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石莒蒲及其有效成分a一细辛醚对癫痫幼鼠海马区神经元

Ⅳ一甲基一D一天冬氨酸受体表达的影晌

杨立彬1，李树蕾”，王淑清1，张淑琴3

(1．吉林大学第一医院儿科．吉林长春130021·2．吉林大学基础医学院组胚教研室，吉林长春130021

3．吉林大学第一医院神经科，吉林长春130021)

搞薹：目的探讨在戊四氮(PTZ)诱发的癫痛动物模型中，石菖蒲及其主要成分廿细辛醚对海马区神经元^k

甲基一D-天冬氨酸受体1(NMDARl)mRNA表达水平的影响。方法3周龄Wistar幼鼠ip PTZ 60 nag／ks建立

癫痫模型。动物模型随机分为模型对照组、石菖蒲组、}细辛醚组，另设正常对照组。各组均ig给药。正常对照组给

予生理盐水1．0mL／d，其余各组分男4给予石菖蒲2 350mg／(kg·d)廿细辛醚29mg／(kg·d)，连续7 d。次日ip

PTZ 50 mg／kg，观察动物行为变化．1 d后处死动物。取左倒大脑固定用于原位杂交}取右侧海马组织用于半定量

RT—PcR，检测海马CA，、CA；区神经元NMDRAlmRNA的表达情况。结果原位杂交结果显示，阳性染色颗粒定

位于拇马神经元胞质内。石菖蒲和扣细辛醚治疗组海马区神经元阳性细胞数和平均吸光度均明显少于模型对照组

伊<0．05)。半定量RT—PCR结果显示．石菖蒲和}细辛醚治疗组海马组织中NMDARI mRNA的相对表达量均

较显著低于模型对照组(P<o．05)。结论石莒蒲和a一细辛醚可能通过抑制海马区神经元谷氨酸NMDARl表达

而发挥抑制PTZ诱发的幼鼠瘴痫发作。
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Effect of Acorus gramimeus and its active component a-asarone on N·。methyl--D-asperate

receptor 1 of hippocamp neurons in epileptic young rats

YANG Li—binl，LI Sbu一1ei2，WANG Shu—qin91，ZHANG Shu-qin3

(1．Departmem of Pediatrics．The First Hospital of Jilin UniversityI Changchun 130021。China，2．Department

of Histology and Embryology，School of Basic Medical Science，Jilin University·Changchun 130021，China

3．Department of Neurology，The First Hospital of Jilin University·Changchun 130021，China)

Abstract：Objective To explore the effeCt of Acorus gramimeus and its major components a-asarone

on N—methyl—D—asperate recepter 1(NMDARl)mRNA levels of hippocamp neurons in epileptic animal

models induced by pentylenetetrazol(PTZ)．Methods PTZ 60 mg／kg was injected to the abdominal

cavity of three weeks Wistar rats to prepare epileptic animal models．The animal models were randomly

divided into three groups：epilepsy control，A．gramimeus and a-asarone as well as the normal contr01．

Each group was administered through intraperitoneaI injection．Both of tWO control groups were injected

physiologic saline 1．0 mL／d，and the rest groups were injected A．gramimeus 2 350 mg／(kg·d)or U-

asarone 29 rag／(kg·d)for 7 d，respectively．All rats were treated by PTZ 60 mg／kg through

intraperitoneal injection next day．Atier their behaviors were observed for 24 h，animals were sacrificed．

The expressions of NMDARl mRNA in hippocamp CAl and CA3 of all rats were detected by in situ

hybridization and semiquantitative RT—PCR．Results The results of in situ hybridization showed that

positive staining granules were located in the cyptoplasm of hippocamp neurons．The number of positive

cells and average absorbance of A．gramimeus group or a-asarone group was markedly less than that of

epilepsy control(P<0．05)．The semiquantitative RT—PCR results showed that NMDAR 1 mRNA relative

expression level of hippoeamp neurons in A．gramimeus group or a-asarone group was lower remarkably

than that in epilepsy contr01(P<O．05)．Conclusion A．gramimeus and U-asarone inhibit epileptic seizure

in immature rats induced by PTZ by decreasing the expression of glutamic acid receptor NMDARl in
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hippoeamp neurons． ．
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(NMDARl)
一

