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丹桅逍遥散含药血清对 �
一

半乳糖致原代

培养神经元损伤的影响

蔡大勇
‘

赵 雁
‘

黄启福
‘

摘要 目的
�

探讨丹桅逍遥散 �������对 �
一

半乳糖致原代培

养 神经 元损 伤 的保护作用 机制 方法
�

在原代培养第 ��
�

以

���
�� �

一

半乳糖 ��
一

����作用神经元 ��� 造成 自由基损伤模

型
，

用 �。 少�����药物血清防治损伤
。

倒置显微镜下观察神经

元的生 长发育形态
�

�
’

�’�
’

法在酶标仪 上检测神经元代谢率
�

�，�

染色在流式细胞仪上检测神经 元凋 亡构成 比
�

�� 染色观察神

经兀形态
、

形态 计址神经突 起密 度
�

��一��� 检测 糖醛还 原酶

信使 ��� � 、 �
一 。 ���八 �介址 拜��检验 比较 ，��常 又寸照 神经兀

、

受 ��
一
���� 攻击神经元和受 ��

一

�戒 攻击同时得到 ������防治神

经元之间 的差 别
�

结果
�

受 �
一
���攻 击而受损伤的神经 元代谢率

显 著降低 ��
，

习
，�

��� �
�

高
、

中
、

低剂 址 ����丫�防治均可使其明

显 回升 �尸 � 。
�

��或 �’ 泛 �
�

��� ��凋 亡 构成 比增 高 �尸� 。
�

��� �
，

高
、

中低剂量 �����防治均可使其回降 ��� 。
�

��� ��攻击后出

现变性坏 死的形态变化
�

�����防治使其好转
�

但神经突起浆

质 中 出现 均 匀
、

细 小 的颗 粒
�
神经 突 起 密 度 显 著 降低 ��

，

�

。
�

川 �
�

高
、

中
、

低剂壁 �����防治使其明 显 回 升 ��’ � 。
�

听 或

产� ��
�

����消除胶 质细胞的原代培养神经元无 ��
一

���� 表

达
。

结论
������� 可试用 于老年性痴呆的防治

主题 词 阿 尔茨海默病
」

预防 和控制 电 神经 元损 伤 丹桅

逍遥散 治疗应用

老年性痴呆 �划��的发病率高
，

对老年人的生活质

量影响大 我们根据代谢障碍 和白由基损伤理论
，

建

今
� 」’ 神经 儿损伤的模拟

‘

、 �� 细胞模型
一 ’

在该模型上

观察丹桅逍遥散 ����丫��对神经儿的影响
，

为其临床

防治 �� 提供实验依据
。

� 材料与方法

�
�

� 主要仪器和试剂
����仪器

�

���
�

培养箱 ������
�

��� �
、

万能 显 微镜 ��������� 、 �

����� �
、

倒置相差 显微

镜 ������一川
、 ，

�料
�。 ���

，

������ 型 精 密 天 平 ��
������

，

������������
、

���� 型 酶 联 免 疫 检 测 仪 �����
一

���
，

��� �
、

���
’

