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%&

!5

北京中医药大学第三附属医院脑病科$北京
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颐脑解郁方对脑卒中大鼠模型边缘系统

脑源性神经营养因子的影响

李冬梅#

#唐启盛!

#赵瑞珍!

#李小黎!

#王#戈!

#杨歆科!

摘要#目的#观察脑卒中大鼠边缘系统脑源性神经营养因子!

KLBCD M?LCN?M D?.L31L3OFCP QBP13L

"

;H6R

#的演变趋势及颐脑解郁方对其干预作用$ 方法#选择雄性
+C01BL

大鼠"经
IO?D

"

RC?4M

行为学评分

后"按随机数字表分为正常组%假手术组%多发脑梗塞!

A.41CO4? P?L?KLB4 CDQBLP1C3D

"

,')

#组%卒中后抑郁

!

O301

"

01L3S? M?OL?00C3D

"

T=H

#组%中药组%西药组"其中正常组
>

只"假手术组
8

只"余每组各
#"

只$ 正

常组常规饲养$ 假手术组经颈外动脉推注
"

!

& AU

生理盐水"并灌胃蒸馏水$ 其余各组均采用同种系微栓

子体外注入法"由颈外动脉推注等剂量同种异体血栓栓子&

T=H

组术后
8

日予
!#

日慢性不可预知的温和应

激!

PFL3DCP .DOL?MCP1BK4? AC4M 01L?00

"

'V,=

#加孤养复制
T=H

模型&中药组及西药组在
,')

模型制备

后"分别予颐脑解郁方%尼莫地平干预
9

周$ 于干预第
#

%

!

%

9

周进行动态观察边缘系统!海马%下丘脑%杏仁

核#

;H6R

变化及中药干预效果$ 结果#

;H6R

免疫组化染色结果显示"与正常组同期比较"

,')

组
!

%

9

周

海马%下丘脑及杏仁核
;H6R

表达降低!

T W "

!

"#

"

T W "

!

"$

#"

T=H

组
#

$

9

周各部位
;H6R

表达降低

!

T W"

!

"#

#$与
,')

组同期比较"

T=H

组
#

$

9

周各部位
;H6R

表达降低!

T W"

!

"#

#$ 与
T=H

组同期比

较"中药组
#

$

9

周各部位
;H6R

表达升高!

T W"

!

"#

#$ 结论#脑卒中大鼠存在
;H6R

改变"颐脑解郁方能

减慢此过程的进展$

关键词#脑卒中&卒中后抑郁&边缘系统&脑源性神经营养因子&颐脑解郁方
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$

D a >

%"

1F?

0FBA

"

3O?LB1C3D /L3.O
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/L3.O

$

D a#"
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1F? O301

"
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BPP3LMCD/ 13 LBDM3A MC/C1 1BK4? BQ1?L 3O?D
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QC?4M 1?01CD/5 YB10 CD

1F? D3LAB4 P3D1L34 /L3.O `?L? L3.1CD?4X Q?M5 "

$
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##脑卒中患者发病后可出现认知功能受损'思维迟

滞'注意力下降和睡眠障碍等精神症状(

#

)

* 卒中后抑

郁$

O301

"

01L3S? M?OL?00C3D

"

T=H

%所表现的一系列

临床症状是否由脑卒中后的精神症状组群发展演化而

来+ 目前尚未见到相关报道* 既往临床研究发现"

T=H

证候多数属于肾虚肝郁型"采用益肾调气中药治

疗具有一定的疗效(

!

)

* 早期干预",既病防变-是中医

药优势之一* 在该思路指导下"本研究通过复制多发

脑梗塞模型 $

A.41CO4? P?L?KLB4 CDQBLP1C3D

"

,')

%'

T=H

模型"进行颐脑解郁方干预"动态观察大鼠脑源

性神经营养因子$

KLBCD M?LCN?M D?.L31L3OFCP QBP

"

13L

"

;H6R

%的变化"为临床研究提供理论依据*

材料与方法

#

#动物#清洁级雄性
+C01BL

大鼠"

>

月龄"体质

量$

#%"

%

!"

%

/

"由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供"合格证号#

='^c

$京%

!"">

&

"""7

*

!

#药物#颐脑解郁方$组方#刺五加
!" /

#栀子

#" /

#郁金
#" /

#五味子
#" /

#白芍
#" /

#何首乌

!" /

#柴胡
#! /

#甘草
> /

"饮片由北京中医药大学

中药鉴定教研室鉴定%"颐脑解郁方使用前按照灌胃

剂量煎药浓缩"浓度
"

!

