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· 论著 ·

葛根素改善酒精暴露/戒断所致雌性小鼠认知障碍的

神经炎症相关机制研究

王常兰1，程美嘉2，边欢欢3，邹丹1

（1. 沈阳医学院基础医学院免疫学教研室，沈阳  110001； 2. 大阪大学医学部医学统计学教研室，大阪  565-0871； 3. 北京京煤集团总医院检验

科，北京  102300）  

摘要  目的 探讨葛根素对52% （v/v） 酒精长时间暴露/戒断小鼠认知行为及其海马结构内促炎性细胞因子的影响，揭示葛根素

改善酒精染毒小鼠认知功能的神经免疫学机制。方法  将120只成年雌性小鼠随机分为对照组、52%酒精组、葛根素+52%酒精

组、生理盐水 （NS） +52%酒精组。采用Morris水迷宫评价小鼠认知功能，通过Western blotting及免疫组织化学法检测各组小鼠海

马结构内靶蛋白的表达。结果  葛根素+52%酒精组小鼠认知能力显著高于52%酒精组和NS+52%酒精组。在酒精戒断后20 h，葛

根素+52%酒精组小鼠海马组织中白细胞介素 （IL） -6、肿瘤坏死因子α （TNF-α） 和IL-1β的表达均高于52%酒精组和NS+52%酒精

组，而上述蛋白表达在葛根素+52%酒精组与对照组比较无统计学差异。结论  在52%酒精慢性暴露雌性小鼠模型中，葛根素可

改善急性酒精戒断期小鼠出现的认知功能障碍，其机制可能与葛根素参与调控小鼠海马结构中促炎性细胞因子的表达有关。
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Abstract  Objective To investigate how puerarin affects cognitive behavior and pro-inflammatory factors in the hippocampal formation 

of 52% （v/v） alcohol exposure/withdrawal in mice and reveal the underlying neuroimmunological mechanism by which puerarin improves 

alcohol-induced cognitive dysfunction. Methods  A total of 120 adult female mice were randomly divided into control，52% alcohol，

puerarin + 52% alcohol，and normal saline （NS） + 52% alcohol groups. The cognitive function of the animals was assessed using the Morris 

water maze，and the expression of target proteins in the hippocampal formation was detected using Western blotting and immunohistochemi-
stry. Results  The cognitive ability of mice in the puerarin + 52% alcohol group was significantly higher than that of mice in the 52% 

alcohol and NS + 52% alcohol groups. At the 20th hour after alcohol withdrawal，IL-6，TNF-α，and IL-1β expressions in the hippocampal 

formation of the puerarin + 52% alcohol group were higher than those of the 52% and NS + 52% alcohol groups. However，no significant 

difference could be observed in the expression levels of these cytokines between the puerarin + 52% alcohol and control groups. Con-

clusion  In a female mouse model chronically exposed to 52% alcohol，puerarin can improve cognitive dysfunction during acute alcohol 

withdrawal，potentially related to the involvement of puerarin in regulating pro-inflammatory factor expressions in murine hippocampus 

formation.
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海马结构是大脑边缘系统中对酒精敏感的区 域，大量饮酒会导致认知障碍［1-2］。海马结构内DG-

CA3-CA1突触回路的突触可塑性与学习记忆密切相

关。CA3神经元通过苔藓纤维接收来自DG的输入，

并通过 Schaffer侧支连接至CA1［3］。CA1和CA3具有

不同的功能，参与特定信息的处理。CA1参与维持

短期记忆，而CA3参与空间或情景记忆快速形成的
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过程［4］。

