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　　酒精中毒是危害人类健康的杀手之一，与酒精中毒和酒

精滥用相关的健康、心理和社会问题已成为当前重大的公共

卫生问题之一［１］。心脑佳配方是新乡医学院万光瑞教授自主

研发的一种快速、高效、多途径抗急慢性酒精中毒的食药两用

中药。我们前期进行的动物实验证明心脑佳配方具有明显增

加乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）和乙醛脱氢酶（ＡＬＤＨ）活性等作用（未

公开发表资料），临床少量志愿者在大量饮酒前或饮酒后试服

该药后，均未感到胃部不适，且睡眠好，睡醒后头部感觉舒适、

轻松（未公开发表资料），这可能是其中天麻和抗氧化成分发

挥的作用。为此，本实验通过观察心脑佳配方对慢性酒精处

理模型大鼠学习记忆的影响和海马区谷氨酸（Ｇｌｕ）含量及Ｎ
甲基Ｄ天冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体２Ｂ亚基（ＮＲ２Ｂ）表达的变化，

探讨心脑佳配方对酒精中毒的保护作用及其可能机制。

１　材料和方法

１．１　动物及分组　清洁级雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，体质量

（１４０±２０）ｇ，由郑州大学动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（豫）

２００５０００１。随机分为５组（ｎ＝１２）：正常组（Ａ组）、酒精中毒
模型组（Ｂ组）、酒精＋低剂量心脑佳配方组（Ｃ组）、酒精＋中剂

量心脑佳配方组（Ｄ组）、酒精＋高剂量心脑佳配方组（Ｅ组）。

１．２　药品及试剂　心脑佳配方为自制；兔抗鼠 ＮＲ２Ｂ多克

隆抗体购自北京博奥森生物技术有限公司；Ｃｙ３标记羊抗兔

ＩｇＧ、ＤＡＰＩ、抗荧光淬灭封片液购自碧云天生物技术研究所；

谷氨酸标准液购自上海康达氨基酸厂。

１．３　慢性酒精中毒模型的建立　Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组以酒精水溶

液作为大鼠唯一饮水来源，以６％酒精浓度开始，逐日递增

１％～１５％后一直维持该浓度并持续８周，任意进食。Ａ组

自由饮水，任意进食。

１．４　给药　第９周开始，Ｃ、Ｄ、Ｅ组大鼠继续饮用酒精水溶

液的同时，每天上午９点分别以总黄酮含量为２６０、５２０、７８０

ｍｇ／ｍｌ的心脑佳配方生理盐水溶液（２ｍｌ／ｋｇ）灌胃，Ａ组、Ｂ
组用等体积生理盐水灌胃，连续灌胃１０ｄ。

１．５　学习记忆能力检测　学习记忆的行为检测在灌胃结束

后第２天进行。以 Ｙ迷宫作为学习记忆能力的检测模型。

在仪器箱底施以电击，电击参数为０．４ｍＡ。３条臂每一条

顶端都有信号灯，实验时，信号灯开启表示该臂为安全区，即

该臂底部不通电；另两条臂通电，训练动物学会分辨信号而

主动逃避电击。灯光出现的方位按照随机次序变换。

　　将大鼠置于迷宫中，把３条臂的指示灯均打开，让其适应

环境，３ｍｉｎ后再将灯熄灭。随机打开其中一条臂的指示灯，

不亮的两条臂自动延迟５ｓ后则通电电击大鼠，直至逃避到安

全区为止，然后灯亮持续１５ｓ后熄灭，完成１次测试。大鼠在
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１０ｓ内一次直接逃至安全区为正确反应，否则为错误反应。

