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摘要# 目的!观察脑络欣通对血管性痴呆 "_-# 模型大鼠学习记忆功能的作用及对大鼠海马神经元胞内钙离子水平
的影响’ 方法!采取改良双侧颈总动脉结扎方法 "#(_d# 造模血管性痴呆大鼠$ 随机分为模型组( 脑络欣通组
"*21) 45Z4#( 石杉碱甲组 "&2&= 345Z4# 及假手术组$ 大鼠灌胃给药 " 月后& /JTT?@水迷宫实验检测大鼠学习记忆能
力$ 流式细胞仪检测海马神经元胞内钙离子荧光强度$ 酶联免疫吸附试验 "G0a‘;# 检测大鼠海马组织降钙素基因相
关肽及其受体的表达’ 结果!与模型组比较& 脑络欣通可明显缩短血管性痴呆模型大鼠的逃避潜伏期 "Bi&2&"#$

可显著增加血管性痴呆模型大鼠停留在站台所在象限时间及穿越平台的次数 "Bi&2&"#$ 与模型组比较& 脑络欣通
可显著减低血管性痴呆模型大鼠海马神经元胞内8H#r水平 "Bi&2&"#$ 与模型组比较& 脑络欣通可增强血管性痴呆
模型大鼠海马组织降钙素基因相关肽及其受体的表达 "Bi&2&1#’ 结论!脑络欣通可显著改善血管性痴呆模型大鼠

学习记忆能力& 可能与通过增强大鼠海马组织降钙素基因相关肽及其受体表达进而降低海马神经元内8H#r水平有关’
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!!血管性痴呆 "WH@VRDHTIN3NAQ?H& _-# 是指
由各种脑血管病引起脑组织损害所致的痴呆& 为
次于阿尔茨海默病 ";D]6N?3NTI?@NH@N& ;-# 的
第二大类痴呆类型)"* ’ 近些年来& _-发生率随
着脑血管疾病的增加而逐年上升& 为社会带来了
巨大的负担’ 虽然 _-是唯一可防治的痴呆)#* &
但是目前尚无特异性疗法’ 因此& 近些年来人们
对此进行大量研究& 希望发现有效药物和疗法’
脑络欣通为新安医学大家王乐陶老先生医治缺血
性脑血管病的经验用方& 具有益气行血通络的功
效’ 经研究证实& 脑络欣通可通过增加局部脑组
织供血( 改善血液循环( 抗神经元凋亡等途径发
挥减轻大脑缺血性损伤和促进大脑功能恢复的作
用)$(1* ’ 同时& 发现其具有改善缺血性脑血管病
引起的认知功能障碍的作用& 并且持久’ 然而&
至今有关脑络欣通对 _-学习记忆能力的作用及
可能途径尚未经具体实验证实’ 故本实验通过制
作 _-大鼠模型& 探究脑络欣通对 _-大鼠学习
记忆的作用及对海马神经元内钙离子水平的影
响& 为其在临床应用和进一步开发提供理论
依据’
GH材料与仪器
"2"!实验动物!健康 ‘-雄性大鼠 "#& 只& 体质量
为 #$& <#’& 4& 由安徽医科大学实验动物中心提
供& 合格证号 ‘8.c "皖# #&""(&&&#& ‘7b级’ 喂
养环境为置于隔离独立送风笼具饲养& 保持自然光
照& 维持温度 #$ <#1 e及相对湿度 "1& h1#!&
自由取食饮水’
"2#!药品与试剂!脑络欣通由黄芪 $& 4( 川芎
= 4( 三七 ) 4( 红花 "& 4( 当归 "& 4( 天麻"& 4及
蜈蚣 # 条组成& 由安徽中医药大学第一附属医院药
剂科提供$ 石杉碱甲 "商品名 忆诺& &2&1 34& 北
京华素制药股份有限公司& 批号 "1&1&1"$#’ 水合
三氯乙醛 "国药集团化学试剂有限公司& 批号
#&""&1&+#$ &2#1!胰酶细胞消化液 "江苏碧云天
生物技术研究所& 批号 8&#&"#$ :NRTJMTJ神经元
细胞基础培养基 "上海源培生物科技股份有限公
司& 批号 b#&)&)#$ bDRJ($5;/ 钙离子荧光探针