���
一

��
子

��� 流式细胞仪 ����
一 ���

，

����
、

���
一

��� 型 ��� 仪
、

���
一
皿 �型 稳 压稳 流 电泳仪

、

��� 型凝胶成像分析仪
。

���试剂
��

一

半乳糖 ������
�

姆、 。 ，

�
。
�

�
��

，

北京化学试剂公司 �
、

马血清 �中国医学

科学院天津血液病研究所 �
、

优质胎牛血清 �〔五��� �
、

高

北 京
‘
�
，
恢 药大学病理教研室

�

北 京 市朝 阳 区北 三环东路 ��

号��
�川 �三川

收稿 日期
�

加吧
�，爪一 吕�

修���� ��期
�，『�竺一 卜 绍

糖 ���� 培养基 ����
����多聚赖氨酸��� �

�

�火 ��
‘

一 �
�

�� �口�
、

胰蛋白酶
、

谷氨酞胺
、

胰岛素
、

转铁蛋白
、

亚硒酸钠
、

皮质酮
、

黄体酮
、

腐氨
、

三碘甲状腺原氨酸
、

牛血清 白蛋 白���� �
、

阿糖胞昔
、

��� 酶
、

碘化丙 吮

����
、

噬哇蓝 ���� �
、

二甲基亚枫
、

������� 均为 ���
�

��，
公 司 产 品

。

大 鼠糖 醛 还 原 酶 信 使 ��� ���
�

���� � 的 引 物 为
�

顺 向 粼
一

����������
�

���
‘

�����
一

�
’ ，

反 向 �气�����������������
�

�
‘ ，

扩增产物大小为 �����
。 �北京赛 百盛公司

，
�����

，

一

步法 ��
一

��� 试 剂 盒 �������� �
，

����
�

����� ���
�

�����
��北 京鼎 国生物技术 发展 中心 �

。

安理 申片
，

����片
，

国药准字 ���������号
，

英 国 ����
�
公 司生

产
�

卫 材 �苏州 �制 药有 限公 司分装
�
成人使用 剂量

����日
。

�����浸膏
�

按 ����版药典 �����处方配

制 �柴胡 ��
，

当归 ��
，

白芍 ��
，

炒 白术 ��
，

获等 ��
，

牡丹

皮 ��
，

炒桅子 ��
，

炙甘草 ���
，

饮片来源于北京中医药

大学国医堂
，

由北京中医药大学中药学院煎煮�首次至

沸后 ���
，

再次至沸后 �
�

���
，
���下真空负压浓缩制成

流浸膏
�

生药浓度为 �� �����
。

�
�

� 神经元原代培养流程
����大鼠血清的制备

�

雄性

�
�、 ，�� 大鼠 洲 只

�

体重 ����士����
，

随机分 �组
，

每组 �

只 正常对照组
�

喂养基本颗粒饲料观察 ��后
，

每 日生

理盐水 �
�

��卜��灌胃
，

连续 ���
。

安理申组
�

安理 申悬

浮 于 �下
�

的 缩 甲 基 纤 维 素 钠 �����中 灌 胃 给 药

�
·

�������
�

余同正常对照组
。

�����高
、

中
、

低刊量

给药组
�

分别 以 ��
�

���
、

��
�

���
、

�
�

�������剂量灌 胃

给药 �����
，

余同正 常对照组
。

第 ���末次给药后

��
�

以 乙 醚麻醉大 鼠
，

按 无菌操作进行颈动脉插管放

血
，

分离血清
，

每瓶 ���分装血清封 口后
，

低温冰箱

一 �。 �保存备用
。

���原代神经元培养
�

参考司徒镇强
、

吴军正的原代神经元培养方法
竺

·

几〕 。

接种前用多聚赖氨

酸铺板
。

在冰上按无菌操作
，

取 ��一 ��� 胚鼠大脑 �一

� 个
，

切 成 小 块
� �火��

� 、

�� �
、

�
�

����胰 酶 消 化

����� �
接种液终止消化 �次

，

移人 ����接种液吹散细

胞
，

静置后取上清用 ��� 目过滤
�细胞计数后用接冲液

稀释至所需密度接种
。

以 �
�

。 只 �。 ，
������ 染色 �

、

�
�

�

沐 ���
�

���������
、

��染色 ���胞密度
，
�

、

��
、

��孔墙养

板每孔分别接种 �
�

�
、

�
�

�
、

�
�

����
。

在 ���
、

����
�

及
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附表

代谢率

�����对原代培养神经元损伤的保护作用 ‘ 士 、 �

组 别

正常对照组

�
一
���模型组

安理申组

�����高剂量组

�����中剂量组

�����低剂量组

�
�

���士 �
�

�������

�
�

���士 �
�

�������
“

�
�

���士 �
�

�������
甘 ▲▲

�
�

���士 �
�

�������
补

“
�

�

���士 �
�

�������
奋 ‘

�
�

���士 �
�

�������▲鑫乙△

凋亡构成 比

�
�

���士 �
�

�������

�
�

���士 � �������
于

�
�

���士 �
�

�������‘ ▲

�
�

���士 �
�

�������
号 ▲ ‘

�
�

���士 �
�

�������
卜

“
�

�

���士 �
�

�������
� ‘ 鑫

神经元突起密度

�
�

���士 �
�

��������

�
�

���士 �
�

��������
�

�
�

���士 �
�

��������
’

