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半夏泻心汤对衰老大鼠学习记忆能力的改善及分子机制$

彭!旭!张晓梅!何学令!刘!艳
!四川大学实验动物中心(成都!?"##(""

摘要%目的!以 GJ半乳糖致衰老大鼠为动物模型(研究半夏泻心汤!\_I"对衰老大鼠学习记忆能力的改善及大脑

海马区 N58*>W*GN*BJVI受体 7H>N表达的影响(探究 \_I对改善大鼠学习记忆能力的相关作用机制+ 方法!

结合 ]型水迷宫测试的大鼠逃避潜伏时间(通过注射 GJ半乳糖建立老龄大鼠模型,随后将动物分为老龄对照组*

石杉碱甲组*壮年对照组*\_I低剂量组*\_I中剂量组*\_I高剂量组(按组别不同进行灌胃给药+ 连续给药 ? 周

后(再次通过 ]型水迷宫测试大鼠学习记忆能力改善情况(检测 N58*>W*GN*BJIV受体 7H>N及抗体的表达(观

察海马区病理学变化(由此探究 \_I对衰老大鼠学习记忆能力改善的分子机制+ 结果!与老龄对照组比较(在训

练后 &( 8*($ 8 和 %? 8(各剂量 \_I给药组均能明显缩短老龄大鼠逃避潜伏期+ 大鼠海马区组织 VW染色显示(与

老龄对照组相比(\_I高剂量组海马神经元损伤有所改善(但 \_I中剂量组和低剂量组未见明显改善,免疫组化结

果显示 \_I高剂量组与老龄对照组相比(其椎体细胞染色数量多(排列紧密度好(细胞颜色较深+ 结论!本研究发

现 \_I能改善老龄大鼠学习记忆能力(尤其是高剂量 \_I改善效果最为明显(可能与增加老龄模型大鼠海马
AVH["*GHG&*VIH"3*NGHN&37H>N的表达有关+

关键词%半夏泻心汤,衰老,学习记忆,神经递质受体

中图分类号% H&$BCB!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##BBJ#’

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4#"&

!!人在自然衰老过程中(随着年龄的增长会出现
记忆力减退*反应迟钝*认知功能下降等脑功能障碍
症状+ 学习记忆是大脑的重要功能之一(而学习记
忆的作用机制与中枢胆碱能神经系统*单胺类神经
递质 >W*GN*BJVI密切相关(它们之间相互制约且
处于一种平衡状态 - ". + 半夏泻心汤 !\_I"源自张
仲景#伤寒杂病论$(本方攻补兼施*升降并用(其辛
开*苦降*甘补的组方配伍(一直以来是基础研究及
临床应用的热点复方之一 - &. + 在我们的前期研究
中发现(\_I及其拆方可通过影响脾虚大鼠下丘脑
中 >W*GN*BJVI神经递质的水平(调节大鼠的脾胃
功能 - ). + 渡边雄泰 - (.等研究表明 \_I对应激性溃
疡不仅直接作用于消化系统(而且通过介导脑内情
感系统的中枢抑制作用而发挥治疗效果+ 张忠
等 - B.研究 \_I及其拆方对应激性胃溃疡大鼠胆碱
能神经元的影响(结果显示 \_I全方组及各拆方组
除作用于胃黏膜本身引起胃黏膜本身分泌改变之

外(还影响到脑的分泌功能+ 上述研究表明(\_I
的作用机制与脑内的神经递质有一定的关系+ 此
外(根据中医理论(\_I是辛开苦降的代表方剂(对
梳理脾胃气机之升降(调节全身气机之运行(非常合
乎老年人精气不足的体质特点(因此推测 \_I对于
抗衰老有一定的作用+ 本研究旨在分子水平上研究
半夏泻心汤对衰老大鼠大脑海马区 N58*>W*GN*BJ
VI受体 7H>N表达的影响(对其可能的作用机制
进行探讨+

/K材料与方法

/M/K实验动物
=G大鼠 "&# 只( =FY级(雌性(体质量 ! (## l

&#"R("B 月龄+ 另取 "# 只 =G大鼠(=FY级(雌性(
体质量!&##l"##"R(? 月龄(作为壮年对照组+ 实验
动物均由四川省中医药科学院实验动物中心提供(
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生产许可证号%=A_d!川"&#")J"%,动物实验在四川
大学实验动物中心完成(实验动物使用许可证号%
=]_d!川"&#"BJ"$B+
/M5K药品与试剂

