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血管性痴呆大鼠脑中生长抑素和乙酰胆碱含量的变化
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　　提　要:目的　探讨生长抑素和乙酰胆碱含量在血管性痴呆中的变化规律及意义。 方法　建立大鼠血管性痴呆模

型 ,应用 AAR比率作为判断大鼠学习记忆功能的指标;应用放射免疫分析方法测定大鼠不同脑区生长抑素和乙酰胆碱含

量 ,并用胆碱酯酶抑制剂石杉碱甲进行干预。结果　血管性痴呆大鼠脑中生长抑素和乙酰胆碱含量明显降低 , 应用石杉

碱甲可改善这一现象。结论　血管性痴呆的发生与脑缺血后生长抑素含量的降低有关 , 生长抑素可能通过与乙酰胆碱的

相互调节作用参与血管性痴呆的病理过程。
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　　Abstract:Objective　To explore the changes and significance of somatostatin(SS)and acetylcholine (Ach)

contents in vascular dementia rats.Methods　Model of vascular dementia rats was established.Active avoidance re-

sponase(AAR)ratio was used as the index for the judgement of the learning and memory abilities of vascular demen-

tia rats.The SS and Ach contents in different cerebral sections of rats with and without intervention of huperzine A

were determined by radioimmunoassay.Results　A remarkable decrease in SS and Ach contents was found in vascu-

lar dementia rats , which could be reversed by intervention of huperzine A.Conclusion　The decreased SS content in

cerebrum after ischemia is related with vascular dementia.SS may be involved in the pathological process of vascular

dementia through the mutual regulation with Ach.
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　　血管性痴呆是脑血循环障碍引起的脑机能降低 ,

是老年期痴呆的一种重要类型 ,其确切发病机制尚未

明了。许多神经肽参与学习记忆过程调节 ,其中生长

抑素(somatostatin , SS)的研究受到广泛重视。SS 是一

种脑肠肽 ,广泛分布于中枢神经系统和胃肠道组织中 ,

产生多种行为效应。最近研究表明 ,SS可促进学习记

忆活动 ,但其具体作用机制尚未明了。一些作者认为 ,

SS对学习记忆的作用不是孤立的 ,与乙酰胆碱(acetyl-

choline , Ach)等多种神经递质相互影响。本实验采用

放免(radioimmunoassay , RIA)方法测定血管性痴呆大

鼠多脑区 SS 和Ach的含量 ,并应用抗胆碱酯酶药物石
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杉碱甲提高乙酰胆碱水平 ,初步探讨 SS在学习记忆过

程中的作用机制 。

1　材料和方法

1.1　动物模型
1.1.1　实验动物分组　　实验动物由第三军医大学野战外科

研究所实验动物中心提供 。选用 12 ～ 15 月龄 Wistar 大鼠 36

只 ,体质量 280 ～ 400 g ,随机分为假手术组 、模型组 、干预组 , 每

组12只大鼠。组间鼠龄 、性别 、体质量无统计学差异。各组大

鼠术后生存 1个月 , 进行各项指标测定。

1.1.2　动物模型制作　　血管性痴呆动物模型制作采用

Pulsinelli的 4血管闭塞(4-vessel occlusion , 4VO)改良法[ 1] 。大鼠

术前 12 h 禁食 , 不禁水。 10%水合氯醛(5 ml kg)腹腔麻醉 , 动

物仰卧固定 ,颈前正中切口 , 钝性分离暴露双侧颈总动脉 ,缝合

颈部皮肤。将动物俯卧位固定 ,颈背部正中切口 , 分离 、暴露第

一颈椎的翼小孔 , 沿翼小孔烧灼双侧椎动脉 , 阻断血供。 24 h

后以动脉夹反复夹闭双侧颈总动脉 , 造成全脑缺血 , 每次 5

min ,间隔 1 h ,共 3 次。手术过程维持动物肛温 37～ 38 ℃。 模
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型制作成功的标准:夹闭双侧颈总动脉 1 min , 动物对外界刺激

