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!基础研究!

补肾活血方对血管性痴呆大鼠海马
HE6I >J6-

及

受体
*KLH >J6-

表达的影响

于文涛#
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$高维娟!
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$方朝义#
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$张一昕9

$吴中秋8

摘要$目的$探讨补肾活血方对血管性痴呆#

2E

$大鼠脑海马神经元保护机制% 方法$

$"

只
ME

大

鼠随机分为假手术组&模型组&补肾活血高剂量组&补肾活血低剂量组&尼莫地平对照组"每组
#9

只"采用

两血管阻断法制备大鼠
2E

模型"补肾活血高剂量组&低剂量组分别以
#"

!
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生药
GL/

灌服补肾

活血方"尼莫地平对照组以
##

!

"< >/GL/

灌服尼莫地平"给药
&"

天后"检测各组大鼠水迷宫法行为学&

脑海马神经元超微结构及海马组织
HE6I >J6-

和
*KLH >J6-

蛋白表达% 结果$与假手术组比较"

模型组大鼠空间学习记忆能力与探索能力下降"表现为逃避潜伏期明显延长"穿越原平台次数及在原平

台停留时间均明显减少#

N O "
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$"海马神经元
HE6I >J6-

和
*KPH >J6-

及蛋白表达下降#

N O

"
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"

N O"
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$"脑海马神经元超微结构明显受损'与模型组比较"补肾活血高&低剂量组大鼠空间学习

记忆能力与探索能力明显改善"表现为逃避潜伏期明显缩短"穿越原平台次数及在原平台停留时间均明

显增加#

N O "
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$"海马神经元
HE6I >J6-

及受体
*KLH >J6-

及蛋白表达升高#
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"
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$"改善脑海马神经元超微结构% 结论$补肾活血方可提高脑海马神经元
HE6I

及受体

*KLH

表达"保护脑海马神经元"改善
2E

大鼠学习与记忆能力%

关键词$补肾活血方'血管性痴呆'脑源性神经生长因子'酪氨酸蛋白激酶
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%是指

由一系列脑血管因素引起的!在脑组织损害基础上

产生的以高级神经认知功能障碍为主的临床综合

征 '

#

(

) 课题组前期研究表明!补肾药和活血药是治

疗
2E

使用频次最高的中药!补肾活血方药可明显

改善
2E

模型小鼠学习记忆能力 '

!

!

&

(

) 本实验在前

期研究基础上!通过观察补肾活血方药对
2E

大鼠

行为学*脑海马神经元超微结构*脑海马脑源性神

经生长因子$

]K?@S V;K @`;V S;.K31K3UR@D Q?D13K

!

HE6I

%

>J6-

及 其 受 体 酪 氨 酸 蛋 白 激 酶
H

$

*KLH

%

>J6-

表达的影响!从调控
HE6I >J6-

和
*KLH >J6-

表达角度揭示补肾活血方药保护

脑海马神经元的作用机制)

材料与方法

#

$动物$选取健康清洁级
ME

大鼠
$8

只!雄性!

$

周龄!体重
!8" a &"" /

!购自河北医科大学实验动

物中心!动物合格证编号#

#9"9"#"

!许可证号#

M'bP

$冀%

!""%

"

#

"

""&

)

8

只
#

笼饲养!室温
!"

%

!8

&!湿度
8"c

%

$"c

!颗粒型普通大鼠饲料喂养!

饮用凉开水!造模前适应性喂养
#

周)

!

$药物$补肾活血方#由何首乌
#8 /

*益智仁

#8 /

*人参
#" /

*川芎
#8 /

*丹参
#8 /

*当归
#8 /

*郁

金
#" /

组成!中药均购自河北乐仁堂药店!经河北中

医学院中药教研室鉴定符合药典标准) 上药由河北中

医学院实验中心煎制!分别浓缩成为
# "#9 /

生药
G_

和
8"$ /

生药
G_

药液!装瓶*封盖*灭菌!

