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智脑胶囊对阿尔茨海默病模型大鼠脑组织 BDNF
及其 TrkB 影响的实验研究

杨文明1* , 周磊1 , 孙林娟2

( 1. 安徽中医学院第一附属医院神经内科, 合肥 230031;

2. 首都医科大学宣武医院神经内科,北京 100053)

  [ 摘要]  目的: 观察智脑胶囊对实验性阿尔茨海默病( AD) 模型大鼠脑组织脑源性神经营养因子 ( BDNF) 及其酪氨酸蛋

白激酶受体 B( TrkB) 的影响, 探讨智脑胶囊治疗 AD的作用机制。方法: 雄性 Wistar大鼠,随机分为 7组, 即正常对照组、假手

术组、AD模型组、石杉碱甲组、智脑胶囊低、中、高剂量组。参照《大鼠脑立体定位图谱》, 选双侧 Meynert基底核为注射点, 以

鹅膏蕈氨酸( IBO)毁损双侧 Meynert基底核, 制作实验性 AD大鼠模型。用 ELISA酶联免疫法检测脑组织 BDNF及其受体 TrkB

的含量, 并观察其在大鼠脑组织皮层和海马不同部位含量的变化。结果: 智脑胶囊能提高模型大鼠脑组织(皮层和海马) BDNF

及其受体 TrkB的含量, 与模型组比较, 差异有显著性( P < 0. 05)。其中智脑胶囊高、中剂量组和石杉碱甲组的提高作用优于智

脑胶囊低剂量组。结论:智脑胶囊促进大鼠脑组织皮层和海马神经元合成 BDNF及其受体 TrkB表达增加是其改善学习记忆

的重要作用机制。

[ 关键词]  阿尔茨海默病;智脑胶囊;脑源性神经营养因子;酪氨酸蛋白激酶受体 B
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  [ Abstract]  Objective: To investigate the effect mechanism of Zhinao Capsule in treating Alzheimer disease

and effect on brain-derived neurotrophic factors ( BDNF) and tyrosine protein kinase receptors in the tissue of exper-

imental rat model of Alzheimer�s disease. Methods: Male Wistar rats were divided randomly into 7 groups: ( 1) nor-

mal group; ( 2) Sodium Chloride group; ( 3) model group; ( 4) huperzine A group; ( 5) low dose group of Zhinao

Capsule; ( 6) middle dose group of Zhinao Capsule; ( 7) high dose group of Zhinao Capsule. According to“Brain

stereotaxic atlas of rats ”, animal models of Alzheimer dementia were established by injecting IBO into Meynert basal

nuclear. The content of BDNF and TrkB receptor in brain tissue ( cortex and hippocampus) were detected by means

of ELISA. Results: Compared with model group, Zhinao Capsule could significantly enhance the content of BDNF

as well as its TrkB receptor in the cortex and hippocampus of the rats ( P < 0. 05) . The performance of high, middle

dose of Zhinao Capsule, and huperzine A treated group in improving the content of BDNF and TrkB in brain tissue

was higher than low dose group of Zhinao Capsule( P <0. 05) . The performance of high, middle dose group of Zhi-

nao Capsule was not higher than that in huperzine A group( P( 0. 05) . Conclusions: Zhinao Capsule has the func-

tion of improving the learing-memory ability in model rats, its function mechanism mainly is that Meynert basal neu-

clea synthesize acetylcholine, transporting more acetylcholine to cortex and hippocampus. Zhinao Capsule can im-

prove the neurons who synthesize BDNF content and express more TrkB receptors.

[ Key words]  Alzheimer�s disease; Zhinao Capsule; learning-memory ability; brain-derived neurotrophic

