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#摘要$

!

目的
!

探讨葛根素对
#

D

淀粉样蛋白"

F

#

!D6%

#诱导的阿尔茨海默病"

F>

#大鼠空间学习记忆障碍的影响$方法
!

采

用双侧海马注射
F

#

!D6%

诱导
F>

大鼠模型$造模后
#A

起!葛根素按不同剂量灌胃给药
%:A

!给药结束后采用
;5''*C

水迷宫测

试系统!检测大鼠空间学习记忆能力$结果
!

模型组大鼠表现出明显的学习记忆能力障碍!而葛根素高%中%低剂量组干预则显著

地改善了
F>

大鼠学习记忆能力$结论
!

葛根素能部分的提高
F>

模型大鼠的空间学习记忆能力$
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阿尔茨海默病)

F=Y<2*L2'fCA*C2(C2

!

F>

*是一种起病隐匿

的中枢神经系统退行性疾病!其主要临床表现为严重的不可逆

转%渐进性的认知功能障碍和精神异常-

!D%

.

"

F>

发病初期!会

出现近期记忆出现缺失!保存远期的记忆和高级学习记忆-

#D6

.

"

之后!记忆缺失进展为远期记忆及其他认知和行为功能缺失!

认知功能下降%进行技巧工作及理解力损害%语言和视空间反

常!计算能力下降-

$D9

.

"本研究以逃避潜伏期和过台次数为指

标!通过
;5''*C

水迷宫检测葛根素对
F>

大鼠空间学习记忆

的影响!为
F>

的研究提供科学依据"

!

!

材料与方法

!B!

!

材料

!B!B!

!

实验动物与分组
!

将成年健康雄性
>̂

大鼠
78

只!体

质量
!:8

!

%%8

J

)佳木斯大学实验动物中心*分为
7

组!即假手

术组%模型对照组%盐酸多奈哌齐对照组%葛根素低剂量组%葛

根素中剂量组%葛根素高剂量组!每组各
!8

只"

!B!B"

!

实验仪器
!

脑立体定位仪)江湾一型
Q

!第二军医大

学*(微量进样器)上海精密激光仪器厂*(电子天平)

FND%68

型!梅特勒
D

托利多仪器有限公司*(超低温冰箱)

;>PD6"%

!日

本三洋公司*(电冰箱)

?Q>D%6#

型!中国康拜恩电冰箱总厂*(

压力蒸汽灭菌器)

[>GD#$̂?

!上海申安医疗器械厂*(

1REND

_F?1_R̂

超纯水系统)美国波尔公司*(电热恒温鼓风干燥

箱)

!8!D!F?

!天津泰思特仪器有限公司*"

!B!B#

!

药品及试剂
!

葛根素纯粉剂)南京正大天晴制药有限

公司*(盐酸多诺哌齐片)贵州圣济堂制药*(

F

#

!D6%

)

*̂

J

L(

公

司*(无水乙醇注射液)天津市凯通化学试剂有限公司*"

!B"

!

方法

!B"B!

!

F>

大鼠模型的建立-

:

.

!

大鼠适应性饲养
9A

!术前
!%

<

禁食不禁水!进行造模"

>̂

大鼠经戊巴比妥钠)

68L

J

,

@

J

*

腹腔麻醉后!固定于江湾
+

型
Q

大鼠立体定位仪!颅顶区备

皮!消毒!沿头顶中线部位作约
%+L

的切口!将骨膜分离使其

头骨暴露!从前卤向后约
#B8LL

!从中线左%右两旁开
%B8LL

处!将用牙科钻打开颅骨"用微量进样器垂直进针
%B:LL

!将

!8

'

J

,

'

_

#

D

淀粉样蛋白
+

)

F

#

!D6%

*溶液在
$L*-

内缓慢注入!

留针
$L*-

后缓慢撤针!再用牙科泥封堵住颅骨!消毒并缝合

皮肤"假手术组注射与
!

'

_8B"T

生理盐水注射液!其余操作

同前"以假手术组平均逃避潜伏期作为参考值!用每支大鼠的

逃避潜伏期与参考值只差占该大鼠的逃避潜伏期的比值来判

定判定
F>

大鼠模型的建立是否成功!该比值大于
%8

认为造

模成功!造模不成功的大鼠不列入数据计算"

!B"B"

!

动物给药治疗
!

动物造模
#A

后开始灌胃给药治疗"

葛根素低%中%高剂量组分别按
%$

%

$8

%

!88L

J

,

@

J

给药!盐酸多

奈哌齐对照组用盐酸多奈哌齐溶液灌胃治疗)按
8B##L

J

,

@

J

给药*!假手术组与模型对照组用相同体积的
8B"T

氯化钠注

射液灌胃治疗!共给药
%:A

"

!B"B#

!

;5''*C

水迷宫测试-

"

.

!

