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探讨淫羊藿%黄芪%葛根有效组分复方对阿尔茨海默症"
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只!分为模型组%淫羊藿组%黄芪组%葛根组%

复方组%去铁胺"
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小鼠作为健康对照组$用药结束后!取各组小鼠脑组织!分别采用免疫组织化学%实时荧光定

量
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#检测各组小鼠大脑皮质
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的表达情况$结果
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免疫组织化学结果显示.

阴性对照未见
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结果%
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淫羊藿%黄芪%葛根有效组分复方可以下调
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模型小鼠大脑皮质
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的表达!从而抑制小鼠脑铁超载!缓解铁超载带来

的中枢神经系统功能衰退$
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研究发现!应用去铁胺)
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!但这些化学药物都有一

定不良反应或口服困难等缺点!很难推广应用-
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"因此!本研

究考虑采用中药来治疗
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"中医认为
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发病以肾虚精亏!

气血不足为本!痰瘀互结!浊毒内生为标的本虚标实之证"本

研究将淫羊藿%黄芪%葛根有效组分进行组方!研究淫羊藿%黄

芪%葛根有效组分复方对
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模型小鼠大脑皮质
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表达

的影响"
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材料与方法
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E

+

$fDQQFQMF&MMFMMMMFF&FQFMD#f

>;&! P

+

$fDM&MQMMMFFMQQFF&FFM&FD#f $9 !9"

E

+

$fD&QFQ&MMMFFFMFMM&QFMQD#f

!!

应用带有
ESG

的
1=(4*-/L d̂?EM'22-

Z

1QE /̂

U

2';*WD

R>M

)

,-3*4'5

J

2-

!

1'5LD&2C4__Q

!

5̀

J

<I(4C*%:

,

7"

!

88!6

!

d2D

'23(-

!亚美尼亚*

E&D1QE

试剂盒!以
$

倍稀释
$

个浓度梯度的

+>aF

样本!分别建立目的基因与
#

D(+4*-

基因扩增的标准曲

线!确定它们的扩增效率"反应体系
%$

'

_

包括+

d̂?ENW

&(

Z

!%B$

'

_

!上游引物)

!8

'

L5=

,

_

*

8B$

'

_

!下游引物)

!8

'

L5=

,

_

*

8B$

'

_

!

+>aF

)

!8

'

L5=

,

_

*

8B$

'

_

!

AAb

%

S!!

'

_

"

扩增条件+

"$]

预变性
#L*-

!

"$]

变性
#8C

!退火
#8C

!

9%]

延伸
#8C

!

68

个循环!每次循环结束后采集荧光"为确定扩增

反应的特异性!循环结束后进行熔解曲线的分析!条件如下+

7$

!

"$]

!每
$C

上升
8B$]

"每组样品设定无
+>aF

模板反

应孔为阴性对照!每个样本进行
#

次重复!重复间允许差异小于

8B$Q4

"用
?*5E(A;(-(

J

2'

&;软件)

?*5DE(A_(I5'(45'*2C

!

1<*=(D

A2=

U

<*(

!亚美尼亚*测定每个样本的相对拷贝数"相对表达量采

用
%

\

**

Q4法计算!

*

Q4jQ4

目的基因
\Q4

内参基因!

**

Q4j

*

Q4

实验组样品
\

*

Q4

对照组样品!相对表达量
j%

\

**

Q4

"

!B"B'

!

X2C42'-I=54

检测小鼠大脑皮质
>;&!D,EN

,

>;&!D

非
,EN

蛋白的表达
!

取小鼠右侧大脑皮质!提取总蛋白!按

?QF

蛋白定量法进行蛋白定量"将蛋白按照
$8

'

J

上样量加

入凝胶!电泳
!B$<

!随后将凝胶蛋白转移到
8B6$

'

L

的
1K>P

膜上!恒流转膜
%<

!

$T

牛奶封闭
%<

!置于含有兔抗
#

DF+4*-

)

!l$888

(杭州华安生物技术有限公司!杭州*%兔抗大鼠

>;&!D

非
,EN

)

!l#888

(

F=

U

<(>*(

J

-5C4*+C

!

SV*-

J

C ;*==C

!

;>

!美国*%兔抗大鼠
>;&!DV*4<5/4,EN

)

!l%888

(

F=

U

<(>*D

(

J

-5C4*+C

!

SV*-

J

C;*==C

!

;>

!美国*一抗的稀释液中
6]

孵育

过夜!

&?̂ &

清洗
#

次!每次
!$ L*-

!滴加相应抗兔二抗

)

!l!8888

(

1̀_

!

M(*4<2'CI/'

J

!

