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#摘要$
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目的
!

探讨中药复方育真熄风汤"

cb6Q@

$对拟帕金森病"

T@

$模型小鼠黑质内
0APU

和
*APU

的影响%方法
!

将

健康雄性
H#&

'

M\

小鼠随机分为空白对照组&模型对照组&中药治疗组"
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低&中&高质量组$和阳性对照组!采取腹腔注射
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四氢吡啶"

JTFT

$制备
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小鼠模型!应用免疫组织化学染色技术!观察各组小鼠黑质内
0APU

&

*APU

表达

的变化情况%结果
!

实验结果显示!在药物治疗后的第
!2

&

3$

天!中药治疗组小鼠与模型对照组小鼠比较!

0APU

和
*APU

基因表

达都有不同程度的减少!尤其以
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高剂量组效果明显!差异有统计学意义"
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$!分别减少
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和
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%结论
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可通过抑制黑质多巴胺神经元内
0APU

和
*APU

的基因表达途径!减少神经元的氧化应激损伤!达到保护神经元的作用%
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帕金森病!

T@

"是世界卫生组织确定的疑难疾病之一$研

究表明#一氧化氮!

AP

"作为中枢神经系统内的细胞递质和信

使分子#参与了帕金森等神经退行性疾病的病理过程$而一氧

化氮合酶!

APU

"作为
AP

生成的关键限速酶#可间接反映
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对
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神经元的影响$自拟配方育真熄风汤!
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"在临床中应用多年#但其作用机理一直未

有研究$本实验目的希望通过动物实验#研究其对
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小鼠脑

内神经型一氧化氮合酶!
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0APU
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和诱导型一氧化氮合酶!
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的影响#探讨中药复方
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对帕金森病的作用机理$
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抗体*
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抗体
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药物制备
!

中药配方
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以生黄芪*熟地*龟板为

君药#包含多种中药成分'
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#生药总量
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制成中药汤剂$

根据药理学方法制成高*中*低
,

个药物治疗浓度#相当于生药
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)造模药
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采用生理盐水配制成浓度为
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的溶液)美多巴阳

性对照药采用
HJH

溶解配制成浓度为
!3+#B

K

&
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的溶液$
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方法
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小鼠模型建立
!

造模采用
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"诱导模型#腹腔注射#每日
!

次#连续
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(

$造模前
!(

#

筛选能连续游泳
!B*0

的健康小鼠做为实验对象#以消除小鼠

的运动能力差异$

!+"+"

!

动物分组与给药
!

为达到药物有效浓度#中药治疗各

组小鼠从首次注射
JTFT

前
,(

开始分别给予不同浓度的
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灌胃给药!
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")阳性对照组小鼠给予美多巴
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"灌胃)空白和模型对照组给予生理盐水灌胃!
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"#持续
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$
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行为学检测
!

游泳实验%自制
3'=Be,'=Be3'=B

规格的水箱#控制水温
3$

%

,'j

$放入受试小鼠#观察并记录

小鼠
!B*0

内游泳状态$能够连续不断游泳的小鼠计
,+'

分)

大部分时间游泳仅偶尔漂浮者计
3+#

分)漂浮时间超过
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的计
3+'

分)偶尔游泳的计
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分)漂浮在一边仅偶尔用后肢

游动的计
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分'
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组织形态学观察
!

实验第
!2

*

3$

天随机选取各组小

鼠处死制成切片#常规
2+'R

多聚甲醛透心灌注固定#根据小

鼠大脑图谱黑质位置做冠状石蜡切片#片厚
#<B

$采用尼氏

体染色!

'+3R

的硫堇溶液浸洗
,'B*0

"观察多巴胺神经元组织

形态和数量的改变$
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0APU

*

*APU

染色
!

采用
U5MH

免疫组织化学法染色%

常规
,R Y

3

P

3

灭活内源性酶)枸橼酸盐微波煮沸修复)一抗

分别用
!k!#'

兔抗小鼠
0APU

*

*APU

$阴性对照以
TMU

代替

一抗进行染色$
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统计学处理
!

采用
UTUU!,+'

统计软件对数据进行分析

处理#计量资料以
PW7

表示#组间比较采用
<

检验#计数资料

采用
!

3 检验#以
#

#

'+'#

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"+!

!

行为学检测
!

注射
JTFT#

%

!'B*0

后#小鼠即出现肢

体震颤*竖毛*竖尾及跳窜等典型动作#持续
3'

%

,'B*0

后#小

鼠活动明显减少#动作迟缓#甚至匍匐不动#符合
T@

小鼠模型

行为学表现'

!

(

$游泳试验结果显示#模型对照组小鼠游泳时间

较空白对照组游泳时间缩短#且随着用药时间的延长而逐渐降

低#尤其从第
,

天开始差异有统计学意义!

