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率为17. 21%，毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷的平均含量

分别为 24. 78 µg / mL和 53. 92 µg / mL。可见，该提取工

艺稳定、可行，可为通癃颗粒的工业化生产提供参考。
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薯蓣皂苷对阿尔茨海默病模型大鼠认知功能的影响*

刘 璐，丁 力，方晓霞，孙延鹏，陈 俊△

（湖北省十堰市太和医院·湖北医药学院附属医院神经内科，湖北 十堰 442000）
摘要：目的 探讨薯蓣皂苷对阿尔茨海默病（AD）模型大鼠认知功能的影响。方法 将 60只 SD大鼠随机分为正常对照组（A组，等量

生理盐水），模型组（B 组，等量生理盐水），石杉碱甲组（C 组，0. 02 mg / kg），以及薯蓣皂苷低、中、高剂量组（D1组、D2组、D3组，17. 5，
35. 0，70. 0 mg / kg）。除 A 组外，其他各组大鼠分别注射 β -淀粉样蛋白 1 - 42（Aβ1 - 42）复制 AD 模型，并灌胃给予相应药物和生理盐

水，每日 1次，连续 30 d。采用改良大鼠神经功能缺损评分（MNSS）量表评估大鼠的神经功能；采用 Morris水迷宫实验评估大鼠的学习

和记忆能力；采用苏木精 -伊红（HE）染色，于显微镜下观察大鼠脑组织病理结构；采用逆转录定量聚合酶链式反应（RT - qPCR）检测

大鼠脑组织沉默信息调节因子 1（SIRT1）和核因子 κB（NF - κB）mRNA的表达水平，采用Western blot法检测上述因子的蛋白表达水平。

结果 B组大鼠细胞排列松散，部分细胞点状坏死，细胞边界不清，大量炎性细胞浸润，出血和水肿明显；D1组、D2组、D3组大鼠脑组织

出血减轻，水肿面积缩小，细胞点状坏死数量减少，且其效应呈剂量依赖性。与 B组比较，C组、D1组、D2组、D3组大鼠的 MNSS量表评

分均显著降低，逃逸时间均显著缩短，目标象限停留时间均显著延长，平台区域穿越次数均显著增加，NF - κB mRNA和蛋白表达水平

均显著降低，SIRT1 mRNA和蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05），且 D1组、D2组、D3组间效应呈剂量依赖性；D3组大鼠上述指标与 C
组无显著差异（P > 0. 05）。结论 薯蓣皂苷可有效改善 AD模型大鼠的认知功能障碍，其作用机制可能与促进机体 SIRT1表达和抑制

NF - κB表达有关。

关键词：薯蓣皂苷；阿尔茨海默病；认知功能障碍；沉默信息调节因子 1；核因子 κB
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Effect of Diosgenin on the Cognitive Function in Model Rats with Alzheimer′s Disease
LIU Lu，DING Li，FANG Xiaoxia，SUN Yanpeng，CHEN Jun

