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白藜芦醇对血管性痴呆大鼠认知功能的影响及其对
沉默调节蛋白1/叉头框转录因子O3a通路的影响
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摘 要：目的 探讨白藜芦醇(RSV)对血管性痴呆(VD)大鼠认知功能的影响及其对沉默调节蛋白 1(SIRT1)／叉头框转录因子O3a
(FoxO3a)通路的影响。方法 清洁级健康雄性 Sprague⁃Dawley大鼠 40只随机分为 4个组：假手术组、VD模型组、RSV低剂量(30
mg/kg)治疗组和RSV高剂量(60 mg/kg)治疗组，每组 10只。采用双侧颈总动脉永久结扎术(BCCAO)制备VD大鼠模型，假手术组大

鼠仅分离出双侧颈总动脉、套缝线，但不结扎。治疗组大鼠灌胃给予相应剂量RSV进行药物干预，假手术组和VD模型组给予等

体积羧甲基纤维素钠溶液。采用Morris水迷宫检测各组大鼠的空间学习及记忆能力；HE染色观察各组大鼠海马CA1区神经元的

病理改变及TUNEL染色观察各组大鼠海马CA1区神经元的凋亡情况；采用Western blotting方法检测各组大鼠海马组织中 SIRT1、
FoxO3a、B细胞淋巴瘤 2(Bcl⁃2)、Bcl⁃2相关X蛋白(Bax)、微管相关蛋白 1轻链 3(LC3)、Beclin1蛋白的表达情况。结果 与假手术组

大鼠相比，VD模型组大鼠逃避潜伏期延长(P<0.05)；目标象限停留时间百分比降低(P<0.05)；海马CA1区神经元病理性损害严重，

凋亡神经元增多(P<0.05)；SIRT1、FoxO3a、Bcl⁃2、Beclin1蛋白表达降低(P<0.05)；Bax蛋白表达增加(P<0.05)；Bcl⁃2/Bax、LC3Ⅱ/Ⅰ比

值降低(P<0.05)。与VD模型组大鼠相比，RSV治疗组的逃避潜伏期缩短(P<0.05)；目标象限停留时间的百分比有所升高(P<0.05)；
神经元病理性损害有所减轻，凋亡情况有所改善(P<0.05)；SIRT1、FoxO3a、Bcl⁃2、Beclin1蛋白表达升高(P<0.05)；Bax蛋白表达降低

(P<0.05)；Bcl⁃2/Bax、LC3Ⅱ/Ⅰ比值升高(P<0.05)。上述各项指标在RSV高、低剂量组间比较，差异无统计学意义(P>0.05)。结论

RSV能够改善VD大鼠的认知功能，减轻海马神经元凋亡，并激活自噬，发挥神经保护作用，其机制可能与激活 SIRT1/FoxO3a通路

有关。 [国际神经病学神经外科学杂志, 2022, 49(4): 1⁃6]
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Abstract： Objective To investigate the effects of resveratrol（RSV）on the cognitive function of rats with vascular de⁃
mentia（VD）and on the silent information regulator 1（SIRT1）/forkhead⁃box transcription factor O3a（FoxO3a）pathway.
Methods Forty clean⁃grade healthy male Sprague⁃Dawley rats were randomly divided into four groups：sham operation
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group，VD model group，low⁃dose RSV group（30 mg/kg），and high⁃dose RSV group（60 mg/kg），with 10 rats in each
group. The VD rat model was established by bilateral common carotid artery occlusion. In the sham operation group，the bi⁃
lateral common carotid arteries were isolated and suture was placed around the arteries without occlusion. Rats in the treat⁃
ment groups were intragastrically administrated corresponding doses of RSV. The sham operation group and the VD model
group were given an equal volume of sodium carboxymethyl cellulose solution. Morris water maze was used to test the spatial
learning and memory ability of rats in each group. HE staining was used to observe the pathological changes of neurons in
the hippocampal CA1 region of rats in each group. TUNEL staining was performed to observe the apoptosis of neurons in the
hippocampus CA1 region of rats in each group. Western blotting was used to measure the expression of SIRT1，FoxO3a，B⁃
cell lymphoma 2（Bcl⁃2），Bcl⁃2⁃associated X protein（Bax），microtubule⁃associated protein 1 light chain 3（LC3），and
Beclin1 in the hippocampus of rats. Results Compared with rats in the sham operation group，the VD model group showed
significantly longer escape latency（P<0.05），a significantly reduced percentage of residence time in the target quadrant

