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三七三醇皂苷减轻氧化应激、影响认知

相关基因改善慢性缺血性脑血管病大鼠

认知功能
赵江民  肖俊杰  单圣道  顾勤  姜嘟嘟  王勤鹰  余敏  詹青

=摘要> 目的  研究三七三醇皂苷对慢性缺血性脑血管病导致认知功能障碍的治疗作用及其相关

机制。方法  30只 W istar成年大鼠随机分为假手术组 ( SH )、慢性缺血性脑血管病组 ( 2-VO )、慢性

缺血性脑血管病 +三七三醇皂苷治疗组 ( 2-VO treat), 6周后用 Y型迷宫测试认知功能, 用黄嘌呤氧

化法和硫代巴比妥酸显色发测定 SOD超氧化物歧化酶 ( SOD ) 和丙二醛 (MDA ) , 实时荧光 PCR检

测 N-甲基-D-门冬氨酸受体 ( NMDAR) 和 r-氨基丁酸 A受体的 mRNA表达。结果  SH组达到学会标

准所需电击次数为 ( 6813 ? 31 46) 次, 2-VO 组和 2-VO trea t组分别为 ( 9012 ? 51 37) 和 ( 8017 ?

21 35) 次。SH 组 MDA含量和 SOD活性分别为 ( 31 82 ? 01 47 ) nmo l/mg1 pro l和 ( 98173 ? 5149 ) U /

m g1 pro ,l 2-VO组和 2-VO treat组分别为 ( 8179 ? 01 51) nm o l/m g1pro l、 ( 67168 ? 41 93) U /m g1pro l和

( 6171 ? 01 24) nmo l/mg1 pro l和 ( 811 09 ? 6175) U /mg1 pro l。 2-VO组和 2-VO trea t组与 SH 组相比,

NMDAR和 r-氨基丁酸 A受体的 mRNA 表达明显降低 ( P < 0105 )。 2-VO 组与 2-VO treat组相比

NMDAR和 r-氨基丁酸 A受体的 mRNA表达明显降低 (P < 0105)。结论  慢性缺血性脑血管病可以导

导致认知功能障碍, 三七三醇皂治疗可以改善慢性缺血性脑血管病导致认知功能障碍、减轻氧化应激

损伤、改善认知相关基因 NMDAR和 r-氨基丁酸 A受体的 mRNA表达。
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g roup ( 2-VO treat group). A fte r 6 w eeks, cogn itive capability, the concentrations o f MDA and SOD, ex-

pressions o f NMADR andC-am inobuty ric ac id recepto rmRNA in bra in tissue w ere measured. R esults  The

times of e lectroshock in SH g roup w as 6813 ? 31 46, wh ich was less than 9012 ? 5137 in 2-VO g roup (P < 0105)

and 801 7 ? 21 35 in 2-VO treat group (P < 0105). The concentra tion o fMDA in SH group w as3182 ? 0147

Lmo l/m g. pro l lowe r than 81 79 ? 0151 Lm o l/mg. prol in 2-VO g roup (P < 01 05) and 6171 ? 01 24 Lm ol/

mg. prol (P < 0105) in 2-VO treat g roup. The concentration of SOD in SH group was 98173 ? 5149 U /m g. pro l

h igher than 67168 ? 41 93 U /m g. pro l in-VO g roup (P < 01 05) and 811 09 ? 6175 U /m g. pro l in 2-VO treat

g roup (P < 0105 ). The expressions o f NMDAR and C-am inobuty ric acid recepto r mRNA we re sign ificantly

decreased in 2-VO group and 2-VO treat group com pared w ith SH g roup ( P< 0105). And the expressions of

NMDAR andC-am inobutyric ac id receptor mRNA w ere obv iously decreased in 2-VO group compared w ith 2-

VO trea t (P < 01 05). Conc lusion s  No tog isenos ide trea tm ent can improve cogn itive impa irm ent induced by

chron ic cerebra l ischem ia through decreasing ox ida tive stress dam age and im prov ing the express ions o f cogn ition

re lated genes as NMDAR and C-am inobutyr ic ac id receptor mRNA.

