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脑心通胶囊对血管性痴呆大鼠乙酰胆碱能神经的影响※

孙康哲 曾建国▲

摘 要 目的：研究脑心通胶囊对VD大鼠认知功能障碍的改善作用及对胆碱能神经环路的保护

作用。方法：取48只SPF级SD雄性大鼠，采用改进的双侧颈总动脉反复缺血－再灌注（2VO）方法制

备VD模型，并随机分为4组：VD模型组、假手术（Sham）组、脑心通胶囊治疗组、多奈哌齐阳性对照组，

每组12只。采取Y迷宫法检查各组大鼠空间记忆能力；采用HE染色法进行组织病理学检查，电镜下

观察大鼠海马CA1区的中段细胞水平和形态；应用免疫组化法检查大鼠胆碱乙酰转移酶（ChAT）的表

达程度。结果：Y迷宫数据表明脑心通胶囊治疗组大鼠自发交替率明显比VD模型组高（P<0.05）；组

织病理学检查方面，脑心通胶囊治疗组大鼠海马CA1区的中段细胞数量显著比VD模型组高（P<
0.05）；脑心通治疗组大鼠海马区ChAT阳性细胞数明显多于VD模型组（P<0.05）。结论：脑心通胶囊

对VD大鼠胆碱能神经环路中ChAT蛋白水平的表达起促进作用，能帮助其恢复空间记忆能力。
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血管性痴呆（vascular dementia,VD）是一种以组织

学损伤和进行性智力减退为特征的脑损伤，常由缺血

缺氧性或出血性脑血管病变引发[1]。据统计，全世界

有3600万VD患者，并在将来相当长的一段时间内极

可能呈显著增长趋势[2]。血管性因素逐渐成为老龄化

人口中引发痴呆病变的高发因素，VD逐渐成为继阿

尔茨海默病（Alzheimer's Disease，AD）后的第二种常

见老年痴呆症[3-4]。VD是一种可治疗的老年性痴呆，

只要早期预防和干预可以就大大降低残障的发生率，

因此针对VD的研究具有重要的意义。

中药胶囊及颗粒剂具有服用简单、吸收好、携带

方便等优点，被临床广泛使用。目前，常用于治疗VD
的中成药有脑心通胶囊、养血清脑颗粒、银杏叶片、脑

复康胶囊、通心络胶囊等[5]。脑心通胶囊组方源于清

代王清任《医林改错·卷下·瘫痿论》的补阳还五汤，在

此基础加虫类药和活血化瘀药共 16味中药组成[6]。

大量临床数据证实，脑心通胶囊对VD等疾病具有良

好的治疗作用[7]。本实验采用双侧颈总动脉反复缺

血-再灌注(2VO)方法建立VD大鼠模型，用脑心通胶

囊干预治疗，探讨其对VD大鼠认知功能障碍的改善

作用以及对胆碱能神经环路的保护作用。

1 材料与方法

1. 1 实验动物与分组 健康 SPF级雄性 SD大鼠 48
只（实验动物许可证号：SCXKG2017-0002；质量合格

证号：0017985），由广西医科大学实验动物中心提供，

体重范围 250~300 g，饲养条件为室温(25±1)℃，湿度

(50±10)%，明暗周期 12 h，自由饮水和摄食。采用简

单随机化分组法（计算机产生随机数字）分为假手术

(Sham)组、VD模型组、脑心通胶囊治疗组、多奈哌齐阳

性对照组，每组 12只。Y迷宫实验每组使用 6只，病

理切片观察每组使用3只，免疫组化每组使用3只。

1. 2 实验试剂与仪器 脑心通胶囊（陕西步长制药

有限公司，国药准字Z20025001，批号：170520）；胆碱

乙酰转移酶(ChAT)一抗(上海雅吉生物科技发展公司，

批号：170430)；多奈哌齐(卫材中国药业有限公司，国

药准字H 20050978，批号：1702080)；水合氯醛（陕西

圣瑞医药科技有限公司，批号：170325）；Y迷宫由广

西医科大学第二附属医院自制；INTELSINT TP 300封
闭式组织脱水机；Thermo Scientific HistoStar组织包埋

机；SLEE CUT 4062手动轮转式切片机；上海精密仪器

有限公司 TEC 2500 病理组织漂烘仪；Leica TCSSP 8
共聚焦显微镜等。
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1. 3 实验方法