（P<0.05），more severe neuronal damage in the hippocampal CA1 region，a significantly increased number of apoptotic neu⁃
rons（P<0.05），significantly decreased expression of SIRT1，FoxO3a，Bcl ⁃ 2，and Beclin1（P<0.05），significantly in⁃
creased expression of Bax（P<0.05），and significantly decreased ratios of Bcl⁃2/Bax and LC3 II/I（P<0.05）. Compared with
rats in the VD model group，rats in the RSV treatment groups showed significantly shorter escape latency（P<0.05），a sig⁃
nificantly increased percentage of residence time in the target quadrant（P<0.05），significantly reduced pathological dam⁃
age of hippocampal CA1 neurons，significantly decreased neuronal apoptosis（P<0.05），significantly increased expression
of SIRT1，FoxO3a，Bcl⁃2，and Beclin1（P<0.05），significantly decreased expression of Bax（P<0.05），and significantly
increased ratios of Bcl⁃2/Bax and LC3 II/I（P<0.05）. There were no significant differences between the high and low doses
of RSV（P>0.05）. Conclusions RSV can improve the cognitive function of VD rats，reduce hippocampal neuronal apopto⁃
sis，activate autophagy，and exert neuroprotective effects. The mechanism may be related to activation of the SIRT1/FoxO3a
pathway. ［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2022, 49(4): 1-6］
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血管性痴呆（vascular dementia，VD）是指由脑血管病

的危险因素、明显或不明显的脑血管病等导致的认知障

碍的一大类综合征，临床以计算能力低下、情绪失控、理

解力下降及情感、认知、言语、记忆功能的减退甚至消失

为主要特征，约占痴呆类型的 20%［1］。有研究显示，慢性

脑低灌注（chronic cerebral hypoperfusion，CCH）导致脑部

慢性缺血缺氧性损伤可以引发VD［2⁃3］，神经元的凋亡［4⁃5］

与自噬［6⁃7］在其发病机制中占有重要地位。沉默调节蛋

白 1（silent information regulation protein 1，SIRT1）是一种

依赖于烟酰胺腺苷二核苷酸的脱乙酰酶［8］，叉头框转录

因子 O3a（forkhead ⁃box transcription factor O3a，FoxO3a）
为其下游底物之一。SIRT1通过去乙酰化FoxO3a调节其

活性从而在凋亡［9］、自噬［10］等病理生理过程中发挥重要

作用。白藜芦醇［11⁃12］（rResveratrol，RSV）为广泛存在于各

种果蔬中的一种天然植物多酚，具有抗炎、抗氧化等多种

药理学特性。据报道，RSV具有改善慢性脑缺血、保护神

经元及促进认知功能改善的作用［13］。然而，其具体的作

用机制尚不完全清楚。故本研究探索了RSV对VD大鼠

的神经保护作用及其可能机制，旨在为VD的治疗提供实

验依据。

1 材料与方法

1. 1 实验动物

40只 3月龄左右，清洁级健康雄性 Sprague⁃Dawley大
鼠，体质量（250±50）g，均购自河北医科大学实验动物中

心，自然光线下养殖，昼夜之比 12 h/12 h，适宜的环境温

度（22~24 ℃）及湿度，自由进食、进水，实验之前至少适应

性饲养7 d。
1. 2 主要药物及试剂

RSV购自美国 Sigma⁃Aldrich公司；SIRT1、FoxO3a、B
细胞淋巴瘤⁃2（B⁃cell lymphoma⁃2，Bcl⁃2）、Bcl⁃2相互作用

蛋白 1（Bcl⁃2 interacting coiled⁃coil protein 1，Beclin⁃1）购

自美国Abcam公司；Bcl⁃2相关X蛋白（Bcl⁃2 associated X
protein，Bax）、β⁃actin购自Proteintech公司；微管相关蛋白

