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四逆散对疲劳大鼠学习记忆及脑内 GABA_B1表达的影响 *
刘 燕 刘晓兰 宋月晗 范新六 马佳美 王 霁 许展嘉 李 峰△

（北京中医药大学 北京 100029）

摘要 目的：探讨四逆散对疲劳大鼠学习记忆及脑内 GABA_ B1受体的影响。方法：应用游泳训练和睡眠剥夺方法复制疲劳动物

模型，运用 Y-迷宫检测各组大鼠的学习记忆能力，采用免疫组化方法检测大鼠脑内 GABA_ B1受体阳性反应物的变化。结果：模

型组与正常组相比，大鼠 Y-迷宫正确反应率明显下降，错误反应率明显升高，大鼠脑内 GABA_ B1的阳性反应物数目明显增多；

中药治疗组与模型组相比，正确反应率明显升高，错误反应次数明显下降，脑内 GABA_ B1受体的阳性反应物数目明显减少。结

论：四逆散对疲劳大鼠学习记忆能力的下降具有改善作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of Sinisan on learning and memory in fatigue model and the expression of GABA

B1 receptor in rats brain. Methods: The Fatigue models were taken by the method of swimming traning and sleep deprivation. Evaluate

learning and memory changes through Y maze and the changes of positive cell counts of GABA B1 receptors in rat brain by immunohis-

tochemical method. Results: The correct response rate of Y-maze correctly were obviously lower in the model group than those in the

normal control group. The error rate of Y maze were obviously higher in the model group than those in the normal control group. The

expression of GABA B1 receptors in rat brain were higher in the model group than those in the normal control group. Sinisan can signifi-

cantly increase the correct rate of Y-maze correctly and decrease the error rate and decrease the expression of GABA B1 in rat brain.

Conclusion: Sinisan can increase the abilities of learning and memory in fatigue rats.
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前言

学习记忆能力是人类大脑的高级神经功能之一，也是人类

生存的重要基础，它时刻影响着人们的日常生活、工作和学习。
γ-氨基丁酸（GABA）是中枢神经系统中重要的抑制性神经递

质，近几年的研究发现，它与学习记忆的关系密切 [1-3]。GABA

主要通过 GABA受体介导一系列的神经活动。现在已知的
GABA受体共有 GABAA,GABAB和 GABAC三种亚型，其中
GABAB受体又可以分为 GABA B1和 GABA B2两种，GABA

B1在纹状体分布较多，与学习记忆的关系密切[4-8]。本实验观察

四逆散对疲劳大鼠学习记忆的改善及其对脑内 GABA B1 受

体的影响，旨在探讨本方改善学习记忆的作用机理。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

健康 Spargue-Dawley (SD) 成年雄性大鼠 18 只，体重
260±20g克，SPF级别。由北京维通利华实验动物技术有限公

司提供。戊巴比妥钠：北京化学试剂公司；多聚甲醛：北京化学

试剂公司；3-3二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒：北京中山生物

技术有限公司；30％H2O2：北京化学试剂公司；0.01M PBS：
2000ml/袋，北京中杉金桥生物技术有限公司；甲醇：北京化学

试剂公司；正常山羊血清（工作液）：北京中杉金桥生物技术有

限公司；5%牛血清白蛋白（BSA）：北京中杉金桥生物技术有限

公司；GABA_B1抗体：lioworld公司 GABABR1抗体：lioworld

公司；兔 ABC Kit：北京中杉金桥生物技术有限公司；GENMED

染色液 C：H-E STAINING Kit：GENMED 公司，美国；中性树

胶：中国上海标本模型公司。中药选用张仲景《伤寒论》的四逆

散，由炙甘草、枳实、柴胡、赤芍各 6g组成；上药均由东直门医
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院药房制成免煎颗粒。
1.2 仪器与设备

Y-迷宫，睡眠剥夺箱，游泳池，恒温冷冻切片机（Leica，
Germany）显微镜（Nikon，Japan）。
1.3 方法
1.3.1 动物分组与造模 将经过游泳训练合格的 18只大鼠随机

分为 3组：正常对照组，模型组，中药组。模型组和中药组大鼠，

每天游泳一次，每次 1小时，其余时间进行睡眠剥夺。中药组自

造模第 1天始，灌服四逆散，按人体用药量换算成大鼠等效剂

量作为大鼠用药量，灌胃容积为 1ml/kg,其余两组灌胃蒸馏水。
1.3.2 标本制备及检测指标
1.3.2.1 学习记忆能力的检测 应用 Y迷宫对所有大鼠进行正

确反应率和错误反应次数试验，检测其学习记忆能力。
1.3.2.2 脑内 NMDANR1阳性表达的制备及检测 行为学测试

结束后，将大鼠用多聚甲醛灌注，取出大脑，置于 4%的多聚甲

醛中后固定 10h，然后将脑组织置于 30%的蔗糖中 4℃保存。

组织用冷冻片机切片，放在 4℃预冷的丙酮中后固定，采

用 ABC法染色。用 Nikon 4500 数码相机和 Nikon E200 型显

微镜组合拍摄图像在显微镜物镜 40倍和数码相机 4倍，光学

放大下进行照像。每组随机测试 6张切片，每一部位随机测试
2个视野；分别测量阳性细胞数目。
1.4 数据统计

结果均采用 SPSS13.0 统计软件分析，所有数据用平均

值±标准差表示，组间差异采用单因素方差分析检验。

2 结果

2.1 Y迷宫学习记忆的测定结果见表 1

Note：compared with normol group，*P<0.05，** P<0.01；
compares with model group，△P<0.05，△△P<0.01。