�
�

���士 �
�

��������
修

“ 乙

�
�

���士 �
�

��������
井 ‘

�
�

���士 �
�

��������▲▲△△ 二艺右

与正常对照组 比较
， ， 尸��

�

�� �
与模型组 比较

，▲尸� 。
�

��
，▲▲尸� �

�

���与安理申组 比较
，△尸� �

�

��
，△△尸� 。

�

��
�
与 �����高剂量组 比

较
，

口尸� 。
�

��
，

�刀尸��
�

���与 �����中剂量组比较
，☆���

�

��
。

括号内为动物数

饱和湿度下静置培养 ���后全换接种液
�
第 �� 加人终

浓度 ���� 阿糖胞昔作用 ���
，

其后每 �
�

�� 半量更换

维持液 �次
。

����
一

���致原代神经元损伤模型处理
�

于

原代培养的第 ��分 �组进行处理
。

正常对照组
�

加人

含 ���� 葡萄糖和 ���正常对照组药物血清的维持

液培 养 ���
。

�
一
���模 型 组

�

加 入 含 ���� �
一
���和

���正常对照组药物血清的维持液培养 ���
。

安理申

组
�

加人含 ���� �
一

����终浓度 �和 ���安理 申治疗

组药物血清的维持液培养 ���
。

�����高
、

中
、

低剂量

给药组
�

加入含 ���� �
一
����终浓度 �和 ��写�����

高
、

中
、

低剂量给药组药物血清的维持液培养 ���
。

�
�

� 观察指标
�
���神经元生长发育

�

每天观察描述培

养神经元生长发育的形态特征川
。

���神经元代谢率
�

�
一

���攻击 ���后
，

��� 法
，

用酶联免疫检测仪检测

神经元的代谢率二�〕 。

�� �神经元凋亡构成比
�
�

一

���攻击

��� 后
，

�� 染 色 流 式 细 胞 仪 检测 神 经 元 凋 亡 构 成

比 〕 ‘ 〕 。

���神经元形态结构
�
�

一

���攻击 ���后
，

��染

色
，

观察神经元的形态特点�
‘ 二

。

���神经元突起密度
�

�
一

���攻击 ���
、
后

，
�� 染色

，

在 �� 倍物镜下随机选择

两个清楚的视野
，

用上海第三光学仪器厂的 �
�

目镜测

微尺
，

逐一观察测微尺标线与神经突起的交叉点数
，

总

点数除以 �护 作为突起长度的数据
。

�����
一

���� 含

量 二�
，

��
。

�
�

� 统计学方法
�

各组数据以均数士标准差 �牙士
、 �表

示
，

用 �检验 比较组间差别
，

以 尸��
�

�� 为差异有显著

性意义
。

� 结果

�
�

� 培养神经元生长发育的基本过程
�

倒置相差显微

镜下观察到原代培养神经元三个生长发育阶段
。

���成

活阶段
�

第 �一 ��
，

所有细胞均存活
。

���成熟阶段
�

第 �一��
，

消除非神经元后
，

神经元迅速分化
，

出现神

经元的形态特征
。

���稳定阶段
�

第 �一��
，

神经元已充

分分化
，

并维持稳定的结构
。

�
�

� �����对培养神经元代谢率的影响
�
�

一

���攻击

���后
，

以 ��� 法用酶标仪检测神经元的代谢状态
，

数据统计分析如附表
。

结果显示
，
�����高

、

中
、

低剂

量给药组的代谢率比正常对照组低
、

比模型组高
，

其中

低剂量组 比其它各给药组高
，

统计学差异均有高度显

著性 �尸� 。
�

�� 或 尸� 。
�

�� �
。

表明 �����能提高代谢

率而防止原代培养神经元损伤
。

�
�

� �����对培养神经元凋亡构成 比的影响
�
�

一

���

攻击 ���后
，

以 �� 染色流式细胞仪分析原代培养神经

元 凋 亡 构成 比
，

数据 统计分析 如 附表
。

结果 显示
，

�����高
、

中
、

低剂量给药组凋亡构成 比较正常对照

组高
，

较损伤模型组低
，

统计学差异均有高度显著性

�尸��
�

���
。

表明 �����通过抑制凋亡而防止原代培

养神经元损伤
。

�
�

� �����对培养神经元细胞形态的影响
��

一

���攻

击 ���后
，

�� 染色
，

������
�
光学 显 微镜下 观察照

相
，

显示神经元的病变特点
。

���正常对照组神经元形

态
�

神经胶质细胞数量少
，

胞浆少
，

圆核浓染
。

边缘不

齐
。

神经元数量较多
，

突起致密
，

锥体神经元胞浆嗜碱

性染色
，

圆核深染
，

核浆 比为 � � �
。

直行轴突粗大均

匀 �树突分岔多
、

弯曲行走 �突起交织成网状
。

颗粒神经

元胞浆淡染
，

圆核深染
，

核浆 比为 � � ��突起弯曲
、

分

支多
。

多极神经元数量少
，

胞浆淡染
，

核圆
，

核浆 比为

� � ��突起多
，

分叉多
，

行走弯曲
。

细胞外散在大量的紫

红色细小颗粒
，

大小不等
，

圆形
，

有生物膜外界
