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天麻钩藤饮通过 PI3K/AKT 信号通路介导细胞凋亡改善高血压合并血

管性认知障碍作用机制

张红晓 1，李纳川 1，赵凡莹 1，刘子旺 1，2

（1. 北京中医药大学，北京  100029；2. 北京中医药大学东直门医院，北京  100007）

［摘要］ 目的：探讨天麻钩藤饮对高血压合并血管性认知障碍模型大鼠的干预作用，观察该方对磷脂酰

肌醇 3⁃激酶（PI3K）/丝氨酸/苏氨酸激酶（AKT）信号通路的影响，揭示其潜在的功能机制。方法：36 只雄性

SHR 大鼠采用严格的随机数字表法进行分组，分为假手术组、模型组、尼莫地平组（9.375 mg/kg）和天麻钩

藤饮低、中、高剂量组（5.938 g/kg、11.875 g/kg、23.750 g/kg），另取 6 只 Wistar 大鼠作为空白对照组，采用单

侧颈总动脉阻断加高盐饮食方法建立高血压合并血管性认知障碍大鼠模型，随后应用尼莫地平和不同剂量

的天麻钩藤饮连续治疗 28 d。Morris 水迷宫实验测试各组大鼠学习阶段的逃避潜伏期及测试阶段的目标象

限停留时间、穿越平台次数，每周检测各组大鼠血压，尼氏（Nissl）染色观察大鼠海马 CA1 区神经元的病理改

变及尼氏小体，原位末端标记法（TUNEL）染色用来评估对大鼠海马 CA1 区神经元凋亡的影响，蛋白质印迹

法（Western Blotting）检测各组大鼠海马组织内 AKT 和 PI3K 的蛋白表达及磷酸化水平，酶联免疫吸附实验

（ELISA）检测各组大鼠海马组织内 Caspase⁃3、Bcl⁃2、Bax 的蛋白表达及血清中 ET⁃1 的蛋白表达。结果：与

空白组、假手术组相比，模型组大鼠血压持续升高、平均逃避潜伏期延长、目标象限停留时间和穿越平台次

数减少（P<0.01）；海马 Caspase⁃3、Bax 蛋白表达明显上升（P<0.01），Bcl⁃2 蛋白表达下降（P<0.01）；大鼠海

马细胞计数减少（P<0.01），尼氏小体减少，TUNEL 阳性细胞增加（P<0.01）；AKT、PI3K 蛋白磷酸化水平

显著降低（P<0.01）。与模型组相比，天麻钩藤饮高、中剂量组和尼莫地平组大鼠收缩压和舒张压降低、平

均逃避潜伏期减少、目标象限停留时间延长、穿越平台次数增加（P<0.01）；天麻钩藤饮高、中、低剂量组及

尼莫地平组大鼠 Caspase⁃3、Bax 蛋白表达均下降（P<0.01），Bcl⁃2 蛋白表达上升（P<0.01）；大鼠海马细胞计

数增加（P<0.01），尼氏小体增多，TUNEL 阳性细胞降低（P<0.01）；AKT、PI3K 蛋白磷酸化水平显著升高

（P<0.01）。结论：天麻钩藤饮可能通过促进 AKT、PI3K 蛋白磷酸化，抑制 Caspase⁃3、Bax 蛋白表达，升高

Bcl⁃2 蛋白的表达，减轻海马神经元凋亡，从而改善高血压合并 VCI 大鼠的认知功能。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.