1 轻 链 3（microtubule associated protein 1 light chain 3，
LC3）购自美国Cell Signaling Technology公司。

1. 3 主要仪器

Morris水迷宫（JLBehv⁃MWMG⁃1）（上海吉量软件科技

有限公司）；石蜡切片机（德国LEICA公司）；光学显微镜（日

本OLYMPUS公司）；显微照相仪（日本OLYMPUS公司）。

1. 4 研究方法

1. 4. 1 模型制备及分组 将 40只大鼠随机分为 4个组：

··2



2022，49（4）

解丽，等：白藜芦醇对血管性痴呆大鼠认知功能的影响及其对

沉默调节蛋白1/叉头框转录因子O3a通路的影响 http://www.jinn.org.cn

假手术组、VD模型组、RSV低剂量（30 mg/kg）治疗组、

RSV高剂量（60 mg/kg）治疗组，每组 10只。采用双侧颈

总 动 脉 永 久 结 扎 术（bilateral common carotid artery
occlusion，BCCAO）法制备 VD大鼠模型。VD模型组及

RSV治疗组大鼠以 4号手术缝线双重结扎双侧颈总动脉，

假手术组大鼠仅分离、套缝线，但不结扎颈总动脉。造模

后第 2天治疗组大鼠开始灌胃给予相应剂量RSV进行药

物干预，假手术组和VD模型组大鼠给予等体积羧甲基纤

维素钠溶液，均为每日1次，持续28 d。
1. 4. 2 Morris水迷宫实验检测大鼠空间学习记忆能力

末次给药后次日进行Morris水迷宫实验，包括定位航行

实验和空间探索实验。记录大鼠的逃避潜伏期（escape
latency）和在原平台象限游泳时间占总时间的百分比。

1. 4. 3 HE染色检测大鼠海马 CA1区病理组织学变化

水迷宫测试结束后，深度麻醉下用4%多聚甲醛灌注取材，

剥离出的脑组织用4%多聚甲醛浸泡固定24～48 h。后常

规脱水、包埋、切片、HE染色、封片，400倍光镜下采图。

1. 4. 4 TUNEL染色检测大鼠海马神经元细胞凋亡 取

上述切好的石蜡切片，按 TUNEL试剂盒的操作说明进行

染色。光学显微镜下，在海马 CA1区选择 2个不连续的

相邻视野，400倍光镜下采图。细胞核染成棕褐色者为阳

性细胞，即凋亡细胞。凋亡细胞百分比＝凋亡细胞数/细
胞总数×100%。

1. 4. 5 Western blotting 检 测 各 组 大 鼠 海 马 组 织 内

SIRT1、FoxO3a、Bcl ⁃ 2、Bax、LC3、Beclin1蛋白的表达情

况 水迷宫实验完毕后，将大鼠断头处死后在低温冰

板上迅速分离出双侧的海马组织，放入液氮速冻，后快

速放至 ⁃80 ℃冰箱留存备用。按照 10 μL∶0.1 μL和

0.1 μL∶1 mg的比例先后在 EP管中加入细胞裂解液、

PMSF、蛋白酶抑制剂及适量组织样本，经低温研磨、离

心，吸取上清液并采用BCA法测定蛋白浓度。整个蛋白

提取过程始终保持样本在低温环境下。金属浴加热使蛋

白变性。取适量蛋白进行SDS⁃PAGE蛋白电泳，后低温环

境下恒流转膜，室温下封闭，摇床 4 ℃一抗孵育过夜。次

日 TBST洗膜 3次后，放入辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔或山羊抗鼠二抗室温下孵育 1~2 h，再次洗膜，化学发

光，扫描图像，用 Image J图像分析软件分析图像结果，计

算相应蛋白的表达水平。

1. 5 统计学方法

应用 SPSS 21.0统计软件进行数据分析。计量资料

以均值±标准差（x-±s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 SNK（Student⁃ Newman⁃ Keuls）
法。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠空间学习及记忆能力的比较

