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国家项目点击 ＤＯＩ：１０．１３１９３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３７７１７．２０２５．１０．００５

锁阳黄酮改善 ＳＡＭＰ８小鼠认知功能障碍的机制研究

胡哲１，宋嵬２，王慧茹２，张剑平２，秦明凯２，向桂珍２，张士滨２，闫旭升２，贾建新２

（１．包头医学院卫生健康学院解剖学教研室，内蒙古 包头 ０１４０５０；２．包头医学院人体解剖学教研室，内蒙古 包头 ０１４０４０）

　　摘要：目的 探讨锁阳黄酮（Ｃｙｎｏｍｏｒｉｕｍｓｏｎｇａｒｉｃｕｍｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＣＳＦ）对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）认知功能障碍的影响
及其作用机制。方法 选用５０只７月龄雄性ＳＡＭＰ８小鼠，随机分为对照组，锁阳黄酮低、中、高剂量组［２５、５０、１００ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ）］、多奈哌齐组。各剂量组给予锁阳黄酮对应剂量连续灌胃２０ｄ，多奈哌齐组给予 ＳＡＭＰ８小鼠多奈哌齐［０．７１
ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］灌胃２０ｄ。给药结束后Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫评价空间学习记忆表现，脑组织取材后进行尼氏染色观察海马锥体
细胞形态并计数；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定各组海马区凋亡相关蛋白、醌氧化还原酶（ＮＡＤＰＨ：ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ－１，
ＮＱＯ１）、核因子Ｅ２相关因子２（ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）、Ｋｅｌｃｈ环氧氯丙烷相关蛋白１（Ｋｅｌｃｈ－ｌｉｋｅＥＣＨ－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）蛋白表达水平；ＥＬＩＳＡ测定血清谷胱甘肽过氧化物酶（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ－Ｐｘ）和超
氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性、丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄ，ＭＤＡ）的含量。结果 ＣＳＦ显著增加了穿越平台
次数与目标象限时间百分比，减小了上台前路程和逃避潜伏期（Ｐ＜００５）；锁阳黄酮增加了海马ＣＡ１区正常锥体细胞数
量，改善了锥体细胞的形态；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，同对照组相比，锁阳黄酮中、高剂量组及多奈哌齐组海马区 Ｎｒｆ２、
Ｋｅａｐ１、ＮＱＯ１蛋白表达量均显著升高（Ｐ＜００５）；锁阳黄酮各剂量组、多奈哌齐组海马区Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ蛋白表达比值均明
显增加（Ｐ＜００５），锁阳黄酮中、高剂量组及多奈哌齐组海马区Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量均显著降低（Ｐ＜００５）。与对照
组相比，锁阳黄酮提高了ＳＡＭＰ８小鼠血清ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ的活性（Ｐ＜００５），降低了ＭＤＡ的含量（Ｐ＜００５）。结论 锁

阳黄酮能显著改善阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）空间学习记忆障碍，其机制可能与抑制氧化应激与细胞凋
亡相关。

　　关键词：锁阳黄酮；阿尔茨海默病；空间学习记忆；凋亡；氧化应激
中图分类号：Ｒ２８５．５　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　文章编号：１６７３７７１７（２０２５）１０００２８０８

基金项目：国家自然科学基金项目（８２３６０２６４）；内蒙古自然科学基金项目（２０２０ＭＳ０８０７９，２０２４ＭＳ０８０５１，２０２５ＭＳ０８０１５）；包头医学院青苗计划项目
（ＢＹＪＪ－ＺＲＱＭ２０２２０８，ＢＹＪＪ－ＱＭ－２０１８００３，ＢＹＪＪ－ＺＲＱＭ２０２３１０）；包头医学院花蕾计划项目（ＨＬＪＨ２０２５０７，ＨＬＪＨ２０２５２５）

作者简介：胡哲（１９７５－），男，内蒙古固阳人，教授，硕士，研究方向：数字解剖学。
通讯作者：闫旭升（１９７７－），男，内蒙古包头人，教授，硕士研究生导师，硕士，研究方向：神经解剖学、中枢神经系统退行性疾病的防治。Ｅｍａｉｌ：