>! /JAU

"贮存于
9

'冰箱中备

用"临用前加热&尼莫地平片$

&" A/J

片"拜耳医药保

健有限公司"批号#

>7!9#98>$!"##

%*

&

#试剂及仪器#兔抗
;H6R

$武汉博士德生物

工程有限公司"批号#

;-"$>$

&

#

%&免疫组化染色试

剂盒 $福州迈新生物技术开发有限公司"批号#

!"">#""$

%&浓缩型
H-;

试剂盒$北京中山生物技术

有限公司"批号#

"&"#!

%* 应激所用设备#大鼠黑白颠

倒箱$自制%'大鼠夹尾瓶$自制%'冰水游泳用水箱$自

制%'

HR

"

!">

型电热鼓风干燥箱$北京京通仪器厂%'

*=

"

#

型脱色摇床$江苏海门市麒麟医用仪器厂%* 模

型制备所用设备#电热恒温鼓风干燥箱$上海一恒科

技有限公司%* 石蜡切片机$德国
U?C1]

公司%&美国

T34XNBL

万能显微镜$美国
-I

公司%*

9

#分组'模型制备及干预方法#大鼠适应性喂养

#

周后禁水
!9 F

"选择
IO?D

"

RC?4M

评分(

&

)相近大鼠按

随机数字表分为正常组'假手术组'

,')

组'

T=H

组'

中药组'西药组* 其中正常组
>

只"假手术组
8

只"余

每组各
#"

只* 正常组正常饲养*

,')

模型制备参照

文献(

9

"

$

)"采用同种系微栓子体外注入法* 首先制

备自体血栓#大鼠左心室采血"于
%"

'干燥箱内完全

干燥"将干燥血凝块研细"过
!"" !A

筛孔制成栓子*

造模时以盐水配成
#" /JU

混悬液应用* 动物应用

#"d

水合氯醛$

9"" A/JS/

%麻醉成功后"常规消毒后

颈正中切口"分离组织和筋膜"暴露左颈总'颈内'外动

脉* 暂时夹闭颈总动脉近心端"并结扎颈外动脉的远

心端"由颈外动脉的近心端逆行推注
"

!

& AU

混悬液

入颈内动脉* 立即打开颈总动脉恢复血流供应使栓子

通过颈内动脉入大脑前'中动脉及其侧支"并结扎颈外

动脉的近心端"缝合*

!9 F

后观察造模是否成功* 判

断标准为是否存在不同程度的四肢活动障碍* 造模成

功率约
%$d

* 因手术造模"存在造模不成功或死亡的

可能"需进行再次造模达到目标大鼠样本量*

假手术组#具体方法同
,')

组模型制备方法"由

颈外动脉推注等体积的生理盐水*

T=H

模型#参照唐启盛等(

>

)方法复制
T=H

模型*

,')

造模后
#

周"单笼饲养"并予
!#

日慢性不可预知

的温和应激 $

PFL3DCP .DOL?MCP1BK4? AC4M 01L?00

"

'V,=

%# 包括
&

次
!9 F

禁食"

&

次
!9 F

禁水"

&

次通

宵照明"

&

次
9

'冰水游泳
$ ACD

"

&

次
9$

'烘箱热刺

激
$ ACD

"

&

次夹尾
# ACD

"

&

次高速水平振荡

$

#>"

次
JACD

%

&" ACD

* 每日
#

次"轮流进行*

中药组'西药组#

,')

造模后分别灌胃颐脑解郁方

(

>

!

! /J

$

S/

!

M

%"相当于临床成人用药剂量
>

!

&

倍)'

尼莫地平片 (

7

!

9$ A/J

$

S/

!

M

%"相当于临床成人用
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%

药剂量
>

!

&

倍"临用前溶于蒸馏水中混匀)

9

周* 根据

体重变化每周调整灌胃量*

$

#检测指标及方法#采用免疫组化法检测
;H

"

6R

* 各组大鼠分别在模型复制成功后
#

'

!

'

9

周予

#"d

水合氯醛$

9"" A/JS/

%腹腔注射麻醉"打开胸腔

经左心室插管到主动脉"剪开右心耳"先用
&8

'生理

盐水约
!"" AU

快速冲洗至流出液为淡红色"再以

9d

多聚甲醛灌注固定
&" ACD

"速度先快后慢"当大鼠

出现四肢及颈项部僵硬"立即断头取脑"放入盛有相同

灌注液的瓶中固定
&

天后"

8"d

'

%"d

'

7"d

'

7$d

'

#""d

乙醇常规梯度脱水"二甲苯透明"石腊包埋"冠

状切片"片厚
> !A

*

$

!

