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【摘要】 目的观察人参皂苷Rbl预处理对急性束缚性应激大鼠海马组织脑源性神经营养因子(BDNF)

表达的影响。方法将18只sD大鼠按随机区组法分成正常对照组、急性束缚应激模型组、人参皂苷Rbl

组，每组6只。模型制备采用专业大鼠固定器束缚2 h模拟急性束缚性应激状态；人参皂苷Rbl组于制模前

30 min腹腔注射人参皂苷Rbl 40 mg／kg，正常对照组不进行任处理。用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定制模前

后大鼠血浆皮质酮(CORT)和促。肾上腺皮质激素(ACTH)的水平。采用实时荧光定量反转录一聚合酶链反应

(RT—PCR)检测大鼠海马组织中BDNF mRNA的表达水平，用蛋白质免疫印迹试验(Western Bolt)检测大鼠海

马组织的BDNF蛋白表达水平。结果急性束缚应激模型组制模后血浆CORT和ACTH含量较制模前明显

升高[CORT(叫L)：3．79±0．50比2．06±0．35)，ACTH(嘿／L)：1．69±0．12比0．94±0．12]，差异均有统计学意义
(均P<0．05 o与正常对照组比较，急性束缚应激模型组海马组织BDNF的mRNA和蛋白表达水平水平均明显

降低[BDNFmRNA(A值)：42．87±5．56比109．39±9．11，BDNF蛋白(灰度值)：0．94±0．02比1．02±0．03，均P<

0．01]；与急性束缚应激模型组比较，人参皂苷Rbl组海马组织BDNF的mRNA(113．73±6．24比42．87±5．56)

和蛋白(1．04±0．02比0．94±0．02)表达水平均明显升高(均P<O．05 o结论人参皂苷Rbl预处理可以维持

急性束缚性应激大鼠模型海马组织BDNF的mRNA和蛋白表达水平，从而缓解急性束缚性应激所导致的损害。
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[Abstract]0bjective To investigate the effects of ginsenoside Rbl pretreatment on the expression

of brain derived neurotrophic factor fBDNFl in hippocampus of rat models under acute immobilization stress．

Methods Eighteen Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into three groups(each／z=6)：normal control

group，acute immobilization stress model group，and ginsenoside Rbl group．The rats in acute immobilization stress

model group and ginsenoside Rbl group were exposed to acute immobilization for 2 hours．Thirty minutes before

the modeling，ginsnoside Rbl(40 mg／kg)was injected intraperitoneally into rats in the ginsenoside Rbl group，and

the control group was not treated．The enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)was used to detect the levels of

plasma cortisol fCORT)and adrenocorticotropic hormone(ACTH)．The real—time fluorescence quantitative reverse

transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)was applied to examine the expression of BDNF mRNA in rat

hippocampus and its expression of BDNF protein was measured by Western Blot． Results In acute immobilization

stress model group，compared with those before modeling，the plasma CORT and ACTH concentrations were significantly

higher after modeling[CORT(斗g／L)：3．79±0．50 vs．2．06±0．35，ACTH(斗g，L)：1．69±0．12 vs．0．94±0．12，both P<

0．05】；compared with the normal control group，the mRNA and protein expressions of BDNF in hippocampus in the acute

immobilization stress model group were decreased significantly[BDNF mRNA似value)：42．87±5．56 vs．109．39±9．11，

BDNF protein(grey value)：0．94士0．02 vs．1．02±0．03，both P<0．01】；compared with acute immobilization stress

model group，the mRNA(1 13．73±6．24 vs．42．87±5．56)and protein expressions(1．04±0．02 vs．0．94±0．02)of BDNF

in hippocampus of pre—treatment groups were significantly higher fall P<0．05)．Conclusions The results
suggest

that pretreatment with ginsenoside Rh l alleviate hippocampus lesion induced by acute immobilization stress through

regulating the BDNF mRNA and protein expressions in hippocampus．

[Key words]Ginsenoside Rbl：Acute immobilization stress；Brain—derived neurotrophic factor；,Corticosterone；