factors; tyrosine protein kinase receptor B

  阿尔茨海默病 ( Alzheimer�s disease, AD) , 是以

进行性记忆力和认知功能障碍为特征的慢性神经系

统变性病,是老年人群中继心脏病、脑血管病、恶性

肿瘤之后的第四大杀手,严重危害人类健康 [ 1]
。虽

然 AD的确切病因至今仍不清楚,存在多种假说,但

目前已公认脑源性神经营养因子 ( brain-derived neu-

rotrophic factor, BDNF) 在其发病中起着重要作用,并

已成为 AD研究的热点。先前的临床研究表明,具

有健脾益气、豁痰化瘀,健脑开窍作用的中药复方智

脑胶囊有较好的提高 AD病人的学习记忆能力、改

善病人的智能功效。本文观察了智脑胶囊对实验性

AD模型大鼠脑组织 BDNF及其酪氨酸蛋白激酶受

体 B( tyrosine kinase receptor B, TrkB) 的影响,探讨

智脑胶囊治疗 AD的作用机制。

1 材料

1.1 动物  雄性健康 Wistar 大鼠, 体重 300 g 左

右,清洁级,由安徽医科大学实验动物中心提供 ( 合

格证号: SCXK( 皖) -2005-001)。

1.2 药物 智脑胶囊由党参、黄精、川芎、石菖蒲等

中药依处方比例组成,由安徽中医学院第一附属医

院药剂科提供,实验前稀释至所需浓度,依剂量分别

制成含生药剂量为 50 g· kg - 1 ( 高剂量 ) 、25 g·

kg
- 1

( 中剂量) 、12. 5 g·kg
- 1

( 低剂量 ) ;石杉碱甲,

河南竹林众生制药有限公司(产品批号: 060802) 。

1.3 试剂  BDNF、TrkB 及鹅膏蕈氨酸 ( ibotenic

acid, IBO) 均由美国 SIGMA公司提供。

2 实验方法

2.1 模型制备方法  大鼠自引入实验室适应性喂

养 7 d,喂食普通饲料, 自由饮水。术前 12 h禁食,

不禁水。用 3. 5% 水合氯醛 ( 350 mg·kg
- 1

) ip麻

醉,保证手术期间有自主呼吸。待翻正反射消失后,

参照《大鼠脑立体定位图谱》
[ 2 ]

,将大鼠固定在脑立

体定位仪上,前囟正中点设为 0 点。自 0 点向中线

旁( ML) 各 3. 2 mm,前囟后 ( AP) 1. 5 mm, 确定深度

标记硬脑膜下( DV) 7. 6 mm为 Meynet核坐标点;用

固定于定位仪上的微量注射器缓慢进针至硬脑膜下

7. 6 mm深度,向脑内 Meynert核注射 IBO 1 μL( 5 μg

·μL
- 1

) ,注药和留针时间各为 5 min。针孔用牙科

水泥固定,同法注射另一侧。造模术后 3 d,随机选

取模型大鼠 10 只与正常组、假手术组进行学习记忆

成绩比较并随机取 2 只模型大鼠做病理形态学观察

判断造模是否成功。

2.2 分组 选择造模成功存活的大鼠 50 只进行分

组,按照随机数字表分别将大鼠分为 5 组, 每组 10

只,即 AD模型组 ( 模型组 ) 、石杉碱甲组、智脑胶囊

低、中、高剂量组, 另选雄性健康 Wistar大鼠 20 只,

分为 2 组,每组 10 只,即正常对照组 10 只,假手术

组 10 只(手术方法同 2. 1,但脑内 Meynert核不注射
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药物) ,共 7 组。

2.3 给药 正常组、假手术组、模型组予等体积生

理盐水, 石杉碱甲组予石杉碱甲混悬液 0. 1 mg·

kg
- 1

,智脑胶囊低、中、高剂量组分别给予智脑胶囊

12. 5, 25 及 50 g·kg
- 1

,均 ig, 1 次 /d,连续 28 d。

2.4 大鼠脑组织 BDNF、TrkB含量的检测 所有大

鼠行为学测试后,称重,将动物快速断头处死, 冰盘

上快速剖取脑组织, 弃去嗅球、小脑和低位脑干,吸

去血迹,称量每侧皮层脑组织 100 mg,海马 20 mg左

右,按组织重量体积比为 1∶9 加预冷的生理盐水制

成 10% 的组织匀浆, 4℃ 3 000 r·min
- 1

, 离心 10

min,取上清液,储存 - 20℃冰箱备用。

大鼠脑组织 BDNF检测采用双抗体夹心 ABC-

ELISA法,用抗大鼠 BDNF单抗包被于酶标板上,标

准品和样品中的 BDNF与单抗结合,加入生物素化

的抗大鼠 BDNF,形成免疫复合物连接在板上,辣根

过氧化物酶标记的 streptavidin 与生物素结合, 加入

酶底物邻苯二胺 ( OPD) , 出现黄色,加终止液硫酸,

颜色变深,在 492 nm处测光密度 ( OD) 值, BDNF浓

度与 OD值成正比, 通过绘制标准曲线求出标本中

的 BDNF浓度。

大鼠脑组织 TrkB含量的检测: ①取出酶标板,

按照次序对应分别加入 50 μL的标准品于空白微孔

中;②分别标记样品编号,加入 50 μL样品于空白微

孔中;③在样品孔中加入 10 μL的生物素标记液;④

在标准品和样品孔中加入 50 μL 的酶标记溶液;⑤

( 36 ±2)℃孵育反应 60 min;⑥洗机板清洗 5 次,每

次静置 10 ～20 s;⑦每孔加入底物 A, B液各 50 μL;

