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#摘要$

!

目的
!

评价脑智复多靶点防治阿尔茨海默病"

=B

%的作用&方法
!

雌性小鼠去势后
3$,

!海马内注射
=

.

!'9:

和鹅膏

蕈氨酸"

UJY

%以复制
=B

模型!次日将造模小鼠分为模型组(脑智复低剂量组(脑智复中剂量组(脑智复高剂量组及吡拉西坦组并

相应给药!每天灌胃
!

次!连续
9

周!另设假手术组"对照组%进行跳台(

F.--*1

水迷宫及生化指标的检测&结果
!

与对照组比较!

模型组小鼠跳台试验中的潜伏期显著缩短"

!

#

$4$>

%!错误次数增加"

!

#

$4$>

%!在水迷宫中寻找逃逸平台的逃避潜伏期延长

"

!

#

$4$>

%!进入逃逸平台的次数减少"

!

#

$4$>

%!在逃逸平台周围游泳的路程(在有效区域内的游泳时间及路程减少"

!

#

$4$>

%$

脑组织的丙二醛水平明显升高!乙酰胆碱水平及超氧化物歧化酶活力明显下降"均
!

#

$4$>

%&脑智复高(中剂量组中上述指标显

著改善&结论
!

脑智复具有体内多靶点防治
=B

的作用&
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阿尔茨海默病!

=+ZN0*(0-̂1,*10)10

#

=B

"是一种进行性记

忆和认知功能损伤为特征的退行性神经系统疾病(

!

)

$临床主

要表现为进行性认知障碍$病理学主要表现为老年斑大量出

现*神经原纤维缠结及神经元缺失变性等(

:

)

$流行病学调查表

明#我国有
=B

患者约
2$$

万#预计至
:$:$

年#我国的
=B

患

者将达到
:$$$

万人(

3

)

#目前全球医药工作者都在积极寻找能

有效防治
=B

的药物或方法$脑智复以具有良好抗氧化作用

的灯盏乙素为母体#经过系列结构加工*修饰#使其同时具有良

好的抗氧化作用*抑制胆碱酯酶活性*金属络合作用#抑制
=

.

的聚集等(

9'2

)

#但其在体内是否同样具有良好的抗
=B

作用#本

文就此问题进行探讨$

?

!

材料与方法

?4?

!

材料
!

实验动物均为
?CK

级昆明种小鼠(四川省中医药

科学院提供#生产合格证号
?@dX

!川"

:$!3'!"

号)$

BG':$$$

脑立体定位仪!成都泰盟科技有限公司"'

F.--*1

水迷宫!成都

泰盟科技有限公司"'全波长酶标仪!

EN0-(.

公司"'脑智复#由

四川大学华西药学院邓勇教授课题组提供'

=

.

!'9:

!

?*

M

()

公

司"'鹅膏蕈氨酸!

UJY

#

?*

M

()

公司"'吡拉西坦片!华中药业股

份有限公司#批号
:$!:$>!3

"'丙二醛!

FB=

"*超氧化物歧化酶

!

?YB

"*乙酰胆碱!

=@N

"测定试剂盒!南京建成生物工程研

究所"$

?4@

!

方法

3!3!

重庆医学
:$!2

年
9

月第
9>

卷第
!$

期

$

基金项目%四川省科技厅资助项目!

=':$!9<'2

"$

!

作者简介!艾佳晨!

!""!%

"#在读硕士#主要从事老年痴呆研究$

!

"

!

通讯作者#

&'

()*+

%

H)7ZNN2!2

!

!2345.(
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?4@4?

!

模型制作及给药
!

?CK

级昆明种雌性小鼠
#$

只#

!#

'

::

M

#适应性喂养
:,

后#用水合氯醛!

9$$(

M

&

W

M

#腹腔注射"

麻醉小鼠#按照
[-P1W)

等(

>

)做法稍有改进#除假手术组!对照

组"小鼠仅切除卵巢附近的脂肪外#其他各组小鼠均进行双侧

卵巢摘除手术$卵巢摘除手术
9

周后#进行神经毒性造模%

=

.

!'9:

粉末
$4:(

M

溶于
:$$

%

A

无菌的生理盐水中#浓度为
!

