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摘 要:目的 探究阿魏酸钠在血管性痴呆(vasculardementia,VD)大鼠中的神经保护作用及其对前额叶皮质沉默信息

调节因子1(silentinformationregulator1,SRIT1)和叉头框转录因子 O3A(forkheadboxtranscriptionfactorO3A,

FOXO3A)表达的影响。方法 将32只雄性SD大鼠随机分成4组,每组8只。模型组和阿魏酸钠组大鼠行双侧颈总动

脉栓塞;假手术组进行相同的手术操作,但不做结扎处理;正常组不做处理。阿魏酸钠组连续4周灌胃阿魏酸钠溶液

(100mg/kg),其余3组接受相同体积的生理盐水灌胃。通过 Morris水迷宫、尼氏染色、WesternBlot和免疫组织化学染

色法观察比较各组大鼠行为学、细胞形态及SIRT1和FOXO3A蛋白的表达情况。结果 正常组和假手术组神经元呈

现较完整的形态结构。相较于正常组,模型组大鼠逃避潜伏期显著延长、穿越平台次数明显减少(P<0.05),细胞核固

缩,SIRT1表达水平显著下降(P<0.05),FOXO3A表达显著上升(P<0.05);与模型组相比,阿魏酸钠组细胞形态得

以改善,逃避潜伏期和FOXO3A蛋白表达均降低(P<0.05),穿台次数和SIRT1蛋白表达水平均升高(P<0.05)。结

论 阿魏酸钠通过调节SIRT1/FOXO3A改善大鼠学习记忆能力,为VD治疗提供了一定的研究基础。
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  Abstract: Objective Toobservetheneuroprotectiveeffectsofsodiumferulateontheprefrontalcortexof
ratswithvasculardementia(VD)andtoexploreitsimpactontheexpressionofSIRT1andFOXO3Aproteins.
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 Methods Thirty-twomaleSprague-Dawley(SD)ratswererandomlydividedintofourgroups,with8ratsin
eachgroup.Themodelgroupandthesodiumferulategroupunderwentbilateralcommoncarotidarteryemboli-
zation(BCCAO)toinduceVD,theshamgroupunderwentthesamesurgicalprocedurewithoutligation,and
thenormalgroupreceivednotreatment.Thesodiumferulategroupwasadministeredsodiumferulatesolution
(100mg/kg)intragastricallyforfourweeks,whiletheotherthreegroupsreceivedanequivalentvolumeofsa-
linebygavage.Thebehavioral,cellularmorphology,andproteinexpressionlevelsofSIRT1andFOXO3A
wereanalyzedusingtheMorriswatermaze,Nisslstaining,WesternBlotting,andimmunohistochemicalstai-
ning. Results Neuronsinthenormalandshamgroupsmaintainedintactmorphologicalstructures.Incon-
trasttothenormalgroup,themodelgroupdemonstratedsignificantlyprolongedescapelatency,reducedplat-
formcrossings(P<0.05),nuclearshrinkage,asignificantlydecreasedexpressionofSIRT1(P<0.05),and
anotableincreaseinFOXO3Aexpression(P<0.05).Incomparisontothemodelgroup,thesodiumferulate
groupexhibitedenhancedcorticalcellmorphology,decreasedescapelatencyandFOXO3Aproteinexpression(

P<0.05),andincreasedplatformcrossingsandSIRT1proteinexpression(P<0.05). Conclusion Sodium
ferulateenhanceslearningandmemoryabilitiesinVDratsbyregulatingSIRT1/FOXO3Apathway,providing
aresearchfoundationforthetreatmentofVD.
  Keywords: vasculardementia;silentinformationregulator1;forkheadboxtranscriptionfactorO3A;