石菖蒲Acorus gramimeus Soland．具有镇静安

神、抗惊厥的作用，在中医治疗癫痫发作中广泛应

用，a一细辛醚是其主要的有效成分““]。但石菖蒲和

n一细辛醚抗癫痫的机制尚不清楚。一般认为，癫痫是

一种以局部神经元反复异常放电所引起的常见中枢

神经系统疾病。研究证实“。]，兴奋性氨基酸，特别是

谷氨酸的过度合成、释放以及Ⅳ一甲基一D一天冬氨酸

受体(N-methyl—D—asperate receptor，NMDAR)

兴奋性活性增高与癫痫的发生、发展、维持密切相

关，在动物模型和癫痫患者的脑标本中均发现

NMDAR表达水平增高。因此，有效调控NMDAR

信号传导通路对癫痛的防治具有重要意义。石菖蒲

和a一细辛醚是否通过抑制NMDAR信号传导通路

而发挥抗癫痫作用尚未见文献报道。本实验旨在通

过原位杂交法和半定量RT—PCR法，探讨石菖蒲和

a一细辛醚对戊四氮(PTz)致癜瘸幼鼠海马CA，、

cA，区NMDARl表达水平的影响，探讨其抗癫痫

的机制，以期对癫痫的防治提供有价值的资料。

l材料与方法

1．1动物及材料：3周龄Wistar幼鼠，体重(38士

2)g(长春高新医学动物实验研究中心)。石菖蒲冲

剂(江阴天江药业有限公司，批号0307113，每袋含

石菖蒲干燥根茎粉末6 g)；n一细辛醚片剂(沈阳天

维制药厂，批号030219，质量分数99．8％，每片含

q一细辛醚30 mg)；PTZ(Sigma)；DEPC、Trizol、Taq

酶、dNTP、Oligo dT、AMV逆转录酶购自Takara

公司，NMDARl mRNA探针及原位杂交试剂盒

(TBD科技公司)。NMDARl及Ivactin引物由鼎国

生物公司合成，NMDARl引物：上游：CAGTAA—

ACCAGGCCAATAAG，下游：CAGCAGAGCC—

GTCACATTc}肛actin基因引物：上游：CAT—

CCAGGCTGTGTTGTCCC，下游：TTCTCTTTA—

ATGTCACGCACG；扩增片断分别为491 bp和

240 hp。Olympus光学显微镜(日本)，Lyca切片机

和HPIAS 2000型图像分析系统(德国)，PTc～

200型聚合酶链反应扩增仪(美国MJ Research公

司)；GDS--800型凝胶成像系统(美国Bio—Rad)。

l。2 实验分组及给药：幼鼠iP PTz fi0 mg／kg，接

Racine分级[”选择癫痈造模成功的动物进行实验。

动物模型随机分为模型对照组、石菖蒲组、a一细辛醚

组，另设正常对照组．每组备10只。根据临床常规

用药剂量以及人和动物药物剂量换算法，采用ig途

径给药，对照组均给予生理盐水0。5 mL／次，其余各

组分别给予石菖蒲2 350 mg／(kg·d)[相当于人

400 mg／(kg·d)]，a一细辛醚29 mg／(kg-d)[相当

于人5mg／(kg·d)]，每日2次，连续7 d。停药后次

日，ip PTZ 60 mg／kg，观察幼鼠行为变化，第2天处

死动物。

1．3 NMDARl mRNA原位杂交组织化学方法检

测：4％多聚甲醛固定液(含0．1％DEPC)固定左

侧大脑．制备矢状面石蜡切片，厚度4 pm。按照

NMDARl mRNA原位杂交试剂盒说明书操作。每

只动物各取3张切片，所有切片截面积均相似。每张

切片分别观察5个海马cA，、CA。区高倍视野(×

400)，计数CA。、cA。区内平均阳性细胞数，以Nr／

5F表示。同时运用HPIAS2000型图像分析软件分

析所选脑区阳性染色细胞的平均吸光度。

1．4 NMDARl的半定量RT—PCR反应：取右侧海

马组织，按照说明书采用Trizol法提取总RNA。第

1链扩增反应体系：1．0 uL Oligo dT，L 0 pL 10

mmol／L dNTP，0 pL RNA，9．5 HL DEPC水，

75℃孵育5min；迅速置冰上5min，离心15 8；加

入5×缓冲液4．0弘L和2．0严L DTT(o．1 m01)，

混匀，加入AMV 1．0 pL，42℃孵育60 rain；迅速