=KeyW ords>  Chron ic Cerebra l Ischem ia; Cognitive Im pa irm en t; Ox idative Stress; MDA; SOD;

NMDAR; C-am inobutyr ic Ac id Receptor

慢性缺血性脑血管病是血管性痴呆、阿尔茨海默病 ( A lzhe imer d isease, AD ) 和宾斯旺格

( B insw anger d isease, BD) 等多种疾病发展过程中的一个共同病因, 以持久或进展性认知与神经功能障碍

为主要表现
[ 1]
。三七三醇皂苷是从我国传统中药三七中提取出的有效成分, 具有抗氧化应激、改善微循

环及抗炎等作用, 在急性脑缺血治疗中显示出其良好的应用前景。氧化应激是慢性缺血性脑血管病导致

的认知功能障碍的重要机制, 但是三七三醇皂苷是否可以改善慢性缺血性脑血管病的认知功能障碍尚不

明确, 故本研究对此进行了初步探索。

材料与方法

一、材料

11~ 12月龄的健康W istar大鼠 30只, 体重 ( 350 ? 50) g, 雌雄各半, 由上海斯科特动物实验中心提

供。三七三醇皂苷 (三七通舒胶囊 ) , 由成都华神集团股份有限公司制药厂提供。抗氧化检测试剂 ( SOD

MDA ) 试剂盒, 由南京建成生物工程研究所提供。Prim eScriptTM RT reagent K it试剂盒和 SYBR Prem ix Ex

TaqTM试剂盒, 由宝生物工程大连有限公司提供。

二、模型制作

30只大鼠随机分为三组: 假手术组 ( SH )、慢性缺血性脑血管病组 ( 2-VO)、慢性缺血性脑血管病 +

三七三醇皂苷治疗组 ( 2-VO treat) ,各组 10只。慢性缺血性脑血管病组的造模方法参照 Bennett等
[ 2]
制作慢

性缺血性脑血管病大鼠模型的方法, 具体为 10%水合氯醛 ( 315mg /kg )腹腔内注射麻醉, 颈部备皮并消毒

后, 颈正中切开皮肤, 钝性分离双侧颈总动脉, 每侧用 0号手术线分别结扎近、远心端后, 从中间剪断。

假手术组为 10%水合氯醛 ( 315mg /kg) 腹腔内注射麻醉, 颈部备皮并消毒后, 颈正中切开皮肤, 钝

性分离双侧颈总动脉, 但是不结扎。
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慢性缺血性脑血管病 +三七三醇皂苷治疗组为首先实行建立慢性缺血性脑血管病模型的手术, 然后在术后

