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在丹参改善颗叶缺血大鼠

空间记忆障碍中的表达变化

吴卫平 姜树军 张小澎 匡培根 匡培梓 隋 南 杨炯炯 胡家芬

【摘要 】 目的 探讨在丹参改善单侧颜叶缺血大 鼠空间记忆障碍 中
一 ,

和 的表达变化
。

方

法 采用立体定向光化学方法选择性地导致大 鼠左侧颜叶皮层缺血
,

术前 分钟及术后第 天分别给丹参组大 鼠

腹腔注射丹参
,

用 水迷宫及图像 自动监视系统监测 大 鼠行 为
。

然后取脑进行病理学及
一 、

和 免疫组化分析
。

结果 经丹参治疗
,

预叶缺血性损害大 鼠的空 间记忆障碍得到显著改善
,

预叶缺血损害程

度显著减轻
,

缺血灶 内 。一 、

和 表达明显减少
。

结论 丹参可 以 明显改善单侧颈叶缺血性损害大 鼠的

空间记忆障碍
,

其机制可能与丹参减轻硕叶缺血损害
,

下 调
一 、

和 表达有关
。
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丹参除可 以减轻脑水肿
、

抑制血栓形成外
,

还可

以 明显 改善大 鼠脑缺血后单胺 类神经介 质 的 紊乱
,

调节神经肤及兴奋性氨基酸的含量
,

清除 自由基
,

降

低 含量
,

下调
一

基因表达等〔‘一 〕。

但丹参对

行为障碍的改善作用 尚缺乏 系统的研究
。

我们 以前

的工作初步显 示 丹参 可 以改善颖 叶缺血 大 鼠在

型迷宫和跳 台实验中的记忆能力川
。

本实验采用先

进 的 迷宫进 一 步研究丹参对单侧颖 叶皮层

缺血性损害大 鼠空 间记忆 障碍的改善作用
。

脑缺血后
, 一

立 即表达
。 一

蛋 白同 。一

蛋 白构成
一 ,

调节下 游基 因表达
。

基 因

军队 医药卫 生 九五课题资助项 目

作者单位 。。 北 京 中国 人 民 解放 军 总 医 院神经 介 质 实验 室 戈吴

卫 平 姜树 军 匡 培 根 北 京 中 国 科 学 院心 理 研 究 所 匡 培 梓 隋 南

杨炯炯 胡家芬 北京中国人 民解 放军 医 院神经科 张 小澎

是
一

的下游靶基 因之一困
。

此外
,

脑缺血后
,

缺

血神经元很快表达 蛋 白图
。

因此本文在观察

丹参对单侧颖叶缺血大鼠空间认知功能障碍改善作

用 的同时
,

观察 了
一 、

和 的表达变

化
,

以 探讨丹参改善颖 叶缺血损 害大 鼠空 间记忆 障

碍的可能机制
。

材料和方法

实 验 动 物及 分 组 成年雄性 大 白 鼠

北 京 医科 大 学动物 中心 提供
,

实验起始体重

士
,

共 只
,

随 机 分 为 组
,

单 纯 缺 血 组
、

丹参组
、

假手术组
。

让动物适

应实验环境 天
,

然后进行行为实验 天
,

实验期 间

摄食
、

饮 水 自由
,

