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#摘要$!目的'探讨脑心通胶囊对血管性痴呆 !8*;=>3*692-2+7)*# LG"大鼠学习记忆障碍的作用及

对降钙素基因相关肽!=*3=)74+)+ /2+2,623*729 5257)92# KI@O"的影响$ 方法'采用大脑中动脉梗塞法制成

LG模型#将造模成功的大鼠随机分为脑心通组 !以下简称中药组 " &西药组和模型组#另设假手术组和

正常组#进行相关治疗后以 H466);水迷宫进行行为学检测#定量测定其学习记忆成绩%用 [);;3染色观察

其细胞形态的变化%用免疫组织化学法检测 KI@O表达水平的变化$ 结果'中药复方脑心通胶囊可以改

善 LG大鼠学习记忆能力#防止海马 KM' 区锥体细胞死亡#同时能增加海马区域 KI@O阳性细胞数和降

低其灰度值$ 其大鼠海马 KM' 区内的 KI@O免疫阳性细胞数明显多于模型组 !Co#?#& " $ 结论'脑心

通胶囊能提高海马 KI@O阳性神经元数目#对 LG大鼠海马神经元起保护作用#这可能是其改善 LG大

鼠学习记忆能力的部分作用机制$

#关键词$! 降钙素基因相关肽%!血管性痴呆%!H466);水迷宫%!脑心通胶囊
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!!血管性痴呆 !8*;=>3*692-2+7)*#LG"是指各种

