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香青兰总黄酮通过NRF2/NF-κB信号通路改善阿尔茨海默病

小鼠的认知功能
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摘要  目的 探讨香青兰总黄酮 （TFDM） 对阿尔茨海默病小鼠认知功能的影响及其机制。方法  将50只SAMP8小鼠随机分为

模型组、多奈哌齐阳性对照组、低剂量TFDM组、中剂量TFDM组、高剂量TFDM组，每组10只，另取10只SAMR1小鼠作为正常对照

组。TFDM灌胃给药30 d后进行老化度评分，采用Morris水迷宫实验评估小鼠学习记忆功能；采用尼氏染色观察海马CA1区神经

元形态变化；采用酶联免疫吸附试验检测血清中肿瘤坏死因子α （TNF-α）、白细胞介素 （IL）-1β和IL-6的水平；采用Western blotting

和实时定量PCR检测海马组织中SYN、PSD95、NRF2、HO-1、NF-κB蛋白和基因表达水平。结果  与模型组比较，低剂量TFDM组、

中剂量TFDM组、高剂量TFDM组以及多奈哌齐阳性对照组小鼠老化度明显改善，目标象限停留时间明显延长，中剂量TFDM组、

高剂量TFDM 组以及多奈哌齐阳性对照组小鼠逃避潜伏期明显缩短 （P < 0.05），平台穿越次数明显增加 （P < 0.05）。与模型组比

较，中剂量TFDM组、高剂量TFDM 组以及多奈哌齐阳性对照组小鼠海马CA1区完整锥体细胞数量明显增加 （P < 0.05）； 血清中

TNF-α、IL-1β和IL-6水平明显降低 （P < 0.05）； SYN、PSD95、NRF2、HO-1蛋白和mRNA表达水平明显升高 （P < 0.05），NF-κB蛋白和

mRNA表达水平明显降低 （P < 0.05）。结论  TFDM可以延缓阿尔茨海默病小鼠老化进程，改善空间学习记忆功能，减轻海马神

经元损伤，降低炎症因子水平，从而改善认知功能障碍，其机制可能与NRF2/NF-κB信号通路激活有关。
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Total  flavonoids of Dracocephalum moldavica L. improve cognitive function in
mice with Alzheimer disease via the NRF2/NF-κB signaling pathway 
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Abstract  Objective To investigate the cognition-improving effects of total flavonoids of Dracocephalum moldavica L. （TFDM） in mice 

with Alzheimer disease （AD） and elucidate the underlying mechanisms. Methods  Fifty SAMP8 mice were randomly divided into model，

donepezil positive control，low-dose TFDM，intermediate-dose TFDM，and high-dose TFDM groups （n = 10/group），and 10 SAMR1 mice 

were selected as the normal control group. After 30 consecutive days of intragastric administration of TFDM or corresponding agents，aging 

scores were assessed and the Morris water maze test was performed to evaluate spatial learning and memory abilities. Hippocampal CA1 

neuronal morphology was observed using Nissl staining. The serum levels of TNF-α，IL-1β，and IL-6 were measured using the enzyme-
linked immunosorbent assay. The expressions of SYN，PSD95，NRF2，HO-1，and NF-κB protein and mRNA in the hippocampus were 

detected using Western  blotting and real-time quantitative PCR，respectively. Results  Compared with the model group，low-，interme-
diate-，and high-dose TFDM groups and donepezil positive control group exhibited significantly improved aging scores and prolonged time 

spent in the target quadrant （P < 0.05）. Compared with the model group，intermediate- and high-dose TFDM groups and donepezil positive 

control group showed significantly reduced escape latency，increased platform crossing times，intact hippocampal CA1 pyramidal neurons，

lower serum levels of inflammatory cytokines，upregulated expressions of SYN，PSD95，NRF2，and HO-1 protein and mRNA，and down-
regulated expressions of NF-κB protein and mRNA （all P < 0.05）. Conclusion  TFDM delays the progression of aging，ameliorates spatial 
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cognitive dysfunction，alleviates hippocampal neuronal injury，and suppresses neuroinflammation in AD mice. The underlying mechanism 

may involve modulation of the NRF2/NF-κB signaling pathway.