假手术组、VD模型组、RSV低剂量治疗组、RSV高剂

量治疗组 4组间第 1~5天逃避潜伏期的比较，差异均有统

计学意义（P<0.05）：其中第 1~5天VD模型组逃避潜伏期

均长于假手术组（P<0.05）；第 2~5天 RSV低剂量治疗组

逃避潜伏期小于VD模型组（P<0.05）；第 3~5天RSV高剂

量治疗组逃避潜伏期小于VD模型组（P<0.05）。见表1。
与假手术组相比，VD模型组目标象限停留时间百分

比降低（P<0.05）；与VD模型组比较，RSV低剂量治疗组

和RSV高剂量治疗组的目标象限停留时间百分比均增高

（P<0.05）。见表2。

2. 2 各组大鼠CA1区神经元的变化

假手术组大鼠海马 CA1区神经元排列整齐致密，结

构完整，胞核大而圆，核仁清晰，胞浆清亮。VD模型组则

排列疏松、形态不规则，胞核深染皱缩，残存神经元核仁

不清或消失。RSV干预后上述形态学变化有所改善，尤

其是RSV低剂量治疗组。见图1。
2. 3 各组大鼠海马神经元细胞凋亡的变化

假手术组大鼠海马 CA1区未见明显凋亡细胞；与假

手术组相比，VD模型组可见大量凋亡细胞（P<0.05）；经

表 1 4组大鼠5 d训练期间的逃避潜伏期 (s；x-±s)
组别

假手术组

VD模型组

RSV低剂量治疗组

RSV高剂量治疗组

F值

P值

例数

10
10
10
10

第1天

64. 44±19. 51
95. 43±20. 26a
75. 22±24. 69
88. 46±27. 09
3. 569
0. 023

第2天

31. 33±28. 17
74. 77±29. 90a
34. 27±20. 83b
55. 48±28. 96
5. 563
0. 003

第3天

27. 72±17. 06
69. 40±27. 55a
34. 19±14. 55b
45. 39±28. 42b

6. 497
0. 001

第4天

14. 88±7. 21
59. 55±29. 45a
27. 58±15. 77b
33. 12±21. 47b

8. 680
0. 000

第5天

11. 64±8. 69
47. 61±33. 47a
19. 49±12. 41b
20. 84±14. 22b

6. 333
0. 001

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与VD模型组比较，P<0.05

表2 4组大鼠在目标象限停留时间百分比 (x-±s)

组别

假手术组

VD模型组

RSV低剂量治疗组

RSV高剂量治疗组

F值

P值

例数

10
10
10
10

停留时间百分比/%
31. 18±4. 6
22. 47±3. 84a
30. 48±8. 11b
29. 94±5. 68b
4. 934
0. 006

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与VD模型组比较，P<0.05
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RSV干预后，神经元凋亡情况有所改善（P<0.05）。RSV
高、低剂量治疗组组间比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。见图2、表3。
2. 4 各组大鼠Western blotting检测结果比较

与假手术组大鼠相比，VD模型组大鼠海马组织中

SIRT1、FoxO3a、Bcl⁃2蛋白表达降低（P<0.05）；Bax表达增加

（P<0.05）；Bcl⁃2/Bax、LC3Ⅱ/Ⅰ比值降低（P<0.05）；Beclin1
表达降低（P>0.05）。经 RSV治疗后，VD模型组大鼠的

SIRT1、FoxO3a蛋白表达升高（P<0.05）；Bax降低（P<0.05）；
Bcl⁃2表达上升；Bcl⁃2/Bax、LC3Ⅱ/Ⅰ比值均升高（P<0.05）。
以上指标在RSV高、低剂量治疗组组间比较，差异无统计学