（Department of Neurology，Taihe Hospital · Affiliated Hospital of Hubei University of Medicine，Shiyan，Hubei，China 442000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of diosgenin on the cognitive function in model rats with Alzheimer's disease（AD）.
Methods Sixty SD rats were randomly divided into the normal control group （group A，equal volume of normal saline），model
group（group B，equal volume of normal saline），huperzine A group（group C，0. 02 mg / kg） and diosgenin low - ，medium - and
high - dose groups（groups D1，D2 and D3，17. 5，35. 0 and 70. 0 mg / kg）. The rats in each group were injected with amyloid β -
protein 1 - 42（Aβ1 - 42） to replicate AD models excepting for group A，and then they were given corresponding drugs and normal
saline by gavage，once a day for 30 d. Modified Neurological Severity Scale（MNSS） was used to assess the neurological function
of the rats. Morris water maze（MWM） test was used to assess the learning and memory abilities of the rats. Hematoxylin - eosin
（HE） staining was used to observe the pathological structure of the brain tissue in rats under a microscope. Reverse transcription -
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polymerase chain reaction （RT - PCR） was used to detect the expression levels of silent information regulator 1 （SIRT1） and
nuclear factor - κB（NF - κB） mRNAs of the brain tissue in rats. Western blot was used to detect the expression levels of SIRT1
and NF - κB proteins. Results In group B，the cells were loosely arranged，some cells showed spotty necrosis with unclear cell
boundary，there were a large number of inflammatory cells infiltration and obvious hemorrhage and edema. In groups D1，D2，and D3，
the hemorrhage of the brain tissue in rats decreased，the edema area was shrinked，the number of cells showing spotty necrosis
deceased，and the effects were dose - dependent. Compared with the those in group B，the MNSS scores significantly decreased，the
escape time significantly shortened，the residence time in the target quadrant significantly prolonged，the crossing times in the
platform area significantly increased，the expression levels of NF - κB mRNA and protein significantly decreased，while the
expression levels of SIRT1 mRNA and protein significantly increased in the groups C，D1，D2 and D3 （P < 0. 05），and the effects
in groups D1，D2 and D3 were dose - dependent. There was no significant difference in the above indexes between the group D3 and
group C（P > 0. 05）. Conclusion Diosgenin can effectively improve the cognitive dysfunction of AD rats，its mechanism may be
related to promoting the expression of SIRT1 and inhibiting the expression of NF - κB.
Key wordsKey words：：diosgenin；Alzheimer's disease；cognitive dysfunction；silent information regulator 1；nuclear factor - κB

阿尔茨海默病（AD）为神经退行性疾病，是老年痴

呆症最常见的一种形式，全球约有4 500万人患病［1］，表
现为学习、记忆功能明显损伤，无法进行日常独立活

动。同时，AD患者大脑的各个区域伴随着病情的进展，会

引起进行性神经元凋亡，导致脑萎缩［2］。AD的病理特征

是细胞外老年斑和细胞内的神经原纤维缠结（NFT）［3］，
异常 β - 淀粉样蛋白（Aβ）聚集起源于纤维毒性物质，

加速了AD微管失稳、突触功能障碍、神经炎症等发病

机制，最终导致神经细胞丢失而发病［4］。神经炎症过程

伴随着一系列促炎因子的表达，静脉注射β -淀粉样蛋

白 1 - 42（Aβ1 - 42）能显著促进小鼠脑内炎性因子的表

达，并激活沉默信息调节因子 1（SIRT1）介导的神经元

凋亡［5］。SIRT1对慢性不可预测轻度应激模型大鼠的认

知有神经保护作用，可通过抑制核因子κB（NF - κB）发

挥神经保护作用［6］。薯蓣皂苷具有抗肿瘤、调节免疫、抗

血小板聚集、调血脂等功效［7］。本研究中基于薯蓣皂苷

的免疫调节及抗血小板聚集作用探讨了其对AD模型

大鼠认知功能及 SIRT1 / NF - κB信号通路的影响。现

报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与动物

仪器：BX53型显微镜（日本奥林巴斯公司）；DYCZ -
25D型电泳仪（美国Thermo公司）；Sartorius BSA型电子天

平（德国赛多利斯公司，精度为0. 001 g）；伯乐Mini - PRO
型荧光定量聚合酶链式反应仪（美国伯乐公司）；LAS
4000型成像系统（美国GE Healthcare公司）。

试药：薯蓣皂苷对照品（南京建成生物工程研究

所，批号为 256294，纯度为 99. 99%）；石杉碱甲（四川普

西奥标物科技有限公司，批号为 102518 - 79 - 6）；

Aβ1 - 42（上海研启生物科技有限公司，批号为 30120 -
1543，纯度为 99%）；逆转录定量聚合酶链式反应（RT -
qPCR）试剂盒（上海优宁维生物有限公司，批号为