根据#伤寒论$\_I全方组成为半夏 "& R(干姜
% R(黄芩 % R(黄连 ) R(人参 % R(炙甘草 % R(大枣 (
枚+ 以上中药饮片均购于四川省中药饮片有限责任
公司(大枣自配+ 用蒸馏水常规煎煮 & 次(加热浓缩
成每 " 7E提取液中含 " R生药(置 ( h冰箱储存备
用+ 石杉碱甲片 !河南太龙药业股份有限公司(批
号%")#%#("使用前用 #CBf羧甲基纤维素钠配成
#C)f的溶液备用+ GJ半乳糖!上海金穗生物科技有
限公司 ", IM1e6O!N7T162 公司 "*逆转录试剂盒
!I8QM76",AVH["*GHG&*VIH"3*NGHN&3基因引
物!成都宝信生物有限公司",一抗(二步法抗兔;鼠
通用型免疫组化检测试剂盒-基因科技!上海"有限
公司.+
/M3K仪器设备

[SO91DQ2Qc:9173/FAH仪!E3T2Q9",X]?##A电
泳仪!北京君意东方电泳设备有限公司",超纯水系
统![1O1:6MQ",显微镜及图像采集系统 !cO+7:S*",
切片机!EQ153",NS96*9312QM($# *全自动免疫组化仪
!I8QM76",]型水迷宫!自制"+
/M2K实验方法
/M2M/!大鼠衰老模型建立%将 "&# 只 "B 月龄大鼠
进行 ]型水迷宫测试(记录大鼠平均逃避潜伏期
!从入水起点至寻找到阶梯出水的时间"和正确反
应次数!以 "# *内直接抵达平台为正确反应" - ?. (每
次测定时间为 & 712(&712 后仍未找到安全通道者
以 "&# *计算+ 每只大鼠每天训练 & 次(共训练& ,+
获得性训练结束后(正式进行测试(每只鼠每天测试
" 次(共 ) ,+

根据大鼠的逃避潜伏时间由高到低(筛选出学
习记忆能力明显较弱的动物 B# 只(随后在大鼠颈部
皮下注射 GJ半乳糖 "&B 7R;.R体质量 - ’. (每天 "
次(连续给药 ( 周+ ( 周后再次进行 ]型水迷宫测
试(未通过测试大鼠(即为老龄模型大鼠+
/M2M5!实验动物分组及给药%将老龄模型大鼠随机
平均分为 B 组(根据治疗药物类型和剂量(分别为老
龄对照组!生理盐水"*石杉碱甲组!作为药物治疗
的阳性对照组"*\_I高剂量组*\_I中剂量组*
\_I小剂量组+ 另选 "# 只 ? 月龄正常大鼠作为壮
年对照组+

\_I组大鼠根据不同 \_I剂量进行灌胃给药(
\_I高剂量组 "# 7E;.R*中剂量组 B 7E;.R*低剂量
组 &CB 7E;.R(石杉碱甲组 )# 7R;.R体质量(壮年对
照组和老龄对照组灌胃生理盐水 "# 7E;.R+ 大鼠
每周测体质量一次(按体质量调整给药剂量(连续给
药 ? 周+
/M2M3!病理学及免疫组化检测%行为学检测结束
后(各组大鼠放入 (f异氟烷的诱导盒中进行诱导
麻醉+ 大鼠进入麻醉状态后迅速取出(并行眼眶放
血处死(打开头盖骨(迅速取出脑组织(于冰上剥离
左侧大脑皮层和海马(置于 (f多聚甲醛中固定+
将脑组织块冠状位连续切片(片厚 B %7+ 每隔 B 张
取 " 张(每例动物相邻切片分为 ) 套(每套各 B 张(
选取其中一套进行常规 VW染色(树脂封片(进行组
织病理学检测+ 另一套采用 W2‘1*162 二步法进行免
疫组织化学染色+
/MVK?-%:8F#9-NE?检测 <P")B7)’<)V8@Z受体
9?B<表达

根据 DQ2\32. 的序列(用 D6O,.Q+软件分别设
计 AVH["*GHG&*VIH"3*NGHN&3基因的引物+
根据 H>N提取试剂盒说明书提取 H>N(然后根据
I8QM76的逆转录试剂盒合成 5G>N(最后进行 FAH
扩增+ 引物序列如下%

