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摘要 目的  研究氢化可的松≤对大鼠学习记忆功能的影响及与氧自由基的关系 ∀方法  迷宫法检测实验

大鼠的学习记忆功能 法及硫代巴比妥酸法分别测定胞浆及线粒体的蛋白质及  ⁄ 含量 分光光度法及荧

光分光光度法分别测定胞浆及线粒体的 ≥ 及 ≥≥的含量 黄嘌呤氧化酶法及紫外分光光度法分别测定胞浆及

线粒体的  2≥⁄及 ≤ × 的含量 ∀结果  ≤ 可引起老龄前期大鼠记忆障碍 同时使脑细胞浆与线粒体产生  ⁄

及 ≥≥增加 !≥ 及 ≥≥≥比值下降以及  2≥⁄及 ≤ × 活性降低 ∀结论  ≤ 同步抑制老龄前期大鼠学

习记忆功能是与其降低机体的抗氧化能力和增加氧自由基的损伤有关 ∀
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  衰老的自由基学说认为机体老化是由

于体内氧自由基¬ ƒ  产生过

多和机体抗氧化能力下降 即二者之间的关系失衡

引起 ∀而衰老主要行为改变是认知功能障碍 ∀许多

研究表明 衰老及缺血性脑损伤

时 脑内氧自由基水平升高 抗氧化酶活力下降 神

经元发生退行性变≈  这可能是认知功能改变的

原因之一 ∀各种原因引起的血中糖皮质激素

∏≤水平升高即外源性及内源性

的 ≤ 升高 均可导致脑对损伤的易感性增加并加

速脑衰老≈  ∀关于糖皮质激素诱导的认知障碍与

自由基之间的关系报道不多 ∀本研究用氢化可的松

诱导大鼠学习记忆减退模型 并在此基础上观察自

由基的变化 从而探讨学习记忆改变与自由基的关

系 ∀
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仪器与设备  ≠ 迷宫≠2  安徽医科大学

药理教研室自制 ∀ 型自动高速冷冻离心机 

湖南仪器总厂离心机厂生产 分光光度计 上海

第三分析仪器厂产品 2紫外分光光度计 上

海雷磁仪器厂 °≥2 超声波粉碎机 上海超声波

仪器厂 内切式组织匀浆机 浙西机械厂 ∀ 2

型荧光分光光度计 日本日立公司产品 ∀

实 验 方 法

  ΗΧ诱导大鼠衰老模型  取正常老龄前期

月大鼠 只 随机分成 组 正常同龄对照及 ≤

模型组 另取 只 月龄大鼠作正常成年对照 ∀

给予 ≤  # #  共  对照组

等容积溶媒 每周称体重一次 ∀与 用 ≠ 迷

宫检测各组大鼠学习记忆功能 ∀末次给药后禁食

  后处死大鼠 检测各项指标 ∀
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大鼠学习记忆功能的检测  ≠ 迷宫为均三等分

辐射式穿梭箱 底部为铜栅 通电 ∂ 可电击大

鼠足爪 ∀每一个穿梭箱后顶部均有一  • 白炽信

号灯 实验时根据动物所在位置 可改变信号方位 

信号灯亮时铜栅不通电 为安全区 另两臂通电 ∀检

测时首先让动物学会辩别安全信号而主动逃避电

击 学习时以 次中遭受电击次数错误次数  

作为指标  后重复上述试验 ∀

脑细胞胞浆与线粒体的制备[ 2]  于学习记忆

功能检测次日 断头处死大鼠 立即在冰浴上取出大

脑皮层 分别用冰冻生理盐水制成  匀浆  ε 离

心  #    取上清液 再  ε 离心

  #    上清液即为胞浆 沉淀为

线粒体 ∀将线粒体重悬于 1 生理盐水中 

  ε 贮存待测 ∀一部分线粒体悬液经 ≤°≥2 超

声波粉碎机粉碎 每次  Λ  间隙  反复 

次使线粒体微粒破碎  ε 离心  #   

 上清液供酶活力测定 ∀另一部分线粒体悬液

直接供  ⁄与蛋白质含量测定 ∀

胞浆与线粒体 Μ∆Α含量的测定[ 5]

