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【摘要】  目的　观察栀子甙对慢性脑缺血认知障碍大鼠的保护作用，并探讨其作用机制。方法　采用双侧颈总动脉

永久性结扎建立慢性脑缺血大鼠模型，假手术组作为正常对照。在手术8周后，采用Morris水迷宫实验筛选符合痴呆标准

的大鼠，随机分为生理盐水组、栀子甙低剂量〔50 mg/（kg·d）〕治疗组及栀子甙高剂量〔100 mg/（kg·d）〕治疗组。按其分

组连续灌胃干预4周后，再行Morris水迷宫实验评估学习记忆能力，HE染色观察皮层海马病理改变；Western blot检测额叶

和海马胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic portein，GFAP）、诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，
iNOS）和核转录因子kapa B（nuclear factor- kapa B，NF-κB）蛋白的表达；ELISA检测额叶和海马炎性因子肿瘤坏死因子-
α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和白细胞介素（interleukin， IL）-6的水平。结果　连续干预4周后，与假手术组相比，生理

盐水组大鼠在水迷宫测试中，逃避潜伏期延长以及目标象限活动减少（P<0.05），且行为学测试成绩差于干预前（P<0.05）；
与假手术组相比，栀子甙低剂量治疗组和栀子甙高剂量治疗组逃避潜伏期延长以及目标象限活动也减少（P<0.05），但是相

