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石菖蒲对铝致认知功能障碍大鼠学习记忆能力和凋亡基因的影响

贾芸菁,李晨羽,甘珏方,廉春容,李莎莎,刘亚林,刘金培,王旭,凌雁武

(右江民族医学院基础医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨石菖蒲(AcorusgramineusSoland)对铝(Al)致认知功能障碍大鼠学习记忆能力的影响和神经细胞凋

亡的抑制情况。方法 用氯化铝溶液按照100mg/kg连续灌胃3个月,建立铝致认知障碍大鼠模型,然后采用石菖蒲灌

胃治疗认知。水迷宫行为学实验评估大鼠的学习记忆能力。蛋白免疫印迹法(WesternBlot)检测大鼠海马区的凋亡因

子B细胞淋巴瘤/2家族蛋白(Bcl-2)、活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶3(Cleaved-Caspase-3)、Bcl-2相关X蛋

白(Bax)的蛋白表达水平。实时荧光定量聚合酶链式反应(RT-qPCR)检测Bcl-2、Caspase-3、Bax的 mRNA表达水平。
结果 水迷宫实验结果显示,与模型组相比,药物干预组的大鼠空间探索潜伏期缩短,穿越平台次数显著增多,差异有统

计学意义(P<0.05)。WesternBlot和RT-qPCR的结果显示,与模型组相比,Bcl-2的表达显著增加,而Bax和Caspase-
3的表达显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 石菖蒲提高铝致认知功能障碍大鼠的学习记忆能力,降低海

马区神经细胞的凋亡。
关键词:铝;认知功能障碍;石菖蒲
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EffectsofAcorusgramineusSolandonlearningandmemoryabilityandapoptosis
genesinratswithcognitivedysfunctioninducedbyaluminum

JiaYunjing,LiChenyu,GanJuefang,LianChunrong,LiShasha,
LiuYalin,LiuJinpei,WangXu,LingYanwu

(DepartmentofBasicMedicine,YoujiangMedicalUniversityfor
Nationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofAcorusgramineusSolandonlearningandmemoryabil-
ityandtheinhibitiontheapoptosisofnervecellinratswithcognitivedysfunctioninducedbyaluminum(Al).
 Methods ContinuousintragastricallyAlchloridesolutionof100mg/kgfor3monthstoestablishedarat
modelofcognitiveimpairmentinducedbyAl,andcognitiveimpairmentwastreatedbyintragastricallyAcorus
gramineusSoland.Thelearningandmemoryabilityofratswasevaluatedbywatermazebehaviorexperiment.
TheproteinexpressionlevelsofapoptosisfactorBcelllymphomaleukemia-2(Bcl-2),activatedcysteinylaspar-
tateproteolyticenzyme3(Cleaved-Caspase-3),andBcl-2associatedXprotein(Bax)inthehippocampusofrats
weredetectedbyWesternBlot.Reversetranscriptionquantitativereal-timepolymerasechainreaction(RT-
qPCR)wasusedtodetectthemRNAexpressionlevelsofBcl-2,Caspase-3andBax. Results Theresultsof
watermazeexperimentshowedthatthelatencyofspatialexplorationofratswasshortenedinthedruginter-
ventiongroupcomparedwiththemodelgroup,andthefrequencyofcrossingtheplatformsignificantlyin-
creased,withstatisticallysignificant(P<0.05).TheresultsofWesternBlotandRT-qPCRshowedthatthe
expressionofBcl-2wassignificantlyincreasedandtheBaxandCaspase-3wassignificantlydecreasedcompared
withthemodelgroup,withstatisticallysignificant(P <0.05). Conclusion AcorusgramineusSolandcan
improvethelearningandmemoryabilityofratswithcognitivedysfunctioninducedbyAlandreducetheapop-
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tosisofnervecellsinthehippocampus.
  Keywords: Aluminium;cognitivedysfunction;AcorusgramineusSoland

