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绞股蓝总苷对慢性脑缺血大鼠海马神经元的保护作用及其机制研究 
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摘要：目的  探讨绞股蓝总苷对慢性脑缺血大鼠海马神经元的保护作用及可能机制。方法  选取 50 只健康 SD 大鼠，♂，

随机分为假手术组、模型组和绞股蓝高、中、低剂量组，每组 10 只。通过双侧颈总动脉永久性结扎法，建立慢性脑缺血

模型，造模手术后 24 h，绞股蓝总苷高、中、低剂量组大鼠分别灌胃 100，50，25 mg·kg1 的绞股蓝总皂苷，每日 1 次，

连续 8 周。Morris 水迷宫法检测大鼠空间学习记忆力；TUNEL 法检测海马部位神经元的凋亡情况；Western blot 法检测

脑组织 GSK-3β和 TNF-α蛋白的表达，并检测凋亡相关通路蛋白 p38 及 caspase-3 的表达。结果  与模型组相比，绞股蓝

总苷高、中、低剂量组逃避潜伏期显著缩短(P<0.01)，穿台次数明显增多(P<0.05)；海马部位神经元凋亡数量明显减少

(P<0.01)；GSK-3β 和 TNF-α 蛋白的表达显著降低(P<0.01)；caspase-3 和 P38 的表达显著降低(P<0.01)。结论  绞股蓝总

苷通过抑制凋亡通路 P38/caspase-3 的激活，减少神经元凋亡，从而对神经元发挥保护作用。 
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Protective Effect and Mechanism of Gypenosides on Hippocampus Neurons in Rats with Chronic 
Cerebral Ischemia  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the protective effect of gypenosides on neurons of hippocampus in rats with chronic 
cerebral ischemia and its possible mechanism. METHODS  Fifty healthy male SD rats were randomly divided into 5 groups: 
sham operation group, model group, gypenosides high, medium and low dose groups, 10 rats in each group. The chronic cerebral 
ischemia model was established by permanent ligature of bilateral common carotid artery. After 24 h of the operation, rats in 

gypenosides high, medium and low dose group were fed with 100, 50, 25 mg·kg1 gypenosides saponins respectively, and 1 

times·d1 for 8 weeks. The Morris water maze method was used to detect the spatial learning and memory of rats; the number of 
neuron apoptosis in hippocampus was detected by TUNEL; the expression of GSK-3β and TNF-α protein was detected by 
Western blot, and the expression of apoptosis-related protein P38 and caspase-3 were detected. RESULTS  Compared with the 
model group, the escape latency of gypenosides high, medium and low dose groups was significantly shortened(P<0.01) and the 
number of passing through the safety platform increased(P<0.05), the number of neuron apoptosis in the hippocampus was 
significantly decreased(P<0.01), the expression of GSK-3β and TNF-α protein decreased significantly(P<0.01), and the 
expression of P38 and caspase-3 decreased significantly(P<0.01). CONCLUSION  Total glucoside of gypenosides can inhibit 
the expression of apoptosis- related protein P38 and caspase-3, thus protecting the neurons. 
KEYWORDS: gypenosides; TUNEL; GSK-3β; TNF-α; caspase-3; P38 
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慢性脑缺血是由于各种原因导致的长期脑血

流灌注不足，可导致认知或神经功能障碍，引发

血管性痴呆(vascular dementia，VD)。随着人口的

老龄化，慢性脑缺血发病率不断提高，给社会带

来严重经济负担。慢性脑缺血的脑组织因为神经

元的凋亡而加重了认知和神经功能障碍[1]。绞股蓝

为葫芦科藤本植物，具有清肺化痰、养心安神等

功效。绞股蓝的主要有效成分为绞股蓝总苷，具

有增加免疫力、抗衰老、降血糖、保护脑缺血再

灌注损伤等作用。绞股蓝总苷的药理作用广泛，

但绞股蓝总苷对慢性脑缺血的作用尚未见报道。

绞股蓝在我国自然分布广泛，产量较高，非常廉
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价，且不良反应少，具有较好的开发前景。因此