#

#免疫组化染色#采用
=-;'

法"主要步骤

如下#切片入
#" AUJU

甲醇
\

!

I

!

液"室温
&" ACD

"蛋

白酶消化"

&8

'

&" ACD

&滴加正常羊血清"室温

&" ACD

"滴加兔抗
2@ZR

"

9

'过夜&滴加生物素化二

抗工作液"

&8

'

! F

"滴加辣根酶标记链霉卵白素工

作液"

&8

'

! F

&

H-;

显色"脱水"透明"封片*

$

!

!

#图像分析#用
)AB/?

"

TL3 T4.0

真彩病理

图像分析系统$

2?L0C3D $

!

"

!

#

!

##

%对免疫组织化学

染色结果采集图像后分析* 每组选取
&

张切片"每张

切片在海马'下丘脑'杏仁核部位选取
&

个视野"共
7

个视野"采集图像时所选取部位保持一致"图像分析

时"先选取阳性表达明显部位"规定阳性表达标准并保

存后"以此作为指标分析标准"保证图像分析的均衡

性* 记录
;H6R

阳性细胞表达数"以细胞膜及胞浆棕

黄色颗粒表达为阳性细胞*

>

#统计学方法#采用
=T== #$

!

"

统计软件分

析"实验数据采用
b

%

0

表示"多个样本均数比较采用

单因素方差分析"两组间比较采用
U=H

法"

T W"

!

"$

为差异有统计学意义*

结##果

#

#各组大鼠一般状态比较#假手术组有
#

只大

鼠在麻醉过程中死亡* 进行
,')

模型手术的大鼠

!9 F

内死亡
>

只"考虑为急性脑梗塞或手术造模不耐

受所致"余大鼠约有
9"d

出现追尾'偏瘫'右侧肢体肌

张力增高'竖毛现象* 大鼠在手术后数小时内均能复

苏* 术后
#

周假手术组有竖毛现象"

#

周后恢复正常"

毛色光亮* 部分模型组大鼠竖毛现象消失"但大部分

大鼠竖毛现象持续"毛色晦暗* 模型组部分大鼠有左

侧眼部充血水肿现象"

#

周内均消失*

!

#各组大鼠各时间点海马
;H6R

表达比较

$图
#

"表
#

%#第
#

周假手术组大鼠海马阳性细胞排

列密集"呈带状分布&与正常组同期比较"

T=H

组大鼠

海马
;H6R

免疫反应减弱"且排列较紊乱&与
T=H

组

同期比较"中药组大鼠
;H6R

阳性细胞数目增多* 与

本组
#

周比较"

,')

组
9

周海马
;H6R

表达降低

$

T W"

!

"#

%"

T=H

组
!

'

9

周
;H6R

表达降低 $

T W

"

!

"#

"

T W"

!

"$

%*与本组
!

周比较"

T=H

组
9

周
;H6R

表达降低$

T W"

!

"$

%*与正常组同期比较"

,')

组
!

'

9

周
;H6R

表达降低$

T W"

!

"#

%"

T=H

组
#

$

9

周
;H6R

表达降低 $

T W "

!

"#

%* 与
,')

组同期比较"

T=H

组

#

$

9

周
;H6R

表达降低$

T W"

!

"#

%"西药组及中药组
9

周
;H6R

表达升高$

T W"

!

"#

%* 与
T=H

组同期比较"

中药组
#

$

9

周
;H6R

表达升高$

T W"

!

"#

%*

##注#

-

为假手术组&

;

为
,')

组&

'

为
T=H

组&

H

为中药组&

箭头所指为阳性细胞

图
#

#各组大鼠第
#

周海马
;H6R

表达#$

H-;

" (

9""

%

表
#

#各组大鼠各时间点海马
;H6R

表达比较#$个
J!A

!

"

b

%

0

%

组别
D

海马
;H6R

#

周##

!

周##

9

周##

正常
> &8

%

$ 9"

%

$ &$

%

8

假手术
8 &7

%

% &8

%

> &9

%

$

,') #" &>

%

>

&"

%

$

!

!9

%

9

""!

T=H #"

#%

%

9

!#

#&

%

9

"!#

%

%

&

""$!#

西药
#" &$

%

$ &!

%

9

&9

%

$

#

中药
#"

&%

%

8

%

&>

%

9

%

&9

%

9

#%

R

#

#&

#

!"

