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窑基础研究窑

头顶一颗珠对衰老大鼠认知及
海马 BDNF尧TrkB 的影响

王子礼1鄢 摇 陈显兵1袁2 摇 王凤杰1袁2 摇 覃晓莉2 摇 唐鲜娥2 摇 赵方毓2

摘要摇 目的摇 探讨头顶一颗珠提取物渊TTM冤对衰老大鼠认知能力及海马组织中脑源性神经营养因子

渊BDNF冤和酪氨酸激酶 B渊TrkB冤表达的影响遥 方法摇 将雄性 SD 大鼠 30 只随机分为 3 组院对照组尧模型组尧
TTM 组袁每组 10 只遥 模型和 TTM 组皮下注射 100 mg/kg D鄄半乳糖袁对照组注射等量生理盐水曰同时袁TTM
组用 100 mg/kg TTM 灌胃袁对照组和模型组灌胃等量生理盐水袁每日 1 次袁连续给药 6 周遥 Morris 水迷宫

训练并测试大鼠认知能力袁取大鼠海马组织测超氧化物歧化酶渊SOD冤活性和丙二醛渊MDA冤含量袁HE 染色

观察形态学改变袁免疫荧光染色检测神经元损伤袁Western Blot 检测海马组织内 BDNF 和 TrkB 蛋白表达遥
结果摇 与对照组比较袁模型组大鼠认知功能下降袁海马组织内 SOD 活性下降渊P<0郾 01冤袁MDA 含量升高渊P<
0郾 01冤袁8鄄OHDG 阳性表达增多袁BDNF尧TrkB 及 p鄄TrkB 蛋白水平均降低渊P<0郾 01冤遥 与模型组比较袁TTM
干预后大鼠认知功能改善袁海马组织内 SOD 活性增加渊P<0郾 05冤袁MDA 含量降低渊P<0郾 01冤袁BDNF尧TrkB
及 p鄄TrkB 水平均提高渊P<0郾 01袁P<0郾 05冤遥 结论摇 TTM 可改善衰老大鼠认知功能障碍袁可能与提高海马组

织内 BDNF 和 TrkB 表达尧增强抗氧化能力有关遥
关键词摇 头顶一颗珠曰 衰老曰 脑源性神经营养因子曰 酪氨酸激酶受体 B曰 氧化应激

Effect of Extracts from Trilliumtschonoskii Maxim on Cognitive Ability and Expression of BDNF and

TrkB in Hippocampus of Rats with Aging 摇 WANG Zi鄄li1袁 CHEN Xian鄄bing1袁2袁 WANG Feng鄄jie1袁2袁
QIN Xiao鄄li2袁 TANG Xian鄄e2袁 and ZHAO Fang鄄yu2 摇 1 Pathology Department袁Minda Hospital of Hubei

Minzu University袁Hubei 渊445000冤曰2 Department of Pathology袁Medical School袁Hubei Minzu University袁Hu 鄄
bei 渊445000冤

