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摘要 目的  观察远志皂苷对拟痴呆模型大鼠胆碱能系统功能的作用 ∀方法  在大鼠脑内右侧基底核内联合

注射 Β2淀粉样肽  ∗ 片段Β2° ∗ 和鹅膏蕈氨酸建立大鼠拟痴呆模型 用避暗法测定模型动物的学习记忆能力 

用放射配体结合分析法测定胆碱乙酰转移酶活性和  受体密度 用改良 ∞法测定脑组织乙酰胆碱酯酶活性 ∀

结果  给模型大鼠连续远志皂苷  后 远志皂苷能明显提高拟痴呆大鼠的学习记忆能力 显著升高脑内  受体

密度和增强胆碱乙酰转移酶活性 能有效地抑制脑胆碱酯酶活性 ∀结论  远志皂苷对老年性痴呆的胆碱能系统功

能减退有一定的改善和治疗作用 ∀
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的干燥根 ∀从远志中分离出的远志皂苷∏

×∞被认为是远志的主要有效成分之一 ∀药理研

究表明 远志皂苷在抗衰老 !益智 !抗氧化 !降压等方

面有广泛的生物活性≈  ∀但有关远志皂苷能否改

善或延缓老年性痴呆χ⁄胆碱

能系统功能 至今尚未见到这方面的研究报告 ∀为

此本文建立了基底核内定位联合注射淀粉样肽  ∗
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氨酸拟痴呆大鼠模型 观察了

×∞对痴呆大鼠的学习记忆力 !胆碱乙酰转移酶
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∏  密度的影响 以此评价远志

皂苷对拟痴呆大鼠胆碱能系统功能的作用 ∀
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成分 经高效液相色谱法测定 其中远志皂苷甲素含

量为   ∀实验前用生理盐水≥配

制  ε 保存 ∀他克林 !碘化胆碱 !2庚烷酮 !

毒扁豆碱和乙酰辅酶 均为 ≥公司产品 

2乙

酰辅酶    ≤#
产品 四

苯硼钠 公司产品 ∀Β2° ∗  ≥公司产

品 临用前以无菌生理盐水将 Β2° ∗ 稀释成 

#
 ε 孵育 周 使其变为聚集状态 Β2°∀鹅

膏蕈氨酸 ≥公司产品 以无菌生理盐水配制成

 # ∀ 
2二苯羟乙酸奎宁酯≈


2∏∏



2± 英国 公司产品 比活度

为 1  ≤#
非标记二苯羟乙酸奎宁酯

± ≥公司产品 用时以磷酸盐缓冲液 °≥

 #
 1稀释至 1 Λ#


终浓度

为 1 Λ#


°≥ 即 °≥ 中加入蔗糖 

#配制而成 牛血清白蛋白 ≥公司产品 

其他试剂均为市售分析纯 ∀

仪器  °2 型高速冷冻离心机 !≤

≤°型超速冷冻离心机 2 型紫外分光光度

计 均为日本 公司产品 ≥2型液体闪烁

测量仪 美国 公司产品 ∀

动物模型制作与实验分组  取 ≥⁄大鼠 只 

随机分为 ≠ 假手术对照组  模型组 ≈ 组 

…∗ 组为 ×∞大 !中 !小 个剂量组 每组 只 ∀

按前文报道≈的方法行脑定位基底核右侧单侧注

射 ∀  ∗ 组大鼠 次注射 Β2° ∗ 和  的混合

液每鼠  Λ含 Β2° ∗   Λ和  Λ溶于生理
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盐水 ≠组大鼠同侧注射等量无菌生理盐水 ∀术后

