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乙醇诱导大鼠脑损伤时小脑维生素 ∆依赖性钙结合蛋白 28 Κ

表达及山莨菪碱的影响
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≈摘要  目的 探讨乙醇诱导大鼠脑损伤时小脑维生素 ⁄依赖性钙结合蛋白 u{�k≤¤�°l表达及山莨菪碱的保护作用 ∀方法

u月龄 ≥⁄雄性大鼠分别腹腔注射生理盐水 !乙醇 !山莨菪碱 n生理盐水 !山莨菪碱 n乙醇k均 ± � t{l o{ §后行 � ²µµ¬¶水迷宫测试 o

免疫组化结合图像分析系统计数小脑 ≤¤�°阳性表达的蒲肯野细胞平均面积百分比和灰度值 ∀结果 乙醇组 � ²µµ¬¶水迷宫潜伏期

较其他 v组延长kΠ� s1 sxl o游泳距离较生理盐水组和山莨菪碱 n生理盐水组延长k Π� s1 sxl o与山莨菪碱 n乙醇组有延长的趋

势 o但无显著性差异kΠ� s1 sxl ∀乙醇组小脑 ≤¤�°阳性表达的蒲肯野细胞计数 !平均阳性细胞面积百分比和灰度值均少于其他 v

组kΠ� s1 sxl o山莨菪碱 n乙醇组阳性细胞数与生理盐水组和山莨菪碱 n生理盐水组无显著性差异k Π� s1 sxl o但平均阳性细胞面

积百分比和灰度值降低kΠ� s1 sxl ∀结论 乙醇可使小脑蒲肯野细胞的 ≤¤�°的表达减少 ~山莨菪碱对此具有一定保护作用 ∀

≈关键词  山莨菪碱 ~乙醇 ~小脑 ~维生素 ⁄依赖性钙结合蛋白 u{�k≤¤�°l
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的影响≈�  q中国康复理论与实践 ouss{ otwkxl }wvx ) wvy q

近来的研究逐步显示 o存在于脑内的维生素 ⁄依

赖性钙结合蛋白 u{�k¦¤̄¥¬±§¬±2⁄u{�o ≤¤�°l与老年

性痴呆k� ½̄«̈¬° µ̈§¬¶̈¤¶̈ o�⁄l !震颤麻痹k°¤µ®¬±¶²±

§¬¶̈¤¶̈ o°⁄l等神经变性性疾病密切相关≈t  ∀而乙醇

已成为神经变性性疾病的重要诱因之一≈u2v  ∀本实验

通过乙醇诱导大鼠脑损伤模型 o观察其小脑内 ≤¤�°

的表达 o并探讨山莨菪碱对此模型的影响 ∀

1 材料及方法

1 q1 实验动物及分组  u月龄 ≥⁄雄性大鼠 zu只 o体

重 txs ∗ uss ªo由军事医学科学院提供 k≥≤ ÷ �2军

ussu2sstl o随机分成生理盐水组k± � t{l !乙醇组k± �

t{l !山莨菪碱 n生理盐水组k± � t{l和山莨菪碱 n乙

作者单位 }解放军总医院老年医学研究所病理生理室 o北京市

tss{xv ∀作者简介 }胡亚卓kt|z|2l o女 o吉林公主岭市人 o技师 o主要从

事老年病理生理研究 ∀通讯作者 }张红红 ∀

醇组k± � t{l ∀

1 q2 脑损伤模型制备  主要试剂 }无水乙醇k分析

纯l o浓度不低于 ||1 || h k北京北化精细化学有限公

司l ∀盐酸消旋山莨菪碱注射液 ts °ªr° k̄江苏康怡

制药有限公司l ∀

常规饲养大鼠 u §后 o乙醇组和山莨菪碱 n乙醇

组腹腔注射无水乙醇 tv ° r̄®ª
≈w  ot次r§o连续 { §o生

理盐水组和山莨菪碱 n生理盐水组行同等量的生理盐

水腹腔注射 ∀vs °¬±后 o山莨菪碱 n生理盐水组和山

莨菪碱 n乙醇组腹腔注射山莨菪碱 vs °ªr®ª
≈x  ∀

1 q3 � ²µµ¬¶水迷宫实验  在给药第 y天 o各组大鼠进

行 � ²µµ¬¶水迷宫k由北京绿缘忆科技有限公司提供l

训练 ow次r§ot °¬±r次 ou §o第 { !|天进行正式测试 o

记录完成 w个象限 t °¬±内找到平台的各参数 ∀

1 q4 免疫组织化学染色  大鼠脑固定于 ts h福尔马

林 w{ «o取小脑脱水 !石蜡包埋 oy Λ°切片 o{s ε 烤片

#xvw#中国康复理论与实践 uss{年 x月第 tw卷第 x期 ≤«¬± � � «̈¤¥¬̄ × «̈ ²µ¼ °µ¤¦·o �¤¼ uss{ o∂ ²̄ qtw o �²qx