［Abstract］ Objective： To investigate the interventional effects of Tianma Gouteng Decoction on rats with spontaneous hyper⁃
tension combined with vascular cognitive impairment model， and to observe the effects of this formula on phosphatidylinositol 3⁃ki⁃
nase （PI3K）/serine/threonine kinase （AKT） signaling pathway， and to reveal its potential functional mechanism. Methods： 
Thirty⁃six male SHR rats were randomly grouped into sham operation group， model group， nimodipine group （9.375 mg/kg） and 
high， medium and low dose groups of Tianma Gouteng Decoction （23.750 g/kg， 11.875 g/kg and 5.938 g/kg） by strict random ⁃
ized numerical table method. Six wistar rats were taken as a blank control group， and were treated with unilateral common carotid 
artery occlusion plus high salt diet. A rat model of spontaneous hypertension combined with vascular cognitive impairment was es⁃
tablished by the method， followed by continuous treatment with nimodipine and different doses of Tianma Gouteng Decoction for 
28d. Morris water maze test was used to test the escape latency， target quadrant residence time and the number of crossing plat⁃
forms in each group of rats， Nissl staining was used to observe the pathological changes of neurons in rat hippocampal CA1 area 
and Nissl vesicles， TUNEL staining was used to evaluate the effect on neuronal apoptosis in rat hippocampal CA1 area， Western 
blotting was used to detect the protein expression of AKT， PI3K， p⁃AKT and p⁃PI3K in hippocampal tissues of each group of 
rats. Detection of protein expression and phosphorylation levels of AKT and PI3K in hippocampal tissues of rats in various groups 
by Western Blotting， and enzyme⁃linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the protein expression of Caspase⁃3， 
Bcl⁃2 and Bax in the hippocampal tissues of rats in each group as well as the protein expression of ET⁃1 in serum.Results： Com⁃
pared with the blank group and sham operation， rats in the model group had increased blood pressure， prolonged evasion latency， 
decreased target quadrant residence time， and decreased number of crossing platforms （P<0.01）； hippocampal expression of Cas⁃
pase⁃3 and Bax proteins increased significantly （P<0.01）， and expression of Bcl⁃2 proteins decreased （P<0.01）； hippocampal 
cell counts in the model group decreased （P<0.01）， decrease in Nitrosomes， increase in TUNEL⁃positive cells （P<0.01）， and 
significant decrease in phosphorylation levels of AKT and PI3K proteins （P<0.01）.Compared with the model group， rats in the 
high， medium and nimodipine dose groups of Tianma Gouteng Decoction and the model group had lower blood pressure， reduced 
evasion latency， prolonged residence time in the target quadrant， and increased number of crossings of the plateau （P<0.01）； pro⁃
tein expression of Caspase⁃3 and Bax decreased in the high， medium and low dose groups of Tianma Gouteng Decoction and the 
nimodipine group （P<0.01） and Bcl⁃2 protein expression rose （P<0.01）； hippocampal cell counts increased （P<0.01）， nidus 
bodies increased， and TUNEL⁃positive cells decreased （P<0.01） in the rat. protein expression rose （P<0.01）； hippocampal cell 
counts increased in rats （P<0.01）， Nitrosomes increased， and TUNEL⁃positive cells decreased （P<0.01）； and AKT and PI3K 
protein phosphorylation levels were significantly elevated （P<0.01）. Conclusion： Tianma Gouteng Decoction may improve the 
cognitive function of SHR combined with VCI rats by promoting the phosphorylation of AKT and PI3K proteins， inhibiting the ex⁃
pression of Caspase⁃3 and Bax proteins， elevating the expression of Bcl⁃2 proteins， and attenuating the apoptosis of hippocampal 
neurons.

［Key words］ Tianma Gouteng Decoction； Hypertension； Vascular cognitive impairment； Neuronal apoptosis； PI3K； AKT

高血压是认知功能障碍的重要危险因素［1⁃4］，高

血压合并血管性认知障碍（vascular cognitive impair⁃
ment，VCI）是一种高致残率、高致死率的心脑血管

疾病［5］，但目前对于该病的现代化治疗尚存在许多

局限，远期疗效欠佳［6］。近年来对高血压病合并血

管性认知障碍的研究越来越多，中医学按其症状可

归入为“痴呆”、“呆病”范畴。《医学心悟》指出：“肾

主智，肾虚则智不足。”目前对本病致病原因的认识

较为复杂，病位在心脑、脉络，病性为本虚标实，本

虚多由肾精亏虚、心脾不足引起，久病耗损以致病

情证候错杂，气、血、痰、瘀、郁、毒等致病因素互结

为患，渐致脑髓空虚，脑元失养，令人健忘［7，8］。许多

医家认为本病的病位在脑窍，病机为肾精亏虚，肝

失所养，肝阳上亢，风阳内动，髓海失养［9，10］。肝阳

上亢，络脉阻滞是高血压病降低认知功能的病机关

键，故本实验选用天麻钩藤饮平肝益肾、清热活血

以求达到标本兼治之效。

天麻钩藤饮是现代应用于高血压病的经典方

剂，同时现代在治疗脑供血不足、脑梗死、失眠、阿

尔茨海默病、帕金森病等一系列脑神经疾病中都具

有一定疗效［11⁃14］。本研究观察该方对高血压合并

VCI 大鼠认知功能及海马神经元凋亡的影响，探讨

其治疗原发性高血压合并 VCI的作用机制。

1 材料与方法  
1.1　动物　

SPF 级雄性 SHR 大鼠 36 只，SPF 级雄性 Wistar
大鼠 6 只，体质量 200~220 g，购买于北京维通利华

实验动物技术有限公司，公司实验动物许可证号：

SCXK（京）2021⁃0006。实验动物饲养于北京中医

药大学实验中心，按常规要求定期清洁、消毒，通风

良好，4 只/笼，室温 20~25 ℃，湿度 50%~70%，12 
h 昼夜间断照明，适应性饲养 1 周后用于本次实验研
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究。本研究实验过程中对动物的所有处理均通过

北京中医药大学实验动物伦理审批（伦理审批号：

BUCM⁃2023022003⁃1098）。

1.2　药物　

天麻钩藤饮：由北京中医药大学第三附属医院

中药房及煎药房提供，按原方组成：天麻 9 g，钩藤

（后下）12 g，石决明（先煎）18 g，山栀子 9 g，黄芩 9 
g，川牛膝 12 g，杜仲 9 g，益母草 9 g，桑寄生 9 g，夜
交藤 9 g，朱茯神 9 g。尼莫地平片：规格 30 mg/片，