"日本同仁化学研究所& 批号c:=)&#$ 二甲基亚砜
"-/‘d#"日本同仁化学研究所& 批号 c/’"1#$ 大
鼠降钙素基因相关肽 "8M97# 酶联免疫吸附测定
试剂盒 "武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司&
批号;c&&"’;79"*&+1#$ 大鼠降钙素基因相关肽
受体 "8M979# 酶联免疫吸附测定试剂盒 "上海
谷研实业有限公司& 批号 &"’&=#+#’
"2$!主要仪器与设备!/JTT?@水迷宫实验系统
"淮北正华生物仪器设备有限公司#$ "1"& 型酶标
仪 "美国 P6NT3J公司#$ #("=7c型高速冷冻离心
机 "德国 ‘?43H公司#$ a8_()1& 型电热恒温培养
箱 "日本 ;‘d:G公司#$ /8d("’1 型 8d# 培养箱
"日本 ‘HASJ公司#$ b81&& 流式细胞仪 "美国
jNVZ/HA公司#’
IH方法
#2"!改良_-模型的制备%=&!预备手术大鼠术前
禁食( 禁水 * 6& 在保持适当室温的条件下& 用
$21!的水合氯醛 "" 305"&& 4# 腹腔注射大鼠以
作麻醉& 仰卧固定于手术台& 碘酒消毒颈前手术部
位& 取颈正中纵行切口& 逐步钝性分离皮下软组织
及肌层& 暴露右侧的颈总动脉 "8;;# 和迷走神
经& 用玻璃分针分离迷走神经和 8;;& 以 " 号手
术线将右侧88;永久性结扎& $ I后以相同的方法
将左侧88;结扎’ 假手术组以相同的步骤进行操
作& 但是只分离双侧88;而不结扎’ 结扎 88;后
恢复组织层次( 缝合切口& 并行常规消毒& 同时庆
大霉素 &2&1 30腹腔注射& " 次5I& 连续 1 I& 防
止感染’ 术后动物置于干净鼠笼中& 保持温度& 自
由获取水源及饲料’
#2#!分组方法与给药方法!将造模后的大鼠适应
性喂养 " 周后& 行 /JTT?@水迷宫训练& 为时 1 I&
筛选符合_-标准的大鼠& 将其采用随机分为模型
组( 脑络欣通组及石杉碱甲组各 ") 只& 另假手术
组 ") 只’ 脑络欣通组( 石杉碱甲组分别按
*21) 45"Z4,I#( &2&= 345"Z4,I#给药& 早晚各
灌胃 " 次’ 假手术组及模型组予以等量生理盐水灌
胃’ 如上给药连续 " 月’
#2$!检测指标及方法
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#2$2"!_-标准)’*!在 "#& @内& 假手术组大鼠寻
到并且爬上平台的时间为逃避潜伏期 "N@VHUNDH(
QNAVS& G0#’ 将G0的平均值作为参考值& 计算出
造模组各大鼠各时段逃避潜伏期平均值与参考值之
差占该鼠平均逃避潜伏期的比值& 若该值m#&!则
视为_-大鼠模型’
#2$2#!学习记忆能力检测!采用 /JTT?@水迷
宫)** ’ 喂药 ) 周后采用此法对大鼠学习和记忆功能
进行测试’ /JTT?@水迷宫是一个高 1& V3( 直径为
#&& V3的圆形水池& 水深 $& V3& 训练过程中水温
控制在 #1 e左右& 水中加入黑色墨水致水质呈不
透明& 以便利于实验’ 于池壁上间隔等距离取 ) 个
点作标记& 将水池分为四个大小相同的象限& 依照
次序分为第一象限( 第二象限( 第三象限及第四象
限’ 于第四象限正中放置圆形站台& 并使此台面低
于水面 # V3’ 并于实验时& 房间内隔绝自然光&
使用特定光源以及保持实验室内各物件位置不变’

