
的双重损害。如能早期发现这些肾损害，通过大剂量激素治

疗，可逆转病情。反之，如系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）患者已出现

肾小球硬化等系列症状时，则逆转困难，甚至无法逆转［８］。故

了解ＬＮ患者的病理类型，对病情的治疗和预后的判断具有非

常重要的意义。有研究报道，为了解ＳＬＥ患者ＣｙｓＣ检测的

临床意义及其与不同病理类型ＬＮ的关系，利用颗粒增强透射

免疫比浊法测血清ＣｙｓＣ浓度，对ＬＮ患者做肾小球评分及肾

小管间质评分，结果发现Ⅲ、Ⅳ、Ｖ型ＬＮ患者的血清、尿ＣｙｓＣ

浓度与健康对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）
［８１４］。

Ⅰ、Ⅱ型患者的血清、尿ＣｙｓＣ浓度与健康对照组比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。血ＣｙｓＣ与肾小球评分呈正相关（狉＝

０．７４１，犘＜０．０１），尿ＣｙｓＣ与肾小管间质评分呈正相关（狉＝

０．８１０，犘＜０．０１）。研究认为ＣｙｓＣ能反映ＳＬＥ患者肾小球和

肾小管间质双重损害及损害程度，是ＳＬＥ患者早期肾损害的

敏感指标。ＣｙｓＣ与ＬＮ病理分型存在一定的关系，可能是反

映不同病理类型ＬＮ肾损害程度差异的敏感指标。

张旭光等［１５］对５４例肾病综合征患者分别用高效液相色

谱法、乳胶增强散射免疫比浊法及酶比色法对泼尼松、ＣｙｓＣ

及肌酐水平进行检测，结果发现治疗前除微小病变、肾病综合

征外，健康对照组和肾病综合征组ＣｙｓＣ与肌酐浓度差异均有

统计学意义；治疗后泼尼松保持稳态血药浓度时，ＣｙｓＣ浓度

降低，且相对稳定而肌酐浓度变异较ＣｙｓＣ大，但与治疗前相

比差异无统计学意义，认为ＣｙｓＣ是肾病综合征疗效观察更敏

感的指标，泼尼松与ＣｙｓＣ联合检测更具有临床价值。

综上所述，ＣｙｓＣ对早期诊断各种急慢性肾脏病患者具有

重要价值，在心血管及其他一些疾病中还起着相当重要的作

用。相信随着对ＣｙｓＣ的不断深入研究，其将显示出越来越重

要的临床价值，血清ＣｙｓＣ的检测对临床各种肾病中的病情发

生、发展、治疗和预后评估具有良好的作用，值得推广应用。
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老年痴呆症的药理实验方法研究进展

崔　雯，邓小细 综述，钟振国△审校（广西中医药大学，南宁　５３０００１）

　　【关键词】　阿尔兹海默病；　药理实验；　细胞实验
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　　阿尔兹海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）即所谓的老年痴

呆症，是一种进行性发展的致死性神经退行性疾病。随着现代

社会人口结构老龄化的发展，其发病率呈不断增加的趋势，已

引起国内外学者的广泛关注。而老年性痴呆在老年人的疾病

谱和死亡谱中已占有十分重要且突出的地位，并已成为继心脏

病、癌症、卒中之后第四位致死原因。随着社会老龄化的迅猛

发展，老年痴呆必将成为我国不可忽视的卫生和社会问题。现

对近年来进行老年痴呆症的药理研究方法作一综述。
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１　常用ＡＤ模型

