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血管性痴呆（Vascular dementia，VD）是由脑血管病变所引

起的以智力以及认知功能障碍为特征的临床综合征，是仅次

于阿尔茨海默病的引发老年痴呆的第二大病因[1]。近年来，随

着人口老龄化的加重以及脑血管病变的增多，VD的发病率不

断升高，对老年人的日常生活造成极为不利的影响，但临床上

仍缺乏治疗VD的特效药物。山茱萸多糖为主产于河南南阳

的山茱萸提取物，具有抗氧化、增强免疫、抗休克及降血糖等

药理作用[2]。近来有研究表明，山茱萸多糖还具有保护缺血后

脑组织[3]、抗衰老的作用[4]，且能够提高阿尔茨海默病模型大鼠

的学习记忆能力[5]。

笔者在前期实验中已从抗氧化角度探讨了其治疗VD可

能的作用机制[6-7]，但VD确切发病机制尚不明确，更多可能的

机制有待进一步研究。相关学者对VD发病机制研究结果提

示，细胞凋亡在VD发病过程中具有重要作用[8]，山茱萸多糖在

治疗VD过程中，是否可通过调控细胞凋亡来发挥作用还未见

相关文献报道。故本研究旨在通过复制VD大鼠模型，利用山

茱萸多糖对其进行干预，通过测定VD模型大鼠海马组织中脑

源性神经生长因子（BDNF）、凋亡相关基因Bcl-2表达的变化，

从抗凋亡角度探讨山茱萸多糖的作用机制，为该药临床治疗

VD提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器
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摘 要 目的：研究山茱萸多糖对血管性痴呆（VD）模型大鼠学习记忆能力的影响及其机制。方法：将30只大鼠随机均分为假手

术（生理盐水）组、模型（生理盐水）组和山茱萸多糖（0.28 g/kg）组。除假手术组外，其余各组大鼠均复制VD模型，并同时 ig相应药

物，每天1次。4周后，测定各组大鼠跨越原平台位置次数、水迷宫平均逃避潜伏期、平台滞留时间、平均游泳路程，测定各组大鼠

海马组织中脑源性神经生长因子（BDNF）、凋亡相关基因Bcl-2 mRNA及其蛋白的表达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠的学

习记忆能力下降，表现为跨越原平台位置次数减少、水迷宫平均逃避潜伏期延长、平台滞留时间缩短、平均游泳路程变长（P＜

0.05），海马组织中 BDNF、Bcl-2 mRNA 及其蛋白表达明显减弱（P＜0.05）；与模型组比较，山茱萸多糖组大鼠的学习记忆能力增

强，表现为跨越原平台位置次数增加、水迷宫平均逃避潜伏期缩短、平台滞留时间延长、平均游泳路程变短（P＜0.05），海马组织中

BDNF、Bcl-2 mRNA及其蛋白表达明显增强（P＜0.05）。结论：山茱萸多糖能够改善VD大鼠的学习记忆能力，其机制可能与上调

海马组织中BDNF、Bcl-2的表达有关。
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Effects of Cornus officinalis Polysaccharide on Learning and Memory Ability of Vascular Dementia Rats
and Its Mechanism
LI Yongge，LIU Qingchun（Dept. of Basic Medicine，Nanyang Medical College，Henan Nanyang 473000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Cornus officinalis polysaccharide on learning and memory ability of vascular

dementia（VD）model rats and its mechanism. METHODS：30 rats were randomly divided into sham operation（normal saline）

group，model（normal saline）group and C. officinalis polysaccharide（0.28 g/kg）group. Except sham operation group，VD model

was induced in other groups and given relevant medicine intragastrically once a day. After 4 weeks，the frequency of leaping over

original platform position，water maze mean escape latencies，platform retention time and average swimming distance were detect-

ed，and the mRNA and protein expression of brain-derived neurotrophic factor（BDNF）and apoptosis related gene Bcl-2 in hippo-

campal tissue of rats were determined. RESULTS：Compared with sham operation group，learning and memory ability of rats in

model group weakened，manifesting as the frequency of leaping over original platform position decreased，water maze mean escape

latencies prolonged，platform retention time shortened，average swimming distance extended（P＜0.05）；mRNA and protein expres-

sion of BDNF and Bcl-2 in hippocampus decreased significantly（P＜0.05）. Compared with model group，learning and memory

ability of rats in C. officinalis polysaccharide group increased，manifesting as the frequency of leaping over original platform posi-

tion increased，water maze mean escape latencies shortened，platform retention time prolonged，average swimming distance short-

ened（P＜0.05）；mRNA and protein expression of BDNF and Bcl-2 in hippocampus was enhanced significantly（P＜0.05）. CON-