#

#
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"#显示
T@

造模成功$中药治疗组与模型对照组比较#小鼠游泳能力有所

改善#评分增加#尤其以
cb6Q@

高剂量治疗组改善明显#差异

有统计学意义!
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对各组小鼠中脑黑质
@5

神经元数目的影响
!

结果显示#空白对照组小鼠黑质致密部
@5

神经元内尼氏体分

布均匀#神经元胞体饱满整齐#呈带状分布#数量密集)模型对

照组神经元带状分布松散#残存神经元形态各异'

2

(

#与空白对

照组比较#神经元数量明显降低!

#

#

'+'!

"#见表
!

)中药治疗

组神经元数量较模型对照组增多#神经元胞体较饱满#结构较

清晰$

表
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模型小鼠
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中尼氏体染色
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神经元细胞数目的影响&
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,#+&# #+&#W!+#' &+&#W!+3-
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#与模型对照组比较$
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模型小鼠
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蛋白表达的影响&
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对各组小鼠中脑黑质
0APU

*

*APU

的影响
!

0APU

*

*APU

免疫反应阳性细胞#均表现为较为粗大的棕黄色

颗粒#主要为胞质表达$与空白对照组比较#模型对照组

0APU

和
*APU

蛋白含量都显著增多!

#

#

'+'#

"#见图
!

*

3

$中

药治疗组及阳性对照组较模型对照组
0APU

和
*APU

蛋白含

量减少#尤其以
cb6Q@

高剂量组减少明显#差异有统计学意

义!

#

#

'+'!

"#分别减少
,$+-R

!第
!2

天"和
,$+'R

!第
3$

天"#见表
3

$
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讨
!!

论

!!

现代中医学对熟地*龟板*鹿角胶的药理作用做了相关研

究#发现其均有增强大脑学习记忆#抗衰老*抗氧化*抗突变作

用'

#1&

(

$苗明三等'

$

(研究发现熟地黄中的多糖有较好的抗衰老

作用#能提高小鼠衰老模型脑中酶类自由基清除剂的活力#降

低脑匀浆过氧化脂质!

\TP

"水平$提示熟地可通过提高血中

抗氧化相关酶的活性#起到一定的抗氧化作用$育真熄风汤以

熟地*龟板*鹿角胶为君药#包含
!$

种滋补肝阴肾气*益气补脾

的有效中药成分#从多靶点*多途径整体调节机体功能#化疾通

络#熄风止痉#符合中医治疗颤症的理论$

作者采用游泳法和尼氏体病理染色的方法#从行为学和组

织形态学两方面观察小鼠的协调运动能力和
@5

神经元的改

变$结果显示#模型对照组与空白对照组小鼠运动能力存在统

计学差异#提示
T@

模型建立的成功和可靠$随着用药时间的

延长#

cb6Q@

治疗组小鼠的运动协调能力及
@5

神经元的数

量都有不同程度的改善和提高#尤其以
cb6Q@

高剂量组效果

明显$说明
cb6Q@

对
T@

小鼠的行为学障碍有显著改善作用

和对多巴胺神经元的保护作用$

AP

作为自由基家族的成员#近年研究表明#过多地在中

枢神经系统内生成能引发神经细胞损伤#导致帕金森病及其他

神经退行性疾病'
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$

APU

是
AP

合成最关键的限速酶#有
,

种亚型#其中#

0APU

属结构型
APU

#正常情况下在神经元中仅

有低水平表达$

S*0=70C

等'

!3

(研究发现#大鼠局部脑缺血时同

侧的
0APU

*

B4A5

明显增加#而
0APU

基因敲除的小鼠能明

显抵抗脑缺血性损伤'

!,

(

#提示来源于
0APU

的
AP

参与对神

经的毒性作用$

*APU

在正常健康人的脑中不表达或表达很

少#但病理情况下#如炎症细胞因子免疫应答*神经损伤等情况

下表达增多#且产生比
0APU

更多且持续更长时间'

!2

(

$因此#

来源于
*APU

和
0APU

的
AP

都具有神经毒性作用#可作为重

要的介导因素被激活#从而引起神经元的毒性作用#导致神经

元的凋亡或细胞坏死'

!#

(

$作者在实验中也得出
JTFT

模型

小鼠
UA

内在第
!2

*

3$

天的
0APU

和
*APU

有明显升高$而经

过
cb6Q@

中药预防和治疗后的小鼠与模型组比较#其行为学

障碍有明显改善#

@5

神经元数量增加#

0APU

和
*APU

有明显

降低$因此#作者有理由认为
cb6Q@

可以通过抑制
0APU

和

*APU

的活性#进而降低其对
@5

神经元的毒性作用#发挥保护

@5

神经元*抗帕金森病的作用$
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