商品名：尼莫同，批号：国药准字 H20003010，厂家：

拜耳医药保健有限公司。注射用青霉素钠（山东鲁

抗医药股份有限公司，批号：43211108）；戊巴比妥

钠（ 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ，批 号 ：

WS20050411）。

1.3　主要试剂与仪器　

Caspase⁃3、Bcl⁃2、Bax、ET⁃1 的 ELISA 试剂盒

购自深圳优品生物科技有限公司；β⁃Actin 抗体（天

德悦，货号：TDY051）；p⁃PI3K 抗体（affbiotech，货
号 ：AF3242）；PI3K 抗 体（CST，货 号 ：#4257）；

p⁃AKT 抗体（CST，货号：#4060）；AKT 抗体（CST，

货号：#4691）；HRP⁃Goat anti Rabbit 二抗（ASPEN，

货 号 ：AS1107）；HRP⁃Goat anti Rabbit 二 抗（AS⁃
PEN，货号：AS1106）；HRP⁃Goat anti Rabbit 二抗

（ASPEN，货号：AS1108）；HRP⁃Goat anti Rabbit 二
抗（ASPEN，货号：AS1093）；HRP⁃Goat anti Rabbit
二抗（ASPEN，货号：AS1245）；磷酸化蛋白酶抑制

剂（AS1008， ASPEN）；甲苯胺蓝染液（北京中科万

邦生物科技有限公司，货号：RY⁃0004）；日粮型高盐

模 型 饲 料（南 通 特 洛 菲 饲 料 科 技 有 限 公 司 ，

LAD0011HF8）。

Morris 水迷宫（北京众实迪创公司）；酶标仪

（Cmax plus，Molecular 公 司 ）；台 式 离 心 机

（TGL⁃16c，上海安亭科学仪器厂）；扫描仪（9000F 
MarkII，Canon）；病理切片机（RM2016，上海徕卡仪

器有限公司）；正置荧光显微镜（NIKON ECLIPSE 
C1，日本尼康）；BP⁃98A 型智能无创血压计（北京软

隆生物技术公司）； MINI shaker（MH⁃1，kylin⁃Bell 
Lab Instruments QILINBEIER）。

1.4　分组、造模及给药　

6 只 Wistar 大鼠作为空白对照组，将 36 只 SHR
大鼠随机分出 6 只假手术组（Sham），其余 30 只造模

成功的大鼠随机分为模型组（Model），尼莫地平组

（Nimodipine），天麻钩藤饮低（TM⁃L）、中（TM⁃M）、

高（TM⁃H）剂量组，每组 6 只。30 只 SHR 大鼠采用

单侧颈总动脉阻断加高盐喂养法制备高血压合并

血管性认知障碍模型［15］，6 只 SHR 大鼠采用单侧颈

总动脉与迷走神经分离法以制备假手术组。预造

模大鼠术前 12 h 禁食，腹腔注射 4％的戊巴比妥钠

（40 mg/kg）进行麻醉后，将大鼠以仰卧位固定于鼠

板上，备皮后 75% 乙醇常规消毒，食指探知颈总动

脉搏动位置，在其颈部正中行一 1 cm 切口，方向同

气管，钝性分离皮下脂肪和肌肉，直至暴露气管右

侧的颈总动脉，将与颈总动脉伴行的迷走神经使用

玻璃分针分离，避免牵拉及金属触碰，以免损伤神

经，不可吸收手术线分别结扎颈总动脉的近心端和

远心端，伤口撒敷适量青霉素粉末，间断缝合皮下

组织及皮肤。术后连续 3 d 腹注青霉素，每日 8 万单

位，防止伤口感染，保持饲养笼恒温干燥清洁。造

模后第 4 天行 Morris 水迷宫实验以作模型评价，造

模成功标准：大鼠造模后平均逃避潜伏期≥造模前

平均逃避潜伏期×120%。

参照动物与人体的每千克体重剂量折算系数

进行人与大鼠间的药物剂量换算［16］，换算后的中药

中 剂 量 组 给 药 量 设 为 114（g）/60（kg）×6.25=
11.875 g/kg，TM⁃H 组、TM⁃M 组、TM⁃L 组按 4∶2∶1
的比例每日给药量分别为 23.750 g/kg、11.875 g/
kg、5.938 g/kg。尼莫地平片换算为大鼠给药量为：

9.375 mg·kg⁃1·d⁃1），取尼莫地平片加入纯水，震荡使

溶解，配为 0.938 mg/mL，溶液置于 4 ℃冰箱储存备

用。Model 组和 Wistar 组、Sham 组给予等体积生理

盐水灌胃，灌胃体积为 10 mL/kg，每日 1 次，连续

28 d。
1.5　检测指标与方法　

所有组别大鼠于水迷宫测试结束后取材。将

大鼠腹部“V”形剪开，暴露腹主动脉，用采血针在腹

主动脉取全血 5 mL，静置 1 h 后，3 000 r/min 离心

15 min，取上清液，保存于−80 ℃冰箱中，用于 ELI⁃
SA 检测。每组大鼠随机选取 2 只进行灌注，开胸后

将灌注针扎进心尖穿入左心室，剪开右心耳，先用

4 ℃生理盐水 150 mL 先快后慢冲洗至大鼠皮肤血

色退去，然后用 350 mL 的 4% 多聚甲醛进行灌注固

定，灌流结束后快速开颅取出大脑，放入装有 4% 多

聚甲醛的 50 mL 离心管中常温保存，用于染色。其

余大鼠于冰板上快速取出海马组织，装入 2 mL 冻

存管，标号后迅速放到液氮中进行速冻，保存于

−80 ℃冰箱，用于 Western blot、ELISA 检测。

1.5.1　大鼠的一般状况　观察大鼠饮食，大小便，

活动量，精神状态，皮毛色泽，舌象等。

1.5.2　行为学检测大鼠空间学习记忆水平　给药

达 4 周后进行，实验期间持续给药。实验时，系统将
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直径 150 cm 的圆形水池按方位分成 4 个象限，平台