１６５３０６７０９３＠ｑｑ．ｃｏｍ。
贾建新（１９８１－），男，内蒙古呼和浩特人，教授，硕士研究生导师，博士，研究方向：中枢神经系统退行性疾病的防治。Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｊｉａｎｘｉｎｄｘ
＠１６３．ｃｏｍ。

ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＣｙｎｏｍｏｒｉｕｍｓｏｎｇａｒｉｃｕｍｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎＩｍｐｒｏｖｉｎｇＣｏｇｎｉｔｉｖｅＤｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＳＡＭＰ８

ＨＵＺｈｅ１，ＳＯＮＧＷｅｉ２，ＷＡＮＧＨｕｉｒｕ２，ＺＨＡＮＧＪｉａｎｐｉｎｇ２，ＱＩＮＭｉｎｇｋａｉ２，
ＸＩＡＮＧＧｕｉｚｈｅｎ２，ＺＨＡＮＧＳｈｉｂｉｎ２，ＪＩＡＪｉａｎｘｉｎ２，ＹＡＮＸｕｓｈｅｎｇ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎａｔｏｍｙ，ＨｅａｌｔｈＳｃｈｏｏｌｏｆＢａｏｔｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｂａｏｔｏｕ０１４０５０，ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎａｔｏｍｙ，ＢａｏｔｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｂａｏｔｏｕ０１４０４０，ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＣｙｎｏｍｏｒｉｕｍｓｏｎｇａｒｉｃｕｍｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ（ＣＳＦ）ｏｎｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ－ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｉｃｅｐｒｏｎｅ８（ＳＡＭＰ８）．ＭｅｔｈｏｄｓＦｉｆｔｙ７－ｍｏｎｔｈ－ｏｌｄｍａｌｅＳＡＭＰ８ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｌｏｗ，ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆＣＳＦ［２５，５０，１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，ａｎｄｄｏｎｅｐｅｚｉｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｌｏｗ，ｉｎ
ｔｅｒｍｅｄｉａｔｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄｏｓｅｏｆＣＳＦｔｏＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｂｙｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｇａｖａｇｅｆｏｒ２０ｄａｙｓ，ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｄｏｎｅｐｅｚｉｌｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎｄｏｎｅｐｅｚｉｌ［０．７１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］ｔｏＳＡＭＰ８ｍｉｃｅｂｙｇａｖａｇｅｆｏｒ２０ｄａｙｓ．Ｔｈｅｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｂｙｔｈｅＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｃｏｕｎｔｏｆｈｉｐ
ｐｏｃａｍｐａｌｐｙｒａｍｉｄａｌｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＮｉｓｓｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｎｕ
ｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２），Ｋｅｌｃｈｅｐｉｃｈｌｏｒｏｈｙｄｒｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｋｅａｐ１）ａｎｄｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ－１
（ＮＱＯ１）ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ｃｏｎ
ｔｅｎｔａｓｗｅｌｌａｓｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＳＨ－Ｐｘ）ａｎｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．
ＲｅｓｕｌｔｓＣＳＦｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙａｎｄｐａｔｈｌｅｎｇｔｈ，ｗｈｉｌｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓａｎｄｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｔｉｍｅ（Ｐ＜００５）．ＣＳＦｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｐｙｒａｍｉｄａｌｃｅｌｌｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ＣＡ１ｒｅｇｉｏｎ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２，Ｋｅａｐ１ａｎｄ
ＮＱＯ１ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｄｏｎｅｐｅｚｉｌｇｒｏｕｐａｌｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
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００５），ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＢｃｌ－２／ＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆａｌｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｏｆＣＳＦａｎｄｄｏｎｅｐｅｚｉｌｇｒｏｕｐｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣａｓｐａｓｅ－３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，
ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｄｏｎｅｐｅｚｉｌｇｒｏｕｐａｌｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＣＳＦｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｓｅｒｕｍａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨ－ＰｘｉｎＳＡＭＰ８ｍｉｃｅ（Ｐ＜００５），ｗｈｉｌｅｒｅｍａｒｋｅｄｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＤＡ
（Ｐ＜００５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＣＳＦｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ａｎｄｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｙｎｏｍｏｒｉｕｍｓｏｎｇａｒｉｃｕｍｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ；Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ；ｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）发病率逐年增高。
患者主要表现为记忆力衰退［１］，其病理主要表现为神经元丢