以１０次电刺激后有９次做出正确反应为学会，用大鼠学会所

需训练的次数来表示其空间分辨反应的学习记忆成绩。训练

次数越少，说明大鼠学习能力越强。所有学习记忆测试均于

晚间安静、暗光下进行，对电刺激反应迟钝的大鼠予以剔除。

１．６　高效液相色谱分析谷氨酸水平［２］　大鼠麻醉后断头，剥

离海马组织并称质量，加入１ｍｌ甲醇水离心液，低温匀浆，取

部分匀浆液４℃、１００００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清，滤膜过滤

后－８０℃保存待测。样品经ＯＰＡ（Ｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ）衍生后，

用高效液相色谱仪（美国ＶＡＲＩＡＮＰｒｏｓｔａｒ）进行检测，控制系

统为 ＰｒｏＳｔａｒ／ＤｙｎａｍａｘＳｙｓｔｅｍ（包含 ＰｒｏＳｔａｒ２１０泵，ＰｒｏＳｔａｒ

３６３型可编程荧光检测器，８００模数转换器，ＰｒｏＳｔａｒ５００型柱

温箱）。流动相Ａ：０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸钾，流动相Ｂ：甲醇，进行二

元梯度洗脱，梯度洗脱程序（Ｔ，Ｂ％）：（０，０％）、（１，５％）、（１０，

２０％）、（１７，４０％）、（２０，６０％）、（２２，５５％）、（４０，５５％）、（４５，

１００％），Ｔ表示时间，Ｂ％表示Ｂ流动相所占的比例。流动相

经０．４５μｍ微孔滤膜过滤，超声脱气。流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ、激发

波长２５０ｎｍ，发射波长４１０ｎｍ，以谷氨酸峰面积定量。

１．７　免疫荧光法检测大鼠海马区ＮＲ２Ｂ蛋白表达　取海马

区脑组织在恒温冷冻切片机内切成２０μｍ厚切片，贴于防脱

载玻片上；微波修复１５ｍｉｎ，山羊血清封闭２０ｍｉｎ；加入兔抗

鼠ＮＲ２Ｂ多克隆抗体 （１１００），４℃过夜；加入Ｃｙ３标记羊

抗兔ＩｇＧ（１５００），室温放置２ｈ；ＤＡＰＩ核复染３ｍｉｎ；抗荧

光淬灭封片液封片；倒置荧光显微镜观察并拍照。

１．８　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１２．０软件

包进行统计学分析，用方差分析进行多组间检验，有差异者

再进行两两比较，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　心脑佳配方对慢性酒精处理大鼠学习记忆能力的影

响　Ｙ迷宫行为检测结果显示，慢性酒精处理大鼠学习记忆

能力较正常大鼠明显下降（Ｐ＜０．０１），而不同剂量心脑佳配方

对慢性酒精处理大鼠学习记忆能力均有保护作用，与模型组

相比，随着剂量的增加，大鼠学习记忆能力恢复明显（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１），见表１。

２．２　心脑佳配方对慢性酒精处理大鼠海马区谷氨酸含量的影

响　高效液相色谱分析结果显示，慢性酒精处理可使大鼠海马

区谷氨酸含量明显减少（Ｐ＜０．０５），各剂量心脑佳配方对酒精中

毒所引起的大鼠海马区谷氨酸含量减少没有影响（表１，图１）。

２．３　心脑佳配方对慢性酒精处理大鼠海马区ＮＲ２Ｂ蛋白表

达的影响　由图２可见，ＮＲ２Ｂ蛋白在海马区神经元细胞表

达，阳性细胞胞质呈红色。慢性酒精处理组与正常对照组比

较，镜下见大量的荧光着色细胞，分布密集，且荧光强度增

加。不同剂量心脑佳配方均使阳性细胞数量减少，与模型组

相比，随着剂量增加，阳性细胞数量减少更加明显。

３　讨　论

　　心脑佳配方由十二味可食中药的主要功效成分构成，具

有护肝、护胃、护脑三方面的作用。配方中药的功效成分中，

黄酮含量较高易于检测，另外，黄酮成分在本配方中发挥着

极为重要的作用，因此本研究采用总黄酮作为该解酒保健食

品检测的功效指标。本实验结果表明，慢性酒精处理模型

组大鼠学习记忆成绩较正常组明显下降（Ｐ＜０．０１），各用药

组与模型组相比，学习记忆成绩明显上升（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１），说明心脑佳配方对于慢性酒精处理的神经损伤具有