文献［5］报道，酒精戒断期的脑损伤较饮酒期更

为严重。酒精依赖患者可能在最后一次饮酒后 6~24 

h内出现酒精戒断综合征 ［6］。最新的动物模型研究［7］

表明，与雄性相比，雌性大鼠更容易出现酒精诱发

的神经毒性反应。雌性小鼠在酒精戒断期间的中枢

神经系统 （central nervous system，CNS） 损伤更为严

重［8］。葛根素能穿透血脑屏障进入大脑［9］。在多种

CNS疾病 （如缺血性脑血管病、阿尔茨海默病等） 中

发挥神经保护作用。本课题组前期研究［10］发现，50 

mg /kg葛根素腹腔注射可改善50% （v/v） 酒精诱导的

小鼠的认知功能障碍。推测葛根素改善酒精诱导的

认知功能障碍与海马结构中炎性细胞因子的表达

水平有关。本研究通过探讨50 mg/kg葛根素对52%  

（v/v） （以下用52%表示）酒精暴露/戒断小鼠认知功

能障碍的影响，揭示小鼠海马结构中促炎性细胞因

子白细胞介素 （interleukin，IL） -6、肿瘤坏死因子α 

（tumor necrosis factor α，TNF-α） 和IL-1β在 此 过 程 中

的作用。以期为葛根素改善酒精暴露及急性酒精戒

断引起的认知功能障碍提供新的研究思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

昆明种雌性小鼠120只 （8周龄，体重30 g±5 g） 

购自辽宁长生生物技术股份有限公司 （SCXK2020-

0001） 。小鼠在 （20±2） ℃、光暗循环12 h条件下自

由饲养1周，以适应环境。将120只小鼠随机分为4

组，分别为对照组、52%酒精组、葛根素+52%酒精

组、生理盐水 （normal saline，NS） +52%酒精组。除对

照组外，其他3组小鼠均给予52%酒精灌胃［10 mL/ 

（kg·d）］，葛根素+52%酒精组和NS+52%酒精组小鼠

分别在酒精灌胃前1 h给予葛根素或NS腹腔注射［20 

mL/ （kg·d）］，连续28 d。将停止给药后20、40、60 h设

为酒精戒断时间。本研究获得沈阳医学院动物伦理

委员会批准（SYYXY2022061402）。

1.2 Morris水迷宫 （Morris water maze，MWM） 测试

MWM实验由定位航行和空间探索2部分组成。

前者于实验第24~28天进行；后者分别于实验第29、

30、31天进行。空间探索实验结束后立即处死小鼠。

实验方法参考文献［11］。

1.3 Western blotting （WB）

方法参考文献［11］。提取小鼠海马总蛋白并上

样 （30 μg） 后，行12% SDS-PAGE电泳、转膜，抗体孵育

后，发光显影。一抗为IL-6抗体 （DF6087，美国Affinity

公司）、TNF-α抗体 （NBP1-19532SS，美国Novusbio公

司）、IL-1β抗体 （#12242，美国CST公司） 和β-actin抗体 

（AC038，中国爱博泰克生物科技有限公司） 。二抗为

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG （E-AB-1003，中

国伊莱瑞特生物科技股份有限公司） 。β-actin作内

参照。

1.4 免疫组织化学 （immunohistochemistry，IHC） 染色

方法参考文献［11］。一抗同1.3。二抗为EnVi-

sion TM试剂盒 （KIT-9901，中国迈新生物技术开发

有限公司） 。

1.5 统计学分析

采用GraphPad Prism 9.0软件进行统计学分析。

计量资料以x-±s表示，组间比较采用单因素方差分

析和Tukey’s t检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 葛根素对酒精戒断20 h小鼠认知功能及海马结

构中IL-6、TNF-α、IL-1β表达的影响

MWM结果显示，在酒精戒断20 h时，52%酒精

组和NS+52%酒精组的目标象限距离百分比和时间

百分比显著低于对照组和葛根素+52%酒精组 （均P < 

0.01） 。见表1。WB结果显示，与对照组和葛根素+

52%酒精组相比，52%酒精组和NS+52%酒精组小鼠

海马结构中IL-6［F （3，16） =30.13，P < 0.01］、TNF-α 

［F （3，16） =13.21，P < 0.01］和IL-1β表达水平均显著

降低［F （3，16） =10.26，P < 0.01］。见图1A。IHC结

果显示，与对照组和葛根素+52%酒精组比较，52%

酒精组和NS+52%酒精组小鼠海马透明层 （stratum 

lucidum，SL）区IL-6 ［F （3，16） =16.72，P < 0.01］、CA1

区TNF-α ［F （3，16） =10.36，P < 0.01］和IL-1β ［F （3，

16） =7.709，P < 0.01］的表达均显著降低。见图1B。  

2.2 葛根素对酒精戒断40 h小鼠认知功能及海马结

构中IL-6、TNF-α、IL-1β表达的影响

酒精戒断40 h时，MWM结果显示，52%酒精组

和NS+52%酒精组的目标象限距离百分比和时间百

分比均显著低于对照组和葛根素+52%酒精组 （均

P < 0.01） 。见表1。WB结果显示，与对照组和葛根素+

52%酒精组相比，52% 酒精组和NS+52%酒精组小鼠
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海马结构中仅IL-1β表达水平显著降低［F （3，16） =