  铝是一种常见的金属元素,铝的神经毒性特性已

经得到很好的证实[1-2]。石菖蒲是一种临床上常用于

治疗阿尔兹海默症中草药,具有抗痴呆、抗癫痫、抗炎、
抗血栓、抗肿瘤、抗抑郁及提高神经元活性、减少神经

元损伤和保护心肌细胞、呼吸系统等广泛的作用[3]。
本研究旨通过用石菖蒲干预治疗铝致认知功能障碍的

大鼠,检测石菖蒲对大鼠学习记忆能力和海马区神经

细胞相关凋亡基因表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物 本次实验从湖南省长沙天勤生物技

术有限公司[许可证号:SCXK(湘)2022-0011]购买60
只 Wistar大鼠,雌雄各半,SPF级,体重160~220g,
周龄6~8周。

1.2 仪器与设备 三氯化铝(广东光华化学厂有限公

司);石菖蒲颗粒(华润三九医药股份有限公司);吡拉

西坦(东北制药集团);Bcl-2抗体(杭州华安生物技术

有限公司);Caspase-3抗体、Bax抗体(艾比玛特医药

科技有限公司);Bcl-2、Bax 引物(上海生工生物股份

工程有限公司);Caspase-3引物(南宁捷尼斯生物科技

有限公司);多功能微孔板检测仪(帝肯Spark多功能

酶标仪);实时荧光定量PCR仪(罗氏 LightCycler
96);电泳仪(WIX-EP600);高温低速研磨仪(武汉塞

维尔KZ-III-F)。

1.3 动物分组与药物剂量 大鼠饲养条件需要满足,
分笼喂养,温度(25±1)℃,湿度50%~60%,饲料充

分,饮水自由的条件,对大鼠所有操作严格按照右江民

族医学院实验动物伦理委员会的操作规程进行。适应

性饲养1周后,根据随机数字表的方法,将60只大鼠

随机分为对照组、模型组、石菖蒲低剂量组、石菖蒲高

剂量组和阳性对照组5个组。造模方式参考相关文

献[4-7],空白对照组每天灌胃生理盐水,用生理盐水配

置为10g/L的氯化铝溶液,按照100mg/kg给其他4
个组灌胃来创建铝致大鼠认知障碍模型。模型组灌胃

氯化铝溶液后不做任何处理;石菖蒲组分别以5g/

kg、10g/kg的剂量灌胃;阳性对照组采用吡拉西坦按

照400mg/kg的剂量灌胃。造模时间为3个月。

1.4 水迷宫检测大鼠的学习记忆能力 造模期结束

后,开始水迷宫行为学实验。水迷宫水池中加入没过

平台约3cm高度的水,水中加入墨水。正式实验开始

前1d,将每只大鼠放入水迷宫中游泳1min,以适应

水中环境。定位航行实验开始后,将大鼠沿每个象限

的水池边放入水池中,同时另一位实验协助者操作系

统开始摄像,大鼠游上平台后,系统自动结束。如果没

有上平台,1min后自动结束。前5d重复操作,大鼠

游上平台的时间即为潜伏期(s)。第6天将平台撤掉,
开始空间探索实验,每只大鼠分别沿4个象限下水,游
泳1min后自动结束,记录大鼠穿越原平台位置的次

数。

1.5 WsternBlot检测大鼠海马组织Bcl-2、Caspase-
3、Bax蛋白表达 水迷宫实验结束后,使用3%戊巴

比妥钠对大鼠进行腹腔注射麻醉,然后立即断头,随即

进行冰上操作提取大鼠海马组织,提取后的组织可放

入-80℃冰箱冷冻长期保存。提取大鼠海马组织后,
加入裂解液,用高速低温研磨仪研磨海马组织,提取蛋

白。随后进行BCA浓度测定,制备蛋白样品,跑胶,转
膜,蛋白封闭,孵育Bcl-2、Caspase-3、Bax抗体,孵育二

抗,显影等步骤。显影条带采用ImageJ软件进行灰度

值的分析。

1.6 RT-qPCR检测大鼠海马组织Bcl-2、Caspase-3、

BaxmRNA表达水平 提取大鼠新鲜海马组织后,使
用总 RNA提取试剂盒提取海马组织中的总 RNA。
随后,使用cDNA试剂盒合成cDNA,并以合成的cD-
NA为模板进行扩增反应。上样体系和引物序列见表

1、表2。

表1 上样体系

组分 体积/L

SYBRGreenMasterMix 10
ForwardPrimer 0.5
ReversePrimer 0.5
cDNA 2
RNase-FreeWater 7

表2 引物序列

基因 引物序列

Bcl-2 正向引物:5′-GGAGGATTGTGGCCTTCTTT-3′
反向引物:5′-GTCATCCACAGAGCGATGTT-3′

Bax 正向引物:5′-GGACGCATCCACCAAGAAG-3′
反向引物:5′-CTGCCACACGGAAGAAGAC-3′

Caspase-3 正向引物:5′-ATGCTTACTCTACCGCACCCG-3′
反向引物:5′-ACATGCCCCTACCCCACTCC-3′

GAPDH 正向引物:5′-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3′
反向引物:5′-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3′

