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参龙汤对脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力及海马神经肽表达的影响①

雷永红 1a，陈利平 1b，王发渭 1b，孙志高 1b，许成勇 1b

[摘要] 目的 观察参龙汤对脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力及大鼠血浆神经肽(NPY)水平和海马NPY表达的影响。方法 50

只大鼠随机分为：假手术组，模型组，吡拉西坦组，参龙汤大、小剂量组，每组各10只。利用双侧颈总动脉结扎方法制备慢性脑

缺血再灌注大鼠模型，造模后药物处理28 d，采用Morris水迷宫实验观察大鼠逃避潜伏期时间以及跨越平台次数，采用竞争酶联

免疫分析法测定血浆NPY含量，采用免疫组化方法观察大鼠海马NPY表达的变化。结果 与假手术组相比，模型组大鼠逃避潜伏

期时间明显延长，跨越平台次数明显减少(P<0.01)；与模型组相比，参龙汤大剂量组大鼠逃避潜伏期时间缩短，跨越平台次数增加

(P<0.05)。与假手术组相比，模型组大鼠血浆NPY含量明显升高，海马区NPY蛋白阳性细胞数明显升高(P<0.01)；与模型组相比，

治疗后参龙汤大剂量组和吡拉西坦组大鼠血浆NPY含量减低，海马区NPY蛋白阳性细胞数减低(P<0.05)。结论 240 g/L参龙汤能

改善脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力，其作用机理可能与降低大鼠血浆NPY含量、减少海马NPY蛋白表达有关。
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Abstract: Objective To investigate the effect of Shenlongtang decoction (SLT) on the learning and memory ability and serum level of

neuropeptide Y (NPY) and expression of NPY in hippocampus of rats with cerebral ischemia/reperfusion. Methods 50 rats were randomly

divided into 5 groups: control group with sham operation; model group with cerebral ischemia/reperfusion; pisacetam group as positive con-

trol; and SLT groups (low and high dosages). The rats' model was established with two-vessel occlusion. After modeling, the rats were ad-

ministrating with SLT or pisacetam for 28 d. Learning and memory ability was tested with Morris water maze, the level of NPY was detect-

ed with radioimmunoassay, and the number of positive cells of NPY in hippocampus was detected. Results Compared with the control

group, the latency time increased significantly and frequence of searching submerged platform decreased significantly in the model group

(P<0.01); and compared with the model group, the latency time decreased significantly and frequence of searching submerged platform in-

creased significantly in SLT high dosage group (P<0.05). Compared with the control group, the serum levels of NPY increased significantly

in the model group, and the number of positive cell of NPY in hippocampus area significantly increased (P<0.01); and compared with the

model group, the serum levels of NPY decreased significantly, and the number of positive cell of NPY in hippocampus area significantly de-

creased in the SLT high dosage group and pisacetam group (P<0.05). Conclusion SLT could improve the learning and memory function.

The mechanism may be related to regulate the serum level and expression of NPY in hippocampus area of rats with cerebral ischemia/reper-

fusion.
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随着社会经济的发展、人们生活水平的提高、生

活方式的改变，以及人口老龄化进程的加剧，缺血性

脑血管病的发生率不断升高。有关对缺血性脑血管病

导致的学习、记忆损害的保护作用及其神经生物学机

制研究一直是神经科学的研究热点[1]。缺血性脑血管

病为中老年人常见病、多发病，严重威胁人类生命健

康，致残率高，病理机制复杂[2]。

目前研究认为，缺血性神经元损伤的病理较为复

杂，主要过程包括神经细胞的自身损伤机制和脑缺血

性损伤级联反应[3]。缺血性脑血管病是由各种原因引
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起的慢性脑血流减少，促使脑组织发生病理及生化改