Sodiumferulate

  出血性或缺血性等危险因素导致脑组织低灌注的

血管性疾病,被称为血管性痴呆(vasculardementia,

VD),此类血管性疾病常导致海马、前额叶等脑组织受

损,进而导致认知功能的障碍。研究发现,VD的发生

发展与缺血、缺氧、休克、低灌注等引起的脑组织损伤

密切相关,当病灶涉及学习记忆相关脑区,如前额叶、
边缘系统等,最终可引起记忆认知功能障碍[1]。随着

中国人口的老龄化,患血管性痴呆的人数也越来越多,
近年来成为亚洲地区最常见的痴呆类型之一[2]。沉默

信息 调 节 因 子 1(silentinformationregulator1,

SRIT1)属于哺乳动物Sirtuin蛋白,主要分布在细胞

核,具有烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD)依赖性,负责

从细胞调控的蛋白质中去除乙酰基,由此参与细胞生

物学功能,研究发现可以用来对抗脑损伤[3]。叉头框

转录 因 子 O3A(forkheadboxtranscriptionfactor
O3A,FOXO3A)是FOX基因编码的蛋白质,属于叉

型头转录因子的 O亚型,在抑制细胞增殖、促进细胞

凋亡、修复损伤DNA及抗氧化应激等过程中起到重

要作用[4]。阿魏酸为肉桂酸的衍生物,是阿魏、当归、
升麻、川芎等中药中含量较高的有效成分,具有抑制血

小板聚集、抗凝血、消灭自由基、抗菌、抗病毒等作用,
常用于缺血性心脑血管病的辅助治疗。有研究证实阿

魏酸钠用于VD治疗临床效果良好,具有安全、高效的

特点[5]。本实验通过阿魏酸钠药物干预观察VD大鼠

学习 记 忆 能 力 改 善,探 讨 阿 魏 酸 钠 调 节 SIRT1/

FOXO3A信号通路改善VD的可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 由济南朋悦实验动物繁育有限公

司供应的32只SPF级健康雄性SD大鼠,体重为(230
±20)g,8周龄,动物许可证号:SCXK(鲁)20190003。
大鼠在购入实验室动物房后首先进行了1周的适应性

饲养,参照《实验动物护理和使用指导意见》,将室温维

持在21~25℃,湿度60%左右,保持12h明暗循环。

1.1.2 主要试剂及仪器 阿魏酸钠购自美国 Merck
公司;SIRT1(bs-2257R)抗体和FOXO3A(bs-1548R)
抗体均购自北京博奥森生物技术有限公司;β-actin
(AA128)、辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 兔IgG
(A0208)、辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠

(A0216)、彩色预染蛋白质分子量标准(10-180kD)
(P0068)均购自上海碧云天生物技术有限公司;多聚

赖氨酸(AR0003)由武汉博士德生物工程有限公司提

供;ECL超敏化学发光试剂盒(S6009M)购自苏州优

逸兰迪生物科技有限公司;增强型 HRP-DAB底物显

色试剂盒(PA110)由北京天根生化科技有限公司供

应;焦油紫法尼氏染色试剂盒(G1430)溶液购自北京

索莱宝科技有限公司;立式科研样本冷冻柜购自青岛

海尔生物医疗股份有限公司;轮转式RM2145型石蜡

包埋组织切片机购自德国 Lica;实验室超纯水设备购

自安徽久智电子科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组、造模、药物干预 保持鼠房内光线、
温度、湿度适宜,将大鼠分笼适应性饲养1周。之后将

32只SPF级健康SD大鼠随机分为4组,其中模型组

以及阿魏酸钠组2组共16只大鼠进行BCCAO建立

VD模型。术前12h禁食,术前8h禁水,10%水合氯
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醛(3.5mL/kg)腹腔注射麻醉。大鼠以仰卧位固定,
颈部皮肤消毒处理。在颈部正中行1.5~2cm的纵切

口,使用玻璃分针小心地分离出两侧颈总动脉,使用4
号丝线在距离颈外动脉起点约1cm进行结扎,最后将

切口皮肤进行复位缝合。术后连续3d,在手术切口处

涂抹适量青霉素粉末,以防止感染的发生。在假手术

组中,仅对双侧颈总动脉进行分离,不进行结扎处理,
其余步骤与模型组相同。对于阿魏酸钠组的大鼠,在
固定的时间段内进行灌胃阿魏酸钠溶液(100mg/

kg),每天1次,连续4周。其余3组的大鼠则以同样

方法灌胃等量生理盐水,每天1次,连续4周。实验方

案获得皖南医学院动物伦理委员会审批,批准号:

WNMCBMS-201812。

1.2.2 Morris水迷宫实验 阿魏酸钠溶液灌胃干预

4周后,进行为期6d的定位航行试验,定位航行试验

操作如下:平台(直径10cm)置于第四象限,平台距离

水池壁约30cm,水面高出平台1~2cm,将标记后的

大鼠贴壁随机放置在实验区域的4个象限内。大鼠的

逃避潜伏期是指找到平台所需的时间。如果大鼠在

90s内未成功找到平台,则将逃避潜伏期记录为90s,
并将大鼠引至平台,让大鼠在平台上静置15s,以熟悉

环境。定位航行试验结束后,第7天休息,在第8天进

行空间探索试验时,撤离平台,将每组大鼠放置在水池

的第二象限。记录大鼠在90s内的游泳轨迹图以及

在这个时间段内跨越平台的次数。

1.2.3 标本收集 在 Morris水迷宫实验完毕后,对
各组大鼠实施10%水合氯醛(3.5mL/kg)麻醉,紧接

着进行胸腔开刀手术,以显露心脏,迅速灌注100mL
预冷的生理盐水进行冲洗。随后,对大鼠进行断头取

脑。剥离出前额叶皮质区,左脑前额叶组织浸泡在

4%多聚甲醛溶液中固定24h,最后进行常规石蜡包

埋用于尼氏染色实验及免疫组织化学染色实验;右脑

前额叶组织冻存于-80℃,用于蛋白免疫印迹(West-
ernBlot)实验。

1.2.4 尼氏染色 将各组前额叶皮质区组织切片做

好标记,后进行常规脱蜡,脱蜡完成后将组织切片完全

浸入焦油紫染色液(A液)中,56℃恒温箱染色1h(避
光),染色完成后用双蒸水洗净,再放入尼氏液(B液)
中分化,分化过程中用显微镜多次观察,直至观察到切

片组织背景颜色接近无色,停止分化,晾干后进行常规

封片。

1.2.5 蛋白免疫印迹(WesternBlot) 将前额叶皮

质组织置于预先冷却的EP管中,每10mg组织加200

μL预冷的裂解液,裂解液使用前需加入酶抑制剂,冰
上匀浆,然后置于4℃低速摇动2h,将样本置于4℃

离心,以12000r/min的速率进行20min高速离心,
离心后保存上清液。后经蛋白变性,BCA蛋白浓度测

定,保存至-20℃冰箱。经SDS-PAGE凝胶电泳,将
分离得到的蛋白质从凝胶转移到硝酸纤维素膜(NC
膜),5%脱脂奶粉(淹没胶面)封闭1h。将膜与一抗

SIRT1(1∶150)、FOXO3A(1∶150)和β-actin(1∶
1000)在4℃环境过夜孵育。次日将膜置于二抗配置

液,摇床孵育1h,结束后加入TBST摇洗3次(转速

100r/min,10分钟/次)。按1∶1的比例将ECL发光

剂中A液和B液震荡混匀,将膜放置在化学发光仪

中,将发光液均匀滴在转有蛋白的膜一面。随后,曝光

显影,运用ImageJ软件对印记测定灰度值。

1.2.6 免疫组织化学染色 石蜡切片机切片,片厚5

μm。依次经二甲苯1、二甲苯2及梯度酒精脱蜡至

水。双蒸水洗3次后,使用枸橼酸缓冲液进行抗原热

修复(92~98℃,持续12min)。自然冷却后双蒸水洗

2次,PBS洗2次,每次5min,随后滴加3%双氧水去

除内源性酶活性(室温避光),计时10min;PBS洗2
次,每次5min,5%BSA封闭液37℃,封闭1h后,滴
加SIRT1或FOXO3A一抗稀释液(1∶150),4℃孵

育16h。次日,于37℃温箱复温45min后,滴加二抗

山羊抗兔IgG(1∶100),置于37℃恒温箱中孵育1h
后取出用PBS洗4次,DAB(HRP∶A∶B=1000∶50
∶50)显色,在显微镜下观察到细胞清晰可见后,双蒸

水冲洗以终止反应,晾干,常规封片。400倍光学显微

镜观察各组大鼠前额叶皮质区SIRT1、FOXO3A免疫

阳性表达情况,采用ImageJ软件统计出阳性细胞数量

和平均灰度值。

1.3 统计学方法 数据收集整理之后进行结果分析,
应用SPSS18.0统计分析工具,运用单因素方差进行

分析。所得结果以(췍x±s)表示,当P<0.05时差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 Morris水迷宫实验 定位航行实验:自第4天