应成绩优于生理盐水组（P<0.05），且与干预前成绩相比无明显变化（P>0.05）。HE染色结果显示，生理盐水组大鼠海马和

皮层神经元退化明显，细胞数目明显减少，排列松散，层次减少紊乱，深染细胞多见；与生理盐水组相比，栀子甙低剂量治

疗组和栀子甙高剂量治疗组相应病理损害减轻。与假手术组相比，生理盐水组、栀子甙低剂量治疗组及栀子甙高剂量治

疗组大鼠海马和额叶GFAP、iNOS、NF-κB的表达及炎性因子TNF-α和IL-6的水平均增加（P<0.05），但与生理盐水组相比，

栀子甙低剂量治疗组及栀子甙高剂量治疗组相应值均减少（P<0.05）。结论　栀子甙可能通过抑制星形胶质细胞活化，减

少iNOS、NF-κB的表达及炎性因子TNF-α和IL-6的释放介导其对慢性脑缺血认知障碍大鼠的保护作用。
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【Abstract】   Objective　To investigate  the  effects  and  the  mechanism of  geniposide  on  the  neuroinflammation
occured in the neurodegeneration course of a chronic cerebral hypoperfusion rat model. Methods　Permanent bilateral
common carotid arteries occlusions was performed to induce gradient cognitive deficit in rats. The sham group was used
as  control  group.  Then  18  rats  that  met  the  Screening  Criteria  were  randomly  selected  8  weeks  post  surgery,  and  were
randomly  divided  into  three  groups,  the  2-VO  rats  with  saline  solution  group  (2-VO+saline  group),  2-VO  rats  with
50 mg/kg per day geniposide group (2-VO+G50) and 2-VO rats with 100 mg/kg per day geniposide group (2-VO+G100).
All  intervention  groups  were  daily  administered  with  geniposide  or  saline  for  4  weeks.  The  sham-operated  rats  were
administrated with saline. Then the rats were tested for Morris water maze to evaluate the memory and learning ability.
Rats  were  sacrificed  to  obtain  cortex  and  hippocampus  tissues  for  HE  staining  and  to  detect  expression  level  of  glial
fibrillary acidic protein (GFAP), inducible nitric oxide synthase (iNOS) and nuclear factor-kappa B (NF-κB), and the level
of  inflammatory factors  tumor necrosis  factor-α (TNF-α)  and interleukin (IL)-6. Results　The 2-VO+saline  group rats
showed significant longer escape latency and less percent time in target quadrant, compared with sham-operation group
(P<0.05). The escape latency of 2-VO+G50 and 2-VO+G100 groups were shorter than the 2-VO+saline group (P<0.05),
but  still  longer  than  the  sham  group  (P<0.05),  the  percent  time  in  target  quadrant  of  which  were  more  than  the  2-
VO+saline group and less than the sham group. However, there was no significant difference between these two groups.
HE staining of sham group showed that neurons in the cortex and hippocampus lined up in order, cellar nucleus were big
and  globular.  HE  staining  results  showed  that there  were  obviously  neuoral  cells  loss,  severe  cytomorphosis,  structural
disappearance and nuclear fragmentation in the 2-VO+saline group. The 2-VO+G50 and 2-VO+G100 groups showed less
neurodamage  than  the  2-VO+saline  group  with  less  neuoral  cells  loss,  cytomorphosis  and  ambiguous  nucleus.  GFAP,
iNOS,  NF-κB  were  all  highly  expressed  in  the  process  of  cognitive  dysfunction  in  rats  after  chronic  cerebral  ischemia,
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however geniposide intervention (50 and 100 mg/kg per day) significantly decreased the expression of the above proteins.
In addition, much more TNF-α and IL-6 were released in brain induced by chronic cerebral ischemia, and the levels were
decreased  after  chronic  geniposide  oral  treatment.  No  significant  differences  were  detected  between  2-VO+G50  and  2-
VO+G100  groups. Conclusion　These  findings  demonstrated  that  geniposide  significantly  prevented  cognition
deterioration induced by chronic cerebral hypoperfusion in rats. Geniposide inhibited neuroinflammation occurred in the
process  of  chronic  cerebral  ischemia  probably  via  reducing  iNOS and NF-κB expression and suppressing  the  release  of
inflammatory factor TNF-α and IL-6.

【Key words】　　Chronic global ischemia　　Vascular cognitive impaiement　　Geniposide　　Astrocyte　　

