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［摘　要］　目的　探讨补骨脂汤改善血管痴呆大鼠学习记忆的作用靶点。 方法　将６０只ＳＤ大鼠随机分成假手术组、模型

组、银杏叶片组、补骨脂汤低剂量组（补低组）、补骨脂汤高剂量组（补高组），每组１２只，制备血管性痴呆大鼠模型，手术后第

３ｄ开始给药，采用二维电泳分离海马内总蛋白，用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ软件分析蛋白差异点，用蛋白印迹法、免疫组化分析差异蛋白

的表达量。 结果　补高组、补低组总蛋白二维电泳的结果与模型组比较，发现差异蛋白点１９个，其中与空间学习记忆相关的

蛋白脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）、生长相关蛋白－４３（ＧＡＰ－４３）灰度比值及ＴｒｋＢ阳性细胞数补高量组明显高于模型组（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　补骨脂汤可能通过提高ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ、ＧＡＰ－４３基因的表达水平，改善和治疗血管性痴呆者学习记

忆能力。
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　　血管性痴呆（ＶＤ）是由一系列脑血管因素导致
脑组织损害所引起的痴呆的总称，为一种进行性疾
病［１］。中医辨证认为病位在脑，涉及肝、肾、心、脾，
往往因虚致使痰瘀浊毒留于脑窍，形成巢囊，脑气与
脏气不相接续而致病。故本课题组以此病因病机为
依据，经一系列的方药筛选，发现补骨脂汤能明显改
善ＶＤ大鼠的学习记忆［２－４］，但其靶点目前尚不清
楚。本课题经双向电泳，发现与空间学习记忆相关
的蛋白，以此探讨该方的作用靶点，为其临床应用提
供实验依据。

１　材料与方法

１．１　动物与药物
选用清洁级ＳＤ大鼠６０只（购于南昌大学医学

院动物中心），雌雄各半，实验动物许可证号：ＳＹＸＸ
（赣）２００９－０００１，体重１６０～１８０ｇ。
补骨脂汤（由补骨脂６ｇ、熟地黄１５ｇ、肉苁蓉

１２ｇ、当归６ｇ、人参６ｇ、白芍３ｇ、益智仁５ｇ、茯苓６ｇ、
远志２ｇ、丹参６ｇ、川牛膝６ｇ、大枣２枚、生姜３片组
成），所有中药由江西中医学院附属医院药房提供并
鉴定，均属正品，用煎煮液灌胃。银杏叶片（每片含
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总黄酮醇苷９．６ｍｇ，萜类内酯２．４ｍｇ），扬子江药业
集团有限公司生产，批号：０７１１２００１。

１．２　仪器与试剂
水迷宫实验装置（中国医学科学院药物研究所，

型号ＤＭＳ－２），等电聚焦电泳仪Ｅｔｔａｎ　ＩＰＧｐｈｏｒ、双
向－ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳仪Ｅｔｔａｎ　ＤＡＬＴｓｉｘ大
型垂直电泳系统、凝胶扫描仪Ｉｍａｇｅ　Ｓｃａｎｎｅｒ、图像
处理软件Ｉｍａｇｅ　Ｍａｓｔｅｒ２Ｄ 均为 ＧＥ 公司产品，

ＤＰＧ－９００型凝胶图像分析系统（上海光都仪器设备
有限公司，型号ＺＷＺＭ－１），ＤＹＹ－５型电泳仪。Ｔｒ－
ｉｚｏｌ 试 剂 购 自 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 （批 号：

１４０１９０２），ＰＣＲ引物由上海生物工程公司合成，兔
抗脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）（批号：Ｆ－１４０７）、生
长相关因子（ＧＡＰ－４３）（批号：ｂｓ－０１５４Ｒ）、ＴｒｋＢ（批
号：ｂｓ－０１７５Ｒ）单克隆抗体购于北京博奥森生物有限
公司，辣根过氧化物酶标山羊抗兔ＩｇＧ单克隆抗体
（批号：８２５８０）、兔 ＳＰ－９００１ 检测试剂盒 （批号：

