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低分子姬松茸多糖对 Ｄ－半乳糖
致衰老大鼠的保护作用

樊　丽　许景伟　李世玲　李雪岩　马立威

摘　要　目的　研究低分子姬松茸多糖（ＬＭＰＡＢ）对 Ｄ－半乳糖致衰老大鼠学习记忆及抗氧化能力的影响。方法　５０只

ＳＤ雄性大鼠分成对照组、衰老模型组、ＬＭＰＡＢ组（１００、２００、４００ｍｇ／ｋｇ）。衰老模型组大鼠每天 １次连续 ４２天皮下注射 Ｄ－半乳

糖（３００ｍｇ／ｋｇ）；ＬＭＰＡＢ组注射 Ｄ－半乳糖剂量与时间同衰老模型组，同时腹腔分别注射 ＬＭＰＡＢ；正常对照组每天 １次连续 ４２

天皮下注射等量 ０．９％氯化钠注射液。应用水迷宫实验和避暗反应实验检测大鼠的学习记忆能力。按照南京建成试剂盒方法，

检测大鼠海马组织中氧化相关指标；应用细胞衰老 β－半乳糖苷酶染色试剂盒检测细胞衰老情况；流式细胞仪检测海马神经元

的凋亡情况。结果　与衰老模型组比较，ＬＭＰＡＢ高剂量组中央活动路程、站台周边活动路程及时间均明显延长（Ｐ＜０．０１）、平均

速度均明显提高（Ｐ＜０．０１）；潜伏期明显缩短，错误次数明显减少（Ｐ＜０．０１）；海马神经元凋亡率明显减少（Ｐ＜０．０１）；ＭＤＡ含量

减少（Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－ＰＸ活性均增高（Ｐ＜０．０１），且有浓度依懒性；胞质 ＳＡ－β－Ｇａｌ阳性区域相对吸光度值降低

（Ｐ＜０．０１）。结论　ＬＭＰＡＢ可改善 Ｄ－半乳糖致衰老大鼠的学习记忆能力，增强脑组织总抗氧化力，并减轻衰老大鼠脑海马区

细胞凋亡。
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　　随着人口老龄化问题日趋严峻，衰老和延缓衰老 是当今社会共同关注的问题，其中脑老化是机体衰老

的重要表现。学习记忆能力下降甚至阿尔茨海默症、

帕金森病等发生率呈逐年上升趋势
［１］
。海马是与学

习记忆相关的主要脑区，易受氧化损伤的影响，体内

高氧化应激状态可导致衰老的观点得到较为广泛的

认同
［２，３］
，因此，抗氧化可以有效防治脑衰老的发生、

·５１１·

　　医学研究杂志　２０１９年 ８月　第 ４８卷　第 ８期 ·论　　著·　



发展。姬松茸又名巴西蘑菇，是珍贵的食药兼用的真

菌。富含多糖、蛋白质等营养成分，姬松茸多糖是从

其子实体中分离提取的 β型葡聚糖，低相对分子质
量多糖（＜５００００）较高相对分子质量多糖易于进行
结构修饰，具有通过结构改造提高药效的潜在价值。

ＬＭＰＡＢ具有增强免疫，抗氧化及抗肿瘤等效应，但其
抗衰老的研究鲜见报道，本研究采用皮下注射 Ｄ－半
乳糖制造大鼠衰老模型，通过水迷宫等行为学实验，

氧化相关指标及细胞凋亡的检测等，观察低分子姬松

茸多糖对 Ｄ－半乳糖致衰老模型大鼠的学习记忆及
抗氧化的影响

［４～６］
。

材料与方法

１．实验动物：ＳＤ大鼠５０只，雄性，无特定病原体
（ＳＰＦ）级，３月龄，体质量 １８０～２００ｇ，由哈尔滨医科
大学实验动物中心提供。实验动物许可证号：ＳＹＸＫ
（黑）２０１６－００１。饲养环境安静，自然通风，室温
２５℃，相对湿度４５％ ～７５％。光线正常明暗交替，自
由进食，饮水。