失、胞内神经原纤维缠结等［２］。目前关于ＡＤ发病机制的假说
包括：类淀粉样蛋白质与微管相关蛋白质假说、胆碱能损伤假

说、基因突变假说、自由基损伤假说和炎症假说［３］。然而，大

多数ＡＤ患者的致病机制尚未明确。据２０１９年《世界阿尔茨
海默病报告》报道，全球ＡＤ患者已高达５０００万［４］。随着人口

老龄化的日渐加剧，ＡＤ的发病率将逐渐增加，未来必将会成
为威胁人类健康的主要疾病之一。

中医学理论认为 ＡＤ的发病机制为肾精不足、脑髓渐空，
而中药历经数千年的沉淀积累，具有安全性好、来源广泛、不良

反应较少、适合长期给药等优点，特别是在治疗慢性疾病和难

治性疾病等方面优于其他药物［５－６］，故常用补肾益精的中药治

疗ＡＤ。锁阳，锁阳科植物锁阳的干燥肉质茎，是我国传统的补
肾益精之要药。锁阳有补肾、益精等药理作用［７］，主要分布于

内蒙古、新疆、青海等荒漠地带，素有“不老药”之美称［８］。锁

阳中含有众多活性成分及微量元素［９－１１］，因此其药理作用众

多。现代药理学研究表明，锁阳可通过调节线粒体动力失衡、

增加自由基清除、降低氧化应激［１２－１４］等机制，发挥神经保护作

用。锁阳提取成分具有抑制机体氧化应激和自由基生成、保护

神经系统、抗疲劳、防治 ＡＤ和保肝护肝等多种药理作
用［１５－１６］。其中锁阳多糖可通过清除血清活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），防止 ＤＮＡ损伤，对过氧化氢（Ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒ
ｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）诱导ＰＣ１２细胞的氧化应激反应起到显著保护作
用［１７］。本文主要研究锁阳黄酮对 ＳＡＭＰ８小鼠认知功能障碍
的作用及机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物

ＳＡＭＰ８小鼠５０只（雄性７月龄），２８～３２ｇ，使用许可证
［ＳＹＸＫ（京）２０１９－００３０］，生产许可证［ＳＣＸＫ（京）２０１９－
００１０］，购买于斯贝福（北京）生物技术有限公司。本研究已通
过包头医学院实验动物伦理委员会批准（包院字２０２０１１０２），
按照３Ｒ原则给予实验动物人道关怀。

随机将实验动物分为５组，每组１０只：对照组（ＳＡＭＰ８），
多奈哌齐组（阳性药物对照），锁阳黄酮低剂量组［２５ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ）］、中剂量组［５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、高剂量组［１００ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ）］。对照组动物不给予任何处理；锁阳黄酮低、中、高
剂量组给予ＳＡＭＰ８小鼠锁阳黄酮对应剂量连续灌胃２０ｄ，１
次／ｄ；多奈哌齐组给予 ＳＡＭＰ８小鼠多奈哌齐［０．７１ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ）］连续灌胃２０ｄ，１次／ｄ。
１．２　主要试剂与仪器

锁阳黄酮（陕西慈缘生物技术有限公司），酶联免疫吸附

试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（默沙克科技有限公司）。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫
（型号：ＸＲ－ＶＴ１０１，上海欣软），摇床（北京六一生物科技有限

公司），－８０℃超低温冰箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国），凝胶成像仪
（型号：ＦＸ６．ＥＤＧＥ，法国 ＶＩＲＢＥＲ公司），低温高速离心机
（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）。
１．３　实验方法
１．３．１　标本、切片的存取和制备　取材前动物腹腔麻醉，尾静
脉抽取１ｍＬ全血，４℃离心１５ｍｉｎ（５０００ｒ／ｍｉｎ），取血清１００
μＬ备用。半数动物冰上取脑后，立即挑取海马组织冻存备用。
半数动物灌注后取脑，并固定２４ｈ（４％多聚甲醛）。固定完成
后取视交叉至中脑上丘的节段，进行常规的石蜡包埋，按冠状

