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[摘要」 目的 探讨高压氧 ( H B O )联合抗震颗粒对帕金森病 ( P D )大鼠的神经保护治疗作用
。

方法

将采用 6
一

经基多巴胺 ( 6
一

O H D A )成功制作的 P D 大鼠模型
,

随机分为模型组 ( A 组 )及 H BO 联合抗震颗粒组

( B 组 )
,

用分光光度计检测两组谷胧甘肤过氧化物酶 ( G S H
一

xP )
、

超氧化物歧化酶 ( SO D ) 的活性及丙二醛

( M D )A 含量的变化
;用免疫组化法测定黑质酪氨酸经化酶 ( T H ) 阳性神经元

、

胶原纤维酸性蛋白 ( G FAP ) 及

cB -l2
、

B ax 蛋白的表达
。

结果 B 组 G S H
一

xP
、

SO D 活性明显升高
,

M D A 含量降低 (尸 < 0
.

05 )
。

T H 阳性神经元

及 B d 一 蛋白表达升高 ( 尸 < 0
.

01 或 尸 < 0
.

05 )
、

G F A P 平均光密度及 B ax 蛋白的表达降低 (尸
< 0

.

01 或 尸 <

0
.

05 )
。

结论 H B O 联合抗震颗粒治疗 P D 大鼠
,

能抑制大鼠脑部氧化应激反应
,

提高大鼠的抗氧化及抑制细

胞凋亡功能
,

是一种有效的神经保护和治疗措施
。
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帕金森病 ( p
a kr i n s o n ’ 5 d i s e a s e ,

p D )是一种椎体

外系的进行性变性疾病
。

近年来
,

随着临床应用经

验的积累
,

高压氧 ( h y p
e hr a ir e o x y g e n a ti o n ,

H B o )在

治疗 PD 中取得了一定的疗效 〔’
·

, 〕 。

本研究采用 6
-
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经基多巴胺 ( 6
一

h ydro y xd叩amine
,

6
一

O H D A )脑立体定

向注人大鼠右侧中脑腹侧被盖区制作偏侧 P D 大鼠

模型
,

观察 H B O 联合运用中医滋肾平肝
、

活血化癖
、

化痰散结的中药复方抗震颗粒对中脑黑质抗氧化及

细胞凋亡表达指标的影响3[J
,

以进一步探讨其抗氧

化及抑制神经细胞凋亡的神经保护治疗作用机理
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物及分组 SP F 级雄性 w ist ar 大鼠
,

体

质量 250
一 2 90 9

,

鼠龄 12
一 巧 W

,

购于广西医科大

学医学试验动物中心
,

符合健康一级动物标准
,

合格

证号
: S C X K 桂 2 009 习 0 0 2

。

饲养条件
:
室温 ( 2 5 士

5) ℃
,

湿度 ( 60 士 20) %
。

饲养食物为实验动物中心

提供的饲料 (成分有大米粉
、

玉米粉
、

奶粉
、

麦鼓
、

多

维素及盐等 )
。

自由摄食
、

饮水
。

参照盘晓荣等 [’]

的方法单点注射 6
一

O H D A 建立 P D 大鼠模型
,

将造

摸成功的 24 只大鼠
,

按照随机数字表随机分为模型

组 ( A 组
, n = 12) 及 H B O 联合抗震颗粒组 ( B 组

,

n = 12 )
。

其动物来源
、

等级
、

性别
、

鼠龄及造模条件

等差异无统计学意义 (尸 > 0
.

05 )
,

具有可 比性
。

1
.

2 药物 抗震颗粒为本实验室提取 ( 药物由江

苏天阴制药厂提供 )
,

成分为熟地黄 12 9
、

山药 0
.

6 9
、

山英肉 2
.

5 9
、

构祀 12 9
、

冤丝子 0
.

6 9
、

牛膝 3 9
、

白

芍药 2
.

5 9 、

甘草 1
.

5 9
、

珍珠母 0
.

5 9
、

党参 4
.

5 9
、

制

何首乌 1
.

5 9
、

肉从蓉 3 9
、

补骨脂 1
.

5 9
、

益智仁 1
.

5 9
、

丹参 3 9
、

全蝎粉 0
.

5 9
、

粉葛根 3 9
、

鹿角胶 10 9
、

龟

版胶 30 9
,

按照既定工艺煎成浓度为 0
.

5 岁ml 的混

悬液供灌胃之用
。

1
.