1. 3. 1 造模与给药 VD大鼠模型采用改良双侧颈

总动脉反复缺血-再灌注(2VO)法[6]。主要方法如下:取
健康雄性SD大鼠48只，适应性饲养7天，术前禁食禁

水 8 h，根据体重（350 mg/kg）使用 3.5%水合氯醛腹

腔注射麻醉。除 Sham组外，其余各组采取 2.5 mg/kg
硝普钠腹腔注射，随即使用无创动脉夹夹闭双侧颈总

动脉，夹闭10 min后松开10 min，反复操作5次，取出

动脉夹及丝线，消毒皮肤，保温饲养。为防止低温对

缺血性脑损伤的保护，整个造模过程中维持动物肛温

在37 °C左右。

各组大鼠造模后次日灌胃给药，根据各组大鼠体

重按剂量给药，脑心通胶囊治疗组（350 mg/kg）灌胃1
次/d，多奈哌齐对照组（5 mg/kg）灌胃 1次/d，Sham组

和VD模型组用等容量生理盐水灌胃，持续27 d。
1. 3. 2 空间记忆能力测试 采用Y迷宫实验法在术

后 27 d进行。每组取 6只大鼠从A臂置入，使其在

ABC三个臂中自由活动 8 min，记下大鼠在ABC三个

臂的穿梭次数（经过中心臂后且进入不同于上一次进

入的臂，如ABC、ACB或CAB）。用选择性穿梭的次数

与总穿梭次数的比值（即自发交替率）来评估大鼠的

空间记忆能力，比值越大，表明大鼠的空间记忆能力

越好[9]。

1. 3. 3 病理切片观察 每组取 3只大鼠使用苏木

精-伊红（HE）染色法制作大鼠脑组织的病理切片[10]。

连续给药 27 d后，大鼠经麻醉后固定于自制的手术

木板上，置于解剖盘中，开胸暴露并游离出心脏，切开

右心房，经左心室插入灌流针并固定，分别用 25 mL
磷酸盐缓冲液（PBS）和 4%多聚甲醛灌流心脏。取脑

后用4%多聚甲醛固定，1 d后用自动脱水机脱水，采

用石蜡包埋后切片，选出海马部位用HE法染色，置于

光镜下观察CA1区形态学变化。

1. 3. 4 免疫组化法 每组取 3只大鼠根据体重（350
mg/kg）用水合氯醛腹腔注射麻醉，在心脏部位插入管

道方向为左心室向升主动脉，先用150 mL 0.9％生理

盐水冲洗，随后灌入 300 mL 4％多聚甲醛在 30 min
内完成；取脑并将脑组织固定在4％多聚甲醛中10 h,
随后用 30％的蔗糖-PBS溶液和 20％的蔗糖-多聚甲

醛溶液处理直至下沉。选取视交叉后缘处脑组织，进

行包埋、切片处理，然后用免疫组化法染色。在电镜

下观测各组大鼠海马CAl区ChAT蛋白的表达情况。

1. 4 统计学分析 采用 SPSS 19.0统计软件进行数

据分析，实验数据以均数±标准差(-x ± s)表示，多组均

数间比较采用单因素方差分析，以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2. 1 空间记忆功能测试结果 结果表明，VD模型组

大鼠空间记忆能力显著低于Sham组（P<0.05）。多奈

哌齐阳性对照组、脑心通胶囊治疗组空间记忆能力显

著高于VD模型组（P<0.05）。各分组间大鼠在迷宫总

进臂数量差异无统计学意义（P>0.05），说明各组大鼠

常规移动不受手术和口服药物的影响。见表1。

2. 2 HE染色的一般形态学观察 结果表明，Sham
组海马CA1区呈现结构清晰、分布均匀的多层排列的

锥体细胞，神经细胞外形为圆形或椭圆形，颜色较淡，

染色均匀为淡蓝色或蓝色；VD模型组海马CA1区显

示排列稀疏、紊乱的锥体细胞，神经元细胞数量较少，

呈固缩状或显示为极淡蓝色或蓝色消失，细胞间质成

分呈颗粒状分布，细胞内有空腔，细胞间隙增大；和

VD模型组相比，多奈哌齐阳性对照组、脑心通胶囊治

疗组呈规则外形形态，细胞间隙比VD模型组小，空腔

现象比VD模型组少。见图1。
大鼠海马 CA1区HE染色中段细胞计数结果表

明，与 Sham组对比，VD模型组明显下降(P<0.05)，而
脑心通胶囊治疗组及多奈哌齐阳性对照组较VD模型

组增多(P<0.05)。见表2。
2. 3 免疫组化结果 结果表明，与 Sham组对比，VD
模型组ChAT阳性细胞数明显下降(P<0.01)，而脑心通

胶囊治疗组及多奈哌齐阳性对照组大鼠海马CAl区
ChAT阳性细胞数较 VD模型组增多(P<0.05)。见图

2、表3。
3 讨论

反复脑缺血-再灌注损伤是导致VD的病理生理

学基础，本次研究制备VD大鼠模型采用的是经改良

表1 各组大鼠空间记忆能力情况

组别

VD模型组

Sham组

多奈哌齐阳性对照组

脑心通胶囊治疗组

数量

6
6
6
6

自发交替率(%，-x ± s)
55.43±18.63*
68.89±6.55
65.24±12.22#
65.09±4.65#

进臂次数总和

24
29
28
27

注：与Sham组相比，*P<0. 05；与VD模型组相比，#P<0. 05
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的双侧颈总动脉反复缺血-再灌注(2VO)法。术后大

