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培元通脑胶囊对 ＣＩ大鼠工作记忆及海马内谷氨酸
及其受体表达的影响

白　晶　高永红　高　颖
（北京中医药大学东直门医院，北京，１００７００）

摘要　目的：探讨培元通脑胶囊对脑缺血大鼠工作记忆行为及海马区谷氨酸（Ｇｌｕ）含量、Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体２Ｂ（ＮＭ
ＤＡＲｅｃｅｐｔｏｒ２Ｂ，ＮＲ２Ｂ）的影响。方法：将５２只雄性ＳＤ大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型组、尼莫地平组和培元通
脑组，每组均１３只。模型组、尼莫地平组和培元通脑组均将双侧颈内动脉结扎制备大鼠脑缺血模型。尼莫地平组和培元
通脑组每日分别按体质量给予相应的药物灌胃共治疗４周。采用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验观察大鼠的工作记忆功能；尼氏染色
法观察大鼠海马组织尼氏体表达情况；高效液相色谱法检测海马区Ｇｌｕ含量变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠海马区ＮＲ２Ｂ蛋
白表达。结果：Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫工作记忆逃避潜伏期假手术组大鼠（第１天与第２天比较、第１天与第３天比较Ｐ＞００５，第
１天与第４天比较Ｐ＜００５）；模型组大鼠（第１天与第２天比较、第１天与第３天比较Ｐ＞００５，第１天与第４天比较Ｐ＜
００５）；尼莫地平组大鼠（第１天与第２天比较、第１天与第３天比较Ｐ＞００５，第１天与第４天比较Ｐ＜００５）；培元通脑
组大鼠（第１天与第２天比较、第１天与第３天比较Ｐ＜００５，第１天与第４天比较Ｐ＜００１）。海马内谷氨酸含量假手术
组与模型组比较（Ｐ＜００５），模型组与培元通脑组比较Ｐ＜００５。ＮＭＤＡ２Ｂ受体蛋白表达比较假手术组与模型组、尼莫地
平组、培元通脑组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），模型组与尼莫地平组比较（Ｐ＜００５）与培元通脑组比较（Ｐ＜
００１）。结论：培元通脑胶囊能改善脑缺血大鼠的工作记忆能力，保护神经元细胞，其机制可能与上调海马区 Ｇｌｕ、ＮＲ２Ｂ
表达有关。
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　　脑组织的存活和发挥功能依赖于血液的持续流
动，血液为其提供能量、氧气并带走代谢废物［１２］，颈

颅血管是脑组织血液运行的通道，因此，血液本身及

颈颅血管病变都可引起脑组织损伤性疾病，颈动脉

狭窄可引起部分脑组织供血不足，物质交换受阻引

起脑组织萎缩甚至坏死，进而出现认知功能障

碍［３４］，不仅降低患者生命质量，而且显著缩短卒中

患者的生存时间，给家庭及社会带来了沉重的负担，

已经成为导致年龄相关的认知障碍和痴呆第二常见

原因［５］。中医学认为，气血不荣，脑髓失充，脑需要

气血津液不断的充养、滋润，脑髓失养，则不能发挥

统领官骸的功能［６］。肾为封藏之本，藏精主骨生髓，

髓通于脑。“肾充于脑”的观点认为肾能生髓并生

精，脑能统髓，髓上充于脑。肾的精微物质充养于

脑，为脑发挥功能的物质基础，若肾中精气匮乏，无

精充盈，其脑空虚，久之则出现脑老化［７］。

培元通脑胶囊配方秉承道法自然的原理，在多

种交互影响的因素和复杂的稳态系统中取类比象，

从肾的脏腑理论出发，认为肾中精气是机体生命活

动的根本，对机体各种生理活动均起着极为重要的

作用，故治内功能性质的病要先看肾之虚实，扶助肾

中正气，佐以祛瘀熄风通络之品，可既病减轻损伤，

又可预防在先，防止传变。课题组应用培元通脑胶

囊胶囊益肾填精，熄风通络的药理作用治疗脑缺血

大鼠，观察其对于脑缺血大鼠认知功能的影响，现将

结果报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康ＳＤ大鼠５２只，雄性，白色，平均
体质量（２５０±１０）ｇ，购自北京维通利华实验动物技
术有限公司，许可证号［ＳＣＸＫ（京）２０１２０００６］，饲养
于北京中医药大学东直门医院实验动物中心屏障实