，

部分颗

粒有蓝染的核心
。

���损伤模型组神经元病变
�

神经胶

质细胞数量减少
，

胞浆少
，

核浓缩深染
。

神经元数量减

少
，

突起稀疏
。

锥体神经元减少
、

变小
，

胞浆深染
，

核染

色质密集
，

核浆比值增加
�
突起减少

，

直径增粗 �轴突粗

细不均
，

行径弯曲
�
树突深染

、

僵硬
、

膨大和扭曲
，

分支

减少
。

其它类型的神经元具有类似的病变
。

细胞外颗

粒增多
。

���安理申组神经元形态
�

神经胶质细胞数量

减少
、

体积缩小比损伤模型组严重
。

神经元病变特点与

损伤模型组类似
，

但程度减轻
。

神经元数量
、

体积回升
，

突起密度回升
。

轴突较均匀
，

无弯曲
，

树突无僵硬
�
但突

起的浆质内出现颗粒状结构
，

使分支密度无明显回升
，

纤细网络仍然疏散
。

细胞外颗粒减少
。

��������给药
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组神经元形态
������高

、

中
、

低剂量给药组的病变特

征相似
。

神经胶质细胞与正常对照组类似
。

神经元病

变性质与损伤模型组类似
，

但程度明显减轻
。

神经元总

数量明显回升
，

突起形成的网络密集
，

类似于正常对照

组
�

神经元的体积回升
，

数�回增
。

轴突均匀
、

直行
，

树

突无任硬 �突起分支密度明显回升
，

纤细网络密集类似

于正常对照组
。

细胞外顺粒明显减少
，

接近于正常
。

�
�

� 丹桅逍遥散对神经元突起密度的影响
��

一

���攻

击 ���后
�

常规 �� 染色
，

�� 倍物镜下形态计�神经

元突起密度
。

数据统计如附表
。

结果显示
�

除 �����

低剂�组外
，

其余各给药组的神经突起密度比正常对

照组低
，

比损伤棋型组高
，

且 �����低剂�给药组高

于其它组
，

统计学差异均有高度显著性 ��� 。 �

�� 或

�� 。
�

���
。

表明 �����的作用效果与神经元突起密

度无关
，

其中低剂�组效果最好
。

�
�

� 丹桅逍遥散对神经元 ��
一

���� 的影响
��

一

���

攻击 ��� 后
，

各组 ��
一

���检测均无 ��
一

���� 的表

达
，

表明阿糖胞昔消除了胶质细胞
，

无 ��
一

���� 表

达
。

不加入阿糖胞昔时
，

正常对照组
，

损伤模型组
，

安理

申组和 �����高
、

中
、

低剂量给药组的 ��
一

���� 灰

度值依次为 �
�

��
、
�

�

���
、
�

�

���
、

�
�

���
、
�

�

���
、
�

�

���
，

表明半乳糖醇只在少突胶质细胞形成
。

� 讨论

本实验证实了 �
一

���通过氧自由基引起原代培养

神经元损伤二�
· ’ ，

�一 ’ 〕 。

阳性对照药安理申通过提高代谢

功能而起防治作用
，

表现为神经元的代谢率回升
、

凋亡

率下降
�不影响病变形态

，

但出现轴浆运输障碍
。

���、
’

�是从肝论治 �� 的代表方
。

�� 证型脏腑

传变的中心环节是肝郁气结 二’ 〕 。

�� 虚证源于肾
，

终于

脑
、

心
，

肝郁促进 �� 向难治状态发展是为证型脏腑传

变的关键
。 《辨证录

·

呆病 》论及 �� 患者肝气郁
，

脾气

衰
，

痰阻清窍而成痴
，

症见健忘
、

失算
、

言误或迷失
。

阴

不足则肝阳亢
，

症见 目眩
、

耳鸣
、

易怒
、

苔黄舌红
、

脉弦

数
。

应以疏肝清热
，

养血健脾治之
。

�����方中柴胡疏

肝解郁为君药 �牡丹皮
、

炒桅子清热解毒
，

当归养血理

气
，

白芍养血柔肝
，

共为臣药
�白术

、

获荃
、

甘草健脾益

气
，

共为佐药卜
’�〕 。

以 ���的 �����药物血清加人到

培养基中能一定程度地逆转 �
一

���引起的原代培养神

经元损伤
。

�
一

���损伤的原代培养神经元代谢率降低
、

凋亡率

升高
，
�����药物血清能使原代培养神经元的代谢率

回升
、

凋亡率下降
。

其中
，

低剂量组效果最好
，

高剂量组

次之
，

中剂量组效果较差
。

说明 �����提高了受损神

经元的代谢功能
。

�
一

���损伤的原代培养神经元出现胞体的变性坏

死
，

出现突起密度的降低 ������药物血清能减轻原

代培养神经元的胞体损伤
，

能增高突起密度
。

其中低剂

量组效果最好
，

高剂量组次之
，

中剂量组效果最差
。

说

明 �����能维持受损神经元的形态结构
。

综上所述
，

通过影响原代培养神经元功能和结构
，

�����能降低凋亡率
，

增高代谢率
，

减轻损伤程度
，

提

高神经突起密度
，

促进轴浆运输功能
，

从而起到治疗

�� 的作用
�
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