的髓鞘发生缺失(

!6

)

'

,MH

和蛋

白脂蛋白又是构成髓鞘的重要结构蛋白!可维持中枢

神经系统髓鞘的正常功能!保证神经元的完整性(

!J

)

'

GC

患者皮层中这两种蛋白含量均降低' 研究发现纯

化的鼠脑
,MH

*重组表达的鼠脑
,MH

和人脑
,MH

都具有在体外降解
G"

的活性(

!%

)

'

OGH6&

是一种胞

膜磷酸蛋白质!与神经系统的发育*突触形成和可塑性

以及神经再生有密切关系!在引导轴突生长和调节轴

突形成新的联系上起关键作用(

!5

)

' 转基因小鼠脑内

OGH6&

过度持续表达!能引起正常范围之外的中枢神

经系统轴突末端自发性的出芽反应(

!5

)

' 在神经元发

育和神经再生过程中!

OGH6&

在神经组织内大量合

成!并在生长锥*轴突及突触前末梢大量表达' 该蛋白

可通过加速生长锥基部膜的扩展而促进轴突生长!调

节生长锥及突触形态!参与神经元损伤后轴突再生和

突触重建过程!被认为是神经元发育和再生的一个内

在决定因子!可作为神经元损伤后再生的标志(

!$

)

'

本研究中洗心汤方源自清代名医陈士铎的-辨证

录.!正如陈氏所言+正虚必然生痰!不祛痰则正气难

补!补正气而因之祛邪!是消痰仍是补正也', -辨证

录.指出#+人有一时而成呆病者!全不起于忧郁!其状

悉与呆病无异!人以为有祟凭之也!谁知是起居失节!

胃气伤而痰迷之乎(

!7

)

' 故本研究采用洗心汤方补气

生精!豁痰开窍' 其中半夏*陈皮理气化痰!石菖蒲豁

痰开窍!酸枣仁*茯神宁心安神!少量附子以温通阳气!

神曲以消食健胃' 然而痰浊之生!必与正气不足有关!

故更用人参以补气!甘草以助之!并和诸药!方中化痰

与扶正之品并用!正所谓+邪见正气之旺!安得不消灭

于无踪哉',

本研究
,1KK;L

水迷宫实验结果表明!各组小鼠找

到并爬上平台的逃避潜伏期都呈下降趋势' 模型组较

空白对照组明显延长!说明
GHHEHI#

双转基因小鼠

学习记忆功能受损' 洗心汤组较模型组逃避潜伏期下

降!其在目的象限游泳距离及穿越平台的次数占总路

程与总穿越平台次数的百分比增加!提示洗心汤对模

型小鼠的学习记忆功能损伤具有明显的改善作用' 本

研究电镜观察可见!洗心汤组神经元细胞密集!细胞核

多为圆形!核内染色质轻度凝集!核仁可见%细胞质内

线粒体轻度肿胀!粗面内质网轻度扩张!游离核糖体丰

富!脂褐素颗粒少见!突触结构基本清晰' 说明经过洗

心汤治疗!

GHHEHI#

双转基因小鼠结构及细胞器损伤

明显减轻'

HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

及
OGH6&

是与突触

功能及受体表达密切相关的蛋白!本实验将这
6

项指

标检测作为评价小鼠突触结构功能受损程度的评价指

标' 免疫荧光结果表明!

HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

及
OGH6&

蛋白在小鼠海马区均有表达!与模型组比

较!洗心汤组表达量明显增加' 免疫印迹法进一步检测

发现!与模型组比较!洗心汤组
HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

及
OGH6&

蛋白表达亦增高!这与小鼠行为学检

测结果一致' 说明洗心汤改善
GHHEHI#

转基因模型

小鼠学习记忆能力的机制可能与其提高
HIC7J

*

4,CGN!M

*

,MH

及
OGH6&

在小鼠海马组织中表达

有关' 当然!本实验研究结果仍属初步探索!关于洗心

汤方改善学习记忆能力!防治
GC

的深层次作用机制!

值得进一步研究'
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