AVH[" 上 游 引 物 B )JNINANDIANNDNDDA
AANAAJ)),

下游引物 B)JNDDNNANANDIAAIIDANDNJ))(
产物长度 &"$ T:,

GHG& 上 游 引 物 B )JNNNAAADDNAAIAA
AIINNDJ)),

下游引物 B)JNDNDDNAIDDIDDDNIDIIDJ))(
产物长度 "") T:,

VIH"3 上 游 引 物 B )JNAAIAIAIDIIDAID
DDINAJ)),

下游引物 B)JADNINNNANDDIADANDDIDJ))(
产物长度 ’"% T:,

NGHN&3上游引物 B )JIIDDAAIIDIADADNI
NIIDJ)),

下游引物 B)JAANDDDDNANDIINAANDIIJ))(
产物长度 ’B T:,
/M4K图像分析及数据处理

使用 cO+7:S*显微镜及图像采集系统对海马区
N58*>W*GN*BJIV受体阳性细胞进行采图+ 应用
凝胶成像分析软件 DQOJFM6J323O+eQM(C# 分析受体和

/?B/
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内参"JN5912 的灰度值(并用DM3:8F3, FM1*7软件做
柱状图进行比较+

5K结果

5M/KA型水迷宫检测各组大鼠学习记忆能力
造模后(老龄对照组大鼠在 ]型水迷宫中的逃

避潜伏期较壮年对照组明显延长,与老龄对照组比
较(在训练后 &( 8*($ 8 和 %? 8(各剂量 \_I给药组
均能明显缩短衰老大鼠逃避潜伏期(结果见图 "+
5M5K海马区病理形态学观察

对各组大鼠海马区组织进行 VW染色(结果如
图 & 所示+ 壮年对照组海马组织各区显示清晰(神
经元细胞丰富(数量较多(排列整齐(细胞形态正常(
核大而圆(核仁明显(可见少量小胶质细胞(神经纤
维清晰,老龄对照组可见海马各区神经元细胞不同
!!

图 /K=e@对大鼠逃避潜伏期的影响
L#)X/K7RR-PF(R=e@(&-QP%T-:%F-&P$ (RG%FQ

程度减少(出现神经元萎缩!红色神经元"(小胶质
细胞增生*血管套以及噬神经现象,\_I高剂量组
和石杉碱甲组海马神经元损伤均有所改善(改善程
度基本相同(但 \_I中剂量组和低剂量组同老龄对
照组相比未见明显改善+

图 5K海马区 Z7染色观察#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X5KZ7QF%#&#&) (R"#TT(P%9T+Q#a566$
>69Q%3%3R12R5629M6ORM6S:,T%8S:QMe12QNRM6S:,5%*9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:(Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:,P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

5M3K免疫组织化学染色结果
对大鼠海马区组织进行免疫组化染色(各组大

鼠海马区 GHG&*AVH["*VIH"#*NGHN&#的表达
和分布情况如图 ) i? 所示+ 椎体细胞的细胞膜和
细胞质内出现了深棕色的阳性细胞染色反应(而椎
体细胞周围未见其他细胞有着色+ 从形态结构看(
壮年对照组海马区椎体细胞染色数量多且颜色深(
排列紧密整齐(层次结构明显,老龄对照组海马区椎
体细胞染色数量少且颜色很浅(排列疏松(细胞间隙
较大(层次结构不明显,\_I高剂量组和石杉碱甲
组椎体细胞染色数量和颜色以及排列紧密度介于壮
年对照组和老龄对照组之间(对受体的表达有明显
的增强作用(结构层次也有改善(这说明高剂量 \_I

对海马区的损伤有一定的保护作用(保护程度与石杉
碱甲组类似(但中剂量组和低剂量组椎体细胞的阳性
反应程度与老龄对照组相比未见明显差异+
5M2K=e@对大鼠海马区 EZ?D/)’?’5)Z@?/")
<’?<5"9?B<表达的影响

7H>N表达结果显示(\_I低剂量组和中剂量
组的 AVH["*GHG&*NGHN&#7H>N相对表达量均
低于大剂量组(而 VIH"#7H>N相对表达量在 \_I
各组中表达量差异不明显,壮年对照组的 AVH["*
GHG&*VIH"#*NGHN&#7H>N相对表达量均高于
其余五组(而老龄对照组偏低(尤其在 AVH[" 和
VIH"#7H>N表达量上显著低于其它组+ 见图 ’
和图 $+

/’B/
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图 3K海马区 ’?<5 表达情况#深棕色’a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X3K7.TG-QQ#(&(R’?<5 #&"#TT(P%9T+Q

#H%GYJG(*&’a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:,,%\_IO6-,6*QRM6S:, Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 2K海马区 EZ?D/ 表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X2K7.TG-QQ#(&(REZ?D/ #&"#TT(P%9T+Q#a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 VK海马区 <’?<5"表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)XVK7.TG-QQ#(&(R<’?<5"#&"#TT(P%9T+Q