Neuroinflammation　　
 

血管性认知功能障碍（vascular cognitive impairment,

VCI）是由脑血管病的危险因素、明显脑血管病或不明显

脑血管病(如慢性脑低灌注、白质疏松和腔隙状态)引起

的从轻度认知功能障碍到痴呆的一大类综合征[1]。随着

社会老龄化进程，VCI已经成了影响老年人健康和生活质

量的常见病和多发病，给家庭、社会造成沉重负担，研究

和开发治疗认知功能障碍的药物已成为全世界迫切需要

解决的医学问题以及研究热点。

栀子甙是传统中药栀子提取物的主要活性成分，其

化学结构明确(分子式：C17H24O10)，近年来越来越多的研

究证明栀子甙在神经保护方面具有广泛的作用，包括促

进神经生长和神经营养、抗神经炎症反应、抗凋亡、抗氧

化应激和抗血栓形成等[2-4]。我们前期研究在对永久性双

侧颈总动脉结扎大鼠模型缺血急性期予栀子甙灌胃口服

治疗4周后，发现栀子甙50 mg/（kg·d）和75 mg/（kg·d）灌胃

可以预防全脑低灌注导致的认知功能障碍，减轻神经损

害[5]。但慢性脑缺血所致神经功能障碍在临床上是一个

慢性持续进展的过程，其病理生理机制与急性脑缺血有

所不同。本研究旨在探讨在大鼠慢性脑缺血慢性期予栀

子甙干预改善大鼠认知功能障碍的作用机制，为栀子甙

治疗慢性脑缺血致认知功能障碍提供新思路和实验依据。

1     材料和方法

1.1    动物、主要试剂及仪器

1.1.1    实验动物　健康雄性3月龄SD大鼠70只，体质量

350～400 g，由四川大学实验动物中心提供，实验前环境

适应性喂养7 d，室温（22±2）℃左右，光照周期12 h/12 h，

固体颗粒饲料自由摄取和自由饮水。实验过程中的动物

饲养及取材均遵守实验动物管理和保护的有关规定。

1.1.2    主要器械、仪器及试剂　医用手术器械、水合氯

醛、75%医用酒精、碘伏、5-0丝线、Morris水迷宫（北京新

天地科技有限公司）等。抗胶质纤维酸性蛋白(g l ia l

fibrillary acidic protein, GFAP)抗体、抗诱导型一氧化氮

合酶(inducible nitric oxide synthase, iNOS)抗体、抗核转

录因子kapa B(nuclear factor-kapa B, NF-κB)抗体均购于武

汉博士德生物技术有限公司。白细胞介素(interleukin,

IL)-6 ELISA检测试剂盒、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis

factor-α, TNF-α）ELISA检测试剂盒购于北京中杉金桥生

物技术有限公司。栀子甙冻干粉（SZY071229，HPLC纯度>

98%）购于成都双子叶生物科技公司。

1.2    实验方法

1.2.1    动物模型制作、动物分组及干预　参照文献报道

的方法 [ 6 - 7 ]，采用改良型永久性双侧颈总动脉结扎(2-

VO)法建立动物模型。按照文献资料报道2-VO后认知功

能损害率约为70%～81%[8]，估算约需要大鼠70只。随机

抽取12只大鼠作为假手术组，58只大鼠行2-VO手术。术

后8周对2-VO模型大鼠和假手术组大鼠进行行为学检测

（Morris水迷宫实验），筛选符合认知功能障碍标准的2-

VO大鼠。计算每只2-VO模型大鼠的平均逃避潜伏期，

计为value1，假手术组大鼠的平均逃避潜伏期计为value2，

筛选标准(screening criteria, SC)=(value1−value2)/

value1, SC>0.2被视为认知功能受损[9]。在符合认知功能

障碍标准的模型大鼠中随机抽取36只并随机分为3组（n=

12）：生理盐水组（2-VO+saline）；栀子甙低剂量〔50 mg/（kg·d）〕

治疗组（2-VO+GL50）；栀子甙高剂量〔100 mg/(kg·d)〕治

疗组（2-VO+GL100）；假手术组（Sham）为术前随机抽取

的12只大鼠。连续给药干预4周后进行行为学检测，行为

学检测结束后取脑组织标本行进一步检测。

给药方法和剂量：栀子甙临用前用生理盐水配制成

质量浓度为25 mg/mL的液体，4 ℃保存。按体表面积进

行大鼠剂量和人剂量间的换算[10]，栀子甙给药前均稀释，

按5 mL/（kg·d）灌胃，每天一次并在同一时间进行，假手术

组及生理盐水治疗组予生理盐水5 mL/（kg·d）灌胃。

1.2.2    行为学检测（Morris水迷宫实验）　参考文献[11]

进行Morris水迷宫试验。测试包括隐蔽平台实验、探索

实验、可视平台实验。

1.2.2.1    隐蔽平台实验　实验前1 d，先让大鼠在不含平

台的水池中自由游泳2 min，使其熟悉水迷宫环境。实验

时平台位置固定不变，置于西北区域(northwest, NW)中

央，距池壁24 cm，隐藏于水面下2 cm。在西南、东南、东
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北区域选3个点作为入水点，训练时将大鼠面朝池壁轻轻

