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葛根素对去势脑缺血大鼠学习记忆功能的影响

杜海娜　齐汝霞△　石　宏　栾　天　丛群又　公　毅
（济宁医学院基础医学院，济宁 ２７２０６７）

　　摘　要　目的　探讨葛根素对去势脑缺血大鼠学习记忆功能的保护作用。方法　将ＳＤ雌性大鼠随机分为
正常对照组、ＯＶＸ＋２ＶＯ组、ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组和葛根素低剂量组（２５ｍｇ·ｋｇ－１）、中剂量组（５０ｍｇ·ｋｇ－１）、高剂
量组（１００ｍｇ·ｋｇ－１）。利用去卵巢（Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，ＯＶＸ）与双侧颈总动脉结扎（２ｖｅｓｓｅｌｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，２ＶＯ）结合的方
法建立去势脑缺血（ＯＶＸ＋２ＶＯ）大鼠模型。给药组腹腔注射葛根素注射液，每天１次。跳台实验检测其学习记
忆功能；ＴＴＣ染色观察脑缺血情况；ＷＳＴ１法和ＴＢＡ法测定海马中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力和丙二醛（ＭＤＡ）
含量；分光光度计和酶标仪分别检测乙酰胆碱酯酶（ＡｃｈＥ）活性和乙酰胆碱（Ａｃｈ）含量。结果　与ＯＶＸ＋２ＶＯ组
比较，葛根素干预组脑缺血情况得到明显改善，ＳＯＤ活力升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５），ＡｃｈＥ活性减
弱（Ｐ＜０．０５），Ａｃｈ含量升高（Ｐ＜０．０５），跳台实验潜伏期延长（Ｐ＜０．０５）、错误次数减少（Ｐ＜０．０５）。结论　葛根
素能改善去势脑缺血大鼠的学习记忆功能，其作用机制可能与降低 ＡｃｈＥ活性、增加 Ａｃｈ和 ＭＤＡ含量、降低
ＳＯＤ活力有关。
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　　缺血性卒中发病率高于出血性卒中，占脑卒中
总数的６０％～７０％。已成为老年人致残致死的最
主要原因，给社会和家庭带来沉重经济和精神负

担。对女性来讲，绝经前卒中发病率显著低于同年

龄段男性，但绝经后则显著高于同年龄段男性，且

预后更差［１］，说明雌激素对脑卒中具有保护作

用［２］。Ｇｉｂｓｏｎ等［３］证实雌激素能够减少脑卒中梗

死容积。大样本临床研究显示，雌激素可减轻脑卒

中发病率和死亡率，但同时也可以增加乳腺癌和子

宫内膜癌等风险［４］。而植物雌激素对乳腺癌、子

宫内膜癌、结肠癌等多种肿瘤细胞的增殖均有抑制

作用［５］。葛根素是从野葛的根部分离出的一种异

黄酮类化合物，属于植物性雌激素，具有和雌激素

相似的作用，其对不同类型的神经性疾病具有一定

保护作用，并且能增强去势大鼠的学习和记忆认知

功能，减少海马 ＣＡ１区神经元的凋亡［６］。

葛根素对去势脑缺血大鼠有何影响未见报道，

本课题组拟利用去势脑缺血大鼠模型，观察葛根素

对其学习记忆功能的影响并进一步探讨其机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验仪器　低速自动平衡离心机（北京医
用离心机厂，ＬＤＺ５２）；组织匀浆机（ＩＫＡ，ＫＢ５／
１０）；７２２型紫外分光光度计（上海精密科学仪器有
限公司，７０７０４０９１３）；跳台仪（中国医学科学院药
研所）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型酶标仪（赛默飞世尔上海仪
器有限公司，３５７９０６３０１）；电热恒温培养箱（上海
龙跃仪器设备有限公司，ＬＩ９０８２）。
１．１．２　试剂　葛根素注射液（山东方明药业集团
股份有限公司，Ｈ２００３３２９２）；ＴＴＣ染色液（美国索
来宝公司，Ｔ８１７０）；丙二醛（ＭＤＡ）测试盒（南京建
成生物工程研究所，Ａ００３１２）；超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）测试盒（南京建成生物工程研究所，Ａ００１３
２）；总蛋白定量测试盒（ＢＣＡ法）（南京建成生物工
程研究所，Ａ０４５４２）；乙酰胆碱（Ａｃｈ）测试盒（南
京建成生物工程研究所）；乙酰胆碱酯酶（ＡｃｈＥ）测
试盒（南京建成生物工程研究所，Ａ０２４）。
１．１．３　实验动物及分组　清洁级健康 ＳＤ雌性大
鼠，１５月龄，体重约 ２２０ｇ，山东鲁抗医药股份有限
公司提供（许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１３０００１）。实验
前在恒温、恒湿实验室饲养 １周，自由进食进水。
将大鼠随机分为６组，正常对照组、ＯＶＸ＋２ＶＯ组、

ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组、葛根素低剂量组（２５ｍｇ·
ｋｇ－１）、中剂量组（５０ｍｇ·ｋｇ－１）、高剂量组（１００ｍｇ
·ｋｇ－１），每组 ８只。葛根素低剂量组（２５ｍｇ·
ｋｇ－１）、中剂量组（５０ｍｇ·ｋｇ－１）、高剂量组（１００ｍｇ
·ｋｇ－１）在ＯＶＸ和单侧颈总动脉结扎后，分别给予
葛根素注射液 ０．２ｍｌ·１００ｇ－１腹腔注射，每天 １
次。其它组给予等体积蒸馏水，方法同上。所有动

物实验符合动物伦理学要求。

１．２　方法
１．２．１　ＯＶＸ＋２ＶＯ大鼠模型制备　１０％水合氯醛
（０．３５ｍｌ／１００ｇ）腹腔注射将大鼠麻醉后，俯卧位固
定，备皮并消毒，于雌性大鼠背外侧髋关节部位纵

行剪开皮肤约 １．５ｃｍ，钝性分离皮下组织和肌层，
于腹腔内找到“菜花样”卵巢组织，结扎输卵管，切

除双侧卵巢后闭合伤口。接着行颈部手术，暴露一

侧颈总动脉，小心将血管和神经分离，结扎血管远

心端和近心端，从中间将血管剪断，缝合伤口。１
周后相同方法结扎另一侧颈总动脉，ＯＶＸ＋２ＶＯ模
型制备成功。ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ大鼠只结扎双侧颈
总动脉不切除卵巢。

１．２．２　ＴＴＣ染色　将大鼠麻醉（方法同上）后断
头取脑，在－１８℃冰箱中冷冻约２０ｍｉｎ，将鼠脑置入
专用脑槽，连续切成 ６片，厚度 ２ｍｍ，依次放入十
二孔板中，注入２％ＴＴＣ染色液，避光，放入３７℃恒
温培养箱 ２５ｍｉｎ后，用无菌注射器将染色液抽出
后，用４％多聚甲醛固定２４ｈ，正常大脑组织染成鲜
红色，缺血组织呈苍白色，将染色完成的大脑组织

按切片顺序排列，用数码相机拍照［７］。

１．２．３　ＷＳＴ１法测定 ＳＯＤ活力　将大鼠麻醉后
断头取脑，立即放入装有冷生理盐水培养皿中，取

出海马，称重后加９倍体积的生理盐水，剪碎组织，
冰水浴制备匀浆，３０００ｒｐｍ，离心 １０ｍｉｎ，取上清即
１０％组织原浆备用。严格按照试剂盒说明书提供
步骤进行操作，各孔混匀后，３７℃孵育 ２０ｍｉｎ，
４５０ｎｍ处酶标仪读数，得到各孔 ＯＤ值，将数据代
入公式进行计算：ＳＯＤ活力（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）＝ＳＯＤ抑制
率÷５０％×反应体系稀释倍数（０．２４ｍｌ／０．０２ｍｌ）÷待
测样本蛋白浓度（ｍｇｐｒｏｔ／ｍｌ）。
１．２．４　ＴＢＡ法测定 ＭＤＡ含量　按以上方法制备
海马组织匀浆，严格按照试剂盒说明书提供步骤进

行操作，离心管混匀后，９５℃水浴４０ｍｉｎ，取出后流
水冷却，然后４０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ。取上清，５３２ｎｍ
处，１ｃｍ光径，蒸馏水调零，测各管 ＯＤ值。利用公
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式计算 ＭＤＡ含量：ＭＤＡ含量（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）＝（测
定ＯＤ值－对照 ＯＤ值）／（标准 ＯＤ值－空白 ＯＤ
值）×标准品浓度（１０ｎｍｏｌ／ｍｌ）÷待测样本蛋白浓度
（ｍｇｐｒｏｔ／ｍｌ）。
１．２．５　ＡｃｈＥ测定　按以上方法制备海马组织匀
浆，严格按照试剂盒说明书步骤操作。各管混匀后

静置１５ｍｉｎ，波长４１２ｎｍ，０．５ｃｍ光径，双蒸水调零，
测定各管 ＯＤ值，利用公式计算组织中的 ＡｃｈＥ活
力：ＡｃｈＥ活力（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）＝（测定ＯＤ值－对照ＯＤ
值）／（标准 ＯＤ值－空白 ＯＤ值）×标准品浓度
（１μｍｏｌ／ｍｌ）÷待测样本蛋白浓度（ｍｇｐｒｏｔ／ｍｌ）。
１．２．６　Ａｃｈ测定　按以上方法制备海马组织匀
浆，严格按照试剂盒说明书步骤操作。各孔混匀