954641）；蛋白定量试剂盒（碧云天生物技术研究所，

批号为 954840）；SIRT1蛋白抗体、NF - κB蛋白抗体、

β - actin 蛋白抗体（美国 Abcam 公司，批号分别为

5573298，5579624，2011548）。

动物：SPF级 12周龄 SD大鼠 60只，体质量 200～
220 g，雌雄各半，购自重庆医科大学实验动物中心，动

物生产许可证号为 SCXK（渝）2018 - 0001，动物使用许

可证号为 SYXK（渝）2018 - 0022，动物质量合格证号为

00102458。试验期间所有大鼠均饲养于温度为 18～
25 ℃、相对湿度为 60%～70%的清洁级动物房内，自由

取食、饮水，自动控制光照 /黑暗交替（12 h / 12 h）。本研

究获医院医学伦理委员会批准，符合动物伦理学要求。

1. 2 方法

分组、建模与给药：按随机数字表法将60只SD大鼠

分为正常对照组（A组，等量生理盐水），模型组（B组，等

量生理盐水），石杉碱甲组（C组，0. 02 mg / kg）［8］，以及

薯蓣皂苷低、中、高剂量组（D1组、D2组、D3组，17. 5，
35. 0，70. 0 mg / kg）［9］，各 10只。取Aβ1 - 42，溶于磷酸盐

缓冲液中，配制成质量浓度为 4 g / L的Aβ1 - 42溶液，于

37 ℃温度下孵育36 h。除A组外，其余各组大鼠用1%戊

巴比妥钠麻醉，分别在大鼠海马区前囟后3. 8 mm、中线旁

2. 5 mm、前囟下 3. 0 mm各注射Aβ1 - 42溶液 1 µL［10］，以
复制AD模型大鼠。建模成功后，C组、D1组、D2组、D3组
大鼠分别于次日灌胃给予相应药物，A组和B组大鼠灌

胃给予等量生理盐水，每日1次，持续30 d［9］。
大鼠神经功能缺损评分（MNSS）：大鼠 AD模型复

制成功后，让另一实验外工作人员分别于给药干预前1 d
和给药后 30 d采用改良MNSS量表对大鼠的运动、感

觉、反应和平衡能力进行评分，评分越高表示大鼠神经

功能损伤越严重。0分为无损伤，1～6分为轻度损伤，

7～12分为中度损伤，13～18分为重度损伤。

Morris水迷宫实验：将水池分为4个象限，大鼠随机
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放在1个象限内，记录大鼠找到平台所用的时间，若60 s
内未找到平台，则将大鼠放在平台上 10 s后离开，连续

记录 5 d，每天2次，平均时间为当日的最终逃逸时间。第

6天，去掉平台，将大鼠放在任一象限并做好标记，记录

大鼠在标记象限内的停留时间和平台区域穿越次数。

大鼠脑组织病理结构观察：实验末期，处死大鼠，

取大鼠右脑半球，切取1 / 2，用生理盐水漂洗，置甲醛水

溶液中固定 48 h，取部分脑组织制作苏木精 - 伊红

（HE）染色切片，于显微镜下观察大鼠脑组织病理结构。

总RNA提取及RT - qPCR检测：实验末期，处死大

鼠，取大鼠左脑半球组织 0. 1 g，根据RNA提取试剂盒

说明书提取大鼠脑组织中总RNA，并利用反转录试剂

盒得到 cDNA，保存于 - 80 ℃，备用。RT - qPCR体系

为，SYBR Green qPCR SuperMix 16. 25 µL，特异性引

物 2. 0 µL，模板 cDNA 3. 25 µL，DEPC水补足至 30 µL；
反应条件为，95 ℃、10 min，95 ℃、10 s，60 ℃、30 s，
70 ℃、30 s，共 40个循环。设置 3个复孔，按 2 - ΔΔCT法计

算、分析mRNA表达。

大鼠脑组织SIRT1和NF - κB蛋白水平检测：新鲜分

离的 1 / 2大鼠右脑半球组织用生理盐水洗净，取 0. 1 g，
采用放射免疫沉淀分析（RIPA）缓冲液溶解蛋白，离心

（转速为 13 000 r / min，离心半径为 12 cm）提取蛋白上

清液，使各组质量浓度为3 µg / mL，蛋白上样量为10 µL。
经十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶（SDS - PAGE）电