放入水中，记录大鼠在入水60 s内到达平台的时间（逃避

潜伏期）、游程、轨迹及平均速度，然后让大鼠在平台上

停留15 s。若60 s内找不到平台，潜伏期记为60 s，试验者

用手将其引导至平台让其在平台上停留15 s。大鼠的实

验顺序随机，待所有大鼠完成1次实验后，间隔15 min进

行下轮实验。每天在3个入水点各训练1次。以3次逃避

潜伏期的算术均值作为当天成绩进行统计分析，共训练

5 d。在隐蔽平台实验中(学习阶段)，以大鼠逃避潜伏期

变化曲线代表学习曲线，逃避潜伏期下降越快，表明学习

记忆能力越强。

1.2.2.2    探索实验　隐蔽平台实验结束后，次日撤除平

台。然后任选一相同入水点将大鼠放入水中，记录观察

大鼠在60 s内在水池内的活动，包括各象限逗留时间、在

各象限内的游程占总游程的百分比、平均速度、轨迹等。

1.2.2.3    可视平台实验　探索实验完成后当天进行可视

平台实验。让平台位置露出水面2 cm，其余操作同隐蔽

平台实验。

1.2.3    脑组织取材及HE染色　行为学检测结束后，每组

随机取6只大鼠用3.5%水合氯醛麻醉，经心脏灌注0.9%生

理盐水100～300 mL，继之以体积分数4%多聚甲醛灌流

固定后断头取脑组织，放入4 ℃的体积分数4%多聚甲醛

缓冲固定液固定24 h，之后行石蜡包埋、切片及HE染

色。每组的另外6只大鼠去颈断头处死，在冰面上分离出

双侧海马及额叶，液氮及−80 ℃冰箱冷冻保存。

1.2.4    Western blot检测　脑组织研碎、洗涤、快速匀

浆、离心，应用Bio-rad测定蛋白浓度。所有蛋白样品调

至等浓度后上样，以恒定电压为160 V时的电流强度进行

电泳、转膜、封闭。加入一抗孵育：抗GFAP抗体（1∶

2 000）、抗iNOS抗体（1∶2 000）和抗NF-κB抗体（1∶

2 000）或抗β-actin抗体（1∶2 000），4 ℃孵育过夜。根据

一抗来源选择合适的二抗（抗鼠或抗兔）(1∶2 000)室温

孵育、再洗涤，采用HRP-ECL发光法显色，用Image J图像

分析软件对显色结果分析处理，记录电泳条带的平均光

密度，以目的条带与内参条带平均光密度值的比值作为

目的蛋白的相对表达量。以假手术组的相对表达量为1。

1.2.5    ELISA检测　部分脑组织标本被制作成匀浆，取上

清液利用试剂盒测定TNF-ɑ、IL-6的水平。

1.3    统计学方法

x̄± s实验数据以 表示。方差齐性资料用单因素方差

分析（ANOVA），两两比较用最小差异法检验；非齐性资

料用秩和检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2     结果

2.1    行为学测试结果

在2-VO手术后8周对53只存活的2-VO组大鼠进行

Morris水迷宫测试，并计算SC，共有40只（76%）大鼠符合

筛选标准（SC>0.2），13只（24%）大鼠不符合标准。在符

合筛选标准的大鼠中随机抽取36只大鼠继续实验，结果

如表1所示，2-VO模型组和假手术组大鼠逃避潜伏期随

着训练时间增加都有逐渐缩短的趋势，但假手术组更明

显；2-VO模型组与假手术组比较，逃避潜伏期在第2、3、

4、5天延长(P<0.05)。

在干预结束后，各组大鼠隐藏平台实验结果显示（表2），
表 1    治疗前各组大鼠隐蔽平台实验的逃避潜伏期

Table 1    Escape latency of each group in hidden platform trials of Morris water maze test before treatment

     Group n
Escape latency/s

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5

Sham 12 45.26±6.73 35.06±7.45 20.73±9.37 21.00±7.28 16.00±4.84

2-VO+saline 12 49.25±13.28# 47.81±10.69# 38.91±9.39# 36.92±6.99# 36.53±7.55#

2-VO+G50 12 48.41±11.26# 46.75±12.01# 43.22±9.76# 34.90±9.11# 34.15±8.89#

2-VO+G100 12 52.35±8.22# 49.23±8.63# 41.47±8.55# 38.56±10.78# 36.72±7.89#

# P<0.05, vs. sham group

表 2    治疗后各组大鼠隐蔽平台实验的逃避潜伏期

Table 2    Escape latency of each group in hidden platform trials of Morris water maze test post treatment