3 主要试剂与仪器 6
一

O H D A (批号 M KA 4A 4 39
,

S igm
a
公司 ) ; 丙二醛 ( m

a l o n d i a ld e h y d e
,

M DA
,

批号

20 1X() 4 17 )
,

谷胧甘肤过氧化物酶 ( g l
u t a ht i o n e p e or x i

-

a a s e ,

e s H
一

P x ,

批 号 2 0 1 0 05 2 1 )
,

超氧化物歧化酶

(
s u p e or x id e 击s m u ta s e ,

SO D
,

批号 2 0 10 0 5 2 1 )
,

试剂盒

均购于南京建成生物工程研究所
。

A in i
一

YT
H / T H

(批号 9 0 0 8 8 8
,

北京博奥森生物技术有限公 司 ) ;

R ab b i t an t i
一

G FA P (批号 1 0 1 1 3 5 0 5 )
、

R a b b i t a n ti
一

b ax

(批号 0H 7 0 9 )
、

Rab b i t a n t i
一

b e lZ (批号 ID 4 Og )
,

均购

于北京中杉金桥生物技术有限公司 ;多聚甲醛 (批

号 兄00 805 29
,

国药集团化学试剂有 限公 司 ) ; 0 3
-

gY oo 加 1型动物舱 ( 烟台宏远氧业有限公司 ) ; SR
-

6 N 型脑立体定位仪 ( 日本 ) ; 7 2 2 5 可见分光光度计

(上海 ) ; CX4 1 奥林巴斯生物显微镜 (德国 ) ; P M R +

5Q 50 病理图像分析仪 (德国 )等
。

1
.

4 实验方法

1
.

4
.

1 给药方法 A 组每只鼠予生理盐水 2 m F

( 100 9
·

d) 灌胃 ;B 组每只鼠予抗震颗粒 10 9 生药/

( k g
·

d) 灌胃
,

同时予 H B O 处理 (将大鼠置于动物

舱内
,

先用纯氧洗舱 10 m in
,

然后按 or o k P盯m in 速

率升压致 0
.

25 M aP
,

并在高压下停留 60 m in 吸舱内

氧气
,

然后以 10 m in 匀速减压至常压后动物出舱
,

l 次 / d
,

共处理 14 d )
。

1
.

4
.

2 大鼠处理与取材 每组随机抽出 6 只 (
n 二

6) 大鼠
,

深度麻醉后立即断头取脑
,

根据脑立体定

位图谱〔’ 〕置于冰盘上小心分离中脑黑质组织
,

制备

脑组织匀浆液
。

再取剩下的 6 只 ( n =
6) 大 鼠深度

麻醉后仰卧固定
,

快速开胸暴露心脏
,

直视下将穿刺

针经左
』

合室刺人升主动脉
,

先用 37 ℃生理盐水 250

m l 快速冲洗
,

再灌注 4% 多聚甲醛 ( P B S
,

0
.

I M
,

p H

7
.

4 )25 0 m l
,

先快后慢
,

全灌注时间为 l h
,

然后开颅

分离出黑质置于 4% 的多聚甲醛中固定
、

脱水
、

石蜡

包埋备用
。

1
.

4
.

3 GS H
一

xP 和总 SO D (包括 M n 一

SO D 和 C u / Z n
-

so D 两种 )活性及 M D A 含量的分光光度计测定

取适量脑组织匀浆上清液按试剂盒说明书分别测定

GS H
一

P x 、

M n 一

SO D
、

C了Z n 一

SO D 和 M D A 的含量
。

1
.

4
.

4 免疫组织化学染色及图像分析 将石蜡包

块进行超薄切片
,

参照免疫组织化学法分别进行

T H
、

G FA P
、

cB l一 和 B ax 染色后
,

中性树脂封片
。

每

张切片在 4 0 0 倍相差显微镜下
,

取 4 个黑质不重叠

视野
,

采用数码医学图像分析系统
,

统计出切片中

T H 阳性神经元数量 (个 / H P )和 GFA P 平均光密度

( C FA P 阳性区域光密度一GFA P 背景光密度 ) 以及

黑质 B d 一
、
B a x
阳性神经元的细胞千分率 (%

。 ,

采用

半定量计数法在病理图像分析仪下观察
,

在每张玻

片上
,

分别随机选择 or 个区域
,

每个区域计数 10 0

个细胞
,

然后加在一起统计 出每千个黑质细胞中

cB l
一

2 和 B ax 蛋 白阳性表达的细胞数 )
,

并计算其

均数
。

1
.

5 统计学方法 应用 SSP 1S 3
.

0 统计软件完成数

据资料的统计分析
,

计量资料以均数
士
标准差 (无

士

,
)表示

,

两组均数比较采用 t 检验
,

尸 < 0
.

05 为差异

有统计学意义
。

2 结果

2
.

1 两组 PD 大鼠治疗后脑毁损侧 (右侧 )黑质抗

氧化指标测定结果比较 B 组与 A 组 比较
,

其 G S H
-

P x 、

总 S O n 活性
、

M n 一

S O D 活性升高
,

而 M DA 含量降

低 ( p 均 < 0
.