%

M

&

%

A

#混匀#

38]

恒温箱孵育
!

周#使其转为凝聚态#取
UJY

$4!(

M

溶于其中#配制成
=

.

!'9:

和
UJY

的混合液$运用脑立体

定位仪在小鼠大脑海马区!以前囟后
3((

#中线右旁开
:

((

#深
:((

为坐标"注射
=

.

!'9:

:

%

A

&只#次日将造模小鼠分

为模型组*吡拉西坦组!阳性对照#

#$$(

M

&

W

M

"*脑智复高剂量

组!脑智复
!#(

M

&

W

M

"*脑智理智中剂量组!脑智复
2(

M

&

W

M

"*

脑智复低剂量组!脑智复
:(

M

&

W

M

"#后
9

组灌胃给药#每日
!

次#连续
9

周#模型组及对照组则给与等体积
$4>\

羧甲基纤

维素钠!

@F@'<)

"$给药
3

周后#进行跳台和
F.--*1

水迷宫实

验$末次给药后
:9N

#取脑组织测定
?YB

*

FB=

*

=@N

水平$

?4@4@

!

跳台实验
!

于给药
3

周后进行跳台试验#将动物放入

反应箱内适应
3(*7

#然后立即通以
32a

交流电$训练
>(*7

#

并记录每次小鼠受到电击的次数!错误次数"#并由此作为学习

成绩$

:9N

后进行测试#每只小鼠测定
>(*7

#记录小鼠第
!

次跳下平台的潜伏期及
>(*7

内的错误次数$

?4@4A

!

F.--*1

水迷宫实验
!

跳台实验结束后#采用
F.--*1

水

迷宫系统测定小鼠的学习记忆能力$水池直径
!:$5(

#高
2$

5(

#平台直径
!:5(

$实验前将水池分为
!

*

:

*

3

*

99

个象限#

然后将安全平台置于其中一个象限内#向水池内注入水#水温

!

:3b:

"

]

#加入适量奶粉#使水池成为不透明的白色$!

!

"定

位航行实验%隐藏平台#使水面没过平台
:5(

#将小鼠进行隐

藏平台实验#并记录
"$1

内小鼠从入水到爬上平台所需的时

间#即逃避潜伏期$允许动物
"$1

内找到平台#并在平台上保

持
!$1

#若动物在入水游泳
"$1

以内仍未能找到水池中的平

台或未能爬上平台时#则将动物引导置于平台上站立保持
!$

1

#动物每天训练
3

次#连续
3,

$!

:

"空间探索实验%定位航行

试验结束
:9N

后#撤除站台$然后任选一相同入水点将小鼠

放入水中#记录小鼠在
"$1

内的游泳路径#记录有效区域运动

时间*有效区域运动距离*有效区域进入逃逸平台次数等$

?4@4B

!

生化指标
!

将脑组织用生理盐水制成
!$\

的组织匀

浆#按照南京建成生物工程研究所提供的试剂盒说明书测试

FB=

*

?YB

*

=@N

水平$用考马斯亮蓝法测定总蛋白浓度$

?4A

!

统计学处理
!

采用
?C??!34$

软件进行数据分析#计量

资料以
Bb6

表示#组间比较采用单因素方差分析#组内两两比

较采用
?<X

检验#以
!

#

$4$>

为差异有统计学意义$

@

!

结
!!

果

@4?

!

跳台实验结果
!

由表
!

可见#在跳台实验中#与对照组比

较模型组小鼠的潜伏期明显缩短#错误次数显著增加#差异有

统计学意义!

!

#

$4$>

"'与模型组比较#吡拉西坦组#脑智复高

剂量*中剂量组小鼠潜伏期*错误次数显著延长#差异有统计学

意义!

!

#

$4$>

"$脑智复低剂量组亦可显著延长痴呆小鼠潜

伏期#与模型组比较差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"#但其减少

错误次数的作用较弱#与模型组比较差异无统计学意义!

!

%

$4$>

"$

@4@

!

水迷宫实验结果
!

由表
:

可见#模型组小鼠无论在定向

航行还是空间探索实验中找到逃逸平台的潜伏期均明显长于

对照组!

!