6.96，P < 0.01］。IHC结果与WB结果一致［F （3，16） =

6.143，P < 0.01］。见图2。

2.3 葛根素对酒精戒断60 h小鼠认知功能及海马结

构中IL-6、TNF-α、IL-1β表达的影响

酒精戒断60 h时，MWM结果显示，52%酒精组

和NS+52%酒精组的目标象限距离百分比和时间百

分比均显著低于对照组和葛根素+52%酒精组 （均

P < 0.01），见表1。但WB和IHC结果显示，各组小 鼠

3种炎性细胞因子表达水平无统计学差异 （均P > 

0.05） 。见图3。

表1  酒精戒断各时间点小鼠空间探索测试结果 （%）

Tab.1  Result of spatial exploration test in mice at different time points of alcohol withdrawal （%）

Item Control group 52% alcohol group
Puerarin+52%
 alcohol group

NS+52%
alcohol group

F
（3，36） 

P

The target quadrant distance percentage

  Alcohol withdrawal 20 h 32.57±7.84 16.67±8.801），2） 32.46±10.48 15.03±11.681），2）   9.66 <0.01

  Alcohol withdrawal 40 h 37.95±9.54 18.60±6.871），2） 33.94±10.17 14.01±7.421），2） 18.16 <0.01

  Alcohol withdrawal 60 h 33.04±9.56 15.02±7.961），2） 31.55±6.67 18.50±4.581），2） 15.05 <0.01

The target quadrant time percentage

  Alcohol withdrawal 20 h 33.27±7.77 17.55±8.301），3） 32.17±10.57 12.63±12.521），2） 10.85 <0.01

  Alcohol withdrawal 40 h 39.13±10.34 17.70±7.971），2） 34.24±9.68 12.08±7.571），2） 20.84 <0.01

  Alcohol withdrawal 60 h 33.7±10.32 14.77±9.191），2） 32.14±7.94 17.38±7.171），2） 12.59 <0.01

1） P < 0.01 vs. control group；2） P < 0.01，3） P < 0.05 vs. puerarin+52% alcohol group.