全 部 行 为实验 都 在

之间进行
。

行为实验结束后
,

立 即取脑进行病
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和 免疫组化分析
。

动物模型 的制备 采用 立 体 定 向光化学诱导

脑缺血技术
。

将大 鼠麻醉后
,

固定在立体定位仪上
,

从尾静脉注射玫瑰红
, ,

切 开头皮
,

确

定颖叶位置
,

用光导纤维 引导冷光
,

定向照射与左侧

颖 叶相应 的裸露 颅 骨 分 钟
,

造成 局 灶性 颖 叶缺

血闭
。

术前 分 钟
,

给丹参 组 大 鼠腹 腔 注 射丹参
,

北京第 四 制药 厂 生 产
,

单 纯缺 血 组 则注

射同等剂量的生理盐水
。

术后第 天给丹参组大 鼠

追加注射同等剂量的药物
。

假手术组大鼠仅进行了

麻醉和手术切 口
。

术后局部抗感染
。

水迷宫行为实 验 行为实验具体过程

我们将另文报道
。

取脑 固定 行为实验结束后
,

即在实验开始后

的第 日
,

将每组大 鼠依然用 水合氯醛经腹腔

麻 醉 体重
,

开 胸 暴 露 心 脏
,

夹 闭腹主动

脉
。

经 主动脉
,

用生理盐水 迅速 冲洗干净脑部

血液
,

再缓慢灌注 多聚 甲醛
,

对大 鼠脑进行

内固定
。

然后迅速取脑
,

置于 多聚 甲醛 中在

下保存不超过 个月
。

染色 每组取 只 鼠脑
,

梯度酒精脱水
,

石

腊包埋
,

在石 腊 切 片机 上 从 视 交叉 后 开 始切

片
,

片厚 拌 ,

每隔 拼 取一 片
,

共取 片
。

染

色后
,

在光镜下观察脑组织病理学改变
。

每只 鼠脑取

经缺血灶 中心 张 切片
,

在 光 镜下 。 目镜 又 物

镜 数出每张切 片缺血灶 内缺血神经 细 胞数
,

计算 出

每组 只 鼠脑 的缺血神经 细 胞 数 平均值及 标 准差
。

然后组与组之间进行 比较
,

用 检验
。

免疫组化分析 每组取 只 鼠脑
,

蔗糖脱

水
,

在冰冻切 片机上经梗 死 部位 行 。拌 厚 连续 冠

状 切 片
。

取 每 只 鼠脑经 缺 血 灶 相 同层 面 切 片行
、

和 免 疫 组 化 染 色
, 一 、

和 抗体和试剂盒 包括抗血清
、

二抗 和 三抗

均 为 美 国 公 司 产 品
,

二 胺 基 联 苯 胺

卜镍呈色液
,

是在
一 砂

中

加 入 中山 公 司 硫 酸 镍胺 和

过氧化氢配制而成
。

具体步骤 在室温下将

拟染切 片放人
一

中孵育
。

每张切片加人 的
一

或 的

的 单克隆抗体 拼 和抗血清 拌 ,

在

下孵育 小时
。

每张切 片加入二抗 拼 ,

在
‘

下 孵 育 小 时
。

每 张 切 片 加 人 三 抗
科 ,

在 下孵育 小 时
。

室温下 每片用二

胺 基 联 苯 胺 卜镍 呈 色 液 一 拼 呈 色