泳分离，蛋白转移到硝化纤维素膜上，将膜放在 5%脱

脂奶粉溶液中封闭 2 h，用特异性抗体 SIRT1，NF - κB，
β - actin于 4 ℃条件下孵育 12 h，用 1%吐温 - 20溶液

清洗3次，每次10 min；进行二抗孵育2 h，用磷酸盐缓冲液

清洗3次，每次10 min，在LAS 4000型成像系统上显影。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 23. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，采用单因素方差分析，多重比较采用 SNK - q检
验。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 MNSS 量表评分

与A组比较，B组大鼠给药前 1 d和给药后 30 d的

MNSS量表评分均显著升高（P < 0. 05）；与 B组比较，

C组、D1组、D2组、D3组大鼠给药后 30 d的MNSS量表评

分均显著降低（P < 0. 05），且D1组、D2组、D3组间效应

呈剂量依赖性（P < 0. 05）；D3组和C组比较无显著差异

（P > 0. 05）。详见表1。
表1 各组大鼠MNSS量表评分比较（X ± s，分，n = 10）

Tab. 1 Comparison of MNSS score in each group
（X ± s，point，n = 10）

组别

A组

B组

C组

D1组
D2组
D3组
F值

P值

剂量（mg / kg）

石杉碱甲0. 02
薯蓣皂苷17. 5
薯蓣皂苷35. 0
薯蓣皂苷70. 0

给药前1 d
1. 63 ± 0. 25
6. 52 ± 0. 31a
6. 69 ± 0. 37a
6. 56 ± 0. 44a
6. 55 ± 0. 38a
6. 57 ± 0. 36a
321. 10
< 0. 001

给药后30 d
1. 65 ± 0. 28
6. 32 ± 0. 42a
3. 07 ± 0. 31b
5. 15 ± 0. 53bc
4. 17 ± 0. 42bcd
3. 18 ± 0. 32bde
181. 31
< 0. 001

注：与A组比较，aP < 0. 05；与B组比较，bP < 0. 05；与C组比

较，cP < 0. 05；与D1组比较，dP < 0. 05；与D2组比较，eP < 0. 05。
表2至表4同。

Note：Compared with those in group A，aP < 0. 05；Compared with
those in group B，bP < 0. 05；Compared with those in group C，cP < 0. 05；
Compared with those in group D1，dP < 0. 05；Compared with those in
group D2，eP < 0. 05（for Tab. 1 - 4）.
2. 2 大鼠 Morris 水迷宫实验

与A组比较，B组大鼠逃逸时间显著延长，目标象

限停留时间显著缩短，平台区域穿越次数显著减少

（P < 0. 05）；与B组比较，C组、D1组、D2组、D3组大鼠逃

逸时间均显著缩短，目标象限停留时间均显著延长，平

台区域穿越次数均显著增加，且D1组、D2组、D3组间效

应呈剂量依赖性（P < 0. 05）；D3组和C组比较无显著差

异（P > 0. 05）。详见表2。
表2 各组大鼠逃逸时间、目标象限停留时间、平台区域穿越次数比较（X ± s，n = 10）

Tab. 2 Comparison of escape time，residence time in the target quadrant and crossing times in the platform area in each group（X ± s，n = 10）

组别

A组

B组

C组

D1组
D2组
D3组
F值

P值

剂量

（mg / kg）

石杉碱甲0. 02
薯蓣皂苷17. 5
薯蓣皂苷35. 0
薯蓣皂苷70. 0

逃逸时间（s）
第1天

33. 12 ± 3. 51
41. 57 ± 3. 92a
35. 48 ± 3. 59b
39. 29 ± 4. 01
37. 97 ± 3. 88
35. 52 ± 3. 61b

6. 58
< 0. 001

第2天

27. 32 ± 2. 46
39. 55 ± 4. 02a
29. 75 ± 3. 02b
37. 10 ± 3. 87c
34. 23 ± 3. 54c
29. 88 ± 3. 06bd