脑血管疾病引起的脑功能障碍而产生的获得性智

能损害综合征#主要与缺血性脑血管病有关%',"&

-

近年来免疫组织化学技术的发展进一步证实脑血

管受某些肽能神经的支配- 本实验采用大脑中动

脉梗塞!-)9932=262B6*3*6726D4==3>;)4+#HKMb"法制

成 LG大鼠模型#观察脑心通胶囊对模型大鼠学习

记忆及海马降钙素基因相关肽 ! =*3=)74+)+ /2+2,

623*729 5257)92# KI@O"表达的改变#旨在探讨该复

方对 LG的干预机制-

!"材料与方法

'?'!动物选择与分组!!雌雄兼半健康 1G大白

鼠 &# 只#体质量 "## m""# /#由中南大学湘雅二

医院动物实验中心供给#合格证号为 1 c̀J!湘 ",

"##Q,##'% - 组间鼠龄.性别.体质量无统计学差

异#实验条件下自然饮食#适应环境 ' 周后进行

实验-

'?"!主要试剂与药物!!多聚甲醛!天津市化学

试剂研究所 " * 胶冻剂 !美国 U:26-41:*+94+ " *

U6)74+ 液!德国 12*1ADa)4公司 " * 1MaK即用型免疫

组化试剂盒 !北京中杉金桥生物技术有限公司" *

兔抗 KI@O多克隆抗体 !美国 1264U2=" *GMa显色

剂!北京中杉金桥生物技术有限公司 " *苏木素

!美国 1)/-*公司 " * 脑心通胶囊 !咸阳步长制药

有限公司" # 由黄芪.牛膝.丹参.桃仁.红花.乳香

等 '0 味中药组成#批号$#&#'#% #湘雅二医院制

剂科配制!配成生药浓度为 #?#& A/̂Y的混悬液#

药物配制后置 Q f冰箱保存备用#用前摇匀" * 喜

德镇批号$#%#%'$ !用前用双蒸水经超声细胞粉

碎机制成浓度为 #?#0"& /̂Y的混悬液#药物配制

后置 Qf冰箱保存备用#用前摇匀" -

'?%!动物模型制备及给药方法!!采用改良线

栓法%%&制成近似人类学习记忆障碍的血管性痴呆

大鼠模型- 造模成功的标志是术后动物出现同侧

W46+26';征及动物麻醉清醒后出现以左前肢为主

的偏瘫- 将造模成功的大鼠随机分成中药组.西

药组和模型组- 另设正常组大鼠不作任何手术处

理#假手术组只结扎颈内动脉及颈外动脉#每组

'# 只- 中药组给予脑心通灌胃 #?& /̂ ! A// 9 " #

西药组给予喜德镇灌胃 #?0"& -/̂ ! A// 9" #模型

组.假手术组和正常组均给予蒸馏水 ' -Ŷ '## /

灌胃- 术后第 ' 天即用药#每日灌胃 ' 次#连续

"S 9-

'?Q!学习记忆测试!!给药 "S 9 后#用 H466);水

迷宫训练#该训练包括隐匿平台搜索实验和探索

实验- 动物熟悉平台 " 次后#每只动物每天上下

午各训练 ' 次#连续训练 % 9#分别得到潜伏期数

据和探索实验数据#该数据反映动物的学习与记

忆能力- 为排除感觉或运动功能障碍对空间学习

记忆的影响#最后进行可见平台实验-

'?&![);;3染色及免疫组织化学检测!!H466);水

迷宫测试结束后#每组按常规灌注 & 只做海马组

织冠状连续冰冻切片#厚 '&

&

-- 每只大鼠选 % 张

有海马 KM' 区的切片用 '#\的甲苯胺蓝进行

[);;3染色#观察其细胞形态的变化* 每只大鼠选 &

张有海马 KM' 区的切片做免疫组织化学检测#

KI@O一抗抗体稀释度为'iQQS#操作步骤按免疫

组化试剂盒说明书进行#阳性反应产物应呈黄色

颗粒#沉淀于抗原所在部位#用 Oa1 代替一抗作为

阴性对照- 每张切片在 Q## 倍光镜下选位置大致

相同的海马视野#共 "& 个视野- 采用阳性细胞数

计数法#计数其中每个视野的 KI@O阳性细胞数#

取均值作为各组的阳性细胞数- 运用 HFM1,%##

全自动图像分析仪灰度调节后#按设定程序自动

测出阳性神经元终末灰度值-

'?0!统计学处理!!所得数据用均数 n标准差

!

!

Kn4"表示*各组间比较采用单因素方差分析#两

两比较用 Y1G,%检验#用 1O11''?# 统计软件进行

处理#以 Co#?#& 为差异有统计学意义-

#"结""果

"?'!行为学测试!!H466);水迷宫实验结果见表

' #在隐匿平台搜索实验中#模型组的逃避潜伏期

最长#明显长于正常组!Co#?#& " *而中药组的逃

避潜伏期短于模型组#差异有统计学意义 !Co

#?#& " *在探索实验中#模型组的动物存在明显记

忆障碍#每分钟穿越隐匿平台位置平均次数最少#

并且常有朝向错误#与正常组比较差异有统计学

意义!Co#?#& " *中药组的平均探索次数明显多

于模型组# 两者比较差异有统计学意 义 ! Co

#?#&"-可见平台实验中#各组动物的逃避潜伏期

##R



脑心通胶囊对血管性痴呆大鼠KI@O的影响!刘石梅#等

没有明显的组间差异!Cp#?#& " -

"?"![);;3染色!![);;3染色后#正常组和假手

术组大鼠的海马锥体细胞胞浆内尼氏体丰富#细

胞排列整齐*模型组大鼠海马锥体细胞胞浆内尼

氏体减少或缺如#核固缩深染*两治疗组大鼠海马

锥体细胞中尼氏体较丰富#有少数细胞核固缩深

染*表明中药复方脑心通胶囊能减少锥体细胞死

亡#减轻缺血对海马的损伤!图 ' " -

表!"H466);水迷宫实验结果!

!

Kn4# $ h'#"

$,<43!"NV526)-2+7*362;>37;4<H466);C*726-*Z2!

!

Kn4#$h'#"

组别
隐匿平台搜索
实验!;"

探索实验
!次 -̂)+"

可见平台实验
!;"

正常组!

