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地黄寡糖对脑缺血再灌注所致痴呆大鼠学习记忆功能的影响

杨　菁１，石海燕１，李　莹１，王洪新２，金　英２，刘春娜２

（辽宁医学院 １．细胞生物学及新药开发重点实验室，２．药理学教研室，辽宁 锦州　１２１００１）

摘要：目的　研究地黄寡糖对脑缺血再灌注致痴呆
大鼠学习记忆功能的影响及其可能机制。方法　采
用 ｉｐ硝普钠及双侧颈总动脉夹闭 １０ｍｉｎ再灌
１０ｍｉｎ夹闭１０ｍｉｎ的方式制备脑损伤模型。地黄
寡糖６．４，３２．０或１６０．０ｍｇ·ｋｇ－１于造模前３ｄ至造
模后７ｄｉｐ给药，每日１次，共１０ｄ。于术后ｄ７开
始进行水迷宫实验测定大鼠学习记忆能力；术后 ｄ
１０取海马，ＨＰＬＣ异硫氰酸苯酯柱前衍生法测定海
马谷氨酸（Ｇｌｕ）含量；Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法测定海马
磷酸化细胞外信号调节激酶２（ｐＥＲＫ２）含量。结
果　模型组大鼠学习记忆能力明显下降，海马 Ｇｌｕ
含量明显升高，ｐＥＲＫ２含量降低。地黄寡糖可剂量
依赖性地增强缺血再灌注损伤大鼠的学习记忆能

力，降低海马 Ｇｌｕ含量，提高海马 ｐＥＲＫ２含量。结
论　地黄寡糖可以改善脑缺血再灌注致痴呆大鼠的
学习记忆能力，这种作用可能与抑制Ｇｌｕ过量释放、
进而使ＥＲＫ２信号途径正常发挥有关。
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缺血性脑血管病是引起中、老年人痴呆的主要

病因之一［１－２］。由于其病因、机制和临床表现的复

杂性，至今还没有一种药物取得公认确切疗效。近
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年中药及天然药物在痴呆的治疗中取得了较好的效

果，如“地黄饮子”和“六味地黄汤”均被证明对痴呆

具有治疗作用［３］，但由于中药的成分复杂，不同批

次药物的化学成分和含量不尽相同，导致疗效不稳

定。因此对其进行纯化及有效的质量控制是中药现

代化的大势所趋。本研究用含寡糖８５％以上的地
黄寡糖（Ｒｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ）提取
液，以双侧颈总动脉夹闭再灌注配合 ｉｐ硝普钠
（ｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅ）减压法建立痴呆模型，探讨地
黄寡糖对痴呆大鼠学习记忆能力的影响及可能机

制，为地黄寡糖的开发应用提供理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物、药品及主要仪器
健康雄性ＳＤ大鼠，体重 ２５０～２８０ｇ，由辽宁医

学院实验动物中心提供。注射用硝普钠由开封康诺

药业有限公司生产，用注射用水溶解成１ｇ·Ｌ－１的溶
液，现用现配，避光保存。谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）对
照品购于中国药品生物制品检定所。兔抗磷酸化细

胞外信号调节激酶１／２（ｐｈｏｓｐｈｏｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２，ｐＥＲＫ１／２）多克隆抗体，购于
美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。地黄，产自河南省武涉县西陶
镇，由锦州奥鸿药业有限责任公司质量部按照２００５
年版《中国药典》一部地黄质量标准检验，符合规

定。地黄寡糖，按如下方法制备［４］，即取１０ｋｇ地黄
粉碎成小于 ２ｍｍ的颗粒，用 ２５Ｌ注射用水浸泡
５ｈ，离心取上清得上清液约２２Ｌ，将上清液于３５℃
下真空浓缩至１０Ｌ，加入９５％乙醇４０Ｌ混合，离心
取上清０．４５μｍ膜过滤，得过滤液４８Ｌ，过滤液于
３５℃下真空浓缩，得浓缩液１０Ｌ，用５ｋｕ的超滤器
将浓缩液超滤得超滤液约９．５Ｌ，将超滤液用活性
炭吸附得地黄寡糖提取液约９．５Ｌ，膜过滤除菌分
装。按质量标准检测，符合规定，即总固体含量为