后 o脱蜡入水 os1 st °²̄ r�°�≥k³� � z1 u ∗ z1 wl洗 o

v h过氧化氢 ts °¬±os1 st °²̄ r�枸橼酸盐缓冲液

k³� � y1 sl微波修复 tx °¬±o室温 vs °¬±o°�≥洗 o滴

加一抗 ≤¤�°k≥¬ª°¤公司 ot Β {ssl约 xs Λ̄ o滴加山羊

血清作为阴性对照 ow ε 过夜 o°�≥ 洗 v次 o滴加二抗

k⁄��� 公司 o��xsszsxl室温 t «o⁄��显色k⁄���

公司 o��xsszsxlx °¬±o透明 !封片 ∀每个标本 ws ≅物

镜计算 y个视野下kt ≅ t ¦°l阳性细胞数 ous ≅物镜下

照相 ∀通过 �°¤ª̈ 2°µ² °̄ ∏¶x1 s图像分析软件计算灰

度值及阳性面积百分比 ∀

1 q5 统计学方法  采用 ≥× � × � {1 s统计软件进行处

理 ∀所有数据用kmξ ? σl表示 ∀进行单因素方差分析 ∀

Π� s1 sx表示有显著性差异 ∀

2 结果

2 q1 一般情况  生理盐水组 t只和乙醇组 u只死亡 ∀

乙醇组大鼠在注射乙醇几天后 o出现精神不振 o食欲不

佳 o消瘦 o四肢无力 o反应迟钝 o皮毛无光泽等现象 ∀

2 q2 � ²µµ¬¶水迷宫实验  乙醇组潜伏期较其他 v组

延长kΠ� s1 sxl o游泳距离乙醇组与生理盐水组和山

莨菪碱 n生理盐水组有延长的趋势 o但无显著性差异

kΠ� s1 sxl ∀见表 t ∀
表 1  各组 Μορρισ水迷宫行为测试结果

组别 ± 时间k¶l 路程k¦°l 速度k¦°r¶l

生理盐水组 tz tw qw{ ? tv qyv¤ uu| q{z ? uvy qtv¤ tx qyy ? w qtw

乙醇组 ty uy qtw ? ut qy{ vyz qt| ? vvw qvt tx qs| ? x qsw

山莨菪碱 n生理盐水组 t{ ty quu ? tw q{|¤ uys quu ? uy| qy{¤ tx q{t ? w qy{

山莨菪碱 n乙醇组 t{ t{ qw| ? ty qut¤ u|{ qxu ? uzu q{{ ty qvz ? w qty

  注 }¤}与乙醇组比较 oΠ� s1 sx ∀

2 q3 免疫组化  ≤¤�°的阳性表达主要见于蒲肯野细

胞胞浆 o免疫反应后呈棕黄色 o背景浅淡 ∀乙醇组蒲肯

野细胞数量较其他 v组减少 o染色浅淡 ~山莨菪碱 n乙

醇组可见神经细胞胞体减小 o染色出现深浅不一k见封

三彩图 u1 t ∗ 图 u1 wl ∀图像分析系统结果显示 }乙醇

组的 ≤¤�°阳性计数 !平均面积百分比和平均灰度值

均较另 v组低k Π� s1 sxl ~山莨菪碱 n乙醇组计数与

生理盐水组和山莨菪碱 n 生理盐水组无显著性差异

kΠ� s1 sxl o平均面积百分比和平均灰度值低于这两

组kΠ� s1 sxl ∀见表 u ∀
表 2  各组小脑 ΧαΒΠ阳性数 !阳性面积比及灰度

组别 ± 阳性细胞数 阳性面积比k h l 灰度

生理盐水组 tz { q{zz ? t qtz{¤ { q|zs ? t qz{u¤o¥ t{t qttt ? tz q{u|¤o¥

乙醇组 ty w qvts ? t qszs¥ t q||z ? s qx|z¥ |v qvst ? | qys|¥