失去反应 ,呼吸频率变快 , 翻正反射消失。

　　假手术组除不烧灼双侧椎动脉 , 不夹闭双侧颈总动脉外 ,

其余处理同模型组;干预组于模型制作的同时给予石杉碱甲

(Huperzine A)0.3 mg kg ,胃管注入 , 连续给药 30 d。各组动物分

别于术后 30 d 进行穿梭箱成绩测试后处死 ,观察各项指标。

1.2　实验大鼠的学习记忆能力测试
　　采用第三军医大学大坪医院野战外科研究所第五研究室

提供的穿梭箱系统。以灯光为条件刺激 , 电击为非条件刺激。

先将动物放入箱内暗适应 5 min , 给予持续灯光刺激 5 s 后通直

流电进行电击(电击强度 30 V , 50 Hz), 使动物逃至箱底不通电

的另一端。大鼠在灯光刺激后即能完成穿梭动作为主动回避

反应(active avoidance response , AAR)。每次测试进行20 次光 、电

刺激 , 以 AAR比率(AAR次数总和与总测试次数的比值)代表

大鼠的学习记忆能力 , 并记录大鼠出现主动回避反应的潜伏

期。所有大鼠在模型制作前均经穿梭箱训练 7 d , 测试成绩

AAR比率大于 80%者入选。各组大鼠术前的 AAR比率无统计

学差异。术后 23 d , 重新做穿梭箱训练 7 d ,测试成绩。

1.3　SS和 Ach的测定

　　将手术后 30 d 的大鼠迅速断头取脑 ,立即放入生理盐水中

煮沸 5 min , 分离出双侧额叶 、颞叶 、海马 、丘脑 、纹状体 , 分别称

湿重 ,移入匀浆管中充分匀浆 , 室温下放置 100 min 后 , 4 ℃下

3 000 r min离心20 min , 取上清液置于-70 ℃冰箱保存待测。

　　SS RIA试剂盒购自第二军医大学神经生物学教研室 , Ach

放免试剂盒购于军事医学科学院。样品测定严格按照说明书

进行 ,然后在γ计数器上测定其放射性 , 测定每 mg 湿重脑组织

中的SS和 Ach含量。

1.4　统计学处理
　　实验数据以 x ±s表示 , 行方差分析及组间多重比较。 采

用直线相关分析的方法测定 SS 和Ach 之间的相关性。

2　结果

2.1　大鼠学习记忆能力测试结果
　　假手术组大鼠的AAR比率稳定 ,潜伏期较短;模型组大鼠

AAR比率较假手术组明显下降 , 潜伏期亦显著延长(P<0.01)。

应用石杉碱甲的干预组大鼠 AAR比率有明显提高 , 潜伏期缩

短 ,与模型组相比有显著性差异(P <0.01), 见表 1。

表 1　各组大鼠学习记忆能力

Tab 1　Learning memory abilities of rats in each group

Group AAR ratio(%,  x±s) Latent period(s)

Sham-operation group 92.0±5.5 2.0±0.6

Model group 43.5±4.1＊ 3.8±0.9＊

Intervention g roup 64.0±6.7# 2.3±0.5#

＊:P<0.01 , vs sham-operation group ;#:P<0.01 , vs model group

2.2　各组大鼠不同脑区 SS 含量

　　假手术组大鼠各脑区 SS 含量较高 , 模型组大鼠各脑区内

SS 含量显著降低(P<0.01),干预组大鼠各脑区的 SS 含量有明

显升高 ,与模型组相比有显著性差异(P <0.01),见表 2。

表 2　各组大鼠脑内 SS含量( x±s , pg mg)

Tab 2　SS content in cerebra of rats in each group( x±s , pg mg)

Group Cortex of
frontal lobe

Cortex of
temporal lobe

Hippocampus Thalamus Striatum

Sham-opera-
tion group

165.6±29.1 238.7±25.5 159.2±19.9 187.1±21.0 191.5±17.2

Model group 84.3±16.7＊147.2±18.0＊ 72.5±13.3＊103.2±16.8＊ 98.6±11.9＊

Intervention
group 133.4±22.8#196.6±20.8#115.4±15.1#138.7±21.3#132.3±18.5#

＊:P<0.01 , vs sham-operation group ;#:P<0.01 , vs model group

2.3　各组大鼠不同脑区内 Ach含量

　　假手术组大鼠各脑区 Ach 含量较高 , 模型组大鼠各脑区内

Ach含量显著降低(P <0.01), 干预组大鼠各脑区的Ach 含量有

明显升高 ,与模型组相比有显著性差异(P <0.01), 见表 3。

表 3　各组大鼠脑内 Ach含量( x±s , pmol mg)

Tab 3　Ach content in cerebrum of rats in each group( x±s , pg mg)