放置在 NE 象限的中心（分析区 1）。水池中注入水

温（22±1）℃的清水，水位以没过平台 2 cm 为宜，适

量加入黑色食品添加剂以掩盖平台位置。Morris 水
迷宫测试包含定位航行（学习阶段）和空间探索（测

试阶段），定位航行实验用于检测大鼠的空间学习

能力， N 点、E 点、NW 中点、SE 中点列为入水点，每

次打乱顺序从此 4 个入水点将大鼠放入池中，记录

大鼠在 120 s 内找到平台的时间，若找不到平台，以

120 s 计并加以引导，持续训练 5 d。空间探索实验

用于检测大鼠的空间记忆能力，在第 6 天撤离平台，

大鼠从 SW 中点放入，观察 120 s 内大鼠穿越平台的

次数和在 SW 象限停留的总时间。实验以平均逃避

潜伏期、通过平台的次数、目标象限停留时间作为

评价大鼠学习和记忆的能力。

1.5.3　大鼠尾动脉血压测量　采用全自动无创血

压测量系统测量大鼠尾动脉收缩压（SBP）、舒张压

（DBP）、平均动脉压（AP）。测量方法：将大鼠置于

37 ℃环境下预热 5 min，在大鼠安静、清醒状态下，

每天重复测量 3 次血压值，每次间隔约 1 min，最终

血压取其平均值。在每周六由固定专人按照同样

测量顺序测压。

1.5.4　海马组织病理学检查　取固定于 4% 多聚甲

醛溶液中的大鼠脑组织，石蜡包埋后制作常规石蜡

切片（4 μm），按照常规 Nissl染色及 TUNEL 染色步

骤进行染色、脱水、透明、中性树胶封片并在光学显

微镜下观察采集图像。

1.5.5　 ELISA 法检测海马中凋亡因子表达水平　

将余下大鼠的海马组织置于研钵中匀浆，离心后取

上 清 液（4 000 r/min，10 min）后 按 照 Bcl⁃2、Bax、
Caspase⁃3 试剂盒说明书检测组织蛋白含量。

1.5.6　ELISA 法检测血清中 ET⁃1 的含量　将大鼠

的腹主动脉血离心取上清液（4 000 r/min，10 min）
后按照 ET⁃1 试剂盒说明书检测组织蛋白含量。

1.5.7　Western blot 检测海马中 PI3K/AKT 通路蛋

白表达　用裂解液将海马裂解后离心（12 000 r/
min，5 min）取蛋白上清液，提取总蛋白进行蛋白定

量，以 40 μg/孔的上样量进行电泳，转膜、脱脂奶粉

封闭（5%）后添加一抗，4 ℃过夜后添加二抗（1∶5 
000）孵育 1 h，电化学发光试剂显色，在成像仪中观

察，Image J 软件分析 PI3K、AKT、p⁃PI3K、p⁃AKT
蛋白灰度值，计算蛋白含量。

1.6　统计学分析　

利用 SPSS 27.0 和 GraphPad Prism 8.0 统计学

软件对整理完成后的数据进行统计学分析。方差

齐的计量资料以（x̄ ± s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析；对于方差不齐的独立样本以中位数 M
（P25，P75）表示，采用非参数 Kruskal⁃Wallis H 检验，P
<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果  
2.1　各组大鼠一般状况　

实验过程中观察可见空白组、假手术组状态良

好，皮毛自然有光泽，活动量未见异常，饮食、饮水

量正常，大便正常，舌质淡红。造模组大鼠造模过

程中饮食减少，饮水量增加，皮毛暗淡无光泽，精神

萎靡，活动量减少，小便量多、气味浓烈，大便偏干，

舌质紫暗等；中药中、高剂量组、尼莫地平组大鼠饮

食量明显增加，饮水量减少，活动量增多，精神状态

明显好转，小便量多，舌质偏暗；中药低剂量组大鼠

饮食量稍增加，饮水量减少，活动量增多，精神状态

未见明显好转，小便量多，舌质暗。

2.2　各组药物对高血压合并 VCI 大鼠空间学习记

忆的影响　

各组大鼠在 5 d 的定位航行训练中（图 1）寻找

平台的平均逃避潜伏期有明显的变化，随着训练次

数的增加，其潜伏期均有不同程度的缩短。各组大

鼠在训练后第 3 天趋于平稳，训练后 3 d 各组平均潜

伏期见表 1。模型组潜伏期明显长于假手术组、空

白组（P<0.01），天麻钩藤饮中、高剂量组和尼莫地

平组潜伏期明显短于模型组（P<0.01）。

空间探索实验中，与假手术组比较，模型组平

台象限进入次数、平台象限进入时长、分析区 1 进入

次数、分析区 1 进入时长均显著减少（P<0.01）；与

模型组比较，尼莫地平组和天麻钩藤饮中、高剂量

组平台象限进入次数、平台象限进入时长、分析区 1
进 入 次 数 、分 析 区 1 进 入 时 长 均 明 显 增 加（P<
0.01），天麻钩藤饮低剂量组逃逸平台进入次数显著