第 3周开始灌胃, 三七三醇皂苷按 100mg的量灌胃, 2次 /d, 慢性缺血性脑血管病组和假手术组分别灌以等量

的生理盐水, 6周后作各项指标的检测。

三、认知功能检测

术后第 6周用 Y型迷宫测试认知功能, 以达到连续 10次测试中至少有 9次正确反应 (正确反应率\

90% ) 时所需的电击次数表示。术前预测试一次, 剔除灵活性过差的大鼠。

四、氧化应激检测

脱臼法处死大鼠后立即断头取脑, 分析天平称重, 按 1: 10的比例加入冷生理盐水 ( 4e ), 在冰浴

中用电动搅拌机制备成 10%的脑组织匀浆, 混匀后以 3500r /m in离心 10m in, 取上清液。分别采用黄嘌呤

氧化法和硫代巴比妥酸显色发测定 SOD和 MDA, 严格按照试剂盒操作说明进行。

五、实时荧光 PCR检测

(一 ) 样本准备: 脱臼法处死大鼠后立即断头取出海马组织, 用 RNA later液浸泡在 EP管中, 保存在液氮中。

(二 ) 引物设计: 按照实时荧光定量技术对引物的要求, 用 Beacon Designer710进行引物设计筛选,

NMDAR1上游引物序列 5. -GTTCGGTATCAGGA ATGCG-3. , 下游引物序列 5. -GGTGCTCGTGTCTTTGGA-

3. ; r-氨基丁酸受体上游引物序列 5. -AGATTCCACAAGATGGATTCCTG-3. , 下游引物序列 5. -AGCAG-

CAGAAGAAGCTCTGGC-3. ; 内参 B-actin上游引物序列 5. -GTTGACATCCGTAAAGACC-3. , 下游引物序列

5. -TGGAAGGTGGACAGTGAG-3. , 由上海生物工程公司合成。

(三 ) RNA抽提: 从液氮中的 EP管中取出海马组织, 加入含有预冷的 1m lT rizo l提取液的 210 m lEP

管中, 摇匀静置 10 m in加 200 L l氯仿混匀、离心 ( 12000g, 4e , 15m in) 取上清, 加入等体积异丙醇沉

淀, 75%乙醇洗涤 2~ 3次, 20~ 50Ll DEPC水溶解。RNA纯度和浓度用 OD260 /OD280来检测。

(四 ) cDN合成: 严格按照逆转录试剂盒说明书进行, RT 反应液: 5 @ PrimerScriptTM Buffer 2 L ;l

P rimerScriptTM RT EnzymeM ix I 015 L ;l O ligo dT Primer ( 50 Lm ) 015 L ;l Random 6m ers ( 100 Lm) 015

L ;l Tota lRNA100-200 ng; 补 RNase Free dH2O至 10 L ;l 反应液配制均在冰上进行。逆转录反应条件:

37e 15m in; 85e 5sec。 (五 ) 实时荧光 PCR检测严格按照 SYBR Prem ix Ex TaqTM ( PerfectRealT ime) 试

剂盒说明操作, 进行相对定量研究。 PCR反应液: SYBR Prem ix Ex TaqTM ( 2 @ ) 1215L ;l PCR Pr imerM ix

( 10uM ) 015 L ;l cDNA溶液 5Ll (总量在 10 ng左右 ); dH 2O 7 L l。反应液配制均在冰上进行。实时荧光

PCR反应条件为: 先 95e 变性 10m in, 然后 95e 30s, 55e 1m in, 72e 30s共 45个循环, 扩增完成后进行

融解曲线分析 ( 55~ 95e , 80个循环, 每个循环增加 015e ) , 得到扩增曲线、融解曲线和样本的相对定

量 C t值。分别计算所测基因与内参基因 C t值的比值。

六、统计学处理: 数据用 SPSS1310软件进行分析, 各组数据均以 (�x ? s) 表示, 组间比较和组间两

两比较分别采用单因素方差分析和 LSD法, P < 0105有统计学差异。

结   果

11认知功能检测结果: (见表 1) 2-VO组和 2-VOtreat组学会主动逃避所需的电击次数较 SH组明显增多
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(P < 0105) , 2-VOtreat组学会主动逃避所需的电击

