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摘要: 目的  探讨五羟色胺( 5-HT)含量在丹参改善单侧颞叶缺血性损害大鼠空间记忆障碍中的变化。方法  采用

立体定向光化学技术选择性地导致大鼠左侧颞叶皮层缺血, 术前30 min 及术后第 3天分别给丹参组大鼠腹腔注射丹

参 10 gPkg体重, 用Morris 水迷宫及图像自动监视系统监测大鼠行为。然后取脑组织进行病理观察及 5-HT 免疫组化

分析。结果  经丹参治疗,颞叶缺血性损害大鼠的空间记忆障碍得到显著改善, 颞叶缺血性损害显著减轻, 缺血灶

内 5-HT 表达明显减少。结论  在丹参改善单侧颞叶缺血大鼠空间记忆障碍中, 5-HT 起一定作用。

关键词: 色胺类; 丹参;脑缺血; 记忆障碍

中图分类号: R 743. 31       文献标识码: A       文章编号: 1009- 0126( 2000) 02- 0120- 04  

The change of 5-HT during improvement of spatial memory

by radix salviae miltiorrhizae in rats with

ischemia of left temporal lobe
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Abstract: Objective  To study the effects of radix saiviae miltiorhizae( RSM) on spatial memory of rats with

ischemia of left temporal lobe and the expression of 5-HT.Methods  Selective ischemia of left temporal lobe of

rats was induced by the photochemistry method and RSM group was treated with RSM 10 gPkg iv 30 minutes be-

fore and 3 days after the operation.Morris water maze and Morris Maze Experimental Assistant System were used

to monitor the behavior. Then the rat brains were observed pathologically by HE stain and immunonistochemisty

of 5-HT. Results  RSM significantly improved the spatial memory of rats with ischemia of left temporal lobe, re-

duced the ischemic damage and down-regulated the expression of 5-HT in ischemic focus. Conclusion  RSM

could improve spatial memery ability of rats with ischemia of temporal lobe. The down-regulation of the expres-

sion of 5-HT probably is related to the neuroprotective mechanism.
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  丹参是传统中草药, 药源充足, 成本低, 能治疗

多种疾病。我们在脑缺血和(或)缺血再灌注动物模

型上发现,丹参能降低脑水肿;降低脑精氨酸加压素

浓度; 降低一氧化氮(NO)兴奋性毒性; 清除氧自由

基、抑制脂质过氧化; 下调 c- fos、内皮素-1( ET1 )、一

氧化氮合酶 ( NOS) 基因表达; 增加热休克蛋白

(HSP70)和 bFGF 表达。

为了观察丹参对大鼠脑颞叶缺血性记忆障碍的

影响,我们曾在水迷宫和跳台实验中,初步观察到丹

参能够改善大鼠脑颞叶缺血性损害后的记忆障

碍
112
。此次,我们又用先进的 Morris 水迷宫进一步

研究了丹参是否对颞叶缺血性损害大鼠空间记忆障

碍有改善作用,并着重观察了颞叶缺血损伤和 5-羟

色胺 ( 5-hydroxytryptamine, 5-HT)表达的变化。5-HT

与学习、记忆有关
122
。我们在实验过程曾发现, 在缺

血侧脑组织中 5-HT 含量降低
132
。后来国外学者又

发现, 在局部脑缺血灶内 5-HT 释放明显增多,并加

重脑缺血性损害
142
。因此, 我们观察了颞叶缺血局
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部5-HT 的表达及丹参的影响。

1  材料和方法

1. 1  实验动物及分组  成年雄性Wistar 大鼠(北京

医科大学动物中心提供) , 实验起始体重( 200 ? 20)

g,共 36 只,随机分为 3组,单纯缺血组、丹参组及假

手术组,每组 12只。让动物适应实验环境 2 d,然后

进行行为实验 5 d,实验期间摄食、饮水自由, 全部行

为实验均在10: 00 am~ 5: 00 pm 之间进行。行为实

验结束后, 立即取脑进行病理检查及 5-HT 免疫组化

分析。

1. 2  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 ( RB, 20 mgPkg 体重) , 切开头

皮,确定颞叶位置, 用光导纤维引导冷光, 定向照射

与左侧颞叶相应的裸露颅骨 20 min, 造成局灶性颞

叶缺血
152
。术前30 min给丹参组大鼠腹腔注射丹参

(10 gPkg 体重, 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 3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。