Keywords  total flavonoids of Dracocephalum moldavica L.； SAMP8 mice； NRF2/NF-κB signaling pathway； cognitive function； inflam-
matory cytokine

阿尔茨海默病 （Alzheimer disease，AD） 是一类

以认知功能下降和执行功能受损为主要特征的中

枢神经退行性疾病。研究［1］显示，2030年AD患病人

数 将 增 至7 800万，2050年 将 增 至 目 前 的3倍。AD

的发病机制复杂多样，包括β淀粉样蛋白 （amyloid 

β-protein，Aβ） 斑块过度沉积、神经原纤维缠结、神经

炎症反应、氧化应激损伤和线粒体功能紊乱等，这

些病理性改变导致中枢神经网络系统内环境紊乱，

进一步加重神经细胞损伤和突触功能障碍［2］。

核因子E2相关因子2 （nuclear factor erythroid 2-

related factor 2，NRF2） 在AD的防治中发挥抗氧化应

激、抑制神经炎症、改善线粒体功能障碍等作用［3］。

核因子κB （nuclear factor-κB，NF-κB） 是介导炎症和细

胞增殖、分化等复杂生物过程的转录因子。研究［4］表

明，氧化应激损伤和神经炎症反应可能是AD等中枢

神经退行性疾病的核心病理特征。NRF2/NF-κB信

号通路在调控机体氧化应激和炎症反应中发挥关

键作用。研究［5］发现，在AD的病理进程中，NRF2活

性持续降低且NF-κB被过度激活，导致脑内氧化损

伤和神经炎症反应持续加剧，进而诱发神经元损伤

和突触功能衰退。深入探究NRF2/NF-κB信号通路在

AD中的调控作用，能够为AD的早期干预和临床防

治提供实验依据。

香青兰属唇形科青兰属植物，具有抗炎、镇静、

保护心脑血管等作用［6］。香青兰总黄酮 （total flavo-

noids of Dracocephalum moldavica L.，TFDM） 是香

青兰的核心活性成分，包括藿香苷、山柰酚等56种

黄酮类化合物［7］。本课题组前期研究［8］发现，在Aβ

诱导的AD体外模型中，TFDM可激活NRF2并抑制

NF-κB表达，减少促炎性细胞因子的产生。但TFDM

在动物体内的作用及其机制尚不清楚。因此，本研

究探讨了TFDM对AD小鼠认知功能的影响及其作用

机制。

1 材料与方法

1.1 试剂

TFDM，由南京普怡生物科技有限公司提纯 （纯

度≥78.53%，货号PY241213XQL）；多奈哌齐片，购

自重庆锐恩医药有限公司；抗体，购自美国Signalway 

Antibody公司；实时定量PCR试剂盒，购自天根生化

科技 （北京） 有限公司；Western blotting试剂，购自北

京索莱宝科技有限公司。

1.2 实验动物和分组

SPF级雄性7月龄SAMP8小鼠50只，雄性7月龄

SAMR1小鼠10只，体重 （25±5） g，购自北京大学医

学部实验动物科学部，许可证号为SCXK ［京］ 2022-

0009。所有动物实验操作均严格遵循3R原则，本研

究获得包头医学院动物伦理委员会审核批准，批号

为包医动伦审［202510］ 46号。

将10只SAMR1小鼠作为对照组。将50只SAMP8

小鼠随机分为模型组、多奈哌齐阳性对照组、低剂

量TFDM组、中 剂 量TFDM组、高 剂 量TFDM组，每 组

10只。对照组小鼠不做任何处理，模型组小鼠给予

6.67 mL·kg-1·d-1生理盐水灌胃，多奈哌齐阳性对照

组小鼠给予0.75 mg·kg-1·d-1多奈哌齐灌胃，低、中、

高剂量TFDM 组小鼠分别给予25、50、75 mg·kg-1·d-1 

TFDM灌胃，给药时间均为30 d。

1.3 方法

1.3.1 老化度评分：选取11项指标 （反应性、被动