表 1各组大鼠 Y迷宫的变化
Table 1 The changes of each group in Y-maze

group Correct response rate Error number Numbers of time to learn

normal group 0.91±0.04 2.83±1.34 10.75±1.42

model group 0.76±0.07** 6.60±2.67** 17.73±7.03**

Sinisan group 0.89±0.09△△ 4.09±3.62△ 15.18±8.08

由表 1可以看出，模型组与正常组相比，正确反应率明显

降低（P<0.01），错误反应次数明显升高（P<0.01），达标所需训

练次数明显增多（P<0.01），中药组与模型组相比，正确反应率

明显升高（P<0.01），错误反应次数明显降低（P<0.01），达标所

需训练次数有所改善。提示中药四逆散对疲劳导致的学习记忆

能力下降有明显的改善作用。
2.2 四逆散对疲劳大鼠脑内 GABA B1的影响结果见表 3

Note：compared with normol group，*P<0.05，** P<0.01；
compares with model group，△P<0.05，△△P<0.01。

group hippocampus striatum

normal group 48.33±2.07 51.17±2.13

model group 53.83±1.72** 55.50±1.87**

Sinisan group 51.83±1.47**△ 53.33±1.37*△△

表 2 各组海马及纹状体区 GABA B1免疫阳性反应物比较
Table 2 The comparison of the positive immunoreactive products of GABAB1 in hippocampus and striatum

由表 2可以看出，模型组与正常组相比，海马及纹状体部

位的 GABA B1阳性表达明显增多（P<0.01）,中药组与模型组

相比，海马及纹状体部位的 GABA B1阳性反应物明显减少

（P<0.05），提示中药四逆散具有调节海马和纹状体部位的 GA-

BA B1受体的作用。

3 讨论

γ-氨基丁酸是中枢神经系统中的主要抑制性神经递质，

其对学习记忆的影响主要是通过其受体来介导的。GABA受体

可区分为 GABAA、GABAB和 GABAC三种类型的受体，其中

GABAA和 GABA C受体属于配体门控离子通道(1igand-gated

ion channel，LGIC) 受体超家族，GABA B受体是 G-蛋白偶联

受体(G protein coupled receptor，GPCR)[9]。GABA B受体根据解

剖定位及生理功能的差异可分突触前受体及突触后受体[10]。突

触前受体又分为异身受体(heteroreceptors)和自身受体(autore-

ceptors)[11]。激活突触前 GABA B的异身受体可能降低兴奋性

递质(Glu)释放，介导突触前抑制[12]；而激活突触前 GABA B的

自身受体则降低抑制性递质 GABA的释放，介导突触前去抑

制，解除 GABA产生的突触前抑制所造成的 Mg2+对 NMDA

受体离子通道的阻抑作用，有利于去极化[13]。突触后的 GABA
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B受体可以通过 G蛋白而激活 K+通道，也可通过第二信使（如

花生四烯酸 AA）途径而激活 K+通道引起 K+大量内流产生突

触后膜超极化[14]。因此，本实验通过观察疲劳大鼠的 GABA B1

变化，探讨其对学习记忆能力的改变具有重要的意义。
Y迷宫实验研究表明，模型组与正常组相比，正确反应率

明显降低（P<0.01），错误反应次数明显升高（P<0.01），说明模

型组大鼠的学习记忆能力明显下降，达标所需训练次数明显增

多（P<0.01）。中药组与模型组相比，正确反应率明显升高（P<0.

01），错误反应次数明显降低（P<0.01），达标所需训练次数有所

改善。提示中药四逆散对疲劳导致的学习记忆能力下降有明显

的改善作用。四逆散对疲劳大鼠海马的实验表明，模型组与正

常组相比，海马及纹状体部位的 GABA B1阳性表达明显增多

（P<0.01）, 中药组与模型组相比，海马及纹状体部位的 GABA

B1阳性反应物明显减少（P<0.05），提示中药四逆散可能通过

调节海马和纹状体部位的 GABA受体的含量，从而改善了疲

劳大鼠学习记忆能力。

中医学认为肝主疏泄，调畅气机，调节情志。故肝疏泄正常

则气机调畅，气血和调，人的精神饱满，情绪稳定，思维敏捷。若

肝失疏泄则肝不舒，气机不畅，精神抑郁，情绪不佳，反应迟钝。

正如《素问四时刺逆从论》所述："血气上逆，令人善忘 "；犹如

陈士铎在《辨证录》中所说："气郁不舒，忽忽如有所失，目前之

事竟不记忆，乃肝气之滞。"张仲景所著的《伤寒论》中的四逆

散，具有疏肝解郁，调节全身气血的作用。四逆散可能是通过调

节疲劳大鼠脑内氨基酸受体的表达，从而起到改善学习记忆能

力的作用。
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