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生巴戟天与盐巴戟天改善三氯化铝诱导的老年痴呆
小鼠学习记忆能力的研究
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  摘 要:目的 比较生巴戟天与盐巴戟天对老年痴呆模型小鼠脑组织去甲肾上腺素(NE)、多巴胺(DA)、5-
羟色胺(5-HT)、超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛(MAD)的影响.方法 将50只小鼠随机分为对照组、模型组、阳

性对照组、生巴戟天组和盐巴戟天组.除对照组外,其余各组通过灌胃给予 AlCl3(200mg·kg-1)建立老年痴呆模

型,连续50d.生巴戟天组、盐巴戟天组小鼠分别灌胃给予6g·kg-1的生巴戟天、盐巴戟天水提物,阳性对照组小鼠

灌胃给予32mg·mL-1吡拉西坦,对照组与模型组分别灌胃给予等体积的生理盐水.采用 Morris水迷宫法评价学

习记忆能力,采用高效液相色谱-电化学法检测小鼠脑组织中 NE,DA和5-HT含量,采用考马斯亮蓝测定法测定

小鼠脑组织中SOD和 MAD活性.结果 与对照组比较,模型组小鼠逃避潜伏期显著增加(P<0.05),穿越次数显

著减少(P<0.05),脑组织NE,DA,5-HT含量与SOD活性显著下降(P<0.05),MAD活性显著升高(P<0.05);

与模型组比较,阳性对照组、生巴戟天组、盐巴戟天组小鼠的逃避潜伏期显著减少(P<0.05),穿越次数显著增加

(P<0.05);脑组织NE,DA,5-HT含量与SOD活性显著增高(P<0.05),MAD活性显著降低(P<0.05);盐巴戟

天组小鼠脑组织NE,DA,5-HT含量与SOD活性明显高于生巴戟天组(P<0.05),MAD活性明显低于生巴戟天组

(P<0.05).结论 生巴戟天与盐巴戟天水提物均能提高抗氧化能力,提高单胺类神经递质含量,起到改善老年痴

呆小鼠学习记忆能力.盐巴戟天对老年痴呆小鼠学习记忆能力能改善作用显著优于生巴戟天.
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老年痴呆(Alzheimer’sdisease,AD)是老年人的常见疾病,主要由中枢神经系统退行性病变引起.铝在

中枢神经系统沉积可抑制学习记忆能力,作为AD发生的重要因素[1].此外AD的发生与脑组织单胺类神经

递质代谢紊乱密切相关.单胺类神经递质包括去甲肾上腺素(norepinephrine,NE)、多巴胺(dopamine,DA)、

5-羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)等,主导机体的认知能力和学习记忆能力,在脑组织的代谢紊乱时可

引起神经细胞凋亡,导致 AD的发生和发展[2,3].超氧化物歧化酶(superoxidedismutase,SOD)与丙二醛

(malondialdehyde,MAD)可直接反映机体脂质过氧化水平的高低[4].
巴戟天为茜草科植物巴戟天MorindaOfficinalisHow的干燥根,始载于《神农本草经》,具有补肾阳,

强筋骨,祛风湿的作用,临床上被广泛应用于阳痿遗精,宫冷不孕,月经不调,少腹冷痛,风湿痹痛等症的治

疗[5].巴戟天的主要成分有糖类、蒽醌类、环烯醚萜苷类等,其中巴戟天低聚糖、巴戟甲素具有显著的抗抑郁

能力和改善老年痴呆作用[6,7].研究表明,生巴戟天能提高自然衰老小鼠脑组织中神经递质含量水平,改善其

学习记忆行为能力[8].目前大部分研究围绕巴戟天炮制品盐巴戟天炮制后补肝肾、强筋骨功效的改变,但对

其学习记忆能力改善作用的研究甚少.本研究以三氯化铝(aluminumtrichloride,AlCl3)制作AD动物模型,
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比较生巴戟天和盐巴戟天对小鼠学习记忆能力、脑组织单胺类神经递质含量以及SOD,MAD活性的影响,
为巴戟天的炮制增效作用提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 动 物