#

$4$>

"#各药物组均可显著缩短痴呆小鼠找到逃逸

平台的潜伏期#与模型组比较差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"$

由表
3

可见#在空间探索实验中#模型组小鼠进入逃逸平台次

数及在平台周围游泳的路程均明显少于对照组!

!

#

$4$>

"#各

药物组均能显著增加痴呆小鼠进入逃逸平台次数及在逃逸平

台周围游泳的路程#与模型组比较差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"$脑智复高*中剂量小鼠进入逃逸平台的次数与吡拉西

坦组比较明显增多!

!

#

$4$>

"$

表
!

!!

脑智复对
=B

小鼠在跳台实验中各项

!!!

指标的影响'

Bb6

(

组别
动物数

!

)

"

学习

成绩!分"

潜伏期

!

1

"

错误次数

!次"

对照组
!$ 343b!43 !8$4>b!$"4$

I

:4:b!49

I

模型组
" 94#b!4> 9:42b:"4! 949b!43

吡拉西坦组
" 94$b!4! !$#4#b#842

)

34!b!4>

脑智复高剂量组
8 34:b!4: !>942b""43

I

:48b!4"

)

脑智复中剂量组
!$ 343b!49 !2>4!b#:49

I

:4#b!49

)

脑智复低剂量组
# 34:b!4$ !9$4>b!$84:

)

34:b!4"

!!

)

%

!

#

$4$!

#

I

#

!

#

$4$>

#与模型组比较$

表
:

!!

脑智复对
=B

小鼠在定向航行及空间探索实验找到逃逸平台逃逸潜伏期的影响'

Bb6

(

组别
动物数

!

)

"

潜伏期!

1

"

,! ,: ,3 ,9

对照组
!$ 984$:b!"4>9

)

984#$b!>483

)

334$9b94:!

I

3:4#8b>4::

I

模型组
" 8343$b!"4#2 2:4:2b!!4!: 9>4:>b"4!> >>438b!34$>

吡拉西坦组
" >"439b!24:2

)

324>:b!!4":

I

324:"b>4#>

)

3$4:8b!$4$:

I

脑智复高剂量组
8 9:48"b!>423

I

9:4"!b!!42>

I

3>4">b84$3

)

3:4:2b!$4$3

I

脑智复中剂量组
!$ 3:4>#b!$4>2

I

9:4>8b>4#"

I

39433b242#

)

:>493b843#

I

脑智复低剂量组
# 3!42$b"43:

I

9!4!:b!249"

I

3!4!>b>4>:

I

:#48!b242$

I

!!

,!

*

,:

*

,3

*

,9

分别为水迷宫试验第
!

*

:

*

3

*

9

天'

I

%

!

#

$4$!

#

)

%

!

#

$4$>

#与模型组比较$

!!

由表
9

可见#在空间探索实验中#模型组小鼠在有效区域

内的游泳时间及路程均明显少于对照组!

!

#

$4$>

"$吡拉西

坦组也可一定程度增加有效区域内的运动时间及路程#但与模

型组比较差异无统计学意义!

!

#

$4$>

"#而脑智复各剂量组均

能明显增加
=B

小鼠在有效区域内的游泳时间及路程!

!

#

$4$>

"$与吡拉西坦组相比#脑智复各剂量组在有效区域内的

9!3!
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年
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游泳路程明显增加!

!

#

$4$>

"$

表
3

!!

脑智复对
=B

小鼠进入逃逸平台的次数及在

!!!

其周围游泳路程的影响'

Bb6

(

组别
动物数

!

)

"

进入逃逸

平台次数

在逃逸平台周围

游泳的路程!

((

"

对照组
!$ 3428b!4>8

)

2384!$b3!$48$

)

模型组
" !4"3b!4:! :924>#b!:94!:

吡拉西坦组
" :4"3b$4>2

)

9#942"b:$"4#2

)

脑智复高剂量组
8 349#b$438

)I

>234#9b!""483

)

脑智复中剂量组
!$ 34>3b$4>>

)I

8:"422b>!:42$

)

脑智复低剂量组
# 349:b$4"$

)

2"3433b3:#4>"

)

!!

)

%

!

#

$4$>

#与模型组比较'

I

%

!