山莨菪碱 n生理盐水组 t{ { qzzt ? t quxu¤ { qw|u ? t qtux¤o¥ t{z qst| ? x q{tw¤o¥

山莨菪碱 n乙醇组 t{ { qyvy ? t qvtt¤ y q|vs ? t qtzt¤ tv{ qtss ? tw qvww¤

  注 }¤}与乙醇组比较 oΠ� s1 sx ~¥}与山莨菪碱 n乙醇组比较 oΠ� s1 sx ∀

3 讨论

在影响神经元变性的因素中 o细胞内线粒体能量

代谢缺损是关键性的环节 o而钙离子通道开放与 ≤¤u n

内流是此环节重要因素之一 ∀在正常生理情况下 o

≤¤u n在细胞内外存在浓度差 o当机体受到缺血 !缺氧 !

乙醇中毒≈t 等外界刺激后 o大量的 ≤¤u n 内流 o导致细

胞内 ≤¤u n超载 o引起细胞代谢 !结构 !功能多方面异常

改变 ∀ ≤¤�°是脑内调节 ≤¤u n的主要物质 ∀当神经元

受损 !缺失后 o脑细胞合成 ≤¤�°的能力下降 !活性下

调 o降低了对 ≤¤u n的缓冲 !调节作用 o使得神经元对兴

奋性毒性的敏感性增加 o导致神经元变性死亡≈y  ∀

乙醇诱导脑损伤是研究 �⁄等神经退行性疾病

k�⁄l记忆障碍公认的动物模型≈w  ∀大 !小鼠的乙醇依

赖和耐受特点与人类基本一致 ∀乙醇对脑的损伤首先

波及小脑及海马≈z2|  o表现为身体平衡 !肌张力 !记忆力

下降等 ∀本实验结果提示 o山莨菪碱可以保护蒲肯野

细胞免于乙醇的损伤 o而保持更多的神经元功能 ∀山

莨菪碱作为良好的细胞保护制剂 o可阻断 �型 ≤¤u n通

道 o减缓胞浆 ≤¤u n的升高 o对抗氧自由基的损伤 o减少

兴奋性氨基酸的生存和释放 o减轻细胞内 ≤¤u n 超载 o

从而起到保护神经元的作用≈ts2tt  ∀同时也减少了乙醇

引起的 ≤¤�°的消耗 ∀

本实验可作为研究乙醇中毒等引起的神经变性疾

病的预防和治疗参考 ∀在此基础上 o应考虑适当改变

给药剂量及给药时间 o以取得更理想的研究成果 o为临

床应用提供依据 ∀
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≈ts °¤±ª ≠ � o ≤«̈ ± �• q �±¬¶²§¤°¬±¨¦¤∏¶̈¶·«̈ ¦«¤±ª̈ ¶²©¶·µ∏¦·∏µ̈

¤±§©∏±¦·¬²±¬± ·«̈ ·µ¤±¶°¨°¥µ¤±¨§²°¤¬± ²©·«̈ ≤¤ku n l2� × °¤¶̈

©µ²° ¶¤µ¦²³̄¤¶°¬¦µ̈·¬¦∏̄∏°≈�  q �¬²¶¦¬�¬²·̈¦«±²̄ �¬²¦«̈ ° oussw o

y{ktl }tuy p tvt q

≈tt ∞¶¥̈ µª��o � ±̈ �q × «̈ ²¬¼ª̈ ± µ¤§¬¦¤̄ ª̈ ± µ̈¤·²µ³¼µ²ª¤̄ ²̄̄ ¬°³¤¬µ¶

¦¤µ§¬²°¼²¦¼·̈ ¦²±·µ¤¦·¬̄¨©∏±¦·¬²± √¬¤¤¶∏³̈ µ²¬¬§̈ ¤±§³v{ � �° ®¬2
±¤¶̈2§̈ ³̈ ±§̈ ±·³¤·«º¤¼ }³µ²·̈¦·¬²± ¥¼ ¤±¬¶²§¤°¬±¨¤±§·̈·µ¤° ·̈«2
¼̄ ³¼µ¤½¬± ≈̈�  q ≤¤µ§¬²√¤¶¦×²¬¬¦²̄ oussw owkwl }vzx p v{w q
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