     Group n
Escape latency/s

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5

Sham 12 45.26±5.72 30.87±4.71 20.93±6.18 18.63±5.70 16.20±4.74

2-VO+saline 12 53.60±6.82# 52.53±5.90# 46.20±6.40# 45.59±3.66# 45.00±4.60#

2-VO+G50 12 50.33±6.84 41.90±7.66*, # 38.85±5.88*, # 35.08±4.97*, # 32.66±5.13*, #

2-VO+G100 12 48.50±6.47 43.04±6.15*, # 35.25±5.87*, # 34.29±4.72*, # 34.70±3.52*, #

* P<0.05, vs. 2-VO+saline group; # P<0.05, vs. sham group
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生理盐水组在第1～5天逃避潜伏期较假手术组延长

（P<0.05），且第2～5天亦较自身干预前延长（ P<0.05）。

栀子甙低剂量治疗组和栀子甙高剂量治疗组第2～5天逃

避潜伏期长于假手术组（P<0.05），但均短于生理盐水组

（P<0.05），且与自身干预前的成绩相比，差异无统计学意

义。栀子甙低剂量治疗组和栀子甙高剂量治疗组之间逃

避潜伏期差异无统计学意义。

在探索实验中（表3），干预结束后，与假手术组相比，

生理盐水组在原平台区域的活动时间减少(P<0.05)，且与

干预前相比，也表现出下降(P<0.05)；栀子甙低剂量治疗

组和栀子甙高剂量治疗组在平台象限的活动时间均高于

生理盐水组(P<0.05)，但较假手术组减少(P<0.05)，与干

预前成绩相比差异无统计学意义。各组大鼠平均速度间

的差异无统计学意义。
 

表 3    治疗前后各组大鼠的空间探索实验结果

 Table 3    Percent time in target quadrant and average speed of each group in Probe trial before and post treatments
 

   Group n
Before treatment Post treatment

Percent time in target quadrant/% Average speed/(cm/s) Percent time in target quadrant/% Average speed/(cm/s)

Sham 12 49.19±7.77 19.15±6.87 48.08±6.98 17.85±6.37

2-VO+saline 12 36.59±6.15# 20.83±7.58 27.55±6.51# 19.89±8.10

2-VO+G50 12 35.82±7.20# 21.75±7.92 34.39±9.37*, # 20.11±6.88

2-VO+G100 12 38.50±9.05# 22.56±6.12 37.06±8.13*, # 18.75±5.42

* P<0.05, vs. 2-VO+saline group; # P<0.05, vs. sham group
 

在可视平台实验中（表4），各组大鼠逃避潜伏期比较

差异无统计学意义。

 
表 4    治疗前后各组大鼠可视平台实验的逃避潜伏期

 Table 4    Escape latency in visibal platform trail of Morris water maze
test before and post treatments

 

   Group n
Escape latency/s

Before treatment Post treatment

Sham 12 19.52±6.44 20.08±7.54

2-VO+saline 12 23.76±6.78 22.84±6.52

2-VO+G50 12 20.99±7.75 20.49±7.23

2-VO+G100 12 19.05±7.91 19.59±8.01

 
2.2    各组大鼠脑组织病理改变

HE染色显示(图1)，假手术组未发现明显病理变化，

大鼠额叶皮层及海马CA1区锥体细胞排列整齐、紧密，

海马锥体细胞3～4层，细胞结构完整，轮廓清晰，细胞核

大而圆、核仁清晰，染色均匀。与假手术组相比，生理盐

水组大鼠皮层神经元退化明显，细胞数目明显减少，可见

嗜神经细胞现象，海马锥体细胞密度明显减低，排列松

散，层次减少紊乱，细胞变形，胞浆消失，结构不清，核固

缩，深染细胞多见，胶质增生。栀子甙低剂量治疗组和栀

子甙高剂量治疗组大鼠表现相似，皮层可见神经细胞缺

失，海马细胞层次清楚，排列较整齐，出现变形的神经细

胞，呈三角形，核固缩，核仁显示不清，核膜境界不清，深

染，与正常神经细胞交替存在，但与生理盐水组相比，病

理损害减轻，深染的三角形神经细胞及嗜神经细胞现象

 