9

&冰箱保存

备用) 尼莫地平片#由河北永丰药业有限公司生产!批

准文号#国药准字
7#&"!#%%!

)

!" >/G

片!使用前用

蒸馏水配制成浓度为
#

!

#"< >/G>_

药液)

&

$主要试剂和仪器$
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水迷宫$北京众实迪

创科技发展有限公司%*

7

"

$8""

型透射电子显微镜

$日本日立公司%*

*?P?J? N'J *R;K>?4 'ZD4;K

E@D;

$

*?P?J? *N<8"

%*实时荧光定量
N'J

仪$

-H)

$8"" I?01

型%*紫外分光光度计$上海光谱仪器有限

公司%*

X2N

凝胶成像系统$美国
X2N

公司%*水平电

泳仪$北京市六一仪器厂%*基因扩增仪
N=

#

:<""

$美

国
N=

%*紫外透射仪
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$动物分组$适应性喂养
#

周后!采用水迷宫实

验剔除行为学表现差异较大的大鼠!剩余
$"

只
ME

大

鼠随机分为假手术组*模型组*补肾活血高剂量组*补

肾活血低剂量组*尼莫地平对照组!每组
#9

只)

8

$模型建立$参照参考文献 '

9

(方法) 采用

两血管阻断法 $

!

#

2F

%制备大鼠
2E

模型!具体方

法如下#

ME

大鼠术前
#! R

禁食!

9 R

禁水!用
#"c

水合氯醛$

&

!

8 >_GL/

%腹腔注射麻醉大鼠!颈部正

中切口!分离并用
9

号丝线结扎双侧颈总动脉!逐
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层缝合皮肤!缝合后于伤口局部皮下注射庆大霉素

"

!

!

万
X

预防伤口感染!假手术组分离双侧颈动

脉!但不结扎)

<

$给药方法$各药物治疗组在造模术后第
&

天

进行给药干预!补肾活血高剂量组以
#"

!

#9 /

生药
GL/

$相当于
<" L/

成人用药量
!"

倍%灌服补肾活血方!

补肾活血低剂量组以
8

!

"$ /

生药
GL/

$相当于
<" L/

成人用药量
#"

倍%灌服补肾活血方!尼莫地平对照组

以
##

!

"< >/GL/

$相当于
<" L/

成人用药量
#"

倍%灌

服尼莫地平) 假手术组*模型组均以
#" >_GL/

灌服

生理盐水!每天
#

次!灌服
&"

天) 造模及给药结束后

剔除死亡小鼠!各组剩余动物分别为#假手术组
#!

只!

模型组
##

只!补肾活血高剂量组
#!

只!补肾活血低

剂量组
##

只!尼莫地平对照组
##

只)

$

$空间学习记忆能力检测$给药
&"

天后!每组

随机抽取
&

只进行电镜检测!其余大鼠进行
,3KK@0

水

迷宫测试!检测时间为
<

天!前
8

天为定位航行!最后

一天为空间探索实验) 水深约为
&8 D>

!水温约保持

为
!!

&左右!以摄像头追踪大鼠位置) 采集的图像

及视频及时传入实验配套计算机并通过水迷宫分析系

统进行数据分析) 定位航行实验#将每一象限的中点

作标记为入水点!记录
! >@S

内大鼠找到平台的位置!

并在平台上停留时间超过
! 0

!即逃避潜伏期) 每天

进行
9

次!取平均值) 空间探索实验#将原平台撤除!

任选一入水点将大鼠放入水中!记录大鼠在
! >@S

内

跨越原平台的次数及停留时间)

%

$脑海马神经元超微结构的观察$大鼠断头处

死后!剥离大脑!置于冰盘上!于冰袋上剥离脑海马!取

海马
'-#

区脑组织!大小约
# >>

'

# >>

'

# >>

!

放入
9c

戊二醛中前固定!将标本置于
9

&环境内&运

用
"

!