;('

0

=(-A

!美国*!室温孵育

%<

!继续
8B8$T&?̂ &

清洗
#

次!光化学显色法检测
>;&!D

,EN

,

>;&!D

非
,EN

蛋白的表达"以
#

DF+4*-

为内参!采用

c/(-4*4

0

S-2

凝胶软件分析系统)

?*5DE(A_(I5'(45'*2C

!

1<*=(D

A2=

U

<*(

!亚美尼亚*分析蛋白条带的光密度)

T8

*值!以目的蛋

白与
#

DF+4*-

蛋白光密度的比值作为目的蛋白表达水平"

!B#

!

统计学处理
!

采用
1̂̂ !̂9B8

统计软件进行分析!计量

资料以
/gC

表示!采用多因素方差分析!方差齐者组间比较用

_̂ >

检验!方差不齐者用
M(L2CDb5V2==

检验!以
%

$

8B8$

为

差异有统计学意义"

99!%

重庆医学
%8!7

年
7

月第
6$

卷第
!7

期



"

!

结
!!

果

"B!

!

淫羊藿%黄芪%葛根有效组分复方对
F>

转基因小鼠大脑

皮质中
>;&!

表达的影响
!

免疫组织化学染色显示!与健康对

照组比较!模型组
>;&!

的表达增高)

%

$

8B8$

*(与模型组比

较!淫羊藿组%黄芪组%葛根组%复方组和
>PS

组
>;&!

的表达

降低)

%

$

8B8$

*(与
>PS

组比较!淫羊藿组%黄芪组%葛根组

>;&!

的表达增高)

%

$

8B8$

*(

>PS

组与复方组
>;&!

的表达

差异无统计学意义)

%

&

8B8$

*!箭头所指为阳性细胞!见图
!

"

!!

!

+阴性对照(

%

+健康对照组(

#

+模型组(

6

+淫羊藿组(

$

+黄芪组(

7

+葛根组(

9

+复方组(

:

+

>PS

组"

(

+

%

$

8B8$

!与健康对照组比较(

I

+

%

$

8B8$

!与

模型组比较(

+

+

%

$

8B8$

!与淫羊藿组比较(

A

+

%

$

8B8$

!与黄芪组比较(

2

+

%

$

8B8$

!与葛根组比较"

图
!

!!

淫羊藿,黄芪,葛根有效组分复方对各组小鼠大脑皮质
>;&!D,EN

+

>;&!D

非
,EN

表达的影响'

i%88

(

!!

!

+健康对照组(

%

+模型组(

#

+淫羊藿组(

6

+黄芪组(

$

+葛根组(

7

+复

方组(

9

+

>PS

组"

(

+

%

$

8B8$

!与健康对照组比较(

I

+

%

$

8B8$

!与模型组

比较(

+

+

%

$

8B8$

!与淫羊藿组比较(

A

+

%

$

8B8$

!与黄芪组比较(

2

+

%

$

8B8$

!与葛根组比较"

图
%

!!

淫羊藿,黄芪,葛根有效组分复方对各组小鼠

大脑皮质
>;&!LEaF

表达的影响

"B"

!

淫羊藿%黄芪%葛根有效组分复方对
F>

转基因小鼠大脑

皮质中
>;&!LEaF

表达的影响
!

E&D1QE

结果表明!与健

康对照组比较!模型组小鼠大脑皮质中
>;&!LEaF

表达增

加)

%

$

8B8$

*(与模型组比较!淫羊藿组%黄芪组%葛根组%复方

组和
>PS

组小鼠大脑皮质中
>;&!LEaF

表达降低)

%

$

8B8$

*!与
>PS

组比较!淫羊藿组%黄芪组%葛根组
>;&!LED

aF

的表达增高)

%

$

8B8$

*(

>PS

组与复方组
>;&!LEaF

的表达差异无统计学意义)

%

&

8B8$

*!见图
%

"

!!

!

+健康对照组(

%

+模型组(

#

+淫羊藿组(

6

+黄芪组(

$

+葛根组(

7

+复

方组(

9

+

>PS

组"

(

+

%

$

8B8$

!与对照组比较(

I

+

%

$

8B8$

!与模型组比

较(

+

+

%

$

8B8$

!与淫羊藿组比较(

A

+

%

$

8B8$

!与黄芪组比较(

2

+

%

$

8B8$

!与葛根组比较"

图
#

!!

淫羊藿,黄芪,葛根有效组分复方对各组小鼠大脑皮质

>;&!D,EN

+

>;&!D

非
,EN

蛋白表达的影响
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%8!7

年
7
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!7
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"B#

!

淫羊藿%黄芪%葛根有效组分复方对
F>

转基因小鼠大脑

皮质中
>;&!D,EN

,

>;&!D

非
,EN

表达的影响
!

