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摘要  目的 研究糖皮质激素 ≤ 诱导小鼠记忆功能降低及其作用机理 ∀方法 采用 ƒ∏ 2 钙离子荧

光指示剂和双波长荧光分光光度计测定细胞内≈≤ 浓度 用透射电镜和流式细胞仪分别检测细胞凋亡 °≤⁄ ∀

结果 ≤ 可分别诱导成年及老龄小鼠机体免疫功能降低 胸腺及脾脏脏器指数减小 老龄动物记忆功能降低 胸

腺 !海马细胞内 ≤ 超载 海马神细胞 °≤⁄细胞数增加 ∀体外试验结果亦表明 ≤ 可直接诱导 × 淋巴细胞和海

马神经细胞≈≤ 超载 细胞凋亡 ∀结论 糖皮质激素可诱导小鼠记忆功能降低 ∀细胞内≈≤ 超载可能是引起

小鼠免疫功能降低 !智力水平下降 !衰老和细胞凋亡的主要原因之一 ∀
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  导致机体衰老引起智力下降的原因很多 其发

病机理十分复杂 如何延缓机体衰老 提高老龄人的

生活质量是人类面临的重大研究课题 ∀ 岁以上

人群中的早老性痴呆 χ ⁄ 发病

率高达 ∗ ≈ ∀由于糖皮质激素 ∏ 2

≤ 在机体正常衰老过程中对 ≤ ≥ !记

忆功能的作用机理尚不清楚 因此本文研究了

≤ 在诱导机体免疫功能降低的同时对动物智力

水平的影响 揭示 ≤ 在机体正常衰老过程中的

作用 分析其可能的作用原理 ∀
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  动物  昆明种小鼠 α ⎯ 兼同 成年 ∗ 月龄

∗ 老龄 月龄 ∗ 由安徽医科大学

动物中心提供 皖实动准 号 • 孕大鼠

∗ 由中国医学科学院动物中心提供 ∀

药品与试剂  氢化可的松

≤ 为中国上海信谊药厂产品 批号

地塞米松磷酸钠 ¬ ⁄÷ ≥ 由江苏扬

州制药厂 批号 ƒ∏ 2 用二甲亚砜

⁄ ≥ 溶解稀释成 # 贮存液

° !⁄ ∞ 培养基 !碘化丙啶 ° ! 酶

均为 ≥ 产品 其余试剂均为分析纯 ∀
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  仪器  被动回避实验装置由中国医学科学院药

物研究所生产 日立 ƒ2 型荧光分光光度计为

日本立公司产品 ƒ≤ ≥2 流式细胞仪为美国产

品 透射电镜为日本产品 ∀

  ΓΧΟΡ 诱导成年及老龄小鼠免疫功能低下及智

力降低模型的制备[ 2 ,3]  随机将成年和老龄小鼠分

为正常对照和 ≤ 组 每组 动物 α ⎯ 各半 ∀

≤ # # 共 给药后

分别用避暗法检测动物学习和记忆力水平变

化 称体重后断头处死动物 分别称取胸腺和

脾脏重量 计算脏器指数 ∀

胸腺细胞及神经细胞悬液制备  按文献方

法≈ 断头处死小鼠及 • 孕鼠 摘取胸腺或剖

腹及子宫取胎鼠 剥离大脑皮层及海马 将胸腺及神

经细胞分别置于冰浴的 ° 或 ⁄ ∞ 培养

基中 剔除血管及脑膜 常规制备胸腺及神经细胞悬

液 经 目滤网过滤 用 液将细胞浓度调整

为 ≅ # 台盼蓝排拆实验细胞成活率在

以上者进入下一步实验 ∀

神经细胞突触体的制备[ 4 ,5]  断头处死小鼠

剥离皮层及海马 每克脑组织加入冰冷的 1

# 庶糖溶液 充分机械匀浆 匀浆液离

心 ≅ 取上清液 ≅ 离心

沉淀用 1 # 庶糖溶液 悬浮 取

铺在 1 # 和 1 # 庶糖溶液各

做成的密度梯度上 水平头下 ≅ 离

心 取两界面上的悬浮带 置 1 #

庶糖液中悬浮 ∀以 ≅ 离心 取沉
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淀加人工脑浆液 ≤≥ƒ ≅ 离心