１．１　β淀粉样蛋白（Ａβ）或多肽诱发的模型　ＡＤ退行性改变

可能是由于神经细胞过度凋亡引起。β淀粉样蛋白（Ａβ）是构

成ＳＰ的核心成分，对神经元具有直接毒性作用，且被认为是

神经元凋亡的诱导因素。Ａβ具有神经毒性作用，用微型渗透

压泵给大鼠脑室内灌注 Ａβ或给单侧（或双侧）海马注射 Ａβ１

２８片段后，大鼠产生认知功能损害，且脑内ＣｈＡＴ活性显著下

降，出现Ａβ沉积。β淀粉样肽是具有象征 ＡＤ特征老年斑的

主要成分，在ＡＤ胆碱能神经功能紊乱的病理学发展中可能发

挥关键作用。在原代海马神经细胞培养中，一定浓度的 Ａβ１

４０、Ａβ１４０及Ａβ２５３５片段可以引起细胞凋亡或者是抑制细

胞的突起，可以直接损伤细胞膜，引起Ｃａ２＋大量进入细胞内导

致细胞死亡。

１．２　体外培养神经细胞 Ａβ损伤模型　目前发现 Ａβ与细胞

凋亡关系密切，Ａβ可分别由凋亡基因表达及凋亡相关酶活性

改变、促进自由基产生、钙离子平衡紊乱、线粒体功能紊乱、

ＮＦκＢ激活等多途径诱导细胞凋亡，参与 ＡＤ的发生和发展。

以无菌去离子水将 Ａβ配制成浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的溶液，储存

于－２０℃冰箱中备用，用前置于３７℃孵箱温育过夜使其寡聚

并增强毒性。用时加入神经细胞培养液中，终浓度１０～２５

μｍｏｌ／Ｌ，与细胞共同孵育２４ｈ，测定相关指标以判定 Ａβ毒性

及药物对神经细胞的保护作用。其中第２５～３５位氨基酸构成

的肽，在体外水溶液中可形成稳定的聚集，呈β片层状二级结

构，具有神经毒作用，常用作体外神经毒实验的ＡＤ模型
［１３］。

１．３　可复制ＡＤ模型细胞　ＰＣ１２是一种嗜铬细胞瘤细胞株，

在神经生长因子的持续作用下可引起其表型明显改变，获得交

感神经细胞的一系列特征，与人成神经细胞瘤细胞株（ＳＨ

ＳＹ５Ｙ）同样均可作为复制ＡＤ模型的细胞，现已被世界众多学

者广泛应用［４５］。

１．４　快速老化小鼠（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｉｃｅ，ＳＡＭ）模型

　快速老化小鼠分为快速老化亚系（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ

ｍｏｕｓｅ／ｐｒｏｎｅ，ＳＡＭＰ）及抗快速老化亚系（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒ

ａｔｅｄｍｏｕｓｅ／ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＡＭＲ）。ＳＡＭＰ品系中，有两个亚品

