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摘要!研究玉米肽对慢性酒精中毒小鼠认知损伤的影响& 选取 ." 只 TRe小鼠!随机分为 ( 组!分

别为正常对照组%慢性酒精性脑损伤模型组"酒精模型组$%玉米肽高剂量组"! 9DE9$%玉米肽中剂

量组"# 9DE9$%玉米肽低剂量组""=( 9DE9$& 首先进行神经行为学实验"O?XX4V水迷宫实验和避暗

实验$!然后检测各组小鼠脑组织中多巴胺"aK$%( $羟色胺"( $,G$%

#

$氨基丁酸"+KWK$含量

以及乙酰胆碱酯酶"KR70$%一氧化氮合成酶"M_H$活性!并取大脑海马组织进行病理组织学观

察& 结果表明(O?XX4V水迷宫实验中!与酒精模型组相比!玉米肽中%高剂量组小鼠的逃避潜伏期显

著缩短"$m"="($!有效区域进入次数显著增加"$m"="($!玉米肽中剂量组有效区域运动时间显

著延长"$m"="($#避暗实验表明!玉米肽各剂量组均能显著降低小鼠酒后进入暗箱的错误次数!

延长逃避潜伏期"$m"="($#脑病理组织学显示!玉米肽中%高剂量组能够不同程度地减轻酒精对

海马组织的损伤#脑组织中神经递质含量分析发现!玉米肽可调节酒后脑组织中 ( $,G%aK含量

以及M_H的活性!但对酒精导致的 KR70活性和 +KWK含量升高没有下调作用& 综上所述!玉米

肽可改善小鼠酒后脑组织中部分相关神经递质紊乱导致的细胞和突触功能障碍!从而减轻酒精引

起的认知损伤&
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//酒精滥用和酒精依赖已成为当今影响人类健康

