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  [ 摘要]  目的: 观察灵芝多糖( GLP) 对阿尔茨海默病 ( AD) 模型大鼠海马内突触及突触素表达的影响。方法:清洁级雄

性 SD大鼠, 双侧海马内一次性注射 β-淀粉样多肽 25～35 片段( Aβ25 ～35) 制作大鼠 AD 模型; ip不同浓度的灵芝多糖溶液进行

治疗, 连续 7 d, 每天 1次; Morris水迷宫检测动物学习记忆能力,采用免疫组织化学染色法、透射电镜技术结合图象分析方法比

较各组大鼠海马 CA1, CA3区突触素表达、突触的数密度和面密度变化。结果: 与模型组相比, 灵芝多糖 75, 50 mg·kg - 1能显著

降低大鼠水迷宫实验的平均潜伏期, 升高跨越平台次数; 亦能显著升高大鼠海马突触素的表达 ( P < 0. 01) 及突触的数密度

( Nv) 和面密度( Sv) ( P均 < 0. 01)。结论:灵芝多糖能显著升高老年性痴呆( 阿尔茨海默病) 大鼠海马内降低的突触素 /突触,

此可能是增强大鼠学习记忆产生抗痴呆作用的机制之一。
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[ Abstract]  Objective: To explore effects of Ganoderma lucidum polysaccharides( GLP) on synapsis and

hippocampal synaptophysin expression in AD-rats. Method: AD-rats induced by Aβ25-35 were treated with different

concentrations of GLP for 7 days. The Morris water maze was applied to validate the learning and memory ability in

rats. The expression of synaptophysin and the alleosis of synaptic stereology were detected on tissues of CA1 and

CA3 regions in hippocampus by immunohistochemitry method, transmission electron microscope ( TEM) and image-

analysis system. Result: Compared with the model group, GLP ( 75, 50 mg·kg
- 1

) decreased the average

delitescence of rats in Morris water maze, and GLP increased the synaptophysin expression levels ( P < 0. 01) and

numerica density( Nv) , surface density( Sv) ( P < 0. 01, P <0. 01) . Conclusion: GLP improves the learning ability

in AD-rats. Reversal of synaptophysin and Nv, Sv on hippocampus could be contributed to the mechanism.

[ Key words]  Alzheimer disease;β-amyloid polypeptide; hippocampus; synaptophysin; Ganoderma lucidum

polysaccharides
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  阿尔茨海默病( Alzheimer�s disease, AD) 是一种

以学习记忆能力损害为主的中枢神经系统退行性疾

病,是致老年痴呆最常见的原因。有研究表明,海马

突触数量和突触素( 反映突触密度与分布的特异标

记物)表达明显减少,是 AD发病机制及病理改变之

一
[ 1]
。灵芝多糖( GLP)是灵芝属真菌菌丝体的次生

代谢产物, 近年来的研究证明, 它能通过提高海马

SOD活性、降低丙二醛( MDA) 含量及 caspase-3 的表

达等提高学习记忆能力产生抗痴呆作用;那么此作

用与海马内突触和突触素的表达变化有无关系呢?

笔者未见文献报道。而突触数密度是一定参照空间

内突触的数目,是揭示神经活动过程中神经元接点

数目的直接指标;突触面密度反映一定参照空间内

突触的总面积,是揭示神经活动中神经元接点面积

的直接指标
[ 2]
。且海马内突触素的变化与老年学习

记忆障碍直接相关
[ 3 ]
。为此, 本文应用 Morris 水迷

宫实验,通过观察 GLP对 Aβ2 5 ～3 5致 AD大鼠学习记

忆能力的影响,评价 GLP对此大鼠的治疗效果;再

采用免疫组织化学染色法及透射电镜分析方法对海

马内突触素的表达、突触的数密度和面密度进行分

析,探讨 GLP抗痴呆作用机制。

1 材料

1.1 动物 清洁级 SD大鼠,雌雄各半,月龄 2月左

右,体重 150 ～180 g,郑州大学药学院提供,合格证

号 SYXK-( 豫) 2007-0009,实验前适应性饲养 1 周。

1.2 药物与试剂  灵芝多糖 ( 批号 20090803,

98% ) ,购自浙江方格药业有限公司, 制成 15, 10, 5

g·L
- 1

3 种质量浓度的无菌溶液; Aβ25 ～35 , Sigma公司

提供,制成浓度 2 g·L
- 1
无菌溶液, 37 ℃下孵育 1

周, 使 其 变 为 凝 聚 态。 ANTI-SYNAPTOPHYSIN

( MAB329 0508008535) , MILLIPORE 公司; 免疫组

化试剂盒(编号 SA1020) ,武汉博士得生物工程有限

公司。

1.3 仪器 Morris水迷宫,中国医学科学院药物研

究所研制; H-600 透射电子显微镜,日本日立公司;