CLUSIONS：C. officinalis polysaccharide can improve the learning and memory ability of VD rats，and its mechanism may be asso-

ciated with the expression up-regulation of BDNF and Bcl-2 in hippocampus.

KEYWORDS Cornus officinalis polysaccharide；Brain-derived neurotrophic factor；Apoptosis related gene；Vascular dementia；

Learning and memory；Rat
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GL-21M型高速冷冻离心机（长沙湘智离心机有限公司）；

TU-1901型紫外分光光度计（北京普析通用仪器有限公司）；

PTC-200 型聚合酶链反应（PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）；

JY1600-E 型多用途电泳仪、JY04S-3C 型凝胶图像分析系统

（北京君意东方电泳设备公司）；WMT-100型Morris水迷宫(成

都泰盟仪器有限公司）；DW-HL388型－86 ℃超低温冰箱（中

科美菱低温科技股份有限公司）。

1.2 药品与试剂

山茱萸多糖（由我校药学实验室惠赠，纯度：91.5％，临用

前用蒸馏水将其制备成 0.05 g/ml的山茱萸多糖溶液）；Trizol

裂解液、蛋白裂解液 RIPA（日本 Takara 公司）；反转录试剂盒

（宝生物工程大连有限公司）；BDNF基因引物序列（上游引物

5′-GCAGCCTTCTTTTGTGTAACC-3′，下游引物 5′-AGAGT-

GATGACCATCCTTTTC-3′）、Bcl-2基因引物序列（上游引物

5′-CCGGCATCTGCACACCTGG-3′，下游引物 5′-CACAAC-

TTTGTTTCATGGTCCATCC-3′）、β-actin基因引物序列（上游

引物 5′-CTCCTTAATCTCACGCACGA-3′，下游引物 5′-GT-

GGGGCGCCCCAGGCACCA-3′）均由上海英骏生物工程公司

合成；兔抗BDNF多克隆抗体（一抗）、小鼠抗Bcl-2单克隆抗体

（一抗）、鼠抗β-actin 单克隆抗体（一抗）（美国 Santa Cruz 公

司）；碱性磷酸酶标记的羊抗小鼠抗体（二抗）、碱性磷酸酶标

记的羊抗兔抗体（二抗）（美国Proteintech公司）；焦碳酸二乙酯

（DEPC）、琼脂糖、DNA Maker、2×Taq PCR MasterMix染料、随

机引物（均购自南京依贝仪器设备有限公司）；其他试剂均为

国产分析纯或化学纯。

1.3 动物

清洁级成年SD大鼠30只，♂，体质量150～250 g，购于河

南省实验动物中心（生产合格证号：20130711）。

2 方法
2.1 造模、分组与给药

30只成年SD大鼠随机分为3组，包括假手术组、模型组、

山茱萸多糖组，每组10只。除假手术组不接受造模外，模型组

与山茱萸多糖组参考马大勇等[9]改良方法复制VD大鼠模型。

造模成功的标志是术后出现同侧Horner’s征及动物麻醉清醒

后出现以左前肢为主的偏瘫。剔除无神经损伤者、术后2～3 h

不能自发行走且意识丧失者和死亡者。假手术组与模型组大

鼠分别 ig生理盐水，山茱萸多糖组大鼠按照 0.28 g/kg剂量[7]，

ig 0.05 g/ml山茱萸多糖溶液，每天1次，持续4周。

2.2 各组大鼠学习记忆能力的检测

实验结束后，采用Morris水迷宫试验检测所有实验大鼠

的学习记忆能力。检测方法参考文献[10]。

2.3 各组大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2 mRNA表达的检测

采用逆转录-PCR（RT-PCR）法进行检测。水迷宫实验结

束后，各组大鼠 ip 10％水合氯醛（0.35 ml/100 g）麻醉，断头开

颅取脑，定位、分离海马组织，迅速放入－86 ℃冰箱中保存。

临用时，从－86 ℃冰箱取出海马组织，加入Trizol裂解液后匀

浆，提取总RNA，紫外分光光度计测定RNA的浓度。取RNA，

以随机引物（Random primer）按反转录试剂盒说明书进行 cD-