２．药品与试 剂：ＬＭＰＡＢ（纯 度 ≥ ９５％，批 号
ＳＸＪＲ１７０３１１－１６）购自陕西金润生物科技有限公司；
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷肌甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉ
ｏｎｅ－ＰＸＧＳＨ－ＰＸ）、丙二醛（ＭＤＡ）和蛋白含量检测
试剂盒购自南京建成生物公司；β－半乳糖苷酶染色
试剂盒购自碧云天生物技术公司；凋亡检测试剂盒购

自美国 ＢＤ公司。
３．仪器：ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪，购自美国 ＢＤ

公司；Ｓａｆｉｒｅ２酶标仪，购自奥地利 Ｔｅｃａｎ公司；Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫视频跟踪系统，购自成都仪器厂；大鼠避暗仪

ＩＸｅｙｅＳｈｕｔｔｌｅＢｏｘ穿梭避暗实验系统，购自成都泰盟
软件技术有限公司；倒置荧光显微镜，购自德国 Ｚｅｉｓｓ
公司。

４．动物分组与衰老模型建立：ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ５０
只，雄性，３月龄，体质量 １８０～２００ｇ。随机分为正常
对照组，衰老模型组，ＬＭＰＡＢ组（１００、２００、４００ｍｇ／
ｋｇ），每组 １０只。衰老模型组皮下注射 Ｄ－半乳糖
（３００ｍｇ／ｋｇ）每天１次连用４２天；ＬＭＰＡＢ组注射 Ｄ－
半乳糖剂量与时间同衰老模型组，同时腹腔分别注射

ＬＭＰＡＢ；正常对照组皮下及腹腔注射等量 ０．９％氯化
钠注射液每天１次连用４２天。经水迷宫实验验证造
模成功。

５．Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验：Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫是测量啮齿
类动物空间学习记忆能力的经典方法。仪器主要由

一直径为 １２０ｃｍ、高 ５０ｃｍ的圆形水池和一可移动位

置的平台组成，水池上空通过一摄像机与监视器和计

算机连接。水池里水温控制在 ２３±２℃，平台、水、池
壁均染成黑色以隐蔽平台，水中不能明显见到安全平

台。水池等分为 ４个象限，将平台放在第 ３象限中
间，在４个象限中点位置分别将大鼠面向水池壁放入
水中。实验过程中水池及周围环境保持不变。当设

定的训练时间已到或大鼠已爬到平台，计算机停止跟

踪并记录下游泳轨迹和自动计算出大鼠在水池中所

游过的路程、时间、速度等。实验历时４天，每天每只
鼠训练４次，第５天去除平台，任选一个入水点将大
鼠放入水中，记录６０ｓ。

６．避暗反应实验：实验前先将大鼠放入避暗仪反
应箱中训练 ５ｍｉｎ，正式测试开始时将大鼠背对洞口
放入明室，大鼠进入暗室则受到交流电电击，避暗仪

自动记录 ５ｍｉｎ内大鼠进入暗室的次数（即错误次
数）和首次进入暗室前在明室的停留时间（即避暗潜

伏期）。共测试７天，记录５ｍｉｎ内错误次数和避暗潜
伏期，将每只大鼠７次结果的均值进行统计分析。

７．海马神经细胞凋亡检测：制备单细胞悬液，用
冷的ＰＢＳ洗涤细胞，用 １ｍｌ１×的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮
细胞，３００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，弃上清，调整细胞密度为
１×１０６个／毫升，每管加入 １００μｌ细胞。再向管中加
入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ。室温，避光，轻轻地混匀，
１０ｍｉｎ。加入 ５μｌＰＩ，室温，避光，孵育 ５ｍｉｎ。加入
ＰＢＳ至 ５００μｌ，轻轻混匀。在 １ｈ内用流式细胞仪检
测。