面切片。

１．３．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试　定位航行与空间探索为Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫测试的两部分。定位航行每天训练４次，训练５ｄ，评价动
物空间学习能力，记录动物的游泳速度（Ｓｗｉｍｍｉｎｇｓｐｅｅｄ）、逃避
潜伏期（Ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ）及上台前路程（Ｐａｔｈｌｅｎｇｔｈ）。空间探索
实验在第６天进行，记录动物２ｍｉｎ内平台象限的时间百分比
（Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆｔｉｍｅｓｐｅｎｔｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔ）及穿越平台的次数
（Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｔｆｏｒｍｃｒｏｓｓｉｎｇｓ）等指标，评价动物的空间记忆能力。
１．３．３　尼氏染色　选取各组相同截面海马 ＣＡ１区切片的随
机３个视野（２００倍）观察。正常锥体细胞计数，取均数分析。
１．３．４　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　海马称重后冰浴环境
下蛋白裂解。低温超速离心提取蛋白并测定浓度，上样 Ｂｕｆｆｅｒ
４Ｘ按照比例加入蛋白中，沸水中变性１０ｍｉｎ。按目的蛋白分
子量选择内参，电泳后冰浴环境下转膜；封闭、Ｔ－ＴＢＳ洗膜；孵
育一抗（４℃摇床过夜），Ｔ－ＴＢＳ洗膜；室温孵育二抗１ｈ；蛋白
条带进行凝胶成像分析。

１．３．５　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）　将前期冻存于从超低温
冰箱中的备用血清取出复温，检测血清丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄ，ＭＤＡ）含量、谷胱甘肽过氧化物酶（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＧＳＨ－Ｐｘ）和超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活
性，按试剂盒说明书进行具体操作。

１．４　图像处理和统计学方法
切片随机３个视野（２００倍）计数正常锥体细胞数并分析；

免疫化学计数阳性细胞数。数据分析软件：ＳＰＳＳ２０．０，多样本
均数相互比较采用单因素方差分析法，多样本率相互比较采用

χ２分割法。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）空间学习记忆影响

各组小鼠上台前路程与逃避潜伏期随实验天数增加均逐

渐缩短，平均游泳速度差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。与对照
组相比，锁阳黄酮给药组小鼠上台前路程与逃避潜伏期均明显

缩短（Ｐ＜００５），且与给药天数呈负相关；多奈哌齐组小鼠上
台前路程、逃避潜伏期均较对照组明显缩短（Ｐ＜００５）；上述
指标在锁阳黄酮中、高剂量组与多奈哌齐组中无明显差别

（Ｐ＞００５）。见插页Ⅱ图１。
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空间探索实验：锁阳黄酮中、高剂量组与对照组相比，穿越

平台次数均明显增加（Ｐ＜００５）；与对照组相比，锁阳黄酮给
药组目标象限时间百分比均明显增加（Ｐ＜００５）；多奈哌齐组
的目标象限时间百分比、穿越平台次数较对照组均明显增加

（Ｐ＜００５）；低剂量组与多奈哌齐组的目标象限时间百分比存
在显著性差异（Ｐ＜００５），多奈哌齐组与中、高剂量组相比穿
越平台次数、目标象限的时间百分比相互间比较差异无统计学

意义（Ｐ＞００５）。见图２。
２．２　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）海马 ＣＡ１区正常锥
体细胞数量的作用

尼氏染色结果表明，对照组 ＣＡ１区神经元细胞形态大多
异常、出现溶解坏死情况，细胞数量减少且排列紊乱。锁阳黄

酮组、多奈哌齐组细胞形态正常、排列整齐，且较致密。海马

ＣＡ１区锥体细胞计数显示，对照组ＣＡ１区锥体细胞数量较少，
给予ＳＡＭＰ８小鼠ＣＳＦ治疗后，伴随给药剂量增加 ＣＡ１区锥体
细胞数量显著提高（Ｐ＜００５），多奈哌齐组与对照组比较差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），而与锁阳黄酮组比较差异无统计学
意义。见插页Ⅲ图３、表１。

表１　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）海马 ＣＡ１区
正常锥体细胞数量（珋ｘ±ｓ） 单位：个