增加（P<0.01），平台象限进入次数、平台象限进入

时长、分析区 1 进入次数、分析区 1 进入时长可见增

加，但无统计学差异。见表 1 和图 1、2。
2.3　各 组 药 物 对 高 血 压 合 并 VCI 大 鼠 血 压 的

影 响　

模型组的收缩压和舒张压均较假手术组显著

升高（P<0.05）；在用药 1 周后中、高剂量中药组、尼

莫地平组的收缩压、舒张压均较模型组显著下降（P
<0.05）；第 3 周低、中、高剂量中药组与尼莫地平组

的收缩压和中、高剂量中药组与尼莫地平组的舒张

压均较模型组显著下降（P<0.05）；第 4 周中、高剂

量中药组与尼莫地平组的收缩压和舒张压均较模

型组显著降低，差异均有统计学意义（P<0.05）。结
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果见表 2、3。
2.4　各组大鼠海马病理学变化　

2.4.1　各组药物对高血压合并 VCI 大鼠海马 CA1
区神经元尼氏小体的影响　从切片整体看 SHR 大

鼠海马呈现萎缩形态，与皮质之间出现空洞区。尼

氏染色可见，空白组海马 CA1 区的神经元细胞排列

较为密集、整齐，胞浆内富含尼氏小体，胞浆呈深蓝

紫色，背景为淡紫色，轴突明显，无核固缩现象；模

型组海马 CA1 区的神经元排列稀疏、杂乱，神经细

胞肿胀变性，损伤严重，核仁固缩，大量神经元缺

失，胞浆中尼氏小体含量明显减少；假手术组海马

CA1 区的神经元细胞排列较为密集，尼氏小体丢失

较少；天麻钩藤饮高剂量组和尼莫地平组海马 CA1
区的神经元细胞排列结构较为整齐，尼氏小体丰

富，损伤程度较轻，核仁清晰可见；天麻钩藤饮中剂

量组海马 CA1 区含较多的尼氏小体，细胞核固缩较

少，神经元排列较整齐；天麻钩藤饮低剂量组与模

型组比损伤减轻，但不明显。见图 3、4。
2.4.2　各组药物对高血压合并 VCI 大鼠海马 CA1
区神经元凋亡的影响　通过 TUNEL 法检测大鼠海

马 CA1 区神经元的凋亡情况，在荧光显微镜下神经

元细胞核显示为蓝色，阳性凋亡神经元细胞核显示

为红色，凋亡神经元呈散在或成群分布（图 5）。模

型组红色荧光标记明显多于空白组、假手术组；相

对于模型组，天麻钩藤饮低、中、高剂量组大鼠海马

CA1 区红色荧光标记的阳性细胞数量呈现逐渐减

表 1 天麻钩藤饮对高血压合并 VCI 大鼠定位航行及空间探索实验的影响（n=6，x̄ ± s）

Tab 1 Effect of Tianma Gouteng Decoction on positioning navigation experiment and spatial search experiment of SHR with VCI 

rats（n=6，x̄ ± s）

组别

Wistar

Sham

Model

Nimodipine

TM⁃L

TM⁃M

TM⁃H

逃避潜伏期（秒）

24.31±6.32a

19.66±3.79a

36.91±5.06bc

21.30±4.87a

29.56±8.02ac

21.31±4.87a

20.01±3.06a

平台象限进入次数（次）

9.83±1.84c

12.00±1.90ab

9.17±1.72c

13.50±1.05ab

12.50±1.98ab

12.17±1.47ab

11.33±1.97a

平台象限进入时间（秒）

7.96±3.25a

7.40±3.02a

3.27±1.33bc

4.23±1.73a

9.60±3.92a

3.54±1.44ab

7.18±2.93a

分析区 1 进入次数（次）

3.33±1.37c

6.00±2.83abc

1.33±1.03

5.00±1.67a

5.17±1.84a

7.50±3.39ab

6.50±0.55ab

分析区 1 进入时间（次）

2.11±1.26a

3.25±1.66a

0.51±0.32bc

2.51±1.22a

2.65±1.53a

3.66±1.22ab

2.99±0.51a

注：和 Model组相比，aP<0.05；和 Wistar组相比，bP<0.05；和 Sham 组相比，cP<0.05。

图 1　定位航行实验大鼠逃避潜伏期均值对比图

Fig 1　Comparison of mean values of escape latency of rats 
in space exploration experiments

表 2 给药后各组收缩压（n=6，x̄ ± s）

Tab 2 Systolic blood pressure in each group after administration（n=6，x̄ ± s）

Group
Wistar
Sham
Model

Nimodipine
TM⁃L
TM⁃M
TM⁃H

1nd week(mmHg)
124.67±12.24ac

204.83±6.91bc

196.00±3.10b

172.00±8.30abc

204.83±6.91b

161.67±7.99abc

184.33±7.47abc

2th week(mmHg)
122.50±4.76ac

202.83±10.91ab

222.67±4.13bc

178.17±7.39abc

184.00±9.45abc

181.67±5.72abc

178.50±5.86abc

3th week(mmHg)
115.33±7.66ac

196.67±6.59ab

227.50±5.68bc

167.00±7.13abc

191.67±5.39ab

173.83±6.18abc

178.33±9.29abc

4th week(mmHg)
115.50±7.71ac

193.33±8.66ab

233.83±6.21bc

175.00±3.03abc

191.83±8.28ab

167.50±7.89abc

171.33±5.16abc

注：和 Model组相比，aP<0.05；和 Wistar组相比，bP<0.05；和 Sham 组相比，cP<0.05。
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少趋势，尼莫地平组阳性标记也显著低于模型组。