⑧( 36 ±2)℃下避光孵育反应 15 min; ⑨每孔加入

50 μL终止液,终止反应。于波长 450 nm的酶标仪

上读取各孔的 OD值; 以 OD值为纵坐标, 以标准品

的浓度为横坐标,绘制曲线图,根据样品的 OD值查

找出对应的浓度范围。

3 结果

3.1 智脑胶囊对 AD模型大鼠学习记忆的影响( 采

用跳台法和水迷宫法)  结果表明,智脑胶囊能明显

地改善实验性 AD模型大鼠学习记忆,结果另文表

述。

3.2 智脑胶囊对 AD模型大鼠脑组织 BDNF 含量

的影响 假手术组与正常组比较,大鼠脑组织皮层、

海马 BDNF含量无显著性差异,提示手术对本实验

结果无影响; 与正常组相比, 模型组大鼠脑组织皮

层、海马 BDNF含量明显减少( P < 0. 01) ,提示模型

组大鼠脑组织皮层、海马合成脑源性神经营养因子

能力显著下降。与模型组相比,智脑胶囊中、高剂量

组、石杉碱甲组脑组织皮层、海马中 BDNF含量明显

增加( P < 0. 01) ;智脑中、高剂量组的作用优于低剂

量组,与石杉碱甲组比较无显著性差异( P > 0. 05) ,

提示智脑胶囊中、高剂量组提高组织合成、分泌 BD-

NF的能力与石杉碱甲组相当。结果见表 1。

3.3 智脑胶囊对 AD模型大鼠脑组织 TrkB含量的

影响 假手术组与正常组相比,大鼠脑组织 TrkB含

量无显著性差异 ( P > 0. 05) , 提示手术对本实验结

果无影响;与正常组相比,模型组大鼠脑组织 TrkB

含量明显减少 ( P < 0. 01) , 提示模型组大鼠脑组织

表达 TrkB的能力明显降低。与模型组相比,智脑胶

囊中、高剂量组与石杉碱甲组脑组织中 TrkB含量明

显增多( P < 0. 01) ,提示两者均有促进脑组织表达

脑源性神经因子受体的作用;智脑胶囊中、高剂量组

的作用优于低剂量组,与石杉碱甲组比较无显著性

差异( P > 0. 05) 。结果见表 2。
表 1 智脑胶囊对实验性 AD 模型大鼠大脑皮层和

海马 BDNF 的影响 ( 珋x±s, n = 10)

组别
剂量

/ ( g· kg - 1 )

BDNF/( OD值 )

皮层 海马

正常组 - 0. 356 0 ±0. 032 21) 0. 357 3 ±0. 030 61)

假手术组 - 0. 351 0 ±0. 026 91) 0. 361 3 ±0. 025 91)

模型组 - 0. 258 9 ±0. 030 5 0. 258 0 ±0. 032 7

石杉碱甲组 1 ×10 - 4 0. 331 2 ±0. 029 21, 2) 0. 331 0 ±0. 028 81, 2)

智脑组 12. 5 0. 289 7 ±0. 014 5 0. 291 5 ±0. 015 0

25 0. 348 1 ±0. 005 81, 3) 0. 347 5 ±0. 005 51, 3)

50 0. 342 8 ±0. 027 31, 3) 0. 342 8 ±0. 027 11, 3)

  注 :与模型组比较1) P < 0. 01; 与低剂量组比较2) P < 0. 05 , 3) P <

0. 01 (下同 )

表 2 智脑胶囊对 AD 模型大鼠脑组织 TrkB 的影响 ( 珋x±s, n = 10)

组别
剂量

/ ( g· kg - 1 )

TrkB/ ( OD值 )

皮层 海马

正常组 - 0. 801 7 ±0. 071 91) 0. 802 3 ±0. 068 51)