验室（中医内科学教育部暨北京市重点实验室），温

度２２～２４℃，湿度 ５０％～７０％。自由进食、进水，
１２ｈ明暗交替光照。
１１２　药物　培元通脑胶囊（河南羚锐制药有限公
司，生产批号：１７０９１９２），组方：制何首乌４２９ｇ、熟地
黄２８６ｇ、天冬２８６ｇ、醋龟甲４６ｇ、鹿茸２３ｇ、酒苁蓉
１１４ｇ、肉桂２４ｇ、赤芍４９ｇ、全蝎４８ｇ、烫水蛭９６ｇ、
地龙４９ｇ、炒山楂１４２ｇ、茯苓４８ｇ、炙甘草２９ｇ，由
上述药物制成干浸膏粉，灌胃时加水配制成溶液。

尼莫地平片［拜耳（中国）有限公司，国药准字

Ｈ２０００３０１０］，使用药品研磨器磨成粉末配制成
溶液。

１１３　试剂与仪器　试剂：ＮＭＤＡ２Ｂ受体抗体［艾
博抗（上海）贸易有限公司，批号 ＡｎｔｉＮＭＤＡＲ２Ｂ抗
体（ａｂ６５７８３）］；仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪，
仪器型号：ａｇｉｌｅｎｔ１２００型，制造商ＵＳＡＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　采用 ＳＰＳＳ２４０统计软
件产生随机数字，进行随机分组。将５２只 ＳＤ大鼠
随机分为假手术组、模型组、阳性对照组（尼莫地平

组）、培元通脑组，每组１３只。模型制备：双侧颈总
动脉结扎法，１０％水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ体质量）腹腔
注射麻醉大鼠。将大鼠固定在白色泡沫垫上，以利

于保持大鼠体温。将麻醉后大鼠仰卧于手术台上，

取颈部正中切口，沿胸锁乳突肌内侧缘分离肌肉及

筋膜，找到颈动脉鞘，将右侧颈总动脉与迷走神经轻

轻剥离后应用６～０号灭菌线束将颈总动脉行两端
结扎并剪断，左侧颈总动脉行同样手术操作后，缝合

颈部切口。模型组、尼莫地平组、培元通脑组均进行

相同颈部血管结扎手术，假手术组仅钝性分离双侧

颈总动脉无其他操作即缝合颈部切口。颈部手术结

束后各组动物均腹腔注射青霉素注射液１ｍＬ防术
后感染。

１２２　给药方法　依据陈奇主编《中药药理实验方
法学》［１０］按照体表面积换算，大鼠的尼莫地平灌胃

剂量为 ８１ｍｇ／ｋｇ，培元通脑胶囊灌胃剂量为
０４８６ｇ／ｋｇ。每天上午定时灌胃给药（假手术模型
组给予相应体质量的饮用水灌胃，尼莫地平组及培

元通脑组均给予相应剂量的药物）以外，饲养期间动

物自由摄食和饮水。

１２３　检测指标与方法
１２３１　行为学测试（Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫）　饲养动物
至８周时进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫定位航行训练［８９］，２ｄ
后进行工作记忆测试。１）环境适应：训练开始前
２４ｈ，让大鼠在没有站台的水迷宫内游泳３ｍｉｎ以适
应环境；２）训练期：将大鼠背向水池从每个象限的中
点放入迷宫中，随机变换每个试次的入水象限，站台

的位置保持不变（第Ⅲ象限）。大鼠在６０ｓ内找到
站台后在上面停留５ｓ，如果大鼠在６０ｓ内没有找到
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表１　各组更换平台第１天潜伏期平均值与其后每天潜伏期平均值比较（珋ｘ±ｓ）