１８～２２ｇ·Ｌ－１。苯酚硫酸法测定总糖含量 ８５％以
上，其中含水苏糖５５％～６５％，梓醇６％～１２％。用
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高效液相色谱法，以 ＴＳＫ２０００ｓｗｘｌ色谱柱为固定
相，乙腈三氟醋酸水（４０∶０．１∶６０）为流动相，检测
波长１９０ｎｍ，将先于胰岛素保留时间的峰视为高分
子物质，按照归一化法计算高分子物质含量，高分子

物质含量＜２％。在硅胶Ｇ板上，以乙酸乙酯∶乙醇∶
水∶氨水（５∶５∶４∶０．３）为展开剂，展开 １５ｃｍ，喷以
５％硫酸乙醇溶液为显色液，可见有相对迁移率为
０．２５，０．４２，０．５５和０．７９的４个斑点。Ｍｏｒｒｉｓ水迷
宫，中国医学科学院药物研究所研制；ＬＣ１０Ａｖｐ高
效液相色谱仪，日本岛津公司生产。

１．２　动物分组
大鼠适应性喂养３ｄ后，置于 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫中

学习训练２ｄ。于ｄ３，选择４次均在９０ｓ内找到平
台的大鼠为合格实验大鼠。合格大鼠自由觅食饮

水，室温２２～２５℃，喂养５ｄ后，按照随机原则分为
假手术组、模型组、地黄寡糖６．４，３２．０和１６０．０ｍｇ·
ｋｇ－１（以总固体计）组。每组１２只，每笼６只。地黄
寡糖组于造模前３ｄ至造模后７ｄ，每天８：００～９：００
ｉｐ给药１次，共１０ｄ。手术当日术前２ｈ给药。假
手术组与模型组ｉｐ等体积生理盐水。
１．３　模型制备

大鼠ｉｐ１０％水合氯醛３５０ｍｇ·ｋｇ－１麻醉，仰卧
位固定于鼠台上，常规消毒，颈正中切口，分离双侧

颈总动脉，穿线备用。ｉｐ硝普钠２．５ｍｇ·ｋｇ－１造成
低血压，随即用无创动脉夹关闭双侧颈总动脉

１０ｍｉｎ后，再通１０ｍｉｎ，再夹闭１０ｍｉｎ，造成大脑缺
血再灌注损伤，再通后缝合伤口，放回笼中保温饲

养。假手术组只分离双侧颈总动脉，不注射硝普钠，

不进行缺血再灌注手术［５］。造模后２ｈ观察模型大
鼠的行为学表现和死亡情况，并对动物进行脑卒中

指数评分。评分标准为毛蓬乱竖起、动作缓慢或活

动减少、触耳反应加强、眼睑下垂，每１项计１分；头
翘起、不闭眼、两后肢向后向外伸展、转圈、抽搐或阵

挛，每１项计１分；四肢无力或腹部着地计６分。选
择符合脑缺血征象（＞１０分）并无肢体残疾和视力
受损的大鼠作为合格的实验大鼠。

１．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
术后ｄ７开始水迷宫实验。实验分为定位航行

实验和空间探索实验。水迷宫为直径 １２０ｃｍ，高
５０ｃｍ的水池，水深３０ｃｍ，水温控制在２２．５～２３．５℃。
在水池边缘等距离标有４个入水点，将水池分为４个
象限，直径９ｃｍ的平台位于第１象限中央水下ｌｃｍ
处。首先进行定位航行实验，每天每只大鼠训练４

次，每次采用不同象限入水点。训练时将大鼠面朝池

壁轻轻放入水池，同时启动记录装置，记录大鼠寻找

平台所用时间，如果１２０ｓ内没有找到，则将其放置于
平台上１０ｓ，逃避潜伏期记为１２０ｓ，４次所用时间均
值为大鼠当日潜伏期，连续训练３ｄ，检测大鼠的学习
能力。ｄ４进行空间探索实验，训练３次后，撤除平
台，从第２象限将大鼠放入水中，记录１２０ｓ内的游泳
轨迹，观察大鼠的穿越平台次数，以检验大鼠的记忆

