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补肾活血方对拟血管性痴呆小鼠脑 ���� 受体

和一氧化氮合酶的影响

张孟仁
‘

部赛珊
’

摘要 探讨补肾活血方防治拟血管痴呆 ��
������� ��������

，

���小鼠的药理机制
，

用双颈总动脉闭塞一缺血一再灌术造成

拟 �� 小鼠模型
，
观察补肾活血方对拟 �� 小鼠学习记忆能

力
、

脑海马 �一 甲基一�一 门冬氨酸������受体及一氧化氮

合酶�����活性的影响
。

结果证实
，
补肾活血方能明显缩短拟

�� 小鼠在 �����
�
水迷宫中找到站台所需时间

，

改善学习记忆

能力
，

抑制 �� 小鼠脑海马 ���� 受体及 ���活性的升高
，

对抗兴奋毒性和 �� 对神经元的损伤
，

从而保护神经元免受损

伤
。

主皿词 痴呆
，

血管性�中医药疗法 � 补肾活血方

血管性痴呆����是脑血管病后的主要并发症
，

随

着人 口的老龄化及脑血管病发病率的增加
，
�� 患者

呈明显增长趋势
。

脑缺血后局部兴奋性氨基酸剧增
、

激

活 �一 甲基一�一门冬氨酸������受体
、
���十内流

、

可激活一氧化氮合酶�����
，
�� 过量产生等过程是

导致神经元死亡的主因���
。

许多补肾活血中药能益脑

增智
、

改善脑部供血
、

治疗痴呆���
�〕 ，

因此我们观察了郭

赛珊教授的经验方补肾活血方对拟血管性痴呆小鼠水

迷宫实验
、

脑海马 ���� 受体及 ���的影响
。

� 材料和方法

亡� 动物分组及给药方法
�

实验动物选用昆明系 ��

�周龄雄性小鼠
，

体重 ������
，

由中国医学科学院实

验动物中心提供
，

自然光线
，

饲养温度 ��一��℃ ，

自由

进食进水
。

动物采用完全随机法分为 �组
，

各组再分为

�天组和 �天组
，

每组 �� 只小鼠
。

� 组
�

正常对照组
��

组
�

假手术组 ，� 组
�

缺血模型组
，

分别以生理盐水灌

胃
，
������� 组

�

正常给药组
，

以补 肾活血方 �简称

����灌胃
，
��������体重

，
�����

，
�天和 �天 �� 组

�

��� 防治组
，

动物在术前以 ��� ��������体 重灌

胃
，
����� �天

，

术后继续以 ��� 灌胃 �天和 �天 ��

组
���� 治疗组

，

动物术后以��� ����八鲍 体重灌

胃
，
�����

，
�天和 �天 �� 组

�

川芍嗓�简称 ����治疗

组
，

动物术后肌肉注射川芍嗦注射液�北京永康制药

中国医学科学院中国协和医科大学北京协和医院
，

北京市东

城区帅府园 �号��������

收稿 日期
����，一��一���修回日期

�����一 ��一 ��

厂
，

批号 ���������每 日 �
�

�����八��体重
，
�天和 �

天 �� 组
�

阿尼西坦 �简称 ����治疗组
，

动物术后 以

��� 灌胃�无锡艾西恩制药有限公司
，

批号 ������ �

�
�

�������体重
，
�����

，
�天和 �天

。

�
�

� 药物
�

补肾活血方由生黄蔑
、

构祀子
、

女贞子
、

水

蛙
、

地龙等中药组成
，
购自北京同仁堂药店并由其加工

成粉末
，

加水煎煮 �� 分钟
，

生药含量为 ��
�

������
。

�
�

� 试剂
��
� 一�����

、

�一 ������������� 等均购 自

�����
公司

。

�
�

� 缺血模型的制备
�

参考李巍等���方法
，

用双颈总

动脉闭塞一缺血一再灌术造成拟 �� 小鼠模型
。

小鼠

用 ���乌拉坦������体重�腹腔注射麻醉后
，

仰面固

定在手术台上
，

取颈部正中切 口
，

钝性分离两侧颈总

动脉及并行的神经
，
用动脉夹夹闭两侧颈总动脉 ��

分钟
，

再恢复血供 �� 分钟
，

重复缺血再灌 �次后缝合

皮肤
。

假手术组手术只分离双颈总动脉
，
不行缺血再

灌术
。

�
�

� 小鼠学习记忆能力测定
�

采用 ������ 水迷宫测

试
。