# >34G_

磷酸缓冲液$

NHM

%充分清洗
#" >@S

!清

洗
&

次后!将其放入
#c

锇酸中固定
# a! R

!恒温
9

&&

重复
NHM

清洗后!进行酒精梯度脱水
8"c

+

$"c

+

%"c

+

:"c

+

#""c!

+

#""c"

!每步
#" a #8 >@S

!再

用
#""c

丙酮
!

*

#""c

丙酮
"

脱水!各
#8 >@S

&用丙酮与

树脂
&

(

#

*

#

(

#

*

#

(

&

的混合液各浸透
#8 >@S

!然后纯树

脂浸透
&" >@S

&再用环氧树脂
%#!

*

%#8

混合物包埋*聚

合后!用
_;@D?

超薄切片机切片!厚度为
8" S>

&醋酸铀

&" a9" >@S

和柠檬酸铅
&" >@S

双重电子染色后&

7

"

$8""

型透射电子显微镜下观察神经元超微结构的变

化!照相并记录镜下图片结果)

:

$脑海马
HE6I

*

*KLH

蛋白表达测定$大鼠水

迷宫行为学检测结束后!断头处死!于无菌冰盘上将大

鼠脑组织取出!在大脑视交叉与视乳头之间冠状位用

无菌手术刀片垂直切开脑组织!钝性分离出完整的左

右双侧海马!将左侧海马组织迅速投入液氮冷冻
# R

后转入 "

%"

&超低温冰箱) 取约
#"" >/

组织加

# >_

提取液匀浆提取!

9

&!

#! """ K G>@S

离心

8 >@S

!取上清!加入等体积
!

'

MEM

上样缓冲液!

#""

&中煮沸
8 >@S

) 进行聚丙烯酰胺凝胶电泳!每孔

上样等量总蛋白) 利用水浴式电印迹法将蛋白转移至

膜上) 室温振荡封闭膜
! R

后!加入
#

(

!8"

$封闭液稀

释%的第一抗体!室温缓慢摇动
! R

!用
NHM

#

*A;;S

洗

膜
&

次后!再加入
#

(

8 """

$封闭液稀释%的
7JN

标记

的第二抗体!室温振摇
# R

!

NHM

#

*A;;S

充分洗膜后!

将膜浸入
E-H

显色液中!室温充分显色后!立即用蒸馏

水洗膜!然后将膜转入
NHM

中观察*照相*分析)

#"

$脑海马
HE6I >J6-

*

*KLH >J6-

表达的

检测$采用实时荧光定量
N'J

$

J*

#

\N'J

%检测) 右

侧海马组织研磨并加入
# >_ J6-@03 N4.0 J;?/;S1

混合均匀) 加入
#G8

体积的氯仿!离心
#8 >@S

!提取

上层
J6-

溶解物!加入等体积的异丙醇!充分混匀!

9

&离心
#" >@S

) 小心弃上清!加入预冷的
$8c

乙

醇)

9

&反复离心
!

次!用
!" #_ J6?0; V7

!

F

溶解

沉淀!保存在"

%"

&冰箱中) 采用紫外分光光度计测

定样本
J6-

浓度及
J6-

量! 在
#

!

8 >_

试管中用

=-MW E@4.1@3S

稀释
DE6-

标准品!按照组份配制反

应液!

&$

&反转录
#8 >@S

!

%8

&

8 0

灭活反转录酶)

将
MWHJ NK;>@T =b *?\ #!

!

8 #_

*上下游引物
#"

#>34G_

各
"

!

8 #_

*无菌水
:

!

8 #_

*

DE6- # #_

混合

均匀!配置成
J;?4

#

1@>; N'J

反应试剂) 按照反应条

件进行
J;?4

#

*@>; N'J

反转录反应) 引物序列如

下#

HE6I

#

I

#

8

)#

'-YYYY'-*-Y-'----Y

#

&

)!

