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脉络瘀滞型血管性痴呆动物模型研制的实验研究"

#

!万睿!辜尊涛!罗小泉""

!!江西中医学院!南昌 TT&&&'$

摘要!目的*初步建立了脉络瘀滞型血管性痴呆动物模型!为现代中医药探明血管性痴呆发病机制及合理用药提供符合中医

理论的病证结合动物模型" 方法*采用脂肪乳灌胃合并脑缺血再灌注制作脉络瘀滞型血管性痴呆动物模型!以 E977-;水迷宫

检测大鼠的学习记忆能力!同时测定各组大鼠脑内)26F活性及EJ)的含量!观察比较该模型与单纯的脑缺血再灌注血管性

痴呆动物模型同正常动物之间存在的差异" 结果*灌服脂肪乳合并脑缺血再灌注所造的模型较单纯脑缺血再灌注血管性痴

呆动物模型可造成更加明显学习记忆障碍!且脑组织中)26F及EJ)的含量明显增高" 结论*该模型更符合中医理论!可作

为今后中医药研究血管性痴呆的理想模型"
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!!血管性痴呆!KJ$是由于脑血管疾病和心血管

疾病的原因#因缺血性&缺血性组织缺氧和出血性脑

损害所导致的认识丧失的一种慢性&进行性&持续性

智能障碍综合征#是老年痴呆最常见的类型之

一+",

' KJ不仅严重影响患者的生活质量#而且给

社会和家庭带来了沉重的经济和心理负担' 鉴于目

前对其发病机制尚不完全清楚#且缺乏有效的防治

措施' 西医对 KJ的治疗目前没有特殊的治疗方

法#也没有特效药物#主要针对危险因素!如控制高

血压&抗凝治疗&抗血栓治疗&控制胆固醇水平等$"

或采用胆碱酯酶抑制剂!如他克林&加兰他敏&多奈

哌齐等用于KJ的治疗$和改善脑循环药物!如双轻

麦角碱等$#但效果均不理想' 中医药治疗KJ能改

善症状和缓解病程进展#对智力的改善是不争的事

.]%.
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实#它的近期疗效与同类西药接近或优于西药#远期

疗效更好' 中医学认为 KJ的主要原因是脉络瘀

滞#脑失濡养#是一本虚标实的疾患' 据此我们在灌

胃脂肪乳升高动物血脂的基础上进行手术#结扎双

侧颈总动脉#使脑组织尤其是海马和大脑皮层产生

缺血性损害#导致动物智力下降而产生痴呆' 本文

拟从大鼠的学习记忆能力及脑组织 )26F及 EJ)

含量进行比较#旨在建立既符合 KJ症状又有中医

虚痰瘀证候表现的动物模型#为中医药探讨该病的

发病机制和治疗打下良好基础'

"!材料与仪器

"$"!主要仪器和试剂!oKX"Q&& 型分光光度计!北

京瑞利公司$"E977-;水迷宫硬件与视频分析系统

!北京天鸣宏远科技发展有限公司$")26F&EJ)试

剂盒!均购于江苏省南京建成生物工程研究所$'

"$#!实验动物!IG\级雄性 IJ大鼠 Q& 只#体重

!"]& i#&$>#由湖南斯莱克实验动物有限公司提供

!许可证号%I?fp!湘$#&&PX&&&'$"动物经适应性

喂养 ' 天后采用 E977-;水迷宫定位航行进行筛选#

淘汰学习记忆能力差的大鼠#将合格的动物采用随

机数字表随机分成正常假手术组&单纯脑缺血再灌

注模型组&高脂r脑缺血再灌注模型组' 高脂组每

天上午 ]%&& 及下午 "]%&& 用高脂乳剂按 "& /8dD>

.1灌胃#非高脂组按同样剂量灌胃纯净水#连续灌

胃 "% 天#高脂组待血脂升高后方可进行造模'

"$T!高脂乳剂的配制!按胆固醇 "& >& 猪油 #& >&

胆酸钠 # >&甲基硫氧嘧啶 " >&吐温 ]̀& #& /8&丙

二醇 T& /8#蒸馏水加至 "&& /8的比例配制' 先将

猪油加热熔化#后加入胆固醇溶化#再加入胆酸钠和

甲基硫氧嘧啶#充分搅匀#最后放入吐温 ]̀&&丙二

醇和蒸馏水#不断搅拌待全溶后冷却至室温#放入

'k的冰箱保存' 用时加温只 TOk'