(1) Μ∆Α 标准曲线的制备  用双蒸馏水将

×∞°配制成  个不同浓度的溶液    

#  ∀各取  加  三氯醋酸  

静置  后 加入 1  ×  于沸水浴中

加热  流水冷却至室温 离心  

#    取上清液   处测吸光度

值 ∀以 ×∞°浓度为横坐标 值为纵坐标 绘制

标准曲线 ∀

(2) 胞浆与线粒体 Μ∆Α含量的测定[ 6]  分别

取胞浆和线粒体悬液  加   三氯醋酸 1

破坏线粒体并沉淀蛋白质 以后步骤同上 测吸

光度值 在标准曲线上查出  ⁄ 浓度 结果以

# 蛋白表示 ∀

(3) 蛋白质含量测定  采用改良 氏法 ∀

以 ≥作为标准品 测定脑细胞胞浆与线粒体的蛋

白质含量 ∀

胞浆与线粒体中还原型谷胱甘肽(ΓΣΗ)含量测

定

(1) ΓΣΗ标准曲线制作  取  # ≥

标准液 配成系列浓度     Λ#

溶液 各取 1 分别加入含 1 °≥

 1 1 #的试管中 再加入 ⁄× 显

色液 1 摇匀后  内在  处读吸光

度值 以 ≥ 浓度为横坐标 吸光度为纵坐标 绘制

标准曲线 ∀

(2) 胞浆与线粒体中 ΓΣΗ含量测定  分别取

线粒体裂解液上清 !胞浆各 1 加 °≥

1 1 #  1 再加入 ⁄× 显色剂

1 摇匀后  内在  处测 值 并从

标准曲线上查出 ≥ 浓度 结果以#
 蛋白

表示 ∀

胞浆与线粒体中氧化型谷胱甘肽(ΓΣΣΓ)含量

测定[ 7]

(1) ΓΣΣΓ标准曲线制作  称取 ≥≥  溶

于  1 #   溶液 分别取 ≥≥

溶液  1 1 1 1 1 内含 ≥≥   

    Λ置试管中 分别加入 1 #  

  溶液 1 1 1 1 1 1 再加入

邻苯二甲醛溶液 #   1 室温放置

 用荧光分光光度计激发波长   发射

波长  测定荧光强度 ∀以 ≥≥含量为横坐

标 荧光强度ƒ值为纵坐标 绘制标准曲线 ∀

(2) 胞浆与线粒体 ΓΣΣΓ 含量测定  取线粒体

裂解液上清液与胞浆各 1 分别入加 1

# Ν2乙基马来酰亚胺水溶液 1 室温

放置  后 加 1 #    溶液 1

邻苯二甲醛溶液 #  1 充分混

匀 室温放置  ∀在激发波长   发射波

长  处测荧光强度ƒ值 并从标准曲线上查

出相应的 ≥≥含量 以 #
 

表示 ∀

线粒体 ΜνΣΟ∆活性测定  采用黄嘌呤氧化酶

法测  ≥⁄活性 按 ≥⁄测定试剂盒说明书进行

操作 ∀其活性单位以 # 蛋白表示 ∀

线粒体及胞浆过氧化氢酶(Χαταλασε, ΧΑΤ)活

性测定[ 5]  取胞浆或线粒体裂解液上清液  Λ

置比色皿底部 快速加入已预温至  ε 值在 1

∗ 1之间的底物溶液  立即于  处测

吸光度 为  值  时再测一次吸光度为 

值 ∀ ≤ × 活力   ≅ 1 ≅ 稀释倍

数 Α蛋白含量 结果以 # 蛋白表示 ∀

数据的统计分析  实验数据以均数 ? 标准差表

示 组间比较采用 ≥∏χ τ检验 !方差分析或非

参数检验∏2 • 法分析 ∀

结 果

1  ΗΧ对老龄前期大鼠学习记忆的影响

表 结果表明 老龄前期大鼠月犯错误次
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数较成年月大鼠多 但无显著性差异 ≤ 可使

老龄前期大鼠的错误率进一步提高 体重明显下降

 Π 1 ∀

Ταβ 1  Εφφεχτ οφ ηψδροχορτισονε(ΗΧ) ον

λεαρνινγ ανδ µεµ ορψιν ρατσ

∏ ⁄# #  ∏∏

     ?  

     ?  

≤    ?   3 3

ξ ? σ ν    ≤ ∏    

 ≤   
3 3 Π 1  

  ∏

2  ΗΧ对老龄前期大鼠皮层细胞线粒体及胞浆

Μ∆Α含量的影响

老龄前期月大鼠脑皮层细胞中线粒体与

胞浆  ⁄ 含量均明显高于成年 月大鼠 ≤

可使老龄前期大鼠皮层细胞线粒体与胞浆中  ⁄

含量进一步升高表  ∀

3  ΗΧ对老龄前期大鼠皮层细胞 ΓΣΗ , ΓΣΣΓ 和

ΓΣΗ/ ΓΣΣΓ比值的影响

与成年月大鼠相比 老前期月大鼠脑

皮层细胞胞浆中 ≥ 含量明显降低 ≥≥含量显

著升 高  ≥≥≥ 比 值 明 显 降 低  ≤ 

# #  ≅  可进一步促使老龄前期大

鼠皮层细胞中 ≥ 含量减少 ≥≥ 含量增加及

≥≥≥比值的降低表  ∀

Ταβ 2  Εφφεχτ οφ ηψδροχορτισονε(ΗΧ) ον Μ∆Α ,ΓΣΗ , ΓΣΣΓ ,ανδ ΓΣΗ/ ΓΣΣΓ ρατιο ιν

χψτοπλασµ ανδ µιτοχηονδρια οφ ρατ χερεβραλ χελλσ

∏
⁄

# # 

≤ #
 



 ⁄ ≥ ≥≥



#
 



 ⁄

       ?       ?       ?        ?  