假手术组 - 0. 801 2 ±0. 069 41) 0. 791 4 ±0. 063 71)

模型组 - 0. 582 1 ±0. 076 3 0. 584 6 ±0. 075 4

石杉碱甲组 1 ×10 - 4 0. 737 4 ±0. 064 11) 0. 741 2 ±0. 064 81)

智脑组 12. 5 0. 627 3 ±0. 065 4 0. 628 1 ±0. 073 2

25 0. 764 5 ±0. 057 21, 2) 0. 772 1 ±0. 056 91, 2)

50 0. 782 6 ±0. 058 11, 2) 0. 781 4 ±0. 057 61, 2)
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4 讨论

BDNF在 AD发病中的重要作用已达成共识。

研究表明, BDNF既能保护基底前脑胆碱能神经元,

也能改善海马和皮层神经元的生存。AD患者脑中

BDNF基因和蛋白表达水平明显降低,而增加脑中

BDNF水平可能延缓或阻止 AD的进展。

BDNF是神经营养素家族成员之一, 是一类含

量极微、能够维持和促进特异性神经元生长、存活和

分化,影响突触可塑性的可溶性多肽分子。BDNF

广泛分布于大脑皮层、海马、杏仁体、屏状核、隔区、

基底前脑、脊髓、黑质、纹状体、苍白球、小脑、脑干等

各个区域,主要表达于神经元的轴突上。它影响中

枢神经系统变性易感的 AD脑区的神经元的生存和

功能。BDNF 对神经元的作用和作用机制非常复

杂, BDNF除保护和修复损伤的神经元外, 在促进学

习和记忆的基础———功能依赖性神经可塑性方面有

强大作用。而学习记忆的关键部位的海马与皮层是

可塑性特别重要的脑区。海马是编码新信息的中心

部件,损伤后会出现严重的学习记忆障碍, AD早期

海马的功能即受到损害。AD患者 BDNF水平下降

可通过二条通路影响海马: 一是低水平的 BDNF可

使突触编码能力降低,二是 BDNF水平不足使海马

神经元更易遭受缺血、兴奋性毒性等损伤和变性疾

病的损害
[ 3 ～4 ]
。

BDNF和相应的 TrkB受体特异性结合,引发细

胞内受体区酪氨酸残基二聚化以及自磷酸化, 从而

激活胞浆细胞信号途径。这样, 酪氨酸-磷酸化的

Trk便成为吸收各种酶结构蛋白质和酶的支架,最终

转导 BDNF信号。

本研究结果表明,模型组大鼠脑组织的 BDNF,

TrkB含量显著下降,反映了兴奋性毒物 IBO对基底

前脑 Meynert核和广泛性的神经元损害,这是造成学

习记忆障碍的重要机制。这与先前的文献报道一

致。经智脑胶囊治疗后 BDNF、TrkB含量显著升高,

与模型组比较有统计学意义;智脑胶囊中剂量、高剂

量组与石杉碱甲组均能增加模型大鼠脑组织 BD-

NF, TrkB含量, 3 组间差异无统计学意义,智脑胶囊

低剂量组的作用要明显弱于中、高剂量组。本研究

结果表明智脑胶囊具有促进神经元合成、释放 BD-

NF,表达 TrkB增加, 促进细胞信号转导, 从而修复

和促进神经轴突重塑;增强细胞内抗氧化酶活性,对

抗兴奋性氨基酸的毒性损伤,保护和修复皮层和海

马损伤的神经元,从而具有改善学习记忆的作用。
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《中国实验方剂学杂志》入编中文核心期刊信息

依据文献计量学的原理和方法,经研究人员对相关文献的检索、计算和分析,以及学科专家评审,《中国

实验方剂学杂志》入编《中文核心期刊要目总览》2008 年版( 即第五版) 之中国医学类的核心期刊。该核心期

刊按《中国图书馆分类法》的学科体系,列出了 73 个学科的核心期刊表,并逐一对核心期刊进行了著录。著

录项目包括:题名、并列题名、主办单位、创刊时间、出版周期、学科分类号、ISSN号、CN号、邮发代号、编辑部

地址、邮政编码、电话、网址、电子邮箱、内容简介等。该研究成果只是一种参考工具书,主要是为图书情报部

门对中文期刊的评估与订购、为读者导读提供参考。
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