X2C42'-I=54

结果表明!与健康对照组比较!模型组小鼠大脑皮质中
>;&!D

,EN

,

>;&!D

非
,EN

的表达增加)

%

$

8B8$

*(与模型组比较!淫

羊藿组%黄芪组%葛根组%复方组和
>PS

组小鼠大脑皮质中

>;&!D,EN

,

>;&!D

非
,EN

的表达降低)

%

$

8B8$

*(与
>PS

组

比较!淫羊藿组%黄芪组%葛根组小鼠大脑皮质中
>;&!D,EN

,

>;&!D

非
,EN

的表达增加)

%

$

8B8$

*!

>PS

组与复方组小鼠

大脑皮质中
>;&!D,EN

,

>;&!D

非
,EN

的表达差异无统计学

意义)

%

&

8B8$

*!见图
#

"

X2C42'-I=54

结果与
E&D1QE

结果

相一致"

#

!

讨
!!

论

F>

是常见的老年人慢性退行性神经系统疾病!目前其病

因%发病机制还不是十分清楚!很大程度上制约了
F>

治疗药

物的筛选"

建立动物模型的目的是在实验动物身上复制人类疾病的

模型!用于研究人类疾病的病因%发病%病理变化以及疾病的预

防和治疗"

F>

的病因是多元性的!遗传因素是其中的一个重要

因素-

$

.

"

F>

病转基因动物模型种类繁多!包括单转基因动物模

型!像
1>F11

小鼠-

7

.

%

&

J

%$97

-

9

.

%

F11%#

-

:

.

%

1̂

转基因小鼠等(

双转基因动物模型!像
F11

CV2

,

1̂!

;!67_

%

F11

_̂

,

1̂!

;!67_

-

"

.

%

F11

_̂

,

1̂!

@,

%

F11 `;798

,

79!a_

,

F11 K9!9P

-

!8

.

%

F11

,

(

U

5N

等(还包括多重转基因动物模型!如
F11

,

1̂!

,

4(/

-

!!

.

%

QA@$

,

1#$

,

4(/

-

!%

.等"而目前应用最为广泛的为
F11

CV2

,

1̂

!AN"

双转基

因小鼠模型!该模型是野生型
Q$9?_

,

7O

小鼠
1̂!

基因
N"

缺

失!不是灭活作用!促使其功能加强!是国际公认的
F>

转基因

动物模型"

F11

CV2

,

1̂!

*

N"

双转基因小鼠来源于
Q$9?_

,

7O

小

鼠!所以本实验选择
Q$9?_

,

7O

小鼠为健康对照组-

!#

.

"

近年来研究发现!

F>

患者的脑铁水平异常升高!异常增

高的脑铁启动机体级联放大机制!最终导致神经元死亡!在

F>

的发生%发展中发挥重要作用"

F>

患者脑组织铁含量增

高可能与某些脑组织铁代谢相关蛋白表达失控相关"

>;&!

是重要的脑组织摄铁相关蛋白!属于自然抵抗相关的巨噬细胞

蛋白家族!其表达异常可能是导致神经退行性疾病的重要原

因!

>;&!

与
F>

的关系至今尚不完全清楚"有研究表明!老

龄大鼠脑内
>;&!

表达呈年龄性增高趋势!多种炎症因子也

能使
>;&!

在脑内表达上调!这两种情况均是诱发
F>

的重

要危险因素"然而!有关
>;&!

与
F>

发病机制的研究尚未

见报道"

研究表明!应用
>PS

等铁螯合剂均显著缓解了
F>

患者

的病情发展!但这些化学药物都有一定不良反应或口服困难等

缺点!因此本实验根据中医&标本兼治'的治疗原则!将淫羊藿%

黄芪%葛根有效组分进行组方!其中淫羊藿归肝%肾经!具补肾

填精%生精养髓之功效!为君药(黄芪归肺%脾经!为补气圣药!

具补气健脾%行血化瘀之功效!为臣药(葛根归脾%胃经!具清

热%降火%排毒之功效!亦可升举清阳!引诸药上达于头目!为佐

药"三药合用!共起滋补肝肾%补脾养血%活血化瘀%清热解毒%

健脑益智之功效!符合
F>

的中医治疗理论"临床研究发现!

F>

患者在服用黄芪%淫羊藿%葛根等中药
#

个月后!其智力和

记忆力得到有效提升!日常生活自理能力也有所增强!且治疗

中未出现明显不良反应"

综上所述!本研究发现应用淫羊藿%黄芪%葛根有效组分复

方可以有效下调
F>

小鼠大脑皮质
>;&!

的表达!从而抑制

小鼠脑铁超载!缓解铁超载带来的中枢神经系统功能衰退!为

开发治疗
F>

的新药提供新的思路和策略"
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