预先在水池里注入清水!水温

控制在
%7]

左右!加入奶粉使其成为不透明的乳白色水溶液!

再将适量的清水注入!使水面略高于平台!水深在
#8+L

左右"

实验开始前
!A

将大鼠分别放入没有平台的水迷宫内!每只鼠

8:!%
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7
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表
!

!!

定位航行实验各组大鼠平均逃避潜伏期'

/gC

-

C

(

组别
#

第
!

天 第
%

天 第
#

天 第
6

天 第
$

天 第
7

天

假手术组
!8 $:B#8g9B7% #7B6$g%!B%#

"

%"B$:g9B8$

"

!:B"7g$B7"

"

"B:%g:B%$

"

"B9"g9B#7

"

模型组
" $9B7%g$B#% 6$B8#g:B"9 #"B#$g!8B%6 #6B:"g!!B8% %6B"#g:B%7 %8B89g9B!%

盐酸多奈哌齐组
" $9B"!g"B6$ #9B#9g:B7$

"

#8B9%g!8B"7

"

%:B":g!8B86

"

!6B7"g!%B#:

"

!6B8$g"B$6

"

葛根素低剂量组
: $:B%!g!!B%# #:B%7g!8B:7

"

#!B87g!$B9%

"

%"B#7g!#B"7

"

!:B%"g:B$7

"

!$B7#g!%B66

"

葛根素中剂量组
: $9B97g!%B7: #9B:#g%8B!6

"

#8B:!g!6B7:

"

%"B8$g!!B%6

"

!9B76g"B:$

"

!$B$%g!$B#%

"

葛根素高剂量组
" $9B:#g:B7: #9B9$g%8B$:

"

#8B9:g!7B#$

"

%:B96g!8B$%

"

!9B$:g"B7:

"

!$B$$g!#B9%

"

!!

"

+

%

$

8B8$

!与模型组比较"

自由游泳
%L*-

!使其适应游泳环境!将大鼠头部染成黑色"实

验历时
9A

!每次训练限时
!L*-

"测试开始时沿水池中部的池

壁将大鼠缓慢的放入池中!大鼠需面对池壁入水"记录大鼠从

入水点入水后在
!L*-

内找到平台的时间!若大鼠在
!L*-

内

没能找到平台!就人工把大鼠置于平台上并使其在上面停留

#8C

!结束
!

次训练"实验过程中水池周围的参照物位置保持

不变"连续实验
7A

!实验的第
9

天!撤掉安全平台开始测试大

鼠对平台空间位置记忆的能力"与前
7A

测试步骤相同!记录

大鼠寻找记忆中的平台所花费的时间"将大鼠第
!

次经过平

台的时间)潜伏期*和每只大鼠在
!L*-

内经过平台的次数分

别记录"

!B#

!

统计学处理
!

采用
1̂̂ !̂#B8

统计软件进行分析!计量

资料以
/gC

表示!采用
:

检验!以
%

$

8B8$

为差异有统计学

意义"

"

!

结
!!

果

"B!

!

定位航行实验结果
!

定位航行实验结果显示!在
7A

的

实验中!各组大鼠的平均逃避潜伏期总体呈下降趋势!说明大

鼠经过多次训练!对平台的记忆能力增加!但是各组大鼠的学

习记忆能力有所不同"采用重复测量多因素方差分析结果显

示+在不同时间大鼠逃避潜伏期差异有统计学意义-

L

)

$

!

!8$

*

j

!6!B%%$

!

%

$

8B8$

.!以时间为主效应!差异有统计学意义

-

L

)

%$

!

$%$

*

j#"%!B8!7

!

%

$

8B8$

."各时间点和不同组别之间

存在交互效应-

L

)

#8

!

$#$

*

j!%B:87

!

%

$

8B8$

."表明模型组大鼠

学习获取能力较差!而葛根素能改善模型大鼠的学习障碍"比

较不同时间段各指数之间的差异!第
!

天各组大鼠逃避潜伏期

无明显差异!第
%

!

7

天!模型组大鼠平均逃避潜伏期较假手术

组明显延长)

%

$

8B8$

*(葛根素组和盐酸多奈哌齐组大鼠平均

逃避潜伏期较模型组明显缩短)

%

$

8B8$

*!见表
!

"

"B"

!

空间探索实验结果
!

在空间探索实验中!与假手术组比

较!模型组跨越原平台的次数明显减少!而葛根素低剂量%中剂

量%高剂量组大鼠跨越原平台的次数明显增多"盐酸多奈哌齐

与葛根素效应相当!见表
%

"

表
%

!!

各组大鼠跨越原平台的次数比较'

/gC

(

组别
#

跨越原平台的次数)

#

*

假手术组
!8 :B88g%B88

"

模型组
" 6B8$g!B8#

盐酸多奈哌齐组
" 9B%8g!B$$

"

葛根素低剂量组
: 7B"$g%B%8

"

葛根素中剂量组
: 9B%!g!B"$

"

葛根素高剂量组
" 9B#!g!B6$

"

!!