     ?   3   ?   3 3   ?   3 3   ?   3 3

≤    ?   3 3     ?   3 3     ?       ?    

ξ ? σν    ≤ ∏   ≤   
3 Π 1  3 3 Π 1

  ∏   Π 1    Π 1   ∏

4  ΗΧ对老龄前期大鼠皮层细胞中抗氧化活性的

影响

表 结果表明 老龄前期月大鼠皮层细胞

中线粒体 ≤ × 和  2≥⁄及皮层胞浆 ≤ × 的活

性均明显低于成年月大鼠 ≤ 可使老龄前期

大鼠皮层线粒体和胞浆 ≤ × 活性及皮层线粒体

 2≥⁄活性进一步降低 ∀

Ταβ 3  Εφφεχτ οφ ηψδροχορτισονε(ΗΧ) ον ΧΑΤ ανδ

Μν2ΣΟ∆ ιν χψτοπλασµ ανδ µιτοχηονδρια οφ ρατ

χερεβραλ χελλσ

∏
⁄

# # 

≤

≤ ×

#
 





≤ ×

#
 



 2≥⁄
#

 


      ?      ?     ?  

     ?   3 3   ?   3 3   ?  

≤    ?      ?       ?  

ξ ? σ ν   ≤ ∏  ≤

  
3 3 Π 1  

∏   Π  1    Π  1   

∏ 

讨 论

  在机体衰老过程中 下丘脑2垂体2肾上腺轴

2∏2 ¬ °被激

活 且该轴的激活程度与老年性痴呆的发病率及记

忆缺损程度密切相关 ∀体外实验发现 糖皮质激素

可促进氧化应激诱导的海马神经原的死亡≈ ∀本

研究结果表明 与 月龄大鼠比较 月龄大鼠脑

线粒体与胞浆中氧化产物  ⁄ ≥≥含量增高 

抗氧化活性≥ ≥≥≥  2≥⁄与 ≤ ×

降低 而记忆功能的减退不明显 提示老龄前期大鼠

体内自由基产生增多和抗氧化酶活力降低 但这些

改变还未足以影响学习记忆 ∀ ≤ 使老龄前期大鼠

上述指标变化更加显著 且引起明显的学习记忆障

碍 提示 ≤ 可促进脑皮层细胞自由基的产生 而自

由基损伤不是 ≤ 诱导学习记忆障碍的唯一途径 ∀

这与文献报道≈ 的 ≤ 可促进大脑产生氧自由基

而降低其抗氧化能力一致 ∀另外 ≤ 介导的神经

2脂氧酶通路上调可能也会促使脑对退化的易感性

增加≈ ∀但也有报道氢化可的松或其它糖皮质激

##药学学报  °∏≥ Β  



素可抑制单核细胞氧自由基的产生≈ 这可能与其

发挥作用的部位和环境有关 ∀
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≈  ϑ Νευροχηε µ 

 73Β 

≈ ⁄ °  ×∏∏     ετ αλ ∞

  ¬    

∏≈  Μεταβολισµ  47Β 

ΗΨ∆ΡΟΧΟΡΤΙΣΟΝΕ ΙΝ∆ΥΧΕ∆ ∆ΕΧΡΕΑΣΕ ΟΦΛΕΑΡΝΙΝΓ ΑΝ∆ ΜΕΜΟΡΨ

ΦΥΝΧΤΙΟΝΣ ΙΝ ΡΑΤΣ ΑΝ∆ ΙΤΣ ΡΕΛΑΤΕ∆ ΤΟ ΟΞΨΓΕΝ ΦΡΕΕ ΡΑ∆ΙΧΑΛ

 ≠ • 2°  ≤∞2∏

( ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµ αχολογψ, Ανηυι Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Ηεφει 230032 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ ×∏≤∏

χ ¬  ∏  ΜΕΤΗΟ∆Σ  × 

∏  ≠2×  ⁄   

    × √ × ≥  ≥≥ 2≥⁄  ≤× 

 ∏÷ ∂ 

√ΡΕΣΥΛΤΣ  ×∏∏ ≤ # #

  ≅    √  ⁄  ≥≥

√ ≥  ≥⁄  ≤×  ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ≤  ∏   √

∏¬

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ :    ¬ ∏¬

∏

## 药学学报  °∏≥ Β  