见表 4、图 5。
2.5　各 组 药 物 对 大 鼠 海 马 中 凋 亡 因 子 含 量 的

影响　

与空白组、假手术组相比，模型组 Bax、Cas⁃

pase⁃3 含量显著增加，而 Bcl⁃2 含量显著降低（P<
0.01）；与模型组相比，给药组海马组织中 Bcl⁃2 含量

显著增加，而 Bax、Caspase⁃3 含量显著降低（P<
0.01）；TM⁃L、TM⁃M、TM⁃H 组、尼莫地平组海马组

织中 Bcl⁃2 含量显著增加，而 Bax、Caspase⁃3 含量显

图 2　空间探索实验大鼠活动轨迹图

Fig 2　Activity trajectory diagram of rats in space exploration experiments

表 3 给药后各组舒张压（n=6，x̄ ± s）

Tab 3 Diastolic blood pressure in each group after administration（n=6，x̄ ± s）

Group
Wistar
Sham
Model

Nimodipine
TM⁃L
TM⁃M
TM⁃H

1nd week(mmHg)
76.33±10.10ac

135.00±14.59b

134.00±13.59b

121.83±7.63b

135.00±14.59b

120.83±8.54bc

128.83±8.68b

2th week(mmHg)
81.17±9.52ac

132.83±4.67b

135.00±13.55b

129.00±9.38b

125.83±9.13b

110.33±8.80abc

121.67±10.86ab

3th week(mmHg)
73.17±6.77ac

125.83±8.75ab

147.83±13.98bc

122.33±6.06ab

130.83±6.49ab

114.33±7.45abc

111.50±5.21abc

4th week(mmHg)
76.00±5.29a

123.83±14.69ab

144.17±17.08b

127.67±3.78ab

126.33±8.21ab

119.33±10.29ab

121.00±9.63ab

注：和 Model组相比，aP<0.05；和 Wistar组相比，bP<0.05；和 Sham 组相比，cP<0.05。

图 3　天麻钩藤饮对 SHR 合并 VCI 大鼠海马区尼氏小体的影响（尼氏染色，×20，×400）
Fig 3　Effect of Tianma Gouteng Decoction on Nissl bodies in hippocampal region of SHR with VCI rats（Nissl staining，×

20，×400）
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著 降 低（P<0.05）；与 尼 莫 地 平 组 相 比 ，TM⁃M、

TM⁃H 组 Bax、Caspase⁃3 含量显著降低，而 Bcl⁃2 含

量显著增加（P<0.05）；与 TM⁃L 组相比，TM⁃M、

TM⁃H 组 Bax、Caspase⁃3 含量显著降低，而 Bcl⁃2 含

量显著增加（P<0.05）。见表 5、图 6。

2.6　各组药物对大鼠血清中 ET⁃1 含量的影响　

TM⁃M、TM⁃H 组大鼠血清 ET⁃1 水平显著低于

Model、TM⁃L 组（P<0.05），见表 6、图 7。

2.7　各组药物对大鼠海马组织中 PI3K/AKT 通路

蛋白含量的影响　

与假手术组和空白组相比，模型组大鼠海马组

织中 p⁃PI3K/PI3K、p⁃AKT/AKT 蛋白表达水平显

著 降 低（P<0.01）；尼 莫 地 平 组 p⁃PI3K/PI3K、

p⁃AKT/AKT 蛋 白 表 达 水 平 显 著 高 于 TM⁃L、

图 4　大鼠海马 CA1 区神经细胞计数

Fig 4　Neuronal cell count in the CA1 region of rat hippo⁃
campus

表 4 各组大鼠海马 CA1 区细胞计数及凋亡神经元荧光强度（n=5，

x̄ ± s）

Tab 4 Neuronal apoptosis in hippocampal tissues of rats in 

each group（n=5，x̄ ± s）

分组

Wistar
Sham
Model

Nimodipine
TM⁃L
TM⁃M
TM⁃H

细胞计数

38.20±2.59ac

43.60±2.61ab

24.60±2.97bc

38.60±5.51ac

30.60±2.51abc

42.80±2.28ab

50.20±2.05abc

阳性细胞荧光强度

0.173±0.109a

0.079±0.026a

1.576±1.970
0.250±0.144a

0.323±0.130a

0.062±0.036a

0.044±0.016a

注：和 Model 组相比，aP<0.05；和 Wistar 组相比，bP<0.05；和
Sham 组相比，cP<0.05。

图 5　各组大鼠海马组织神经元凋亡（TUNEL 染色，×400）
Fig 5　Neuronal apoptosis in hippocampal tissues of rats in each group（TUNEL，×400）