组别 第１天 第２天 第３天 第４天

假手术组 １７２６±０３８ １１４１±４３９ １０５４±４０９ ９９５±４５９△

模型组 ３１２９±２６９ ２９４２±０５０ ２７３２±４３８ ２５９９±１１０△

尼莫地平组 ３００４±４５１ ２５９４±１３７ ２３０１±６５９ １７８３±３４９△

培元通脑组 ３０４９±２６２ ２６３５±３５２△ ２２３１±３７３△ １８８７±１１５４▲

　　注：逃避潜伏期与第１天比较，Ｐ＜００５；逃避潜伏期与第１天比较，△Ｐ＜００５；逃避潜伏期与第１天比较，▲Ｐ＜００１

站台，则将其引导至站台并停留５ｓ。大鼠每天接受
非站台象限入水训练，共２个区块训练（每个区块
包括３个试次）。每个试次之间的间隔为６０ｓ，２个
ｂｌｏｃｋ之间的间隔为３ｍｉｎ，共训练３ｄ。使大鼠学会
寻找站台的一般规则；３）工作记忆：参考记忆训练
２ｄ后进行。在参考记忆训练阶段站台位于东北象
限位置，第１天变换站台位置至西南象限位置，每天
更换站台象限，每天训练３次，即保证除站台所在象
限以外的象限均入水１次。入水象限更换次序：第
１天西南象限，第 ２天西北象限，第 ３天东南象
限，第４天东北象限。
１２３２　尼氏染色　每组其中随机选取５例大鼠
取全脑，将海马部位切片制作蜡块，进行尼氏染

色，观察海马 ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区尼氏小体表达
情况。

１２３３　生物检测　谷氨酸含量测定：海马样品称
重、离心１０ｍｉｎ，取上清液，应用美国Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高
效液相色谱仪（ＡｇｉｌｅｎｔＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ工作站），色谱
柱：ＺＯＲＢＡＸ ＥｃｌｉｐｓｅＡＡＡ（４６ｍｍ ×１５０ｍｍ，
５μｍ）；检测波长：激发光波长λｅｘ＝３４０ｎｍ，发射光
波长 λｅｍ＝４５０ｎｍ。柱温 ４０℃，进样量 １５μＬ；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析：取大鼠右侧海马组织，样本蛋白提
取：将组织样品研磨破碎加入适量ＲＩＰＡ裂解液（含
蛋白酶抑制剂，磷酸酶抑制剂）进行重悬，冰上裂解

３０ｍｉｎ进行蛋白提取，转膜方法：ＰＶＤＦ膜转移至电
转液中，按照电流３００ｍＡ恒流转膜；稀释，培养，一
抗洗膜，二抗孵育：用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ封闭液稀释二抗
（ＮＭＤＡ２Ｂ受体抗体，Ａｂｃａｍ／ａｂ６５７８３），羊抗兔
ＨＲＰ１∶５０００稀释，ＴＢＳＴ洗膜，条带灰度值采用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅｖ４６２软件进行读取。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２４０统计软件进行
数据分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组
间比较应用方差分析，组内比较应用Ｔ检验，以Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。大鼠行为学测试结束
后断头脑，取左侧海马高效液相色谱法测定谷氨酸

含量，右侧海马进行 ｗｅｓｔｅｒｂｌｏｔ测定 ＮＭＤＡ２Ｂ受体
测定。

２　结果
２１　水迷宫第１、２、３、４天逃避潜伏期比较　Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫：假手术组大鼠（第１天与第２天比较、第１
天与第３天比较Ｐ＞００５，第１天与第４天比较Ｐ＜
００５）；模型组大鼠（第１天与第２天比较、第１天与
第３天比较 Ｐ＞００５，第 １天与第 ４天比较 Ｐ＜
００５）；尼莫地平组大鼠（第１天与第２天比较、第１
天与第３天比较Ｐ＞００５，第１天与第４天比较Ｐ＜
００５）；培元通脑组大鼠（第１天与第２天比较、第１
天与第３天比较Ｐ＜００５，第１天与第４天比较Ｐ＜
００１）。

各组大鼠在适应训练后均能完成空间学习记忆

任务，但是，模型组大鼠在完成工作记忆任务寻找站

台的潜伏期在第２天和第３天明显长于培元通脑组
大鼠，第４天２组干预组与模型组大鼠寻找站台的
潜伏期差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。
２２　尼氏染色结果　在尼氏小体表达方面，模型组
图片中显示Ｎｉｓｓｌ小体的数量减少甚至消失，细胞皱
缩，核固缩，神经细胞排列松散，染色变浅、模糊不

清，而尼莫地平组、培元通脑组Ｎｉｓｓｌ小体较多，细胞
排列较紧密，染色清楚。

图１　各组海马组织内ＮＭＤＡＲ２Ｂ相对灰度值比较

图２　假手术组和模型组比较（尼氏染色，×４０）
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图３　尼莫地平组和培元通脑组比较（尼氏染色，×４０）