Ｋ８２７２１Ｅ）、ＤＡＢ显色试剂盒（批号：３７５２３０ＡＪ）购于
北京中杉金桥公司。

１．３　动物分组、模型制备与给药
按随机数字表法将６０只大鼠随机分成５组，分

别为假手术组、模型组、银杏叶片组、补骨脂汤低剂
量组（根据人和动物体表面积计算法［５］，以人的正常
给药量计算为低剂量，简称补低组）、补骨脂汤高剂
量组（以人的正常给药量２倍计算为高剂量，简称补
高组），每组各１２只。
在造模前补高组、补低组用补骨脂汤灌胃７天，

第８天对５组大鼠进行手术造模，用２％的戊巴比
妥钠４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉，７５％酒精消毒颈前皮
肤，颈正中切口分离双侧颈总动脉穿线备用，用无创
动脉夹夹闭一侧颈总动脉１０ｍｉｎ，去夹后立即关闭
另一侧颈总动脉，每侧夹闭１次，每次１０ｍｉｎ，去动
脉夹撤线缝合皮肤［２－３］。假手术组只进行颈总动脉
的分离不夹闭血管，各组手术造模后存活的大鼠，苏
醒后放回笼中饲养。
术后第３ｄ开始给药，银杏叶片组给药剂量

７．２ｍｇ／（ｋｇ．ｄ），补低组给药剂量９．８２ｍｇ／（ｋｇ．ｄ），
补高组给药剂量１９．６４ｍｇ／（ｋｇ．ｄ），每天２次，连续

３０ｄ。而后进行 Ｍｏｒｒｉｓ实验［２－４］。实验完成后处死
所有大鼠，剥离海马。

１．４　蛋白样品制备
取海马组织１００ｍｇ，加３ｍｌ抽提液（０．１ｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ：８．８，０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＭＳＦ，０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ），超声，４℃、１０　５００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ。上清按１∶１体积比加入 Ｔｒｉｓ－饱和
酚，室温混悬后４℃、１０　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，保留
酚相。在酚相中加入０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）
及０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ 后加入 ４ 倍体积甲醇 （含

０．０１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵及０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ），－８０℃沉
淀后，４℃、１０　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。沉淀用预冷的

９０％乙醇（含０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ）洗涤２～３次，４℃、

１０　５００ｒ／ｍｉｎ 离 心 １０ｍｉｎ。蛋 白 溶 解 在 溶 解 液
（８．５ｍｏｌ／Ｌ　ｕｒｅａ，２．５ｍｏｌ／Ｌ　ｔｈｉｏｕｒｅａ，５％ＣＨＡＰＳ，

１％ＩＰＧ　Ｂｕｆｆｅｒ，０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ）中，室温混悬，

４℃、１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清即为蛋白质样本
溶液。

１．５　双向电泳
分别将１８ｃｍ、ｐＨ３～１０的胶条放入２００μｌ（含

２５０μｇ样本）水化液的泡胀盘持胶槽中水化过夜。
水化过夜后的胶条转移到聚焦盘中，按照仪器提供
的程 序 进 行 升 压：①５００Ｖ，５００ＶＨ；②１　０００Ｖ，

８００ＶＨ；③６　０００Ｖ，７　０００ＶＨ；④６　０００Ｖ，２　２００ＶＨ。
等电聚焦结束后采用两步平衡法平衡胶条。平衡后
进行第二维凝胶电泳。胶的浓度为１２．５％（２６ｃｍ×
２０ｃｍ×ｌｍｍ），将平衡后的胶条放置于已聚合的聚
丙稀酰胺凝胶胶面上，用６％的琼脂糖封顶液封闭
排除气泡。以恒定功率方式电泳，２０℃循环水冷却，
先５Ｗ／ｇｅｌ电泳２０～３０ｍｉｎ，待溴酚蓝前沿进入凝胶
约２ｃｍ时将电流加大至１７Ｗ／ｇｅｌ，直至溴酚蓝前沿
距离玻璃板下缘１ｃｍ时停止电泳。

１．６　二维凝胶电泳分析
银染色后的凝胶用Ｉｍａｇｅ　ｍａｓｔｅｒ　Ｌａｂ　ｓｃａｎ扫

描仪获取图像，利用Ｉｍａｇｅ　Ｍａｓｔｅｒ　２Ｄ凝胶图像分
析软件读取二维图像数据，以假手术组为参照胶，选
取表达水平相差２倍以上的蛋白质点进行分析，得
出模型组和补骨脂汤组海马差异蛋白。