的重要因素之一&世界卫生组织报道全球每年约有

)"" 万人死于酒精相关疾病&占所有死亡人数的

(])\

+# $J,

( 长期饮酒可导致 !"" 多种疾病&酒精暴

露能够破坏大脑的表观遗传和转录过程&损害神经

再生&诱发神经炎症+( $&,

&因此长期饮酒可引起许多

神经系统不可逆的反应&进而引起以神经精神症状

为主的疾病( 学习'记忆功能损害是慢性酒精性脑

损伤神经行为学变化的早期重要症状之一&目前已

有许多学者从不同的角度对酒精中毒导致学习能力

减退'认知障碍进行了研究+' $%,

( 中枢神经递质在

大脑思维'学习'记忆等高级功能中发挥着重要作

用&脑内短时间的高酒精浓度能干扰神经递质和神

经受体的活动&引起细胞和突触功能障碍&影响神经

元对信息的反应和传递&最终影响大脑的学习记忆

行为+#" $##,

( 目前对于酒精性脑损伤的治疗&临床上

主要采取戒酒'营养支持和对症治疗等综合疗法&但

这只能减轻酒精性脑病临床症状&阻止酒精性脑病

的进一步发展&因而预防酒精中毒对脑组织的损伤

至关重要(

玉米蛋白多肽链中存在多个功能区&经过蛋白

酶控制性酶解后得到的玉米肽具有显著的生物学活

性( 近年来众多学者分别制备出具有体外醒酒活性

的玉米肽+#! $#J,

( 动物实验表明玉米肽具有良好的

解酒效果及护肝作用+#( $#',

( 酒醉除了损害肝脏&还

可引起中枢神经系统毒性&影响大脑的学习记忆行

为&本实验室研制开发的玉米肽具有解醉的功效&并

且能够减轻酒精对神经系统刺激&缓解醉酒后头

痛+#. $#%,

( 但是玉米肽如何降低酒精对脑组织的损

伤作用&是否可以改善酒后学习'记忆功能尚未清

楚( 本研究在前期研究的基础上&进一步证实了玉

米肽对酒精引起的认知损伤的改善作用&探讨了玉

米肽对慢性酒精中毒小鼠中枢神经递质合成和D或

代谢的调节作用&以期找到玉米肽改善酒精性认知

损伤的客观依据&为预防脑损伤的天然保健食品的

研究奠定基础(

=>材料与方法

#=#/实验材料

清洁级TRe小鼠&体重"#. o!#9&实验动物生

产许可证号为 HR-k"吉#!"#( $"""(&长春市亿斯

实验动物技术有限责任公司!玉米肽粉"蛋白质含

量 J(])\&其余为淀粉&肽分子质量 m# Ea3#&依据

发明专利 L̀ !"#%#"!J%&.!=! 实验室自制!基础鼠

粮&长春市亿斯实验动物技术有限责任公司!小鼠多

巴胺 "aK#'( $羟色胺 "( $,G#'乙酰胆碱酯酶

"KR70#'一氧化氮合成酶 "M_H#'

#

$氨基丁酸

"+KWK#试剂盒&上海江莱生物科技有限公司(

08HZ4XQ全波长多功能酶标仪&美国珀金埃尔默

公司!RI#(e-TT型高速低温离心机&日本日立公司!

POG$#"" 水迷宫视频分析系统'gKG$. 避暗实验

视频分析系统&成都泰盟科技有公司!OG'" 挤压膨

化机&济南美腾机械设备有限公司(

#=!/实验方法

#=!=#/动物饲养与分组

加肽鼠粮的制作)以 # 9DE9中剂量玉米肽为例

说明添加玉米肽鼠粮的制作( 首先&用粉碎机将基

础鼠粮粉碎&之后将玉米肽与粉碎后的基础鼠粮以

质量比 #j# """ 用搅拌机混合均匀&最后将混合后

的饲料利用挤压膨化机制作成具有一定硬度的圆柱

体饲料( 高剂量玉米肽和低剂量玉米肽的制作&除玉

米肽与粉碎后的基础鼠粮质量比分别为 !j# """ 和

"=(j# """ 外&其余过程均与中剂量玉米肽的制作过

程一致(

TRe小鼠 ." 只"雌雄各半#&随机分为 ( 组&每

组 #& 只&分别为正常对照组'慢性酒精性脑损伤模

型组"酒精模型组#'玉米肽高剂量组"! 9DE9#'玉

米肽中剂量组 "# 9DE9#'玉米肽低剂量组 ""=(

9DE9#( 慢性酒精性脑损伤模型组的建立参考

")
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G<X>738等+!",的方法&将小鼠适应性饲养 # 周后&正

常组饮用蒸馏水&饲喂基础鼠粮!慢性酒精性脑损伤

模型组依次饮用体积分数为 &\'#!\'#(\'!"\

的酒精溶液&饲喂基础鼠粮&其中体积分数为 &\'