#H%GYJG(*&’a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

/$B/
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图 4K海马区 Z@?/"表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X4K7.TG-QQ#(&(RZ@?/"#&"#TT(P%9T+Q#a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 WK海马区 ’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<表达的影响
注%3%\_I低剂量组,T%\_I中剂量组,5%\_I高剂量组,

,%石杉碱甲组,Q%壮年对照组,P%老龄对照组

L#)XWK7.TG-QQ#(&(R’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<#&"#TT(P%9T+Q
>69Q% 3%\_IO6-,6*QRM6S:, T%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:,

5%\_I81R8 ,6*QRM6S:,,% VS:QMe12QNRM6S:,

Q% =9M62R5629M6ORM6S:,P% NR12R5629M6ORM6S:

图 1K海马区 ’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<相对表达量
L#)X1K?-:%F#U--.TG-QQ#(&(R’?’5)EZ?D/)Z@?/")

<’?<5"9?B<#&"#TT(P%9T+Q

3K讨论

哺乳动物随着年龄的增加(海马区的形态结构*

功能以及一些相关蛋白质分子发生改变(被认为是
海马功能衰退的基础+ 在本次实验中通过大鼠行为
学试验(我们发现经高剂量 \_I治疗过的老年大鼠
能够明显缩短逃避潜伏期(与老龄对照组相比(差异
极显著!*m#C#""+ VW染色和免疫组化染色结果
都显示(\_I大剂量组的海马区受损的神经元也有
所改善+ 这提示 \_I对老年鼠的海马区受损部位
有一定程度的改善作用+

>W在记忆保持方面起重要作用(而改善记忆
与促进 GN的释放有关(BJVI则与精神活动*感觉
体温调节*高级认知功能有关+ 当机体逐渐衰老后(

脑内单胺类神经递质亦发生代谢紊乱(表现为 >W*
GN和 BJVI含量下降(其含量下降是造成学习记忆
能力减退的重要原因 - ?($. + 陈乔等用放射自显影方
法研究表明(老年大鼠大脑皮质及海马部位 AVH["

密度显著低于壮年对照鼠(并提出这 ) 个脑区
AVH[" 受体密度的降低可能是衰老时学习*记忆*

联想* 认 知 等 功 能 障 碍 的 重 要 机 制 之 一 - %. +

L1O.QM*62 32, EQ‘12 - "#. 研究发现(腹侧海马注入
GHG& 激动剂可提高大鼠工作记忆的能力(相反注
入 GHG& 受体拮抗剂则降低工作记忆的能力(故提
示了 GHG& 参与记忆功能+ 梁发权和吕宝璋 - "".采
用放射性配基结合分析法发现老年大鼠!)? 月龄"

大脑皮质中 BJVI受体的数目较成年大鼠!) 月龄"

明显减少(提示老年鼠中枢 BJVI系统的功能降低(

/%B/
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可能与老年期的一些表现如记忆力衰退*睡眠障碍
有关+ 本实验观察到(模型组的 AVH["*GHG&*
VIH"#*NGHN&#7H>N表达明显弱于壮年组(甚至
出现一些无表达现象(这与其他学者的研究结果是
一致的(衰老时会出现中枢学习*记忆力以及认知等
功能的下降(这与大脑海马区 N58*>W*GN*BJIV受
体 7H>N表达下降的现象有密切关系+

石杉碱甲是一种强效的可逆性胆碱酯酶抑制
剂(并可增强大鼠海马 AN" 锥体神经元的兴奋性突
触传递(其增强突触传递作用与 [型乙酰胆碱受体
激动有关 - "&. + \_I高剂量组与石杉碱甲组的
AVH["*GHG&*NGHN&#7H>N表达趋于一致性(
这说明高剂量 \_I对海马区的损伤有一定的保护
作用(保护程度与石杉碱甲组类似+ 另外(有研究报
告表明胆碱酯酶抑制剂通过 [" 型胆碱能受体能够
使行为大鼠 AN" 区的长时程增强 - ")J"(. + 在我们之
前的研究中发现(半夏泻心汤给药组可明显上调脑
组织胆碱能受体 [" 的表达 - "BJ"?. (故我们推测 \_I
抗衰 老 的 作 用 机 制 与 AVH["* GHG&* VIH"#*
NGHN&#基因表达有关(\_I可以激活其 7H>N的
表达(从而对衰老大鼠脑组织中 N58*>W*GN*BJIV
起到一定的调节作用+ 由于中药的作用是多靶点*多
效应作用的结果(因此在接下来的工作中还要再进一
步对 \_I参与机体抗衰老的作用机制进行研究+
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