6月龄的健康KM小鼠50只,雄性,体质量(35±15)g,由广州中医药大学实验动物中心提供,合格证:

SCXK(粤)2012-0005.自由摄食和饮水.
1.2 试剂与仪器

巴戟天由广东和翔制药有限公司提供,产品批号为 HX15C01,经过广州中医药大学实验管理中心林励

研究员鉴定为茜草科植物巴戟天 MorindaOfficinalis How.的干燥根.取该生巴戟天样品200g,加入

120mL食盐水(含食盐2g),浸润8.5h,置于蒸锅中蒸制5.5h,取出,85℃干燥,得到盐巴戟天,经 HPLC-
ELSD法检验耐斯特含量≥2.0%,符合2015年版《中国药典》要求,存放干燥器中,备用.吡拉西坦片(广东华

南药业集团有限公司,产品批号:160503);AlCl3(天津市百世化工有限公司,产品批号:20160402);乙二胺四

乙酸二钠(广州化学试剂厂;生产批号94020);辛烷磺酸钠(天津市大茂化学试剂厂,生产批号:201105);磷
酸二氢钠(天津市福晨化学试剂厂,生产批号:20140417);SOD、MDA试剂盒(南京建成生物科技有限公

司);库伦电位阵列电化学高效液相色谱仪(ESA公司,CoularrayWin工作站);冷冻离心机(湖南凯达科学

仪器有限公司);XS225A型电子分析天平(瑞士P<recisa公司,d=0.0001),BP<211D型电子分析天平

(德国Sartorius公司,d=0.00001).
1.3 动物分组与给药

取50只衰老昆明小鼠随机分为生巴戟天组、盐巴戟天组、阳性对照组、模型组和对照组,每组10只.根
据2015年版《中国药典》,巴戟天的成人临床适用量为0.25g·kg-1,成人用药量的两倍,按表面积折算成小

鼠的用量为6.0g·kg-1.除对照组外,各组小鼠每天灌胃给予AlCl3(200mg·kg-1)建立老年痴呆模型[9],

连续造模50d.生巴戟天组小鼠于每日灌胃AlCl3 后给予生巴戟天水提物(6.0g·kg-1),盐巴戟天组小鼠于

每日灌胃AlCl3 后给予盐巴戟天水提物(6.0g·kg-1).阳性对照组小鼠灌胃给予AlCl3 后给予32g·L-1吡

拉西坦(给药前取5片溶于50mL质量浓度0.9%生理盐水,配制成0.032g·mL-1溶液).模型组小鼠于每

日上午灌胃AlCl3200mg·kg-1后灌胃等量生理盐水.对照组给予等量生理盐水.连续给药60d.
1.4 Morris水迷宫法测定学习记忆能力

Morris水迷宫水深20cm,高于平台1cm,水温 (23±2)℃.造模第56d开始,小鼠末次给药1h后,放
入水中,记录小鼠从入水至爬上平台所需的时间.连续训练测试4d,2次/d,每次测试60s,60s内未找到平

台,逃避潜伏期记为60s,并引至平台停留20s.第5d将平台撤除,选相同入水点,记录小鼠在60s内的游泳

轨迹和在原平台象限的停留时间及穿越站台的次数.
1.5 HPLC-ECD法测定NE,DA,5-HT含量

小鼠行为学实验结束后,禁食24h,断头法处死,在冰台上迅速分离脑组织.保存在-80℃冰箱中备用.
含量测定时,从-80℃冰箱中取出小鼠的脑组织0.1g,加入2mL0.1mol·L-1的 HClO4 溶液,于冰浴下