１．７　蛋白印迹实验
取２０ｍｇ海马组织剪碎后加入０．５ｍｌ裂解液，

放入匀浆器中充分混匀，然后加入１ｍｌ抽提试剂充
分混匀，室温静置１０ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ低温离心

１０ｍｉｎ，吸除上下层液体保留中间层蛋白膜，干燥后
加入１％ＳＤＳ溶解紫外光吸收法测定蛋白浓度。取

８０μｇ总蛋白与等体积的２×蛋白质上样缓冲液，混
合后煮沸５ｍｉｎ，然后置于冰上快速冷却，１０％ＳＤＳ－
聚丙烯酰胺凝胶电泳，分离胶１５０Ｖ／９０ｍｉｎ，浓缩胶
电压８０Ｖ／３０～４０ｍｉｎ，蛋白分离后转膜，１００ｍＡ
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４０ｍｉｎ，转移至硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封闭
液室温摇床封闭２ｈ，加入１∶２００兔抗ＢＤＮＦ单克
隆抗体，１∶１００兔抗 ＧＡＰ－４３单克隆抗体，室温摇
床孵育２ｈ。洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，１∶２　５００辣根过
氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体孵育１ｈ，洗膜，

ＤＡＢ显色。凝胶成像仪测定灰度值，与β－ａｃｔｉｎ的
灰度值比衡量ＢＤＮＦ、ＧＡＰ－４３的蛋白质水平。

１．８　免疫组化

１．８．１　免疫组化方法　取动物海马组织，放入４％
多聚甲醛中固定２４ｈ。石蜡切片常规烤片脱蜡至脱
水，３％室温孵育 Ｈ２Ｏ２１０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化
物酶的活性。微波炉抗原修复。滴加正常山羊血清
工作液封闭（ＳＰ－９００１试剂盒，试剂 Ａ），室温孵育

１０ｍｉｎ。倾去血清，滴加适当比例稀释的一抗（ＰＢＳ
稀释ＴｒｋＢ　１∶２００），４℃冰箱孵育过夜。滴加生物
素标记二抗工作液（ＳＰ－９００１试剂盒，试剂Ｂ），室温
孵育３０ｍｉｎ。滴加辣根过氧化物酶标记的链霉素卵
白素工作液（ＳＰ－９００１试剂盒，试剂Ｂ），室温孵育

３０ｍｉｎ。各步骤间除有说明外，均以ＰＢＳ冲洗３次，
每次５ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，显微镜下掌握染色程度。
苏木素复染。常规脱水透明，中性树胶封片，显微镜
观察照相。ＰＢＳ代替一抗为阴性对照。

１．８．２　结果判定　以细胞核不染色，细胞浆内出现
棕褐色颗粒为阳性染色。光镜下对每张切片取５个
不重复视野，计数５个视野内的总细胞数和总阳性
细胞数，再计数阳性细胞均数。

１．９　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１５．０统计软件，计量资料采用均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示。计量资料组间比较采用单
因素方差分析。

２　结果

２．１　各组大鼠海马内蛋白的比较
各组大鼠海马蛋白质经双向凝胶电泳及银染后

获得（８５１±３６）个蛋白点，以假手术组为参考胶，各
组与 之 匹 配，匹 配 率 为 （８１±４．３）％，用 Ｉｍ－
ａｇｅＭａｓｔｅｒ软件分析蛋白差异点，补低组、补高组海
马内蛋白点无差异，两者与模型组比较共有１９种差
异蛋白，其中１３点上调，６点下调。搜索网上数据
库中所有的已鉴定蛋白点，经相似性搜索的结果与
本实验差异蛋白点进行对比分析（设定误差范围为：