T "

)

"" "

)

""

##注#与本组
#

周比较"

"

T W "

)

"$

"

""

T W "

)

"#

&与本组
!

周比较"

$

T W"

)

"$

&与正常组同期比较"

!

T W"

)

"#

&与
,')

组同期比较"

#

T W

"

)

"#

&与
T=H

组同期比较"

%

T W"

)

"#

&

#各组大鼠各时间点下丘脑
;H6R

表达比较

$图
!

"表
!

%#第
#

周
T=H

组大鼠下丘脑
;H6R

免疫

反应减弱"阳性细胞数减少* 与本组
#

周比较"

,')

组

及
T=H

组
!

'

9

周下丘脑
;H6R

表达降低$

T W"

!

"#

"

T W"

!

"$

%* 与正常组同期比较"

,')

组
!

'

9

周
;H6R
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图
!

#各组大鼠第
#

周下丘脑
;H6R

表达#$

H-;

" (

9""

%

表
!

#各组大鼠各时间点下丘脑
;H6R

表达比较#$个
J!A

!

"

b

%

0

%

组别
D

下丘脑
;H6R

#

周###

!

周###

9

周###

正常
> !7

%

$ &9

%

9 &#

%

$

假手术
8 &!

%

9 &$

%

> !7

%

>

,') #" !%

%

$

!#

%

$

"$

#%

%

&

""$

T=H #"

#9

%

9

$!

7

%

!

"$!

$

%

&

""$!

西药
#" !8

%

9

&"

%

$

!

!8

%

$

!

中药
#"

!%

%

$

#

&!

%

$

!#

&"

%

$

!#

R

#

##

#

#&

T "

)

"" "

)

""

##注#与本组
#

周比较"

"

T W "

)

"$

"

""

T W "

)

"#

&与正常组同期比

较"

$

T W"

)

"#

&与
,')

组同期比较"

!

T W "

)

"#

&与
T=H

组同期比较"

#

T W"

)

"#

##注#

-

为正常组&

;

为
,')

组&

'

为中药组&

H

为
T=H

组&箭

头所指为阳性细胞

图
&

#各组大鼠第
9

周杏仁核
;H6R

表达#$

H-;

" (

9""

%

表达降低$

T W"

!

"#

%"

T=H

组
#

$

9

周
;H6R

表达降

低$

T W"

!

"#

%* 与
,')

组同期比较"

T=H

组
#

$

9

周

;H6R

表达降低$

T W"

!

"#

%"西药组及中药组
!

'

9

周

;H6R

表达升高$

T W"

!

"#

%* 与
T=H

组同期比较"中

药组
#

$

9

周
;H6R

表达升高$

T W"

!

"#

%*

9

#各组大鼠各时间点杏仁核
;H6R

表达比较

$图
&

"表
&

%#第
9

周正常组大鼠杏仁核阳性细胞排

列密集&与正常组比较"

T=H

组'

,')

组大鼠
;H6R

阳性细胞数减少&与
T=H

组'

,')

组比较"中药组大鼠

;H6R

阳性细胞数增多"免疫反应明显增强* 与本组

#

周比较"

,')

组及
T=H

组
9

周杏仁核
;H6R

表达

降低$

T W"

!

"#

%* 与本组
!

周比较"

,')

组
9

周
;H

"

6R

表达降低$

T W "

!

"#

%* 与正常组同期比较"

,')

组
!

'

9

周
;H6R

表达降低 $

T W "

!

"#

"

T W "

!

"$

%&

T=H

组
#

$

9

周
;H6R

表达降低 $

T W "

!

"#

%* 与

,')

组同期比较"

T=H

组
#

$

9

周
;H6R

表达降低

$

T W "

!

"#

%&中药组'西药组
9

周
;H6R

表达升高

$

T W"

!

"#

%*与
T=H

组同期比较"中药组'西药组
#

$

9

周
;H6R

表达升高$

T W"

!

"#

%*

表
&

#各组大鼠各时间点杏仁核
;H6R

表达比较#$个
J!A

!

"

b

%

0

%

组别
D

杏仁核
;H6R

#

周###

!

周###

9

周###

正常
> &7

%

8 &%

)

$

%

$ 9#

%

>

假手术
8 9!

%

$ &7

%

$ &%

%

9

,') #" &>

%

9

&#

%

$

!

!"

%

$

"$!!