#

$4$>

#与吡拉西坦组比较$

@4A

!

生化指标变化
!

如表
>

所示#与对照组比较#模型组脑

组织
FB=

水平明显升高#

?YB

活力明显下降!

!

#

$4$>

"$与

模型组比较#脑智复高剂量组
FB=

水平显著降低#脑智复中

剂量组
=@N

水平显著升高#差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"$

表
9

!!

脑智复对
=B

小鼠在有效区域内游泳时间及

!!!

路程的影响 '

Bb6

(

组别
动物数

!

)

"

游泳时间!

1

" 游泳的路程!

((

"

对照组
!$ 24:"b!428

)

:28#4>3b"$"43#

)

模型组
" 34>>b!43! !!8"48>b88$4!$

吡拉西坦组
" >4:!b:4:2 !>394::b33848#

脑智复高剂量组
8 >4":b:4#!

)

:3!:4$#b28:4>3

)I

脑智复中剂量组
!$ >4!:b!4#!

)

::9249#b>">4$2

)I

脑智复低剂量组
# >438b!4"$

)

:""943"b8:942"

)I

!!

)

%

!

#

$4$>

#与模型组比较'

I

%

!

#

$4$>

#与吡拉西坦组比较$

表
>

!!

脑智复对
=B

小鼠脑组织中
?YB

&

FB=

&

=@N

水平的影响'

Bb6

(

组别 动物数!

)

"

?YB

!

T

&

(

MO

-.H

"

FB=

!

7(.+

&

(

MO

-.H

"

=@N

!

%

M

&

(

MO

-.H

"

对照组
!$ :8"42$b994#!#

)

"43!b!43"

I

:34!!b>4:3

I

模型组
" :3>4:"b33483 !:4>:b:4:" !!43!b!$49"

吡拉西坦组
" :23438b9#43# !$42>b94#3 !8432b>4"2

脑智复高剂量组
8 :>84!8b:$4>> !$4!>b$4#3

)

!84:!b>48!

脑智复中剂量组
!$ :>24##b9#42# !!4:$b342" :34>8b!!4>3

)

脑智复低剂量组
# ::!49"b>#4$9 !!4!8b!4": !243$b:4>"

!!

)

%

!

#

$4$>

#

I

%

!

#

$4$!

#与模型组比较$

A

!

讨
!!

论

=B

发病机制复杂*涉及诸多假说#包括
=

.

沉积学说*胆

碱能神经异常假说*氧化应激与自由基损伤假说*

H)P

蛋白磷

酸化学说及雌激素缺乏学说等(

2

)

$目前已经上市的
=B

治疗

药物大部分属于单靶向药物#可以一定程度缓解轻度*中度的

=B

症状#但不能阻止或者逆转
=B

的进一步发展$近年来研

究者尝试多靶点治疗
=B

#以期找到更有效的药物(

8

)

$

本课题组采用去势小鼠单侧海马内注射
=

.

!'9:

和
UJY

的

混合液导致的复合模型#以模拟
=

.

沉积*胆碱能神经损伤及

雌激素缺乏等多种因素复合引起的
=B

$结果表明#在去势小

鼠海马注射
=

.

!'9:

和
UJY

后#小鼠的学习*记忆能力均明显降

低#小鼠脑组织
FB=

水平明显升高#

?YB

活力及
=@N

水平明

显下降#这表明侧脑室注射
=

.

!'9:

和
UJY

及雌激素缺乏诱导氧

化应激产生游离的自由基#破坏胆碱能系统#使学习记忆能力

下降$基底前脑注射
UJY

#会破坏脑内胆碱能系统#使胆碱能

神经元丢失#破坏胆碱能神经元的功能#或使其功能丧失#降低

=@N

(

#'"

)

#

=

.

!'9:

或者
UJY

单独注射仅能使注射部位周边的神经

元退化损伤#

=

.

!'9:

和
UJY

联合注射不仅使注射部位神经元剧

烈丢失#还能使海马
@=!

*

@=9

区的神经元细胞丢失#这种损

伤与
UJY

有剂量依赖$而且
=

.