#!\'#(\的酒精溶液分别饮用 # 周&体积分数为

!"\的酒精溶液一直饮用到实验结束( 玉米肽实验

组按分组分别饲喂加肽鼠粮&饮用酒精溶液同酒精

模型组!各组小鼠皆自由摄食&实验周期为 ( 个月(

实验结束后&先进行动物行为学实验"O?XX4V水迷宫

实验和避暗实验#&然后颈椎脱臼处死&取脑组织&

一半用于病理组织学观察&一半用于脑组织中各项

指标的测定(

#=!=!/O?XX4V水迷宫实验

参照许亚军等+!#,的方法&并作修改(

学习获得实验)训练部分为 ( S&第 # 天让小鼠

自由游泳 ! 248&适应实验环境( 从第 ! 天起&每天

训练时分别随机从 J 个象限各选 # 个入水点&将小

鼠面向池壁放入水中&令其在水中寻找 #." V&由视

频采集系统记录小鼠的运动轨迹和其找到平台位置

的时间"逃避潜伏期#( 若 #." V内小鼠未找到平台

的位置则由测试者将小鼠引至平台&将其放在平台

上再滞留 )" V&未找到平台的小鼠逃避潜伏期记为

#." V( 最后记录在第二象限入水时的逃避潜伏期&

以此结果判断学习获得能力和短时记忆能力(

记忆保持实验)第 & 天进行记忆保持实验&先将

小鼠在平台上放置 )" V&然后将平台撤掉( 从平台

对侧象限将小鼠面朝桶壁投入池中( 视频采集系统

记录每只小鼠空间运动轨迹和逃避潜伏期等&以此

结果判断长期记忆保持能力(

#=!=)/避暗实验

使用gKG$. 避暗实验视频分析系统进行避暗

实验( 小鼠避暗箱分为前部明室和后部暗室两部

分&两室间有直径 ) >2的空洞相通( 底部为铜栅&

前半部明室以高强度灯光刺激&后半部暗室通以

J" b电压&实验时将小鼠背对入口放入明室&记录

从小鼠放入明室至钻进暗室触电的时间&即逃避潜

伏期&同时记录小鼠在 ( 248 内进入暗室的次数&即

错误反应次数(

#=!=J/病理组织学观察

神经行为学实验结束后&取小鼠脑组织&剥离海

马组织&制成 ,0染色切片并进行病理学观察(

#=!=(/脑组织中神经递质的测定

小鼠脱臼处死后迅速取脑组织&用 Ji生理盐

水漂洗&拭干&称重&然后加入 % 倍 "]%\冰生理盐

水&磨浆&再用高速低温离心机以 ! """ XD248 离心

#" 248&取上清液置 Ji冰箱保存&按试剂盒说明书

测定多巴胺"aK#'( $羟色胺"( $,G#'

#

$氨基丁

酸"+KWK#含量以及乙酰胆碱酯酶"KR70#'一氧化

氮合成酶"M_H#活性(

#=!=&/数据处理

应用 HgHH #%=" 软件&对数据进行单因素方差

分析&差异显著者再进行 H̀a检验( 各组数据结果

以$平均值o标准差%表示(

?>结果与分析

!=#/O?XX4V水迷宫实验

玉米肽对小鼠学习获得实验结果的影响见图 #(

图 =>玉米肽对小鼠学习获得实验结果的影响

//由图 # 可知)各组小鼠寻找平台所需逃避潜伏

期均有随着训练进程而下降的趋势&与正常对照组

相比&酒精模型组小鼠的逃避潜伏期均显著延长

"$m"]"(#!训练第 J 天时&与酒精模型组相比&玉

米肽中'高剂量组小鼠逃避潜伏期显著缩短&与正常

对照组无显著差异"$n"="(#( 这表明长期的酒精

处理导致小鼠学习记忆能力下降&影响小鼠学习获得

能力和短时记忆能力&给予玉米肽对由酒精导致的学

习获得能力和短时记忆能力下降具有一定缓解作用(

由O?XX4V水迷宫空间探索轨迹"图 !#直观可

得&正常对照组小鼠的运动轨迹大多集中在有效区

域象限&与正常对照组相比&酒精模型组小鼠的运动

轨迹分布随机(

玉米肽对小鼠记忆保持实验结果的影响见图

)( 由图 ) 可知)与空白对照组相比&酒精模型组小

鼠逃避潜伏期显著延长&运动总距离及有效区域运

动时间显著缩短&有效区域进入次数显著减少"$m

"="(#!与酒精模型组相比&玉米肽中'高剂量组小

鼠逃避潜伏期均显著缩短&有效区域进入次数显著

增加"$m"="(#&玉米肽中剂量组有效区域运动时

间显著延长"$m"="(#&但玉米肽低'中剂量组运动

总距离没有显著改变"$n"="(#( 到达隐藏平台的

路径和时间与动物的完整记忆有关&表明酒精对小鼠

的记忆保持能力有明显损伤作用&而玉米肽对由酒精

造成的小鼠记忆保持能力的损伤有一定的改善作用(

#)
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图 ?>玉米肽对小鼠记忆保持实验空间探索轨迹的影响
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注)不同小写字母表示差异显著"$m"="(#( 下同

图 B>玉米肽对小鼠记忆保持实验结果的影响

!=!/避暗实验

玉米肽对小鼠避暗实验结果的影响见表 #(

表 =>玉米肽对小鼠避暗实验结果的影响

组别 逃避潜伏期DV 错误次数

正常对照组
)""="! o"=")

3

"="" o"=""

A

酒精模型组
#.J="# o&'=J&

>

#=!" o"=%!