本研究以慢性脑缺血大鼠为模型，探讨绞股蓝总

苷对慢性脑缺血大鼠海马神经元的保护作用，为

进一步的开发与研究提供理论基础。 

1  动物和材料 

1.1  动物 

50 只健康 SPF 级 SD 大鼠，♂，鼠龄 3~3.5 个

月，体质量 250~350 g，由重庆医科大学实验动物

中心提供，合格证号：SCXK(渝)2012-0001。 

1.2  材料和仪器 

绞股蓝总苷(亚宝药业集团股份有限公司，纯

度≥98%，批号：20170018)，将绞股蓝总苷溶解

于生理盐水中，配成 25 mg·mL1 的溶液备用；

TUNEL 试剂盒(南京建成，批号：A170.3)；山羊

抗 GSK-3β 抗体、山羊抗 TNF-α 抗体、小鼠抗大

鼠 caspase-3 抗体、小鼠抗大鼠 P38 抗体和小鼠抗

β-actin(批号分别为 I7018，I8676，I7162，I5321

和 201703012)均来自 Sigma；DAB 显色剂(北京中

杉金桥生物科技有限公司)。 

962型大鼠脑立体定位仪(KOPF公司)；TS 100

型倒置荧光显微镜(日本尼康)；2F-206 型凝胶成像

系统(上海嘉鹏)。 

2  方法 

2.1  慢性脑缺血大鼠模型的建立及给药 

运用数字随机法将 50 只 SD 大鼠分为假手术

组、模型组和绞股蓝高、中、低剂量组 5 组，每

组 10 只。大鼠于造模手术前禁食一夜，经 4%的

水合氯醛，按照 400 mg·kg1 的给药量进行腹腔注

射，麻醉。待麻醉后，将大鼠仰卧，于颈部进行

备皮与消毒，在颈部正中处，用无菌的眼科剪，

剪开约 1.5 cm 长的切口，将左右两侧颈总动脉进

行分离，用手术线进行永久性的结扎。之后缝合

皮肤，消毒伤口，制备为慢性脑缺血模型。假手

术组手术的操作步骤与模型组和给药组一致，但

仅分离双侧颈总动脉而未进行结扎。从建模 24 h

开始，绞股蓝总苷高、中、低剂量组分别按照 100，

50，25 mg·kg1 的剂量每日灌胃 1 次，连续 8 周。

假手术组和模型组仅灌胃等容积的生理盐水。 

2.2  Morris 水迷宫试验 

各组大鼠给药完成后进行水迷宫试验，共测

试 5 d。试验正式开始之前，先将大鼠放于水迷宫

中央平台上停留 20 s，之后分别将大鼠从Ⅰ，Ⅱ，

Ⅲ，Ⅳ象限的固定点放入水中，入水时注意将大

鼠面对水池壁放入水中，以防其看到水下平台。

从入水开始，连接电脑的摄像机记录大鼠的运动

轨迹，记录 2 min 内大鼠找到平台所花的时间(逃

避潜伏期)、路程及游泳速度。大鼠找到平台后，

并爬上平台停留≥3 s 的时间，电脑系统开始停止

计时。如果在 2 min 内大鼠还没有找到平台，则其

逃避潜伏期计为 2 min，并引导该大鼠找到平台，

同时在平台上停留 15 s。第 6 天开始，撤去水下的

平台，在第Ⅲ象限的位置，将大鼠放入水中，记

录其穿越原来平台位置的次数和原平台所在象限

的路程(轨迹)长度。 

2.3  TUNEL 检测海马部位神经元凋亡 

每组任取 5 只大鼠，4 %的水合氯醛麻醉后，

开胸暴露心脏，注入生理盐水，冲干体内血液，

再注入 4 %的多聚甲醛固定后，取出脑组织，放置

于固定液中 4~6 h，进行固定后，用 20%，30%的

蔗糖液进行梯度脱水。石蜡包埋大脑，进行组织

切片，厚度为 7 μm。脱蜡后，经 100%，95%，90%，

85%，70%酒精梯度脱水，后续步骤严格按照

TUNEL 试剂盒说明书进行操作。倒置显微镜下观

察 TUNEL 染色的阳性细胞数量，阳性细胞呈现棕

褐色，计算出凋亡率。凋亡率(%)=凋亡细胞数/(正

常细胞数+凋亡细胞数)×100%。 

