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【摘要】 目的 探讨 Nrf2 介导的抗氧化途径改善血管性痴呆大鼠的认知损伤和海马神经元损伤

效果。方法 30 只 SPF 级成年雄性 SD 血管性痴呆模型大鼠随机均分为 3 组：模型组、实验 1 组与实验

2 组。模型组术后给予生理盐水 5 μl/d 静脉注射，实验 1 组与实验 2 组在造模后给予奥拉西坦 10 ng/d、

100 ng/d 静脉注射，连续 2 周。记录大鼠的认知损伤和海马神经元损伤情况，并检测 Nrf2 表达与氧化指

标变化。结果 3组造模后1 d的逃避潜伏期比较差异无统计学意义（P＞0.05），实验组造模后7 d与14 d

的逃避潜伏期都低于对照组（P ＜ 0.05），实验组 2 组低于实验 1 组，但差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。造

模后 14 d 实验组的 NADPH 氧化酶活性均低于对照组（P ＜ 0.05），实验 2 组显著低于实验 1 组（P ＜ 0.05）。

造模后 14 d 实验组的 N-myc、Nrf2 蛋白相对表达含量、海马神经元细胞活性与存活率都显著高于对照组

（P ＜ 0.05），实验 2 组显著高于实验 1 组（P ＜ 0.05）。结论 奥拉西坦可改善血管性痴呆大鼠的认知损伤

和海马神经元损伤，其机制可能与激活 Nrf2 介导的抗氧化途径及 N-myc 介导的神经元生长途径有关。
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【Abstract】 Objectives To investigate the effects of Nrf2-mediated antioxidant pathways on cognitive 
impairment and hippocampal neuronal damage in rats with vascular dementia. Methods A total of 30 adult 
male SD rats of SPF grade were developed models of vascular dementia. They were randomly divided into 
three groups： the control group， experiment group 1 and experiment Group 2. The control group was given an 
intravenous injection of 5 μl/d saline. experimental group 1 and experimental group 2 were given oxiracetam 
10 ng/d and 100 ng/d intravenously for 2 weeks. The cognitive damage and hippocampal neuronal damage in 
rats were recorded， and the changes in Nrf2 expression and oxidative index were detected. Results There 
were no significant difference in escape latency across the three groups at 1 d after modeling （P ＞ 0.05）. The 
escape latency of the experimental groups at 7 d and 14 d after modeling was lower than that of the control group 

（P ＜ 0.05）； the the escape latency of experimental group 2 were lower than that of experimental group 1， but 
the difference was not statistically significant （P ＞ 0.05）. The activity of NADPH oxidase in the experimental 
groups was lower than that in the control group （P ＜ 0.05）； the activity of NADPH in experimental group 2 were 
significantly lower than experimental group 1 （P ＜ 0.05）. The relative expression levels of N-myc and Nrf2 
proteins and the activity and survival rates of hippocampal neurons in the experimental groups were significantly 
higher than those in the control group （P ＜ 0.05）； those indicators of experimental group 2 were significantly 
higher than experimental group 1 （P ＜ 0.05）. Conclusions Oxiracetam can ameliorate cognitive impairment 
and hippocampal neuronal damage in rats with vascular dementia， and its mechanism may be related to 
activation of Nrf2-mediated antioxidant pathways and N-myc-mediated neuronal growth pathway.

【Key words】 Oxiratan； Nrf2； Vascular dementia； Cognitive； Hippocampal
Fund program： Science and Technology Planning Project of Health and Family Planning of Inner 

Mongolia Autonomous Region （201703097）



· 471 ·神经疾病与精神卫生 2019 年 5 月 20 日第 19 卷第 5 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， May 20，2019，Vol.19，No.5