后，静置 １０ｍｉｎ，５５０ｎｍ处，取 ２００ｕｌ于 ９６孔板在
５５０ｎｍ处酶标仪测定各孔 ＯＤ值，利用公式计算
Ａｃｈ含量：Ａｃｈ含量（ｕｇ／ｍｇｐｒｏｔ）＝（测定ＯＤ值－测
定空白ＯＤ值）／（标准 ＯＤ值－空白 ＯＤ值）×标准
品浓度（４００μｇ／ｍｌ）×样本测试前稀释倍数÷蛋白浓
度（ｍｇｐｒｏｔ／ｍｌ）。
１．２．７　跳台实验　实验分为训练期和实验期。训
练期，将大鼠放到跳台箱内熟悉３ｍｉｎ，然后通３６Ｖ
交流电５ｍｉｎ，大鼠受到电击后，正常反应是跳上平
台逃脱电击。如果大鼠始终没有跳上平台则弃去

不用。训练结束２４ｈ后，再次将大鼠放入跳台内适
应３ｍｉｎ，通电５ｍｉｎ，记录大鼠第一次跳上平台的时
间（即跳台潜伏期），观察大鼠在５ｍｉｎ内跳下平台
的次数（即错误次数），若 ５ｍｉｎ内大鼠未跳下平
台，错误次数为０，跳台潜伏期为５ｍｉｎ［８］。
１．３　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。定量
数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用方差分析，进一
步两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠脑缺血情况
正常对照组大鼠脑组织染成鲜红色，Ｓｈａｍ

ＯＶＸ＋２ＶＯ组和 ＯＶＸ＋２ＶＯ组脑缺血组织呈苍白
色，给予葛根素治疗后，葛根素干预组脑缺血情况

得到明显改善，随剂量增加，缺血面积逐渐减少。

见图１。

注：１正常对照组；２ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组；３ＯＶＸ＋２ＶＯ组；

　４葛根素低剂量组；５葛根素中剂量组；６葛根素高剂量组。

图１　ＴＴＣ染色后各组大鼠脑切片缺血区比较

２．２　各组大鼠 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＡｃｈＥ、Ａｃｈ的活性含量
水平

与正常对照组比，ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组和ＯＶＸ＋
２ＶＯ组ＳＯＤ活力均降低、ＡｃｈＥ活性升高、Ａｃｈ含
量减少（Ｐ＜０．０５），ＯＶＸ＋２ＶＯ组 ＭＤＡ含量明显升
高（Ｐ＜０．０５）。与 ＯＶＸ＋２ＶＯ组比，葛根素使 ＳＯＤ
活力升高，且随剂量增加，作用明显增强（Ｐ＜
００５）；葛根素 １００ｍｇ·ｋｇ－１组能减低 ＭＤＡ含量
（Ｐ＜０．０５），降低ＡｃｈＥ活性（Ｐ＜０．０５）升高 Ａｃｈ含
量（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组ＳＯＤ活力、ＭＤＡ含量、ＡｃｈＥ活性及Ａｃｈ含量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＳＯＤ活力／Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１ ＭＤＡ含量／ｎｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１ ＡｃｈＥ／Ｕ· ｍｇｐｒｏｔ－１ Ａｃｈ／μｇ· ｍｇｐｒｏｔ－１

正常对照组 ８ １０７．３４±１６．４２ ７．８３±３．０９ ０．３２±０．１２ ２８３．３７±２８．６７

ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组 ８ ７６．２６±９．８３＃ １０．０５±４．４２ ０．８９±０．４６＃ １５６．４０±６０．３１＃

ＯＶＸ＋２ＶＯ组 ８ ３５．４０±１７．１５＃ ２４．８７±５．７３＃ １．１１±０．１４＃ １４７．４９±３５．６９＃

葛根素低剂量组 ８ ６９．３４±１７．２８＆ １６．４２±１１．９０ ０．９５±０．３８ ２０８．３３±７７．５３

葛根素中剂量组 ８ ６９．４５±８．１７＆ １４．４５±７．７３ ０．９２±０．２０ ２３３．２７±５２．３８

葛根素高剂量组 ８ ８５．１７±１７．７３＆ ９．３２±５．３５＆ ０．５０±０．０７＆ ２６１．１２±９０．３０＆

Ｆ值 １８．３６ ３９．６１ １３２．０６ １０．４５

Ｐ Ｐ＜０．００１ Ｐ＜０．００１ Ｐ＜０．００１ Ｐ＜０．００１

　　注：与正常对照组相比，＃Ｐ＜０．０５；与ＯＶＸ＋２ＶＯ组相比，＆Ｐ＜０．０５。
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２．３　各组大鼠跳台实验结果
与正常对照组相比，ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组和