ｐＩ为±０．２，Ｍｒ为±１ｋＤａ），初步鉴定出 ＢＤＮＦ／

ＴｒｋＢ、ＧＡＰ－４３蛋白特性具有相似性，为验证此结
论，进一步用蛋白印迹和免疫组化的方法分析。

２．２　各组大鼠海马内ＢＤＮＦ、ＧＡＰ－４３蛋白的比较
表１示，补高组海马内的ＢＤＮＦ、ＧＡＰ－４３基因

表达的蛋白量明显高于模型组，且有统计学差异
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），提示补骨脂汤高剂量可提
高ＢＤＮＦ、ＧＡＰ－４３基因的蛋白表达量。

表１　各组大鼠ＢＤＮＦ、ＧＡＰ－４３基因

　　表达的ｍＲＮＡ比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数
蛋白灰度比值

ＢＤＮＦ　 ＧＡＰ－４３
阳性细胞数

ＴｒｋＢ（个）

假手术组 ８　０．３１±０．０８　 ０．４１±０．１５　 １２．０２±２．６４
模型组 １１　０．２７±０．０７　 ０．３４±０．０６　 ９．７７±１．５１
银杏叶片组 １１　０．３３±０．０８　 ０．４０±０．１１　 １０．３０±１．７４
补低组 １０　０．３８±０．１１　 ０．４４±０．１０　 １０．９７±３．１１
补高组 ８　０．６３±０．２３＊ ０．５７±０．１２＊＊ １３．６５±３．８５＊

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１

２．３　各组大鼠海马内ＴｒｋＢ蛋白表达的比较
表１示，银杏叶片组、补低组、补高组大鼠海马

内的阳性细胞数均高于模型组，其中补高组与模型
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示补骨脂
汤可提高ＴｒｋＢ基因的蛋白表达量。

３　讨论

ＶＤ病理生理机制复杂，可能为多个环节相互
影响。中医学在治疗 ＶＤ方面采用多靶点、多环节
干预手段，已经显示了一定的优势，并取得了一定进
展，目前临床使用的诸多中医药疗法均有一定的疗
效［６－７］。补骨脂汤原载于《医醇賸义·卷二》，原书
主治“则气馁，骨节无力，神情不安”。课题组经过近
几年的研究发现，补骨脂汤具有明显改善痴呆大鼠
的学习记忆功能。方中的补骨脂能补肾填精；人参
大补元气，使气旺精足，安神益智；熟地黄养血滋阴，
填精益髓；益智仁暖肾固精；肉苁蓉补肾阳、益精血；
远志能安神祛痰开窍；大枣、当归具有益气作用；丹
参有活血行气祛瘀通络之功效。诸药合用，具有补
肾精、益气安神、活血化痰的作用，达到醒脑开窍、精
足气旺、脑髓充养的功效，从而使ＶＤ大鼠的学习记
忆得到明显改善［２－３］。

为进一步探讨该方的作用机理，本课题组采用
双向电泳分离海马中所有蛋白，与数据库中的蛋白
性质比较，发现补低组、补高组与模型组之间的ＢＤ－
ＮＦ／ＴｒｋＢ、ＧＡＰ－４３的蛋白存在差异，经蛋白印迹和
免疫组化分析：补高组能明显提高ＶＤ大鼠海马内

ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ、ＧＡＰ－４３基因蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１），提示海马内 ＢＤＮＦ／Ｔｒｋ－Ｂ、ＧＡＰ－４３
基因可能是该方作用的重要靶点。既往研究表明，
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人参中的人参皂苷能使大鼠海马神经元的ＢＤＮＦ
及ＴｒｋＢ蛋白表达上调，上调ＢＤＮＦ启动神经再生
的相关基因 ＧＡＰ－４３的表达，调节 ＧＡＰ－４３或者其
他神经再生相关因子的表达，促进神经再生，改善大
鼠神经元对神经递质的摄取并不断完善其功能；而
丹参具有较强的抗炎和免疫调节作用，有利于因缺
血导致的神经组织损伤的修复和炎症的吸收，同时
茯苓、远志等能够增加神经细胞内神经生长因子及
其受体的表达［８－１０］，综上所述，该方对海马中的

ＤＮＦ／ＴｒｋＢ、ＧＡＰ－４３基因表达的影响可能是通过
多环节、多途径整合作用的结果，对于支持和维持神
经元的存活、损伤神经元的恢复以及调节神经功能
和神经可塑性有重要作用。
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