AdrenocorticotroDic hormone
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人参皂苷Rbl是人参中有效成分之一，对缺血

性脑损伤、阿尔茨海默病、癫痫等多种神经系统疾

病都具有很好的治疗效果¨。J。急性应激可以引

起大脑功能减退和神经细胞损害。机体发生应激

时中枢神经系统损伤的主要部位是海马【6]。研究

发现，在急性应激情况下，机体内促。肾上腺皮质激

素(ACTH)、皮质酮(cORT)明显增加，但海马中的

脑源性神经营养因子(BDNF)表达明显降低，说明

BDNF在海马损害过程中起着至关重要的作用"』J。

BDNF对神经元的分化、生存、生长以及维持神经元

正常生理功能都有至关重要的作用，同时还有抵抗

有害刺激和促进神经再生的作用¨0。11j。目前国内

关于人参皂苷对急性应激时大鼠海马区BDNF表达

影响的文章较少。本实验观察人参皂苷Rbl预处

理对急性束缚性应激模型大鼠海马区BDNF表达的

影响，并研究其可能机制。

1材料与方法

1．1实验分组：健康成年雄性sD大鼠18只，体质

量(250±10)g，购于上海斯莱克实验动物有限责任

公司，动物合格证号：SCXK(沪)20070012。将大鼠

按随机区组法分为3组：对照组、模型组、人参皂苷

Rbl组，每组6只。

1．2急性束缚应激模型复制：将大鼠用ZH—TXQ

型筒形大白鼠固定器束缚2 h的方法制备急性束缚

应激模型¨2|。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．3干预方法：人参皂苷Rbl组将人参皂苷Rbl

溶于生理盐水，使用时配成2 mg／mL溶液，于制模前

30 min以40 mg／kg腹腔注射¨3。。正常对照组和模

型组给予等量生理盐水。

1．4检测指标及方法

1．4．1 ACTH和CORT含量测定：用水合氯醛麻醉

大鼠，经内眦静脉采血1 mL，4 oC离心15 rain后将

血浆贮存于一20℃低温环境中待测。用酶联免疫吸

附试验(ELISA)检测ACTH和CORT水平，操作按

试剂盒说明书进行，试剂盒购自上海西糖商务科技

有限公司。

1．4．2 BDNF mRNA表达量测定：制模0．5 h后麻醉

大鼠取脑，游离海马置于液氮中保存，用实时荧光

定量反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)测定BDNF

mRNA表达量，用TRIzol提取海马组织RNA，甲醛

变性后，凝胶电泳验证RNA完整性，用紫外分光光

度法测定波长260 nm和280 nm处RNA样品吸光

度(A)值，计算RNA含量的浓度和纯度。反转录成

cDNA，引物由上海捷瑞生物工程有限公司设计合

成。反应条件：95℃、3 min，35。40个循环(95℃、

30 S，55℃、30 s，72 oC、30 s)，最后72℃、15 min。

目的基因校正后的相对含量用目的基因与基因18 S

浓度比值表示。
1．4．3 BDNF蛋白表达测定：取大鼠大脑海马组

织，提取蛋白质。用蛋白质免疫印迹试验(Western

Blot)测定BDNF蛋白表达，用二喹啉甲酸(BCA)法

定量蛋白质，十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰氨凝胶

电泳(SDS—PAGE)转膜、封闭，抗体孵育，将膜置于

反应液中，室温孵育，X线曝光胶片。扫描图片，用

AlphaEaseFC 4．0软件分析图片上特异条带的灰度

值，目的蛋白的表达量用BDNF蛋白与三磷酸甘油

醛脱氢酶(GAPDH)灰度值的比值表示。

1．5统计学分析：使用SPSS 17．0软件对数据进行

分析，正态分布的计量资料以均数±标准误(孑+Sx)