 第 ≈组大鼠 ##
…∗ 组

大鼠 ×∞1 1及 1 # #
 ≠ 和

组大鼠等体积生理盐水 ∀连续用药  ∀

学习记忆能力测试  末次给药后  按避暗试

验法≈进行训练和测试成绩 记录  内进入暗

室的错误次数及潜伏期 ∀

乙酰胆碱酯酶(ΑΧηΕ)活性的测定≈  处死大

鼠 于冰浴中迅速取出脑组织 然后精确称取脑组织

 左右 加冰冷的 1 生理盐水  于冰

浴中匀浆 制成   脑组织匀浆液 ∀取脑匀浆 

Λ按改良 ∞法测定组织 ≤∞活性 以 1

#谷胱甘肽显色效应相当于 1 #乙

酰胆碱≤被水解 在  ε 反应 

内能水解  Λ#


≤的量为  个活性单

位 然后计算每毫克脑组织中所含 ≤∞的活性单

位 ∀

胆碱乙酰转移酶(ΧηΑΤ)活性的测定≈  大鼠

处死后于冰浴中速取脑组织 称重 加 倍磷酸盐

缓冲液°≥  #
 1 于冰浴中匀浆 

取匀浆  Λ加底物缓冲液 °≥ 加 ≤ 

#
 ≤  #

毒 扁 豆 碱 1

#
牛血清白蛋白 1  碘化胆碱 

#


2乙酰辅酶  1 #

  ε 温育

 后 加庚烷酮含四苯硼钠  #
 

Λ振摇  #离心  此时出现水相和

有机相两层 取上层有机相  Λ于液闪仪中测定

其放射性强度 ∀同时取匀浆适量 用 法测定

蛋白质 ∀ ≤× 活性以生成的 ≤# #


表示 ∀

Μ受体密度测定
≈脑膜受体蛋白的制备  在学习记忆测试结果后

将大鼠断头 置冰浴中取出完整大脑剔除小

脑 然后将大脑迅速转移到预冷的 °≥  中 

冰浴中用内切式匀浆机匀浆  #
  

再用 ×匀浆器匀浆  ∗ 次 ∀匀浆先以  ≅ γ

离心  弃沉淀 上清液再以  ≅ γ 离心 

弃上清液 沉淀用 °≥  稀释 再用 ×

玻璃匀浆器低速匀浆制成膜蛋白悬液 ∀以上操作均

在  ∗  ε 进行 ∀

放射配体结合反应  根据
2±与膜受体蛋

白结合得到的饱和曲线 在饱和区选取一配体浓度

1 #
作单点法的工作浓度 根据配体与膜

蛋白复合物的放射性强度求得受体结合位点数 ∀每

一样品作 复管的总结合×测定 每管加
2±

 Λ和膜蛋白悬液  Λ同时平行作 复管的

非特异结合≥测定 每管另加 1 Λ#
非标

记 ±  Λ全部试管均以反应缓冲液补足至

 Λ以上操作均在  ∗  ε 进行 ∀全部反应管在

 ε 水浴中振荡温育  立即用多头细胞收集

器以冰冷缓冲液终止反应 迅速抽滤至 层玻璃纤

维膜上 并以冰冷缓冲液约  淋洗 将结合部分

收集于玻璃纤维滤膜上 滤膜于  ε 烘干 ∀将含结

合物的干滤膜投入含闪烁液的小测量杯内 液体闪

烁计数器测量放射性强度 ∀脑膜蛋白定量采用

法 ∀实验数据以上海第二医科大学研制的放

射配基结合分析法 软件进行分析 受体密度

以  ×值#
表示 ∀

统计学处理  数据以 ξ ? σ表示 用方差分析

和 τ检验 ∀

结 果

1  ΤΕΝ对拟痴呆模型大鼠学习记忆的影响

避暗试验结果表明 一次性脑内注入 Β2°可造

成大鼠学习记忆功能障碍 与假手术组相比 其学习

记忆能力显著下降 即错误次数增多 Π 1 而

潜伏期缩短 Π 1 ∀模型动物在用药  后显

示 远志皂苷 1 1和 1 #均可不同程

度地改善模型大鼠学习记忆障碍 见表  ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφτενυιγενιν (ΤΕΝ) ον λεαρνινγ ανδ

µεµορψιν τηε δεµεντια2λικε µοδελ ρατσιν 5 µινυτεσ

∏
⁄Π

#

≥2∏

∞∏Π Π

≥  ≥   ?   3 3   ?   3 3

 ≥   ?     ?  

×     ?   3 3   ?   3 3

×∏     ?     ?   3 3

    ?   3 3   ?   3 3

    ?   3 3   ?   3 3

≥  ∏2  1  

ΛΠ   1    1 Π
    ∏  ∏   ∏

∏2  Β2° ∗    

ΛΠ ∏∏1 

1 Π  ∏

1 ##
∏ ×∞ ∏ 1 

1  1 ##
 √ ∏

  ×   

√¬ ×

∏   ¬     

2∏ ν    ξ ? σ 3 3 Π 1 ϖσ

∏
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2  ΤΕΝ 对拟痴呆模型大鼠脑中乙酰胆碱酯酶

(ΑΧηΕ)活性的影响

结果表明 基底核内一次性注入 Β2°后 可引

起大脑 ≤∞活性的异常升高 与假手术组相比 差

异十分显著 Π 1 而模型动物在服用远志皂

苷  后 可显著抑制模型大鼠脑组织中的 ≤∞

活性 其中 1 和  #组抑制率分别为

1   Π 1和 1   Π 1 而

1 #组抑制率为 1   Π 1 见表

 ∀

3  ΤΕΝ对拟痴呆模型大鼠脑中胆碱乙酰转移酶

(ΧηΑΤ)活性的影响

结果显示 经口服药物  后 远志皂苷 1 

1 1 #和1 #均有明显

激活 ≤×活性的作用 ∀以 ≤× 活性上升率  

计 依次为远志皂苷 1 # 组上升率为

1   Π 1 1 #组为 1   Π

1 1 #组为 1   Π 1 

1 #上升率为 1   Π 1 ∀提示远

志皂苷能有效地激活模型大鼠脑内 ≤× 活性 见

表  ∀

Ταβλε 2  Εφφεχτ οφ τενυιγενιν (ΤΕΝ) ον αχτιϖιτψ

οφ αχετψλχηολινεστερασε ( ΑΧηΕ ) ανδ χηολινε

αχετψλτρανσφερασε (ΧηΑΤ) ωιτηιν τηε δεµεντια2
λικε µοδελ ρατσ βραιν

∏
⁄Π

#

≤∞Π
#

≤×Π≤
##

≥  ≥   ?   3 3  ?  3 3

 ≥   ?     ?  