LAICA-200 图 像 分 析 仪, 德 国 LEICA

MICROSYSTEMS LTD。

2 方法

2.1 动物分组 60 只大鼠随机分为生理盐水 ( NS)

对照组、阿尔茨海默病组( 模型组) 、灵芝多糖( GLP)

75, 50, 25 mg·kg
- 1
高、中、低剂量治疗组共 5 组,每

组 12 只。

2.2 建立 AD模型  除 NS对照组外,其余各组大

鼠双侧海马区注射点 ( AP -3. 5 mm, ML ±2. 0 mm,

DV 2. 7 mm) ,用微量进样器注射 5 μL( 10 μg) 聚集

态的 Aβ25 ～35 , 10 min内注完。NS对照组注射等量的

生理盐水。

2.3 药物治疗  建模后 24 h, NS对照组和模型组

ip( 按 5 mL·kg - 1 ) 生理盐水; GLP高、中、低剂量组按

75, 50, 25 mg·kg - 1 ip GLP溶液;每天 1 次,连续 7 d。

2.4 Morris水迷宫检测大鼠学习记忆能力  末次

给药后 24 h, 参考马原野等的方法,应用 Morris水

迷宫测定大鼠空间学习记忆能力。①定位航行实验

( place-navigation) : 用 60 s内寻找到隐藏在水面下

平台的时间 ( 逃避潜伏期, escape latency) 表示,反

应大鼠的学 习能力; ② 空间 探索实 验 ( spatial

probe) :记录大鼠在 2 min中内的游泳轨迹,计算其

跨越平台次数, 反应大鼠的空间记忆能力。每只大

鼠实验 2 次。

2.5 海马突触素表达 大鼠经 Morris 水迷宫测试

后,每组取 6 只用 2% 异戊巴比妥钠 ip麻醉,开胸。

以 100 mL生理盐水经左心室灌注冲净体内血液,再

用 4%多聚甲醛 100 mL灌注固定,开颅取脑。参照

大鼠脑立体定位图谱,取含海马的脑组织,脱水、包

埋,并连续冠状切片( 厚 4 μm) ,每间隔 20 μm取一

海马组织结构完整的切片,每鼠取 6 张,按免疫组化

染色试剂盒说明操作 ( 亲和素-生物素复合物法 ) 。

实验同时设阴性对照,除磷酸缓冲液替代一抗外,其

他染色步骤相同。Leica-Qwin 细胞图象分析系统观

察海马突触素表达产物, 相同光学条件下在每张切

片的 CA1 区和 CA3 区随机各取 3 个视野拍照 ( ×

100, ×400) , Image-Pro Plus 软件计算每张照片突触

素表达产物的平均积分吸光度( A) 。

2.6 电镜样品制备及定量分析  每组余 6 只大鼠,

同 2. 5灌注固定,开颅取脑。参照脑立体定位图谱,

取海马 CA1, CA3 区经戊二醛、锇酸双固定,丙酮梯

度脱水, 浸透、包埋、切片 ( 厚 700 A°) , 3% 柠檬酸

铅 + 1%醋酸铀双重染色后,在日立 H-600 透射电镜

下观察。电脑采集图片。电脑自左上往右下顺序采

集图片 12 张,放大倍数均 3 万,每组测定 72 张电镜

照片。参照突触体视学铜网格法
[ 4 -5 ]
计算突触数密

度( numerical density, Nv,个 /μm3 ) 、突触连接带面密

度( surface density, Sv,μm
2
/μm

3
) 。

电镜下突触的辨认标准:①可见突触前后膜;②
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突触间隙;③可见突触后致密带。

2.7 数据统计  所得数据均用 SPSS 16. 0 for

windows软件统计处理, Morris水迷宫实验结果采用

单因素方差分析 ( ONEWAY ANOVA) 、突触素 A值

比较及突触体视学分析结果用非参数检验等。所有

数据用 珋x±s表示。P < 0. 05 有统计学意义。

3 结果

3.1 Morris 水迷宫实验  由表 1 数据可见: 与 NS

对照组比较,模型组的平均潜伏期( 反映大鼠记忆能

力)显著升高 ( P < 0. 01) ,跨越平台次数 ( 反映大鼠

空间学习能力) 显著降低 ( P < 0. 01) , 而经过 GLP

高、中剂量治疗后, 上述指标发生逆转, 且与模型组

比较,有显著差异( 均 P < 0. 01) ;这提示 GLP高、中

剂量能明显增强阿尔茨海默病大鼠学习记忆能力。

3.2 海马内突触素的表达  在 CA1 和 CA3 区,镜

下见生理盐水组突触素表达阳性产物颗粒粗大密

集、沉积成带并呈浅褐色或棕黄色点状;且定量结果

显示,与 NS对照组比较,模型组突触素的平均 A均

明显降低( P < 0. 01) ; 经 GLP高、中剂量治疗后,该

数值显著增高 ( P < 0. 01) ,接近对照组 ( 详见表 2,

图 1) 。
表 1 各组大鼠 Morris水迷宫实验结果 ( 珋x±s, n = 12)