性、被毛光泽度、被毛粗糙程度、脱毛、溃疡、眼周病

变、白内障、角膜溃疡、角膜混浊和脊柱后凸） 构建

小鼠老化表型评分体系。依据病理生理改变的严重

程度，将各项指标分为5 个等级 （0~4级），0 级为无明

显异常改变，4 级为病变程度最严重［9］。

1.3.2 Morris水迷宫实验：实验开始前1 d，小鼠自由

游泳60 s适应环境，水温为 （23±1） ℃。实验第1~5天

进行定位航行实验，小鼠分别从4个象限入水，记录

逃避潜伏期，未找到平台则引导至平台停留10 s，每

个象限检测结束后小鼠休息时间≥1 h。实验第6天

撤去平台，进行空间探索实验，统计小鼠穿越平台

次数和目标象限停留时间，评估小鼠的认知功能。

1.3.3 取材：行为学实验结束后，采用10%戊巴比妥
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钠腹腔注射麻醉小鼠，进行眼眶后静脉丛采血，离

心后取血清，于-80 ℃保存。颈椎脱臼法处死小鼠。

每组取6只小鼠的海马组织，于-80 ℃保存。每组其

余4只小鼠，经心脏灌注后取全脑组织，用4%多聚甲

醛固定，用于后续实验。

1.3.4 尼氏染色：取小鼠全脑组织，固定、脱水、包

埋、切片、脱蜡后，甲苯胺蓝染液染色1 min，蒸馏水

冲洗1 min，常规脱水，中性树胶封片。光学显微镜下

观察小鼠海马CA1区神经元的形态、数量和排列情

况。

1.3.5 酶联免疫吸附试验：取小鼠血清，根据试剂

盒说明书进行操作，采用酶标仪检测450 nm处吸光

度值，根据标准曲线计算目标蛋白浓度。

1.3.6 实时定量PCR：取小鼠海马组织，加入TRIzol

抽提液进行研磨匀浆、氯仿替代物分相后，取上清

液，加入异丙醇，获得RNA沉淀。乙醇洗涤后，溶于

无酶水，60 ℃金属浴加热。采用FastKing一步法合成

cDNA，建立20 μL实时定量PCR体系。采用三步法程

序进行扩增，检测目标RNA相对表达量。采用2-ΔΔCt

法计算突触素 （synaptophysin，Syn）、突触后致密蛋白

95 （postsynaptic density protein 95，Psd95）、Nrf2、 NF-
κB、血红素加氧酶1 （heme oxygenase-1，Ho-1） mRNA

相对表达量。引物序列：Syn，正向5’-TGCCGCCAGA

CAGGAAACAC-3’，反向5’-CCAGAGCACCAGGTTC

AGGAAG-3’；Psd95，正向5’-AGAGGTAGCAGAGCA

GGGGAAG-3’，反 向5’-GGACGGATGAAGATGGCG

ATAGG-3’；Nrf2，正 向5’-GCCACCGCCAGGACTAC

AG-3’，反 向5’-AACTTGTACCGCCTCGTCTGG-3’；

NF-κB，正向5’-GGCTACACAGCACCAGGAACAG-3’，

反向5’-AGGAACTATGGATACTGCGGTCTG-3’；Ho-1，

正 向5’-AGACCGCCTTCCTGCTCAAC-3’，反 向5’-G

ACGAAGTGACGCCATCTGTG-3’。

1.3.7 Western blotting：取小鼠海马组织，加入RIPA

裂解液研磨，离心后取上清，采用BCA法测定蛋白浓

度。电泳、电转和封闭后，一抗孵育4 ℃过夜，TBST

清洗3次后二抗孵育。显影，采集图像，使用ImageJ软

件分析条带灰度值，计算目标蛋白相对表达量。

1.4 统计学分析

采用GraphPad Prism 10.0软件进行数据分析。计

量资料以x-±s表示，2组间比较采用t检验，多组间比

较采用单因素方差分析。P < 0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 TFDM对小鼠海马CA1区神经元的影响

