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[摘要] 目的：观察本室自行研制的中药新复方参乌胶囊（SW）及其有效成分何首乌二苯乙烯苷（TSG）对老年大鼠海马区神经生长因子(NGF)及其受体表达的影响。方法：老年SD大鼠从21月龄始，分别灌胃给予SW低、高剂量（0.8g∙kg-1、1.6g∙kg-1）和TSG低、高剂量（0.03g∙kg-1、0.06g∙kg-1）至24月龄。以6月龄大鼠为青年对照，未给药的24月龄大鼠为老年对照。应用实时定量PCR方法检测大鼠海马区NGF及其受体TrkA的mRNA表达水平，免疫组织化学染色和Western blot方法检测海马区NGF及TrkA表达水平。结果：从基因和蛋白质水平观察到，老年大鼠海马区NGF及其受体TrkA的mRNA表达和蛋白表达明显降低。老年大鼠灌胃给予SW能够上调其海马区NGF mRNA和TrkA mRNA水平；SW和TSG对NGF蛋白表达有明显的增高作用，高剂量SW和TSG对TrkA表达的上调作用显著。结论：SW和TSG能够增高老年大鼠海马区NGF及其受体水平，提示它们可作用在神经元信号转导通路的起始端，有利于提高神经元的存活和功能。
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Effects of Shenwu capsule and tetrahydroxystilbene glucoside on expression of NGF and its receptor in hippocampus of aged rats
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[Abstract] Objective To investigate the effects of Shenwu capsule (SW), a new combination drug of traditional Chinese medicine, and its component tetrahydroxystilbene glucoside (TSG) on the expression of never growth factor (NGF) and its receptor in the hippocampus of aged rats. Methods The aged rats were intragastrically administrated by SW (0.8g∙kg-1 and 1.6g∙kg-1) and TSG (0.03g∙kg-1 and 0.06g∙kg-1) for 3 months (from 21 to 24 months of age), respectively. Real-time PCR was applied to measure NGF mRNA and TrkA mRNA in the hippocampus. Immunohistochemical staining and Western blot methods were used for detecting the expression of NGF and TrkA in the hippocampus. Results From the levels of gene and protein, the mRNA and protein expression of NGF and TrkA showed a decrease in the hippocampus of aged rats. Intragastrical administration of SW to the aged rats up-regulated the expression of NGF mRNA and TrkA mRNA in the hippocampus; SW and TSG enhanced the expression of NGF, and the high dose of SW and TSG elevated the expression of TrkA. Conclusion SW and TSG increased the expression of NGF and its receptor in the hippocampus of aged rats, suggesting that the drugs may act on the beginning of neuronal signal transduction pathway, and may be beneficial to neuronal survival and function. 
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参乌胶囊（Shenwu Capsule, SW）是本研究室自行研制的中药新复方，其中何首乌二苯乙烯苷(2,3,5,4’-tetrahydroxystilbene glucoside, TSG)是主要的有效成分之一[1,2]。本室既往研究证明参乌胶囊和二苯乙烯苷具有神经保护作用，能够提高老年大鼠的学习记忆能力，改善其海马神经元突触超微结构，增加海马区突触体素的表达[3,4,5]。神经生长因子（never growth factor，NGF）及其受体的慢性缺失是脑老化和阿尔茨海默病（Alzheimer disease，AD）的发生机制之一[6,7]。本研究从基因和蛋白水平观察参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马区NGF及其受体TrkA表达的影响，为阐明上述新药防治神经元退行性变的机制提供实验证据。
1 材料与方法
1.1 实验动物及实验环境 
健康Sprague Dawley(SD)大鼠，雄性，72只，由北京大学医学部实验动物科学部提供，动物分级为无特定病原体级(specific pathogen free, SPF)，合格证号：SCXK(京2002-0001)。其中6月龄(青年组)12只，体质量(629.8±48.1)g； 24月龄(老年组)60只，体质量(863.7±125.0)g。置于SPF环境即屏障系统中饲养。饲养地点：首都医科大学宣武医院动物实验室。