起,模型组大鼠的平均逃避潜伏期时间要比其他3组

要长,尤其与正常组对比时,显著延长(P<0.05),用
阿魏酸钠药物治疗后的大鼠平均逃避潜伏期时间比无

药物干预的模型组短(P <0.05),但比假手术组长。
空间探索实验:第8天平台撤除后,模型组大鼠在穿越

平台方面的频次相较于正常组和假手术组显著减少

(P<0.001),阿魏酸钠组大鼠经过药物的治疗,记忆

能力有改善,平台穿越次数较模型组有所增加(P <
0.01)。假手术组与对照组之间的数据分析显示差异

无统计学意义(P>0.05),见图1。
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注:A.定位航行实验,对各组大鼠的平台探索时长(逃避潜伏期)进行科学比较;B.空间探索实验,

对各组大鼠在90s内穿越原始平台的次数进行数据对照。**P<0.01,***P<0.001。n=8。

图1 Morris水迷宫实验对各组大鼠的空间学习和认知记忆能力的影响

2.2 尼氏染色 在显微镜下观察尼氏染色后的前额

叶皮质区组织发现,对照组和假手术组的神经细胞数

量较多,并且绝大多数细胞结构完整,可见清晰完整的

核仁,分布在胞体和树突中的尼氏颗粒丰富。模型组

的神经细胞数量明显减少,结构多不完整,多数细胞呈

空泡状,部分细胞发生固缩,尼氏颗粒明显减少。阿魏

酸钠组大鼠前额叶皮质区的细胞形态改变较模型组减

轻,见图2。

注:A.正常组;B.假手术组;C.模型组;D.阿魏酸钠组。**P<0.05,***P<0.001,n=8。

图2 尼氏染色结果 (标尺长度50μm,×400)

2.3 WesternBlot法检测各组大鼠前额叶皮质中

SIRT1、FOXO3A的蛋白量表达变化 与假手术组比

较,VD模型组大鼠前额叶皮质内SIRT1蛋白表达显

著降低,而FOXO3A蛋白表达显著升高(P<0.01);
与VD模型组相比,阿魏酸钠治疗组大鼠前额叶皮质

内SIRT1蛋白表达显著升高,而FOXO3A蛋白表达

则明显降低(P<0.05),见图3。

2.4 免疫组化 由光学显微镜观察大鼠前额叶皮质

区可见,SIRT1和FOXO3A阳性神经元呈现棕黄色。
经统 计 分 析 发 现,正 常 组 和 假 手 术 组 SIRT1 和

FOXO3A表达差异均无统计学意义(P >0.05)。与

正常组相比,模型组SIRT1阳性细胞数量显著减少

(P<0.001),平均灰度值显著增加(P <0.001);

FOXO3A阳性细胞数量显著增加(P<0.001),平均

灰度 值 显 著 降 低(P <0.001),以 上 表 明 模 型 组

SIRT1蛋白表达降低,而 FOXO3A 蛋白表达升高。

VD模型经阿魏酸钠灌胃治疗后,SIRT1和FOXO3A
蛋白的表达发生逆转。与模型组相比,阿魏酸钠组

SIRT1阳性细胞数量增多(P <0.001),平均灰度值

显著降低(P<0.001);FOXO3A阳性细胞数量减少

(P<0.01),平均灰度值升高(P <0.001)。整体表

达趋势与 WesternBlot实验结果一致,见图4。
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注:A.各组蛋白质印迹示意图;B.比较各组大鼠前额叶皮质中SIRT1和FOXO3A蛋白的相对表达水平。

N:正常组,SH:假手术组,M:模型组,SF:阿魏酸钠组。**P<0.05,***P<0.01,n=8。

图3 WesternBolt法检测各组大鼠前额叶皮质中SIRT1和FOXO3A蛋白的表达情况

注:A.各组SIRT1和FOXO3A的平均阳性细胞数;B.各组SIRT1和

FOXO3A的平均灰度值。**P<0.01,***P<0.001,n=8。

图4 免疫组化检测各组前额叶皮质中SIRT1和FOXO3A免疫阳性表达情况 (标尺长度50μm,×400)