×     ?   3 3   ?   3 3

×∏     ?     ?   3 3

    ?   3 3   ?   3 3

    ?   3 3   ?   3 3

×∏

×  ×  

 √ × ¬ ∏¬

  ∏ ∏√  ≤∞ 

≤×  ν    ξ ? σ 3 3 Π 1 ϖσ ∏

4  脑受体与3
Η2ΘΝΒ结合饱和曲线分析

一定浓度的脑  受体用
2±作多点饱和分

析实验 可得到一条典型的饱和曲线图   受体

的 Β¬为 ?  #
 ∀⁄值为

1 ? 1 # ∀ 系数 1 Χ值

1接近  ∀

5  ΤΕΝ对拟痴呆模型大鼠脑内总 Μ受体密度的影

响

从表 可见 脑内一次性注入 Β2°后 模型大

鼠脑内  受体密度显著低于假手术对照组 Π 

1 ∀而模型动物连续用药  后 远志皂苷

1 1和 1 #均可不同程度地升高模

型动物脑内低下的  受体密度  Π  1 而

1 #则作用不明显 Π 1 ∀

ƒ∏   ≥∏ ∏√  ≈

 2∏∏

 

2±   ≠2¬

 

2± 

#
 ÷2¬ 


2±

≥≥≥2 Β¬

  ?  #
 ⁄  1 ?

1 #
  1

Ταβλε 3  Εφφεχτ οφ τενυιγενιν (ΤΕΝ) ον τοταλ Μ2
ρεχεπτορ δενσιτψ οφτηε δεµεντια2λικε µοδελρατσ βραιν

∏
⁄Π

#

× 2Π
#

≥  ≥  ?  3 3

 ≥  ? 

×    ? 

×∏    ?  3 3

   ?  3 3

   ?  3 3

×∏

×  ×  

 √ × ¬ ∏¬

  ∏  ∏√  2
 ν    ξ ? σ 3 3 Π 1 ϖσ ∏

讨 论

临床观察表明 ⁄患者胆碱能系统有明显的功

能减退 主要表现为记忆下降 !认知功能障碍和性格

改变 ∀现已知 ⁄患者胆碱能系统功能异常与其脑

内 Β2°沉积即老年斑及其所产生的毒性作用密

切相关 ∀Β2°在脑内的沉积不仅能引起胆碱能神
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经元凋亡 胆碱能标志酶≤×活性下降 ≤∞活

性升高 神经递质含量和  受体密度减少 同时还

会使神经元对氧化应激 !炎症 !兴奋性毒素 !增龄等

有害因子的敏感性增加 从而导致 ⁄的发生或病

情加重≈ ∗  ∀有鉴于此 许多学者企图通过脑内定

位注射 Β2° 片段主要为 Β2° ∗  Β2° ∗ 或 Β2

° ∗ 来制作拟痴呆动物模型
≈ ∗  ∀然而 实验资

料表明 在啮齿类动物脑内注入 Β2°后 Β2°在脑

内易被代谢而产生快速清除 ∀为了防止这种现象的

发生 目前人们采取两种方法 即预先将 Β2°在体

外通过孵育等物理或化学方法改变构象形成聚集状

Β2°然后注入脑内 或者联合注射 Β2°和兴奋性

氨基酸如  ∀由于  不仅能增强 Β2°对神经

元的毒性 同时 本身可导致前脑基底2 胆碱

能系统细胞体或海马结构破坏 引起认知过程障

碍≈  ∀我们的实验也证明 在大鼠基底核大细胞

内联合注射 Β2° ∗ 和 可引起大鼠明显

的胆碱能系统功能障碍 ∀学习记忆能力测试表明 

模型大鼠进入暗室的错误次数明显增多 而潜伏期

缩短 同时伴有胆碱能标志酶 ≤× 活性和  受体

密度下降 ≤∞活性增高等现象 ∀提示脑内注入 Β2

° ∗ 和兴奋性氨基酸可能对胆碱能神经元有一定

的毒性作用 从而直接或间接地引起了胆碱能系统

功能障碍或减退 ∀本试验还发现 中药远志有效成

分远志皂苷连续给模型动物 能够明显地提

高模型大鼠学习记忆能力 升高脑内被降低的  受

体密度和 ≤× 活性 降低脑 ≤∞活性 表明远志

皂苷对 ⁄胆碱能系统功能减退可能有较好的改善

和治疗作用 其作用机理尚待进一步研究 ∀
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