NA 的合成。在 PCR 管中分别依次加入 2×Taq PCR Master-

Mix 25 µl，cDNA 2 µ1，目的基因上、下游引物各1 µl，DEPC 21

µl，总体积为 50 µl。分别按不同条件对 BDNF、Bcl-2、β-actin

进行扩增，每个样品重复 3次。用 1％琼脂糖凝胶电泳鉴定

PCR 扩增产物，使用 GeneTools 成像系统照相并保存。采用

Image J软件进行半定量分析，以BDNF和Bcl-2条带的灰度值

与β-actin（内参）条带灰度值的比值表示其相对表达水平。设
置假手术组大鼠海马组织中目的基因的mRNA水平值为100，

计算模型组和山茱萸多糖组大鼠海马组织中目的基因的
mRNA相对水平。

2.4 各组大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2蛋白表达检测

采用Western-blot法进行检测。从－86 ℃冰箱取出海马
组织，加入RIPA裂解液后匀浆，提取蛋白后离心，取上清用于
Western-blot 检测。首先配制 4％的浓缩胶和 10％的分离胶，

点样后进行垂直电泳（90 V、20 min，120 V、80 min）和电转膜
（100 V、90 min）；将转膜后的硝酸纤维素（NC）膜置于5％脱脂
牛奶中封闭，然后根据抗体（一抗）说明书上的蛋白分子质量
以及DNA Marker指示的分子大小对NC膜进行裁剪，分别在
4 ℃条件下孵育 BDNF、Bcl-2和β-actin 12 h；取出 NC 膜洗涤
后，孵育种属特异性的第二抗体，洗涤后进行化学显影。每个
样品重复测定3次。所得图像用 Image J软件对目的基因条带
的灰度值进行分析，蛋白相对含量计算方法同“2.3”项下。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 13.0分析软件进行数据处理。数据采用x±s

表示，多组间比较采用单因素方差进行分析，两组间比较采用 t

检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 各组大鼠学习记忆能力检测结果

与假手术组比较，模型组大鼠跨越原平台位置次数减少、

水迷宫平均逃避潜伏期延长、平台滞留时间缩短、平均游泳路
程变长（P＜0.05）；与模型组比较，山茱萸多糖组大鼠跨越原平
台位置次数增加、水迷宫平均逃避潜伏期缩短、平台滞留时间
延长、平均游泳路程变短（P＜0.05）。结果提示一定剂量山茱
萸多糖有提高VD大鼠学习记忆能力的作用。各组大鼠学习
记忆能力检测结果见表1。

表1 各组大鼠学习记忆能力检测结果（x±±s，n＝10）

Tab 1 Determination results of learning and memory ability

of rats in all groups（x±±s，n＝10）

组别

假手术组
模型组
山茱萸多糖组

跨越原平台位
置次数

3.48±0.54

1.17±0.21＊

2.85±0.35#

水迷宫平均逃
避潜伏期，s

34.49±4.95

69.72±7.98＊

48.52±6.24#

平台滞留
时间，s

40.59±6.69

23.62±3.45＊

32.86±4.86#

平均游泳
路程，cm

7.15±0.89

12.95±1.52＊

8.42±0.96#

注：与假手术组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. sham operation group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

3.2 各组大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2 mRNA及其蛋白表达

检测结果

与假手术组比较，模型组大鼠海马组织中 BDNF、Bcl-2

mRNA及其蛋白表达明显减弱（P＜0.05）；与模型组比较，山茱
萸多糖组大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2 mRNA及其蛋白表达
明显增强（P＜0.05）。结果提示一定剂量山茱萸多糖能够增强
VD大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2 mRNA及蛋白表达。各组大
鼠海马组织中BDNF、Bcl-2 mRNA及其蛋白表达结果见图 1、