3 讨论

VD的发病主要与脑血管病导致的脑组织缺血缺

氧进行性加重有关,长期的慢性缺血低灌注是引起

VD的重要病理过程,并引发一系列病理反应,如炎

症、氧化应激、凋亡、自噬调节过度等,引发的反应会导

致神经毒性,影响神经递质传递异常,进而会对神经细

胞造成损伤,严重者会出现学习记忆功能障碍[6-7]。前

额叶皮质区位于大脑的最前部,主要负责的是执行功

能,决策、自控、思考等高级、目的性行为与其密切相

关,当该区域损伤达到一定程度时,前额叶皮质区的功

能就会发生障碍,表现为记忆力减退、专注力下降、学
习迟钝、情感障碍等[8]。在模型建立后,Morris水迷宫

结果发现,模型组大鼠的平均逃避潜伏期较正常组明

显延长,这表明模型组大鼠需花费更长的时间来找到

逃避的目标。此外,模型组大鼠穿越平台次数明显低

于对照组,这意味着它们在空间记忆和学习能力方面
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受到了影响。这些数据充分证明了模型的成功建立。
目前临床上用于治疗 VD的方法有药物治疗、康

复锻炼、调整生活方式等,主要是通过治疗高血压、动
脉粥样硬化、糖尿病、心脏病、抗凝治疗等对危险因素

进行干预,但没有针对性治疗VD的药物。此外,养成

良好的生活习惯如适当运动、健康饮食、戒烟戒酒等也

可降低VD发生的风险[9]。但由于个体差异大,上述

方法效果不明显。阿魏酸钠又名川芎素,主要成分是

阿魏酸的钠盐,有抗氧化的功效,对于血管性病变有显

著的治疗作用[10]。有研究表明,阿魏酸钠治疗血管性

痴呆具有较好的疗效,但机制尚不明确。从本实验尼

氏染色的结果来看,模型组大鼠与对照组大鼠相比前

额叶皮质区神经细胞结构不完整多呈空泡状,神经元

数量较少,核仁固缩,而阿魏酸钠组与模型组相比细胞

结构相对完整,神经元有所增多,固缩的核仁较少。由

此发现阿魏酸钠在改善神经元形态方面有一定作用。

VD的发病机制尚不明确,经过众多学者多年的

研究,形成许多假说包括自由基代谢紊乱学说、递质兴

奋毒性学说、细胞自噬学说和酸中毒学说等[11]。有研

究表明[12],SIRT1/FOXO3A信号通路的激活或抑制

在中枢神经系统疾病中具有神经保护作用。SIRT1可

参与诸多过程如氧化应激、细胞自噬凋亡、炎性反应

等,其主要功能是对多种蛋白进行去乙酰化而发挥调

节作用,在神经细胞内的表达水平和活性是调节认知

功能的重要基础。FOXO3A是FOX基因编码的一个

重要的人类蛋白质,对细胞增殖表现为抑制,对细胞凋

亡表现为促进,同时还具备抗衰老、长寿等作用[13]。
有研究表明[14-15],SIRT1通路可介导 FOXO3A 去乙

酰化,激活各种自噬相关蛋白的表达,抑制FOXO3A
表达以减弱氧化应激,进而发挥神经保护的作用。本

研究中 WesternBolt法和免疫组织化学染色的结果中

都表明,模型组与对照组相比较,模型组大鼠SIRT1
蛋白表达降低,而FOXO3A蛋白表达增多。这与上述

观点FOXO3A被SIRT1去乙酰化降解的观点一致。
本研究通过 WesternBlot法还发现,阿魏酸钠可

显著提升SIRT1蛋白的表达,同时抑制FOXO3A蛋

白表达;免疫组织化学染色结果亦在形态学角度验证

了阿魏酸钠这一作用。通过以上结果分析得出阿魏酸

钠可能是通过提高 VD大鼠前额叶皮质区SIRT1的

表达,间接抑制FOXO3A的表达而改善因缺血缺氧受

损的神经细胞,进而改善VD大鼠的学习记忆能力,其
具体机制仍有待研究。
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