水迷宫主要由一漆成暗灰色的圆柱形水池和一金

属站 台组 成
。

水 池高 ����
，

直径 ����
，

站 台直径

�
�

���
。

水池上方通过一数字摄像机与计算机监视屏

相连接
。

小鼠在水池中的全部活动情况可在监视屏中

看到
，

利用计算机软件对其活动进行全程跟踪
，

并显示

整个活葫轨迹
。

当设定的训练时间已到或动物已爬上

站台
，

计算机停止跟踪并记录下游泳轨迹和 自动计算

出动物在水池中所游过的路程
，

及找到站台所需的时

间即潜伏期
。

用找到站台所需的时间表示小鼠的学习

记忆能力
。

水池里的清水因加入碳素墨水而成为不透

明的黑色
，

再注入清水使水面高出站台 ���
，

水温控制

在 ��士 �
�

�℃ 。

实验在一半隔音的房间内进行
，

水池
、

日光灯
、

鼠笼等实验室各种物件的位置保持不变
。

实验

采用一天训练 �次
，

每次训练 �分钟的方案
。

若动物 �

分钟尚未找到站台
，

将动物拿到站台上并使它在上面

停留 �� 秒
。

�天组于术后第 �天训练
，

术后第 �
、
�天

进行水迷宫恻试刃 天组于术前训练 �天
，

术后进行水

迷宫测试 �天
。
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����
�

��
。 �

����，
���生巨丛互丝

�
�

� ���的提取和活性测定
�

参照 �����等���的方

法
，

所有操作过程在 �℃下进行
。

称取冻存脑组织�一

��℃�，

按 � � ���八�比例加入预冷的 �����������
，

�� �
�

�
，

内含 �
�

�����蔗糖
、
���������

、
�

�

�����

����
、

����� ����
、

����� ���
、

�拌���

���������
、
�拜������������ �

。

在冰浴中用 ������

组织匀浆器匀浆
，
�������分离心 �� 分钟

，

上清即为

���提取液
。

采用
“�一精氨酸转化 生成

�
�一肌氨酸

测定法提取 ��科�反应 ������
，

使其终浓度为 ������

�����
，
���

�

�
，

内含 �
�

����������
、

��拌�����
� 、

���������
、
�

�

�����������
、
���������

、
�

�

�拌��

�� 一 精氨酸 �������� ����������
，

反应管中加入

������一 ������������� 作为本底
，

于 ��℃水浴中反

应 �� 分钟
，

用 ���预冷的 �����
� � 中止反应

，

再经

�
·

���
·

�������� ��� � �����型�阳离子交换树脂

层析柱分离反应液中的
“�一精氨酸和新生成的

�� 一

孤 氨酸
。

上 样前层 析柱先 用 ���中止 反 应 ������

������� �����
，
���

�

�
，

内 含 ����� ����
、

�
·

���������
、

������一肛氨酸�平衡
。

上样后收

集 ���流出液和 ���蒸馏水洗脱液
，

将收集的样品混

匀后取出 ���于闪烁杯中
，

加入 甲苯一 ������ 只 ���

闪烁液 ���
，

在液体闪烁计数仪��������上测定样品

的每分钟放射性活性 �����
，

由此计数计算
”�一肛

氨酸的生成量
。

结合蛋白质浓度计算 ���的比活性

�以每分钟每毫克蛋白质生成的
��一肌氨酸的 ����

数表示�
。

·���一

幽蜡黯舔婴些
只 �

·

�����、 �一���分钟

�
�

� 脑突触粗膜制备和
’�一����� 结合实验���

�

采

用和 ���提取同样的方法
，
�������分离心 ��分钟

，

沉淀悬浮于 ��������������一醋酸缓冲液 �����

中
，
�������分离心 �� 分钟洗涤 �次

。

最后将沉淀悬浮

于灭菌的 �
�

����� 蔗糖溶液中冻存于一��℃冰箱内
。

此即为脑突触粗膜
，

简称突触膜
。

实验时从一��℃冰箱

中取 出 并 解 冻 突 触 膜