 
图 1  各组大鼠额叶皮层（A）和海马（B）的病理改变。HE ×400

Fig 1  Reprentive pathological photograph of each group in frontal cortex
(A) and hippocampus (B). HE  ×400

a: Sham group; b: 2-VO+saline group; c: 2-VO+G50 group; d: 2-VO+G100

group
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减少。

2.3    各组大鼠额叶及海马GFAP的表达

GFAP的表达水平反映了星形胶质细胞的活化水

平。在假手术组，大鼠额叶及海马GFAP表达相对较低，

在生理盐水组GFAP表达明显增加(P<0.05)，与假手术组

相比，栀子甙低剂量治疗组、栀子甙高剂量治疗组中海马

和额叶GFAP的表达也增加(P<0.05)；但与生理盐水组相

比，GFAP的表达下降(P<0.05)；而不同剂量栀子甙组间比

较差异无统计学意义。见图2。
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图 2  各组大鼠额叶和海马GFAP的表达（n=12）

Fig 2  Expression of GFAP in cortex and hippocampus of each group
(n=12)

*P<0.05, vs. 2-VO+saline group; # P<0.05, vs. sham group
 

2.4    各组大鼠额叶及海马iNOS和NF-κB的表达

与假手术组相比，在生理盐水组大鼠中额叶和海马

iNOS和NF-κB表达增加(P<0.05)；栀子甙低剂量治疗组、

栀子甙高剂量治疗组中海马和额叶iNOS和NF-κB的表达

高于假手术组（P<0.05)，但低于生理盐水组(P<0.05)；而

不同剂量栀子甙组间比较差异无统计学意义。见图3、

图4。

2.5    各组大鼠额叶及海马TNF-α、IL-6的水平

如表5所示，与假手术组相比，生理盐水组大鼠额

叶及海马TNF-α、IL-6水平升高(P<0.05)；栀子甙低剂

量治疗组、栀子甙高剂量治疗组中额叶和海马TNF-α、

I L - 6水平也增加 ( P< 0 . 0 5 ) ，但是低于生理盐水组

(P<0.05)。
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图 3  各组大鼠额叶和海马iNOS的表达（n=12）

Fig 3  Expression of iNOS in cortex and hippocampus of each group
(n=12)

*P<0.05, vs. 2-VO+saline group; # P<0.05, vs. sham group
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图 4  各组大鼠额叶和海马NF-κB的表达（n=12）

Fig 4  Expression of NF-κB in cortex and hippocampus of each group
(n=12)

*P<0.05, vs. 2-VO+saline group; # P<0.05, vs. sham group
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3     讨论

随着老龄化社会的到来，认知功能障碍疾病的发病

率逐渐增加，VCI是65～84岁年龄组最常见的认知障碍，

我国研究者对北京、西安、上海和成都的34 807例居民调

查显示，>65岁人群中，VCI的发病率约为1.1%[12]。慢性

脑缺血是血管性认知障碍的重要致病因素，慢性低灌注

是老年痴呆和年龄相关的神经系统疾病的主要原因 [13 ]，

而其发生发展过程中的脑血流量持续下降的程度与记忆

损害的严重程度相关[14]。因此，建立慢性脑缺血认知功

能障碍动物模型对研究VCI的病理生理机制，评价防治措

施及药物疗效等方面有重要的作用。

栀子始载于《神农本草经》，是一味被广泛应用的传

统中药，具有护肝、利胆、降压、镇静、止血、消肿、醒脑

开窍等作用，在中医临床常用于治疗痴呆、高血压、糖尿

病等症。栀子甙是栀子提取物的主要活性成分[15]。近年

来，栀子甙的临床及实验研究中显示栀子甙及其衍生物京

尼平在神经保护方面具有广泛的作用，包括促进神经生

长、神经营养、抗神经炎症反应、抗凋亡、抗氧化应激和

抗血栓形成等。研究发现栀子甙能抑制脑出血大鼠48 h

后血肿周围脑组织TNF-ɑ和IL-1的表达[16]，进一步研究[10]