和
UJY

联合注射能强烈损伤

微管结合蛋白
':

的免疫反应(

!$

)

$氧自由基增加既是雌激素缺

乏的结果(

!!

)

#也是
=

.

的毒性效应之一#增加神经细胞中自由

基的浓度#可诱发脂质过氧化#使
@)

:k内流#进而使线粒体功

能损伤#诱导神经元凋亡$脑组织的氧化应激还可使
=

.

斑块

的沉积加速#沉积的
=

.

斑块可作为活性氧供体从而加剧氧化

应激#因此#应用抗氧化剂可以阻断氧化应激和
=

.

斑块之间

的正反馈(

!:'!3

)

#进而使得神经元细胞避免受
=

.

的毒害$这可

能也是本实验发现吡拉西坦对复合因素致
=B

小鼠具有一定

预防作用的重要原因$吡拉西坦是
V=J=

!

0

'

氨基丁酸"的衍

生物#与谷氨酸受体有最大亲和力#可直接激活谷氨酸受体'清

除脑内氧自由基#减慢脂质过氧化'抗大脑皮质缺氧#增加氧血

流量#促进能量转化#和脑蛋白质合成及促进脑半球间的信息

传递#增加脑细胞的能量储存和脑细胞活性#从而改善学习记

忆能力#是常用的神经保护剂(

!9'!>

)

$

本实验中#经过脑智复治疗后#脑组织中的
=@N

水平升

高#

?YB

活性升高#

FB=

水平降低#

=B

小鼠的学习记忆能力

明显改善#其学习记忆能力强于吡拉西坦组#提示脑智复在体

内同样具有良好的抗氧化作用及抑制胆碱酯酶活性的作用#展

示了部分多靶点作用的特性#其他多靶点策略的体现还有待进

一步深入研究和评价$
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ŶJ-*07E4&7,.HN0+*)+

O

-.

M

07*H.-50++1

%

,*)

M

7.1H*5)7,HN0-)

O

0PH*55.71*,0-)H*.71

(

e

)

4J*.011)

R

1

#

:$$2

#

:#

!

3

"%

:2!':8$4

(

!9

)

[-*1H.LF

#

G0I0-@4&7,.HN0+*)+

O

-.

M

07*H.-50++1*7L)1'

5P+)--0

O

)*-)7,-0(.,0+*7

M

(

e

)

4CN)-()5.+;01

#

:$$#

#

>#

!

:

"%

!9#'!>!4

(

!>

)

VP-H70-V@

#

@N)7

M

&4oC-*(*7

M

o07,.HN0+*)+

O

-.

M

07*H.-

50++1)70Q1H-)H0

MR

H.*(

O

-.L050++I)10,HN0-)

O

0PH*51

(

e

)

4=-H0-*.15+0-EN-.(Ia)15J*.+

#

:$$#

#

:#

!

2

"%

!$39'

!$3>4

(

!2

)

A*A

#

e*)7

M

e4?H0(50++7*5N01)7,07,.

M

07.P10+05H-*5

/*0+,1*7H*11P0-0

O

)*-

(

e

)

4K-.7HF0,

#

:$!!

#

>

!

!

"%

9$'994

(

!8

)

?0-07)&

#

K*

M

)++.&

#

E)7,.7<

#

0H)+4&+05H-*5)+1H*(P+)'

H*.7./NP()70(I-

R

.7*51H0(50++1

%

5)-,*)5,*//0-07H*)H*.7

)7,HN0

M

070-)H*.7./-0)5H*L0.S

RM

071

O

05*01

(

e

)

4&S

O

@0++

;01

#

:$$"

#

3!>

!

:$

"%

32!!'32!"4

!收稿日期%

:$!>'!:'!#

!

修回日期%

:$!2'$!':>

"

!上接第
!3!>

页"

!!

)7,0L)+P)H*.7./15PH0++)-0*7'Y')+W

R

+)(*701)1(P+H*/P75'

H*.7)+)

M

07H1/.-HN0H-0)H(07H./=+ZN0*(0-̂1,*10)10

(

e

)

4

&P-eF0,@N0(

#

:$!>

#

"9

%

39#'3224

(

>

)

[-P1W)g

#

B.N)7*5NVC4EN00//05H1./5N-.7*501H-),*.+

H-0)H(07H.7Q.-W*7

M

(0(.-

R

,0/*5*H1*7,P50,I

R

5.('

I*70,*7/P1*.7./I0H)')(

R

+.*,

!