取沉淀加 ≤≥ƒ悬浮 ∀用 法测定蛋白 调蛋白

的浓度至 # 全部操作过程在 ε 条件下

进行 ∀

[ Χα2 + ] ι的测定  样品管用 ƒ∏ 2 负载

浓度为 Λ # 于 ε 恒温振荡水浴负载

用 液洗 次 最后分别用无

和 ≤≥ƒ液悬浮 ∀荧光测定采用日立 ƒ2 型荧

光分光度计 激发波长为 和 发射波

长 光栅狭缝均为 转换速度为 根

据荧光强度变化按下式计算≈≤ ∀≈≤

≅ Ρ Ρ Ρ ¬ Ρ ≅ 其中 为

# Ρ 为 的荧光强度比值

Ρ ¬为加入 1 × 2÷ 后 的

荧光强度比值 Ρ 为加入 ∞ × # 后

的荧光强度比值 ≥ 和 ≥ 分别为零

钙和饱和钙时 处的荧光强度 ∀

透射电镜及流式细胞仪观察和检测细胞凋亡方

法[ 6 ,7]  取海马组织 加 1 戊二醛 固定

以上 常规制备透射电镜样品 观察并照相 ∀收集

ε ≤ 条件下培养 ∗ 的胸腺细胞

≅ ε 冰箱内固定 以上 离心后将细胞重悬

于 Λ # ° ° ≥配制 中 避光冰浴 过

目尼龙网 在 ƒ ≤≥2 型流式细胞仪上计数

个细胞 测定各期 ⁄ 含量并计数凋亡细胞

所占比例 ∀

统计学处理  所有计量资料均以 ξ ? σ表 差

异的显著性用 τ检验 ∀

结 果

1  ΗΧΟΡ 对成年及老龄小鼠胸腺及脾脏指数的影

响

按表 分组给药 结果表明 ≤ 可分别使成

年及老龄小鼠胸腺和成年小鼠脾脏的脏器指数明显

降低 表明 ≤ 对小鼠机体免疫功能有抑制作

用 ∀

Ταβ 1  Εφφεχτ οφ ηψδροχορτισονε ( ΗΧΟΡ , 4 µ γ #

κγ
− 1#δ − 1 ≅ 21 δ ,σχ) ον ινδεξ οφ τηψµ υσ ανδ σπλεεν

ιν αδυλτ ανδ ολδ µιχε

 ∏
¬ # •    

 × ∏  ≥

∏ ? ?

∏ ≤ ? 3 ? 3 3

? ?

≤ ? 3 3 ?

ξ ? σ ν 3 Π 1 3 3 Π 1 ϖσ •

2  ΗΧΟΡ 对老年及老龄小鼠避暗行为的影响

表 结果表明 ≤ 可引起老龄小鼠避暗潜

伏期显著缩短 错误次数明显增加 但对成年小鼠的

潜伏期及错误次数没有影响 提示 ≤ 对老龄小

鼠的学习记忆力有降低作用 ∀

Ταβ 2  Εφφεχτ οφ ηψδροχορτισονε (ΗΧΟΡ , 4 µ γ#κγ − 1#δ − 1 σχ , ≅ 21 δ)

ον µεµ ορψ οφ αδυλτ ανδ ολδ µιχειν στεπ τηρουγη τεστ

 ∏
×  ×  

∞ ∏

× ×

∏ ≤ ? ? ?  ?

∏ ≤ ? ? ? ?

? ? ? ?