#!方法

#$"!建立模型

造模两组动物称重标记后按 T$% />dD>腹腔注

射 T_戊巴比妥钠进行麻醉#常规固定消毒#小心游

离双侧颈总动脉!??)$备用' 两模型组夹闭双侧

??)#% /-3 后#复灌 % /-3#连续 T 次#末次灌注 %

/-3后永久结扎右侧??)' 连续 T 天腹腔注射青霉

素钠 "$T 万od"&&>消炎' 第 ' 天以相同的方法进

行左侧??)结扎#常规饲养#术后 "& 天存活有显著

学习记忆障碍的大鼠分别为单纯缺血再灌注模型和

脉络瘀滞合并再灌注血管性痴呆模型' 正常假手术

组只切开而不做缺血手术' 除去淘汰的不合格鼠及

手术死亡的动物#每组 "% 只动物进行实验研究'

#$#!学习记忆行为的检测

#$#$"!定位航行测试!将待测大鼠头朝池壁放入

E977-;水迷宫其中一个象限#记录大鼠找到水下平

台的时间!;$' 在前几次训练中#如果这个时间超

过 "#& ;#则引导大鼠到平台#让大鼠在平台上停留

"& ;#将大鼠移开并擦干' 每只大鼠每天训练 ' 次#

两次间隔 #& /-3#连续 % 天' 第 Q 天测试#记录逃避

潜伏期!即大鼠从水中到找到平台后四肢爬上站台

所需时间$&有效区停留时间及总路程等作为定位

航行的检测指标'

#$#$#!空间搜索测试!定位航行测试后的第二天#

将平台撤除#开始 "#& ;的探查测试' 将大鼠由原

先平台象限的对侧放入水中#记录大鼠穿越虚拟平

台的次数#有效区停留时间#有效区停留距离等作为

空间记忆的检测指标'

#$T!)26F活性和EJ)含量测定

E977-;水迷宫实验结束后#将各组大鼠处死#取

脑称重后加 P 倍重量冰生理盐水制备 "&_匀浆#离

心取上清液#严格按试剂盒说明进行 )26F活性和

EJ)含量测定'

T!结果

T$"!定位航行测试结果

表 "!定位航行测试结果)

)

Ki-!) n"%+

组 别 逃避潜伏期d; 有效区停留时间d; 总路程d/

正常假手术组 "T$Q' iQ$T% #$%Q i&$P# '"&$&Q i##%$&Q

单纯脑缺血
再灌注模型组 %&$& i'&$#T

'

#$'Q i"$]Q

"QQ]$"' i"''"$#%

'

高脂r脑缺血
再灌注模型组 P#$#Q iTP$P

*'

#$'] i"$]T

#]"#$"Q i"%#&$%Q

*'

!!注%与正常组相比
'

Mh&$&%"与单纯脑缺血再灌注模型组比

*

Mh&$&%'

大鼠定位航行的实验结果%由表 " 可以看出高

脂r脑缺血再灌注模型组和单纯脑缺血再灌注模型

组在逃避潜伏期时间及总路程同正常假手术组间均

存在显著差异!Mh&$&%$"且高脂 r脑缺血再灌注

模型组在逃避潜伏期及总路程同单纯脑缺血再灌注

模型组间均存在显著差异!Mh&$&%$"在有效区停

留时间上各组并没有显著性差异!Mj&$&%$'

T$#!空间搜索测试结果

表 #!空间搜索测试结果)

)

Ki-!) n"%+

组 别
#/-3

穿越平台次数
有效区停留时间

d;

有效区停留距离
d/

正常假手术组 T$"' i"$OO '$#% i"$Q& "'#$]P i%"$#]

单纯脑缺血
再灌注模型组 "$T] i"$"P

'

#$Q" i"$"Q

'

P'$#' i'&$Q#

'

高脂r脑缺血
再灌注模型组 &$OO i&$%'

'*

"$]P i"$#%

'

Q&$#] iT'$'%

'

!!注%与正常组相比
'

Mh&$&%"与单纯脑缺血再灌注模型组比

*

Mh&$&%'

大鼠空间搜索测试结果%高脂 r脑缺血再灌注

.P%.
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模型组和单纯脑缺血再灌注模型组在穿越平台次数

!d#/-3

"̀

$&有效区停留时间及有效区停留距离同

正常假手术组间均具有显著差异!Mh&$&%$"且高

脂r脑缺血再灌注模型组较单纯脑缺血再灌注模型

组在穿越平台次数亦存在显著差异!Mh&$&%$'