ABSTRACT摇 Objective 摇 To explore the effect of extracts from Trilliumtschonoskii Maxim 渊TTM冤 on
the cognitive ability of rats with aging and the expression of brain 鄄derived haurotrophic factor 渊BDNF冤 and
tyrosine kinase receptor BC 渊TrkB冤 in hippocampus. Methods摇 Thirty male SD rats were randomly divided
into three groups袁 i .e.袁 the control group袁the model group and the TTM group袁with 10 rats in each group.
Rats in the model group and TTM group were administrated with 100 mg/kg of D鄄galactose 渊D鄄gal冤 subcu鄄
taneously in the neck and back every day袁and with the equal amount of normal saline 渊NS冤 in the control
group. Rats in the TTM group were administered intragastrically with 100 mg/kg of TTM once a day袁while
the control group and the model group received equal volume of normal saline for 6 weeks. The cognitive
ability of rats was tested by Morris water maze. Morphological changes of hippocampus were detected by
HE staining. The DNA damage in hippocampus was evaluated using immunofluorescence staining. The ma鄄
londialdehyde 渊MDA冤 content in hippocampus was determined by Thiobarbituric acid method and super鄄
oxide dismutose 渊SOD冤 activity using xanthine oxidase method. The expression of BDNF and TrkB was
tested by Western Blot analysis. Results 摇 Compared with the control group袁 the ability of learning and
memory impaired袁the SOD activity decreased 渊P<0郾 01冤 and MDA content increased 渊P<0郾 01冤袁the posi鄄
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tive expression of 8鄄hydroxy鄄2鄄deoxyguanosine渊8鄄OHDG冤 elevated袁and the levels of BDNF袁TrkB and p鄄
TrkB in hippocampus tissues in the model group significantly decreased 渊P<0郾 01冤 . Compared with the
model group袁the cognitive ability improved in the TTM group袁 SOD activity increased 渊P<0郾 05冤袁and MDA
content decreased 渊P<0郾 01冤 . Moreover袁the levels of BDNF袁 TrkB and p鄄TrkB in the TTM group significant鄄
ly elevated 渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤 compared with those in the model group. Conclusion 摇 TTM could signifi鄄
cantly improve the learning and memory dysfunction of rats with aging caused by D鄄gal袁which might be
related to the increase of the expression of BDNF and TrkB proteins in the hippocampus and the enhance鄄
ment of antioxidative ability.

KEYWORDS摇 Trilliumtschonoskii Maxim曰 aging曰 brain鄄derived neurotrophic factor曰 tyrosine kinase re鄄
ceptor B曰 oxidative stress