2.4  Western blot 检测 GSK-3β、TNF-α、caspase-3

及 P38 蛋白的表达 

每组余下的 5 只大鼠断头取脑，放置于温度

为80 ℃的液氮中备用。称重后，加入相应 RIPA 

Lysis Buffer，用 浆器在 4 ℃温度下充分研磨，

以 12 000 r·min1 的转速离心 20 min 后得上清液，

BCA 法定量蛋白，再加入 5×Loading Buffer，于

100 ℃的条件下煮 5 min。配制好浓度为 10%的

SDS-PAGE，每孔加入 50 μg 蛋白进行电泳，电泳

后转移到 PVDF 膜上，再将浓度为 5%的脱脂奶粉

在室温下封闭，时间为 1 h。随后条带分别移入

GSK-3β(1∶1 000)、TNF-α(1∶500)、caspase-3(1∶

500)、P38(1∶1 000)和小鼠抗 β-actin(1∶1 000)孵

育盒中，于 4 ℃条件下孵育过夜。第 2 日，室温

下，将含有 0.05% Tween-20 的 PBST 冲洗 PVDF

膜，3 次，每次 10 min；随后加入 1∶2 500 的辣
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根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育 1~2 h；再用

PBST 进行 3 次冲洗，每次 10 min。ECL 化学发光

法检测 GSK-3β、TNF-α、p38 和 caspase-3 蛋白的

表达水平。 

2.5  统计学分析 

采用 SPSS 22.0 统计分析软件进行数据分析，

实验所得计量资料以 sx  表示，采用 t 检验进行

组间比较分析，P<0.05 表示具有统计学差异。 

3  结果 

3.1  Morris 水迷宫检测结果 

平均逃避潜伏期指标：与假手术组比较，模

型组和绞股蓝总苷高、中、低剂量组大鼠的平均

逃避潜伏期显著延长(P<0.01)；与模型组比较，绞

股蓝总苷高、中、低剂量组平均逃避潜伏期显著

缩短(P<0.01)。结果见表 1。 

穿台次数指标：与假手术组相比较，模型组

和绞股蓝总苷高、中、低剂量组大鼠穿台次数显

著减少(P<0.01)；与模型组比较，绞股蓝总苷高、

中、低剂量组、假手术组穿台次数显著增加

(P<0.01)。结果见表 1。 

表 1  各组大鼠 Morris 水迷宫实验结果的比较( sx  , n=10) 

Tab. 1  Comparison results of Morris water maze test of rats 

in each group( sx  , n=10) 

组别 
给药剂量/ 

mg·kg1 

平均逃避潜伏期/ 

s 

60 s 穿台 

次数/次 

假手术组  15.62±3.44 8.99±3.9 

模型组  46.86±7.791) 2.24±0.881) 

绞股蓝总苷高剂量组 100 18.68±5.221)2) 6.51±2.41)2)

绞股蓝总苷中剂量组  50 19.73±6.051)2) 5.45±2.31)2)

绞股蓝总苷低剂量组  25 20.02±6.181)2) 5.01±2.11)2)

注：与假手术组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 

Note: compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with 

model group, 2)P<0.01. 