3 讨论

长期酗酒可导致认知功能障碍，酒精对CNS的

影响取决于其暴露的模式和剂量［12］。药代动力学研

究［13］表明，葛根素具有半衰期短、消除快等优点。葛

根素对慢性酒精中毒小鼠空间学习记忆障碍具有

保护作用［10］。本研究结果显示，在小鼠酒精戒断20 

h、40 h、60 h时的MWM空间探索实验中，52%酒精组

和NS+52%酒精组的目标象限距离百分比和时间百

分比均较对照组和葛根素+52%酒精组明显缩短，提

示葛根素预处理可改善酒精暴露小鼠的认知功能。

慢性饮酒能诱导小胶质细胞释放IL-6、TNF-α、

IL-1β等炎性细胞因子，破坏突触可塑性，导致神经

炎症，促进神经元变性和死亡［14］。雌性大鼠在青春

期至成年早期的长期高浓度酒精暴露会导致与海

马形态改变相关的长期情绪和记忆缺陷［15］。青少年

间歇性酒精暴露的认知缺陷在女性中尤其明显，且

在酒精戒断后长期存在［7］。

IL-6由CNS胶 质 细 胞 产 生，CNS中IL-6水 平 的

改变会损害小鼠认知功能并降低小鼠对新事物的

反应能力［16］。CNS中IL-6缺乏会损害小鼠海马依

赖的学习和记忆功能［17］。本研究中，WB结果显示，

慢性酒精染毒后，在酒精戒断20 h时，52%酒精组和

NS+52%酒精组小鼠海马结构中IL-6的表达水平明

显低于对照组和葛根素+52%酒精组。在酒精戒断40 

h、60 h后，逐渐恢复正常。苔藓纤维连接DG和海马，

所有纤维终止于CA3和CA2区之间交界处，形成CA3

特定的SL区。本研究中，IHC结果显示，在酒精戒断

20 h时，52%酒精组和NS+52%酒精组海马SL区IL-6

表达明显低于相应的对照组和葛根素+52%酒精组，

52%酒精组与NS+52%酒精组SL区IL-6表达无统计

学差异。提示慢性过度饮酒后的急性酒精戒断可降

低海马SL区IL-6的表达，但给予50 mg/kg葛根素腹腔

注射预处理可阻止IL-6表达的下降。

TNF-α是一种由星形胶质细胞、小胶质细胞和

某些神经元合成的促炎性细胞因子，在神经毒性、

突触传递和突触可塑性中发挥重要作用。在慢性酒

精蒸汽暴露模型中，大鼠血清TNF-α和IL-1β在酒精

戒断第1天显著降低［18］。对于酒精连续暴露4 d的

大鼠模型，在酒精戒断的第2、7、14天，从海马结构

和内嗅皮质分离的小胶质细胞中促炎性细胞因子

TNF-α、IL-6和IL-1β的表达显著降低［19］。
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A，Western blotting results；B，IHC results.  #P < 0.05，##P < 0.01 vs. control group；*P < 0.05，**P < 0.01. A，52% alcohol；P，puerarin；NS，normal sa-

line.

图1  酒精戒断20 h时WB、IHC结果

Fig.1  Results from WB and IHC at the 20th hour of alcohol withdrawal
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A，Western blotting results；B，IHC results. #P < 0.05 vs. control group；*P < 0.05，**P < 0.01. A，52% alcohol；P，puerarin；NS，normal saline.

图2  酒精戒断40 h时WB和IHC结果

Fig.2  Results from WB and IHC at the 40th hour of alcohol withdrawal
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A，Western blotting results；B，IHC results. A，52% alcohol；P，puerarin；NS，normal saline.

图3  酒精戒断60 h时WB和IHC结果

Fig.3  Results from WB and IHC at the 60th hour of alcohol withdrawal
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本研究中，WB与IHC结果显示，慢性高浓度酒

精暴露28 d的小鼠在酒精戒断20 h时，海马结构中

TNF-α水平明显下降，40 h、60 h时逐渐恢复。葛根素

预处理可阻止酒精戒断第20 h海马结构内TNF-α水

平的降低。乙醇在神经胶质细胞中可氧化为乙醛，

且2种化合物均可抑制脑中TNF-α的分泌。50 mg/kg

葛根素预处理可预防急性酒精戒断引起的海马CA1

区TNF-α表达水平降低。

IL-1β是一种由脑内胶质细胞产生的强效促炎

性细胞因子，在海马依赖性突触可塑性和长期记忆

的维持中起重要作用。IL-1β在海马依赖的记忆形成

过程中遵循倒U型模式，即生理水平的IL-1β有利于

记忆形成，但偏离生理范围会导致记忆损害。本研究

发现，在酒精戒断20 h、40 h时，52%酒精组和NS+52% 

酒精组IL-1β表达显著低于对照组和葛根素+52%

酒精组；葛根素维持了酒精戒断后小鼠海马结构中

IL-1β的表达水平；在酒精戒断后，IL-1β在海马内表

达水平的恢复速度慢于IL-6和TNF-α。

综上所述，本研究发现，慢性酒精染毒雌性小

鼠在急性酒精戒断20 h时，葛根素通过增加海马结

构中IL-6、TNF-α和IL-1β的表达水平改善了小鼠的

认知功能。而未进行葛根素预处理的酒精灌胃小

鼠，在酒精戒断60 h时，IL-6、TNF-α和IL-1β的表达水

平有所恢复，但小鼠的认知功能却尚未完全恢复，

因此，推测酒精引起的认知障碍可能还有脑内其他

神经结构和信号通路参与，有待进一步研究。
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