鼠均出现明显的认知功能障碍，HE染色提示，VD模

型组大鼠海马CA1区中段细胞数显著下降，神经元受

损，同时免疫组化结果说明造模大鼠中枢胆碱能神经

环路中ChAT蛋白显著降低。

在对VD病理机制的研究中，乙酰胆碱能系统对

大脑的认知学习功能起到重要作用。神经系统中最

重要的神经递质便是在胆碱乙酰转移酶（ChAT）的作

用下由乙酰辅酶A和胆碱合成的乙酰胆碱（Ach），其

主要作用是传递神经冲动。乙酰胆碱能环路主要由

Ach、乙酰胆碱酯酶、ChAT三部分组成，其总体状况直

接决定着痴呆的病发、严重程度和病程[11-12]。相关研

究表明[13]，海马CA1区损伤的严重程度决定着VD学

习、记忆等相关功能的损害。胆碱能神经环路的活性

主要由乙酰胆碱酯酶(AChE)、乙酰胆碱受体(AChＲ)、
胆碱乙酰基转移酶 (ChAT)、囊泡乙酰胆碱转运体

(VAChT)等物质决定。ChAT由于稳定性高且仅存在

于胆碱能神经元内而被广泛认为是胆碱能神经元活

性状态的最佳标志物[14-15]。

脑心通胶囊在临床上被广泛用于治疗心脑血管

疾病，是基于古方补阳还五汤增加了虫类药、活血化

瘀药制成的复方中药制剂[16]。据报道，脑心通胶囊有

可增强大脑血氧供应,保护脑细胞,对VD患者学习、认

知功能、判断和思维能力起到改善作用[17-20]。从组织

病理学和免疫组化结果来看，脑心通胶囊治疗组大鼠

海马CA1区的中段细胞水平和ChAT阳性细胞数显著

高于VD模型组，鉴于ChAT被广泛认为是胆碱能神经

元活性状态的最佳标志物，因此判断脑心通胶囊有上

调胆碱能神经环路的功能。

本研究采用长效的中枢乙酰胆碱酯酶抑制剂

(AchEI)多奈哌齐作为阳性药。其主要通过选择性抑

制乙酰胆碱的降解，增大神经元突触间隙乙酰胆碱的

浓度，使VD症状得到改善。大量实验结果证实，多奈

哌齐可明显改善VD患者在认知、智能以及日常生活

能力的状态，且很少产生不良的外周反应[21-23]。通过

本研究发现，脑心通胶囊在改善大鼠空间记忆能力及

调节大鼠胆碱能神经环路ChAT蛋白的表达方面效果

相当。

本研究结果表明，脑心通胶囊在VD大鼠胆碱能

神经环路ChAT蛋白的表达方面有调控作用，能有效

改善其他记忆能力。但是，本次研究仍存在不足之

处，如未对其他胆碱能神经蛋白进行考察，没有从基

VD模型组

多奈哌齐阳性对照组

Sham组

脑心通胶囊治疗组

图1 各组大鼠海马CA1区HE染色情况（× 100）

表2 各组大鼠海马CA1区HE染色中段细胞数（
-x ± s）

组别

VD模型组

Sham组

多奈哌齐阳性对照组

脑心通胶囊治疗组

数量（只）

3
3
3
3

细胞数（个）

7.83±4.22*
24.16±2.73
23.12±3.57#
22.22±3.44#

注：与Sham组相比，*P<0. 05；与VD模型组相比，#P<0. 05

VD模型组

多奈哌齐阳性对照组

Sham组

脑心通胶囊治疗组

图2 各组大鼠海马CA1区免疫组化法染色情况（× 400）
表3 各组大鼠海马CA1区ChAT阳性细胞数（

-x ± s）
组别

VD模型组

Sham组

多奈哌齐阳性对照组

脑心通胶囊治疗组

数量（只）

3
3
3
3

细胞数（个）

276.33±181.22*
774.16±112.78
516.12±53.57#
552.22±53.44#

注：与Sham组相比，*P<0. 01；与VD模型组相比，#P<0. 05
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因层面明确脑心通胶囊对ChAT基因启动子的调控作

用，可在以后的研究中逐步完善。
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