，

加 入 ��������� ����
，

�������分离心 ��分钟洗涤 �次
，
用 ���������稀

释突触膜
。

取 ���拌�突触膜稀释液
，

加入 ���拌�������

���，在非特异性结合管中加入 ���拌���拌���非标记

的 �����和 ���拌����������
，

每管加入 �
�

�拌��

��一�����
，

在 ��℃水浴中孵育 �� 分钟
，

反应结束后

加入预冷的 ������ ��� ���
，

抽滤在纤维素滤膜上
，

并用预冷的 ��� ����洗涤
。

将滤膜置于闪烁杯中
，

��℃左右烘烤 �� 分钟后加入甲苯闪烁液 ���
，

于液体

闪烁计数仪上测定 ��� 值
，

结合突触膜蛋白质浓度

计算
��一�����结合量�以每毫克蛋白质结合的

��

一���������数表示�
。

��一������������� 总计数 ���
� �

�

��������������

�
�

� 统计方法
�

统计检验用 �检验
。

表 � �组小鼠水迷宫测试结果比较�王士
��

组 别 鼠数

正常对照组

假手术组

缺血模型组

正常给药组

��� 防治组

��� 治疗组

���治疗组

��� 治疗组

��

��
�

�士��
�

�

��
�

�土��
�

�

��
�

�士��
�

�
份

��
�

�士 ��
�

�

��
�

�士��
�

�

��
�

�士 ��
�

�

��
�

�士��
�

�△△
��

�

�士 ��
�

�△

��
�

�土��
�

�

��
�

�士��
�

�

��
�

�士��
�

�
‘ �

��
�

�士�
�

�

��
�

�士 ��
�

�

��
�

�士 ��
�

�△
��

�

�士��
�

�△
��

�

�士��
�

�心

与缺血模型组比较
，△尸��

�

��
，△△尸� 。 �

�� �
与正常对照组比

较
， 二 尸��

�

��
， 二 ， 尸��

�

��

表 � �组小鼠海马 ���� 受体活性测试结果比较 ‘ 士 ��

丛丝二卫卫监显丝笙查二巫些业卫区二色望二竺组 别 �‘ 主爸份
�

全挂目月‘ 二二�泰谁比含犷
二一二

祖 刀 ”
术后 �天 术后 �天

正常对照组 ���士 ������� ���士�������

假手术组 ���士������ ���士 �������

缺血模型组 ���士������� ���士 �������

正常给药组 ���士������� ���士 �������

��� 防治组 ���士 ������△ ���士�������

��� 治疗组 ���士 �������△△ ���士������

���治疗组 ���士 �����△△ ���士 ������

���治疗组 ���士 ������△△ ���士������

与缺血模型组比较
，△尸� �

�

��
，△△尸� 。 �

�� ，
与正常对照组 比

较
， 二 ���

�

��
， ， 二 ���

�

�� �
表中括号内为实验所用鼠数

，
下表同

表 � �组小鼠大脑海马 ���活性改变比较 ‘ 士，�

组 别 一卫旦婪婆粤丛少“ 嘿碧共绍上
一

机 圳 术后 �天 术后 �天

正常对照组 ���士������ ���士������

假手术组 ���士 �一��� ���士������

缺血模型组 ���士 ������二 ���士 ������
“ ‘

正常给药组 ���士������ ���士������

��� 防治组 ���士����� ���士�����△△

��� 治疗组 ���士 ������ ���士�����

���治疗组 ���士 ����� ���士�����

���治疗组 ���土 ����� ���士 �����△△

与缺血模型组比较
，△尸� 。

�

��
，△△尸� 。 �

��
�
与正常对照组比

较
， 二 ���

�

��
， ， ， ���

�

��

� 实验结果

�
�

� �组小鼠水迷宫测试结果比较
�

表 �示
，

小鼠经

脑缺血再灌术后
，

水迷宫测试结果显示
，

术后第 �天寻

找站台所需的时间�
��比正常对照组明显增加 �尸�

�
�

�� �
，

术后 �天差异更加显著�尸��
�

����术后 �天

所需时间���
�

�士 �
�

�� 比正常对照组��
�

�士�
�

��也有

显著性差异����
�

���
。

补肾活血方
、

川芍嗓
、

阿尼西



坦等药治疗后
，

小鼠术后 �天寻找站台所需的时间比

模型组明显缩短 ����
�

����术后 �天各药物治疗组

寻找站台所需的时间比缺血模型组有改善
，

但统计学

处理无意义�数据略�
。

�
�

� �组小鼠海马 ���� 受体活性测试结果比较
�

表 �示
，

小 鼠脑缺血再灌损伤后 �天海马的
�� 一

�����比正常对照组结合增强
，
�天后恢复正常

。

术

后 �天补肾活血方防治组和治疗组
、

���治疗组
、

���

治疗组 ���� 受体活性与缺血模型组比较明显下降

����
�

��或 ���
�

���
。

�
�

� �组小鼠海马 ���活性改变比较
�

表 �示
，

小鼠

脑缺血再灌损伤后 �天及 �天海马的 ���活性比正

常对照组明显升高
，

有显著意义
，

术后 �天补肾活血方

防治组
、
��� 治疗组 ���活性与缺血模型组比较明显

降低����
�

��或 ���
�

���
。

� 讨论

智能损害是 �� 病人的主要症状
，

其中学习记忆

能力减退尤为明显
，

生活质量受到严重影响
，

因此对

�� 的发病机理及药物治疗机制的研究 日益受到重

视
。

���� 受体在脑缺血损伤中的中心作用引起人们

极大的关注并为许多实验所证实���
。

生理情况下 ��

作为弥散性介质具有第二信使作用
，

并参与了学习记

忆的调控���
。

但在脑缺血等病理状态时 ���过度表

达
，

合成过量的 ��
，

引起神经毒性作用
，

可能是导致

神经元缺血性坏死的重要原因���
。

我们的实验结果表

明
，

小鼠经反复双侧颈总动脉闭塞缺血再灌术后
，
寻找

站台所需时间明显延长
，

表明脑缺血再灌术可造成小

鼠学习记忆功能障碍
。

补肾活血方等药可明显改善由

脑缺血损伤所致的学习记忆障碍
，

缩短小鼠在 �����
�

水迷宫中寻找站台所需的时间
，

补肾活血方与川芍啸
、

阿尼西坦作用相近
，

说明补肾活血方等药对脑缺血再

灌损伤所致学习记忆功能障碍具有明显改善作用
。

神

经生化学结果证实
，

脑缺血再灌术可引起小鼠海马

���� 受体活性的升高及 ���活性显著持续升高
，

提示脑缺血再灌术可导致 ���� 受体通道开放
，

从

而介导了兴奋性神经毒损伤 �并引起 ���活性升高
、

��过量生成
，

从而引起神经元损伤
。

补肾活血方等药

可明显对抗由脑缺血引起的 ���� 受体
、
���活性

的升高
，

提示补肾活血方等药具有对抗脑缺血再灌损

伤引起的兴奋性氨基酸的毒性作用
，

并可抑制 ���

活性的升高
，

对抗 �� 对神经元的损伤
。

这一作用可能

是补肾活血方保护脑缺血损伤的重要机制之一
，

与其

改善学习记忆能力相一致
。

《医学心悟 》中说
“
肾主智

，

肾虚则智不足
” ，
�� 又

是脑血管病后的并发症
，
属血疲的范畴

，

血癖致髓海失

养
，

即可引起智能障碍
，

故肾虚血疲是 �� 的基本证

型
。

现代中药药理研究资料表明
，

补肾活血方中的黄蔑

对双侧颈动脉结扎所致的实验动物脑缺氧有显著对抗

作用���〕 ，

并可增强小鼠的学习记忆能力��’〕 �构祀子具

抗衰老作用���〕 �女贞子既能抗衰老
，

又可抑制血小板

聚集���〕 �地龙
、

水蛙均可明显抑制血栓形成
，

改善血液

循环
，

增加脑血流量
，

对缺血性脑病有较好的治疗作

用���
， ‘�〕 。

因此补肾活血方能补肾活血益智
，

调节中枢

神经系统兴奋与抑制的平衡
，

增加脑的血液供应
，

提高

脑细胞对缺血缺氧的耐受力
，

抑制 ���� 及 ���活

性的升高
，

从而改善学习记忆能力
，

为补肾活血方用于

防治 ��提供了可靠的实验依据
，

其他作用机制有待

于进一步研究
。
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