0 5 )
。

见表 1
。
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表 1 两组 P D 大鼠治疗后脑毁损侧黑质抗氧化指标测定结果比较 ( 元
士 :

)

组 别 鼠数(
n
) 总 O SD ( N U / mg ) C以Z n 一 O SD ( N U / mg ) M n 一 SO D ( N U / g m) M D A (~

Fg m)

A 组

B 组

G SH
一

P x( U/ g m)

2 4 9
.

2 3 士 1 1 8
.

0 1

3 3 9
.

0’7 士 94
.

7 1

12 3
.

89士 13
.

1 32 8
.

2 0 士 1 6
.

2 2 1 9
.

6 9土 16
.

2 5 10
.

6 8士 0
,

82

1 8 1
.

2 8 土 34
.

8 1 32
.

6 0 土 2 0
.

74 14 8
.

6 8 士 4 7
.

5 4 6
.

8 3 士 1
.

36

2
.

3 2 8 5 3
.

7 5 3 8 0
.

0 3 7 2 2
.

7 7 8 6 5
.

9 3 8 3

0
.

0 4 2 2 0
.

0 0 3 8 0
.

9 7 1 0 0
.

0 19 5 0
.

00 0

2
.

2 两组 PD 大鼠治疗后毁损侧 ( 右侧 ) 中脑黑质 均明显升高 ( 尸 < 0
.

01 或 尸 < 0
.

0 5 )
,

而 C FA P 平均

区域 TH
、

GFA P
、

B ax
、
B d 一 含量变化比较 B 组与 光密度

、

B ax 蛋白表达明显降低 ( 尸 < 0
.

01 或 尸 <

A 组比较
,

B 组 TH 阳性细胞数量及 cB l
一

2 蛋白表达 0
.

0 5 )
。

见表 2
。

表 2 两组 DP 大鼠治疗后毁损侧中脑黑质区域 T H
、

G FA P
、
B cl

一

2
、

B ax 含量变化比较 ( 无士
:

)

组 别 鼠数 (只 ) T H 阳性细胞 (个 / H P ) GF A (P 平均光密度 ) B ax ( %动 cB l一 (输 )

A 组

B 组

2 3
.

5 0 土 4
.

5 1 64
.

17 士 2 4
.

13 17 4
.

64
士 8 6

.

18 15 5
.

7 士 2 3
.

7 6

5 5
.

17 土 14
.

3 3 2 2
.

5 0 士 7
.

7 1 9 3
.

2 8 士
20

.

07 2 0 3
.

3 3 土 4 0
.

3 3

5
.

16 3 8 4
.

0 2 9 3 2
.

2 5 2 2 2
.

4 9 2 5

0
.

00 04 0
.

00 24 0
.

0 4 8 0
.

0 3 1 9

3 讨论

3
.

1 P D 的病理特征是中脑黑质多巴胺能神经元的

进行性变性
,

由于 目前治疗措施都只能是控制其临

床症状
,

而不能阻止神经元的变性
。

因此
,

探讨阻止

PD 变性过程的神经保护治疗措施正越来越多地被

人们重视
。

保护性治疗旨在通过尽可能消除 PD 病

因或干预其发病机理来阻止疾病发生或至少减慢疾

病的进展 〔6」。

其神经保护治疗包括抗氧化
、

拮抗兴

奋性毒性作用
、

补充神经营养因子
、

改善线粒体能量

代谢
、

抗炎治疗
、

抗凋亡治疗
、

免疫治疗
、

中药的保护

治疗
、

细胞移植或基因治疗以及脑深部电刺激的保

护作用等 ;1[
。

3
.

2 P D 属中医学
“

颤证
”

范畴
,

病本在于肝肾不

足
、

气血两亏
,

病标在于风火痰癖 〔̀ 〕 。

为此
,

我们确

立了滋养肝肾
、

熄风通络这一基本治疗方案
。

本研

究抗震颗粒方中熟地黄补肾益精
、

滋阴养血 ;山药
、

党参健脾益气 ;山英肉
、

构祀
、

制何首乌滋补肝肾 ;肉

从蓉益肾填精 ;白勺和血益气敛阴 ;丹参活血通经 ;

珍珠母定惊止颤
、

养血舒筋 ;全蝎熄风祛痪 ;冤丝子

与牛膝健筋骨 ;龟版胶与鹿角胶益精填髓 ;诸药共用

可以收到综合之功效
。

3
.