T=H #"

#9

%

9

!!#

#"

%

&

!!#

>

%

&

"!!#

西药
#"

&8

%

8

%

&$

%

$

%

&$

%

$

#%

中药
#"

&9

%

>

%

&9

%

$

%

&#

%

>

#%

R

#

#&

#

$

T "

)

"" "

)

""

##注#与本组
#

周比较"

"

T W"

)

"#

&与本组
!

周比较"

$

T W "

)

"#

&与

正常组同期比较"

!

T W "

)

"$

"

!!

T W "

)

"#

&与
,')

组同期比较"

#

T W

"

)

"#

&与
T=H

组同期比较"

%

T W"

)

"#

讨##论

脑卒中不但引起氧化应激'自由基及兴奋性氨基

酸等损害性因子的释放"而且还能诱导神经生长相关

蛋白表达"作用于神经元赖以生存的微环境内"并与神

经元表面的相应受体结合* 本实验采用的同种系体外

微栓子注入法制备的
,')

模型是局灶性脑缺血的标

准模型"能更好地模拟临床*

;H6R

是脑内重要的神经营养因子之一"具有维

持多类神经元存活并直接促进轴突生长的作用* 另

外"

;H6R

还可增强突触间经典递质的释放"从而加强

突触联系"影响神经元的可塑性* 前期实验研究发现"

T=H

大鼠海马'皮层
;H6R

及酪氨酸受体激酶
;

$

1XL30CD? SCDB0? L?P?O13L ;

"

*LS;

%阳性细胞数减

少"活性减弱(

>

)

* 张伟骏等(

%

)实验研究发现
T=H

模

型大鼠中脑注射
;H6R

可提高单胺能系统的活性&
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%

;H6R

对
$

"

\*

'

H-

神经元具有营养'支持及保护作

用"同时它能增强突触联系"影响神经元的可塑性和神

经递质'神经营养因子的合成(

7

)

* 多种抗抑郁药如
$

"

羟色胺再摄取抑制剂$

0?4?P1CN? 0?L313DCD L?.O1BS?

CDFCKC13L

"

==Y)0

%'单胺氧化酶抑制剂$

A3D3BACD?

3bCMB0? CDFCKC13L0

"

,-I)0

%均可增加脑内
;H6R

AY6-

的表达"上调内源性
;H6R

水平(

7

)

* 亦有临

床试验证明"血清
;H6R

在
&>

例
T=H

患者中有明显

下降(

##

)

* 总之"通过上调
;H6R

水平能达到抗抑郁

的作用"揭示了抗抑郁治疗的新机制*

唐启盛教授根据既往临床及动物实验研究提出了

T=H

的肾虚肝郁以肾虚为根本的病机理论(

#!

)

* 治疗

中以益肾疏肝并重* 肾虚精亏是
T=H

的内在因素"肝

郁是其基本病机* 研究结果表明颐脑解郁方可改善

T=H

模型大鼠抑郁行为学指标"作用途径与调节单胺

递质及其受体功能'神经元细胞因子有关(

#&

"

#9

)

* 吴铮

等(

#$

)发现刺五加可抑制缺血再灌注小鼠脑组织过氧化

物的产生"考虑刺五加可能有保护神经元'抑制线粒体

自由基的产生的作用* 葛许华等(

#>

)发现"刺五加皂甙

可改善血管性痴呆大鼠的学习记忆能力* 杨春林等(

#8

)

用大剂量郁金复方治疗精神分裂症"显示了郁金可能有

保护性中枢抑制作用* 本实验通过观察模型大鼠
;H

"

6R

免疫组化染色结果"进一步探讨脑血管病后边缘系

统
;H6R

的变化及颐脑解郁方的干预作用* 研究显示

尼莫地平对卒中后抑郁有较好的治疗作用(

#%

)

"故本实

验选用该药作为对照药* 结果显示#海马区'下丘脑'杏

仁核区
;H6R #

'

!

'

9

周表达逐渐降低"

,')

组表达较

T=H

组升高* 提示脑卒中后大鼠
;H6R

表达降低"且

T=H

受损程度较重* 结合早期实验结果发现脑卒中

模型大鼠早期出现的精神症状有向
T=H

转化的趋

势(

#7

)

"而颐脑解郁方能够改善模型大鼠的症状"阻断

其演变进程"且能调节模型大鼠边缘系统
;H6R

的表

达* 表明通过促进边缘系统神经元的修复和再生"可

阻断精神症状演变成
T=H

"从而达到,既病防变-的目

的"这可能是颐脑解郁方对脑卒中后精神症状起到早

期干预作用的机制* 本研究仅通过对实验动物模型进

行了初步探讨"尚需大量动物实验及临床研究验证*
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