!'9:

"

)7,*I.H07*5)5*,

(

e

)

4[.-(J0N)L

#

:$$8

#

>:

!

3

"%

:"8'3$24

(

2

)

A0Q*1e

#

B*5W1.7BG

#

A*7 GA

#

0H)+4&7N)750,70P-./*'

I-*++)-

R

,0

M

070-)H*.7*7H-)71

M

07*5(*500S

O

-011*7

M

(PH)7H

H)P)7,=CC

(

e

)

4?5*0750

#

:$$!

#

:"3

!

>>39

"%

!9#8'!9"!4

(

8

) 杨云#卞广兴#吕秋军
4

多靶向抗阿尔茨海默病的研究进

展(

e

)

4

中国新药志#

:$$#

#

!8

!

!

"%

!:':$4

(

#

) 张兰#叶翠飞#褚燕琦#等
4

二苯乙烯苷对鹅膏蕈氨酸致痴

呆大鼠模型脑内胆碱能系统的影响(

e

)

4

中国药学杂志#

:$$>

#

!$

!

!$

"%

89"'8>:4

(

"

) 陈民#王晶#陈欢雪
4=

.

!'9:

合并
UJY

诱导阿尔茨海默病大

鼠模型的建立和评价(

e

)

4

中西医结合心脑血管病杂志#

:$!$

#

#

!

9

"%

92>'9284

(

!$

)

F.-*(.H.X

#

f.1N*(*X

#

E.7.N*-.E

#

0H)+4@.'*7

6

05H*.7

./I0H)')(

R

+.*,Q*HN*I.H07*5)5*,*7,P5011

R

70-

M

*1H*5+.11

./-)HN*

OO

.5)(

O

)+70P-.71

(

e

)

4<0P-.15*0750

#

!""#

#

#9

!

:

"%

98"'9#84

(

!!

)

A0)7eF

#

B)L*01eE

#

KP++0-X

#

0H)+4=5-P5*)+-.+0/.-HN*'

.+)7H*.S*,)7H1*701H-.

M

07',0/*5*075

R

I.70+.11

(

e

)

4e@+*7

U7L01H

#

:$$3

#

!!:

!

2

"%

"!>'":34

(

!:

)卢继承#林贞贤
4

白藜芦醇对
=

.

致大鼠学习记忆损伤的

修复作用(

e

)

4

泰山学院学报#

:$!3

#

3>

!

3

"%

!:$'!:34

(

!3

)

KPWP*[

#

F.-)01@E4EN0(*H.5N.7,-*)+*(

O

)*-(07H

#

.S*'

,)H*L01H-011)7,70P-.,0

M

070-)H*.75.7705H*.7

%

-0)+*H

R

.-

6

P1H)7)HH-)5H*L0N

RO

.HN01*1

(

e

)

4E-07,1<0P-.15*

#

:$$#

#

3!

%

:>!':>24

(

!9

)

@.N07?

#

Fh++0-G&4&//05H1./

O

*-)50H)(.7<'(0HN

R

+'

B')1

O

)-H)H0-050

O

H.-

O

-.

O

0-H*01*7HN0)

M

0,(.P10I-)*7

(

e

)

4CN)-()5.+.

MR

#

!""3

#

98

!

9

"%

:!8':::4

(

!>

)

?H.++A

#

?5NPI0-HE

#

Fh++0-G&4=

M

0'-0+)H0,,0/*5*H1./

507H-)+(P15)-*7*55N.+*70-

M

*5-050

O

H.-/P75H*.7*7HN0

(.P10

%

O

)-H*)+-01H.-)H*.7I

R

5N-.7*5

O

*-)50H)(H-0)H(07H

(

e

)

4<0P-.I*.+=

M

*7

M

#

!"":

#

!3

!

!

"%

3"'994

!收稿日期%

:$!>'!:'!#

!

修回日期%

:$!2'$!'!2

"

"!3!

重庆医学
:$!2

年
9

月第
9>

卷第
!$

期