T$T!)26F#IeJ活性和EJ)含量检测结果

表 T!各组大鼠)26F#IeJ活性和EJ)含量变化)

)

Ki-!) n"%+

组 别
)26Fdo./>

"̀

EJ)d

-

/98./>

"̀

正常假手术组 &$TO% i&$&T# "$%'' i&$T"&

单纯脑缺血再灌注模型组
&$Q%] i&$"""%

'

"$Q&O i&$"PT

高脂r脑缺血再灌注模型组
&$OT' i&$&%

'

"$PO# i&$"%]

'

!!注%与正常组相比
'

Mh&$&%"与单纯脑缺血再灌注模型组比

*

Mh&$&%'

脑组织)26F及 IeJ含量测定结果%大脑组织

中每毫克蛋白中)26F含量两模型组均高于正常假

手术组#且均有显著性差异!Mh&$&%$"而没毫克蛋

白中EJ)含量仅高脂 r脑缺血再灌注模型组同正

常假手术组间存在显著性差异!Mh&$&%$'

'!讨论

有关血管性痴呆的动物模型研究非常多#主要

有E受体阻断剂东莨菪碱致动物学习记忆障碍模

型#兴奋性氨基酸基底前脑注射致动物学习记忆障

碍模型#正常老年动物模型#颈总动脉缺血再灌注模

型以及转基因动物模型等+#,

' 其中以双侧颈总动

脉缺血合并再灌注动物模型在现代实验研究中应用

最为广泛'

KJ是迄今为止唯一可防治的痴呆#如早期治

疗会具有可逆性' 近年来#随着中医对 KJ研究的

广泛开展和深入#借助动物模型来进行 KJ发病机

制及疗效方法的研究已越来越成为一种手段' 由于

动物模型不能全面反映 KJ的发病机理#现在多从

某一方面或几方面着手造模' 如何研制比较接近

KJ临床发病病因及证候的动物模型是我们今后努

力的方向' 中医理论认为痴呆的病因病机在于老年

脏腑虚衰#肾精亏虚#脑髓不充#痰瘀阻络' -血证

论/曰%(血在上#则浊蔽而不明矣)#痰瘀浊气杂于

脑髓#使清窍不清#元神失养#而灵机记性皆失#出现

神志迟钝#遇事善忘等症状' 肾精亏虚#痰瘀互结#

阻滞脉络是 KJ发生的基础"痰瘀蕴积#酿生浊毒#

败坏脑络脑髓#是导致 KJ发生发展的关键' 据此

我们在中医理论的基础上#根据老年人的发病特点#

在给大鼠灌胃脂肪乳一段时间待其血脂升高的基础

上合并脑反复缺血再灌注初步建立了脉络瘀滞型

KJ动物模型' 这一造模方法既符合血管性痴呆脑

组织缺血缺氧的病理变化#同时也符合中医脉络瘀

滞的病因'

E977-;水迷宫是目前评价动物学习记忆能力最

常用的实验装置#主要包括定位航行实验和空间搜

索实验' 其中定位航行逃避潜伏期及空间搜索的穿

越平台次数作为反映动物学习记忆的主要指标' 逃

避潜伏期越短及穿越平台次数越多则说明动物的记

忆能力越好+T,

' 本实验研究结果表明#高脂 r脑缺

血再灌注模型组及单纯脑缺血再灌注模型组同正常

假手术组相比#其逃避潜伏期的时间和总路程均明

显增长#在 # /-3 内穿越平台次数&有效区停留时间

和距离均显著缩短#在统计学上同正常假手术组存

在显著性差异#表明高脂 r脑缺血再灌注模型组与

单纯脑缺血再灌注模型组均能引起动物的学习记忆

能力下降"与此同时#高脂r脑缺血再灌注模型组在

逃避潜伏期时间&总路程&# /-3 穿越平台的次数及

)26F较单纯脑缺血再灌注模型组亦存在显著性差

异#说明高脂有可能是血管性痴呆发病的一个重要

诱因+',

'

由以上结果可以看出#相比单纯缺血再灌注血

管性痴呆动物模型#灌胃脂肪乳合并缺血再灌注血

管性痴呆动物模型更接近KJ中医临床发病病因和

基本病理特征#能更有效地反映动物的学习记忆能

力#有利于评价药物对学习记忆过程的作用#不失为

研究KJ的理想动物模型' 鉴于该实验仅从动物行

为学方面及脑组织)26F及 IeJ含量测定做了一些

研究#在今后的工作中还需从病理变化及药物反证

方面进行更深入的研究'
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