组别 ｎ 海马ＣＡ１区锥体细胞数量

对照组　　　　　　 ６ ５６．６０±５．７７
多奈哌齐组　　　　 ６ ７０．２０±６．１４

锁阳黄酮低剂量组　 ６ ５１．４０±６．０３＃

锁阳黄酮中剂量组　 ６ ７２．８０±６．８７

锁阳黄酮高剂量组　 ６ ６５．６０±４．７２

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与多奈哌齐组比较，Ｐ＜００５。
２．３　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）海马 ＣＡ１区 Ａβ１－
４０、ｐ－Ｔａｕ阳性细胞表达情况

免疫组织化学结果显示，对照组 Ａβ１－４０、ｐ－Ｔａｕ阳性细
胞数明显增多，给予 ＳＡＭＰ８小鼠锁阳黄酮补充治疗后海马
ＣＡ１区Ａβ１－４０、ｐ－Ｔａｕ阳性细胞数不同程度地下降，尤以中
剂量组下降最为显著。见插页Ⅳ图４。
２．４　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）凋亡及氧化应激信
号通路相关蛋白表达的影响

蛋白免疫印迹结果显示，对照组小鼠海马组织Ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白表达量最高（Ｐ＜００５），而Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ表达量比值最低

（Ｐ＜００５）；锁阳黄酮补充治疗后海马组织Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ蛋白表
达量比值显著增加（Ｐ＜００５），而Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量在锁
阳黄酮中、高剂量组均明显降低（Ｐ＜００５）；多奈哌齐组海马
组织 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ蛋白表达量比值较对照组显著增加（Ｐ＜
００５），而Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量明显降低（Ｐ＜００５）。与多
奈哌齐组比较，锁阳黄酮中剂量组 Ｃａｓｐａｓｅ－３表达显著降低
（Ｐ＜００５），锁阳黄酮各剂量组Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ表达量比值均显著
性降低（Ｐ＜００５）。详见图５。

与对照组相比，锁阳黄酮中、高剂量组与多奈哌齐组海马

组织Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１蛋白表达量均显著升高（Ｐ＜００５），锁阳黄酮
低剂量组上述检测指标差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；而锁阳
黄酮中、高剂量组与多奈哌齐组海马组织 Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１蛋白表
达量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与对照组相比，锁阳黄酮
各给药组、多奈哌齐组海马组织ＮＯＱ１蛋白表达量均显著升高
（Ｐ＜００５），而锁阳黄酮中、高剂量组较多奈哌齐组海马组织
ＮＯＱ１蛋白表达量显著增加（Ｐ＜００５），而锁阳黄酮低剂量组
ＮＯＱ１蛋白表达量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图６。
２．５　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）血清氧化应激标志
物活性／含量的影响

对照组血清ＭＤＡ含量最高，ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ活性最低；与
对照组比较，锁阳黄酮各给药组血清 ＭＤＡ含量均显著降低
（Ｐ＜００５），ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ活性均显著升高（Ｐ＜００５），并呈
药物剂量依赖性；多奈哌齐组血清 ＭＤＡ含量显著降低（Ｐ＜
００５），ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ活性均显著升高（Ｐ＜００５）；与多奈哌
齐组比较，锁阳黄酮中、高剂量组血清 ＭＤＡ含量与 ＳＯＤ、
ＧＳＨ－Ｐｘ活性差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），而锁阳黄酮低
剂量组上述指标差异存在统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。
３　讨论

传统中医理论，肾气亏虚与学习记忆功能障碍密切相

关［１８］，而锁阳是传统的补肾益精之要药。海马是学习记忆的

主要脑区，学习记忆功能的获取及储存依赖于海马结构和功能

的完整性。海马神经元严重丢失，将导致其他联络区域的信息

接收障碍，引起认知功能损害。既往研究显示，锁阳乙酸乙酯

提取物能使机体清除自由基能力显著增强［１９］；且对海马 ＣＡ１
区神经元有保护作用［２０］。本实验结果显示，锁阳黄酮显著减

小了ＳＡＭＰ８小鼠的上台前路程和逃避潜伏期，相反增加了穿
越平台次数和目标象限时间百分比，提示锁阳黄酮对ＳＡＭＰ８

注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与多奈哌齐组比较，Ｐ＜００５。
图２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫评价锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）空间记忆功能的作用
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注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与多奈哌齐组比较，Ｐ＜００５。
图５　免疫印迹检测各组海马组织Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ蛋白表达