J

#

8

)#

'**''''****--*YY*'

#

&

)&

*KLH

#

I

#

8

)#

*'--Y**YY'Y-Y-'-**''

#

&

)!

J

#

8

)#

'Y--Y-

-Y-'YY-Y*Y**Y'

#

&

)&

Y-NE7

#

I

#

8

)#

YY'-

-Y**'--*YY'-'-Y*

#

&

)!

J

#

8

)#

*YY*Y--Y-'

Y''-Y*-Y-'*'

#

&

))

##

$统计学方法$采用
MNMM #<

!

"

统计软件)

数据采用
T

*

0

表示!采用单因素方差分析!用
_ME

法

进行组间比较!

N O"

!

"8

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组大鼠空间学习记忆能力的比较

#

!

#

$各组大鼠水迷宫定位航行实验结果比较

$表
#

%$与假手术组比较!模型组大鼠逃避潜伏期明

显延长$

N O"

!

"#

%!各用药组大鼠逃避潜伏期较模型

组明显缩短$

N O"

!

"8

!

N O"

!

"#

%)
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表
#

$各组大鼠水迷宫定位航行实验结果比较$$

T

*

0

%

组别
S

逃避潜伏期$

0

%

假手术
: !9

+

%"#

*

#8

+

8#<

模型
%

88

+

:!"

*

!8

+

!<<

!

补肾活血高剂量
:

!:

+

%<#

*

#!

+

::<

""

补肾活血低剂量
%

&<

+

$&8

*

##

+

9%:

"

尼莫地平对照
%

&9

+

"9&

*

#:

+

""%

"

I &

+

%<!

N O"

+

"8

$$注# 与假手术组比较!

!

N O "

!

"#

& 与模型组比较!

"

N O "

!

"8

!

""

N O"

!

"#

#

!

!

$各组大鼠水迷宫空间探索实验结果比较

$表
!

%$与假手术组比较!模型组大鼠穿越原平台次

数及在原平台停留时间均明显减少$

N O"

!

"#

%) 各用

药组大鼠穿越原平台次数及原平台停留时间均较模型

组明显增加$

N O"

!

"8

!

N O"

!

"#

%) 与补肾活血高剂

量组比较!补肾活血低剂量组和尼莫地平对照组大鼠

穿越原平台次数及原平台停留时间均明显减少$

N O

"

!

"8

!

N O"

!

"#

%)

表
!

$各组大鼠水迷宫空间探索实验结果比较$$

T

*

0

%

组别
S

穿越原平台次数$次% 原平台停留时间$

0

%

假手术
: :

+

99

*

#

+

%# <8

+

"#

*

!"

+

::

模型
%

&

+

$8

*

#

+

!%

!

!!

+

<:

*

<

+

:%

!

补肾活血高剂量
:

%

+

##

*

#

+

$<

""

<#

+

%&

*

#!

+

%"

""

补肾活血低剂量
%

8

+

%%

*

!

+

#"

"#

9#

+

$&

*

:

+

<!

"##

尼莫地平对照
%

<

+

""

*

#

+

%8

"#

9<

+

89

*

#9

+

"!

""#

I #!

+

:<! #!

+

88<

N O"

+

"# O"

+

"#

$$注# 与假手术组比较!

!

N O "

!

"#

& 与模型组比较!

"

N O "

!

"8

!

""

N O"

!

"#

&与补肾活血高剂量组比较!

#

N O"

!

"8

!

##

N O"

!

"#

!

$各组大鼠海马神经元超微结构观察结果$图

#

%$假手术组神经元形态正常!细胞器丰富!胞核大

呈椭圆形!核膜完整!常染色质丰富!异染色质较少)

模型组#神经元严重水肿!细胞器数量显著减少!线粒

体大部分嵴和部分膜融合*模糊不清!嵴有断裂和缺失

现象!粗面内质网有明显的颗粒融合或脱颗粒现象)

补肾活血高剂量组#神经元轻度水肿!线粒体部分嵴和

膜融合!模糊不清!粗面内质网出现颗粒融合*脱颗粒

图
#

$各组大鼠海马神经元超微结构
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现象) 突触小泡减少!突触间隙融合) 补肾活血低剂

量组和尼莫地平对照组超微结构表现接近!均可见神

经元水肿!细胞器数量减少!线粒体大部分嵴和部分膜

融合*模糊不清!嵴有断裂和缺失现象!粗面内质网有

明显的颗粒融合或脱颗粒现象)

&

$各组大鼠脑海马
HE6I

*

*KLH

蛋白表达比较

$表
&

!图
!