。

明胶贴片
,

在空气 中干燥
,

酒精梯度脱水
,

二

甲苯透 明
,

封面
。

在 以 上 各步骤转换 间均用

漂洗 次
。

取 每 只 鼠脑 经 缺 血 灶 的 张
一 、

和

免疫 组 化 切 片
,

在 光 镜 下 目镜 物

镜
,

数 出色疫染 色 阳性 细胞数
,

计算 出每组 只大

鼠的免疫染 色 阳性 细胞平均值及 标准差
,

然后组 与

组之 间进行 比较
。

结 果

行为实验结果 关 于行为实验 的详细结果 我

们在另文报道
。

简言之
,

单纯颖叶缺血损害大鼠的空

间记忆能力降低
。

丹参组颖叶缺血性损害大鼠的空

间记忆功能障碍得到显著改善
。

而且丹参的改善作

用在第二天 即可 出现
。

颖 叶缺血损害 比较 行为实验结束后
,

在显微

镜下观察 鼠脑系列 染色切片发现 大 鼠的缺血

灶 位 于 左侧 光照 侧 皮层 区 及 相 邻

区 部 分
,

缺 血灶 中心 层 面 位 于 视 交 叉 后 土
。

缺血灶局限于颖叶皮层
,

同侧海 马 未受任何

损伤
。

右侧 非光照侧 相应 区域皮层放射状分布着

神经元和 神经胶质细胞
,

高倍镜下可见神经元大而

圆
,

透 明
,

有 个明显的核仁
。

而左侧 光照侧 皮

层缺血灶 中有大量缺血细胞
,

形状不规则
,

核固缩深

染
,

胞浆嗜伊红
。

单纯颖 叶缺血大 鼠的缺血神经元数最多 而丹

参治疗组 缺血神经元数减少 假手术组大 鼠颖 叶相

应部位几乎无缺血损害
,

一 个
,

见表
。

表

明丹参对颖叶皮层缺血有改善作用
。

表 各组 大 鼠缺血神经细 胞数 比较

缺血细胞 士

单纯 缺血组 士

丹 参组 士
’

假手术组 一

注 两 实验组 比较 一 因方差 不 齐 按
’

检验 判 断 “
。

一 、

和 免疫组 化 分 析 行 为

实验结束后
,

大 鼠脑免疫组化检测发现
,

各组颖 叶缺

血 灶
一 、 、

免疫 阳性 细胞 数 有显著

差异
。

单纯缺血组
一 、 、

免疫阳性细

胞表达最 多
,

丹参治疗组三种免疫 阳性细胞数减少
,

假手术且 和 单纯缺 血组右 侧相应 部位有少量
一

表 达
,

无
、

免疫 阳性 细胞表 达
,

见 表

和 图 一 见封
。

表 各组 大 鼠
一 、 、

免疫 阳性 细 胞数 比较

例数
免疫阳性 细胞数 士

一

缺 血组
,

士 士

丹参组

假 手术组

士 士
,

士

士 △

士 一 一

注
一

三 组 比较 一 二尸 检验 相互 比较
,

三组 间

差 异均 有 极 显 著 意 义
,

△尸 均
。

两 实验组 比 较 一

, 。

两 实验组 比较 二 。
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我 们的行为实验结果 另 文 报道显 示 单纯颖叶