注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与多奈哌齐组比较，Ｐ＜００５。
图６　免疫印迹检测各组海马组织Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＮＯＱ１蛋白的表达

表２　ＣＳＦ对海马ＣＡ１区正常锥体细胞数量，

血清ＳＯＤ、ＭＤＡ与ＧＳＨ－Ｐｘ的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别
正常锥体细胞

计数／（个）
ＳＯＤ／（Ｕ／ｍＬ） ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／Ｌ）

ＧＳＨ－Ｐｘ／
（ｎｍｏｌ／Ｌ）

对照组　　　　　 ４１．３８±５．１２ １８０．３５±１４．４８ ３．４２±０．４０ ３７．２６±３．８８

多奈哌齐组　　　 ７９．８６±７．５５ ２５２．２６±２１．８５ １．９１±０．２８ ５７．５６±６．０７
锁阳黄酮低剂量组 ７１．９８±８．１２＃ ２２７．５０±１９．８７＃ １．９８±０．３７＃ ４９．７９±６．０９＃

锁阳黄酮中剂量组 ７７．２１±６．９６＃ ２４１．１２±２０．２３＃ ２．２１±０．２６＃ ５４．２２±５．１３＃

锁阳黄酮高剂量组 ４９．９７±６．６４ １７９．８３±１５．５３ ３．１１±０．５４ ４３．１４±５．０３

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与多奈哌齐组比较，Ｐ＜００５。

小鼠的空间学习记忆能力具有明显的改善作用。此外，锁阳黄

酮显著地提高了海马 ＣＡ１区锥体细胞的数量，推测锁阳黄酮
具有保护神经元，提高学习记忆的功效。

现代医学研究表明，锁阳提取成分具有多种药理作用，如

抑制氧化应激、护肝、抗疲劳和防治ＡＤ等［２１－２２］。既往研究表

明，过度氧化应激会影响突触功能甚至导致神经细胞凋亡［２３］，

最终导致神经元功能降低，代谢紊乱，降低空间学习记忆功能。

研究发现，锁阳提取物可以提高机体抗氧化、清除自由基的能

力，进而提高学习记忆能力［２４］。锁阳乙酸乙酯提取物可通过

ｐ－ＣＲＥＢ／ＢＤＮＦ介导的 ＥＲＫ／ｐ３８／ＭＡＰＫ下调而发挥改善学
习和记忆的作用［２５］。本实验中，锁阳黄酮治疗后ＳＡＭＰ８小鼠
血清ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ的活性明显提高，ＭＤＡ的含量显著降低，
推测锁阳黄酮可能通过抑制氧化应激损伤来改善 ＡＤ空间学
习记忆障碍。

机体在正常情况下 Ｎｒｆ２一部分位于细胞质，一部分位于
细胞核。通常情况下 Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１在胞质中结合，生理状态
下Ｎｒｆ２被泛素化，Ｎｒｆ２结合于 Ｋｅａｐ１的 ＤＧＲ区，而 Ｋｅａｐ１的
ＢＴＢ区结合Ｃｕｌ３进而将Ｎｒｆ２连接到Ｅ３复合体，使 Ｎｒｆ２从 Ｅ３
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转移到Ｎｒｆ２的赖氨酸残基从而使泛素化的 Ｎｒｆ２被迅速降解。
Ｎｒｆ２与Ｋｅａｐ１在机体发生氧化应激时解离，Ｎｒｆ２被释放转运至
细胞核内与小 Ｍａｆ蛋白相结合并以 Ｎｒｆ２－Ｍａｆ的异质二聚体
形式与 ＡＲＥ结合，此时 Ｎｒｆ２上 Ｎｅｈ４、Ｎｅｈ５两个结构域与
ＣＲＥＢ等结合后才能激活转录过程，发挥生理功能［２６］，如抑制

ＲＯＳ的产生和细胞凋亡，调控下游靶基因表达，启动下游的抗
氧化蛋白，如：ＮＯＱ１、血红素加氧酶 －１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１，
ＨＯ－１）等，增加下游相关抗氧化酶（如ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ）等的表
达。本实验结果显示，锁阳黄酮能够显著提高 ＳＡＭＰ８小鼠海
马组织 Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、ＮＯＱ１蛋白表达量，推测锁阳黄酮可能通
过调控Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２－ＡＲＥ信号通路抑制 ＳＡＭＰ８小鼠体内氧
化应激损伤。