3

玉米肽低剂量组
!J!=)J o%)=#J

A

"=)" o"=J.

A

玉米肽中剂量组
!.'=#' oJ"=&#

3A

"=#" o"=)!

A

玉米肽高剂量组
!.)=#. o()=#%

3A

"=#" o"=)!

A

/注)同列不同字母表示差异显著"$m"="(#( 下同

由表 # 可见)与正常对照组相比&酒精模型组小

鼠进入暗箱的错误次数和逃避潜伏期均有显著变化

"$m"]"(#&表明慢性酒精性脑损伤模型对小鼠被

动回避记忆能力造成损害!与酒精模型组相比&玉米

肽各剂量组均能降低由酒精引起的进入暗箱的错误

次数&延长逃避潜伏期"$m"="(#&这说明玉米肽对

由酒精引起的被动回避记忆能力损害有所缓解(

!=)/玉米肽对慢性酒精中毒小鼠海马组织病理学

的影响"见图 J$

由图 J 可知)正常对照组小鼠海马区椎体细胞

排列规则&层次清楚&细胞结构完整&细胞核清晰!与

正常对照组相比&酒精模型组小鼠海马组织病理组

织图呈现神经细胞固缩或结构模糊'神经胶质细胞

数量增多的形态变化&表明长期较高浓度的酒精作

用可导致海马组织细胞病变&进而引起酒精性认知

损伤&这与李一欣等+!!,的研究结果一致( 与酒精模

型组相比&玉米肽低剂量组小鼠海马组织损伤未见

明显改善&玉米肽中'高剂量组海马组织损伤情况有

!)
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不同程度的减轻&但海马区内仍有部分神经细胞结

构模糊&神经胶质细胞数量略增多( 病理组织学结

果表明玉米肽可减轻酒精对小鼠海马组织的损伤作

用&从而改善酒后认知损伤(

!"#$%&' !"#(%&' !"#)%&'

*+,-' ./01'

图 D>小鼠海马组织病理学观察结果#D@@ S$

!=J/玉米肽对小鼠酒后脑组织中神经递质及受体

的影响

!=J=#/玉米肽对小鼠脑组织中 KR70活性的影响

"见图 (#
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图 E>玉米肽对小鼠脑组织中967N活性的影响