摇 摇 衰老是机体各组织器官功能逐渐退化的过程袁当
今人口老龄化严重袁因而衰老已成为社会问题咱1暂 遥 脑

衰老致认知记忆能力减退是衰老患者的早期症状之

一袁而海马结构和功能的改变与学习记忆障碍密切相

关袁且出现早尧病变严重咱2暂袁已成为现代医学的研究热

点遥 脑源性神经营养因子渊brain鄄derived neurotro鄄
phic factor袁BDNF冤是重要的营养因子袁可特异性结

合其受体酪氨酸激酶 B 渊 tyrosine kinase receptor
B袁TrkB冤发挥生物学效应袁如促神经细胞分化尧调节突

触可塑性等咱3暂 袁尤其是在海马神经元的老龄性改变中

发挥重要作用袁其表达异常与学习认知功能障碍相关袁
因而成为神经退行性疾病研究的重要指标咱3暂遥

头顶一颗珠又称为延龄草渊Trilliumtschonoskii

Maxim袁TTM冤袁主要含有甾体皂苷尧黄酮尧苯丙素尧多
糖等成分咱4袁5暂 袁是湖北省恩施州土家族地区野四大神

药冶之一袁其味甘尧性平袁有小毒袁民间应用疗效明确袁
是传统名贵中草药遥 目前已有越来越多研究发现中药

抗衰老方面有明显疗效曰前期研究发现 TTM 有抗衰

老咱6暂尧抗氧化咱7暂 等功效袁但其作用机制尚不明确遥 本

研究采用 D鄄半乳糖诱导大鼠衰老模型袁观察 TTM 对

大鼠认知功能及海马组织内 BDNF 及 TrkB 蛋白表达

的影响袁深入探讨其作用机制袁为其临床开发利用提供

可靠的实验依据遥
材料与方法

1摇 动物 摇 SPF 级雄性 SD 大鼠 30 只袁6 耀 7 周

龄袁体质量 200耀250 g袁由湖北省实验动物中心提供袁
许可证号院SCXK 渊鄂冤 2015原0018遥 实验动物饲养环

境温度为 20耀23 益袁相对湿度渊50依5冤%袁自然交替给

予照明渊12 h/12 h冤袁饲喂标准饲料尧自由进食饮水袁适
应性喂养 7 天遥 本实验由湖北民族大学伦理委员会审

查通过咱No.渊2016冤012暂遥
2摇 药物尧试剂及仪器摇 药材采自恩施本地袁由湖

北民族大学中医药实验室鉴定为 TTM遥 清洁药材后袁
用 65 益恒温干燥箱干燥尧粉碎袁75%酒精浸泡过夜后

萃取袁过滤提取物并浓缩干燥袁得到延龄草提取物曰加
双蒸水至提取物完全溶解袁再采用水饱和的正丁醇萃

取袁减压浓缩干燥袁检测提取物中总皂苷含量为 12郾 41
mg/g 生药遥

D鄄半乳 糖购自美国 Sigma 试剂 公司袁 批号院
G5388曰茁鄄actin渊批号院AF0003冤及 p鄄TrkB 渊Tyr817袁
批号院AF1963冤抗体购自上海 Beyotime 公司曰8鄄羟基

脱氧鸟苷渊8鄄hydroxy鄄2鄄deoxyguanosine袁8鄄OHDG袁
批号院 ab48508冤尧BDNF 渊批号院 ab226843冤 及 TrkB
渊批号院ab33655冤抗体购自美国 Abcam 公司曰超氧化

物歧 化 酶 渊 superoxide dismutase袁 SOD袁 批 号院
A001鄄3鄄2冤 尧丙二醛 渊malondialdehyde袁 MDA袁批

号院A003鄄1鄄2冤 试剂盒购于南京建成生物工程研究所遥
Morris 水迷宫记录仪购自中国医学科学院药物

研究所曰电泳仪全套购自美国 Bio鄄Rad 公司曰荧光显

微镜渊Eclipse 80i冤购自日本 Nikon 公司曰全自动化学

发光图像分析系统渊Tanon 5200冤购自上海天能科技

公司遥
3摇 动物分组尧造模及干预方法摇 实验动物采用随

机数字表法平均分为 3 组院对照组尧模型组尧TTM 组袁
每组 10 只遥 模型及 TTM 组大鼠颈背部皮下注射 D鄄
半乳糖渊D鄄gal袁100 mg/kg冤进行造模咱8暂 袁对照组注射

等量生量盐水袁每天 1 次曰于造模当天开始袁TTM 组大

鼠按课题组实验用药量 渊100 mg/kg TTM冤 进行灌

胃咱9暂袁约相当于成人 渊60 kg冤 内服生药的最大剂量

渊9 g/d冤曰对照组及模型组灌胃等量生理盐水袁每日

1 次袁连续干预 6 周遥
4摇 检测指标及方法

4郾 1摇 Morris 水迷宫摇 按文献方法咱10暂进行训练

实验袁从造模第 36 日开始进行连续 5 日的定位航行实

验院圆形水池分为四个象限袁在第三象限放置一个略低
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于水平面 0郾 5耀1 cm 的圆形逃生平台袁将大鼠面向池