次数与 2-VO组相比明显减少 (P < 0105)。

21氧化应激测定结果: (见表 2) 2-VO组和 2-

VO treat组与 SH组相比, SOD值明显降低 (P< 0105),

而MDA值明显升高 (P < 0105)。2-VO组与 2-VO treat

组相比 SOD值明显减少 (P < 0105) , MDA值明显升高 (P < 0105)。

  3. 认知相关基因 mRNA表达: 所有检测基因均可以看到明显的平台期, 融解曲线均只具有一个特异性峰。

2-VO组和 2-VO treat组与 SH组相比, NMDAR和 r-氨基丁酸 A受体的 mRNA表达明显降低 (P < 0105)。2-VO

组与 2-VO treat组相比 NMDAR和 r-氨基丁酸 A受体的 mRNA表达明显降低 P< 0105 (图 1)。

讨   论

本研究主要发现慢性缺血性脑血管病可以导

导致认知功能障碍, 三七三醇皂苷治疗可以改善

慢性缺血性脑血管病导致认知功能障碍、减轻氧

化应激损伤、改善认知相关基因 NMDAR和 r-氨基

丁酸 A受体的 mRNA表达。

  慢性缺血性脑血管病是以导致进行性或持久性的认知功能障碍为主要特点, 伴发于多种临床疾病,

严重影响患者生活质量。迄今为止, 尽管针对慢性缺血性脑血管病的不同病理机制出现了许多治疗的药

物, 但近 200个大规模临床试验结果显示, 单一的药物治疗很难获得疗效, 根据疾病的不同阶段采取多种

药物的复合治疗成为当前新的趋势
[ 3]
。中药由于其可以通过多层性、多途径、多靶点综合作用于慢性缺

血性脑血管病多个病理环节, 有望从整体上有效保护慢性缺血性脑血管病导致认知功能障碍, 具有其独

特的魅力。本实验通过 Y型迷宫实验检测大鼠的认知功能, 证实慢性缺血性脑血管病确实能够损害大鼠

的认知功能。1992年 de la Torre
[ 4]
首次永久性结扎大鼠双侧颈总动脉制作出慢性缺血性脑血管病动物模

型, 界定术后第 3周是慢性缺血性脑血管病介导的进行性脑损伤开始的转折点, 所以我们在术后 3周开始

给予药物治疗。治疗 3周后, 运用 Y型迷宫实验检测大鼠的认知功能, 发现三七三醇皂苷确实可以改善

慢性缺血性脑血管病导致认知功能障碍。
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神经元对自由基引起的损伤非常敏感, 自由基连锁反应主要损害灰质的神经元等富含脂质的脑组织,

使神经元死亡, 尤其是它可使初始缺血损伤不严重的神经元发生坏死。由于人体内存在超氧化物歧化酶

等自由基清除酶, 正常状态下自由基的产生与清除间保持动态平衡。慢性缺血性脑血管病打破了氧化还

原的平衡, 自由基大量生成, 超过机体的清除能力并造成脑组织损伤, 导致认知功能障碍。本研究发现

慢性缺血性脑血管病可以导致 SOD值减少和 MDA值升高, 这与 Tanaka等
[ 5 ]
和 Y anpa llewar等

[ 6]
的发现基

本一致。本研究在此基础上发现三七三醇皂苷可以降低慢性缺血性脑血管病所致 SOD值减少和 MDA值升

高的程度, 减轻氧化应激的程度。

慢性缺血性脑血管病时脑组织处于隐性能量代谢障碍状况中, 神经元功能受损, 海马细胞中粗面内

质网结合的核糖体的解聚使其对基因的转录功能下降, 从而影响它们的合成。NMDAR是突触可塑性、皮

质和海马神经元长时程增强效应的主要调控者, 构成了中枢神经系统的重要功能如学习和记忆的基础。 r-

氨基丁酸是中枢神经系统中最主要的抑制性神经递质, 通过与 r-氨基丁酸 A受体的结合, 产生抑制性突

触后电位。它们是目前比较公认的认知相关基因。本研究发现慢性缺血性脑血管病可以导致 NMDAR和 r-

氨基丁酸 A受体 mRNA表达相对减少, 这与 L iu等
[ 7 ]
和 N e ill

[ 8]
等的研究结论基本一致。本研究在此基础上

发现三七三醇皂苷可以降低慢性缺血性脑血管病所致 MDAR和 r-氨基丁酸 A受体 mRNA表达减少的程度。

总之, 本研究发现三七三醇皂苷可以通过减轻氧化应激损伤、改善认知相关基因 NMDAR和 r-氨基

丁酸 A受体的 mRNA表达, 最终改善慢性缺血性脑血管病导致认知功能障碍。

(本文图 1见光盘 )
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