系Ｐ８和Ｐ１０除了具有Ｐ品系的一般老化症状外，还伴随着快

速老化出现的学习记忆力障碍和低恐怖紧张状态，为脑老化痴

呆模型小鼠。两亚系的共同特点是均具有认知障碍，且在渡过

生长期后，快速老化的自然发生与临床痴呆的渐进性发生极为

相似［６］。

１．５　Ｄ半乳糖皮下注射致脑老化小鼠模型　可模拟ＡＤ的氧

化损伤，小鼠出现学习记忆力下降、脑内胆碱能功能衰退，神经

递质代谢异常、皮层和海马神经元损伤、超微结构和突触可塑

性发生衰老性改变等。

２　检测指标

２．１　行为学检测　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫、穿梭箱实验、跳台实验、Ｙ

型水迷宫、避暗实验等；此类实验用于检测动物的学习记忆能

力。动物的学习记忆能力是与人的智能变化最为相关的指标，

它和人的痴呆具有行为学的一致性，现已被世界众多学者广泛

应用。

２．２　细胞因子指标检测　研究认为，通过刺激β淀粉样前体

蛋白的启动子上调淀粉样前体蛋白的表达。卢中朋等［１］研究

表明用ＡＤ代谢产物Ａβ２５３５片段建立的ＮＧ１０８１５细胞ＡＤ

模型是成功的，ＰＮＳ对ＮＧ１０８１５细胞ＡＤ模型的保护是有效

的，而且能提高正常神经细胞的功能，为ＰＮＳ在预防与治疗

ＡＤ的有效性方面提供了有力证据。

２．３　病理组织形态学方面的观察

２．３．１　神经递质含量的测定　脑组织中的单胺神经递质５羟

色胺（５ＨＴ）、去甲肾上腺素（ＮＡ）和多巴胺（ＤＡ）是维持正常

职能的重要神经递质。ＡＤ患者大脑皮层、海马、纹状体等部

位ＮＥ、额叶５ＨＴ浓度、５ＨＴ受体数量及结合位点等均减

少，因此提高脑内ＤＡ、ＮＥ、５ＨＴ水平是药理学研究的又一方

向［７］。

２．３．２　神经电生理检测　查运红等
［８］利用双侧颈总动脉永久

结扎（２ＶＯ）致脑低灌注与Ｄ半乳糖腹腔注射老化相结合的方

法，建立一种新型的ＡＤ大鼠模型，结果显示Ｐ３００潜伏期比正

常组延长，认知功能明显下降。

２．４　海马ＮＯＳＨｕｐＡ神经元的表达　现代神经生物学研究

表明，ＮＯ是正常学习和记忆的关键递质，它在 ＬＩＰ形成过程

中可能起着信使的作用。用 ＮＯＳ抑制剂可阻断 ＣＡ１区中

ＬＴＰ的形成。近年来的研究还表明，雌激素可促进 ＮＯ的合

成，具有抗氧化、抗兴奋性毒素，以及抑制β淀粉样蛋白的神经

毒性作用，通过调节胆碱能神经系统、神经营养因子或神经生

长因子等保护神经元，并可能通过 ＮＯ等来调节突触的可塑

性［９］。

２．５　生化指标观察　研究认为自由基的毒副作用可以引起与

痴呆及机体的衰老进程相关的机体组织，细胞的退行性变化能

引起脂代谢异常而产生过多的脂褐素（ＬＦ）及丙二醛（ＭＤＡ）

等，从而损伤细胞膜等功能，并使ＤＮＡ结构与功能破坏，最终

造成组织细胞核器官的退行性变化，加速痴呆病程的发展［１０］。

３　检测方法

３．１　ＭＴＴ法　ＭＴＴ比色法检测原理为活细胞线粒体中的

琥珀酸脱氢酶能使外源性 ＭＴＴ还原为水不溶性的蓝紫色结

晶甲瓒（Ｆｏｒｍａｚａｎ），并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）能溶解细胞中的甲躜，用酶联免疫检测仪在

４９０ｎｍ波长处测定其吸光度值，可间接反映活细胞数量。在

一定细胞数范围内，ＭＴＴ结晶形成的量与细胞数呈正比。卢

中朋等［１］利用 ＭＴＴ法观察ＰＮＳ对ＮＧ１０８１５细胞存活率的改

变，结果证明 ＰＮＳ能增加 Ａβ２５－３５片段神经毒性诱导的

ＮＧ１０８－１５细胞存活率，具有减轻细胞对 Ａβ的神经毒性反

应。该方法已经广泛用于一些生物活性因子的活性检测及细

胞毒性实验的测定。

３．２　免疫组化法　Ｌｉｎ等
［１１］研究发现，胆碱能激动剂能活化

毒蕈碱受体，刺激非淀粉样蛋白的产生，有助于ＡＰＰ的α分泌

途径降解，产生可溶性ＡＰＰＳａ。结果表明，用毒蕈碱受体激动

剂治疗能降低新大脑皮层和海马区细胞中 ＡＰＰ的水平，同时

脑脊液中ＡＰＰＳａ水平明显升高，即提高胆碱能的神经运输，有

助于活体内ＡＰＰ的非淀粉样蛋白水解，对老年痴呆病症有明

显效果。钟振国等［１２］以ｄ半乳糖腹腔注射致亚急性损伤合并

鹅膏蕈氨酸（Ｉｂｏｔｅｎｉｃａｃｉｄ，ＢＡ）损毁双侧大脑 Ｍｅｙｎｅｒｔ基底核

建立 ＡＤ大鼠动物模型，利用免疫组织化学方法检测大脑

ＣｈＡＴ免疫反应、ＨｕｐＡ神经元数量及形态学改变。研究结

果表明，三七总皂苷ＰＮＳ对 ＡＤ大鼠动物模型大脑胆碱能神

经元具有较强的保护作用，通过改善和修复受损神经元而提高

细胞存活的数量和质量、提高ＣｈＡＴ的含量和活性，从而保护

和改善中枢胆碱能系统的功能，发挥抗老化、抗痴呆的作用。

有研究发现，ｂｃｌ２ｍＲＮＡ及ｂｃｌ２蛋白主要表达于病灶及病

灶周围、大脑皮质额叶、顶叶、梨状区皮质、海马 ＣＡ１至ＣＡ４

区，给药组 ＨｕｐＡ细胞数量显著增加，细胞着色变深；将给药

组与对照组ｂｃｌ２蛋白、ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的病灶周围、皮层、海马处
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ＨｕｐＡ细胞的面密度进行图像分析并统计，结果显示三七给