表 5 各组大鼠海马组织中 Bax、Bcl⁃2、Caspase⁃3 蛋白含量表

达（ng/mL，n=6，x̄ ± s）

Tab 5 Expression of Bax， Bcl⁃2 and Caspase⁃3 protein 

contents in hippocampal tissues of rats in each group（ng/mL，

n=6，x̄ ± s）

组别

Wistar

Sham

Model

Nimodipine

TM⁃L

TM⁃M

TM⁃H

Bcl⁃2 (ng/mL)

0.36±0.01ac

0.33±0.00ab

0.11±0.00bc

0.30±0.01abc

0.17±0.01abc

0.26±0.01abc

0.37±0.00ac

Bax (ng/mL)

0.05±0.02ac

0.13±0.02ab

0.21±0.02bc

0.12±0.02ab

0.12±0.03ab

0.08±0.02abc

0.06±0.01ac

Caspase⁃3 (ng/mL)

9.70±0.53ac

12.43±0.13ab

13.76±0.47bc

11.44±0.38abc

11.44±0.39abc

9.87±0.52ac

9.79±0.25ac

注：和 Model 组相比，aP<0.05；和 Wistar 组相比，bP<0.05；和
Sham 组相比，cP<0.05。
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图 6　各组大鼠海马组织中 Bax、Bcl⁃2、Caspase⁃3 蛋白含量表达

Fig 6　Expression of Bax， Bcl⁃2 and Caspase⁃3 protein contents in hippocampal tissues of rats in each group

表 6 各组大鼠血清中 ET⁃1 蛋白含量表达［pg/mL，P50

（P25~P75），n=6］

Tab 6 Expression of ET⁃1 protein content in serum of rats 

in each group［pg/mL，P50（P25~P75），n=6］

组别

Wistar

Sham

Model

Nimodipine

TM⁃L

TM⁃M

TM⁃H

ET⁃1

0.41(0.40~0.44)

0.42(0.38~0.44)

2.36(2.34~2.38)cd

0.83(0.78~0.88)

1.03(0.94~1.13)cd

0.28(0.25~0.31)ab

0.27(0.25~0.31)ab

注：和 Model 组相比，aP<0.05；和 Wistar 组相比，bP<0.05；和
Sham 组相比，cP<0.05。

图 7　各组大鼠血清中 ET⁃1 蛋白含量表达

Fig 7　Expression of ET⁃1 protein content in serum of rats 
in each group

图 8　各组大鼠海马组织中 PI3K、AKT 蛋白磷酸化水平

Fig 8　Phosphorylation levels of PI3K and AKT proteins in hippocampal tissues of rats in each group
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TM⁃M、TM⁃H 组（P<0.01）；TM⁃H 组大鼠海马组