制作匀浆,置于冷冻离心机,于4℃下10000r·min-1离心10min,取上清液,置于3K超滤管,于4℃下

10000r·min-1再次离心10min,取超滤后的上清液作为样品溶液.另取NE,DA和5-HT对照品,于高效

液相色谱仪下测定混合对照品溶液峰面积,绘制标准曲线.测定样品峰面积,计算含量.
1.6 考马斯亮蓝测定法测定SOD,MAD活性

另取小鼠脑组织,制成匀浆,操作过程严格按照试剂盒说明书方法,置于紫外分光光度计595nm处测

定吸光度.
1.7 统计学方法

采用SPSS19.0软件统计分析,所得数据以均数±标准差(x±s)表示,组间比较采用单因素方差分析,
两两比较采用t检验,以α=0.05为显著水平,P<0.05认为差异具有统计学意义.
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2 结 果

2.1 各组小鼠学习记忆能力检测结果

与对照组比较,模型组小鼠逃避潜伏期显著延长,穿越次数显著减少(P<0.05);与模型组比较,生巴戟

天组、盐巴戟天组、阳性对照组的逃避潜伏期均显著缩短,穿越次数显著增加(P<0.05).盐巴戟天组小鼠逃

避潜伏期明显低于生巴戟天组小鼠,穿越次数明显高于生巴戟天组(P<0.05),结果见表1.
表1 各组小鼠逃避潜伏期和穿越次数比较(x±s)

Tab.1 Comparisonofescapelatencyandtraversingtimesamongvariousgroups(x±s)

组别 n 逃避潜伏期/s 穿越次数/次

对照组 10 32.27±10.65 2.50±1.05

模型组 8 45.86±11.751) 1.00±0.891)

阳性对照组 10 34.34±8.482) 2.00±0.892)

生巴戟天组 10 40.33±11.682)3) 1.87±0.822)3)

盐巴戟天组 10 35.58±8.622)4) 2.33±0.822)3)4)

         注:与对照组比较1)P<0.05;与模型组比较2)P<0.05;与阳性对照组比较3)P<0.05;与生巴戟天组

比较4)P<0.05.

2.2 各组小鼠NE,DA,5-HT含量测定结果

与对照组比较,模型组小鼠的脑组织中NE,DA,5-HT含量显著减少(P<0.05).与模型组比较,阳性对

照组、生巴戟天组,盐巴戟天组小鼠脑组织NE,DA,5-HT的含量均显著增加(P<0.05).阳性对照组小鼠脑

组织NE,DA,5-HT含量显著高于生巴戟天组(P<0.05);NE,DA含量明显高于盐巴戟天组,5-HT含量明

显低于盐巴戟天组(P<0.05).盐巴戟天组小鼠脑组织NE,DA,5-HT含量明显高于生巴戟天组(P<0.05).
结果见表2、图1和图2.

表2 各组小鼠脑组织NE,DA,5-HT含量比较(x±s)

Tab.2 ComparisonofNE,DA,5-HTinbraintissueamongvariousgroups(x±s)

组别 n NE/(μg·mL-1) DA/(μg·mL-1) 5-HT/(μg·mL-1)

对照组 10 0.121±0.012 0.209±0.015 0.153±0.019

模型组 10 0.096±0.0111) 0.140±0.0201) 0.118±0.0181)

阳性对照组 10 0.143±0.0222) 0.202±0.0262) 0.143±0.0092)

生巴戟天组 10 0.117±0.0082)3) 0.171±0.0112)3) 0.140±0.0162)3)

盐巴戟天组 10 0.130±0.0102)4) 0.185±0.0082)4)3) 0.167±0.0262)3)4)

   注:与对照组比较1)P<0.05;与模型组比较2)P<0.05;与阳性对照组比较3)P<0.05;与生巴戟天组比较4)P<0.05.
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2.3 各组小鼠SOD,MAD活性检测结果

与对照组比较,模型组小鼠脑组织SOD活性显著降低,MAD活性显著升高(P<0.05);与模型组比较,
生巴戟天组、盐巴戟天组、阳性对照组小鼠脑组织SOD活性显著升高,MAD活性显著降低(P<0.05).盐巴戟天

组小鼠脑组织SOD活性明显高于生巴戟天组,MAD活性明显低于生巴戟天组(P<0.05),结果见表3.