表示，采用t检验；多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用LSD法检验。P<O．05为差异有

统计学意义。

2结果

2．1大鼠制模前后激素变化比较(表1)：制模后

大鼠血浆ACTH和CORT水平均明显高于制模前

(均P<0．05)。

表1大鼠制模前后血浆ACTH和CORT的比较(i±＆)

2．2人参皂苷Rbl对大鼠海马组织BDNF mRNA

表达水平的影响(表2)：急性束缚应激模型组海马

组织BDNF mRNA表达量较正常对照组明显下降

(均P<0．01)；而人参皂苷Rbl组BDNF mRNA表

达较急性束缚应激模型组明显升高(P<O．01)。

表2各组大鼠海马组织BDNF mRNA和蛋白

表达水平比较(i±&)

注：与正常对照组比较，“P<O．0l；与急性束缚应激模型组比较

hp<O．01

2．3人参皂苷Rbl对大鼠海马组织BDNF蛋白表

达量的影响(表2；图1)：急性束缚应激模型组海
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马组织BDNF蛋白表达量较正常对照组明显降低；

而人参皂苷Rbl干预组BDNF蛋白表达量则较急

性束缚应激模型组明显升高(均P<0．01 o

{1)＼l

正常
纠照组

急性束缚应激
悄+彤}1

人参皂苷Rbl
f川“

图l Western Blot检测各组大鼠

海马组织BDNF蛋白表达水平

3讨论

急性应激是各种内外环境、社会、心理因素刺激

时，机体出现的非特异性适应反应，可出现糖皮质激

素(人体为皮质醇，大鼠为皮质酮)的增加o
14

J。本

研究发现，制模后血浆CORT和ACTH含量明显高

于制模前，可见，急性束缚性应激模型制模成功。

应激参与了代谢类疾病、心血管疾病以及精神

类疾病等多种疾病发病过程’1 5I。研究发现，应激可

影响中枢系统多种神经递质的转导通路。BDNF是

神经营养因子家族中以一个小二聚体形式存在的神

经保护蛋白，其在成熟哺乳类动物大脑中广泛表达。

BDNF可以在突触后水平作用于酪氨酸受体激酶

B(TrkB)，从而激活树突钙瞬变和多种细胞内信号

转导通路¨6|。上述通路激活使Bcl一2蛋白合成增

加，Bcl一2蛋白是维持突触可塑性和细胞生存必不
可少的，同时还能维持线粒体膜稳定性¨7|。目前有

研究发现，应激发生时大鼠海马组织BDNF表达量

下降"靠J。本研究发现，急性应激后海马区BDNF

的mRNA和蛋白表达均降低。

人参皂苷Rbl具有多种生物活性，是人参的主

要成分之一118]c研究发现，人参皂苷可增加免疫功

能‘19】，改善模型动物的记忆功能，抑制脑神经元细

胞凋亡，保护海马神经元¨·。8 o。然而关于人参皂苷

Rbl对急性应激时BDNF表达影响的报道甚少，故
本实验采用人参皂苷Rbl预处理，观察急性应激时

BDNF表达的变化，并探讨其可能机制。结果发现，

人参皂苷Rbl预处理后，急性束缚应激模型大鼠海

马区BDNF的表达量维持在正常对照组水平，表明

人参皂苷Rbl预处理可以通过维持BDNF的表达

量，从而参与缓解急性应激的作用。有研究表明，

人参皂苷可以明显增加大鼠海马组织的腺苷酸环

磷酸(cAMP)的含量¨oJ，同时腺苷A2a受体激活后

BDNF表达量增加∽1I。因此推测，人参皂苷Rbl可

能是通过调节cAMP来调节BDNF的表达。

综上所述，急性应激时大鼠海马区BDNF表达

量下降。人参皂苷Rbl对大鼠急性应激的保护效

应可能是通过维持海马BDNF的表达量而实现的。
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