表2。

4 讨论
Morris水迷宫实验最早由英国心理学家Morris设计，是目

前世界上公认的较为客观的学习记忆功能评价方法。在本研

究中，笔者通过Morris水迷宫实验发现，与假手术组比较，模

型组大鼠跨越原平台位置次数减少、水迷宫平均逃避潜伏期

延长、平台滞留时间缩短、平均游泳路程变长（P＜0.05），这提
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示模型组大鼠学习记忆能力下降，模型复制成功；与模型组比

较，山茱萸多糖组的跨越平台位置次数增加、水迷宫平均逃避

潜伏期缩短、平台滞留时间延长、平均游泳路程变短（P＜

0.05），这提示山茱萸多糖有改善 VD 大鼠学习记忆能力，对

VD有一定治疗作用。这一结果也与作者前期实验结果相符。

细胞凋亡是一种重要的生命现象，其不仅出现在生理状

态下，更与许多疾病的发生有密切关系。其中，迟发性神经细

胞凋亡是VD的发病机制之一[11]。BDNF是一种在中枢神经系

统表达、广泛分布在脑内不同部位的神经因子[12]，以海马组织

中的水平最高，其对周围和中枢神经元有促进生存、有助分化

和再生、增进代谢、增强功能表达及营养、支持、保护的作用。

越来越多的证据表明BDNF能够通过抑制细胞凋亡实现对神

经元的保护作用[13]，其中通过调节Bcl-2等抗凋亡相关基因的

表达是其中一种途径 [14]。Bcl-2是细胞凋亡中重要的调节因

子，在细胞是否进行凋亡途径中有重要作用。Bcl-2可以保护

线粒体膜，抑制细胞色素C（CytC）的释放，从而抑制CytC/凋亡

酶激活因子 1/半胱氨酸蛋白酶 9激活，阻止细胞凋亡[15]；也能

够抑制抑制基因（p53）对其靶基因的反式激活作用，进而对

p53调节凋亡有潜在的抑制作用[16]。因此，Bcl-2水平升高提示

细胞凋亡几率下降；反之，则发生细胞凋亡几率增加[17]。在本

实验中，模型组大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2基因表达明显弱

于假手术组（P＜0.05），而通过山茱萸多糖干预后，大鼠海马组

织中BDNF、Bcl-2表达增强（P＜0.05）。这提示山茱萸多糖能

够诱导大鼠BDNF、Bcl-2基因表达，发挥其抗细胞凋亡作用，

促进海马神经元修复及自我保护，发挥脑保护作用，从而改善

VD大鼠学习记忆能力。

综上，本实验研究结果证实了中药山茱萸有效成分山茱

萸多糖能够通过上调海马神经元BDNF、Bcl-2基因的表达，抑

制细胞凋亡，从而提高VD大鼠学习记忆能力。实验中大鼠先

通过Morris水迷宫筛选，选择较灵活大鼠，之后随机分组，排

除了个体差异的影响；另外，通过前期实验证明，0.28 g/kg山茱

萸多糖为提高VD大鼠学习记忆能力最合适的剂量，因此本实

验中只考察了此剂量山茱萸多糖对VD模型大鼠的影响。但

是，随着山茱萸多糖剂量增加本实验效应是否会发生相应变

化，还有待进一步研究。
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图1 各组大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2蛋白表达的电泳图

Fig 1 Electrophoretograms protein expression of BDNF and

Bcl-2 in hippocampal tissue of rats in all groups

假手术组 模型组 山茱萸多糖组
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β-actin

表 2 各组大鼠海马组织中BDNF、Bcl-2 mRNA及其蛋白检

测结果（x±±s，n＝10）

Tab 2 Determination results of mRNA and protein expres-

sion of BDNF and Bcl-2 in hippocampal tissue of rats

in all groups（x±±s，n＝10）

组别

假手术组
模型组
山茱萸多糖组

mRNA

BDNF

100±19.09

24.95±3.85＊

68.89±7.72#

Bcl-2

100±17.48

19.85±2.98＊

61.75±9.52#

蛋白
BDNF

100±17.19

27.82±3.90＊

70.13±8.89#

Bcl-2

100±18.37

20.48±4.04＊

66.78±9.03#

注：与假手术组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. sham operation group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05
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