
重庆医科大学学报2011年第 36卷第 6期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．Vo1．36 No
．6) --——663 --—— 

神黼 学虢  文章编号：0253—3626(201 1)06—0663—04 

葛根素对缺氧缺 伤后学习记忆能力及NMDA受体的影响 

盛志强，肖 农，许 蓓，张晓萍 

(重庆医科大学附属儿童医院康复中心，重庆 400014) 

【摘 要】目的：观察葛根素(Puerarin，Pue)对新生鼠缺氧缺血后学习记忆的远期影响及其可能机制。方法：7 d龄sD大鼠随机 

分为 3组：假手术组(Sham组)；对照组(Con组)；葛根素组(Pue组)。各组分别于 8周龄时 Morris水迷宫检测其学习记忆能力．于 

3、4周和 8周龄时采用免疫组化方法检测各组 NR2A和 NR2B在海马 CA1区的表达。结果：0)8周时 Con组比 sham组平均潜伏 

期明显延长(P<0．05)，穿越平台次数显著减少(P<O．叭)；与 Con组相比，Pue组的平均潜伏期和穿越平台次数均得到明显改善 

(P<0．05)。②Con组 3、4周和 8周时海马 CA1区 NR2A和 NR2B的表达均明显低于 Sham组(氏0．O1)；Pue组 NR2A蛋白在 3周 

和 8周时的表达比同一时间点 Con组明显增多(P<0．05)，NR2B蛋白在 3周和4周时的表达明显比Con组增多(P<0．05)。结论： 

Pue能提高缺氧缺血新生大鼠年长后的学习记忆能力，其保护作用可能和 Pue增加海马 CA1区NR2A和 NR2B的表达有关。 
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Effects of puerarin on learning and memory and NMDAR in rats following 

hypoxic—．ischemic brain damage 

SHENG Zhi-qiang，XIA 0 Nong，XU Bei，ZHANG Xiao-ping 

(Department ofRehabilitation Center，Children’s Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of puerafin on learning and memory ability after hypoxia—ischemia brain damage and 

to understand the underlying mechanisms．Methods：A total of 102 S-D rats(P7)were randomly assigned to three groups(n=34)： 

sham group，Con group，and puerafin group．At 8 weeks after birth，learning and memory ability were tested by Morris water maze．At 

3，4，8 weeks after birth，expressions of NR2A and NR2B were detected in the CA1 region of the hippocampus by immunohistochem— 

istry．Results：①The average time of escape latency was significantly longer and the number of platform location crossing was less in 

Con group than these in sham group(P<0．05，P<O．01)．Compared with Con group，the average time of escape latency was significantly 

shorter(P<0．05)and the number of platform location crossing was more(P<O．05)in puerarin group．②The expression levels of NR2A 

and NR2B in hippocampal CA1 areas in the Con group were less than those in the sham-operated rats at any time points(P<0．01)． 

These levels of NR2A were significantly increased in the puerarin group when the rats were 3 w and 8 w of age．compared with the 

Con group(P<O．05)．These levels of NR2B were significantly increased in the puerafin group when the rats were 3 w and 4 w of age， 

compared with the Con group(P<0．05)．Conclusion：Puerarin can improve learning and memory in hypoxia—ischemia brain damage 

rats．Th is protection may be associated with the increased NR2A and NR2B in the CA1 region of hippocampus． 

I Key wordsJpuerarin；hypoxic—ischemic；N—methyl—D-aspartate receptor；learning and memory 