1.2 仪器与试剂 
参乌胶囊(SW)：本研究室自行研制，由制何首乌、人参、石菖蒲等6味中药组成，首都医科大学宣武医院中药制剂室生产；每克干粉相当于生药6.25g，实验中采用干粉剂量、溶于蒸馏水制成药液，4℃保存。二苯乙烯苷(TSG)：本研究室自行研制，从何首乌中提取，纯度70%，实验中采用干粉剂量、溶于蒸馏水制成药液，4℃保存。Trizol和Real-time PCR试剂盒，购自美国Invitrogen公司；RQ1 DNA酶系统，美国promega公司产品；NGF抗体和DAB显色试剂盒，购自中杉金桥生物技术有限公司；TrkA抗体、免疫组织化学用试剂盒及碱性磷酸酶(AP)标记的羊抗兔抗体，购自美国Santa Cruz公司。
冰冻切片机，英国Shandon 620-E；光学显微镜及照相系统，德国Leica；电动匀浆器，德国Heidolph DIAX900；稳压稳流电泳仪，美国Bio-Rad PC200；转移电泳仪，美国Bio-Rad PC200；低温离心机，德国BECKMAN；紫外分光光度计，美国Hewlett Packard 8453型；Real-time PCR仪，美国MJ research。
1.3 动物实验 
1.3.1 动物分组及给药 根据SPSS11.5统计软件产生的随机数字，将老年大鼠分为5组：老年对照组；SW低剂量（0.8 g∙kg-1）组；SW高剂量（1.6 g∙kg-1）组；TSG低剂量（0.03 g∙kg-1）组；TSG高剂量（0.06 g∙kg-1）组[3-5]，。每组12只。从21月龄开始灌胃给药，每日一次，至24月龄，共3个月。老年对照组和6月龄青年对照组（12只）给予等体积蒸馏水。
1.3.2 实时定量PCR（Real-time PCR） 每组随机取3只大鼠断头取脑，冰浴中分离海马，投入液氮速冻，-80℃保存。提取总RNA并进行定量，电泳验证RNA质量；RQ1DNA酶处理RNA样品。根据GeneBank公布的核苷酸序列，用Oligo5.0软件辅助引物设计如下表，引物由上海生物工程公司合成。按照Real-time PCR试剂盒说明书进行实验。
	Genes
	Forward Reverse
	sequences
	Size (bp)

	NGF
	F
	CAATAGCTGCCCGTGTGAC
	295

	
	R
	TCCTTGCCCTTGATGTCCGT
	

	TrkA
	F
	CATGGAGAACCCACAGTACTTCAG
	80

	
	R
	CTAGCTCCCACTTGAGAATGATGTC
	


1.3.3 免疫组织化学染色 每组随机取3只大鼠，用10％水合氯醛4 ml∙kg-1腹腔注射进行麻醉。麻醉成功后，剪开左侧心尖部，经左心室-升主动脉迅速插管灌注并固定。断头取脑，投入含30%蔗糖的多聚甲醛后固定液中，24 h换新的后固定液，4℃保存。将脑标本从后固定液中取出，行冠状面切片，厚度45μm，待海马出现后，保留切片。按照免疫组化用试剂盒说明书进行实验，其中NGF抗体稀释度1:300，TrkA抗体稀释度1:400。实验完成后，每组3只动物各取位置相同的3张脑片，在5倍物镜下，以Image-pro Plus图象分析系统计数海马CA1区NGF和TrkA免疫反应阳性神经元数目、阳性神经元总面积和累积光密度值(IOD)，每张片子计数3次，取平均值。
1.3.4 Western blot 每组6只大鼠断头取脑，冰浴中分离海马，投入液氮速冻，-80℃保存。提取海马组织全蛋白，用Folin酚比色法进行蛋白定量。SDS-PAGE凝胶电泳及转膜，加入TrkA抗体（1:400）孵育，NBT/BCIP显色系统显色。应用Band Scan软件进行条带扫描，得到光密度值。