意义（P>0.05）。见图3、图4、图5、表4、表5、表6。

图1 各组大鼠海马CA1区神经元的形态学变化（HE染色，×400）

假手术组 VD模型组 RSV低剂量治疗组 RSV高剂量治疗组

图2 各组大鼠海马CA1区神经元凋亡情况（TUNEL染色，×400）

假手术组 VD模型组 RSV低剂量治疗组 RSV高剂量治疗组

图3 Western blotting检测各组大鼠海马组织 SIRT1、FoxO3a
蛋白的表达

RSV低
剂量治疗组

假手术组

VD模
型组

RSV高
剂量治疗组

80 kD
71 kD
42 kD

FoxO3a
β-actin

SIRT1

图4 Western blotting检测各组大鼠海马组织凋亡相关蛋白
的表达

RSV低
剂量治疗组

假手术组

VD模
型组

RSV高
剂量治疗组

26 kD
20 kD
42 kD

Bax
β-actin

Bcl⁃2

图5 Western blotting检测各组大鼠海马组织自噬相关蛋白

的表达

RSV低
剂量治疗组

假手术组
VD模

型组

16/14 kD
60 kD
42 kD

RSV高
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表3 4组大鼠海马CA1区凋亡细胞百分比 (x-±s)
组别

假手术组

VD模型组

RSV低剂量治疗组

RSV高剂量治疗组

F值

P值

例数

10
10
10
10

CA1区凋亡细胞百分比/%
0. 41±0. 03
0. 85±0. 06a
0. 50±0. 05b
0. 69±0. 05b
138. 812
0. 000

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与VD模型组比较，P<0.05

表4 4组大鼠SIRT1、FoxO3a蛋白表达水平的比较 (x-±s)
组别

假手术组

VD模型组

RSV低剂量治疗组

RSV高剂量治疗组

F值

P值

例数

10
10
10
10

SIRT1
1. 28±0. 57
0. 45±0. 18a
1. 09±0. 15b
0. 91±0. 17b
7. 442
0. 002

FoxO3a
0. 95±0. 16
0. 49±0. 14a
1. 06±0. 33b
0. 92±0. 23b
7. 482
0. 002

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与VD模型组比较，P<0.05

表5 4组大鼠Bcl⁃2、Bax蛋白表达水平及Bcl⁃2/Bax比值的比较 (x-±s)
组别

假手术组

VD模型组

RSV低剂量治疗组

RSV高剂量治疗组

F值

P值

例数

10
10
10
10

Bcl⁃2
1. 27±0. 25
0. 82±0. 13a
1. 37±0. 37b
1. 09±0. 26b
5. 007
0. 009

Bax
0. 67±0. 16
1. 15±0. 19a
0. 62±0. 20b
0. 71±0. 22b
9. 546
0. 000

Bcl⁃2/Bax
1. 92±0. 57
0. 75±0. 16a
2. 38±1. 06b
1. 68±0. 75b
5. 472
0. 007

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与VD模型组比较，P<0.05
··4
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3 讨论