药组较对照组ｂｃｌ２ｍＲＮＡ 及ｂｃｌ２的表达明显增高，说明

ＰＮＳ不仅用于ｂｃｌ２蛋白表达，而且同时影响其基因转录水

平，通过增强抑凋亡基因的表达，减少神经细胞的凋亡。

３．３　行为学测试

３．３．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫是英国心理学家 Ｍｏｒ

ｒｉｓ于１９８１年设计并应用于脑学习记忆机制研究的一种实验

手段，其在ＡＤ研究中的应用非常普遍。很多学者都采用此方

法研究动物的空间学习记忆能力。在小鼠的学习行为中，水迷

宫广泛运用于其视觉相关的空间记忆和工作记忆的测量中。

罗小泉等［１３］连续４ｄ对痴呆模型鼠进行水迷宫定位航行实

验，每天训练４次，每次随机选择一个象限入水，再对每天不同

入水象限、每天４次不同次序之间成绩进行比较分析。结果发

现，第一次从远离目标的象限入水其成绩能更好地反映出模型

鼠的记忆力。

３．３．２　Ｙ型水迷宫　侯德仁等
［１４］采用Ｙ迷宫试验对大鼠的

学习记忆能力进行测试。制模前和制模后４０ｄ均予 Ｙ迷宫

测试，按照模型鼠的“正确反应”，所需电击数代表学习记忆能

力的差异，电击次数值越大，表示大鼠学习记忆能力越差。结

果显示，中、高剂量何首乌能改善模型鼠的学习记忆能力。

３．３．３　跳台实验　用于测试各组模型鼠的学习记忆能力，记

录每组模型鼠的错误次数和潜伏期。李兆圣等［１５］运用亚甲蓝

处理３个月龄至７个月龄的ＡＰＰ／ＰＳ１模型鼠海马结构 Ａβ及

其相关蛋白表达的影响。模型鼠给予口服适量亚甲蓝，末次给

药后２４ｈ，将三组模型鼠分别放入反应环境适应３ｍｉｎ，然后通

以３６Ｖ交流电，规定受电击后从起步区直接跳至安全区为

“正确反应”，结果表明模型鼠各个时间段的平均潜伏期较对照

组明显延长，错误次数增多；而给药组较模型组各个时间段的

平均潜伏期明显缩短，错误次数减少，亚甲蓝能够改善 ＡＰＰ／

ＰＳ１模型鼠的学习记忆能力。

３．４　聚合酶链反应（ＰＣＲ）　杨眉等
［１６］应用 ＰＣＲ方法从人基

因组 ＤＮＡ中分离 ＮＣＴ基因编码区上游大小约为１．８ｋｂ的

片段，并以此为基础对启动子进行两端删除分析，分别扩增大

小不等的片段，与 ＰＧＬ３Ｅｎｈａｎｃｅｒ荧光素酶报告基因载体质

量组，通过瞬时转染 Ｈｅｌａ细胞，细胞裂解液进行双荧光素酶

活性分析，分离 ＮＣＴ基因的启动子区。

４　结　　语

目前采用的现代科技手段和方法，体外细胞模型和动物实

验来阐述中药的药理作用是中药抗老年痴呆研究中的内容。

利用 ＭＴＴ法，检测老年痴呆细胞模型的状态，选择药物造模，

自然衰老老鼠模型等模拟老年痴呆的行为，病理和神经的变

化，进而讨论药物制剂的作用和环节是当前研究老年痴呆的重

要思路和方法。运用ＰＣＲ方法，对影响老年痴呆的因素进行

检测，使中药的相关作用机制研究得到深化，对神经生化特别

是神经递质影响的研究，使中医药抗痴呆机制研究跃上了一个

新的台阶。老年痴呆的中医研究虽然起步较晚，但其存在自身

的优势，作者相信，以传统中医理论借助现代科技手段，合理利

用丰富中药资源，在中药防治老年痴呆的研究领域内定能取得

辉煌。
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