在75℃下灭活15 rain，完成反转录。第2链反应：

94℃预变性5 min；94℃1 rain，55℃1 rain，72℃

l rain，循环35次；最后72℃延伸10rain。同时加

入内参引物。PCR扩增产物分别于1．o％琼脂糖凝

胶中电泳。紫外灯下照相，CS29300双渡长色谱扫描

仪上扫描底片曲线下峰面积作为PCR产物的量。

以NMDARl条带的峰面积}actin条带的峰面积

代表NMDARl mRNA的相对量。

1．5统计学分析：采用SPSSl0．0统计软件处理实

验数据，实验结果以z士s表示，F方差分析齐性，组

间比较采用t检验。

2结果

2．1行为变化：给药1周后再次ip PTZ诱发癫痫

发作，各组幼鼠行为变化有显著差异。模型对照组幼

鼠在给予PTZ 3 min后即可出现眨眼、动须、节奏

性咀嚼、节律性点头、肢体抽搐、跌倒等表现，其中5
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只出现重型发作(按Racine分组；1～3级为轻型发

作，4～5级为重型)。石莒蒲组，3只出现重型发作；

n一细辛醚组，2只出现重型发作，两组幼鼠出现行为

学改变的潜伏期较长，至少在10 rain以上，且相对

安静。

2．2 NMDARl mRNA原位杂交结果：海马CAl、

cA。区神经元胞浆内可见棕黄色阳性染色，杂交反

应的强度反映了NMDARl mRNA的表达水平，用

平均吸光度值表示，数值越大颜色越深。石菖蒲和

a一细辛醚组的平均阳性细胞数及其平均吸光度均显

著少于模型对照组。各实验组的平均阳性细胞数、平

均吸光度显著高于正常组，见表l。

寰1备组幼鼠海马神经元阳性细胞数和阳性细胞

平均吸光度(；士j，^=10)

Table 1 Numhr and average absorbance of positive

cells of hippocamp neurons in different

gr¨ps of young rats(Nr／b'F)(；士f．^=10)

删0芒。 c^1 ％ c^1 仉

正冒 一 “7±9 8 87,6+10 3 0-37i0．09 0 40±O-II

魍 一 1咒4'+19．3AA 129．6+21．266“82±“18△6 O．86+0．1归6

石菖藉 z 350 105．5±1a．7△6 q08．8+_17．归6。m 51±O．1266。m 58：L0．13A6’

}组辛I 约 103 9±16 4△6908 5±Is 2△△’m 56±0．15&A。n 61±014AA’

与正常组比较，△ap<o．01I与模型组比较一。P<0，05

△△P<0Ⅷ01 normM group-’P<o㈣05 model group

2．3半定量RT—PCR反应结果：NMDARl扩增片

段为491 bp，}actin扩增片段为240 bp(图1)。各

组NMDARl与}actin扩增产物的相对比值见表

2。石菖蒲和p细辛醚组NMDARl与口-actin的平

均相对比值明显低于模型对照组；各实验组

NMDARl与paetin的平均相对比值明显高于正

常组。

M—DL2000 1-模型组2一石苗蒲组3一十细辛醚组4一正常组

M—DL2000 1-model group 2-A．gramlnurus group

3-a-esarone group 4-nodal group

田l NMDARI和争actin的RT-PeR结果

Fig．1 RT-PCR Results of NMDARI and B_aetiu

3讨论

本实验从分子水平检测了给予石菖蒲和n一细

辛醚后t癫痫候选基因NMDARl在PTZ诱发的癫

痫幼鼠海马区的表达水平，初步探讨了石菖蒲和a一

细辛醚的抗癫痫机制。

中枢神经系统内的神经递质可分为兴奋性和抑

囊2各组幼置海马NMDARI mRNA的相对量

(i士-。-一10)

Table 2 NMDARI mRNA relative level of hippocamp

in different groups of young rats o士，，^=10)