２３　各组海马组织内谷氨酸含量比较　假手术组
谷氨酸含量测定高于模型组，差异有统计学意义，与

尼莫地平组、培元通脑组比较，差异无统计学意义，

模型组与尼莫地平组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
００５６＞００５），模型组与培元通脑组比较，差异有统
计学意义（Ｐ＝００４５＜００５），尼莫地平组与培元通
脑组比较，差异无统计学意义；各组海马组织内ＮＭ
ＤＡ２Ｂ受体相对灰度值比较：各组海马组织内 ＮＭ
ＤＡ２Ｂ受体蛋白表达比较模型组与尼莫地平组比较
（Ｐ ＝００３６＜００５），与 培 元 通 脑 组 比 较
（Ｐ＝０００５＜００１），尼莫地平组与培元通脑组比较
（Ｐ＝０４０４＞００５）。见表２。

表２　各组海马组织内谷氨酸含量、ＮＭＤＡ２Ｂ受体
相对灰度值（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别
海马组织内谷氨酸含量

（ｍｇ／ｇ）
ＮＭＤＡ２Ｂ受体
相对灰度值

假手术组 １２３±０１１ ０７４±００９
模型组 １０７±０１３ ０５０±０１３

尼莫地平组 １２０±０１０△ ０６４±００９▲

培元通脑组 １２１±０１８△▲ ０６５±０１２△□

　　注：假手术组与模型组比较，Ｐ＜００５；模型组与尼莫地平组比

较、尼莫地平组与培元通脑组比较，尼莫地平组、与培元通脑组比

较，△Ｐ＞００５；模型组与培元通脑组比较，▲Ｐ＜００５；与模型组比

较，□Ｐ＜００１

３　讨论
缺血性脑血管病是世界范围内致残致死的主要

原因，高危非致残性缺血性脑血管事件（ＨｉｇｈＲｉｓｋ
ＮｏｎｄｉｓａｂｌｉｎｇＩｓｃｈｅｍｉｃＣｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒＥｖｅｎｔｓ，ＨＲ
ＮＩＣＥ）所致认知障碍症状隐匿，不易察觉，影响患者
精细工作能力及社会活动，导致患者生命质量下降，