８．脑组织氧化指标的测定：大鼠行为学实验结束
后２４ｈ，将各组大鼠脱臼处死，迅速取左侧大脑组织
置于冰上，制成１０％组织匀浆，按照试剂盒说明书测
定脑组织 ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ活力和 ＭＤＡ的含量。

９．ＳＡ－β－ｇａｌ染色：每组随机选取 ５只大鼠，
１０％水合氯醛腹腔注射麻醉，按文献［５］的方法进行
脑组织切片的制备。常规方法进行脱蜡和水化处理

切片，加入适当的固定液 １５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ洗涤 ３次，每
次不少于 ５ｍｉｎ，吸弃 ＰＢＳ，加入适当的染色工作液，
３７℃过夜，显微镜下观察。

１０．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对
数据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

结　　果
１．ＬＭＰＡＢ对大鼠学习记忆能力的影响：与对照

组比较，模型组大鼠在中央活动路程，站台周边路程

·６１１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ａｕｇ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．８　　



及站台周边时间明显减少，平均速度明显降低（Ｐ＜
０．０１），逃避潜伏期明显缩短，错误次数明显增多
（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，ＬＭＰＡＢ高剂量组，中央

活动路程，站台周边路程及站台周边时间明显增多，

平均速度明显增快（Ｐ＜０．０１），逃避潜伏期明显延
长，错误次数明显减少（Ｐ＜０．０１），详见图１、表１。

图 １　各组大鼠空间探索实验轨迹
Ａ．正常对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．ＬＭＰＡＢ低剂量组；Ｄ．ＬＭＰＡＢ中剂量组；Ｅ为 ＬＭＰＡＢ高剂量组

表 １　空间探索实验结果 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） 中央活动路程（ｃｍ） 站台周边路程（ｃｍ） 站台周边时间（ｓ） 平均速度（ｃｍ／ｓ）
正常对照组 － ４８９．５５±７４．５５ １１８５．６４±５６．５０ ５１．２２±２．４１ ３２．１３±１．０４
模型组 － ４９．５４±２１．１０ ３４７．２７±９０．３１ ３２．８０±３．５９ １３．４０±４．６５

ＬＭＰＡＢ低剂量组 １００ １０４．９８±３４．５４ ４７７．０６±５１．４０ ３７．００±０．９４ １９．１３±２．１５＃

ＬＭＰＡＢ中剂量组 ２００ ２３７．３４±３５．７３＃＃ ７６５．４７±３８．４９＃＃ ４３．４５±２．７９＃＃ ２３．７７±１．２１＃＃

ＬＭＰＡＢ高剂量组 ４００ ３７４．５５±５６．２４＃＃ １０７１．３６±４７．５１＃＃ ４５．６８±２．６０＃＃ ２９．３２±２．１１＃＃

　　与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

　　２．海马神经细胞凋亡检测结果：与对照组比较，
模型组大鼠海马神经元细胞凋亡率明显增高（Ｐ＜

００１）；与模型组比较，ＬＭＰＡＢ高剂量组海马神经元
细胞凋亡率明显降低（Ｐ＜０．０１），详见图２、表１。

图 ２　各种大鼠海马神经元凋亡实验结果
Ａ．正常对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．ＬＭＰＡＢ低剂量组；Ｄ．ＬＭＰＡＢ中剂量组；Ｅ．ＬＭＰＡＢ高剂量组

　　３．ＭＤＡ含量、ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ活性测定：与对照
组比较，模型组 ＭＤＡ含量明显增多（Ｐ＜０．０１），
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－ＰＸ活性显著下降（Ｐ＜０．０１），与模
型组比较，ＬＭＰＡＢ组 ＭＤＡ含量减少（Ｐ＜０．０１），

ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－ＰＸ活性均增高（Ｐ＜０．０１），且有浓
度依赖性，尤其是 ＬＭＰＡＢ高剂量组与模型组比较，
差异有统计学意义，详见表２。