缺血损害大 鼠的空 间认知能力低下
。

而经丹参治疗
,

颈叶缺血性损害大 鼠的空 间认知功能障碍得到显 著

改善
。

而且丹参的改善作用 在早期 即可 出现
。

此次

的病理学结果显 示
,

单纯颖 叶缺血大 鼠的缺血神经

元数最多 而丹参治疗组缺血神经元数减少
。

丹参显

著减轻颖叶缺血损 害程度是丹参改善颖叶缺血损害

大 鼠记忆障碍的病理学证据
。

行为实验结束后
,

取脑

进行 的免疫组化分析 显示
,

单纯颖 叶缺血 组
一 、

和 表 达最 多
,

丹参 治疗组 居 中
,

假 手

术组最少或不表达
。

说明丹参显著下 调 了大 鼠颖叶

缺血脑 区
一 、

和 的表达
。

一

基 因 是 哺乳 动 物 细 胞 内基 因 的 一 个 家

族
,

原来它被叫作原癌基 因
,

因为在组织癌变过程 中
一

基 因进行表达
,

而且它 与 病毒转换癌基

因
一

有相 同的 序列
。

后来在研究细胞增殖

时 发 现
,

细 胞 受 到 创 伤 或 刺激 时
, 一

基 因 也 表

达
,

而且是细胞 中最早 表达 的基 因之一
,

因此它 又 被

称做即早基因
, 。

离体

实验发现
,

在培 养 的细胞 中
, 一

基 因 能被 神经 递

质
、

去极化 和离子 内流
、

谷 氨酸受体激 动剂
、

生 长 因

子等诱导表达
。

在体实验发现
, 一

和
一

基 因

能被一 系列 刺激
,

包括 创伤
、

缺血
、

抽搐 和感觉 刺激

诱导表达
。 一

基 因 表达
,

转 录生成 八
,

核糖

体 以 为模 板 翻译成
一

蛋 白
。 一

蛋 白

和 同时表达 的
一 、 蛋 白通 过亮氨酸拉链 区 结合构

成异构二聚体
一 。 一

通 过与靶 基 因 川 。

区 序列结合
,

刺激靶基 因 表达
。

八

的靶基因有脑啡肤前体基 因
、

强啡肤基 因
、

神经 营

养因子基因
、

碱性成纤维细胞生长 因子 基 因氏
。

通过靶基 因将 环 境信号转 变 为细 胞 长 时相 反 应
。

在本实验中
,

丹参显 著下 调 大鼠颖叶缺 血脑 区
一

表达 而我们实验室 以前 的工 作也发现 经 丹参下 调

缺血脑 区
一

基 因表达既
,

提示 经丹参治疗后
,

光

照颖叶受到的缺血
、

缺 氧
、

兴奋性氨基酸
、

自由基
、

去

极 化和离子 内流等损害性 刺激减轻
。

碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 一

,

是 一 种 多 肤物 质
,

其 由

个氨基酸组成
,

分子 量 为
。

对 中枢神经

系统细胞具有强 力 营养 作用 和 神经保护 作用 通 过

与细胞表面 高亲 合力 受体结 合
,

子 能促进 神经

元
、

胶质细胞 以 及 血 管 内皮细胞存活 并在脑缺 血后

保护神经元免受 缺 氧
、

低血 糖
、

兴 奋性 氨 基 酸
、

自由

基
、

和 一 氧化氮损 伤
。

在 正 常性 况 下
,

在成

熟 的 中枢神经 系统 内表 达 水 平 很 低 在大 部 分脑 区

检测 不 到
。

在脑缺血 后 艺周 内 缺 血 脑组 织 中

含量 明显 增 加
。

深人 研 究显 示
,

缺 血脑 区 神经

元
、

星 形 细 胞 和 血管 内皮细 胞强 列 表达
,

表达

持续时间最 长可达 天
。

因为 基因是
一

的下 游靶 基 因之一 氏
, 一 、 一

表达增 多
, 一

合成就要增 多
,

则 表达必将增多
,

以发挥对缺

血细胞 的保护作用 和修复作用
。

反之
,

若细胞缺血损

害 减 轻
, 一 、 一

表 达 减 少
, 一

合 成 减 少
,

表达必将减少
。

本实验显示经丹参治疗
,

缺血

颖 叶 表达显著下 调
,

进一 步说 明颖 叶缺血损

害显著减轻
。

热休克蛋 白是细 胞 内蛋 白的一个家族
,

之所 以

被 称 为 热 休 克 蛋 白
,

是 因 为 细 胞 在 热 休 克 条 件 下
‘

, , 表达这些 蛋 白
。

除热休克条件外
,

缺

血
、

缺氧
、

氧 自由基
、

变性 蛋 白等刺激均 能诱 导 热休

克蛋 白表达
。

热休克蛋 白表达后具有积极 的生物意

义
,

因则被广泛研究
。

其中研究最多且生物意义最为

肯定 的热休克蛋 白是
。

任何脑 区 缺血后
,

缺血

脑组织 的神经元
、

星 形 细 胞 和 血管 内皮细 胞均 有 表

达 的 能 力匡
。

本 实 验 发 现
,

单 纯 缺 血 颖 叶

蛋 白表 达 最 多
,

说 明颖 叶神经 元受 到 的缺 血

打击最 重
,

而 经丹参 治疗缺血颖 叶 蛋 白表 达

明显 减少
,

提示颖 叶神经元受到 的缺血缺 氧应 激 打

击 明显减轻
。

颖 叶 缺 血 大 鼠 经 丹 参 治 疗
, 一 、

卜 及

三 种细胞 因子 均下 调
,

从三个 角度说 明颖 叶

神经 元缺 血损害明显 减轻
,

因 而 大 鼠空 间认知 障碍

程度显 著改善
。

提示 丹参有助 于 改善缺血性脑血管

病 引起 的记忆 障碍
。
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