%$与假手术组比较!模型组大鼠脑海马

HE6I

和
*KLH

蛋白表达量明显下降$

N O"

!

"8

!

N O

"

!

"#

%!各用药组大鼠脑海马
HE6I

和
*KLH

表达量

较模型组均明显升高$

N O"

!

"#

%) 与补肾活血高剂量

组比较!补肾活血低剂量组和尼莫地平对照组
HE6I

和
*KLH

表达量均有所降低$

N O"

!

"8

!

N O"

!

"#

%)

表
&

$各组大鼠脑海马
HE6I

*

*KLH

蛋白

表达比较 $$

T

*

0

%

组别
S HE6I *KPH

假手术
: "

+

9"#9

*

"

+

"<% "

+

<<&!

*

"

+

##%

模型
%

"

+

!<!<

*

"

+

"$"

!

"

+

98$:

*

"

+

#&#

!!

补肾活血高剂量
:

"

+

$:8"

*

"

+

#<%

""

"

+

:%!8

*

"

+

#9#

""

补肾活血低剂量
%

"

+

8$&%

*

"

+

##$

""##

"

+

$"!&

*

"

+

#&!

""##

尼莫地平对照
%

"

+

8$<!

*

"

+

#%<

""##

"

+

%9<#

*

"

+

#"&

""#

I !"

+

"89 !"

+

$99

N O"

+

"# O"

+

"#

$$注#与假手术组比较!

!

N O"

!

"8

!

!!

N O"

!

"#

& 与模型组比较!

"

N O"

!

"8

!

""

N O"

!

"#

&与补肾活血高剂量组比较!

#

N O"

!

"8

!

##

N O"

!

"#

$$注#

#

为假手术组&

!

为模型组&

&

为补肾活血高剂量组&

9

为补肾活血低剂量组&

8

为尼莫地平对照组

图
!

$各组大鼠脑海马
HE6I

*

*KLH

蛋白表达比较

9

$各组大鼠脑海马
HE6I >J6-

*

*KLH >J

#

6-

表达比较$表
9

%$与假手术组比较!模型组
*KLH

>J6-

表达显著下降$

N O"

!

"8

%) 各用药组大鼠脑

海马
HE6I >J6-

和
*KLH >J6-

表达较模型组均

明显升高$

N O"

!

"8

!

N O"

!

"#

%) 与补肾活血高剂量

组比较!补肾活血低剂量组和尼莫地平对照组
HE6I

>J6-

表达均有所降低$

N O"

!

"8

%&补肾活血低剂量

组
*KLH >J6-

表达明显降低$

N O"

!

"#

%)

表
9

$各组大鼠脑海马
HE6I >J6-

*

*KLH >J6-

表达比较 $$

T

*

0

%

组别
S HE6I >J6- *KPH >J6-

假手术
: #

+

!#$%

*

"

+

"8% #

+

#!&%

*

"

+

"99

模型
% #

+

#8%!

*

"

+

"$:

#

+

"<""

*

"

+

"&&

!

补肾活血高剂量
:

#

+

&&88

*

"

+

"%:

""

#

+

&9#$

*

"

+

"8%

""

补肾活血低剂量
%

#

+

!9$!

*

"

+

"9<

"#

#

+

#898

*

"

+

"%#

""##

尼莫地平对照
%

#

+

!9%9

*

"

+

"$$

"#

#

+

!%%:

*

"

+

"9<

""

I <

+

%"8 &%

+

%!!