壁分别沿其余象限边缘放下渊设定时间 60 s冤袁大鼠寻

求逃离水的方法从而搜寻到平台袁并记录所需时间

渊逃避潜伏期冤遥 第 41 日大鼠休息袁第 42 日进行空间

探索实验院撤掉平台袁拍摄大鼠 60 s 内的运动路线并

记录穿越平台次数尧计算平台象限逗留时间渊 t3冤与总

时间渊 t总冤的比值渊%冤遥
4郾 2摇 组织灌注和取材 摇 第 42 日探索实验结束

后袁每只大鼠给予 10%水合氯醛 4 mL/kg 腹部注射进

行麻醉处死遥 每组随机选择 5 只剪断头颅袁立即取出

新鲜海马组织并储存原80 益曰余 5 只大鼠麻醉后打开

胸腔袁从心尖位置灌注 37 益生理盐水至肝脏变白或从

右心耳流出无血色液体袁换 4%多聚甲醛溶液灌注

30 min遥 脑组织冠状面切块后置于 4%多聚甲醛溶液

浸泡 24 h袁脱水石蜡包埋后切片 5 滋m遥
4郾 3摇 SOD 活性和 MDA 含量测定 摇 取海马组

织袁在冰浴条件下充分匀浆尧离心袁取上清遥 用硫代巴

比妥酸法检测 MDA 含量袁用黄嘌呤氧化酶法检测

SOD 活性遥 实验严格参照试剂盒说明书进行操作遥
4郾 4摇 HE 染色观察海马形态学改变 摇 石蜡切片

常规脱蜡后袁HE 染色 15 min袁双蒸水洗涤袁盐酸酒精

分化 5耀10 s袁双蒸水洗涤袁碳酸锂中放置 3耀5 min 后

双蒸水洗涤袁75%酒精洗涤 1 min袁伊红染色 15 s袁双
蒸水洗涤袁梯度乙醇脱水袁二甲苯透明袁晾干封片遥

4郾 5摇 免疫荧光染色检测海马组织内 8鄄OHDG 的

表达摇 常规脱蜡后袁高压锅抗原修复 5 min袁血清 37 益
封闭 30 min袁滴加 8鄄OHDG渊1 颐200冤4 益孵育过夜遥 加

入 FITC 标记的山羊抗小鼠荧光二抗袁避光 37 益放置

30 min曰滴加 DAPI 染液 37 益避光放置 5 min曰滴加抗

淬灭封片剂后封片观察遥 8鄄OHDG 荧光染色可用于评

价海马组织中 DNA 氧化性损伤的情况遥
4郾 6摇 Western Blot 检测海马组织内 BDNF 和

TrkB 表达摇 海马组织称重后袁按照每 1 mg 组织加入

9 滋L 组织裂解液尧0郾 09 滋L 蛋白酶抑制剂尧0郾 09 滋L
磷酸酶抑制剂的比例进行组织匀浆尧超声袁然后以

12 000 r/min 速度离心 15 min袁取上清遥 根据 Beyo鄄
time BCA 蛋白浓度测定试剂盒的说明进行蛋白浓度

定量检测遥
制备 SDS鄄PAGE 凝胶 渊 12% 分离胶袁 5% 浓缩

胶冤袁加入蛋白样品后电泳袁电泳结束后根据预染

Marker 指示切取目标条带所在区域凝胶袁转至 PVDF
膜上袁5%脱脂牛奶室温封闭 3 h 渊摇床摇动冤袁TBST
清洗 3 次袁每次 5 min袁一抗渊p鄄TrkB袁1 颐2 000曰BD鄄
NF袁1 颐1 000曰TrkB袁1 颐500冤 4 益过夜袁TBST 清洗袁二

抗渊1 颐5 000冤室温孵育 3 h袁TBST 清洗遥 滴加适量显

影液袁用 Tanon 5200 凝胶成像系统显影并统计分析

目标条带相对灰度值遥
5摇 统计学方法 摇 运用 SPSS 22郾 0 进行统计分

析袁实验结果以x依s 表示袁用单因素方差分析或 t 检验

进行处理袁P<0郾 05 为差异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 Morris 水迷宫行为学检测结果渊图 1袁表 1冤摇
各组大鼠逃避潜伏期随训练天数增加而逐渐缩短遥 与

对照组比较袁训练第 5 日时袁模型组大鼠行动路线仍旧

杂乱无章袁逃避潜伏期时间明显延长渊P<0郾 01冤曰逗留

平台象限时间渊 t3 冤 占总时间渊 t总冤 的比值减少 渊P<
0郾 01冤袁穿越平台次数减少渊P<0郾 01冤遥 与模型组比

较袁TTM 组大鼠表现出一定的目标趋向性袁逃避潜伏

期缩短渊P<0郾 05冤曰平台象限逗留时间占总时间的比值

增加渊P<0郾 05冤袁穿越平台次数亦增加渊P<0郾 05冤遥

摇 摇 注院与对照组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型组比较袁吟P<0郾 05
图 1摇 定位航行实验结果