变，引起能量代谢障碍、葡萄糖利用减少、蛋白质合

成异常、神经递质改变、胆碱受体缺失、脑白质损害

和神经元缺失等，这些构成了慢性脑缺血导致功能障

碍的病理生理学基础 [4]。

神经肽(neuropeptide Y, NPY)是一种生物活性多

肽，作为神经递质广泛分布于中枢神经系统，其作用

与学习、记忆、惊厥、疼痛、焦虑、抑郁、摄食等有

关[5]。由于缺血性脑血管病的发病机制复杂，目前临

床大多从某一环节或某一途径治疗，采用胆碱酶抑制

剂、脑循环改善剂、钙离子拮抗剂、兴奋性氨基酸受

体拮抗剂等。近年来，越来越多的学者将目光转向中

医药。中医药对缺血性脑血管病的治疗有着独特的优

势和较好的疗效[6]。既往研究报道，参龙汤具有补肾

益气活血的作用，能提高脑缺血大鼠的学习记忆能

力，增强脑缺血大鼠脑海马区血管内皮生长因子表

达[7]。本研究采用慢性脑缺血动物模型，观察参龙汤

对脑缺血大鼠学习记忆能力以及对血浆NPY水平和海

马NPY表达的影响，为临床治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF 级 Wistar 大鼠，鼠龄 3 个月，体重 180~220

g，雌雄各半，由解放军总医院医学动物实验中心提

供，许可证编号：SCXK(京)2009-0015。

1.2 药品、试剂及实验仪器

1.2.1 药品 ①参龙汤：解放军总医院中医科提供处

方，制剂室制备；②吡拉西坦：石家庄中诺药业有限

公司，批号：09075103。

1.2.2 试剂 NPY 放射免疫试剂盒：由解放军总医院

东亚免疫技术研究所生产；NPY多克隆抗体：北京博

奥森生物技术有限公司，批号：990901W；二抗显色

试剂盒：EnVision Detection Kit基因科技(上海)有限公

司，批号：No. GK500705。

1.2.3 实 验 仪 器 ① 全 自 动 真 空 脱 水 机 (LEICA

ASP300)、组织包埋机(LEICA EG1140H)、石蜡切片

机 (LEICA RM2135)、展片机 (LEICA HI1210)：德国

LEICA公司；②光学显微镜：日本Olympus BX60系

统显微镜；③酶标仪：THERMO MultiskanMK3(美

国)。

1.3 模型制备与分组

根据文献[8]制备慢性脑缺血再灌注模型。大鼠禁

食 12 h，禁水 6 h，10%水合氯醛(30 mg/100g)腹腔麻

醉，备皮消毒、剪开颈部皮肤，找到双侧颈总动脉，

0号丝线结扎。伤口撒头孢唑啉钠粉末 0.25 g后逐层

缝合，放回笼中饲养。假手术组仅分离颈总动脉，不

做任何处理。造模后大鼠分为：假手术组，模型组，

参龙汤小剂量组、大剂量组，吡拉西坦组，每组大鼠

10只。

排除有明显肢体障碍大鼠，最后纳入统计：假手

术组10只，模型组8只，参龙汤大剂量组8只、小剂

量组9只，吡拉西坦组8只。

术后3 d开始给药，参照陈奇方法[9]给药，根据参

龙汤和吡拉西坦的临床口服量，按体重换算出大鼠对

应于人的等效量，确定小剂量组、大剂量组和吡拉西

坦组分别含生药 80 g/L、240 g/L、90 g/L。大鼠灌胃

量为 1 ml/d，假手术组、模型组生理盐水灌胃，连续

28 d。

1.4 Morris水迷宫实验

给药28 d后进行水迷宫实验。在暗室中放置一直

径 1.3 m、深 0.5 m 圆形水池，池壁为黑色，标明 A、

B、C、D 四个象限，在任一象限放置一个直径 10

cm，高30 cm安全平台，水面没过平台约2 cm，水中

注入适量墨汁，以目视看不到平台为宜，水温控制在

26 ℃左右；大鼠训练2 d，开始实验5 d，记录大鼠寻

找到安全平台时间，即逃避潜伏期时间作为学习成

绩；第6天撤去平台，选第二象限入水点将大鼠面向

池壁放入水中，记录90 s内大鼠跨越原平台次数，作

为大鼠记忆成绩。

1.5 血清NPY含量测定及免疫组化

水迷宫实验结束后，10%水合氯醛(30 mg/100 g)