20. 02
< 0. 001

第3天

18. 16 ± 1. 21
30. 12 ± 3. 11a
20. 11 ± 2. 21b
27. 58 ± 2. 89c
24. 82 ± 2. 84bc
20. 31 ± 2. 42bd

35. 22
< 0. 001

第4天

13. 54 ± 1. 29
30. 01 ± 3. 12a
14. 07 ± 1. 98b
26. 51 ± 2. 54c
22. 14 ± 2. 31bc
14. 11 ± 1. 92bde
100. 82
< 0. 001

第5天

10. 33 ± 1. 30
25. 93 ± 2. 59a
11. 00 ± 1. 31b
20. 33 ± 2. 15bc
15. 75 ± 1. 04bcd
11. 12 ± 1. 23bde
137. 08
< 0. 001

目标象限停

留时间（s）
24. 14 ± 2. 21
12. 09 ± 1. 51a
23. 77 ± 2. 32b
16. 52 ± 1. 87bc
19. 74 ± 1. 85bcd
23. 61 ± 2. 15bde

59. 35
< 0. 001

平台区域穿

越次数（次）

4. 11 ± 0. 35
1. 73 ± 0. 21a
4. 02 ± 0. 38b
2. 43 ± 0. 29bc
3. 25 ± 0. 31bcd
3. 92 ± 0. 34bde

94. 21
< 0. 001
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2. 3 大鼠脑组织病理结构

A组大鼠脑组织细胞结构完整、排列整齐，未见出

血及水肿；B组大鼠细胞排列松散，部分细胞点状坏死，

细胞边界不清，大量炎性细胞浸润，出血和水肿明显；

C组、D1组、D2组、D3组大鼠脑组织出血减轻，水肿面积

缩小，细胞点状坏死数量减少，且其效应呈剂量依赖

性。详见图1。

A组 B组

C组 D1组

D2组 D3组
图1 各组大鼠脑组织病理结构（HE染色，× 200）

Fig. 1 Pathological structures of brain tissues of rats in each
group（HE staining，× 200）