≤ ? ? 3 3 ? ? 3

ξ ? σ ν 3 Π 1 3 3 Π 1 ϖσ

3  ΗΧΟΡ 对成年及老龄小鼠胸腺细胞及海马细胞

[ Χα2 + ] ι的影响

按表 分组给药 结果表明 ≤ 可引起成年

及老龄小鼠胸腺和海马神经细胞≈≤ 升高 但

升高老年小鼠胸腺及海马细胞≈≤ 作用更加明

显 表明 ≤ 可引起成年及老龄小鼠神经元

≈≤ 超载 ∀

4  ΗΧΟΡ 对成年及老龄小鼠海马神经细胞 ΠΧ∆的

影响

常规光镜和透射电镜的检测结果表明 ≤

可分别诱导成年及老龄小鼠皮层 !海马 ≤ 区神经

细胞体积缩小 细胞及细胞核固缩 染色体裂解 !破

裂并向核膜转移 形成由完整细胞膜包裹的细胞凋

亡小体 提示 ≤ 可以分别诱导和促进成年及老
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龄小鼠海马神经细胞 °≤⁄ 但对老龄小鼠的作用较

强 ∀

Ταβ 3  Εφφεχτ οφ ηψδροχορτισονε(ΗΧΟΡ , 4 µ γ#κγ − 1

#δ − 1 σχ , ≅ 21 δ) ον ιντραχελλυλαρ φρεε [ Χα2 + ] ι οφ

τηψµ οχψτε ανδ ηιπποχαµ πυσιν αδυλτ ανδ ολδ µιχε

 ∏
≈≤ #

× ∏  ∏

∏  ? ?

∏ ≤ ? 3 ? 3 3

? ϖ ϖ ?

≤ ? 3 3 ϖ ϖ ? 3 3 ϖ ϖ

ξ ? σ ν ⁄ ∏ × 3 Π 1 3 3 Π

1 ϖσ ∏ ϖ Π 1 ϖ ϖ Π 1 ϖσ

5  ∆ΞΜΣ对 Ωισταρ孕鼠(16 ∗ 18 δ)胸腺 !皮层神经

细胞[ Χα2 + ] ι及 ΠΧ∆的作用

表 结果表明 ⁄÷ ≥可直接剂量依赖性地诱

导皮层神经细胞及胸腺细胞≈≤ 超载 !⁄÷ ≥与

胸腺细胞温育 后 在诱导细胞≈≤ 1

? 1 # 升高的同时还可促进细胞凋亡

1 表明 ⁄÷ ≥ 诱导细胞 °≤⁄可能与其升

高≈≤ 有关 ∀

Ταβ 4  Εφφεχτ οφ δεξαµετηασονε ( ∆ΞΜΣ) ον

[ Χα2 + ] ι οφ τηψµ υσ ανδ ηιπποχαµ πυσ οφ ρατσ(16 ∗ 18

δ) ιν ϖιτρο

∏
⁄

Λ #

≈≤ #

× ∏ ∏

  ?   ?