表 ２　避暗反应及细胞凋亡实验结果 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） 潜伏期（ｓ） 错误次数 细胞凋亡率（％）
正常对照组 － ２６３．２３±１７．０２ ０．５７±０．７９ ５．９７±１．０６
模型组 － １０５．５４±１０．３９ ３．７１±１．８０ ４３．３５±３．５３

ＬＭＰＡＢ低剂量组 １００ １２０．６１±１５．５０＃＃ ２．４３±０．９８ ３７．９５±１．４０

ＬＭＰＡＢ中剂量组 ２００ １９０．０７±１４．７７＃＃ １．２９±０．７６＃ ２４．８８±１．３４＃＃

ＬＭＰＡＢ高剂量组 ４００ ２３５．６０±１６．０６ ０．７１±０．４８ ７．３２±１．３２

　　与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

　　４．各组脑组织切片 ＳＡ－β－ｇａｌ染色结果：衰老 细胞胞质被染成蓝色，ＳＡ－β－ｇａｌ阳性区域强度用
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相对吸光度值表示，与对照组比较，模型组相对吸光

度值显著增高，与模型组比较，ＬＭＰＡＢ组相对吸光度
值明显降低，且有剂量依赖性，随剂量的增大相对吸

光度值降低，详见图３、图４。

表 ３　各组大鼠海马区 ＭＤＡ含量及 ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ活性 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ＧＳＨ－ＰＸ（Ｕ／ｍｇ）
正常对照组 － １．５７±０．２４ ２５７．８９±２０．０５ ３２．２３±２．９９
模型组 － ３．５５±０．３５ １００．１９±７．６６ ９．４０±１．２７

ＬＭＰＡＢ低剂量组 １００ ２．９３±０．５２ １１８．８３±１６．９９ １１．７１±１．６７

ＬＭＰＡＢ中剂量组 ２００ ２．４１±０．３５＃ ２０６．２２±６．５１＃ １７．５４±１．７８＃

ＬＭＰＡＢ高剂量组 ４００ ２．０２±０．１９＃ ２３０．７６±１３．９２＃ ２８．０８±４．３２＃

　　与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

图 ３　ＬＭＰＡＢ对衰老大鼠海马区 ＳＡ－β－ｇａｌ染色的影响（×２００）
Ａ．正常对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．ＬＭＰＡＢ低剂量组；Ｄ．ＬＭＰＡＢ中剂量组；Ｅ．ＬＭＰＡＢ高剂量组

图 ４　ＬＭＰＡＢ对衰老模型大鼠海马 ＳＡ－β－ｇａｌ的比较

与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０１

讨　　论
多糖具有提高免疫力，抗氧化、抗肿瘤等功效，已

成为国内外研究热点
［７～９］

。与衰老相关的疾病如冠

心病、糖尿病、阿尔茨海默病及帕金森病等发生率呈

逐年上升趋势。衰老的主要表现为学习记忆能力下

降，海马是与之密切相关的脑区
［１０］
。Ｄ－ｇａｌ衰老模

型大鼠是研究抗衰老、改善学习记忆能力的经典的动

物模型
［１１］
。

本研究通过大鼠行为学实验发现低分子姬松茸

多糖能够改善衰老模型大鼠的学习记忆能力。Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫实验显示，与模型组比较，ＬＭＰＡＢ高剂量组明
显提高了中央活动区及平台周围的活动路程，延长了