1.3.5统计学处理 使用SPSS11.5软件进行单因素方差分析，数据以
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±SD表示。P<0.05计为差异有显著性意义，P<0.01计为差异有非常显著性意义。
2.结果
2.1 参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马区NGF和TrkA mRNA表达的影响
Real-time PCR检测结果显示：与6月龄(青年期)大鼠相比，24月龄(老年期)大鼠海马区NGF mRNA和TrkA mRNA表达量均有所下降；灌胃给予参乌胶囊（SW）低剂量的老年大鼠海马区NGF mRNA表达上调，SW高剂量组的TrkA mRNA表达增强；而二苯乙烯苷（TSG）给药组未见明显变化 (表1)。

表1 参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马区NGF和TrkA mRNA表达的影响

Table 1 Effects of Shenwu capsule and tetrahydroxystilbene glucoside on expression of NGF and TrkA mRNA in hippocampus of aged rats
	组别
	药物剂量

Dose

 (g∙kg-1)
	动物例数
Number
	NGF mRNA
	TrkA mRNA

	青年对照(6月龄)

Young (6 months)
	
	3
	1906.5
	4272.9

	老年(24月龄)

Aged (24 months)
	
	3
	1794.5
	3469.0

	老年+SW(L)

Aged+ SW(L)
	0.80
	3
	3177.0
	3896.7

	老年+SW(H)

Aged+ SW(H)
	1.60
	3
	1355.8
	5308.9

	老年+TSG(L)

Aged+ TSG(L)
	0.03
	3
	2061.5
	2723.4

	老年+TSG(H)

Aged+ TSG(H)
	0.06
	3
	1383.0
	2604.3


注：SW：参乌胶囊；TSG：二苯乙烯苷；L：低剂量；H：高剂量。
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±SD。
SW: Shenwu capsule;  TSG: Tetrahydroxystilbene glucoside;  L: Low does;  H: high does. 
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±SD.

2.2 参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马区NGF和TrkA表达的影响
免疫组织化学染色结果发现，与6月龄青年大鼠相比，24月龄老年大鼠的海马区NGF及其受体TrkA表达明显下降；SW和TSG高、低剂量对老年大鼠NGF的表达有明显的增高作用，TSG高剂量对TrkA表达的上调作用显著(图1，表2)。 
表2. 参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马区NGF和TrkA表达的影响（免疫组化）

Table2 Effects of Shenwu capsule and tetrahydroxystilbene glucoside on expression of NGF and TrkA in hippocampus of aged rats (Immunohistochemical staining) 

	组别

Group


	 剂量

Dose

( g∙kg-1) 
	动物数

Number
	NGF阳性细胞数 

(全海马)

NGF positive cell number ( hippocampus)
	NGF阳性细胞数 

(CA1) 

NGF positive cell number

(CA1) 


	TrkA阳性细胞数(CA1)  

TrkA positive cell number

(CA1)

	青年(6月龄)

Young (6 months)
	
	3
	337.40±103.81
	169.67±79.90
	114.52±40.71

	老年(24月龄)

Aged (24 months)
	
	3
	40.17±23.24##
	10.13±10.36##
	43.33±19.24##

	老年+SW(L)

Aged+ SW(L)
	0.80
	3
	243.21±84.72**
	69.43±38.86**
	47.33±14.17

	老年+SW(H)

Aged+ SW(H)
	1.60
	3
	224.20±97.91**
	76.71±14.76**
	58.50±23.66

	老年+TSG(L)

Aged+ TSG(L)
	0.03
	3
	238.53±34.02**
	45.86±13.92**
	44.71±25.33

	老年+TSG(H)

Aged+ TSG(H)
	0.06
	3
	207.63±62.65**
	35.25±15.58*
	89.51±32.79**


注：SW：参乌胶囊；TSG：二苯乙烯苷；L：低剂量；H：高剂量。
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±SD。##P<0.01，与青年组相比；*P<0.05, **P<0.01，与老年组相比

SW: Shenwu capsule;  TSG: Tetrahydroxystilbene glucoside;  L: Low does;  H: high does. 
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±SD.  ##P<0.01，Compared with young group; *P<0.05, **P<0.01，Compared with aged group.
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图1 参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马CA1区NGF表达的影响
Figure 1 Effect of Shenwu capsule and tetrahydroxystilbene glucoside on expression of NGF in hippocampus CA1 area of aged rats (Western blot) 

注：SW：参乌胶囊，TSG：二苯乙烯苷，L：低剂量，H：高剂量

SW: Shenwu capsule;  TSG: Tetrahydroxystilbene glucoside;  L: Low does;  H: high does.