Group
Cortex of
frontal lobe

Cortex of
temporal lobe

Hippocampus Thalamus Striatum

Sham-opera-
tion group

13.4±1.6 14.2±1.3 26.7±1.8 17.8±1.3 16.6±1.7

Model group 4.6±0.5＊ 6.4±0.7＊ 10.2±1.0＊ 9.1±0.5＊ 6.7±0.6＊

Intervention
group

9.5±1.1# 11.0±1.6# 20.5±1.7# 13.8±1.4# 12.6±1.8#

＊:P<0.01 , vs sham-operation group ;#:P<0.01 , vs model group

2.4　SS和 Ach含量的相关性分析

　　各组大鼠不同脑区内 SS 和 Ach 含量的直线相关分析 , 二

者之间呈显著性正相关(r=0.797 , P<0.05)。

3　讨论

3.1　血管性痴呆动物模型的评价

　　血管性痴呆是老年期痴呆的一种重要类型 ,建立一

个合理的血管性痴呆动物模型对深入研究血管性痴呆

是必不可少的。我们应用 Pulsinelli的 4VO法
[ 1]
建立血

管性痴呆动物模型。这种方法可以高度模拟血管性痴

呆的发病特点 ,缺血后生理指标稳定 ,病理改变明确 ,大

鼠的存活率较高 ,有利于长期观察研究 ,是一项较为成

熟的血管性痴呆动物模型。本实验大鼠穿梭箱实验

AAR比率的变化提示模型组大鼠发生学习记忆障碍 ,且

模型稳定 ,重复性好 ,证实了该动物模型的可靠。

3.2　血管性痴呆大鼠脑内 SS和 Ach含量变化

　　SS为一环状 14肽 ,1973年 Brazeau 首先从羊的下

丘脑提取液中分离出来 ,并证明其具有抑制生长激素

释放的作用。其后的研究表明 ,SS 在神经内分泌平衡

中起复杂的调节作用 ,并与学习记忆活动有关
[ 2]
。哺

乳动物的大脑皮层 、海马 、下丘脑中都含有丰富的 SS ,

大部分SS受体分布在神经细胞的突触结构中 。研究

发现痴呆者大脑皮层 、基底节和边缘系统中 SS 含量降

低。脑室注射SS 可显著抑制大鼠在穿梭箱中主动逃
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避反应的消退;进行空间学习训练过的大鼠大脑皮层

SS免疫反应物提高;原位杂交观察到老年大鼠额叶 、

颞叶皮层的 SS 前体 mRNA 水平较年轻鼠明显降低。

以上研究均提示 SS 在学习记忆过程中发挥着重要作

用
[ 3 ～ 5]

。我们的研究结果表明 ,血管性痴呆大鼠额叶

皮层 、颞叶皮层 、海马 、丘脑 、纹状体内 SS 含量显著降

低 ,大鼠穿梭箱实验的 AAR比率明显下降 。证实 SS

含量降低与大鼠的学习记忆功能减退有密切关系 ,提

示SS参与了血管性痴呆的病理过程。这与以往的文

献报道相一致。

　　SS在血管性痴呆发病机制中的作用尚不清楚 ,有

研究者提出 SS可能通过对多种神经递质的调节以及

相互作用参与痴呆的发病 。本实验选择 Ach进行同步

监测 ,是因为Ach是一种与学习记忆有关的神经递质。

老年性痴呆患者脑中的胆碱能神经元丧失 , Ach合成

显著减少 ,且与痴呆的严重程度密切相关
[ 6]
。本实验

也表明血管性痴呆大鼠各个脑区中的Ach含量明显下

降 ,应用胆碱酯酶抑制剂石杉碱甲干预后 ,其 Ach含量

明显回升 ,同时 AAR 比率得以改善 ,进一步证实了

Ach在血管性痴呆病理过程中的重要作用 。

3.3　SS在血管性痴呆中的可能机制

　　SS是近年来发现的一种新的与痴呆有关的神经

递质 ,但其具体的作用机制尚未明确。一些研究者认

为 ,SS对学习记忆的作用不是孤立的 ,而是与一些神

经递质相互影响
[ 7, 8]
,Ach可能就是其中的一个重要神

经递质 。本实验表明血管性痴呆大鼠脑内 SS 和 Ach

含量均呈现明显降低 ,直线相关分析发现二者之间呈

显著性正相关 ,提示二者共同参与血管性痴呆的病理

过程。为进一步证实这一研究结果 ,本实验应用胆碱

酯酶抑制剂石杉碱甲进行干预 ,结果显示在血管性痴

呆大鼠脑内 Ach含量得以提高的同时 ,相应脑区的 SS

含量也呈现显著性升高 ,且二者之间仍然呈显著性正

相关。综合本实验的研究结果 ,大鼠发生血管性痴呆

时 ,行为学上表现为 AAR比率的降低 ,神经生物学上

则出现了 SS 和Ach的同步降低;在应用干预手段提高

痴呆大鼠脑内Ach含量以后 ,大鼠除行为学发生明显

改善以外 ,其脑内 SS含量也相应回升 ,且这两种神经

递质之间存在显著的相关性。这些结果有力的提示

SS和Ach可能通过相互调节作用 ,共同参与了血管性

痴呆的发病 。当然与 SS 相互作用的神经递质可能不

止Ach一种 ,且作用环节可能较为复杂 ,确切的结论尚

有待进一步深入的研究探索。
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