与对照组比较，模型组小鼠海马锥体细胞排

列松散紊乱，神经元形态异常，部分细胞核皱缩，尼

氏体着色不均，完整神经元数量明显减少。与模型

组比较，多奈哌齐阳性对照组、低剂量TFDM组、中

剂量TFDM组和高剂量TFDM组小鼠海马锥体细胞

排列较为紧凑有序，尼氏体着色均匀，完整神经元

数量明显增加。见图1。对照组、模型组、多奈哌齐阳

性对照组、低剂量TFDM组、中剂量TFDM组，高剂量

TFDM组小鼠海马CA1区完整锥体细胞数量分别为

128.67±7.85、88.67±6.81、120.33±7.57、99.67±7.02、

114.67±5.69、110.33±8.50。与对照组比较，模型组

完整锥体细胞数量明显减少 （P < 0.05）。与模型组

比较，多奈哌齐阳性对照组、中剂量TFDM组和高剂

量TFDM组完整锥体细胞数量明显增加 （P < 0.05）。

2.2 TFDM对小鼠老化度的影响

对照组、模型组、多奈哌齐阳性对照组、低剂量

TFDM组、中剂量TFDM组，高剂量TFDM组小鼠老化

度评分分别为3.88±0.83、14.88±1.25、6.75±1.28、

11.63±2.26、8.25±1.16、7.75±0.71。与对照组比较，

模型组小鼠老化度评分明显升高 （P < 0.05）。与模

型组比较，多奈哌齐阳性对照组、低剂量TFDM组、

中剂量TFDM组和高剂量TFDM组小鼠老化度评分

明显降低 （P < 0.05）。

2.3 TFDM对小鼠逃避潜伏期、目标象限停留时间

和平台穿越次数的影响

定位航行实验结果显示，与对照组比较，模型

组第3、4、5天逃避潜伏期明显延长 （P < 0.05）；与模

型组比较，多奈哌齐阳性对照组、中剂量TFDM组

和高剂量TFDM组小鼠自第3天起逃避潜伏期明显

缩短。空间探索实验结果显示，与对照组比较，模

型组小鼠穿越平台次数明显减少，目标象限停留

时间明显缩短 （P < 0.05）；与模型组比较，多奈哌齐

阳性对照组、低剂量TFDM组、中剂量TFDM组和高

剂量TFDM组小鼠目标象限停留时间明显延长 （P < 

0.05），多奈哌齐阳性对照组、中剂量TFDM组和高剂

量TFDM组小鼠穿越平台次数明显增加 （P < 0.05）。

见图2、表1。
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A，control group；B，model group；C，donepezil positive control group；D，low-dose TFDM group；E，intermediate-dose TFDM group；F，high-dose TFDM 

group.

图1  小鼠海马CA1区尼氏染色  ×40

Fig.1  Nissl staining of the CA1 region of the hippocampus of mice  ×40

表1  各组小鼠逃避潜伏期、目标象限停留时间和平台穿越次数的比较

Tab.1  Comparison of escape latency，time spent in the target quadrant，and number of platform crossings among the mice groups 

Group n
Escape latency （s） Time spent in the 

target quadrant （s）  
Number of platform 

crossing Day 3  Day 4 Day 5

Control 10 38.67±2.32 28.46±2.72 26.32±1.95 25.10±1.56 6.33±1.03

Model 10 49.15±1.741） 45.89±1.401） 46.07±2.911） 11.29±1.661） 2.00±1.261） 

Donepezil positive control 10 41.92±2.162） 32.23±2.212） 28.94±1.542） 23.45±0.852） 5.00±0.892） 

Low-dose TFDM 10 44.91±2.252） 40.68±1.85 38.02±2.382） 14.27±1.472） 3.33±0.82

Intermediate-dose TFDM 10 42.03±2.482） 35.06±1.162） 32.93±2.092） 20.61±1.522） 4.33±0.822） 

High-dose TFDM 10 42.71±2.362） 35.43±3.372） 30.89±2.642） 21.17±1.702） 4.67±0.522） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. model group.