定向航行实验! 于每天固定时间段将大鼠分别
从四个象限面朝向池壁轻放入水中& 记录每只大鼠
G0& 如果某大鼠在规定时间内未找到平台& 那么
将该鼠引导至站台上持续 $& @以作学习& 同时将
其G0记录为 "#& @’ 取每只大鼠同一天 ) 次 G0的
平均数作为该鼠当天学习成绩’ 连续训练 1 I’

空间探索实验! 在 1 I 的定向航行实验后& 第
六天撤去站台& 于第二象限面向池壁将大鼠放入水
中& 让其在水池中进行为时"#& @的自由游泳& 记
录大鼠穿过站台原属位置的次数& 在第四象限活动
时间& 以作评价空间记忆能力之用’
#2$2$!取材方法!给药结束后& 麻醉大鼠& 于冰
台上迅速断头取脑& 分离海马组织’ 右侧海马用生
理盐水洗净海马组织上残留的血液后置于离心管
中& 用眼科剪剪碎海马组织& 以立即作检测海马神
经元细胞内钙离子之用$ 左侧海马则置于冰冻管

中& 编号标记后& *̂& e保存以作后续 G0a‘;检
测降钙素基因相关肽及其受体表达之用’
#2$2)!流式细胞仪检测!海马细胞内钙离子检测
1&!4的bDRJ$(;/粉末可用 ))2# !0的-/‘d溶解
配制成浓度为 " 33JD50的母液& 可置 #̂& e密封
保存’ 在正式实验时& 再用 " 30的 Fj‘‘ 溶液稀
释 1 !0的bDRJ$(;/母液配制成荧光探针工作液’

将上述已准备好的新鲜的海马组织剪碎后加入
适量 &2#1!的胰蛋白酶溶液& 充分拌匀后再经
$’ e水浴消化 "& 3?A& 加入离心管中& 经离心分
离细胞& 所得沉淀用Fj‘‘溶液漂洗后加入含终浓
度为 1 3450bDRJ$(;/的无血清培养基& 置入8d#
培养箱& 将温度设为 $’ e孵育 $& 3?A& 再次离心
后沉淀用Fj‘‘反复冲洗 $ 次& 留细胞悬液 " 30&
#&& 目尼龙网过滤& 后使用流式细胞仪进行检测’
#2$21!G0a‘;法检测降钙素基因相关肽及其受体
检测!将冻存的海马组织取出( 称重剪碎& 与对应
体积的7j‘ "" f+ 质重量体积比# 一起加入玻璃
匀浆器中于冰上充分研磨& 将匀浆液于 1 &&& q8
离心 "& 3?A& 小心吸取上清到做好标记的 G7管待
用’ 根据G0a‘;试剂盒说明书所提供的实验步骤
进行降钙素基因相关肽及其受体的检测’
#2)!统计学处理!采用 ‘7‘‘ "+2& 统计分析软件
进行单因素方差分析& 数据用均数 h标准差 "Jh
%# 表示& 统计学差异水平以Bi&2&1 为标准’
JH实验结果
$2"!脑络欣通对血管性痴呆模型大鼠/JTT?@水迷宫
逃避潜伏期的影响!结果见表 "& 在定位航行实验中&
各组大鼠平均逃避潜伏期都表现出逐渐缩短的趋势’
与假手术组相比& 在各时间段模型组大鼠平均逃避潜
伏期均明显延长"Bi&2&"#’ 与模型组相比& 脑络欣
通组大鼠在第 $天逃避潜伏期缩短"Bi&2&1#& 在第
) <1天逃避潜伏期明显缩短"Bi&2&"#’

表 GH脑络欣通对‘@模型大鼠逃避潜伏期的影响 $1L,% $MGS&
/3OPGH=..%)*6".CBZ/@"1*#2%".%6)3&%03*%1)- ".‘@2"!%0’3*6$1L,% $MGS&

组别 剂量
逃避潜伏期5@

" I # I $ I ) I 1 I
假手术组 % 1=2=# h=2$" )+2=’ h)2*& $’21* h12&$ #$2#= h)21) "$2+& h$2+&
模型组 % ’&2&& h""2)*" ==2&# h"&2$1" 1’2*+ h*2"=" )’2’$ h’2"#" $+2’= h121#"

