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·基础研究·

△ ［基金项目］　廊坊市科技支撑计划项目（２０１６０１３１５１）
 ［通信作者］　史晴晴，主治医师，研究方向：神经病学；Ｅｍａｉｌ：ｌｆｓｙｓｑｑ＠１６３ｃｏｍ

白芍总苷对脑缺血大鼠学习记忆能力及海马 ＣＡ１区
神经元的保护作用

△

史晴晴，黄宁，郭洋洋

（廊坊市第四人民医院，河北　廊坊　０６５７００）

［摘要］　目的：研究白芍总苷对脑缺血大鼠学习记忆能力的影响以及对海马 ＣＡ１区神经元的保护作用并初探
其机制。方法：通过结扎双侧颈总动脉制备大鼠脑缺血模型，术后第二天开始连续２８ｄ灌胃给药白芍总苷（５０、
１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１），每天１次。２８ｄ后，通过Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验和跳台实验评价大鼠学习记忆能力；ＨＥ染色观察
海马ＣＡ１区神经元形态，ＴＵＮＥＬ染色观察海马ＣＡ１区神经元凋亡状况，免疫组织化学（ＩＨＣ）法检测海马Ｂｃｌ２、Ｂａｘ
表达，检测抗氧化酶活性和 ＭＤＡ含量。结果：１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１白芍总苷能够显著缩短脑缺血大鼠逃避潜伏期，
显著缩短跳台潜伏期、增加跳台次数（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；明显改善海马ＣＡ１区神经元病理性形态结构变化和细
胞凋亡状况，显著降低凋亡指数（ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＩｎｄｅｘ，ＡＩ）（Ｐ＜００１），显著上调海马 Ｂｃｌ２表达、下调 Ｂａｘ表达，提高
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），显著改善抗氧化酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ）活性并降低 ＭＤＡ含量（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１）。结论：白芍总苷具有改善脑缺血大鼠学习记忆能力的作用；可能与其抑制海马ＣＡ１区神经元病变、调节
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达、抑制海马ＣＡ１区细胞凋亡有关。

［关键词］　白芍总苷；脑缺血；学习；记忆；海马
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脑血管病已经逐渐发展成为危害人类健康的主

要疾病之一，其中缺血性脑血管病占８０％左右，具
有极高的致残率和致死率［１］。认知功能损伤是脑缺

血病早期的主要临床表现，进一步可能发展成为认

知与神经功能障碍。Ｌｅｅ等［２］研究发现慢性脑血流

灌注不足是认知功能下降的重要触发因素。白芍总

苷为中药白芍的主要活性成分之一，具有抑制自身

免疫、抗炎、抗氧化等多种活性［３４］。本课题组既往

研究发现，白芍总苷能够通过抑制神经元凋亡、氧

化应激损伤、炎症反应对脑缺血再灌注损伤具有一

定的保护作用，并且对海马 ＣＡ１区神经元具有保护
作用［５６］。

１　材料

１１实验动物

健康清洁级 ＳＤ大鼠（雌雄不限），由河北医科
大学实验动物中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ（冀）
２０１３１００３，适应性饲养１周后进行实验。

１２药物与试剂

白芍总苷胶囊（宁波立华制药有限公司，批号：

２０１６１１２４）。ＨＥ、ＴＵＮＥＬ试剂盒（北京博奥森生物
技术有限公司）；Ｂｃｌ２、Ｂａｘ多克隆抗体和 ＡＢＣ
ＤＡＢ试剂盒（北京博奥森生物技术有限公司）；超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽
过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）、丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒（安徽
欣乐生物技术有限公司）。

２　方法

２１动物分组、模型制备与给药

将１００只实验用大鼠随机分为假手术组、模型
对照组和白芍总苷（５０、１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１）组，每
组２０只。参照罗伟等［７］报道的实验方法，通过结扎

双侧颈总动脉制备慢性脑缺血大鼠模型，假手术组

游离颈总动脉但不结扎。术后第二天，白芍总苷各

剂量组分别灌胃给药，假手术组和模型对照组大鼠

均同步给予０９％氯化钠溶液，每天１次，共２８ｄ。

２２Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验

给药治疗２８ｄ后，每组随机选取１０只大鼠，行
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验（Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫视频跟踪分析系统，
成都泰盟科技有限公司）。水迷宫为直径１３ｍ、深
０５ｍ的圆柱形水桶装置，置暗室中，设置水温
为２５℃恒温，划分为 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ共 ４个象限，