腹腔注射麻醉取血，血液在冰浴试管中静置 30 min，

4 ℃、 3000 r/min 离心 10 min，分离血清，保存

在-70 ℃冰箱中，按说明进行NPY含量测定。大鼠腹

腔注射麻醉取血后断头取脑，参照大鼠脑立体定位图

谱[10]，取海马组织，脱水、包埋，置于APES防脱玻

片上。60 ℃烤片 4 h，常规脱蜡、脱水、浸洗；3%

H2O2 10 min，PBS浸洗2 min，共3次；浸入0.01 mol/

L柠檬酸盐缓冲液。微波热修复后，滴加一抗NPY多

克隆抗体(1∶200)，假手术组加 0.01 mol/L PBS 代替

一抗，4 ℃冰箱孵育过夜，室温复温 30 min后PBS浸

洗 5 min，共 3 次后滴加非生物素二抗，湿盒中室温

30 min，PBS浸洗5 min，共3次，DAB显色，光镜下

控制时间，脱水、透明、封片。采用 Image Pro plus

5.1图像分析系统测定每张照片的阳性细胞。

-- 111



中国康复理论与实践 2013年 2月第 19卷第 2期 Chin J Rehabil Theory Pract, Feb. 2013, Vol. 19, No. 2

http://www.cjrtponline.com

1.6 统计学分析

所有数据均采用 (x̄ ± s)表示。应用SPSS 10.0统计

软件进行统计分析，进行正态性检验，多个样本均数

比较采用方差分析，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 学习记忆能力

与假手术组相比，模型组大鼠的逃避潜伏期时间

明显延长，跨越平台次数明显减少(P<0.01)。与模型

组相比，参龙汤大剂量组大鼠的逃避潜伏期时间缩

短，跨越平台次数增加(P<0.05)；而吡拉西坦组仅穿

越平台次数增加(P<0.05)。见表1。
表1 治疗后各组大鼠水迷宫学习记忆能力结果

分组

假手术组

模型组

参龙汤大剂量组

参龙汤小剂量组

吡拉西坦组

n

10

8

8

9

8

逃逸潜伏期(s)

28.43±13.26

58.24±18.52a

38.77±15.64b

46.56±17.48

42.48±16.92

穿越平台次数

6.46±1.83

2.87±1.13a

5.23±1.62b

4.12±1.46

4.78±1.52b

注：a: 与假手术组相比较，P<0.01，b: 与模型组相比较，

P<0.05。

2.2 血浆NPY含量

与假手术组相比，模型组大鼠血浆NPY含量明显

升高(P<0.01)。与模型组相比，治疗后参龙汤大剂量

组和吡拉西坦组大鼠血浆NPY含量减低(P<0.05)。见

表2。

2.3 海马NPY阳性细胞数

海马区NPY免疫组化蛋白阳性表达呈黄色或棕黄

色染色、深浅不一，主要位于细胞质中，胞核不染

色。模型组大鼠海马区NPY阳性细胞数明显高于假手

术组(P<0.01)；与模型组相比，治疗后参龙汤大剂量

组和吡拉西坦组大鼠海马区NPY阳性细胞数减低(P<

0.05)。见表2。
表2 治疗后各组大鼠血浆NPY含量和海马NPY阳性细胞数

分组

假手术组

模型组

参龙汤大剂量组

参龙汤小剂量组

吡拉西坦组

n

10

8

8

9

8

血浆NPY含量

(pg/ml)