能力。水迷宫实验完成后立即取双侧海马，冻存，５ｄ
内测定Ｇｌｕ及ｐＥＲＫ２含量。
１．５　谷氨酸含量测定

将海马组织按１∶５加入０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ，冰浴下
超声匀浆，低温离心 １００００×ｇ，１５ｍｉｎ；取上清液
１００μＬ加入１０μＬ浓度为１ｇ·Ｌ－１的正亮氨酸为内标
物，利用异硫氰酸苯酯衍生，用内标法测定 Ｇｌｕ含
量［６］。

１．６　ｐＥＲＫ２含量测定
将海马组织放到预冷的裂解液中。４℃超声粉碎

后，１７０００×ｇ离心１ｈ，取上清液分装。用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
测定蛋白质含量，以牛血清白蛋白为标准品。用磷酸

化抗体，常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法测定 ｐＥＲＫ２含
量［７］。扫描蛋白条带，利用ＩｍａｇｅＪ１．３６ｂ图像分析软
件进行吸光度分析，吸光度值代表ｐＥＲＫ２含量，以假
手术组ｐＥＲＫ２含量为１００％，其余组与其进行比较。
１．７　统计学分析

数据均表示为 珋ｘ±ｓ，应用ＳＰＳＳ１２．０版统计软
件进行单因素方差分析和组间ｔ检验。

２　结果

２．１　地黄寡糖对脑缺血再灌注大鼠水迷宫逃避潜
伏期和穿越隐匿平台次数的影响

造模后ｄ７开始对大鼠进行水迷宫实验测试。
表１结果表明，模型组于 ｄ７，８和９测试的逃避潜
伏期较假手术组明显延长，表明大鼠有学习记忆功

能障碍。给药组随着地黄寡糖剂量加大，逃避潜伏

期逐渐缩短，表明地黄寡糖可以改善痴呆大鼠的学

习记忆能力。造模后ｄ１０观察大鼠２ｍｉｎ内穿越隐
匿平台位置的次数。模型组大鼠的穿越次数较假手

术组明显减少，而且常有朝向错误，表明出现空间定

位记忆障碍。地黄寡糖组较模型组的穿越次数明显

增加，表明地黄寡糖可以改善痴呆大鼠的记忆能力，

但尚未达到假手术组水平。
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２ｍｉｎｏｎｄ１０

Ｓｈａｍ １２ １３±４ １３±３ １２±４ １１．４±３．２

ＩＲＩ ９ ３９±１１ ３６±８ ３４±７ ２．７±１．８
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３２．０ １０ ２５±１１＃＃ ２３±８＃＃ ２２±８＃＃ ６．４±１．８＃

１６０．０ ９ ２１±６＃＃ １９±６＃＃ １７±６＃＃ ８．１±２．０＃＃
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２．２　地黄寡糖对脑缺血再灌注大鼠海马组织谷氨
酸含量的影响

表２结果可见，模型组海马组织 Ｇｌｕ含量较假
手术组升高了４２％。地黄寡糖 ６．４，３２和１６０ｍｇ·
ｋｇ－１给药１０ｄ对脑缺血再灌注引起的 Ｇｌｕ含量升
高具有剂量依赖性的抑制作用，与假手术组相比分

别升高３３％，２３％和１２％。

Ｔａｂ２．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＯＳｏｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｇｌｕｔａｍａｔｅ
（Ｇｌｕ）ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｄｏｓｅ／ｍｇ·ｋｇ－１ 　Ｇｌｕ／μｍｏｌ·ｇ－１

ｗｅｔｔｉｓｓｕｅ

Ｓｈａｍ １２ ４．６±０．６

ＩＲＩ ９ ６．６±０．４

ＩＲＩ＋ＲＯＳ ８ 　６．４ ６．２±０．５＃＃

１０ ３２．０ ５．７±０．５＃＃

９ １６０．０ ５．２±０．５＃＃

ＳｅｅｌｅｇｅｎｄｏｆＴａｂ１ｆｏｒｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．Ｏｎｄ１０ａｆｔｅｒＩＲＩ，ｈｉｐｐ
ｏｃａｍｐａｌＧｌｕｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨＰＬＣａｆｔｅｒｆｉｎｉｓｈｉｎｇＭｏｒｒｉｓ
ｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ．珋ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩＲＩｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ．