3 在 H B O 下
,

氧弥散进人缺氧脑区的能力增强
,

使脑组织含氧量增加
,

改善脑组织缺氧状态
,

使受损

的多巴胺能神经元功能恢复
。

同时
,

H B O 可兴奋交

感
一

肾上腺髓质系统
,

使肾上腺素
一

多巴胺分泌增加
,

症状获得改善91[
。

H B o 还可使线粒体三磷酸腺昔

( AT P )酶活性增强
,

加速信息传递过程
,

使 A TP 产

生增加
,

恢复大脑神经元 的能量供应 〔’ “ 〕 。

另外

H B O 可增加血脑屏障通透性
,

促进血液中的药物更

易通过血脑屏障进人脑细胞 〔川
,

更好地发挥药物的

生物活性
,

因而增强抗震颗粒的药效等
。

3
.

4 S O D 和 GS H
一

xP 是体内重要的氧自由基清除

剂
,

其活力的高低直接或间接地反映了组织抗氧化

损伤能力
。

M D A 为体内脂质过氧化反应的最终代

谢产物
,

其水平高低间接反映了组织受 自由基攻击

程度〔” 〕 ;中脑 TH 免疫反应阳性神经元为 D A 神经

元 [” ]
,

亦即是神经凋亡细胞 ; GFA P 是星形胶质细胞

(可分泌细胞因子诱导免疫炎性反应参与 DA 神经

元的损伤过程 ) 的特异性标志物 〔’ 4〕 ,

而 B d 一 和 B ax

是两种功能相反的与细胞凋亡相关的基因 ( cB l
一

2 是

抗凋亡基因
,

B ax 是促凋亡基因 ) 〔” ]
。

鉴于此
,

我们

应用分光光度计检测 P D 大鼠毁损侧中脑黑质区域

内总 SO D
、

G SH
一

xP 和 M D A 含量 ;免疫组织化学法检

测 T H 阳性细胞数量
、

G FA P
、

cB l一 和 B ax 的表达
,

观

察 H B O 联合抗震颗粒治疗对上述 7 个指标的影响
,

为研究其是否具有神经保护治疗作用提供充足的理

论和实验依据
。

3
.

5 本研究中模型组毁损侧中脑黑质 GS H
一

xP 为

( 2 4 9
.

2 3 士 1 1 8
.

0 1 )
,

总 SO D 为 ( 1 2 3
.

89 士 13
.

8 1 )
,

而

经 H B O 联合抗震颗粒治疗后
,

其含量均有不同程度

的升高
,

而 M D A 的含量下降 ( 尸 均 < 0
.

05 )
,

提示

H B O 联合抗震颗粒治疗后
,

PD 黑质内抗氧化系统

功能增强
,

脑部氧化应激反应受抑制
,

从而提高了机

体的抗氧化和清除 自由基的能力
。

本实验中 c u/



59 6

Z n 一SO D 活性 的变化 不 明显
,

A 组 为 ( 32
.

20 士

1 6
.

2 2 )
,

B 组为 ( 3 2
.

6 0 土 20
.

7 4 )
,

两组比较差异无统

计学意义 ( P > 0
.

05 )
,

但 M n 一

SO D 含量的升高较明

显
,

总 SO D 及 GS H
一

xP 活性 的变化较显著 ( 尸 <

0
.

05 )
,

说明 M n 一

s 0 D 及 G SH
一

xP 的活性较为敏感
。

3
.

6 本实验观察到 P D 模型鼠经 H B O 联合抗震颗

粒治疗后
,

PD 大鼠 G FA P 平均光密度表达明显降

低
,

T H 神经元数 目有一定程度的升高 (尸 < 0
.

05 )
,

提示 H B O 联合抗震颗粒治疗可抑制星形胶质细胞

的增生及由其引发的免疫炎症反应
,

增加了 P D 大

鼠多巴胺神经元数量
,

从而起到保护多巴胺能神经

元的作用
。

3
.

7 本实验还观察到模型组大鼠经 H B O 联合抗震

颗粒治疗后
,

cB l一 蛋白表达明显升高
,

aB
x
蛋白表

达明显降低 ( 尸 < 0
.

05 )
,

显示 H B O 联合抗震颗粒能

在一定程度上促进中脑黑质内 cB l一 基因和抑制

B ax 基因的表达
,

亦即抑制神经细胞发生凋亡
。

综上所述
,

H B O 联合抗震颗粒治疗可通过提高

黑质内 G s H
一

xP
、

总 s o D 的含量
,

减轻脂质过氧化损

伤
,

加快 自由基清除速度
,

增强多巴胺能神经元对

6
一

O H D A 的耐受能力
,

抑制星形胶质细胞增生及细

胞凋亡
,

从而在一定程度上保护多巴胺能神经元
,

促

进其神经功能恢复
,

改善临床症状
。

在 P D 大鼠治

疗中发挥了抗氧化
、

改善线粒体能量代谢
、

抗凋亡及

中药等多方面神经保护调节作用
,

符合神经保护性

治疗方案
,

是一种有效的神经保护和治疗措施
,

为临

床 PD 患者的早期治疗和预防提供了新的理论依

据
。
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