N O"

+

"# O"

+

"#

$$注#与假手术组比较!

!

N O"

!

"8

& 与模型组比较!

"

N O"

!

"8

!

""

N O"

!

"#

&

与补肾活血高剂量组比较!

#

N O"

!

"8

!

##

N O"

!

"#

讨$$论

2E

属中医学中 ,呆病-* ,健忘-* ,癫病-* ,文

痴-*,郁证-等病证范畴) 中医学认为!肾主藏精!脑

为髓海!若肾精亏虚!则髓海不足!脑窍失养!学习记忆

能力下降!故.素问"调经论/指出,肾藏志-&本病多

继发于中风之后!脑脉闭阻!气血不畅!说明瘀血亦是

痴呆的重要病机) 课题组前期研究表明!在治疗
2E

的中药中!补肾药*活血药是使用频次最高的药物!分

别为
#:

!

!c

和
#9

!

9c

!联合采用补肾和活血药物者

占
$:

!

9c

!说明补肾活血方药是治疗
2E

使用频次最

高的药物!补肾活血法为治疗
2E

有效治法'

!

(

) 临床

研究显示!补肾活血方药可明显改善
2E

患者学习记

忆能力!调节血脂代谢!降低事件相关电位
N&""

!临床

总有效率为
%&

!

$!c

'

8

(

)

2E

发生的病理机制主要与脑血管病变导致局

部或全脑缺血缺氧!引起脑部与认知记忆等相关的

特定神经组织损害有关) 中枢神经系统!尤其大脑

皮质$第三层%*海马*小脑等部位对缺血缺氧高度敏

感'

#

(

) 脑缺血损伤导致的级联反应过程!如#能量衰

竭*兴奋性氨基酸毒性*梗塞周围去极化*炎症反应*

细胞凋亡以及氧化应激等环节会影响神经递质调节

和突触传递!促进神经元变性损伤!从而引发学习记

忆功能障碍'

<

(

) 有研究显示!中药可通过抑制炎症

反应所致小胶质细胞的增生和活化!发挥对
2E

的治

疗作用'

$

(

) 本实验亦表明!模型组大鼠海马
'-

#

区

神经元超微结构有显著病理损伤!说明脑缺血导致

神经元损伤是引起痴呆的重要原因!补肾活血方高

低剂量组大鼠脑海马
'-

#

区神经元损伤程度较轻!

说明补肾活血方药有保护海马神经元!减轻缺血损

伤的作用)

神经营养因子是由多种细胞分泌的一类对中枢和

外周神经系统发挥营养作用的物质!它们在神经组织
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以靶源分泌*旁分泌及自分泌等多种形式调节神经系

统的代谢和功能活动!对神经系统损伤后的再生修复

发挥着重要作用'

%

(

)

HE6I

是脑组织中含量最丰富

的神经营养因子!其中以海马和皮质中含量最高!

HE6I

其可促进和维持脑缺血后神经元生长与分化!

刺激神经元的轴突和树突出芽!增强神经元突触间递

质的释放!提高损伤突触可塑性!改善学习记忆能力!

在促进
2E

认知功能方面发挥重要作用'

:

(

)

HE6I

作

为信号传导通路的配体与其受体
*KLH

特异性结合!

激活胞内的酪氨酸激酶活性!引导
*KLH

的自身磷酸

化!从而激活下游信号通路!发挥神经元保护作用'

#"

(

)

脑缺血损伤时!

HE6I

及其受体
1KLH

表达均增加!

HE6I

含量降低或受体
*KLH

被阻断!均可引起动物

学习记忆严重受损'

##

(

) 本研究结果显示!补肾活血方

可以从蛋白和基因水平升高
2E

大鼠脑海马神经元

HE6I

及受体
*KLH

表达!通过激活下游信号通路!促

进对受损海马神经元的修复!从而改善
2E

大鼠学习

与记忆能力)
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