２．３　地黄寡糖对脑缺血再灌注大鼠海马组织
ｐＥＲＫ２含量的影响

以假手术组 ｐＥＲＫ２含量为 １００％，模型组
ｐＥＲＫ２含量为（４４．２±２．５）％，明显降低。地黄寡
糖６．４，３２．０和 １６０．０ｍｇ·ｋｇ－１组分别为（７１．５±
０．８）％，（８０．９±２．１）％和（９１．１±１．４）％，与模型
组相比显著升高（图１）。

Ｆｉｇ１．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＯＳｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２（ｐＥＲＫ２）
ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ．ＳｅｅｌｅｇｅｎｄｏｆＴａｂ１ｆｏｒｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．
Ｏｎｄ１０ａｆｔｅｒＩＲＩ，ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｐＥＲＫ２ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｆｔｅｒｆｉｎｉｓｈｉｎｇＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ．１：ｓｈａｍ；２：
ＩＲＩｍｏｄｅｌ；３，４ａｎｄ５：ＩＲＩ＋ＲＯＳ６．４，３２．０ａｎｄ１６０．０ｍｇ·
ｋｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｓｈａｍｇｒｏｕｐｗａｓｔａｋｅｎａｓ
１００％．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩＲＩｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

反复的脑缺血再灌注损伤是导致学习和记忆障

碍的重要原因，两血管阻断法是目前常用的研究方

法［８］。该方法手术操作简单，重复性、稳定性较好，

且动物无明显的运动系统损伤，存活率较高，故采用

该方法制备痴呆模型。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫是检测动物学
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习记忆能力的重要实验方法。本研究结果表明，模

型组大鼠出现明显的空间学习记忆障碍，表现为逃

避潜伏期明显延长，穿越平台次数明显减少，表明模

型复制成功。

Ｇｌｕ是脑内主要的兴奋性神经递质，介导兴奋
性突触传递，并与长时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａ
ｔｉｏｎ，ＬＴＰ）的形成密切相关［９］。ＬＴＰ是突触可塑性
的电生理指标，１００或 ２００Ｈｚ电刺激和四乙基铵
（ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ）化学刺激均可诱导形成 ＣＡ１
区ＬＴＰ，虽机制不同，但诱导ＬＴＰ均需ＥＲＫ２活性瞬
间升高［１０－１１］。空间训练学习可以激活海马 ＣＡ１／
ＣＡ２的ＥＲＫ２［１２］；用 ＥＲＫ２抑制剂 ＳＬ３２７抑制该酶
活性可以抑制小鼠隐蔽平台的搜索能力，但对可见

平台则无影响［１３］，表明ＥＲＫ２的激活为空间学习记
忆所必需；同时人们还发现味觉的厌恶性学习等也

包括ＥＲＫ２途径［１４］，表明 Ｇｌｕ及 ＥＲＫ２在学习记忆
的形成中具有重要作用。

但Ｇｌｕ过度释放并激活Ｇｌｕ受体而诱导的兴奋
毒性损伤会引起神经元死亡［１５］。据报道，脑缺血再

灌注损伤后海马组织中的Ｇｌｕ含量可维持较高水平
数天［１６］。还有研究发现，脑缺血再灌注后海马

ｐＥＲＫ２含量也迅速升高，于２４ｈ时基本恢复至正常
水平［１７－１９］。但２４ｈ后 ｐＥＲＫ２的变化规律未见报
道。本研究结果表明，模型组缺血再灌注后１０ｄ时
Ｇｌｕ含量依然明显高于假手术组，而ｐＥＲＫ２含量却
明显降低。出现这种现象的原因可能是Ｇｌｕ长时间
处于高水平致使Ｇｌｕ受体敏感性降低，导致 ｐＥＲＫ２
含量降低，进而学习记忆能力下降。地黄寡糖组海马

组织中Ｇｌｕ含量随着药物剂量的升高逐渐降低，ｐ
ＥＲＫ２含量逐渐升高。同时水迷宫实验中大鼠的潜伏
期明显缩短，穿越平台次数增多，并具有剂量效应关
系，表明地黄寡糖对缺血再灌注导致的学习记忆损伤

具有一定的保护作用，这种作用可能与抑制海马Ｇｌｕ
水平升高、使ＥＲＫ２信号途径正常发挥有关。
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