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!观察
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和
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$; C

后

做免疫荧光) 每孔加入固定液固定
#: ?AE

!洗涤

: ?AE

(

!

次)加入封闭液封闭
<" ?AE

后加入一抗

)D0D4AE

$

#

)

:""

%!室温
# C

) 加入二抗$

#

)

:""

%!室

温避光
# C

)加入
GIN(

染色液!

!:" "MH

孔!室温避光

#" ?AE

!洗涤
: ?AE

(

%

次!吸干后!荧光显微镜下观

察拍照!每孔选择
%

个视野!计数并计算
)D0D4AE

L

H

GIN(

比值)

8

"统计学方法"采用
KNKK #8

!

"

软件进行统

计分析!数据结果均以
Y

*

J

表示!多组间比较采用单

因素方差分析!两组间比较采用
.

检验)

N O"

!

":

为

差异有统计学意义)

结""果

#

"各组
6K&J

计数比较$图
#

!表
#

%"与对照组

比较!

I!

!:

$

%:

组
6K&J

颜色较深!球体松散!透明度

差!并且培养基中出现了类似细胞碎片的杂质!

6K&J

计数量明显减少$

N O"

!

":

%) 与
I!

!:

$

%:

组比较!三个

给药组
6K&J

计数明显增加$

N O"

!

":

%)

!

"各组
)D0D4AE

蛋白表达比较$图
!

!表
!

%"与

对照组比较!

I!

!:

$

%:

组
)D0D4AE

蛋白表达降低$

N O

"

!

":

%) 与
I!

!:

$

%:

组比较!三个给药组
)D0D4AE

蛋白

表达升高$

N O"

!

":

%)

图
#

%各组
6K&J

计数"$ (

$""

%

表
#

%各组
6K&J

计数比较"$个!

Y

*

J

%

组别
E 6K&J

计数

对照
%

8%

*

7

!

I!

!:

$

%:

% !%

*

<

I!

!:

$

%:

L

补骨脂素
%

<"

*

$

!

I!

!:

$

%:

L

齐墩果酸
%

$8

*

:

!

I!

!:

$

%:

L

二苯乙烯苷
%

<%

*

:

!

""注#与
I!

!:

$

%:

组比较!

!

N O"

!

":

""注#

I

为对照组&

9

为
I!

!:

$

%:

组&

&

为
I!

!:

$

%:

L

补骨脂素

组&

G

为
I!

!:

$

%:

L

齐墩果酸组&

>

为
I!

!:

$

%:

L

二苯乙烯苷组

图
!

%各组
)D0D4AE

蛋白表达

表
!

%各组
)D0D4AE

蛋白表达比较"$相对灰度值!

Y

*

J

%

组别
E )D0D4AE

蛋白表达

对照
%

#

+

:"

*

"

+

#"

!

I!

!:

$

%:

% "

+

%$

*

"

+

"8

I!

!:

$

%:

L

齐墩果酸
%

#

+

;"

*

"

+

"7

!

I!

!:

$

%:

L

二苯乙烯苷
%

$

+

;"

*

"

+

!$

!

I!

!:

$

%:

L

补骨脂素
%

%

+

<"

*

"

+

!"

!

""注#与
I!

!:

$

%:

组比较!

!

N O"

!

":

%

"各组
)D0D4AE

L

HGIN(

比较$图
%

%"与对照组

比较!

I!

!:

$

%:

组
)D0D4AE

L

HGIN(

降低 $

N O "

!

"#

%)

与
I!

!:

$

%:

组比较!三个给药组
)D0D4AE

L

HGIN(

升

高$

N O"

!

"#

%)
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#"

""注#蓝色为细胞核
GIN(

染色&绿色为
)D0D4AE

染色&

I

*

9

为对照组&

&

*

G

为
I!

!:

$

%:

组&

>

*

a

为
I!

!:

$

%:

L

补骨脂素组&

]

*

\

为

I!

!:

$

%:

L

齐墩果酸组&

(

*

'

为
I!

!:

$

%:

L

二苯乙烯苷组&箭头所示为
)D0D4AE

L表达的神经元

图
%

%各组
)D0D4AE

L细胞表达"$ (

$""

%

表
%

%各组
)D0D4AE

L

HGIN(

比较"$

d

!

Y

*

J

%

组别
E

)D0D4AE

L

HGIN(

对照
#"

:#

*

$

!

I!

!:

$

%:

#" #:

*

$

I!

!:

$

%:

L

补骨脂素
#"

$"

*

#!

!

I!

!:

$

%:

L

齐墩果酸
#"

!%

*

%

!

I!

!:

$

%:

L

二苯乙烯苷
#"

%8

*

!$

!

""注#与
I!

!:

$

%:

组比较!

!

N O"

!

"#

讨""论

IG

属中医学 +痴呆,范畴!首见于明代-景岳全

书.