⁄÷ ≥  ? 3 ? 3 3

? 3 ? 3 3

? 3 ? 3 3

ξ ? σ ν 3 3 Π 1 ϖσ ∏ ∏ ⁄÷ ≥

讨 论

钙离子作为一个重要的信使参与细胞内多种生

理 !病理功能的调节 钙平衡的紊乱可导致细胞内游

离钙≈≤ 浓度持续增高 ≈≤ 超载在引起机

体免疫功能失调和神经系统损伤的发生发展中起决

定作用≈ ∀

程序性细胞死亡或细胞凋亡 °≤⁄ 是由于细胞

内≈≤ 超载 激活核内核酸限制性内切酶 水解

⁄ 使其变成 ∗ ° 的片段 导致细胞

°≤⁄∀在淋巴细胞 抗原抗体反应≈≤ 载体等也

可引起细胞内持续性的≈≤ 升高 ≈≤ 升高

可诱导淋巴细胞活化 !增殖 但为何不引起细胞

°≤⁄这可能与抗原抗体反应等在诱导淋巴细胞

≈≤ 升高的同时还激活细胞内蛋白激酶 ° ≤

有关 ∀如果≈≤ 升高 ≤ °含量增加而不伴

有 ° ≤ 的激活 即可引起细胞凋亡≈ ∀

本实验的结果表明 长期大剂量应用 ≤ 可

引起成年与老龄小鼠机体免疫功能降低 同时还可

引起 ≤ ≥中皮层和海马 ≤ 区神经细胞萎缩 老

龄动物的学习和记忆能力下降 ∀体内外 ƒ∏ 2

检测结果表明 ≤ 在体内 !外均可直接引起胸

腺 !皮层和海马神经细胞≈≤ 超载 引起动物体

内产生的自由基增加 !清除自由基的物质和酶类活

性减少 资料待发表 导致胸腺细胞 !皮层和海马等

神经细胞≈≤ 超载 ∀促进胸腺细胞及神经细胞

°≤⁄ ≈≤ 超载 可能是 ≤ 引起机体免疫功

能抑制 !衰老及智力水平降低的主要原因之一 ∀

≤ 在升高老龄小鼠胸腺及海马神经细胞

≈≤ 的作用明显强于成年小鼠 可能是 ≤

引起老龄小鼠智力水平下降而对成年动物影响不明

显的原因 ∀老龄动物与青年 !成年动物相比 老龄动

物下丘脑2垂体2肾上腺轴功能亢进 肾上腺皮质合

成和释放 ≤ 及血中 ≤ 浓度远高于青年及

成年动物 机体免疫功能失调 胸腺 !神经细胞的

≈≤ 浓度亦远远高于青年及成年动物 人也有

类似的现象≈ 表现为衰老及智力水平下降 ∀但

≤ 在诱导机体衰老过程中的其他作用仍需进一

步研究 ∀
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Ρεφερενχεσ

 ƒ χ ∏

Βεηαϖ Βραιν Ρεσ

57Β

 ∏ ∂ ≥ ∞ ≥ ∞

∏ Βραιν Ρεσ 616Β

 ° 2 • ≥ ∏ ∏ 2 √

∏ 2 ∏

Βιοχηε µ Πηαρµ αχολ 50Β

 ÷ ≠ × ≥ ≤

≤ Αχτα
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Πηαρµ Σιν 31Β

 • ∏ ƒ × ∞ √

∏ ≤ ¬ ∏ 2 √ ∏ ∏

Αχτα Πηαρµ Σιν 33Β

 • ∏ 2 ∏

∏ ∏ √

Νατυρε 284Β

 ÷ ≥ ⁄ √ ⁄∞ ≤

¬ 2
Βιοχηε µ Πηαρµ αχολ 11Β

 ≥ ≤ ∞ ≥ ≥ 2
∏ 2

Ενδοχρινολογψ 114Β

ΓΛΥΧΟΧΟΡΤΙΧΟΙ∆ ΙΝ∆ΥΧΕ∆ ∆ΕΧΡΕΑΣΕ ΟΦ

ΙΝΤΕΛΛΙΓΕΝΧΕ ΙΝ ΜΙΧΕ ΑΝ∆ ΙΤΣ ΜΕΧΗΑΝΙΣΜ

• • ° ≠ ≠ ≤ ∏ ≤

( ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµ αχολογψ, Ανηυι Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Ηεφει 230032)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: × ∏ ∏ ≤

ΜΕΤΗΟ∆Σ : ∏ ∏ ∏ ∏

≤ # ≅ ≤ ∏ ∏ ƒ∏ 2 ∏ ∏

∏ ∏ ≈≤ ° °≤⁄ ∏

ΡΕΣΥΛΤΣ : ≤ ∏ ∏

∏ °≤⁄ ∏ ∏ Ιν ϖιϖο ιν ϖιτρο ×

≤ ∏ ∏ ∏ ≈≤ ∏

∏ °≤⁄ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: ≤ ∏ ∏

°≤⁄ ∏ ∏ ∏ ≈≤

∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  ∏ ∏ ƒ∏ 2 ∏ ≤
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