发现栀子甙能够抑制糖氧剥夺诱导的NF-κB通路激活，

减少小胶质细胞炎症因子TNF-α、IL-6、IL-8及IL-10的释

放。我们前期研究在对2-VO大鼠缺血急性期予栀子甙

灌胃口服治疗4周后，发现栀子甙5 0  m g /（k g · d）和

75 mg/（kg·d）灌胃可以预防认知功能下降，减轻神经损

害[5]。但是慢性脑缺血所致认知功能障碍在临床上是一

个慢性持续进展过程，涉及的病理生理改变更为复杂。

基于既往文献报道和前期研究结果，我们推测：栀子甙能

够减缓慢性脑缺血大鼠认知功能障碍的进展，可能通过

抗调亡、以及抑制星形胶质细胞介导的神经炎性来发挥

对慢性脑缺血大鼠的神经保护作用。

大量临床观察和实验研究均提示慢性脑缺血是血管

性认知障碍的一个重要触发因素[17-18]，可以引起严重持续

的神经损害，导致持久或进展性认知功能障碍。本研究

建立了大鼠慢性脑缺血致认知功能障碍模型，并经大鼠

行为学和病理学进行了评价。慢性脑缺血导致的神经元

死亡包括坏死和凋亡，其引起的海马和皮层神经元退行

性变随着缺血时间延长逐渐进展[19-20]。本研究发现，高、

低剂量栀子甙干预组慢性脑缺血导致的神经病理损害减

轻，表明栀子甙灌胃治疗减轻了慢性脑缺血大鼠皮层和

海马的进行性病理损害程度，抑制了进行性的神经退行

性变。行为学检测结果显示，2-VO模型大鼠学习、记忆

能力下降，缺血12周时较缺血8周时改变更为显著；高、低

剂量栀子甙干预能够减轻模型大鼠学习、记忆能力的下

降程度。以上结果提示，双侧颈总动脉结扎术后大鼠学

习记忆能力进行性下降，造成了慢性脑缺血性认知功能

损害，长期口服栀子甙可以明显改善大鼠学习记忆能力

进行性下降，即抑制认知功能的进行性恶化。

慢性脑缺血可分为3个病理生理过程：急性期(缺血

第2～3天)，慢性期(缺血第4天～3个月)和终末期(缺血

3个月后)[21]。研究发现小胶质细胞的活化主要集中在缺

血的初始阶段，而星形胶质细胞的活化是慢性脑缺血的

迟发事件，持续到慢性和终末阶段[22]。慢性脑缺血后，星

形胶质细胞出现活化，而中枢神经胶质的活化水平与炎

症反应严重程度直接相关[23]，GFAP表达增加被认为是脑

损伤相关的星形胶质细胞增生活化的标志[24]。有研究者

在2-VO大鼠脑缺血发生的第1周观察到在额叶GFAP有

弥漫性和短暂的增加，而在海马没有观察到明显增加，但

是在缺血30 d后，GFAP在海马和额叶均明显增加，在缺

血3个月仍持续[25-26]。而反应性星形胶质细胞在慢性脑缺

血所致认知障碍大鼠模型的神经退行性变和海马病理改

变中起着重要作用[27]。在本研究中，我们观察到在大鼠

脑缺血发生12周后，海马和额叶GFAP表达明显增加，栀

子甙灌胃治疗4周可下调海马和额叶GFAP表达，这表明

栀子甙对大鼠慢性脑缺血导致的星形胶质细胞活化具有

抑制作用，星形胶质细胞活化水平的下降，可能源于栀子

甙对慢性脑缺血诱发的大脑炎症和过氧化应激的抑制。

表 5    各组大鼠额叶和海马TNF-α、IL-6水平

Table 5    The contents of TNF-α and IL-6 in the cortex and hippocampus of each group