1. 3  Morris水迷宫行为实验  行为实验具体过程

我们将另文报道。

1. 4  取脑固定  行为实验结束后,即在实验开始后

的第 8天, 将每组大鼠依然用 10%水合氯醛经腹腔

麻醉( 0. 3 gPkg 体重) , 开胸暴露心脏, 夹闭腹主动

脉。经主动脉, 用生理盐水 20 ml迅速冲洗干净脑

部血液,再缓慢灌注 4%多聚甲醛 40 ml,对大鼠脑进

行内固定。然后迅速取脑,置于 4%多聚甲醛中, 在

4 e 下保存不超过 3个月。

1. 5  HE染色  每组取 6只鼠脑, 梯度酒精脱水, 石

蜡包埋,在石蜡切片机上从视交叉后 2 mm 开始切

片,片厚 5 Lm,每隔 50 Lm 取 1片, 共取 80 片。HE

染色后,在光镜下观察脑组织病理学改变。每只鼠

脑取经缺血灶中心的 5张切片, 在光镜下( 10 目镜

� 10 物镜)数出每张切片缺血灶内缺血神经细胞

数,计算出每组 6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。

1. 6  免疫组化分析  每组取 6 只鼠脑, 20% 蔗糖

脱水, 在冰冻切片机上经梗死部位行 30 Lm 厚连续

冠状切片。取每只鼠脑相同层面切片行 5-HT 免疫

组化染色, 5-HT 抗体和试剂盒(包括抗血清、二抗和

三抗)均为美国 Santa Cruz 公司产品,二胺基联苯胺

( DAB)-镍呈色液,是在 0. 05 mUPL tris-HCL( pH7. 4)

中加入 0. 05% DAB(中山公司)、2. 5% 硫酸镍胺和

0. 01%过氧化氢配制而成。具体步骤: ( 1)在室温下

将拟染切片放入 1%TritonX-100中孵育 20 min; ( 2)

每张切片加入1B4 000的 5-HT 单克隆抗体 200 Ll和

抗血清 50 Ll,在 4 e 下孵育 48 h; ( 3) 每张切片加入

二抗200 Ll,在 4 e 下孵育 24 h; ( 4) 每张切片加入三

抗 200 Ll,在 4 e 下孵育 12 h; ( 5)室温下每片用二胺

基联苯胺( DAB)-镍呈色液 1 000 Ll呈色 5 min; ( 6)

1%明胶贴片, 在空气中干燥, 酒精梯度脱水,二甲苯

透明, DPX封片。在以上各步骤转换间均用 PBS漂

洗( 5 min @ 3次)。

取每只鼠脑经缺血灶的 5 张 5-HT 免疫组化切

片,在光镜下 ( 10目镜 � 10物镜)数出免疫染色阳

性细胞数,计算出每组 6 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。

2  实验结果

2. 1  行为实验结果  关于行为实验的详细结果我

们将在另文报道。简言之,单纯颞叶缺血损害大鼠

的空间记忆能力降低。丹参组颞叶缺血性损害大鼠

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 2天即可出现。

2. 2  颞叶缺血损害比较  行为实验结束后, 在显微

镜下观察鼠脑系列 HE 染色切片发现, 大鼠的缺血

灶位于左侧(光照侧)皮层 TeAud区及 相邻 Str18区

部分,缺血灶中心层面位于视交叉后 ( 4. 8 ? 0. 5)

mm。缺血灶局限于颞叶皮层, 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 1~ 2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。

单纯颞叶缺血大鼠的缺血神经元密度最高,缺

血神经元数量最多,为( 1 109 ? 177)个; 而丹参治疗

组缺血神经元密度下降, 缺血神经元数量减少, 为

( 256 ? 57)个;假手术组大鼠颞叶相应部位几乎无缺

血损害( 0~ 2个)。两实验组比较, 差异有显著性意

义( P < 0. 01)。表明丹参对颞叶皮层缺血有改善

作用(图 1)。

2. 3  5-HT免疫组化分析  行为实验结束后, 大鼠

脑 5-HT 免疫组化检测发现, 5-HT 免疫阳性细胞在

细胞浆内表达, 呈黑色。各组颞叶缺血灶同一层面

切片的 5-HT 免疫阳性细胞数有显著差异。单纯缺

血组 5-HT 免疫阳性细胞表达最多,为( 39 ? 6)个,丹

参组免疫阳性细胞数减少, 为( 17 ? 5)个; 假手术组

和单纯缺血组右侧相应部位几乎无 5-HT 免疫阳性
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细胞表达( 1~ 3个) , 两实验组比较,差异有显著性 意义( P < 0. 01)。见图 2~ 3。