3.2  TUNEL 染色结果 

与假手术组比较，模型组和绞股蓝高、中、

低剂量组大鼠海马神经元 TUNEL 阳性细胞数量

显著增多，因此凋亡率显著增高(P<0.01)。与模型

组比较，绞股蓝高、中、低剂量组大鼠海马神经

元 TUNEL 阳性细胞数量显著降低，因此凋亡率显

著降低(P<0.01)。结果见表 2 和图 1。 

3.3  GSK-3β和 TNF-α蛋白的表达结果 

与假手术组比较，模型组大鼠与绞股蓝总苷

高、中、低剂量组 GSK-3β 和 TNF-α 蛋白的表达

显著增加(P<0.01)；与模型组比较，绞股蓝总苷高、

中、低剂量组 GSK-3β 和 TNF-α 蛋白的表达显著

降低(P<0.01)，而绞股蓝各组间 GSK-3β 和 TNF-α

蛋白的表达无显著性差异。结果见图 2，表 3。 

表 2  绞股蓝总皂苷对大鼠海马神经元凋亡率的影响( sx  , 

n=5) 

Tab. 2  Effects of gypenosides on apoptosis of hippocampal 

neurons in rats( sx  , n=5) 

组别 给药剂量/mg·kg1 凋亡率/% 

假手术组  5.33±1.06 

模型组  42.06±5.321) 

绞股蓝总苷高剂量组 100 16.85±3.691)2) 

绞股蓝总苷中剂量组  50 18.71±4.071)2) 

绞股蓝总苷低剂量组  25 20.19±4.151)2) 

注：与假手术组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 

Note: compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with 

model group, 2)P<0.01. 

 
图 1  各组大鼠脑组织 TUNEL 染色结果(200×) 

Fig. 1  TUNEL staining results of brain tissue in each group 

of rats(200×) 

表 3  各组大鼠脑组织 GSK-3β 和 TNF-α 蛋白的表达

( sx  , n=5) 

Tab. 3  Expression of GSK-3β and TNF-α protein in brain 

tissue of rats in each group( sx  , n=5) 

组别 
给药剂量/

mg·kg1
GSK-3β TNF-α 

假手术组  1.737 5±0.134 6 0.876 3±0.065 7 

模型组  3.013 0±0.234 01) 1.876 8±0.035 51)

绞股蓝总苷高剂量组 100 1.995 2±0.164 81)2) 1.001 5±0.024 21)2)

绞股蓝总苷中剂量组  50 2.001 1±0.146 21)2) 1.148 0±0.026 91)2)

绞股蓝总苷低剂量组  25 2.143 6±0.174 51)2) 1.306 9±0.031 11)2)

注：与假手术组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 

Note: compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with 

model group, 2)P<0.01. 
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图 2  各组大鼠脑组织 GSK-3β 和 TNF-α 蛋白表达的

Western blot 图 

Fig. 2  Western blot pictures of GSK-3β and TNF-α protein 

in brain tissues of rats in each group 

3.4  P38 和 caspase-3 蛋白的表达结果 

与假手术组比较，模型组大鼠和绞股蓝总苷

高、中、低剂量组 P38 和 caspase-3 蛋白的表达显

著增加(P<0.01)；与模型组比较，绞股蓝总苷高、

中、低剂量组 P38 和 caspase-3 蛋白的表达显著降

低(P<0.01)，而绞股蓝各组间 P38 和 caspase-3 蛋

白的表达无显著性差异。结果见表 4 和图 3。 

表 4  各组大鼠脑组织 caspase-3和 P38蛋白的表达( sx  , 
n=5) 

Tab. 4  Expression of caspase-3 and P38 protein in brain 

tissue of rats in each group( sx  , n=5) 

组别 
给药剂量/ 

mg·kg1 
P38 caspase-3 

假手术组  1.638±0.112 3 1.006±0.073 8 

模型组  2.876±0.312 61) 2.059±0.047 71) 

绞股蓝总苷高剂量组 100 1.889±0.154 41)2) 1.140±0.066 21)2)

绞股蓝总苷中剂量组 50 1.996±0.129 01)2) 1.237±0.071 11)2)

绞股蓝总苷低剂量组 25 2.002±0.133 51)2) 1.358±0.050 51)2)

注：与假手术组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 

Note: compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with 

model group, 2)P<0.01. 