VD是世界上第二大常见的痴呆类型［14］，目前尚无有效

的治疗药物或方法。已有的研究表明，其发生与胆碱能系

统缺陷、兴奋性氨基酸毒素、细胞凋亡、炎症反应、氧化应

激等多种病理生理机制有关，但确切的分子生物学机制

仍在研究中［15］。因此，研究其具体的发病机制和寻找有

效的治疗方法对VD的临床治疗具有重要意义。

Morris水迷宫是研究实验动物空间学习和记忆能力

的一项经典实验。本实验中，我们通过Morris水迷宫测

试发现，VD模型组大鼠较假手术组大鼠逃避潜伏期延

长，目标象限停留时间百分比缩短，表明VD模型制备成

功。海马是研究人类和动物学习及记忆功能的关键脑

区，同时也是缺血、缺氧的敏感部位。有研究显示，VD涉

及海马区病理学变化及神经元凋亡［4］。我们发现VD模

型组大鼠较假手术组大鼠海马CA1区神经元病理性损害

严重、神经元凋亡情况明显，结合检测到的行为学变化，

我们推测VD大鼠海马CA1区神经元病理性损伤及凋亡

增加，进而引起大鼠的认知功能障碍，与之前的研究［4］结
果一致。

Bcl⁃2为主要依赖于内在途径的抗凋亡蛋白，可促进

神经元的存活以及突触的再生。Bax是典型的促凋亡蛋

白。细胞内凋亡信号激活诱导Bax与Bcl⁃2发生分子构象

改变从而破坏线粒体膜的完整性和通透性，导致线粒体

膜电位发生变化，进而激活Caspase3介导细胞凋亡。LC3
是一种公认的自噬标记物，在自噬小体及自噬溶酶体的

形成过程中发挥关键作用，有胞浆可溶性 LC3Ⅰ和膜结

合LC3Ⅱ两种形式。LC3Ⅱ蛋白的含量或LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的

比值与自噬体的数量呈正相关，可以在一定程度上反映

了细胞的自噬活性。Beclin⁃1也是检测自噬水平的常用

指标，其表达的强度与自噬活性密切相关。研究中我们

发现，与假手术组大鼠相比，VD模型组大鼠海马组织中

Bcl⁃2表达降低，Bax表达增加，Becline1蛋白降低，Bcl⁃2/
Bax、LC3Ⅱ/Ⅰ比值明显降低，表明VD大鼠存在海马神经

元凋亡及神经元自噬活性的降低。

RSV是一种天然的植物多酚类物质，存在于葡萄、花

生、桑椹等70多种植物中，具有多种药理学特性。在细胞

和哺乳动物模型中的大量研究表明，RSV对老年痴呆

症［16］和 VD［13］等痴呆综合征具有多靶点神经保护作用。

在暴露于缺氧条件的 SH⁃SY5Y神经细胞中，RSV通过调

节 TRPM2通道调节氧化应激、炎症、凋亡等机制发挥神

经保护作用［17］。此外，RSV可预防VD大鼠模型中的内皮

功能障碍以及氧化应激增加、炎症和神经营养蛋白表达

受损等从而改善记忆缺陷［18］。在本研究中，经RSV干预

后，VD大鼠的逃避潜伏期缩短，目标象限停留时间百分

比延长，表明RSV能够改善VD大鼠的空间学习及记忆能

力，对抗CCH诱导的VD大鼠的认知功能障碍。此外，治

疗组大鼠海马神经元的病理性损伤及神经元凋亡情况也

较 VD模型组有所改善。因此，我们推测 RSV通过减轻

VD大鼠海马神经元的病理性损伤及凋亡情况从而改善

其学习及记忆能力。另外，RSV治疗组的抗凋亡蛋白Bcl⁃
2表达上升，凋亡蛋白 Bax表达降低，自噬相关蛋白表达

上升，进一步表明RSV通过减轻VD大鼠海马神经元的凋

亡并激活自噬发挥神经保护作用。值得一提的是，本研

究显示RSV低剂量治疗组较高剂量治疗组改善情况似乎

更加明显，但差异无统计学意义。这可能从另一方面验

证并否认了RSV治疗的剂量依赖性，可以为后续的相关

研究提供参考。

SIRT1/FoxO3a通路在细胞凋亡及自噬的调控中具有

重要作用［9⁃10］。细胞色素 P450产生的环氧二十碳三烯酸

通过激活 SIRT1/FoxO3a信号通路抑制了缺血再灌注

（ischemia/reperfusion，I/R）诱导的凋亡但增强了自噬，改

善了 I/R引起的大鼠肾脏损伤［10］。在体内及体外实验中，

miR⁃506⁃3p通过失活SIRT1/AKT/FoxO3a信号通路抑制卵

巢癌细胞增殖并促进其凋亡发挥有益作用［9］。研究发

现，SIRT1对 FoxO3a有双重影响［9⁃10］，即增强 FoxO3a诱导

细胞周期阻滞和抗氧化能力，以及抑制 FoxO3a诱导细胞

死亡的能力，但 SIRT1对 FoxO3a调控的具体机制尚不完

全清楚。RSV是众所周知的 SIRT1激动剂。本研究显

示，随着 SIRT1的激活，FoxO3a蛋白表达增加，并抑制了

海马神经元凋亡、激活了自噬。

综上所述，本研究结果表明，RSV能够改善VD大鼠

的认知功能，减轻海马神经元凋亡并激活自噬，发挥神经

保护作用，其机制可能与激活 SIRT1/FoxO3a通路有关，为

VD的治疗提供了新的靶点和实验依据。
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