已引起医学界高度重视［１１］。我们应用完全永久阻

断颈动脉系统供血的大鼠模型［１２１３］，能够模拟前脑

缺血性损伤［１４］，手术前后经激光散斑血流成像仪

ＰｅｒｉＣａｍＰＳＩ观察，假手术组术前术后脑灌注量无明
显变化，其他３组术后脑血流灌注均有显著下降。

本研究病机上立论于缺血导致毒损脑络，治疗

上以扶正护脑为治疗原则，脑的功能主要是灵机记

忆、认知思考等高级神经思维活动，这些功能依赖于

脑络的气血渗灌，王永炎院士等［１５１６］提出脑内血

络、气络之概念，认为脑气络、血络无法正常推动、调

节、统摄血液运行则脑失所养、毒邪内生，而肾为一

身阴阳之根本，肾阳不足温煦蒸腾无力，无以温脾，

脾不健运聚湿生痰浊；肾阴不足无以化生精血，致生

化乏源、髓海空虚、神机失用（《内经精义》《医林改

错》），培元通脑胶囊全方配伍有益肾填精、息风通

络的作用，该方以制何首乌补肝益肾养血祛风、熟地

黄滋阴补血、生精益髓共为君药，滋养肝肾、填补精

血、补益肾元；臣药龟甲、天冬共助君药养阴增液、可

治液枯内动之虚风平息风阳，鹿茸、酒苁蓉共壮肾

阳，以助君药陪补下元；佐药全蝎、地龙、赤芍、水蛭

共奏疏通脉络、祛瘀血作用，为佐助之品，肉桂佐助

鹿茸肉苁蓉温肾壮阳，同时引火归元防止虚阳浮越，

山楂、茯苓防补药之滋腻碍胃，影响脾胃；使药炙甘

草调和诸药［１５］。

本研究观察大鼠在水迷宫中完成工作记忆任务

的过程，发现在行为学方面各组大鼠在基础训练完

成后基本熟悉迷宫环境，但是模型组大鼠逃避潜伏

期明显延长。本研究发现培元通脑组大鼠较快适应

了站台变化，因此该组大鼠能在第２天试验时在首
次发现站台之后即可短时存储站台位置标记，能够

使用较短的路径到达平台、逃避潜伏期缩短，而模型

组大鼠则在第４天整体逃避潜伏期才改善，肾为作
强之官伎巧出焉，水迷宫工作记忆的改善体现了培

元通脑益肾填精的作用。

在尼氏小体表达方面，模型组图片中明显显示

Ｎｉｓｓｌ小体的数量减少甚至消失，细胞皱缩，神经细
胞排列松散，而假手术组、尼莫地平组、培元通脑组

Ｎｉｓｓｌ小体较多，Ｎｉｓｓｌ小体是神经细胞合成蛋白质的
场所，经过改善缺血的治疗能够保护 Ｎｉｓｓｌ小体，使
其发挥功能为神经活动提供必要的蛋白质。

脑的高度复杂性组构是由于存在大量互相交流

的细胞，它们可以编码和在一定的距离内传导信息，

这种信息在神经系统内的运动，而突触在其中为关

键结构［１６］，在突触的信息传递中不同的神经递质有

着不同的作用，谷氨酸及其受体不论在形态学或功

能学的研究都有大量报道［１７］，谷氨酸 ＮＭＤＡ受体
兴奋能够增强突触传递的效能，该现象被称为长时

程增强（ＬｏｎｇｔｅｒｍＰｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ），海马的兴奋性
突触传递由谷氨酸受体（ＮＭＤＡ受体）介导［１８］，水迷
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宫发明者ＲｉｃｈａｒｄＭｏｒｒｉｓ等人给大鼠注射 ＮＭＤＡ受
体阻断剂，观察到大鼠不能记住水下平台的位置，为

ＮＭＤＡ受体依赖性过程在记忆中的作用提供证据。
功能性ＮＭＤＡ受体需由ＮＲ２亚单位与 ＮＲ１共同形
成四聚体，ＮＲ２ＢＣ末端多种蛋白激酶磷酸化位点
为ＮＲ２Ｂ的磷酸化和去磷酸化的基础，而蛋白可逆
磷酸化是细胞信号转到过程的共同机制［１９］，因此，

本研究选择进行谷氨酸含量及 ＮＭＤＡｒｅｃｅｐｔｏｒ２Ｂ
（ＮＲ２Ｂ）为观察对象。

研究中观察到各组大鼠海马内谷氨酸含量比

较：假手术组谷氨酸含量测定高于模型组，差异有统

计学意义，与尼莫地平组、培元通脑组比较无差异，

模型组与尼莫地平组比较，差异无统计学意义，模型

组与培元通脑组比较，差异有统计学意义，尼莫地平

组与培元通脑组比较，差异无统计学意义；ＮＭＤＡ２Ｂ
受体蛋白表达比较假手术组与模型组、尼莫地平组、

培元通脑组比较，差异有统计学意义，模型组与尼莫

地平组比较（Ｐ＜００５）与培元通脑组比较（Ｐ＜
００１），尼莫地平组与培元通脑组比较，差异无统计
学意义。谷氨酸作为兴奋性神经递质，在本研究中

经过培元通脑胶囊的治疗，其在海马内含量较模型

组含量升高，尼莫地平组表现平平，但是与培元通脑

组差异无统计学意义，但是 ＮＲ２Ｂ表达观察组优于
模型组，培元通脑组和尼莫地平组之间差异无统计

学意义。

因此培元通脑胶囊全方君臣佐使配伍能够达到

改善神经元代谢的功能，息风通络作用能改善血流，

使精微物质上输于脑，同时改善脑的脉络使其循环

废物顺利排出，药物的作用机制可能通过上调脑缺

血大鼠海马神经元谷氨酸含量及 ＮＲ２Ｂ蛋白表达，
改善缺血大鼠在 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫的表现，体现了益肾
填精、肾气充盛进而筋骨强健，动作敏捷，本研究观

察到培元通脑胶囊对脑缺血大鼠工作记忆、神经递

质及受体均有影响。

研究中发现，培元通脑组与尼莫地平组比较，差

异无统计学意义，首先我们考虑两者有比较类似的

作用，都能改善微循环，保护神经元；其次，条件限制

使得本研究观察例数有限，观察周期较短，未能更好

更全面的发挥药物的作用，以上不足将在我们今后

的研究中改良。
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