脑络欣通组 *21) 45Z4 =*2#& h"&2)= =$2&* h*2#* 1#2)& h’2))n )&21& h12$*nn #+2"& h)2&*nn

石杉碱甲组 &2&= 345Z4 =121" h*2$’ 1+2)$ h*2&*n )*2#& h=21#nn $12#& h12&)nn #12=& h$2+$nn

!!注!与假手术组比较&"Bi&2&"$与模型组比较&nBi&2&1&nnBi&2&"

$2#!脑络欣通对血管性痴呆大鼠模型 /JTT?@水迷
宫第四象限活动时间和穿越平台次数的影响!结果

见表 #& 与假手术组相比& 模型组于第四象限活动
时间明显缩短& 同时穿越平台次数亦明显减少
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"Bi&2&"#’ 与模型组相比& 石杉碱甲组和脑络欣
通组在第四象限活动时间明显延长& 穿越平台次数
亦明显增多 "Bi&2&"#’
表 IH脑络欣通对 ‘@模型大鼠空间探索的影响 $ 1 L,%

$MGS&
/3OPIH=..%)*6".CBZ/@"1*Q%6&3)%13+#53*#"1".‘@

2"!%0’3*6$1L,% $MGS&

组别 剂量 第四象限活动时间5@穿越平台次数5次
假手术组 % )*2$= h=2$# ’2# h"2’
模型组 % #+2+1 h’2"+" #2+ h"2)"

脑络欣通组 *21) 45Z4 )$2+= h=2="nn =2’ h"2’nn

石杉碱甲组 &2&= 345Z4 )=2") h=2)=nn =2+ h"2=nn

!!注!与假手术组比较&"Bi&2&"$与模型组比较&nnBi&2&"

$2$!脑络欣通对大鼠海马神经元内钙离子荧光强
度的影响!见表 $ 和图 "& 与假手术组相比& _-
模型大鼠海马神经元内的 8H#r荧光强度显著升高
"Bi&2&"#$ 与模型组相比& 脑络欣通组大鼠海马
神经元内的8H# r荧光强度显著降低 "Bi&2&"#’
表 JH脑络欣通对大鼠海马神经元细胞内钙离子荧光强度

的影响 $1L,% $MGS&
/3OPJH=..%)*6".CBZ/@"1.0("’%6)%1)%#1*%16#*- ".#14

*’3)%00(03’)30)#(2".Q#&&")32&301%(’"16$1L,%
$MGS&

组别 剂量 平均荧光强度

假手术组 % ’2$) h&2)1

模型组 % "$2)+ h"2&’"

脑络欣通组 *21) 45Z4 +2"" h&21’nn

石杉碱甲组 &2&= 345Z4 "$2"# h&2’&

!!注!与假手术组比较&"Bi&2&"$与模型组比较&nnBi&2&"

图 GH大鼠海马神经元细胞内钙离子荧光强度流式细胞
仪图

R#5PGHR#5(’%".#1*’3)%00(03’)30)#(2.0("’%6)%1)%#14
*%16#*- #1*Q%Q#&&")32&(6".’3*6O- .0"[)-4
*"2%*’-

$2)!脑络欣通对大鼠海马组织8M97及8M979的
影响!见表 )& 与假手术组相比& 模型组大鼠海马
组织 8M97和 8M979表达水平明显降低 "Bi
&2&"#$ 与模型组相比& 脑络欣通组大鼠海马组织
8M97和8M979表达水平升高 "Bi&2&1#’

表 SH脑络欣通对海马组织 :Y$X和 :Y$X$水平表达的
影响 $1L,% $MGS&

/3OPSH=..%)*6".CBZ/@"1*Q%%,&’%66#"1".:Y$X31!
:Y$X$".Q#&&")32&301%(’"16$1L,% $MGS&

组别 剂量
8M975

"U4,30̂ "#

8M9795

"U4,30̂ "#
假手术组 % )’2*$ h"&2## "211 h&2$’

模型组 % $)21= h=2#)" &2** h&2)""