组别
剂量

/mg·kg - 1

平均潜伏期

/ s

跨越平台次数

/次

NS对照 - 31. 23 ±2. 13 11. 06 ±1. 03

模型 - 45. 84 ±3. 121) 6. 13 ±0. 861)

GLP 75 32. 16 ±1. 962) 10. 89 ±1. 012)

50 30. 28 ±2. 012) 10. 76 ±0. 982)

25 44. 13 ±2. 76 6. 34 ±0. 86

  注 :与生理盐水组比较1) P < 0. 01 ;与模型组比较2 ) P < 0. 01( 表 2

同 ) 。

表 2 各组大鼠 CA1和 CA3区突触素 A 值比较 ( 珋x±s, n = 6)

组别
剂量

/mg·kg - 1
CA1 区 CA3 区

NS对照 - 0. 44 ±0. 03 0. 41 ±0. 04

模型 - 0. 24 ±0. 03 1) 0. 21 ±0. 051)

GLP 75 0. 43 ±0. 04 2) 0. 40 ±0. 032)

50 0. 41 ±0. 04 2) 0. 39 ±0. 042)

25 0. 23 ±0. 03 0. 20 ±0. 02

图 1 海马 CA1,CA3区突触素表达结果 ( 免疫组织化学染色 , ×200)

“→”指示突触素表达阳性产物 ; CA1 : A1, B1 , C1; CA3 : A3, B3 , C3; A1 . A3 : NS对照组 ; B1. B3 : 模型组 ;

C1. C3 : 灵芝多糖 75 mg·kg - 1组

表 3 各组 CA1和 CA3区大鼠突触体视学分析结果 ( 珋x±s, n = 6)

组别
剂量

/ mg·kg - 1

CA1 CA3

Nv/个 /μm3 Sv/μm2 /μm3 Nv/个 /μm3 Sv /μm2 /μm3

NS对照 - 1. 466 ±0. 366 0. 105 ±0. 032 1. 036 ±0. 269 0. 056 ±0. 017

模型 - 0. 702 ±0. 353 1) 0. 066 ±0. 0361) 0. 465 ±0. 2201) 0. 031 ±0. 014 2)

GLP 75 1. 456 ±0. 365 3) 0. 104 ±0. 4033) 1. 042 ±0. 2213) 0. 052 ±0. 021 4)

50 1. 443 ±0. 336 3) 0. 103 ±0. 4123) 1. 039 ±0. 2363) 0. 053 ±0. 020 4)

25 0. 737 ±0. 278 0. 069 ±0. 358 0. 493 ±0. 213 0. 032 ±0. 019

  注 :与生理盐水比较1) P <0. 01, 2) P <0. 05; 与模型组比较3) P < 0. 01 , 4) P < 0. 05。
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图 2 海马 CA1, CA3区突触数目变化 ( ×30 000)

“→”指示突触 ; CA1: A1, B1 , C1; CA3: A3, B3 , C3; A1. A3 : NS对照组 ; B1. B3 : 模型组 ; C1. C3: 灵芝多糖 75 mg·kg - 1组