将安全平台（直径 １０ｃｍ，高 ３０ｃｍ）放于第 ３象限
（水面下２ｃｍ），水迷宫上方安置电脑系统相连接的
摄像机以记录大鼠运动轨迹。１）定位航行实验：实
验前１天适应性训练２ｍｉｎ，实验历时５ｄ，每天每
只大鼠分别从Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ象限面向水迷宫池壁放
入，记录大鼠１２０ｓ内的游泳轨迹和站上平台所需的
时间（逃避潜伏期），站上平台后停留３０ｓ，若１２０ｓ
内未找到平台则逃避潜伏期记为１２０ｓ。２）空间探索
实验：第６天撤去平台，大鼠于第 ＩＩ象限面向水迷
宫池壁放入，观察并记录９０ｓ内大鼠穿越原来平台
位置次数。

２３跳台实验

取每组剩余的１０只大鼠，实验前１天将大鼠置
于反应箱中适应３ｍｉｎ，实验时将大鼠放在平台上并
接通铜栅电源，记录各组大鼠３ｍｉｎ内错误次数和
受电击总时间；第２天，直接将大鼠放于接通铜栅
电源的平台上，记录３ｍｉｎ内错误次数和受电击总
时间。

２４大脑海马ＣＡ１区神经元形态及凋亡状况的观察

每组随机取１０只大鼠，参照叶志强等［８］报道的

实验方法：麻醉后断头取脑，去除嗅球、小脑和低

位脑干，置于４％多聚甲醛溶液中固定７２ｈ，然后行
石蜡包埋、切片、展片处理，行常规 ＨＥ染色：
７５％乙醇梯度脱蜡水化、ＰＢＳ洗涤、苏木素染色
５ｍｉｎ、水洗、０５％乙醇盐酸分色、尹红染色２０ｓ、
水洗、７５％乙醇梯度脱水、封片，然后通过倒置光
学显微镜观察大脑海马 ＣＡ１区神经元形态（海马
ＣＡ１区范围见图１）；在显微镜下计数海马ＣＡ１区每
个视野神经元数（神经元数／视野）。行 ＴＵＮＥＬ染色
观察海马ＣＡ１区神经元凋亡状况。每只大鼠取５张
切片，每张切片随机选取互不重叠的５个视野，并
分别计数细胞总数和凋亡细胞数，然后按公式（１）
计算凋亡指数（ＡＩ）。

ＡＩ（％）＝（凋亡细胞数／细胞总数）×１００％ （１）

２５ＩＨＣ法检测海马Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达

取２４制备的大鼠脑组织石蜡切片，脱蜡水化
处理后，参照试剂盒操作方法步骤，采用 ＡＢＣＤＡＢ
法进行染色：７５％乙醇梯度脱蜡水化、ＰＢＳ洗涤、
３％过氧化氢甲醇溶液孵育 ２５ｍｉｎ、ＰＢＳ洗涤、山
羊血清封闭１５ｈ、滴加一抗４℃过夜、ＰＢＳ洗涤、
滴加二抗室温孵育１５ｈ、ＰＢＳ洗涤、滴加辣根过氧
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图１　大鼠大脑海马组织结构图

化物酶标记的链霉卵白素室温孵育１ｈ、ＰＢＳ洗涤、
ＤＡＢ显色５ｍｉｎ、充分水洗、梯度脱水、封片，然后
通过倒置光学显微镜观察并照相保存。每只大鼠取

５张切片，每张图片同一部位选取互不重叠的５个视
野，采用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ图像分析系统测定图片灰度。

２６抗氧化酶活性和ＭＤＡ含量的测定

取每组剩余的１０只大鼠，实施麻醉后断头取脑
并剥取海马组织，加入适量冷裂解液进行研磨匀浆，

离心（３０００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ）取上清液，按照试剂盒
方法测定海马组织抗氧化酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ）
活性和ＭＤＡ含量。

２７统计学处理

运用 ＳＰＳＳ１３０进行数理统计分析；计量资料
以（珋ｘ±ｓ）表示，多组间均数比较采用单因素方差分
析，计数资料采用 ｘ２检验；Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