 
图 3  各组大鼠脑组织 caspase-3 和 P38 蛋白表达的

Western blot 图片 

Fig. 3  Western blot pictures of caspase-3 and P38 protein 

expression in rat brain tissues of each group 

4  讨论 

随着中国人口的老龄化，我国老年痴呆症患

者数量大约有 600 万，居全球首位，其中血管性

痴呆在各型痴呆中的发病率高居第 2 位，且呈逐

年增长的趋势[2]。血管性痴呆主要是由慢性脑缺血

导致神经元不断凋亡引起的，在该病的发病早期，

认知功能的损害是其主要表现，随着疾病的进展，

终引发严重的认知与神经系统功能障碍[2]。 

GSK-3β 是脑组织中广泛分布的一种丝氨酸

类蛋白激酶，在脑组织的海马区有极高的含量，

被认为是研究缺血性脑血管疾病的 佳研究指

标。GSK-3β 的表达与细胞凋亡密切相关[3]。有实

验证实，当神经元损伤时，GSK-3β表达会增加，

当神经细胞凋亡减少时，GSK-3β 表达会降低，这

表明 GSK-3β 的表达与脑缺血导致的神经元凋亡

密切相关[4]。另有研究发现，脑缺血后 TNF-α的释

放增加，TNF-α可刺激受损的血管内皮细胞，促使

兴奋性氨基酸释放增加，从而引起神经毒性，使

得血脑屏障受损，脑组织肿胀，引发神经元损伤

和凋亡，造成神经功能的缺损[5]。 

神经元的凋亡是由多种基因调控的，MAPK

为丝氨酸芳氨酸蛋白激酶家族，可将细胞外信号

转导到细胞内，引起细胞反应，对各种缺血性脑

损伤神经元的存活和分化起调节作用。P38 MAPK

为 MAPKs 家族的重要成员，活化后可调节细胞的

分化、存活、死亡等重要过程[6]。有文献报道脑缺

血后，P38 被激活，引起神经元的凋亡，另有研究

显示注射 P38 抑制剂 SB 203580 后可减轻神经元

的凋亡，缩小脑组织缺血面积[7]。细胞凋亡过程涉

及到多种凋亡相关的蛋白，大部分细胞凋亡是由

caspase 蛋白家族介导的，其中 caspase-3 是凋亡的

后执行者[8]。 

通过本研究发现，结扎大鼠双侧颈总动脉 8

周后，与模型组相比，绞股蓝总苷高、中、低剂

量组水迷宫试验中平均逃避潜伏期和穿越次数都

得到改善，说明绞股蓝总苷能改善慢性脑缺血引

发的学习记忆减退。与模型组相比，绞股蓝总苷

高、中、低剂量组神经元凋亡数量减少；GSK-3β

和 TNF-α 蛋白的表达降低，说明绞股蓝总苷对慢

性脑缺血引发的神经元凋亡有抑制作用。另与模

型组相比，绞股蓝总苷高、中、低剂量组神经元

的凋亡通路相关蛋白 P38 和 caspase-3 表达降低，

说 明 绞 股 蓝 总 苷 抑 制 了 凋 亡 相 关 通 路

P38/caspase-3。 

绞股蓝总皂苷在中枢神经系统中具有显著的

镇静催眠和保护缺血性脑损伤的作用[9]，目前已有
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绞股蓝总苷相关保健品上市，其毒性低，可长期

服用。通过本研究发现，绞股蓝总苷可以显著改

善慢性脑缺血大鼠神经行为学症状、降低神经元

的凋亡，抑制 GSK-3β 和 TNF-α 蛋白的表达，表

明对慢性脑缺血可能有一定的改善作用，其机制

可能与抑制凋亡通路 p38/caspase-3 有关。 
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