应用Western blot方法对大鼠海马区TrkA表达进行半定量检测，结果与免疫组织化学染色相符合，与青年组相比，老年大鼠海马区TrkA表达减少； SW和TSG能够增加老年大鼠TrkA的表达(图2)。
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3.讨论
NGF位于神经元信号转导通路的起始部位，与相应的受体结合后激活其下游的信号分子。由于NGF对神经元的生长、发育、分化、存活及损伤后修复具有重要作用，其与神经系统老化及神经系统退行性变发病机制之间的关系也越来越成为研究热点[8,9]。有许多实验证据均已证明，NGF的慢性缺失，是阿尔茨海默病（AD）的发病机制之一，特别是应用抗NGF的转基因小鼠，几乎全面复制了人类AD病理改变，并伴有学习记忆功能障碍，推测NGF功能长期缺失可能是引起AD神经病理改变的途径之一，更证明了NGF在神经系统的发生、发育及老化和老化相关疾病中的作用[6,7]。

本研究从基因和蛋白水平观察了老年期大鼠海马区NGF及其受体TrkA的表达情况，通过mRNA检测、免疫组织化学染色及Western bolt等多方面实验，均证明与青年期大鼠相比，老年期大鼠海马区NGF及其受体TrkA表达明显降低，此结果支持NGF慢性缺失可能导致神经系统退行性改变的推测。
目前临床上缺乏有效的抗衰老及治疗AD的药物，现有药物多为对症治疗，多数研究都是以损伤性因素作为药物的干预靶点，而从药物对神经元自身的生存能力和功能的影响方面进行研究者甚少。中医药治疗的优势之一在于全面动员自身的调理功能，补肾药物具有滋补作用，偏重于促进神经元自身的存活能力。本研究室自行研制的补肾中药参乌胶囊及其何首乌有效成分二苯乙烯苷在多种拟痴呆动物和细胞模型上，均取得良好的神经保护作用[10-13]。本次研究中采用自然衰老大鼠作为研究对象，发现上述药物在神经元信号通路的起始端，即可有效地增强NGF及其受体TrkA的表达，为探讨参乌胶囊和二苯乙烯苷的药理作用机制提供了新的实验证据。
综上所述，中药新复方参乌胶囊及其有效成分二苯乙烯苷能够增强老年大鼠海马神经元NGF及其受体TrkA的表达，为其在临床上用于延缓衰老、提高认知功能提供了新的作用靶点。
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图2. 参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马区TrkA表达的影响 (Western blot)。


Figure 2 Effect of Shenwu capsule and tetrahydroxystilbene glucoside on expression of TrkA in hippocampus of aged rats (Western blot) 


注：SW：参乌胶囊，TSG：二苯乙烯苷，L：低剂量，H：高剂量。� EMBED Equation.3  ���±SD，n=6。 #P<0.05，与青年对照组相比；**P<0.01，与老年对照组相比。


SW: Shenwu capsule;  TSG: Tetrahydroxystilbene glucoside;  L: Low does;  H: high does. � EMBED Equation.3  ���±SD，n=6.  #P<0.05，Compared with young group; **P<0.01，Compared with aged group.





图1 参乌胶囊和二苯乙烯苷对老年大鼠海马CA1区NGF表达的影响


SW：参乌胶囊，TSG：二苯乙烯苷，L：低剂量，H：高剂量


Figure 1 Effect of Shenwu capsule and tetrahydroxystilbene glucoside on expression of NGF in hippocampus CA1 area of aged rats (Western blot) 


SW: Shenwu capsule;  TSG: Tetrahydroxystilbene glucoside;  L: Low does;  H: high does.
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