３　结果

３１白芍总苷对脑缺血大鼠学习记忆能力的影响

３１１Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　于给药治疗２８ｄ完成后进
行定位航行实验，连续５ｄ取平均值（第２９～３３天）：

模型对照组大鼠逃避潜伏期较假手术组显著增加

（Ｐ＜００１）、逃避路程显著增长（Ｐ＜００１）；而与模
型组比较，经１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１白芍总苷干预治疗
２８ｄ能够显著降低脑缺血大鼠逃避潜伏期并缩短逃
避路程（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。于给药治疗２８ｄ并
进行定位航行实验 ５ｄ后，进行空间探索实验（第
３４天）：模型对照组大鼠穿越原平台位置次数较假
手术组显著增多（Ｐ＜００１）；而与模型组比较，经
１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１白芍总苷干预治疗２８ｄ能够显著
降低脑缺血大鼠穿越原平台位置次数（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１）。结果见表１。
３１２跳台实验　给药治疗２８ｄ完成后，连续两天
进行跳台实验（第２９～３０天），取跳台第二天实验数
据：模型对照组大鼠错误次数较假手术组显著增多

（Ｐ＜００１），受电击总时间显著延长（Ｐ＜００１）；而
与模型组比较，经１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１白芍总苷干预
治疗２８ｄ能够显著减少脑缺血大鼠错误次数并缩短
受电击时间（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。结果见表２。

３２白芍总苷对脑缺血大鼠大脑海马 ＣＡ１区神经元
形态的影响

　　图２显示，假手术组海马ＣＡ１区神经元未见异
常：层次清晰（３～５层），排列整齐，形态完整，胞
质染色均匀，核膜、核仁清晰；模型对照组海马

ＣＡ１区神经元形态结构呈现明显异常：层次紊乱，神
经元数量减少、排列稀疏、间隙增大，胶质细胞增

加，部分神经元胞核固缩或溶解，核仁消失等；与

模型对照组比较，白芍总苷各剂量干预治疗组海马

ＣＡ１区神经元病变呈不同程度减轻，该药理学作用呈
现一定的剂量依赖性，以白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组效
果最为显著。计数各组大鼠海马ＣＡ１区神经元数，放
大倍数为４００倍（１０×４０），视野面积０１６ｍｍ２，正
常对照组海马ＣＡ１区神经元数／视野为（６６７±８２）

表１　白芍总苷对脑缺血大鼠学习记忆能力的影响Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 动物／只
定位航行实验 空间探索实验

逃避潜伏期／ｓ 逃避路程／ｃｍ 穿越平台次数

假手术组 １０ ２５６±９４ ８２７３±２６５９ ６９±１８

模型对照组 １０ ５７５±１４８ １４６５８±３４７２ ３１±０９

白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ ４８１±１２６ １２０８７±３３９１ ３７±０９

白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ ４０５±１１３△ １０７４５±３１８２△ ４６±１２△

白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ ３４２±９８△△ ９３５７±２８３４△△ ５４±１７△△

注：与假手术组比较，Ｐ＜００１；与模型对照组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１；下同。
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表２　白芍总苷对脑缺血大鼠学习记忆能力的
影响跳台实验（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 动物／只
跳台实验

错误次数 受点击时间／ｓ

假手术组 １０ ２３±０８ １２４±３８

模型对照组 １０ ５９±２１ ２９３±８５

白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ ５０±１９ ２３１±６２

白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ ３７±１５△ １７８±５７△△

白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ ３１±１２△△ １５２±４１△△

个，模型组神经元数／视野为（２５３±４１）个，较正
常对照组显著降低（Ｐ＜００１），白芍总苷５０、１００、
２００ｍｇ·ｋｇ－１组神经元数／视野分别为（３１６±４５）、
（４０７±４９）、（４８６±６２）个，较模型组显著升高
（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。

注：Ａ假手术组；Ｂ模型对照组；Ｃ白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组；

Ｄ白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组；Ｅ白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组。

图２　各组大脑海马ＣＡ１区神经元形态（ＨＥ，×４００）

３３白芍总苷对脑缺血大鼠海马 ＣＡ１区神经元凋亡
的影响

　　图３显示，假手术组大鼠海马 ＣＡ１区仅见少量
凋亡细胞（ＴＵＮＥＬ染色阳性着色：细胞核黄褐色）；
模型对照组海马ＣＡ１区神经元凋亡细胞数较假手术
组明显增多；与模型对照组比较，白芍总苷各剂量