此外，研究证明细胞凋亡与 ＡＤ的发病机制密切相关［２７］。

参与凋亡的主要是 Ｂｃｌ－２和 Ｃａｓｐａｓｅ两大关键性蛋白家族。
机体在健康状态下也会启动凋亡程序，ＡＤ病理状态下神经元
凋亡异常增多。ＡＤ模型动物海马神经元凋亡程度明显增加，
脑组织Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量增高，Ｂｃｌ－２的表达量降
低［２８］。吕鑫等［２９］报道，锁阳黄酮具有抗凋亡及增加突触可塑

性等功能。我们的实验结果显示，锁阳黄酮补充治疗后

ＳＡＭＰ８小鼠海马组织Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ蛋白表达量比值显著增加，
而Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量明显降低，并呈剂量依赖性；实验结
果表明，锁阳黄酮通过抗细胞凋亡对 ＳＡＭＰ８小鼠脑组织发挥
保护作用，其改善ＡＤ空间学习记忆功能可能与此相关。

此外，锁阳黄酮给药剂量实验结果表明，５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）
的给药剂量改善ＳＡＭＰ８小鼠空间学习记忆的作用最为显著，
２５～５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）给药剂量呈现剂量依赖性，而锁阳黄酮高
剂量组与中剂量组对学习认知功能的作用差异无统计学意义，

故推测最佳给药剂量应该为５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。接下来仍需要
进一步细化最准确的给药剂量。

综上所述，笔者认为锁阳黄酮可能是通过抑制氧化应激损

伤和细胞凋亡，进而发挥神经保护作用并改善ＡＤ空间学习记
忆功能，这将为锁阳黄酮用于临床预防和治疗ＡＤ奠定理论和
实验基础。
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ＮＦｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫ／ＥＲＫｐａｔｈｗａｙｉｎｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ
ｒａｔｓ［Ｊ］． Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎａｔＭｅｄ，２０１９，
２０１９：９６８９３２５．

［２６］　邓磊，张俊丽，韩发彬．转录因子ＮＲＦ２在阿尔茨海默病中的作
用及治疗研究［Ｊ］．生命科学，２０２２，３４（９）：１０９０－１１００．

［２７］　计德丽，李自如，郭力军．细胞凋亡与阿尔茨海默病［Ｊ］．内蒙
古医学杂志，２０１４，４６（３）：２９６－２９８．

［２８］　温世荣，于艳红，王德生，等．凋亡相关蛋白在阿尔茨海默病病
理改变中的作用［Ｊ］．中国医药导报，２０１９，１６（２５）：１６－１９．

［２９］　吕鑫，顾志荣，祁梅，等．锁阳黄酮对阿尔茨海默病大鼠海马组
织ＲＯＳ含量及ＮＡＤＰＨ氧化酶、ＮＬＲＰ３表达的影响 ［Ｊ］．中国
中医药信息杂志，２０２３，３０（４）：８２－８７．

２３
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Ⅱ

面向中医药领域专业能力的生成式大语言模型对比研究

（正文见１９－２７页）

图５　不同模型的中医药专业临床能力在五维评价体系上的原始得分

锁阳黄酮改善ＳＡＭＰ８小鼠认知功能障碍的机制研究

（正文见２８－３２页）

注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与多奈哌齐组比较，Ｐ＜００５。
图１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫评价锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）空间学习功能的作用
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Ⅲ

注：Ａ：对照组；Ｂ：多奈哌齐组；Ｃ：锁阳黄酮低剂量组；Ｄ：锁阳黄酮中剂量组；Ｅ：锁阳黄酮高剂量组。
图３　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）海马ＣＡ１区正常锥体细胞数量的影响（尼氏染色，×２００）
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Ⅳ

注：Ａ：对照组；Ｂ：多奈哌齐组；Ｃ：锁阳黄酮低剂量组；Ｄ：锁阳黄酮中剂量组；Ｅ：锁阳黄酮高剂量组。
图４　锁阳黄酮对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）海马ＣＡ１区Ａβ１－４０、ｐ－Ｔａｕ阳性细胞数量的影响（免疫组化，×２００）