表 1摇 各组空间探索实验结果比较摇 渊x依s冤
组别 n 穿越平台次数 t3 /t总渊%冤
对照 10 9援 5依2援 95 39援 04依10援 15
模型 10 4援 0依1援 15鄢 18援 22依7援 31鄢
TTM 10 6援 3依2援 00吟 25援 35依6援 42吟

摇 摇 注院与对照组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型组比较袁吟P<0郾 05

2摇 各组海马组织 SOD 活性和 MDA 含量比较

渊表 2冤摇 与对照组比较袁模型组大鼠海马组织内 SOD
活性降低渊P<0郾 01冤袁MDA 含量升高渊P<0郾 01冤遥 与
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模型组比较袁TTM 组大鼠海马中 SOD 活性升高渊P<
0郾 05冤袁MDA 含量降低渊P<0郾 01冤遥

3摇 各组大鼠海马组织形态学比较渊图 2冤 摇 对照

组海马内神经元数目较多尧排列紧凑袁胞浆丰富尧胞核

饱满曰模型组内神经元稀疏尧排列紊乱袁细胞核丢失袁可
见细胞肿胀空泡化曰TTM 组内神经细胞数量增多袁细
胞损伤性改变减轻遥
表 2摇 各组海马组织 SOD 活性和 MDA 含量比较摇 渊x依s冤
组别 n SOD 渊U/mg窑prot冤 MDA 渊nmoL/mg窑prot冤
对照 10 122援 58依6援 85 1援 66依0援 40
模型 10 89援 77依7援 52鄢 3援 95依0援 27鄢
TTM 10 100援 42依6援 77吟 2援 16依0援 40吟吟

摇 摇 注院 与 对 照 组 比 较袁鄢 P < 0郾 01曰 与 模 型 组 比 较袁吟P <
0郾 05袁吟吟P<0郾 01

摇 摇 注院红色箭头示神经元曰 比例尺 50 滋m曰200 倍图中

选取实线矩形框内部分放大即为下图 400倍的图像

图 2摇 各组海马形态学比较 渊HE冤
4摇 各组大鼠海马内 8鄄OHDG 表达比较渊图 3冤

与对照组比较袁模型组海马内 8鄄OHDG 阳性表达细胞

数明显增多尧荧光强度增加曰而 TTM 干预可降低阳性

细胞数及细胞内荧光表达强度遥

摇 摇 注院8鄄OHDG 渊绿色冤和 DAPI渊蓝色冤分别用于标记

DNA 氧化性损伤和神经细胞核曰红色箭头示阳性表达的

神经元曰比例尺 50 滋m
图 3摇 各组大鼠海马内 8鄄OHDG表达比较渊 IF袁伊200冤

5摇 各组大鼠海马组织内 BDNF 和 TrkB 表达比

较渊图 4冤摇 与对照组比较袁模型组大鼠海马中 BDNF尧
TrkB 及 p鄄TrkB 蛋白含量均减少渊P<0郾 01冤遥 与模型

组比较袁TTM 组内 TrkB尧BDNF 和 p鄄TrkB 蛋白表达

均增加渊P<0郾 01袁P<0郾 05冤遥

摇 摇 注院A 为蛋白条带图曰B 为蛋白相对表达量统计图曰与对照

组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型组比较袁吟P<0郾 05袁吟吟P<0郾 01
图 4摇 各组大鼠海马组织内 BDNF 和 TrkB 表达比较