3 讨 论

老年痴呆(Alzheimer’sdisease,AD)的发病机制复杂,研究表明,AD的发生与机体铝元素的摄入有

关,铝元素通过与β-淀粉样蛋白聚合,产生大量活性氧,增强脂质的过氧化反应,损伤神经细胞的细胞膜[10].
本次研究采用慢性铝中毒的方法诱导6月龄小鼠短期性痴呆的方法造模,具有操作性强、成模率高、实验周

期短的特点,是建立老年痴呆动物模型最理想的方法.本研究结果表明,模型组小鼠与对照组比较逃避潜伏

期显著延长,穿越平台次数显著减少,脑组织中单胺类神经递质NE,DA,5-HT含量显著减少,同参考文献

结果一致[11],说明三氯化铝能够通过抑制单胺类神经递质损伤小鼠神经系统.
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表3 各组小鼠脑组织SOD、MAD活性比较(x±s)

Tab.3 ComparisonofSOD,MADactivitybraintissueamongvariousgroups(x±s)

组别 n SOD(U·mg·prot-1) MAD(nmol·mg·prot-1)

对照组 10 115.90±14.31 5.14±0.92

模型组 8 45.26±6.421) 11.52±2.531)

阳性对照组 10 104.84±12.542) 5.73±0.782)

生巴戟天组 10 78.20±13.982)3) 7.70±1.052)3)

盐巴戟天组 10 96.33±14.252)4) 6.64±0.712)3)4)

          注:与对照组比较1)P<0.05;与模型组比较2)P<0.05;与阳性对照组比较3)P<0.05;

与生巴戟天组比较4)P<0.05.

  大脑的学习记忆过程由大脑内多种物质的参与,其中包括单胺类神经递质NE,DA,5-HT等,其含量水

平能够准确反映机体学习记忆能力[12].NE和DA的含量在正常范围内是保证记忆学习的前提,5-HT参与

调节情绪,单胺类神经递质互相制约,维持在正常水平,对机体的学习记忆能力起重要作用[13-15].当脑组织

受到损伤,脑组织中NE,DA,5-HT等单胺类神经递质含量呈显著性降低,其含量水平不协调导致学习记忆

能力障碍.本研究结果显示,阳性对照组、生巴戟天组,盐巴戟天组小鼠脑组织NE,DA,5-HT含量水平明显

高于模型组小鼠,与前人研究一致[8].SOD是机体中的抗氧化物,通过清除自由基起抗氧化损伤的作用[16].
MAD是氧化应激反应过程中脂质过氧化的产物,机体脂质过氧化水平越高,其活性越高,细胞损伤越严

重[17].本研究结果显示,与模型组比较,阳性对照组、生巴戟天组和盐巴戟天组小鼠脑组织 MAD含量水平明

显降低,SOD含量水平明显升高,表明巴戟天与盐巴戟水提物具有显著的抗氧化作用,能够提高抗氧化物水

平,并清除机体中的氧化产物.初步推断巴戟天与盐巴戟水提物通过提高机体的抗氧化作用,抑制三氯化铝

诱导的过氧化反应,降低氧化产物对脑神经的损伤,提高脑组织单胺类神经递质水平,改善AD模型小鼠学

习记忆能力.盐巴戟天组小鼠脑组织NE,DA,5-HT含量与SOD活性显著高于生巴戟天组,主要与中炮制

过程中有效成分与功效发生了改变有关[18-19],初步推断由于炮制盐巴戟天的过程中,高温蒸汽作用下,巴戟

天糖类成分发生水解,使低聚糖类成分含量升高,从而增强抗氧化作用,并提高小鼠的学习记忆能力[20].综
上所述,生巴戟天与盐巴戟天均能通过提高抗氧化能力,提高单胺类神经递质含量,起到改善老年痴呆小鼠