1.7 统计学方法 对于统计学分析,使用SPSS26.0
软件。所有实验数据以(췍x±s)的形式表示。对于每组

数据,使用K-S检验来检验其是否符合正态分布。如

果数据符合正态性分布,使用 One-WayANOVA进
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行多组间的比较。如果方差齐,使用LSD法进行比

较;如果方差不齐,使用Tamhane检验。如果数据不

符合正态分布,呈偏态分布,使用 Kruskal-Wallis检

验。将检验水准设置为P<0.05,表示差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 水迷宫实验结果 与空白对照组相比,模型组大

鼠的5d平均潜伏期较长,第6天空间探索实验的站

台穿越次数减少,差异有统计学意义(P <0.001)。
与模型组相比,石菖蒲低剂量组、高剂量组以及阳性对

照组的潜伏期明显缩短,第6天空间探索实验穿越站

台次数明显增加。其中,石菖蒲高剂量组和阳性对照

组与模型组之间的差异具有统计学意义(P<0.05)。
见表3。

表3 Morris平均潜伏期和平台穿越次数

组别 n 潜伏期/s 平台穿越次数/次

空白对照组 12 28.89±8.63 3.94±1.83
模型组 12 46.47±10.78a 1.33±1.01e

石菖蒲低剂量组 12 41.12±10.95b 1.73±0.87f

石菖蒲高剂量组 12 35.38±9.03c 2.46±0.92g
阳性对照组 12 34.82±9.23d 2.57±0.54h

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②a、e与空白对照

组比较,a:P<0.001,e:P<0.001;b、c、d、f、g、h与模型组比

较,b:P=0.178,c:P=0.008,d:P=0.005,f:P=0.385,g:

P=0.018,h:P=0.006。

2.2 WesternBlot实验结果 与空白对照组相比,模
型组Bcl-2表达的明显下调,以及Bax和Caspase-3表

达的显著上调,差异有统计学意义(P <0.001)。与

模型组相比,石菖蒲低剂量组、高剂量组以及阳性对照

组的Bcl-2表达明显上调,其中,石菖蒲高剂量组的差

异有统计学意义(P<0.05)。与模型组相比,石菖蒲

低剂量组、高剂量组以及阳性对照组Bax和Caspase-3
的表达明显下调。其中,Bax的表达差异在3个组中

均具有统计学意义(P <0.05或 P <0.001),而
Caspase-3的表达在石菖蒲高剂量组和阳性对照组之

间的差异具有统计学意义(P<0.05)。见表4、图1。

表4 各组大鼠海马组织Bcl-2、Bax、

Caspase-3蛋白相对表达量的比较

组别 Bcl-2 Bax Caspase-3

空白对照组 0.90±0.25 0.43±0.10 0.19±0.75
模型组 0.43±0.19a 1.04±0.11b 0.89±0.22c

石菖蒲低剂量组 0.47±0.14d 0.78±0.10e 0.67±0.20f

石菖蒲高剂量组 0.69±0.18g 0.53±0.11h 0.57±0.19i

阳性对照组 0.53±0.22j 0.66±0.16k 0.60±0.27l

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与空白对照组比

较,a:P<0.001,b:P<0.001,c:P<0.001;与模型组相比,

d:P=0.755,e:P=0.035,f:P=0.430,g:P=0.022,h:P
<0.001,i:P =0.003,j:P =0.107,k:P =0.023,l:P =
0.039。

注:A.空白对照组;B.模型组;C.石菖蒲低剂

量组;D.石菖蒲高剂量组;E.阳性对照组。

图1 各组大鼠Bcl-2、Bax、Caspase-3蛋白表达水平

2.3 RT-qPCR实验结果 RT-qPCR结果显示,每个

样品孔扩增均达到平台期,且扩增效率基本一致,溶解

曲线无杂峰,呈单一峰,未见非特异性扩增,特异性较

好。见图2、图3。与空白对照组相比,模型组显示明

显的Bcl-2表达下降,Bax、Caspase-3表达上升,这些

差异具有统计学意义(P<0.001);与模型组相比,石
菖蒲低剂量组、高剂量组以及阳性对照组的Bcl-2表

达明显上升,其中,石菖蒲高剂量组的差异具有统计学

意义(P<0.05);与模型组相比,石菖蒲低剂量组、高
剂量组以及阳性对照组的Bax、Caspase-3的表达明

显下降,其中,石菖蒲高剂量组的差异具有统计学意义

(P<0.05),图4。

注:A.Bcl-2;B.Bax;C.Caspase-3;D.GAPDH。

图2 Bcl-2、Bax、Caspase-3、GAPDH 扩增曲线图
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注:A.Bcl-2;B.Bax;C.Caspase-3;D.GAPDH。