     Group n
TNF-α/（pg/mg） IL-6/（pg/mg）

Hippocampus Cortex Hippocampus Cortex

Sham 6 18.33±3.55 19.50±4.51 20.33±1.76 18.83±3.82

2-VO+saline 6 32.50±5.24# 36.66±5.89# 34.16±1.29# 32.33±5.89#

2-VO+G50 6 27.00±3.28*, # 30.83±4.22*, # 29.00±1.21*, # 26.83±3.92*, #

2-VO+G100 6 26.50±5.24*, # 29.83±4.26*, # 28.33±1.33*, # 24.50±3.27*, #

* P<0.05, vs. 2-VO+saline group; # P<0.05, vs. sham group
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NF-κB是参与炎症反应的一个重要转录因子，缺血性

脑损伤后，激活的星形胶质细胞在小胶质细胞协同下通

过NF-κB通路释放多种神经炎症反应介质，包括促炎症细

胞因子IL-6、TNF-α、趋化因子，促进炎症相关酶iNOS和

COX[28-29]等。慢性脑缺血时星形胶质细胞活化，iNOS被

诱导表达[30]。本研究中，缺血12周后，通过Western blot方

法检测到NF-κB和iNOS表达明显增加，而栀子甙干预

可以减少NF-κB和iNOS的表达。由此可见，NF-κB和

iNOS参与了慢性脑缺血的炎症过程，栀子甙对慢性脑

缺血介导的NF-κB和iNOS表达增加具有抑制作用。临床

病理学研究显示，iNOS的过表达以及过量NO产生与炎

性介质在各病理器官中的释放呈明显相关性 [3 1 ]，提示

iNOS及其合成的NO和次级产物活性氮等引发炎症反

应，对炎症相关疾病发生发展起促进作用，因此抑制iNOS

的表达和NO的释放可能是治疗脑缺血后神经退行性变

的靶点。

TNF-α、IL-6是由神经胶质细胞、单核巨噬细胞、中

性粒细胞等产生的具有广泛生物学功能的细胞因子，参

与机体免疫应答及炎症反应。脑部IL-6的增加参与了认

知功能障碍的炎性病理机制，慢性中枢神经系统疾病包

括脑缺血可以检测到IL-6增加[32]。临床研究发现高血清

IL-6水平和认知障碍相关[33-34]。在本研究中，缺血12周后，

在大鼠额叶和海马检测到TNF-α、IL-6水平明显高于假手

术组，而栀子甙治疗对慢性脑缺血导致的TNF-α、IL-6水

平增加有抑制作用。

综上，慢性脑缺血可以导致大鼠认知功能进行性下

降，长期给予栀子甙能抑制大鼠额叶及海马中星形胶质

细胞的活化及炎性因子水平，减轻慢性脑缺血导致的神

经炎性损伤。表明栀子甙对慢性脑缺血导致的认知功能

障碍有潜在的治疗作用，提示其可能成为一种有效治疗

血管性认知障碍的药物。但本研究中50 mg/（kg·d）和

100 mg/（kg·d）栀子甙在神经保护方面无明显差异，我们

推测对栀子甙来说，一定程度的剂量增加不一定能增加

药效。此外，栀子甙除了具有抑制星形胶质细胞活化及

抗炎作用外，多种机制可能也参与了栀子甙的治疗作用，

如栀子甙能促进神经生长、清除自由基[35]、抗Aβ毒性损

伤[36]、抑制血小板凝聚等。栀子甙的这些共同作用有助

于慢性脑缺血大鼠认知功能的改善。因此对于栀子甙发

挥抑制星形胶质细胞活化及抗炎作用所涉及的分子机制

有待进一步深入研究。
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