图1  各组缺血的细胞数比较 图 2 5-HT免疫阳性细胞数比较

单纯缺血组左侧(光照)颞叶      单纯缺血组右侧颞叶      丹参组左侧(光照)颞叶      假手术组左侧颞叶

图 3  颞叶皮层 5-HT免疫阳性细胞比较( 20@ 10)。单纯缺血组免疫阳性细胞表达最多,丹参组免疫阳性细胞数减

  少,假手术组和单纯缺血组右侧颞叶中基本无 5-HT 免疫阳性细胞表达

3  讨  论

脑血管病是中老年人的常见病,发病率、致死率

及致残率高。颞叶缺血性损害会导致患者记忆力严

重降低,给患者本人带来不幸,并给家庭和社会造成

负担。基础实验及临床试验均证明,丹参是治疗缺

血性脑血管病的有效药物。丹参是否能改善颞叶缺

血性损害患者的记忆障碍? 为此我们设计了这一实

验。

我们的行为实验结果显示
112

, 单纯颞叶缺血损

害大鼠的空间认知能力降低。而丹参组颞叶缺血性

损害大鼠的空间认知功能障碍得到显著改善。丹参

的改善作用在第 2天即可出现, 且其作用时间长。

组织学结果显示,单纯颞叶缺血损害大鼠的光照侧

TeAud区及相邻部分Str18区皮层内, 缺血神经元数

量最多。丹参能够显著减轻颞叶缺血损害程度。这

是丹参改善颞叶缺血损害大鼠记忆障碍的病理学证

据。大鼠脑 5-HT 免疫组化检测发现, 各组颞叶缺血

灶 5-HT 免疫阳性细胞数有显著差异。单纯颞叶缺

血损害大鼠颞叶缺血区内的 5-HT 免疫阳性细胞表

达最多, 丹参组相应颞叶缺血区内免疫阳性细胞数

显著减少,说明丹参降低了缺血区内 5-HT 的表达。

5-HT 是一种发现较早的神经递质, 认为 5-HT

可导致脑动脉收缩。当在离体动脉条上加上 5-HT

后,脑动脉条发生收缩
16, 72
。中枢神经系统发生卒

中、创伤、冷损伤以及脑缺血后,均有 5-HT 释放
182
。

而且此时脑血管对 5-HT 的敏感性显著增强
192
。研

究 5-HT 在热休克导致大鼠脑损害中的作用时发现,

脑内5-HT 能系统完好的大鼠发生热休克后,脑内 5-

HT 释放增加,颅内动脉收缩, 颅内压升高,脑内灌注

压下降, 脑神经元损害增加。而脑内 5-HT 能系统预

先被破坏的大鼠发生热休克后, 热休克导致的脑内

5-HT 释放量、颅内压升高程度、脑内灌注压下降程

度及脑神经元损害程度均有所减低
142
。同样, 用 5-
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HT2型受体阻断剂预先阻断 5-HT2 受体后, 热休克

导致的大鼠脑血管周围水肿、神经元和胶质细胞肿

胀、轴突肿胀及突触损害明显减轻
1102
。此外, 5-HT

耗竭后,热休克大鼠的存活时间较 5-HT 能系统完好

者显著延长
142
。可能的机制是 5-HT 降低了脑血流

量,引起神经元缺血性损害。脑内 5-HT 能张力升高

后,甚至能引起多发性皮层梗死
1112
。提示 5-HT 能

加重脑缺血性损害。在本实验中的缺血对照组缺血

灶内 5-HT 表达增多, 而丹参可降低缺血脑区 5-HT

表达, 提示丹参可通过对 5-HT 的影响减轻神经元缺

血性损害。

另外,我们推测,单纯颞叶缺血损害大鼠颞叶缺

血区内 5-HT 释放增多, 破坏了颞叶中与学习、记忆

有关的神经递质系统的完整性
122

, 可能是单纯颞叶

缺血损害大鼠空间记忆能力严重降低的机制之一。

而丹参组大鼠颞叶 5-HT 表达明显减少, 说明相对保

持了颞叶中与学习、记忆有关的神经递质系统的完

整性,大鼠的空间记忆功能障碍因而得到显著改善。

总之,丹参降低颞叶缺血区内 5-HT 表达, 同我

们以前发现的丹参减轻脑水肿、清除自由基、降低

NO含量、调节兴奋性氨基酸释放、下调 c-fos 基因表

达以及使HSP70 和 bFGF 在缺血再灌注期表达增多

等神经保护作用,可能都是丹参减轻颞叶缺血性损

害程度、改善颞叶缺血损害大鼠记忆障碍的机制。
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