缺氧缺血性脑损伤(Hypoxic—isehemie brain damage， 

HIBD)是由于围产期窒息引起的部分或完全性缺氧、脑血流 

减少或暂停导致的胎儿或新生儿脑损伤，亦是新生儿死亡和 

伤残的主要原因之一。针对 HIBD，目前治疗手段有限『l】，近年 

来关于传统中药治疗 HIBD已逐渐成为热点。本课题组前期 

的研究发现[21，传统 中药葛根素(Pnerarin，Pue)对新生大鼠 

HIBD后的海马细胞具有保护作用，并能提高脑损伤大鼠5N 

龄的学习记忆能力。而 Pue增强 HIBD大鼠学习记忆能力的 

作用能否维持到大鼠成年及其相关作用机制尚不明确。N一甲 

基一D一天冬氨酸(N—methyl—D—aspartate，NMDA)受体是学习 

记忆的关键受体，亚基 NR2A和NR2B均参与了学习记忆的 

形成和维持过程[31．其与学习记忆的关系主要体现在长时程 

增强(Long—term potentiation。LTP)方面， P被认为是学习记 

忆的基础。本实验利用 Morris水迷宫观察 Pue对 HIBD大鼠 

成年后的学习记忆能力 ，探讨 Pue增强 HIBD大鼠学习记忆 

能力的可能机制。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

7 d龄 SD新生大鼠 102只，清洁级，雌雄各半，体重 12～ 

16 g(重庆医科大学实验动物中心提供)；注射用葛根素(浙 

江震元制药有限公司)；NR2A和 NR2B一抗(Cell Signaling 

Technology，USA)；免疫组化法SABC试剂盒和DAB显色试剂 

盒 (Cwbiotech，China)。 

1．2 方 法 

1．2．I 动物分组 102只新生大鼠随机分为 3组：葛根素组 

(Pue组)，对照组(Con组)，假手术组(Sham组)。Pue组于缺 

氧结束后 5 min腹腔注射葛根素 50 mgkg；Con组给予等体 

积生理盐水，1次／d，共 14 d；Sham组只分离左侧颈总动脉，不 

结扎、不缺氧、不给药。 

1．2．2 动物模型和切片制备 Pue组和 Con组均采用 Rice 

新生大氧缺氧缺血模型 ：将动物仰卧位固定于手术台上．与 

10％水合氯醛麻醉后，分离左侧颈总动脉并行双线永久结扎。 

动物放回笼中休息 2 h，将术后大鼠放人 1．5 L的低氧舱中 2 

h，低氧舱输入 8％02+92％N：混合气体，使氧浓度维持在(8± 

1)％，舱温保持在 37％。各组动物分别于缺氧缺血后 2、3、7N 

即在大鼠3、4周和 8周龄时随机抽取 8只。常规麻醉消毒，左 

心室快速注入生理盐水，后缓慢注入 4％多聚甲醛将组织内 

固定；取出脑组织后放入 4％多聚甲醛继续固定 48 h，常规脱 

水、透明、浸蜡、石蜡包埋，冠状面切片 5 Ixm。 

1．2．3 免疫组化检测 NR2A和 NR2B在海马 CA1区的表 

达 切片经标准程序脱蜡 ；3％双氧水室温孵育 15 min；微波 

修复抗原；山羊血清 37℃孵育 30 min，甩干；滴加一抗(NR2A 

和 NR2B稀释比 1：100)，4oC过夜；生物素标记的二抗 37cc孵 

育30 min：加试剂SABC 37％下孵育30 min。洗净后DAB显 

色，常规脱水、透明、封片。 

1．2．4 图像分析 使用平均光密度分析海马 CA1区NR2A 

和 NR2B免疫反应强度。每个标本分别从 CA1区随机抽取 5 

个视野 ，400倍光镜下照相，Image—ProPlus 5．1图像分析软件 

系统计算每个阳性区域的平均光密度。每只大鼠3张连续切 

片，取其平均值。 

1．2．5 行为学测试 每组各 l0只大鼠，于 8周龄时在直径 

为 150 cm的圆形水池中进行，水温(24±2)℃，水面高于平台 
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构与内源性雌激素 1713一雌二醇相似，可激活脑内雌激素受 

体『】41；Pue还可与 G蛋白偶联雌激素受体 和胰岛素生长因 

子 I受体r16】结合 。通过 MAPKs和 PI3K／Akt两条信号通路 

发挥作用，进一步促进Akt和ERK1／2的磷酸化旧、钝化 p38一 

MAPK、减少 p75(NTR)的表达ll81、抑制 JNK信号通路 ，最终 

作用于cAMP反应成分结合蛋白，控制基因转录[201，从而减轻 

神经元的凋亡、调节海马树突棘突密度和突触可塑性 ，增加 

NR2A和NR2B的表达。 

Morris水迷宫是检测空间学习记忆能力最常用的行为 

学测试方法之一。本实验在大鼠8周龄时行 Morris水迷宫测 

试结果表明：各组大鼠的游泳速度并无明显差异(P>0．05)， 

提示 HIBD造成的运动功能障碍并未影响 Morris水迷宫的 

测试结果。而 Pue组大鼠的平均潜伏期较 Con组明显缩短 

(P<O．05)，穿越平台次数也明显增多(P<0．05)，说明 Pue能减 

轻 HIBD大鼠在 8周龄时(相当于人类成年期)空间学习能 

力的损害程度，结合本课题组的前期研究发现[21：Pue能提高 

HIBD大鼠5周龄的学习记忆能力。提示 Pue有助于减少或减 

轻智力低下等HIBD后遗症的发生，而非一过性的改善学习 

记忆能力下降的症状。 

综上所述，Pue不仅提高大鼠缺氧缺血后短期的学习记 

忆能力，而且能改善 HIBD大鼠在成年期智力低下的症状。 

本实验通过检测海马CA1区NR2A和NR2B的表达。证实了 

Pue增强大鼠 HIBD后的学习记忆能力可能与提高 NMDA 

受体的表达、增强 L1P有关。下一步实验我们将通过 LTP等 

电生理手段来验证 Pue是否直接通过 NMDA受体影响 LTP 

的产生。 
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