干预组海马ＣＡ１区凋亡细胞数呈不同程度减少，以

白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组最为显著。计算并比较各
组大鼠海马ＣＡ１区神经元凋亡指数（ＡＩ）：假手术组
ＡＩ为（２７±１１）％，模型对照组 ＡＩ为（６４９±
８６）％，白芍总苷（５０、１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１）组ＡＩ分
别为（５９３±１０４）％、（４１１±６８）％、（１５６±
３５）％；模型对照组 ＡＩ较假手术组显著升高（Ｐ＜
００１），经１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１白芍总苷干预治疗能
够显著降低脑缺血大鼠海马 ＣＡ１区神经元 ＡＩ（Ｐ＜
００１）。

注：Ａ假手术组；Ｂ模型对照组；Ｃ白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组；

Ｄ白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组；Ｅ白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组。

图３　各组大鼠海马ＣＡ１区神经元凋亡状况
（ＴＵＮＥＬ，×４００）

３４白芍总苷对脑缺血大鼠海马 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的
影响

　　观察ＩＨＣ染色切片发现，Ｂａｘ和Ｂｃｌ２主要于细
胞质中表达；与假手术组比较，模型组大鼠海马

Ｂｃｌ２表达明显下调、灰度显著降低（Ｐ＜００１），
Ｂａｘ表达显著上调、灰度显著升高（Ｐ＜００１）；而与
模型组比较，白芍总苷各剂量干预组海马Ｂｃｌ２表达
上调、Ｂａｘ表达下调，上述作用呈一定剂量依赖性，
以白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组效果最为显著；白芍总
苷（１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１）组 Ｂｃｌ２表达灰度较模型对
照组均显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），Ｂａｘ表达灰
度较模型对照组均显著降低（Ｐ＜００１），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
值显著升高（Ｐ＜００１）。结果见图４、５和表３。
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３５白芍总苷对全脑缺血再灌注大鼠脑组织抗氧化
酶活性和ＭＤＡ含量的影响
　　模型对照组抗氧化酶活性较假手术组显著降低且
ＭＤＡ含量显著升高（Ｐ＜００１）；经１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１

白芍总苷干预治疗能够显著提高抗氧化酶（ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ）活性并显著降低 ＭＤＡ含量（Ｐ＜００５
或Ｐ＜００１）。结果见表４。

４　讨论

慢性脑缺血引发的能量代谢障碍、蛋白合成异

常、神经元缺失等是导致血管性痴呆（ＶａｓｃｕｌａｒＤｅ
ｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）、皮质下动脉硬化性脑病（Ｂｉｎｓｗａｎｇｅｒ）
等多种脑血管疾病的病理通路［９］，甚至可能导致认

知功能障碍［１０］，临床表现主要为渐进性痴呆、学习

注：Ａ假手术组；Ｂ模型对照组；Ｃ白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组；

Ｄ白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组；Ｅ白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组。

图４　各组大鼠海马Ｂｃｌ２表达（ＩＨＣ，×４００）

注：Ａ假手术组；Ｂ模型对照组；Ｃ白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组；

Ｄ白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组；Ｅ白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组。

图５　各组大鼠海马Ｂａｘ表达（ＩＨＣ，×４００）

表３　白芍总苷对脑缺血大鼠海马Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达灰度及Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
组别 动物／只 Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

假手术组 １０ １３７２±５４９ ８６９±２５１ １６±１１

模型对照组 １０ ４９６±２１５ ２０７５±５６８ ０３±０２

白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组治疗组 １０ ６８４±２９０ １８３４±４７６ ０５±０２

白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ ８９５±３７２△ １４１３±４２８△ ０８±０５△

白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ １１２６±４６７△△ １２４８±３５２△△ １０±０６△△

表４　各组大鼠脑组织抗氧化酶活性和ＭＤＡ含量（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
／Ｕ·ｍｇ－１