学习记忆能力的作用,盐巴戟天对老年痴呆小鼠学习记忆能力能改善作用显著优于生巴戟天.
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EffectsofMorindaOfficinalisandsaltedMorindaOfficinalisonlearningand
memoryabilityofmicewithalzheimer'sdiseaseinducedbyaluminumtrichloride

KanHaifeng1a,b,XiaoFengxia1a,LiYubang1a,ChenJialan1a,SongXiaoxin1a,LiuFei2,YeFengying3

(1.a.SchoolofChineseHerbalMedicine;b.PharmacyDepartment,ErshaIslandBranchof

TheSecondAffiliatedHospital,GuangzhouUniversityofTraditionalChineseMedicine,Guangzhou510105,China;

2.GuangdongHexiangPharmaceuticalCo.,LTD,Guangzhou510385,China;3.GuangzhouRedCrossHospital,Guangzhou510220,China)

  Abstract:Aims ToinvestigatetheeffectsofMorindaOfficinalisandsaltedMorindaOfficinalisonnoradrenaline
(NE),dopamine(DA),5-hydroxytryptamine(5-HT),superoxidedismutase(SOD)andmalondialdehyde(MAD)inbraintis-
sueofAlzheimermodelmice.Methods Fiftymicewererandomlydividedintocontrolgroup,modelgroup,positivecontrol

group,MorindaOfficinalisgroupandsaltedMorindaOfficinalisgroup.Inadditiontothecontrolgroup,theothergroupswere

givenAlCl3(200mg·kg-1)bygavagingfor50daystoestablishAlzheimer’sdiseasemodel.MiceinMorindaOfficinalis

groupandsaltedMorindaOfficinalisgroupweregiven6g·kg-1ofwaterextractofMorindaOfficinalisgroupandsalted
MorindaOfficinalisbyintragastric,Miceinthepositivecontrolgroupweregiven32mg·mL-1piracetambygavage.andthe
controlgroupandthemodelgroupweregivenequalvolumeofnormalsaline.Thestudyandmemoryabilityweretestedby
Morriswatermazemethod,andNE,DA,5-HTcontentsinthebraintissueweredetectedbyHPLC-electrochemicalmethod.
SOD,MADactivityweredetectedbyCoomassianlianglanassay.Results Comparedwiththecontrolgroup,theescapelatency
inmodelgroupwassignificantlyincreased(P<0.05),crossingtimewassignificantlydecreased(P<0.05),andNE,DA,5-HT
contentandSODactivityinbraintissueweresignificantlydecreasedwhileMADactivitywassignificantlyincreased(P<0.05).
Comparedwithmodelgroup,theescapelatencyinpositivecontrolgroup,MorindaOfficinalisgroupandsaltedMorindaOffi-
cinalisgroupweresignificantlydecreased(P<0.05),crossingtimewassignificantlyincreased(P<0.05),andNE,DA,5-HT
contentandSODactivityinbraintissueweresignificantlyincreasedwhileMADactivitywassignificantlydecreased(P<0.05).
TheNE,DA,5-HTcontentsandSODactivityinbraintissueofsaltedMorindaOfficinalisgroupwereobviouslyhigherthan
thoseintheMorindaOfficinalisgroup(P<0.05),andMADactivityinbraintissueofsaltedMorindaOfficinalisgroupwere
obviouslylowerthanthatintheMorindaOfficinalisgroup(P<0.05)Conclusion BothMorindaOfficinalisandsalted
MorindaOfficinaliscanimprovethelearningandmemoryabilityofAlzheimermodelmicebyimprovingtheantioxidantability
andincreasingthecontentofmonoamineneurotransmitters.TheimprovementoflearningandmemoryabilityofsaltedMorin-
daOfficinalisinAlzheimermodelmicewassignificantlybetterthanthatofMorindaOfficinalis.

Keywords:MorindaOfficinalis;Alzheimer'sdisease;mice;monoamineneurotransmitters;learningandmemorycapa-
bilities
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