"

+

%

$

8B8$

!与模型组比较"

#

!

讨
!!

论

!!

迷宫是检测大鼠空间学习记忆能力的装置!本研究先对动

物进行某种训练!经过一定的时间后!测其保存量以衡量其记

忆"游出时间及错误次数反映了动物的学习记忆能力"实验

中!经过反复训练动物!同时记录动物寻找平台的时间来评价

其学习能力!动物寻找平台的时间越短!说明动物学习能力越

强"撤掉平台后!通过检测动物经过原平台所在位置的次数来

评价动物对于训练的记忆能力"给药结束后!将
7

组实验动物

分别进行训练和测试!增加训练的次数!各组平均寻找平台的

时间呈逐渐缩短趋势"这表明大鼠通过多次训练!寻找平台的

能力增加"但
F

#

!D6%

注射所致
F>

大鼠模型组学习记忆能力

明显低于假手术组!表明脑内注射
F

#

!D6%

制备的动物模型记

忆能力明显的下降!动物具有类似&痴呆'表现!表明
F>

模型

制备成功"而葛根素组与多奈哌齐组的潜伏期明显低于模型

组!差异有统计学意义)

%

$

8B8$

*"表明葛根素和多奈哌齐对

F

#

!D6%

诱导的
F>

大鼠模型的学习记忆缺失具有明显的改善

功能"实验结果还显示!葛根素组对
F>

大鼠学习记忆能力的

改善作用与假手术组相比还具有一定的差距!表明葛根素只能

部分的提高
F>

模型大鼠的学习记忆能力!却不能彻底的

治愈"
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Q>1̀ !

的表达导致
&

J

运动性降低%入侵,离开宿主细胞能力

减弱-

"

.

(

&

J

Q>1̀ #

与恶性疟原虫
Q>1̀ !

)

1)Q>1̀ !

*高度同

源)约
$8T

*!对
&

J

离开宿主细胞的过程至关重要-

!8D!!

.

"

[<(-

J

等-

:

.将真核表达质粒
U

KFGD&

J

Q>1̀ $

注射昆明鼠后

产生强烈的细胞
&<!

免疫应答并一定程度上提高了感染
&

J

小鼠的生存时间!提示
&

J

Q>1̀ $

可能与细胞毒力%侵袭力相

关"本研 究 所 涉 及 的
&

J

Q>1̀ $

基 因 )

aQ?,

检 索 号+

N1&%7""9B!

*是
&

J

重要的功能基因!由
7:%

个氨基酸组成!其

定位与生物学功能尚不清楚"关于
&

J

Q>1̀ $

对
&

J

生长%毒

力%侵袭力%微线体分泌!以及水甘油渗透性的调控作用均未见

报道"

为探究
&

J

Q>1̀ $

编码蛋白的功能!获得
&

J

Q>1̀ $

抗

体显得意义重大"本实验通过生物信息学分析获得
&

J

Q>D

1̀ $

免疫多肽!成功制备了兔抗
&

J

Q>1̀ $

多克隆抗体"对

于
Q>1̀ C

在功能方面的研究通常采用生化方法来进行!可直

接测定或使用特异性的激活剂来识别该酶的特异调节因

子-

!%

.

"除此之外!较难通过直接提取和纯化的方式获得该蛋

白"虽然体外表达目的蛋白可以获得具有天然活性的蛋白激

酶!但该方法繁琐!需较大工作量"本研究通过对
&

J

Q>1̀ $

的序列信息分析!发现该基因无跨膜区!因此可以选择氨基酸

序列
a

端或
Q

端免疫原性评分较高的区域选择多肽"通过对

&

J

Q>1̀ $

蛋白的免疫原性分析!本研究选定该序列
a

端一

段长
!9I

U

的多肽序列进行合成!从而获得制备多抗所需的

&

J

Q>1̀ $

免疫多肽"该方法较之体外表达目的蛋白的方法

更加简便直接!可以获得特异性较强的抗原!为后续抗体的成

功制备奠定基础"

综上所述!本实验不仅制备了能特异性识别
&

J

内源性

&

J

Q>1̀ $

蛋白的兔抗
&

J

Q>1̀ $

多克隆抗体!还利用该多抗

证实了
&

J

Q>1̀ $

蛋白以可溶形式存在于虫体细胞质中"在

接下来的实验中!该抗体将会发挥更多使用价值"了解
&

J

Q>1̀ $

的作用机制!针对
&

J

Q>1̀ $

独特的生物学特性进行

药物设计!对治疗
&

J

的药物研发具有指导性作用!也对顶复

门其他原虫的药物研究有一定借鉴意义"
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