2. 4 大鼠脑组织中 SIRT1 与 NF - κB mRNA 和蛋白

表达水平

与A组比较，B组大鼠脑组织 SIRT1 mRNA和蛋白

表达水平均显著降低，NF - κB mRNA和蛋白表达水平

均显著升高（P < 0. 05）；与B组比较，C组、D1组、D2组、

D3组大鼠脑组织 SIRT1 mRNA和蛋白表达水平均显著

升高，NF - κB mRNA和蛋白表达水平均显著降低，且

D1组、D2组、D3组间效应呈剂量依赖性（P < 0. 05）；D3组
和C组比较无显著差异（P > 0. 05）。详见表3、表4和图2。
3 讨论

认知功能障碍是人体学习记忆和思维判断出现不

同程度的异常现象，可引起严重的学习和记忆障碍，病

情严重时可能导致失语、失用等［11］。人类大脑功能的正

常运行是认知功能正常的基础，当大脑功能的结构受

到其他因素影响而导致其发生异常改变时，可引起机

体发生认知功能障碍［12］。认知功能障碍诊断极为困难，

大脑结构复杂，人体认知功能由多种结构构成，一个或

几个方面产生的异常均可能引起认知功能障碍［13］。本
研究结果发现，在复制AD模型大鼠后，大鼠MNSS量表

评分均显著升高，同时大鼠的学习能力和记忆能力均

显著降低，表明大鼠神经功能受损；经薯蓣皂苷干预

后，大鼠MNSS量表评分均显著降低，学习能力和记忆

能力均显著提高，且呈剂量效应关系，进一步提示了薯

蓣皂苷具有神经保护作用，对AD模型大鼠具有一定的

治疗效果。

为了解薯蓣皂苷改善AD模型大鼠认知功能障碍

表3 各组大鼠脑组织中SIRT1和NF - κB mRNA表达水平比较

（X ± s，n = 10）
Tab. 3 Comparison of SIRT1 and NF - κB mRNA expression

levels in brain tissues of rats in each group（X ± s，n = 10）

组别

A组

B组

C组

D1组
D2组
D3组
F值

P值

剂量（mg / kg）

石杉碱甲0. 02
薯蓣皂苷17. 5
薯蓣皂苷35. 0
薯蓣皂苷70. 0

SIRT1 mRNA
0. 75±0. 21
0. 22±0. 09a
0. 71±0. 17 b
0. 35±0. 12 bc
0. 52±0. 15 bcd

0. 69±0. 18 bde
18. 70
< 0. 001

NF - κB mRNA
0. 20±0. 08
0. 76±0. 17a
0. 30±0. 10b
0. 61±0. 12bc
0. 43±0. 10bcd
0. 31±0. 11bde
33. 06
< 0. 001

表4 各组大鼠脑组织中SIRT1和NF - κB 蛋白表达水平比较

（X ± s，n = 10）
Tab. 4 Comparison of SIRT1 and NF - κB proteins expression

levels in brain tissues of rats in each group（X ± s，n = 10）

组别

A组

B组

C组

D1组
D2组
D3组
F值

P值

剂量（mg / kg）

石杉碱甲0. 02
薯蓣皂苷17. 5
薯蓣皂苷35. 0
薯蓣皂苷70. 0

SIRT1 / β - actin
0. 87 ± 0. 20
0. 23 ± 0. 11a
0. 73 ± 0. 15 b
0. 37 ± 0. 14 bc
0. 55 ± 0. 17 bcd
0. 72 ± 0. 19 bde

22. 14
< 0. 001

NF - κB / β - actin
0. 21 ± 0. 15
0. 90 ± 0. 22a
0. 32 ± 0. 17b
0. 67 ± 0. 19bc
0. 48 ± 0. 16bcd
0. 36 ± 0. 12bde

22. 16
< 0. 001

SIRT1

NF - κB

β - actin

A组 B组 C组 D1组 D2组 D3组

图2 各组大鼠脑组织中SIRT1和NF - κB蛋白表达电泳图

Fig. 2 Electropherograms of SIRT1 and NF - κB proteins in
brain tissues of rats in each group
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的具体作用机制，本研究中初步探讨了薯蓣皂苷对

SIRT1 / NF - κB信号通路的影响。SIRT1是AD中维持

细胞免疫平衡的关键翻译因子［14］，可参与神经调节，并

在神经疾病中发挥神经保护作用［15］。激活 SIRT1表达

可增强海马神经功能，从而逆转不同神经系统疾病所

引起的认知缺陷［16］。黄酮类化合物可进一步促进SIRT1
的转运，并在AD模型大鼠中提供神经保护［17］。薯蓣皂

苷也是一种生物活性黄酮类化合物，在体内外具有较

强的免疫调节作用，与 SIRT1 / NF - κB通路的激活有

关［18］。当AD模型大鼠出现认知功能障碍时，SIRT1表
达受到抑制，SIRT1 mRNA和蛋白均呈现低表达，而

NF - κB mRNA和蛋白均呈现高表达，高表达的NF - κB
可引起机体炎性反应进一步加重，从而使大鼠认的知

功能发生障碍［19］。本研究中，经薯蓣皂苷干预后，大鼠

SIRT1 mRNA 和蛋白表达水平均升高，而 NF - κB
mRNA和蛋白表达水平均降低，其原因可能是薯蓣皂苷

可刺激机体 SIRT1的表达，从而靶向抑制NF - κB的表

达，延缓机体炎性反应的发生，起到改善大鼠认知功能

的作用。

本研究存在以下局限性，认知功能的影响是多因

素共同作用的结果，可能还有其他信号通路的参与，后

续将探讨更多作用机制；由于薯蓣皂苷是一种多靶点

药物，具有抗氧化、抗炎等多种神经保护作用，而本研

究中薯蓣皂苷的神经保护作用是否与其抗氧化或其他

性质有关尚未讨论，后续将进一步研究。

综上所述，薯蓣皂苷可有效改善AD模型大鼠的认

知功能障碍，其机制可能为通过促进机体 SIRT1表达和

靶向抑制NF - κB表达，从而逆转机体免疫平衡紊乱。
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