62.46±14.23

132.23±21.15a

82.47±20.28b

107.8±19.72

88.12±22.35b

海马NPY阳性细胞数

14.27±3.29

23.26±4.36a

18.48±3.57b

20.23±4.12

17.63±3.52b

注：a: 与假手术组比较，P<0.01，b: 与模型组比较，P<

0.05。

3 讨论

缺血性脑血管病导致神经功能损伤的重要机制之

一是缺血后引起的脑组织神经元损伤[11]。本实验结果

显示，模型组大鼠逃避潜伏期时间较假手术组明显延

长，跨越平台次数明显减少，说明造模成功。参龙汤

治疗后，脑缺血大鼠逃避潜伏期时间较模型组缩短，

跨越平台次数增加，说明参龙汤可以改善脑缺血大鼠

学习记忆的能力。

海马是大脑边缘系统的重要组成部分，海马中的

递质包括单胺类神经递质、胆碱能神经递质和氨基酸

类神经递质，其合成过程和含量变化都与学习记忆有

关。各种神经递质参与情绪、学习、记忆、行为、免

疫调节等，在学习和记忆功能以及调节神经内分泌和

自主神经活动中起着重要作用，是参与调节情感、认

知行为重要的边缘系统结构[12]。

NPY是生物活性多肽的一种神经递质，广泛分布

于中枢及周围神经组织、心血管系统等部位，在人脑

中主要分布于基底节边缘系统、杏仁核区、海马回

区、下丘脑及感觉运动皮质的运动区等部位[13]。NPY

除参与机体众多生理功能的调节过程外，还与许多脑

血管系统疾病的病理过程有密切关系。它除自身具有

缩血管作用之外，还能通过加强去甲肾上腺素和5-羟

色胺的缩血管效应，导致血管的痉挛。研究显示，机

体在应激等状态下，NPY水平显著升高，且与扩血管

物质的表达水平呈负相关，提示NPY可以通过抑制舒

血管物质的分泌达到抑制血管舒张的作用。

脑缺血缺氧后，反射性地兴奋交感-儿茶酚胺系

统，使交感神经末梢释放的NPY与肾上腺素增加，加

剧脑部血管的收缩，增加神经元的缺血缺氧损伤程

度[14]。本实验研究结果显示，与假手术组相比，模型

组大鼠血浆 NPY 的含量明显升高，脑组织海马区

NPY表达明显增加；与模型组相比，参龙汤大剂量组

和吡拉西坦组大鼠血浆 NPY 的含量降低，海马区

NPY 表达减少，提示参龙汤能降低脑缺血大鼠血浆

NPY 的含量，减少海马 NPY 的表达，通过调节脑血

管的舒缩状态发挥其对脑缺血大鼠海马神经元缺血损

伤的保护作用。

缺血性脑血管病的发生伴随年龄的增长而逐年增

加。中医认为，缺血性脑血管病的发生与脾肾亏虚、

气虚血瘀痰阻有关。参龙汤是由本科研制的治疗缺血

性脑血管病的有效方剂，由生晒参、制首乌、淫羊

藿、干地龙、石菖蒲、川芎、远志等药物组成。其中
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人参大补元气、安神益智，为君药。臣药制首乌补血

养肝、益精固髓；淫羊藿温肾壮阳，两者配伍针对肾

精不足的基本病机。佐以地龙、川芎活血行气通络，

去除脑络之瘀阻。石菖蒲、远志开窍宁心安神。全方

共奏补肾填精、益气活血、安神增智的功效。前期临

床研究证实，参龙汤对于脑缺血及血管性痴呆具有较

好的疗效[15-17]。

综上所述，参龙汤可以改善脑缺血大鼠学习记忆

能力。其作用机理之一可能为：参龙汤能降低脑缺血

大鼠血浆NPY的含量，减少海马NPY的表达，通过

调节脑血管的舒缩状态发挥其对脑缺血大鼠海马神经

元缺血损伤的保护作用，其作用与剂量有关。
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《骨科医师临床应用神经肌肉诊断检查图解》系综合Wafel“肌肉功能解剖图解”、Daniel等“徒手肌力检查

法”、Hoppenfeld“骨科医师·神经根损伤节段水平定位图解”等三大名著，由周天健等编译而成。定价：60元/

册。购买者可向本刊编辑部邮购，另加邮费15元。

由首都医科大学康复医学院内科学教授孟申主编的《肺康复》一书已于2007年7月由人民卫生出版社出版，该

书面向呼吸内科医师、全科医师、康复医师和治疗师，详细介绍了肺康复的临床问题和涉及肺康复评价方法、心理

治疗、营养治疗等内容。全书约30万字，定价45元，邮费6元。本刊编辑部有售。
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