保护作用。为了探讨心脑佳配方的神经保护作用机制，我们

分别检测了大鼠海马区谷氨酸含量和ＮＲ２Ｂ蛋白表达。

表１　心脑佳配方对慢性酒精处理

大鼠学习记忆能力和海马区谷氨酸含量的影响

ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

分组 训练次数（次） 谷氨酸含量

ρＢ／（μｍｏｌ·ｇ－１）

对照组　　　　　　 ３７．３８±１１．６１ ３．４９±０．７０
模型组　　　　　　 １０４．８８±１２．９８ ０．２４±０．０６
心脑佳配方低剂量组 ９３．２５±７．６３△ ０．２９±０．０７
心脑佳配方中剂量组 ７６．００±７．３９△△ ０．２７±０．０７
心脑佳配方高剂量组 ４６．００±５．７８△△ ０．２８±０．０６

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比较；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１
与模型组比较

图１　各组大鼠海马组织谷氨酸含量的
高效液相色谱分析图

Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：心脑佳配方低剂量组；Ｄ：心脑佳配方中

剂量组；Ｅ：心脑佳配方高剂量组
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图２　各组大鼠海马组织ＮＲ２Ｂ蛋白表达

Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：心脑佳配方低剂量组；Ｄ：心脑佳配方中剂量组；Ｅ：心脑佳配方高剂量组．箭头所示为典型阳性细胞．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

　　在哺乳动物脑内，海马是神经元可塑性的重要区域，与

学习记忆的形成密切相关［３］。而脑组织中 ＮＭＤＡ受体在海

马组织有丰富表达，是突触可塑性及长时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍ

ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ）的主要调控者，构成了学习记忆的神经基

础［４］。已有研究证明海马区ＬＴＰ的形成由谷氨酸和ＮＭＤＡ
受体所介导［５］。ＮＲ２Ｂ在神经可塑性方面起着更为重要的作

用［６］。研究也表明，酒精能够通过作用于 ＮＲ２Ｂ受体，造成

神经细胞损伤和学习记忆改变［７］。

　　本实验结果表明，慢性酒精处理大鼠海马区谷氨酸含量

较正常组降低（Ｐ＜０．０１），而ＮＲ２Ｂ蛋白表达升高。这与既
往研究结果［８９］一致。加入心脑佳配方后，慢性酒精处理大

鼠海马区ＮＲ２Ｂ蛋白表达明显下降，但是海马区谷氨酸含量

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），说明心脑佳配方可以下调酒

精中毒引起的海马区ＮＲ２Ｂ蛋白表达，但其作用途径与谷氨

酸无关。

　　心脑佳配方的主要成分为葛根和天麻，实验表明，葛根

素能明显降低细胞内 ［Ｃａ２＋］ｉ［１０］，而天麻成分香荚兰醛和对

羟基苯甲醛可抑制谷氨酸引起的人ＩＭＲ３２成神经细胞瘤细

胞内Ｃａ２＋的升高和细胞凋亡［１１］，天麻素也可抑制谷氨酸引

起的ＰＣ１２细胞内Ｃａ２＋升高［１２］。而经 ＮＲ２Ｂ受体造成神经

细胞损伤的机制主要为：（１）ＮＭＤＡ受体过度激活，配体门控

型离子通道开放，Ｃａ２＋、Ｎａ＋大量内流而 Ｋ＋外流，细胞内水

钠潴留，导致急性神经细胞肿胀、坏死；（２）ＮＭＤＡ受体过度

激活使细胞内Ｃａ２＋浓度持续增高，导致Ｃａ２＋超载，激活一系

列与细胞毒性有关的酶，使神经元逐步坏死［１３］。这提示

Ｃａ２＋通道可能是心脑佳配方抗兴奋毒性的作用靶点。

　　本实验结果表明，心脑佳配方对酒精中毒引起的脑损伤

具有保护作用，并且这种保护作用可能是通过对 ＮＲ２Ｂ蛋白

表达的调节而实现，然而这种保护作用的分子机制和途径仍

不明确。我们推测，心脑佳配方能够通过下调 ＮＲ２Ｂ受体、

抑制Ｃａ２＋内流，从而保护慢性酒精处理大鼠的神经细胞损

伤，改善学习记忆，此过程的具体机制，值得进一步研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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