脑络欣通组 *21) 45Z4 )1211 h*2=1n "2)$ h&2’&n

石杉碱甲组 &2&= 345Z4 $’2** h+2+* &2+) h&2$&

!!注!与假手术组比较&"Bi&2&"$与模型组比较&nBi&2&1

SH讨论
血管性痴呆属于中医学 -善忘. -郁证. 及

-呆证. 等范畴& 其基本病机为痰瘀痹阻脑络( 髓
减脑消及神机失用& 以气虚为本& 血瘀为标’ 脑络
欣通由黄芪( 红花( 当归( 川芎( 三七天麻及蜈蚣
组成& 具有益气行血( 熄风通络的功效& 在临床治
疗中对缺血性中风病具有显著疗效’ 现代研究通过
建立大脑缺血损伤动物模型& 已经证实脑络欣具有
增加局部脑组织供血( 改善血液循环( 抗神经元凋
亡等多环节( 多靶点作用机制)$(1* ’ 因此& 本实验
在前期研究结果的基础上进一步探究了脑络欣通对
_-大鼠模型学习记忆能力的作用及其作用机制’
研究结果显示脑络欣通可明显缩短 _-大鼠水迷宫
实验平均逃避潜伏期& 显著延长大鼠在第四象限活
动时间& 增加其穿越隐藏平台的次数’ 表明脑络欣
通可改善_-大鼠学习记忆能力’

_-患者主要表现为持续性记忆力( 判断力(
定向力( 语言等认知功能障碍& 而学习记忆功能障
碍被认为是认知功能的基本要素’ 海马是哺乳动物
学习记忆的关键部位)+* & 其对缺血缺氧极为敏感’
正常情况下& 8H#r为细胞内第二信使& 发挥重要
的生理作用’ 但是在长期缺血缺氧的条件下& 细胞
内8H#r水平超载)"&* ’ 一方面& 神经元内 8H#r超载
可激发炎症反应( 膜降解( 自由基大量形成及线粒
体功能失调等损害过程& 进一步导致神经元变性(
坏死& 逐步引起认知功能障碍& 致使痴呆发生)""* ’
另一方面& 脑血管平滑肌细胞和内皮细胞内 8H#r

水平升高可促进白三烯和血栓素的生成和增加动脉
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紧张度及收缩强度& 引起血小板异常聚集和动脉持
续性痉挛& 加重脑缺血& 进一步诱导神经元凋亡坏
死)"#* ’ 因此& 人们认为脑组织和神经元内 8H#r水
平超载是_-的重要致病机制之一& 有效降低脑细
胞尤其是海马神经元内钙离子水平可改善 _-患者
症状’ 这与安徽医科大学第一附属医院药剂科的一
项动物研究结果相符合)"$* ’ 本研究结果不仅再次
证明了_-大鼠海马神经元内钙水平升高& 而且表
明脑络欣通可降低_-大鼠海马神经元内8H#r水平
荧光强度’ 这提示脑络欣通可能通过降低海马神经
元内8H#r水平而发挥改善_-大鼠学习记忆能力的
作用’

降钙素基因相关肽 "8M97# 为一种由降钙素
基因编码而形成的含 $’ 个氨基酸的神经肽& 是已
知目前最强的舒张血管物质’ 8M97主要分布于周
围和中枢神经系统中& 对全身血管可有不同程度的
扩张作用& 对心脑血管作用更为显著& 可解除血管
痉挛( 改善血液循环& 降低缺血性脑损伤& 拮抗内
皮素的作用)")* ’ 另有研究表明& 8M97结合分布
在血管组织的受体而发挥调节细胞内钙离子的作
用)"1* ’ 在缺血性脑血管病中& 脑组织和血浆中
8M97表达降低& 在疾病的发生发展中起到了不可
忽视的作用’ 本研究结果显示脑络欣通可增加 _-
大鼠海马组织8M97及其受体的表达’

综上所述& 脑络欣通可能通过提高_-大鼠海
马组织降钙素基因相关肽及其受体的表达& 降低海
马神经元内超载的钙离子水平& 改善_-大鼠学习
记忆能力’ 本实验阐明了脑络欣通保护神经元的可
能作用机制之一& 为脑络欣通后期临床应用提供理
论依据’
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