'

#"

(

) -灵枢"海论.

'

##

(云#+脑为髓之海,!脑是精

髓聚合之处) 又云#+肾藏精,*+肾生髓通于脑,!因此

只有肾气旺盛!肾精充足!才能生髓而上通于脑) 一项

流行病学调查分析表明!尽管心肝脾肺肾与
IG

的发

病均有一定的关系!但心肾的功能失调更为明显!其中

涉及肾的频次最高!占
;8

!

8<d

'

#!

(

) 另一项可疑痴呆

$

bD1J.A/E@041 T1?1E.A@

!

fG

%的中医证候学调查发

现!肾虚证所占比例高达
88

!

":d

'

#%

(

) 可见肾虚精

亏*髓海不足为
IG

形成的基本病机'

#$

(

!并贯穿该病

的全过程'

#:

(

) 针对于此!在中医学+肾藏精,*+肾生

髓通于脑,经典脏象理论的指导下!从肾虚浊毒入手!

投入益肾化浊法方药治疗!切中病机) 结合我院脑病

中心近十年临床实际应用经验!以益肾化浊立法而组

方治疗
IG

!在临床上取得了满意疗效'

#<

(

)

IG

的主要病理显示为神经的退行性变化!即神

经元的不断缺失与补充不足!而神经干细胞的分化潜

能可以补充
IG

所需的神经元!故有学者认为神经退

行性的病变过程其实质是内源性神经再生失败的过

程'

#8

(

)

\@DUC1X 6

等'

#;

(经研究发现!

IG

的脑组织

可以抑制来自大鼠
K3[H&&

的
6K&J

和来自人胚的

脑
6K&J

的增殖*分化!且诱导其凋亡) 用
I!

同样抑

制体外培养的
6K&J

增殖!分化!诱导调亡'

#7

(

) 因

此!内源性
6K&J

抑制与
IG

的病理过程有着密切

关系)

以往国际上对
6K&J

的研究和应用大都着眼于

移植和克隆) 虽然克隆技术相对成熟! 但克隆出的早

期胚胎中!不仅胚胎干细胞数量少!同时还面临伦理与

法律之争) 而体外诱导多能干细胞植入存在排异反

应!直接成为临床应用的瓶颈) 目前越来越多的研究

显示!中医药以其独有的特点可通过激活内源性神经

干细胞而改善再生反应!为防治神经退行性病变另辟

蹊径) 现代研究显示#补骨脂可通过提高
6+GI

受体

亚基
6Z!9

的基因表达水平!改善痴呆大鼠的学习记

忆'

!"

(

&女贞子能促进神经元细胞能量代谢和利用!激

活内源性神经营养因子!促进神经元存活与再生'

!#

(

&

何首乌主要成分二苯乙烯苷则可缩短学习记忆障碍模

型小鼠在
+/22AJ

水迷宫中的搜索时间和搜索距离!减

少避暗的错误次数'

!!

(

!并能提高
G

#

U@4

致衰大鼠海马

内突触素的含量'

!%

(

)

6K&J

体外培养为成球生长!

6K&J

球的大小*多

少能够反应其自我更新的能力) 本实验中在体外培养

的
6K&J

中加入
!: "?/4HM

的
I!

!:

$

%:

!所形成的球

体颜色较深!透明度较差!细胞球体松散!并且培养基

中出现了类似细胞碎片的杂质) 随后通过神经干细胞

球计数统计发现!

!: "?/4HM

的
I!

!:

$

%:

能明显抑制神

经干细胞球的形成!与对照组相比!差异显著!表明其

抑制神经干细胞自我更新!具有一定的神经毒性) 而

加入补骨脂素*齐墩果酸与二苯乙烯苷均可以明显改

善这一现象!以二苯乙烯苷效果最显著) 同时通过对

神经元标志蛋白
)D0D4AE

蛋白及
)D0D4AE

L细胞数的检

测发现!

%

种补肾中药有效成分均可促进
6K&J

向神
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经元方向分化)

本研究从
IG

主要发病机制出发!将调控
6K&J

自我更新及其向神经元分化为切入点!观察补肾中药

有效成分的作用!为补肾中药防治
IG

的临床应用及

作用机制提供了部分实验依据!但对其确切机制尚未

做深入研究!

6K&J

向神经元分化的过程会受到相关

信号转导通路及转录因子的调控) 神经元素
#

$

61D

#

2/U1EAE#

!

6UE#

%作为碱性 $螺旋 $环 $螺旋基因

$

R2/E1D2/E@4 0@JA-C14AY

#

4//R

#

C14AY

!

0\M\

%家族成

员之一!在
6K&J

分化过程中具有竞争性调控其向神

经元分化的关键作用'

!!

(

!而补肾中药是否通过对

6UE#

的靶向作用进一步调控
6K&J

分化!是我们下

一步的主要研究工作)
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