2.4 TFDM对小鼠血清中炎症因子的影响

与对照组比较，模型组小鼠血清中TNF-α、IL-1β

和IL-6水平明显升高 （P < 0.05）。与模型组比较，多

奈哌齐阳性对照组、低剂量TFDM组、中剂量TFDM

组和高剂量TFDM组小鼠血清中TNF-α和IL-1β水平

明显降低 （P < 0.05），多奈哌齐阳性对照组、中剂量

TFDM组 和 高 剂 量TFDM组IL-6水 平 明 显 降 低 （P < 

0.05）。见表2。

2.5 TFDM对小鼠海马中Syn、Psd95、Nrf2、Ho-1和

NF-κB mRNA表达的影响

与对照组比较，模型组小鼠海马中Syn、Psd95、

Nrf2和Ho-1 mRNA表达水平明显降低，NF-κB mRNA

A，control group；B，model group；C，donepezil positive control group；D，low-dose TFDM group；E，intermediate-dose TFDM group；F，high-dose TFDM 

group.

图2  小鼠Morris水迷宫实验轨迹路线图

Fig.2  Trajectory maps for mice in the Morris water maze test 

A
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D
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表3  各组小鼠海马中Syn、Psd95、Nrf2、Ho-1和NF-κB mRNA表达水平的比较

Tab.3  Comparison of  the expression  levels of Syn，Psd95，Nrf2，Ho-1，and NF-κB mRNA in  the hippocampus among the mice 

groups

Group n Syn mRNA Psd95 mRNA Nrf2 mRNA Ho-1 mRNA NF-κB mRNA

Control 3 0.98±0.01 1.00±0.02 0.99±0.05 0.97±0.06 1.02±0.04

Model 3 0.46±0.051） 0.35±0.061） 0.33±0.061） 0.46±0.011） 3.84±0.321） 

Donepezil positive control 3 0.89±0.052） 0.86±0.052） 0.86±0.022） 0.88±0.042） 1.24±0.132） 

Low-dose TFDM 3 0.57±0.08 0.52±0.032） 0.50±0.092） 0.50±0.01 3.23±0.122） 

Intermediate-dose TFDM 3 0.81±0.042） 0.77±0.042） 0.80±0.022） 0.82±0.012） 1.44±0.072） 

High-dose TFDM 3 0.79±0.052） 0.78±0.042） 0.79±0.042） 0.82±0.052） 1.39±0.032） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. model group.

表2  各组小鼠血清中炎症因子水平的比较

Tab.2  Comparison of the serum levels of inflammatory cytokines among the mice groups 

Group n IL-1β （ng/L） IL-6 （pg/mL） TNF-α （ng/L） 

Control 6 35.03±0.68   93.33±1.96 176.60±2.42

Model 6 88.48±8.931） 171.74±5.801） 755.60±29.261） 

Donepezil positive control 6 56.26±0.952） 108.17±3.542） 343.01±13.542） 

Low-dose TFDM 6 79.00±2.892） 162.10±18.07 656.89±32.122） 

Intermediate-dose TFDM 6 61.65±1.432） 123.80±3.672） 387.20±17.552） 

High-dose TFDM 6 60.59±1.592） 120.03±3.872） 369.00±13.942） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. model group.

和NF-κB蛋白表达的影响

与对照组比较，模型组小鼠海马中SYN、PSD95、

NRF2和HO-1蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低，NF-κB蛋 白

表达水平明显升高 （P < 0.05）。与模型组比较，多奈

哌齐阳性对照组、中剂量TFDM组和高剂量TFDM

组小鼠海马中SYN、PSD95、NRF2和HO-1蛋白表达

水平明显升高，NF-κB蛋白表达水平明显降低 （P < 

0.05）。见表4、图3。

表4  各组小鼠海马中SYN、PSD95、NRF2、HO-1和NF-κB蛋白表达水平的比较

Tab.4  Comparison of the expression levels of SYN，PSD95，NRF2，HO-1，and NF-κB protein in the hippocampus among the mice 

groups

Group n SYN PSD95 NRF2 HO-1 NF-κB

Control 3 1.04±0.04 0.98±0.05 1.05±0.12 1.10±0.11 0.34±0.05

Model 3 0.38±0.081） 0.43±0.011） 0.49±0.051） 0.43±0.091） 0.92±0.081） 

Donepezil positive control 3 0.94±0.182） 0.90±0.012） 0.90±0.092） 0.94±0.162） 0.44±0.082） 