图3 Bcl-2、Bax、Caspase-3、GAPDH 溶解曲线图

注:A.空白对照组;B.模型组;C.石菖蒲低剂量组;D.石菖蒲高剂量组;E.阳性对照组。*P<0.05,**P<0.001。

图4 各组大鼠Bcl-2、Bax、Caspase-3mRNA表达水平

3 讨论

阿尔兹海默症(Alzheimer’sdisease,AD)是一种

常见的老年性神经系统退行性疾病,其特点是记忆力

减退、智力下降、行为异常、情绪波动等,最终导致患者

失去自理能力。认知功能障碍(mildcognitivedys-
function,MCD)作为阿尔兹海默症、帕金森病(Parkin-
son’sdisease,PD)、亨廷顿舞蹈病(Huntington’sdis-
ease,HD)等神经退行性疾病的前驱期,了解干预认知

功能障碍的药理学机制同样也刻不容缓。
铝作为一种累积的有毒金属,广泛用于日常生

活[8]。环境铝暴露可能对人类和动物的神经、免疫、骨
骼和泌尿系统造成毒性[9]。铝可引发与AD相关的病

理过程,包括淀粉样蛋白β(Aβ)的寡聚化和积累、tau
蛋白过度磷酸化的聚集、脂质过氧化、钙离子交换受损

以及细胞凋亡。研究表明,神经细胞凋亡是神经退行

性疾病中神经细胞死亡的关键机制之一[10]。有研究

发现[11],铝会通过多种途径导致细胞凋亡,如线粒体

通路、死亡受体通路、内质网通路等。B细胞淋巴瘤2
家族蛋白(Bcl-2)在线粒体介导的细胞凋亡调控中扮

演着关键的角色。哺乳动物细胞中至少存在20种

Bcl-2相关蛋白,分为两个亚组:抗凋亡(Bcl-2、Bcl-XL)
和促凋亡(Bax、Bak)蛋白。因此,拮抗家族成员之间

的平衡在决定细胞存活或死亡中起着关键作用[12]。
在细胞凋亡过程中,Caspase家族蛋白是典型的凋亡蛋

白。在这个家族中,Caspase-3是凋亡级联反应中最为

关键的效应蛋白酶,它负责执行凋亡的最后阶段[13]。
石菖蒲是中药中常用的一味药材,可以使大脑和

神经系统恢复活力,被广泛用于治疗许多疾病,如癫

痫、精神疾病、慢性腹泻、痢疾、发烧、腹部肿瘤、肾脏和

肝脏疾病以及风湿病。石菖蒲的主要成分包括挥发

油、黄酮类化合物、多糖等,这些成分具有抗氧化、抗
炎、抑制Aβ的生成和聚集等多种药理作用。研究表

明,石菖蒲中的多种活性成分可以通过多种途径发挥

治疗AD的作用,如减轻神经元凋亡和炎症反应、抗氧

化、促进乙酰胆碱的释放等[14-16]。
在本研究中,通过模型组的水迷宫行为学实验结

果可以判断,铝染毒可以使大鼠学习记忆能力下降和

引发认知功能障碍,本次实验铝致大鼠认知功能障碍

的动物实验模型建立成功。通过 WesternBlot、RT-
qPCR的实验结果,观察到铝导致大鼠海马区神经细

胞凋亡增加,这与之前的研究结果一致[17]。通过分析

用药组的实验结果,与模型组相比,石菖蒲低、高剂量

组的大鼠水迷宫平均潜伏期缩短,穿越平台次数增加,
学习记忆能力有所改善,并且海马区神经细胞凋亡程

度有所降低。这表明,石菖蒲可以提高大鼠学习记忆

能力,降低神经细胞的凋亡,对神经细胞起到保护作

用。关于石菖蒲对神经细胞作用的具体机制,本文未

做具体研究,根据之前的研究结果显示,石菖蒲通过上

调双肾上腺皮质激素、巢蛋白、酪氨酸蛋白激酶和神经

营养因子的表达来发挥作用[18]。此外,石菖蒲还通过

诱导c-Jun氨基末端激酶的磷酸化,下调Bcl-2、Bcl-w
的表达,抑制Caspase-1的激活,从而减少海马神经元

的凋亡[19]。由于中药成分相对复杂,相对于西药有多

靶点发挥作用的优势,石菖蒲在治疗阿尔兹海默症过
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程中存在多个靶点[20],其具体分子机制还需进一步研

究。
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