织中 p⁃PI3K/PI3K、p⁃AKT/AKT 蛋白表达水平显

著高于 TM⁃L、TM⁃M 组（P<0.01）；TM⁃M 组大鼠

海马组织中 p⁃PI3K/PI3K、p⁃AKT/AKT 蛋白表达

水 平 显 著 高 于 TM⁃L 组（P<0.01）。 见 表 7、
图 8、9。

3 讨论  
目前自发性高血压大鼠实验研究对照组多选

用与 SHR 大鼠呈近交系的 WKY 大鼠。但结合

WKY 品系特征、相关文献［17，18］及前期预实验行为学

等结果表明，Wistar 大鼠比 WKY 大鼠更适合作为

高血压合并血管性认知障碍模型的对照，故在该实

验中改用 Wistar 大鼠作为空白对照组。关于血管

性认知障碍的研究西药对照药物常选用盐酸多奈

哌齐［19，20］，高血压合并血管性认知障碍作为一种合

病，治疗中两种病症需要兼顾，结合文献研究［21］，兼

具降压与改善认知作用的尼莫地平进入大众视野，

也逐渐被动物实验研究所应用。从中药方的选择

上看，天麻钩藤饮也是能做到二症兼顾的方剂。

VCI 的发生、发展是涉及多个病理环节的过

程［22⁃24］，迄今其病因及发病机制尚未完全阐明，目前

慢性脑灌注不足被认为是导致 VCI 的主要原因［25］。

基于慢性脑灌注不足是导致血管性认知障碍的主

要驱动因素，研究人员开发建立的脑缺血或缺血再

灌注模型主要有 4 种：四血管阻塞法、二血管阻塞

法、双侧颈总动脉狭窄和大脑中动脉闭塞模型［26］。

高盐饮食会造成认知功能的损害［27］和血压的升高，

更高的血压也影响大鼠认知功能［28］，单侧颈总动脉

永久性闭塞加高盐饮食的造模方式已被应用于血

管性认知障碍的研究中［15］。

海马体是边缘系统中与空间定位及学习记忆

功能关系最密切的区域，对低灌注的反应高度敏

感［29，30］。海马结构中的 CA1 区作为人类学习记忆

功能首要的功能亚区，在短暂、严重的脑缺血发生

时，引起海马 CA1 区的锥体细胞的迟发性死亡，可

导致严重的学习记忆障碍［31⁃33］。病理学上 SHR 海

马整体萎缩出现空洞，可见高血压本身对海马形态

有一定的影响，海马 CA1 区病理学显示，Model 组
的病理形态与其它各组相比，细胞结构层次紊乱，

尼氏小体减少，神经元凋亡更加严重。Morris 实验

显示 Model 组大鼠空间学习和记忆的功能明显障

碍，再结合病理结果，提示海马神经元的损伤与凋

亡是高血压合并 VCI 大鼠形成认知障碍的可能机

制，这在其它认知相关的研究中也曾被提出［34］。干

预 后 ，TM⁃H、TM⁃M 组 大 鼠 海 马 的 病 理 改 变 较

Model 组有明显的改善，空间学习记忆障碍也有明

显减轻趋势，说明天麻钩藤饮对于高血压合并 VCI
大鼠的海马损伤具有延缓作用，可促进高血压合并

VCI大鼠空间记忆和学习能力的恢复。

应用天麻钩藤饮后，PI3K/AKT 信号通路蛋白

上调，神经细胞形态、神经元丢失情况得到明显改

善，表明大鼠神经元损伤的改善可能与天麻钩藤饮

上调 PI3K/AKT 信号通路有关。有研究显示，脑血

管 阻 塞 后 脑 细 胞 表 现 出 较 低 的 p⁃PI3K/PI3K、

p⁃AKT/AKT 蛋白表达水平，药物治疗可调高其表

达水平［35，36］。PI3K/AKT 信号通路是细胞存活的关

键通路，当机体受到刺激后，激活 PI3K，底物磷脂酰

肌醇 2 磷酸被催化转变成磷脂酰肌醇 3 磷酸，参与

下游 AKT 的活化，调控下游不同靶点发挥抗氧化、

图 9　各组大鼠海马 p⁃PI3K、PI3K、p⁃AKT、AKT、β⁃Actin 蛋

白电泳表达

Fig 9　Electrophoresis of expression levels of p⁃PI3K，

PI3K，p⁃AKT，AKT and β⁃Actin proteins in hip⁃
pocampal of rats in each group

表 7 各组大鼠海马组织中 PI3K、AKT 蛋白磷酸化水平（n=3，

x̄ ± s）

Tab 7 Phosphorylation levels of PI3K and AKT proteins in 

hippocampal tissues of rats in each group（n=3，x̄ ± s）

组别

Wistar
Sham
Model

Nimodipine
TM⁃L
TM⁃M
TM⁃H

p⁃PI3K/PI3K
0.98±0.10a

0.92±0.04a

0.07±0.02bc

0.88±0.05ab

0.22±0.01abc

0.34±0.02abc

0.64±0.06abc

p⁃AKT/AKT
0.98±0.04a

0.90±0.05a

0.07±0.03bc

0.80±0.08ab

0.25±0.03abc

0.46±0.08abc

0.62±0.05abc

注：和 Model 组相比，aP<0.05；和 Wistar 组相比，bP<0.05；和
Sham 组相比，cP<0.05。
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抗炎、抗内质网应激、细胞凋亡等生物学功能［37⁃40］。

目前研究表明 AKT 磷酸化后发挥抗凋亡作用，即

通过促进 Pro⁃Caspase⁃9 的磷酸化使 Ser196 位点失

活，抑制凋亡执行者 Caspase⁃3 的活性，从而减少细

胞 的 凋 亡［41］。 而 又 有 研 究 发 现 Caspase⁃3 是 受

PI3K/AKT 通路转录调节的下游靶蛋白之一，参与

神经元凋亡的调控与执行，在正常情况下 Caspase⁃3
表达含量极低，外源性病理性的刺激可增加其表

达，在脑灌注不足后的过高表达可介导神经元的凋

亡途径启动［42⁃44］。高玲等［45］的研究显示抑制 Cas⁃
pase⁃3 的表达可以减轻缺血缺氧诱导的海马神经元

凋亡，进而改善痴呆大鼠的认知障碍。因此，在 VCI
的预防与治疗中，有效遏制 Caspase⁃3 相关通路的活

化显得尤为关键。同时，当 AKT 磷酸化后，激活下

游 的 蛋 白 ，产 生 抗 凋 亡 因 子 如 B 细 胞 淋 巴 瘤⁃2
（Bcl⁃2）和 B 细胞淋巴瘤⁃xL（Bcl⁃xL）［46］。Bcl⁃2 作为

一种抗凋亡蛋白，是程序性细胞死亡的关键调节

剂。其作为生物标志物和治疗靶点阻断创伤性脑

损伤后神经元凋亡的效用被提出［47］，说明 Bcl⁃2 的

表达影响着神经元凋亡从而影响神经功能。Bax 是

一种促凋亡蛋白，研究表明，神经元内源性凋亡的

诱导完全依赖于 Bax 的表达和激活［48，49］。在许多体

外和体内的神经退行性变的模型中，Bax 的缺乏和

抑制确实可以防止神经元的异常死亡［50， 51］。因此，

研究神经元的凋亡与 Bcl⁃2、Bax 的表达能够互相

验证。

本实验研究结果显示，天麻钩藤饮能够改善高

血压合并血管性认知障碍大鼠认知功能，其机制可

能与抑制海马神经细胞凋亡、改善脑灌注、降低血

压有关，但针对神经血管单元以及神经元具体各组

分作用机制及作用靶点仍有待进一步研究。
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