Low-dose TFDM 3 0.65±0.082） 0.49±0.11 0.66±0.01 0.47±0.12 0.77±0.06

Intermediate-dose TFDM 3 0.85±0.182） 0.86±0.062） 0.83±0.062） 0.75±0.052） 0.56±0.132） 

High-dose TFDM 3 0.91±0.132） 0.87±0.122） 0.84±0.082） 0.76±0.072） 0.56±0.202） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. model group.

表达水平明显升高 （P < 0.05）。与模型组比较，多奈

哌齐阳性对照组、中剂量TFDM组和高剂量TFDM

组小鼠海马中Syn、Psd95、Nrf2和Ho-1 mRNA表达水

平明显升高，NF-κB mRNA表达水平明显降低 （P < 

0.05）。见表3。

2.6 TFDM对小鼠海马中SYN、PSD95、NRF2、HO-1
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3 讨论 

本研究初步探讨了TFDM对SAMP8AD小鼠认

知功能的影响及其潜在的分子机制。SAMP8小鼠是

自发加速衰老的经典AD模型，6月龄后可在皮层、海

马区出现Aβ沉积、神经原纤维缠结、氧化应激损伤

和炎症反应等病理特征，高度模拟人类AD表型［10］。

研究［11］表明，TFDM在中枢神经退行性疾病的防治

中可发挥维护血脑屏障、稳定脑能量代谢和促进新

生血管形成等作用，为防治中枢神经退行性疾病的

天然药物研发提供新方向。

NRF2是含碱性亮氨酸拉链结构的CNC家族转

录因子，可通过调控谷胱甘肽合成和HO-1、超氧化

物歧化酶等抗氧化基因表达，发挥抗氧化、抗炎和

维持蛋白稳态的作用［12］。HO-1作为NRF2通路的

关键效应分子，其表达上调能进一步降解血红素、

清除活性氧、抑制促炎性细胞因子的释放，减轻神

经炎症反应［13］。本研究结果显示，TFDM可以明显

增加NRF2和下游因子HO-1的表达，提示TFDM可激

活NRF2，发挥抗炎、抗氧化的作用。NF-κB为Rel家

族转录因子，作为介导神经炎症反应的核心因子，

可通过调控下游促炎性细胞因子IL-1β、IL-6、TNF-α

的表达，加重神经炎症损伤，破坏神经元稳态［14］。本

研究结果显示，TFDM可明显下调NF-κB和下游促炎

性细胞因子的表达水平，提示NF-κB可能作为TFDM

发挥抗炎作用的潜在靶标。但炎症反应的级联效应

错综复杂，还需进一步深入研究。研究［15］表明，在

AD病理状态下，NRF2活性降低导致抗氧化防御减

弱，而NF-κB过度激活则加剧神经炎症，两者共同促

成神经元微环境的恶化。NRF2被激活后，既可通

过清除活性氧间接抑制NF-κB活化，又能阻碍NF-κB

与DNA结合，从而抑制炎症转录。本研究结果提示，

TFDM可能通过调控NRF2和NF-κB的表达，发挥神

经保护作用。

此外，SYN和PSD95是维持突触结构完整性和

功能稳态的核心分子，二者协调表达是神经信号高

效传递和学习记忆功能正常的基础［16］。研究［17］表

明，在AD病理状态下，神经炎症和氧化应激等病理

性反应可直接损伤突触结构，导致SYN降解增加、

PSD95合成减少。本研究结果显示，TFDM能明显提

高SYN和PSD95的表达水平，提示TFDM可能通过促

进突触结构的可塑性，改善认知功能。

综上所述，本研究为传统中药TFDM在AD防治

中的应用提供了实验依据。TFDM发挥药理学作用

的单一化合物仍需进一步分离、鉴定并验证。TFDM

调控NRF2/NF-κB信号通路的具体分子机制，仍需深

入探索。
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