组别 动物／只 ＳＯＤ ＣＡＴ ＧＳＨＰｘ ＭＤＡ／μｍｏｌ·ｇ－１

假手术组 １０ １７３３±８９ ５１±１４ ２０４±４１ １６８±３５

模型对照组 １０ １３９２±８２ ２７±１０ ９８±２７ ３０７±４３

白芍总苷５０ｍｇ·ｋｇ－１组治疗组 １０ １４４０±８６ ３０±１２ １１３±３５ ２６４±４１

白芍总苷１００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ １４８６±９０△ ３５±１５△ １２６±３２△ １９８±３９△

白芍总苷２００ｍｇ·ｋｇ－１组 １０ １５６７±９３△△ ４０±１７△△ １５１±４０△△ １７５±３２△△
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能力和记忆能力显著下降，目前临床上尚无针对性

的治疗药物，主要采取扩张血管、抗凝溶栓、改善

脑循环等治疗方案［１１］。

海马结构不仅与多种神经性和精神性疾病相关，

而且与空间学习记忆密切相关，海马对缺血缺氧十

分敏感，尤其ＣＡ１区椎体系细胞极易受缺血缺氧损
伤，宿宝贵等［１２］和李长天等［１３］研究报道脑部血流

低灌注引起海马ＣＡ１区神经元损伤可能是导致学习
记忆能力障碍的病理基础。Ｂｕｒｄａ等［１４］研究发现脑

缺血所致神经功能损伤与海马神经元继发性凋亡有

关，及时恢复脑血流供应挽救缺血半影区神经元，

对缺血性脑损伤具有积极的保护作用。Ｂｃｌ２基因家
族是一系列原癌基因蛋白，在细胞凋亡过程中发挥

着重要的调控作用，其中Ｂｃｌ２和Ｂａｘ具有较高的同
源性，但功能相反［１５］。Ｂｃｌ２能够通过抑制线粒体
细胞色素 Ｃ释放，抑制半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
（ｃａｓｐａｓｅ）激活，表现出抑制细胞凋亡的作用；Ｂａｘ
能够促进细胞色素 Ｃ释放，激活 ｃａｓｐａｓｅ９，并且能
够与 Ｂｃｌ２形成二聚体而抑制 Ｂｃｌ２活性，因此 Ｂａｘ
具有促凋亡的作用，而Ｂａｘ／ｂｃｌ２比值更加能够体现
Ｂｃｌ２基因家族对细胞凋亡的调控作用［１６］。正常生

理状态下，体内生产的氧自由基（ＲＯＳ）在 ＳＯＤ和
ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ的催化作用下最终被还原为对人体无
害的Ｈ２Ｏ和 Ｏ２

［１７］；不饱和脂肪酸是细胞膜的主要

组成之一，极易被 ＲＯＳ攻击而氧化最终生成 ＭＤＡ，
因此ＭＤＡ的含量水平能够间接反应机体氧化应激损
伤程度［１８］，此外氧化应激损伤是诱发细胞凋亡的重

要因素［１９］。

张华龙等［４，２０］和郑亚萍等［２１］研究发现白芍总苷

能够通过改善抗氧化酶活性而抑制心肌缺血再灌注

后氧化应激损伤、通过调节凋亡相关蛋白表达而抑

制心肌缺血再灌注后细胞凋亡，从而表现出对心肌

缺血再灌注损伤的保护作用；此外，刘玮等［２２］和吴

华璞等［２３］研究发现白芍总苷能够通过抑制氧化应激

损伤对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤以及全脑缺血

再灌注损伤均具有一定的保护作用。本研究中，

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果显示，１００～２００ｍｇ·ｋｇ－１白
芍总苷能够显著降低脑缺血大鼠逃避潜伏期并缩短

逃避路程，显著降低脑缺血大鼠穿越原平台位置次

数；跳台实验结果显示，１００～２００ｍｇ·ｋｇ－１白芍总
苷治疗能够显著减少脑缺血大鼠错误次数并缩短受

电击时间。经白芍总苷治疗能够明显上调海马 Ｂｃｌ２
表达、下调Ｂａｘ表达、提高Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值，改善抗氧

化酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ）活性并降低 ＭＤＡ含量；
提示白芍总苷对脑缺血后学习记忆能力有一定的改

善作用，可能与白芍总苷调控海马凋亡相关基因

（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）表达、降低氧化应激损伤、抑制海马
神经元凋亡有关。
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