ＯＶＸ＋２ＶＯ组的潜伏期明显缩短（Ｐ＜００５），错误
次数增多（Ｐ＜０．０５）；与ＯＶＸ＋２ＶＯ组相比，葛根素
５０ｍｇ／ｋｇ组、葛根素 １００ｍｇ／ｋｇ组潜伏期明显延长
（Ｐ＜０．０５），错误次数减少（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　各组大鼠跳台实验潜伏期和错误次数比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 潜伏期（Ｓ） 错误次数（次）

正常对照组 ８ ２３１．５４±９７．０９ １．５０±１．９１

ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组 ８ １２５．５５±１２８．０８＃ ７．７５±６．９５＃

ＯＶＸ＋２ＶＯ组 ８ ８１．４８±５７．４８＃ １１．００±９．４９＃

葛根素低剂量组 ８ １５３．７７±２０６．５４ ５．５０±７．７９

葛根素中剂量组 ８ ３００．００±０＆ １．５０±２．３８＆

葛根素高剂量组 ８ ２３４．６８±１３０．６５＆ １．７５±３．５０＆

Ｆ值 ４６．８３ １０５．２４

Ｐ Ｐ＜０．００１ Ｐ＜０．００１

　　注：与正常对照组相比，＃Ｐ＜０．０５；与 ＯＶＸ＋２ＶＯ组相比，＆Ｐ＜

０．０５。

３　讨论

绝经后女性缺血性脑卒中发病率逐年上升，其

所致患者死亡数约占女性死亡人数的 １／６［９］。缺
血后的后遗症多见，除引起运动和感觉异常外，还

伴有认知功能障碍，严重影响患者的生活质量［１０］。

如何防治绝经后女性脑卒中已成为亟待解决的社

会和医学难题。

本课题组采用 ＯＶＸ合并 ２ＶＯ制备去势脑缺
血实验模型，能够较好地模拟绝经后女性伴发脑缺

血的状态。ＴＴＣ染色后，ＳｈａｍＯＶＸ＋２ＶＯ组和
ＯＶＸ＋２ＶＯ组脑缺血组织呈苍白色，且 ＯＶＸ＋２ＶＯ
组脑缺血更明显，说明 ＯＶＸ合并 ２ＶＯ加重脑缺
血，可以解释为何绝经后女性缺血性脑卒中的发病

率高于男性，且更严重。葛根素随剂量增加，大鼠

脑缺血情况逐渐减轻，提示其对 ＯＶＸ合并２ＶＯ大
鼠的缺血性损伤有保护作用。

脑组织发生缺血缺氧后，通过酶系或非酶系统

产生氧自由基，过量的自由基攻击细胞膜中的多不

饱和脂肪酸，引起脂质的过氧化反应，并形成

ＭＤＡ、酮基、羟基等脂质过氧化物，以及新的氧自
由基。可见测定 ＭＤＡ含量能够反映体内脂质过
氧化程度，间接反映缺血对细胞造成的损伤［１１］。

ＳＯＤ对机体氧自由基具有清除能力，以防止自由

基对细胞造成的损伤［１２］。葛根素能降低 ＭＤＡ含
量并随剂量增加升高 ＳＯＤ活力升高，提示其对缺
血性脑损伤具有保护作用。

Ａｃｈ是第一个被发现的脑内神经递质，主要涉
及记忆、学习、运动和觉醒的调节。胆碱能神经末

梢以胆碱和乙酰辅酶 Ａ为原料，在胆碱乙酰化酶
的作用下合成Ａｃｈ，合成后储存在突触前膜的囊泡
内。当神经冲动到达神经末梢时，突触前膜与囊泡

膜融合发生破裂，以胞裂外排的方式释放 Ａｃｈ，释
放出的Ａｃｈ在 ＡｃｈＥ的作用下水解失活。脑内的
ＡｃｈＥ主要分布在大脑额叶、顶叶和海马，而海马与
学习记忆的关系最为密切，若海马组织中 ＡｃｈＥ活
性增强，可降低神经突触间隙 Ａｃｈ水平，影响神经
突触传递，导致学习记忆和认知功能降低［１３１４］。

本实验中，ＯＶＸ＋２ＶＯ组大鼠海马组织中 ＡＣｈＥ活
性升高，Ａｃｈ含量降低。葛根素干预后海马组织中
ＡｃｈＥ活性降低，Ａｃｈ含量提高。在跳台实验中，葛
根素组大鼠跳台潜伏期明显延长，错误次数减少，

说明葛根素可能通过增强 ＡｃｈＥ活性提高去卵巢
合并慢性脑缺血大鼠的学习记忆功能。

综上所述，葛根素对去势脑缺血大鼠的学习记

忆功能有改善作用，其机制可能与其抗氧化自由基

作用减轻脑缺血所致损伤，同时抑制 ＡｃｈＥ活力，
促进Ａｃｈ的突触传递功能有关。
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