讨摇 摇 论

随着社会老龄化加快袁与大脑学习记忆功能减退相

关的疾病研究越来越多袁中药复方及有效成分在衰老预

防与治疗方面已显示出明显优势遥 前期已发现 TTM 提

取物具有抗氧化尧抗衰老尧清除自由基等功效咱6袁7暂袁其可通

过提高组织内抗氧化酶活性发挥抗衰老作用咱11暂袁亦可明

显改善老年痴呆模型大鼠的学习记忆功能咱12暂遥 然而袁这
些研究主要集中在 TTM 总提取物的药理活性作用方面袁
而发挥药效作用的活性成分研究较少遥

衰老患者机体内自由基产生与清除机制失衡尧抗氧

化酶活性下降袁造成自由基大量产生并堆积袁脑组织细胞

内存在明显氧化应激反应袁可能是造成学习记忆功能障

碍的原因之一遥 D鄄gal 注射可致体内产生大量自由基而

损伤组织细胞袁伴机体生理机能减退尧学习记忆功能降低袁
因而可用于模拟自然衰老的神经损害特征咱13暂遥 本研究通

过Morris 水迷宫实验检测发现D鄄gal 模型大鼠逃避潜伏

期延长尧穿越虚拟平台次数减少及目标象限逗留时间缩
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短袁这些均说明大鼠出现明显的学习记忆功能障碍曰而
TTM干预可改善 D鄄gal 所致的模型大鼠学习功能障碍袁
表明该模型成功袁且 TTM有改善衰老大鼠学习记忆障碍

的作用遥 SOD可协助清除体内过多自由基和过氧化物曰
MDA 含量可反映体内脂质过氧化程度咱14暂袁二者已成为抗

衰老产品开发及药物治疗的关键作用靶点遥 体内氧化应

激反应会引起细胞内 DNA 受损袁而 8鄄OHDG 是公认的

DNA 氧化损伤后产生的一种特异性的生物标志物袁可反

映机体 DNA 氧化性损伤的程度咱15暂遥 本研究发现 TTM
干预衰老大鼠后袁可提高海马组织内 SOD 活性尧增强清

除自由基的能力曰同时降低了 MDA 含量尧减轻了组织内

DNA 氧化性损伤袁表明 TTM 有良好的抗氧化损伤之功

效袁可能是改善衰老大鼠记忆功能障碍的机制之一遥
海马是大脑内与学习记忆密切相关的重要组成部

分袁是空间记忆形成的重要结构和功能区袁而衰老过程

中海马损伤是学习记忆减退的重要原因遥 BDNF 主要

在哺乳动物中枢神经系统渊central nervous system袁
CNS冤中表达袁尤其是海马组织中含量最为丰富袁有促神

经元生存作用咱16暂遥 BDNF 主要通过与其特异性受体

TrkB 结合袁使其磷酸化进而启动细胞内信号转导袁发挥

生物学作用咱16暂 袁因而 BDNF 及 TrkB 缺失或功能异常

可伴有海马学习记忆功能受损遥 本研究发现 D鄄gal 注
射可引起衰老大鼠海马损伤袁且BDNF尧TrkB 及 p鄄TrkB
表达降低袁这可能是衰老大鼠出现学习记忆障碍的原因

之一遥 而上调海马组织中 BDNF 及 TrkB 表达可促进

神经元损伤性修复咱17暂袁表明 BNDF/TrkB 通路活化可能

在 CNS疾病中发挥保护作用遥 本研究亦发现 TTM 干

预上调了海马组织内 BDNF 和 TrkB 的表达尧且提高了

TrkB 磷酸化水平袁因而 TTM改善衰老大鼠记忆障碍可

能与调节 BDNF/TrkB 通路活化有关遥
综上所述 TTM 改善衰老大鼠学习记忆障碍袁可能

与增强海马组织内抗氧化酶活性来提高机体抗氧化能

力袁及上调海马组织内 BDNF 和 TrkB 表达来减轻细

胞损伤有关遥 然而袁TTM 的有效成分具有多种药理活

性袁其抗衰老作用亦是多途径尧多靶点的袁因此其具体

分子机制还有待于深入研究遥
利益冲突院 所有作者认可本研究无相关利益冲突遥
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