//由图 ( 可知&与正常对照组相比&酒精模型组小

鼠脑组织中 KR70活性显著升高"$m"="(#&表明

酒精可引起脑中 KR70活性的改变( KR70能特异

性水解乙酰胆碱&当KR70活性升高时&可加快对乙

酰胆碱的水解&使其含量下降&从而导致认知功能下

降( 与酒精模型组相比&玉米肽低'中'高剂量组小

鼠脑组织中 KR70活性未见显著改变"$n"="(#(

玉米肽对酒后脑组织中KR70活性的增加没有改善

作用&表明玉米肽对酒后脑组织损伤的保护作用不

是通过调节KR70活性以及乙酰胆碱含量实现的(

!=J=!/玉米肽对小鼠脑组织中 ( $,G含量的影响

"见图 &#

由图 & 可知&与正常对照组相比&酒精模型组小

鼠脑组织中 ( $,G含量显著升高"$m"="(#( 摄入

酒精后&乙醇脱氢酶能催化酒精生成乙醛&乙醛可抑

制醛脱氢酶而影响 ( $,G在中枢神经系统中的代

谢&减弱其降解&导致 ( $,G含量升高&这也是酒精

中毒后促进睡眠的原因+!),

( 与酒精模型组相比&玉

米肽低剂量组中 ( $,G含量没有显著变化

"$n"]"(#&但玉米肽中'高剂量组中 ( $,G含量显

著降低"$m"="(#( 这表明玉米肽可通过下调酒后

脑组织中 ( $,G含量来减轻酒精性脑损伤&从而改

善认知损伤(

图 F>玉米肽对小鼠脑组织中 E OTU含量的影响

!=J=)/玉米肽对小鼠脑组织中aK含量的影响"见

图 '#
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图 J>玉米肽对小鼠脑组织中!9含量的影响

//由图 ' 可见&与正常对照组相比&酒精模型组小

鼠脑组织中 aK含量显著升高"$m"="(#&表明酒

精可使多巴胺能神经元释放的 aK增多&这与刘坤

))
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等+!J,的结论一致( 酒精是亲神经性兴奋性毒物&可

通过aK转运蛋白进入神经元&直接激动中脑 $边

缘aK系统和中脑$额叶aK系统&使得脑内aK的

区域神经元兴奋性增强&并引起多巴胺能神经元释

放aK增多&同时还可抑制 aK的分解+!(,

( 与酒精

模型组相比&玉米肽中'高剂量组小鼠脑组织中 aK

含量显著降低"$m"="(#( 这表明玉米肽可调节脑

组织中aK含量&减轻酒精对神经递质 aK的干扰&

改善神经元对信息的反应和传递异常&恢复神经细

胞的正常功能(

!=J=J/玉米肽对小鼠脑组织中 +KWK含量的影响

"见图 .#

图 K>玉米肽对小鼠脑组织中V9P9含量的影响

//由图 . 可知)与正常对照组相比&酒精模型组小

鼠脑组织中+KWK含量显著升高"$m"="(#&表明

酒精可显著增加脑组织中抑制性氨基酸类神经递质

+KWK的水平!与酒精模型组相比&玉米肽低'中'高

剂量组小鼠脑组织中 +KWK含量没有显著变化

"$n"="(#( 这表明玉米肽对酒精引起的+KWK含

量升高没有调节作用&玉米肽对酒后脑组织损伤的

改善不是通过调节+KWK水平发挥作用的(

!=J=(/玉米肽对小鼠脑组织中 M_H 活性的影响

"见图 %#
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图 A>玉米肽对小鼠脑组织中W"X活性的影响

//由图 % 可知&与正常对照组相比&酒精模型组小

鼠脑组织中 M_H 活性显著降低"$m"="(#( M_H

是M_合成的关键酶&在神经系统中&M_参与了学

习和记忆等神经生理活动&还对脑部血流具有调节

作用&并参与神经系统的免疫防御&酒精降低了脑组

织中M_H 活性&间接降低了 M_的含量&因此影响

了小鼠的学习记忆能力( 与酒精模型组相比&玉米

肽中'高剂量组小鼠脑组织中 M_H 活性显著增加

"$m"="( #& 玉米肽低剂量组未见显著改变

"$n"]"(#( 这表明玉米肽可通过提高脑组织中

M_H活性&恢复正常生理水平的M_含量&从而改善

由酒精引起的学习记忆能力下降(

B>结>论

玉米肽对慢性酒精中毒小鼠认知损伤具有明显

的改善作用&可减轻酒精引起的海马组织细胞病变&

提高酒后小鼠学习记忆能力!还可调节酒后脑组织

中 ( $,G'aK含量以及M_H活性&但对酒精导致的

KR70活性及 +KWK含量升高没有下调作用( 由此

可知&玉米肽对酒精性脑损伤具有预防作用&可改善

酒后脑组织中部分相关神经递质紊乱导致的细胞和

突触功能障碍&这可能是玉米肽改善慢性酒精中毒

小鼠认知损伤的重要机制之一( 提示饮酒前食用玉

米肽&可改善酒精性认知损伤&减轻酒精对大脑的毒

性作用( 但是玉米肽预防酒精性脑损伤的具体分子

机理尚不清楚&还有待进一步研究(
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