与正常组比较·oP<0．05i 与模型组比较I。P<0·0S

ap<o．05们normal groupl 。P<0．05 T75model gToup

制性两类，分别以谷氨酸(Glu)和*氨基丁酸

(GABA)为代表。Glu受体分为代谢型Glu受体和

离子型Glu受体，后者分为NMDA受体和非

NMDA受体。大鼠NMDAR蛋白质由NMDARI

和NMDAR2两个亚单位组成，其中NMDARl具

有NMDAR受体的一切药理学和电生理学特性[g]。

因此，本实验选择癫痫候选基因NMDARl为靶

基因。

NMDARl mRNA原位杂交结果显示，海马

CA。，CA。区神经元胞浆中可见棕黄色阳性颗粒}石

菖蒲和a一细辛醚组的平均阳性细胞数及其平均吸

光度均显著少于模型对照组；各实验组的平均阳性

细胞数，平均吸光度显著高于正常组。海马组织的

NMDARl半定量RT—PCR结果显示，NMDARl

扩增片段为491 hp，pactin扩增片段为240 bp{石

菖蒲和n一细辛醚组NMDARl与}actln的平均相

对比值明显低于模型对照组；各实验组NMDARl

与}actln的平均相对比值明显高于正常组。通过观

察动物行为学改变，发现NMDARl mRNA表达水

平与动物癫痫发作严重程度呈正相关性。在制备动

物模型时，ip PTZ后幼鼠大多出现重型癫痫发作，

而经过中药治疗后经PTZ再次诱发的幼鼠仅少数

出现重型发作。

以上结果提示，石菖蒲及其成分n一细辛醚具有

抗癫痫作用。a一细辛醚可能通过降低海马神经元内

NMDARl的表达水平，降低细胞表面NMDARl

密度，和(或)抑制NMDARl的活性，迸一步降低大

脑皮层的兴奋性，提高癫痫发作的阈值，抑制

NMDA引起的兴奋性神经毒性导致的癫痫发生、

发展。
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大豆异黄酮对大鼠心肌肥厚与纤维化的保护作用

周倒1，刘建新2，周

(1．赣南医学院机能实验室，江西赣州341000

青1，熊小琴1，钶蔚2

2．赣南医学院药理教研室，江西赣州341000)

搞要：目前研究大豆异黄酮(daidzein．DD)对大鼠压力负荷性心肌肥厚及纤维化的保护作用及其机镧。方{砉

采用腹主动脉缩窄法制备太鼠心肌肥厚模型。大鼠随机分为假手术组、模型组、DD(30、60，120 mg／kg)组，4周后

处死大鼠，测量大鼠垒心质量指数(HW／BW)和左心室质量指教(LVW／BW，即LVI)，测定心肌纤维直径

(MD)；分别检测，tL,肌组织中脏原木平、血管竖张素t(Ang I)、一氧化氯(NO)的量和钙调神经磷酸酶(CAN)、

Na+，K+一ATP酶、Ca件一ATP薛活性。结果模型组大鼠的HW／BW、LVI、MD明显增大f心肌组织caN活性、腔

原水平及Ang I的量明显增高；N0水平和Na+，K4-_ATP酶、Ca抖一ATP酶活性显著降低。与横型组比较DD能

显著提高心肌组织N0量和Na+．K+一ATP酶、c一+-ATP酶活性，降低CaN话性I明显抑制心肌组织AngI和胺

原的产生；减轻心脏质量参数(HW／Bw、LVI)及MD，抑制心肌肥厚及纤维化。绪论DD对腹主动脉缩窄所致大

鼠心肌肥厚及纤维化有保护作用，可能与其升高NO量、降低CaN活性、抑制Ang I产生有关。

关量词：大豆异黄酮l心肌肥厚I纤维化；NOI血管紧张素I(AngI)·钙词神经磷酸酶(CAN)
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Protection of daidzein on myocardial hypertrophy and fibrosis in rats

ZHOU Lil，L1U Jian—xin2，ZHOU Qing’，XIONG Xiao—qinl，HE Wei2

(1．Department of Organic Experiment，Gannan Medical College·Ganzhou 341000，China【I

2．Department of Pharmacology．Gannan Medical College，Ganzhou 341000，China)

Abstract：Objective To investigate the protective effects of daidzein(DD)on myocardial

hypertrophy and fibrosis induced by pressure overload in rats and to study its mechanism．Methods

Myoeardial hypertrophy and fibrosis model of rats induced by pressure overload was prepared by

constricting abdominal aorta．The operated rats were randomly divided into sham operated control group，

aorta—constricted model group，and three DD groups(30，60，and 120 mg／kg)．Four weeks later，the

heart—weight(HW)，left ventricular weight(LVW)，the ratio of HW／BW and LVW／BW(LVI)，and the

cardio—myocyte diameters(MD)after dying by HE color were measured．The content of collagen and nitric

oxide(NO)，the activity of calcineurin(CAN)and Na+，K+一ATPase，Ca”一ATPase in the 1eft ventricle

were quantified with spectrophotometry．The angiotension I(Ang 1)in the 1eft ventricle was messured

with radioimmunoassay．Results In aorta—constricted model group，the ratio of HW／BW，LVI，and MD

as well as the content of collagen and Ang I。the activity of CaN in the left ventricle was significantly
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