$?$% n%?Q&

+

'0?"Q n&?Q'

+

''?Q% n&?Q0

假手术组
S?$R nQ?#0

+

'Q?S0 n%?R$

+

''?"% n"?Q%

中药组!

'$?#0 n$?'#

$+

S?$# n'?"$

$+

'"?RS n&?&$

西药组!

"#?&0 nS?RS

$+

S?SQ n"?&#

$+

'#?'0 n0?$Q

模型组!

"R?#& n'%?$&

$

Q?&& n#?SR

$

'"?#' nQ?"0

!!与正常组比较#

$

Co#?#&*与模型组比较#

+

Co#?#&

! "

# $ %

图!"海马KM' 区锥体细胞[);;3染色图! k"##"!M$正常组*a$假手术组*K$中药组*G$西药组*N$模型组

L+1)![);;3;7*)+)+/4<5D6*-)9*3=233;4+ KM' <)239 ! k"##"!M$ [46-*3/64>5* a$ 1:*-4526*7)4+ /64>5* K$ UKH/64>5* G$

.2;726+ -29)=)+2/64>5* N$ H4923/64>5

! "

# $ %

图#"海马KM' 区锥体细胞KI@O免疫组织化学染色!1MaK# kQ##"!M$正常组KI@O阳性表达*a$ 假手术组KI@O阳性表

达*K$ 西药组KI@O阳性表达*G$ 中药组KI@O阳性表达*N$ 模型组KI@O阳性表达

L+1)#F-->+4:);74=:2-);76D;7*)+)+/4<KI@O*B4>75D6*-)9*3=233;4+ KM' <)239 )+ :)554=*-5>;!1MaK# kQ##"!M$ O4;)7)822V,

562;;)4+ 4<KI@O)+ +46-*3/64>5* a$ O4;)7)822V562;;)4+ 4<KI@O)+ ;:*-4526*7)4+ /64>5* K$ O4;)7)822V562;;)4+ 4<KI@O)+

C2;726+ -29)=)+2/64>5* G$ O4;)7)822V562;;)4+ 4<KI@O)+ UKH/64>5* N$ O4;)7)822V562;;)4+ 4<KI@O)+ -4923/64>5

'#R
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"?%!免疫组织化学检测!!在光镜下#KI@O蛋

白反应产物呈黄色颗粒状#位于细胞膜和细胞浆

内#细胞核为阴性*阳性细胞主要集中分布于 KM'

区锥体细胞层#故以此部位做阳性细胞计数及图

像分析- 从图 " 可以看出#模型组大鼠海马 KM'

区内有少量 KI@O免疫阳性细胞表达#与正常组相

比#有显著差异 !Co#?#& " - 而两治疗组大鼠海

马 KM' 区内的 KI@O免疫阳性细胞明显多于模型

组#差异有统计学意义!Co#?#& " *两治疗组之间

比较差异无统计学意义 !Cp#?#& " !表 " " - 模型

组海马 KM' 区域内的灰度值最大#与其余四组比

较差异有统计学意义!Co#?#' " - 而中药组与模

型组比较#灰度值明显降低#差异有统计学意义

!Co#?#' " - 由上可以看出脑心通胶囊能增强

LG大鼠海马 KM' 区 KI@O的表达-

表#"各组大鼠海马区域KI@O免疫反应比较!

!

Kn4"

$,<43#"K4-5*;)4+ 4<)-->+262*=7)4+ *B4>7:)554=*-5

;2=746C)7: KI@O)+ 2*=: /64>5 !

!