3.3 海马突触体视学定量分析  与 NS对照组比

较,模型组 CA1, CA3 区突触数目明显减少,且定量

结果 Nv 和 Sv 均降低 ( P < 0. 01 或 0. 05) ; 经 GLP

高、中剂量治疗后, Nv, Sv 增高 ( P < 0. 01 或 0. 05) ,

亦接近对照组(详见表 3,图 2) 。

4 讨论

本实验选用经典的 Morris 水迷宫实验检测

Aβ25 ～35致 AD大鼠学习记忆的能力;结果,模型组大

鼠平均潜伏期显著升高,而跨越平台次数减少,通过

灵芝多糖治疗后, 上述指标均逆转且接近 NS对照

组,这提示灵芝多糖具有明显增强此大鼠学习记忆

能力的作用;这与张跃平等得出的结果一致 [ 6]
。又

通过免疫组织化学染色及透射电镜法对各组大鼠海

马 CA1, CA3区突触和突触素表达进行分析,结果显

示,模型组大鼠突触的数密度、面密度及突触素表达

产物平均 A明显低于 NS对照组,说明在 Aβ25 ～35致

AD大鼠学习记忆能力下降的同时伴有突触数量及

突触素表达的降低( 与姚柏春 [ 1]
的研究发现一致) ,

而通过灵芝多糖治疗后,此数值又逆转性升高;最值

得注意的是, 突触数量及突触素表达的上升与 AD

大鼠的学习记忆能力被增强是同步的, 说明二者变

化的量效关系有一定的相关性。

那么, AD大鼠突触数量及突触素表达发生了降

低,而经灵芝多糖治疗后又升高至正常水平的变化,

可能的原因是什么呢? 大量的生化,电生理等研究

表明, 突触是学习记忆功能与脑内神经信息传递的

关键结构
[ 7 ]

,突触丧失是与 AD 认知功能下降关系

最密切的神经生物学因素。突触素是分布在突触囊

泡上的一种膜蛋白,与突触结构和功能密切相关,用

以反映突触的分布和密度,是突触重建和突触功能

的重要标志之一;安思训、宿宝贵等报道 [ 8 -9 ]
大鼠学

习记忆能力增强时其海马 CA1, CA3 区突触素表达

升高、细胞轴突发生出芽等。又存在于海马内的三

突触回路是与学习记忆形成密切相关的结构
[ 10]
。

故我们推测,一定浓度的灵芝多糖能使三突触回路

内嗅皮层通过穿通纤维与齿状回颗粒细胞形成的突

触联系增加,促使颗粒细胞发出苔状纤维增强 CA3

锥体细胞神经元突触前膜功能,使突触素免疫活性

增高,进而调节神经元突起延伸、分化出轴突, 并出

芽形成许多侧枝,进而形成新的突触连接,使突触数

目、突触连接面增加及突触素表达升高; 再由 CA3

锥体细胞发出的 Schaffer侧枝使 CA1 锥体细胞发生

与 CA3 类同的变化。这与我们的实验结果———灵

芝多糖能使 AD大鼠海马 CA1, CA3 突触数量及突

触素表达增加相一致。那么灵芝多糖增加大鼠海马

CA1, CA3 突触数量及突触素表达的分子机制如何

呢? 又能否使齿状回等海马内其他结构发生上述改

变呢? 有待进一步研究。

综上, 灵芝多糖能显著升高 AD大鼠海马内降

低的突触素 /突触,此可能是其增强大鼠学习记忆产
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生抗痴呆作用机制之一;本实验结果从形态学角度

为灵芝多糖的临床应用提供一定的理论依据。
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白芍提取物对嗅球损毁抑郁模型大鼠

行为学及下丘脑 -垂体 -肾上腺轴的影响

王景霞,张建军
*

,苗春平,刘妍,林清,陈振振
( 北京中医药大学,北京 100029)

  [ 摘要]  目的:研究白芍提取物对嗅球损毁抑郁模型大鼠行为学及下丘脑-垂体-肾上腺( HPA) 轴的影响。方法: 将嗅球

损毁大鼠随机分为对照组、模型组、阳性药氟西汀 2. 5 mg·kg - 1
组以及白芍提取物 70,35,17. 5 mg·kg - 1

组, 采用敞箱法、跳台法

观察嗅球损毁大鼠的行为变化, 同时用放免法分析白芍提取物对嗅球损毁大鼠下丘脑促肾上腺皮质激素释放素( CRH)、垂体

促肾上腺皮质激素( ACTH)和血清皮质酮( CORT) 含量的影响。结果:大鼠嗅球损毁后敞箱行为出现明显变化,水平运动和垂

直运动显著增加,白芍提取物中、高剂量组可显著降低大鼠水平运动和垂直运动的得分;跳台试验中,造模后大鼠训练期和测

试期的错误次数显著增加, 白芍提取物中、高剂量组能显著降低嗅球损毁大鼠训练期和测试期的触电次数; 嗅球损毁大鼠下丘

脑 CRH,垂体 ACTH,血清 CORT含量明显增加, 白芍提取物中、高剂量组能显著降低嗅球损毁大鼠 CRH, ACTH, CORT的含量。

结论: 白芍提取物能明显改善嗅球损毁大鼠的行为活动,并且对嗅球损毁大鼠亢进的 HPA轴功能的调整作用是白芍提取物治

疗抑郁症的机制之一。

[ 关键词]  白芍; 嗅球损毁; 促肾上腺皮质激素释放素;促肾上腺皮质激素; 皮质酮
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