平台周围活动时间，提高了平均速度。避暗反应实验

显示，ＬＭＰＡＢ高剂量组明显延长了潜伏期，减少了错
误次数。

前期研究发现，Ｄ－ｇａｌ致衰老模型大鼠神经元
结构具有细胞凋亡的形态特征，核膜出现分叶状凹

陷，核质浓缩，边集等，提示细胞凋亡可能参与衰老的

病变过程。本研究发现，与模型组比较，ＬＭＰＡＢ高剂
量组凋亡率明显降低，提示 ＬＭＰＡＢ具有减少神经元
细胞凋亡的功能。

正常情况下，机体的氧化与抗氧化能力是处于动

态平衡的，Ｄ－ｇａｌ的氧化机制是氧自由基（超氧阴离
子、过氧化氢）在体内累积过量，使细胞膜脂质过氧

化，产生过量的 ＭＤＡ，其含量的高低可以间接地反映
细胞受损害的程度，使得抗氧化酶 ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ活
性降低，ＳＯＤ可以使体内超氧阴离子歧化生成过氧
化氢，以减少自由基对细胞的损伤；ＧＳＨ－ＰＸ是机体
内广泛存在的重要的催化过氧化氢分解的酶，可以起

到保护细胞膜结构和功能完整的作用。本研究显示，

与模型组比较，ＬＭＰＡＢ高剂量组 ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ活
性明显升高，ＭＤＡ含量明显降低，提示 ＬＭＰＡＢ能够
有效清除 Ｄ－ｇａｌ诱发的氧自由基继而减轻对大鼠海
马组织的氧化损伤。

衰老模型组脑切片 ＳＡ－β－ｇａｌ染色相对光密度
值较正常组显著增加，表明衰老细胞明显增多，ＬＭ
ＰＡＢ组尤其高剂量脑切片 ＳＡ－β－ｇａｌ染色相对吸光
度值较模型组明显降低，提示 ＬＭＰＡＢ能够明显改善
衰老状态

［１２］
。

综上所述，ＬＭＰＡＢ能有效预防因衰老而产生的
氧化损伤，改善神经退行性病变及学习记忆能力，为
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开发预防衰老及神经退行性变、提高学习记忆能力的

药物提供了理论基础，其相关机制有待于进一步研

究。
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作者单位：１５００４０　哈尔滨，黑龙江中医药大学（张美君、高原）；１５００４０　哈尔滨，黑龙江中医药大学附属第一医院周围血管病科（赵钢、于文慧）
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阿加曲班治疗恶性肿瘤化疗患者 ＰＩＣＣ置管
术后静脉血栓形成的临床观察

张美君　赵　钢　于文慧　高　原

摘　要　目的　观察阿加曲班治疗恶性肿瘤化疗患者 ＰＩＣＣ置管术后静脉血栓形成的的临床疗效。方法　观察 ６０例恶性

肿瘤患者 ＰＩＣＣ置管术后静脉血栓形成的患者，随机分为治疗组和对照组，每组 ３０例，治疗组采用阿加曲班静脉滴注，对照组采

用依诺肝素钠皮下注射，疗程为 １周，观察临床疗效，比较治疗前后凝血酶原时间、Ｄ－二聚体、活化部分凝血活酶时间、凝血酶时

间、血小板、纤维蛋白原、上肢周径差的变化情况。结果　治疗组和对照组的一般情况，年龄、性别、病程、肿瘤分类、置管形成时

间、Ｃａｐｒｉｎｉ评分比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。两组总有效率分别为 ９３．３３％和 ９０．００％；组间临床疗效比较，差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。组间治疗后，在改善 Ｄ－二聚体、血小板计数方面，治疗组与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），两

组治疗后凝血酶时间、部分凝血活酶时间、凝血酶原时间、上肢周径差比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。组内比较，治疗组治

疗前后 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＤＤ比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），治疗组治疗前后 ＴＴ、ＰＬＴ比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），对照组

治疗前后 ＰＴ、ＤＤ、ＴＴ、ＰＬＴ比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），对照组治疗前后 ＡＰＴＴ比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

结论　 阿加曲班治疗恶性肿瘤化疗患者 ＰＩＣＣ术后静脉血栓形成具有有效性、安全性，相比依诺肝素钠可减少出血等不良反应，

促进疾病的恢复。

关键词　肿瘤患者 ＰＩＣＣ置管术后　静脉血栓形成　阿加曲班
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