Kn4"

组别 $ 阳性细胞数 灰度值

正常组! &

'Q?"% n#?&&

+

0$?$0 n$?'%

+

假手术组! &

'"?S$ n#?0Q

+

0$?&& n0?%"

+

模型组! &

&?"S n'?#0

$

$0?RS n%?R%

$

中药组! &

"#?RR n'?#S

$+

%R?S$ n#?S0

$+

西药组! &

"%?RR n%?S0

$+

%$?&S nS?#Q

$+

!!与正常组比较#

$

Co#?#&*与模型组比较#

+

Co#?#&

$"讨""论

血管性痴呆是老年期痴呆的一种重要类型#

脑缺血造成海马损伤引起学习记忆能力下降是发

生 LG的重要原因- 而海马是缺血损伤最敏感脑

区#直接参与信息贮存和回忆#是脑内参与记忆贮

存功能的重要部分#为 LG研究中涉及最多的脑区

之一#其 KM' 区在学习记忆中起重要作用%Q,&&

- 赵

建新等关于血管性痴呆的实验发现#小鼠海马结

构的病理改变与学习记忆功能密切相关#并认为

海马 KM' 区锥体细胞的迟发性死亡可能是缺血性

脑血管病导致痴呆的主要原因%0&

#即使短暂的脑

缺血也可造成锥体细胞延迟性神经元死亡%$&

- 因

此本实验通过对海马 KM' 区锥体细胞进行 [);;3

染色#发现该区中药组的尼氏体较模型组丰富#有

少数细胞核固缩深染#表明脑心通胶囊可以保护

缺血对 KM' 区锥体细胞的损伤- H466);水迷宫实

验表明该复方可以改善 LG大鼠的学习记忆能力-

KI@O是由 %$ 个氨基酸残基组成的#参与神

经系统功能作用的内源性活性物质#是一种强烈

舒血管作用的神经肽#对血管有不同程度的扩张

作用#尤其是对心脑血管的作用更为显著- 它可

逆转血管痉挛#改善血液循环#广泛分布于中枢和

外周神经系统#具有多种生理调节功能#在神经损

伤修复时呈现特征性表达的变化- 研究发现%S&

#

KI@O可促进海马神经细胞的生长发育#而且对大

鼠海马区域缺氧损伤具有明显的保护作用#延缓

缺氧导致的突触功能不可逆损伤的发生- 本研究

发现中药组海马 KM' 区域内 KI@O免疫阳性细胞

表达明显多于模型组#而灰度值明显低于模型组#

这可能与脑心通胶囊能促进 LG大鼠海马内 KI@O

表达有关# KI@O能扩张血管#逆转血管痉挛#改

善血液循环#保护缺氧损伤的大鼠海马区域#延缓

缺氧导致的突触功能不可逆损伤的发生-

LG属于中医学(善忘) .(文痴) .(呆病 )等范

畴#病位在脑#病机主要为气血亏虚.肝肾不足或

气滞血瘀而导致气血不能荣养脑窍#进而髓海失

聪所致- 本实验证明#中药组和西药组都可改善

大鼠学习记忆能力- 喜德镇化学名为甲磺酸双氢

麦角毒碱片#为改善脑循环和脑代谢的药物#临床

上可用于轻重度血管性痴呆- 脑心通胶囊由黄

芪.牛膝.丹参.桃仁.红花.乳香等 '0 味中药组

成#共奏益气活血.化瘀通络之效- 现代药理表

明#黄芪有扩张血管作用*动物实验结果表明#黄

芪对动物缺氧现象有不同程度的对抗作用#能改

善脑部 微 循环%R&

# 丹参 可扩张 血管# 改善 微循

环%'# m''&

#对 脑 缺 血 性 损 伤 具 有 很 好 的 保 护 作

用%'" m'%&

#川芎能扩张小血管#减小脑血管阻力#增

加脑血流量#改善微循环%'Q&

#葛根也能扩张血管#

增加脑血流量%'&&

-

上述实验结果表明#脑心通胶囊可使拟血管

性痴呆大鼠的学习记忆能力得以提高#其机制可

能与该复方能使海马脑组织内 KM' 区 KI@O表达

增强#发挥 KI@O对 LG大鼠海马神经元的保护作

用#从而减轻 LG大鼠学习记忆障碍有关-
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