血管性痴呆是由各种脑血管疾病因素引起脑组

织受损、脑循环障碍，而导致的智能损害综合征，该

病为一种慢性疾病，在临床上主要表现为认知功能

障碍，严重威胁患者的身心健康［1］。该病的致病基

础为脑血管病，主要病因是患者脑灌注不足，促使

氧自由基和脂质过氧化产物发生堆积，能够造成氧

化应激损伤、神经元凋亡、细胞能量衰竭亡，最终导

致疾病的发生［2-3］。氧化应激（oxidative stress，OS）

是由于机体内发生氧化与抗氧化失衡，从而引起细

胞、组织的氧化损伤，其在血管性痴呆的发生与发

展的每一个环节中都发挥重要作用［4］。上调核因子

E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2 related factor 

2，Nrf2）是一种抗氧化转录因子，可与抗氧化反应

元件位点相结合，调节多种抗氧化应激蛋白基因和

解毒酶基因的表达，减少活性氧簇（reactive oxygen 

species，ROS）的生成，抑制细胞内氧化应激损伤，

从而发挥抗氧化应激的作用［5-6］。奥拉西坦（olaxitan）

是环羟基氨基丁酸的衍生物，可以有效改善血管性

痴呆症状［7］；其可促进磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇的

合成，增加神经细胞的蛋白质与核酸的形成作用，

促进脑代谢，但是无法明确奥拉西坦是否通过抗氧

化途径来改善血管性痴呆症状［8］。由此本文旨在探

讨奥拉西坦对血管性痴呆大鼠的认知损伤和海马神

经元损伤的影响，并分析 Nrf2 介导的抗氧化途径在

其中的调节作用。

一、材料与方法

1. 实 验 动 物：SPF 级 成 年 雄 性 Sprague Dawley

（SD）大鼠（30 只）购自北京维通利华实验动物技术有

限公司（动物许可证编号 00010751，4～5 周龄，体重

140～160 g，饲养环境：温度在22～24 ℃，相对湿度

40%～60%，食水自由，12 h/12 h光照黑暗循环）。

2. 动物模型的建立与分组：所有大鼠都建立了

血管性痴呆模型，禁食 12 h 后永久性结扎双侧颈总

动脉，用 10% 的水合氯醛以 700 mg/kg 腹腔注射麻

醉。固定大鼠，剪刀沿颈部正中剪开皮肤，钝性分

离出右侧颈总动脉，结扎颈总动脉，将血管剪断，并

逐层缝合。术后 1 周，采用相同方法结扎左侧颈总

动脉。

建模后所有大鼠随机均分为3组：模型组、实验

1 组与实验 2 组。模型组术后给予生理盐水 5 μl/d

静脉注射，连续 2 周。实验 1 组在大鼠造模后即给

予奥拉西坦（国药准字H20183388，青岛金峰制药有限

公司）。10 ng/d 尾静脉注射［2］，连续 2 周。实验 2 组

大鼠造模后即给予奥拉西坦 100 ng/d 尾静脉注射，

连续 2 周。每次给药过程中，每只大鼠均更换经高

压灭菌后导管帽及注射内针，预防感染。

3. 观察指标：（1）在造模后 1 d、7 d 与 14 d 进行

水迷宫实验，记录逃避潜伏期。在水迷宫装置自动

记录大鼠从入水到寻台成功的时间，即逃避潜伏期，

如120 s大鼠仍未找到平台，则潜伏期为120 s。（2）在

造模后 14 d 处死大鼠，迅速分离双侧的海马，迅即

放入液氮中冷冻，于 4 ℃下 1 000 r/min 离心 15 min，

取上清液，采用增强化学发光法检测海马区 NADPH

氧化酶的活性。（3）取海马组织的样本，提取总蛋白，

采用 Western blot 法检测 N-myc、Nrf2 蛋白相对表达

水平，以 β-actin 作为内标。（4）采用 MTT 法测定海

马神经元的活力与存活率。解剖大鼠的大脑，分离

出海马组织，剪成小块，采用胰酶消化20 min，用种

植液终止消化，并用200目细胞过滤，常规培养，PBS

每12小时清洗一次，持续3 d后进行后续实验。各组

接种100 μl细胞悬液于96孔中，将MTT液10 μl添

加到孔中，接着进行 4 h 的培养。选定酶联免疫检

测仪上 450 nm 波长测定吸光度，对每组 3 个复孔的

平均值进行计算。用以表示神经元活性；细胞存活

率以正常细胞组吸光值均数为 100%，细胞存活率

（%）= 各孔吸光度值 / 标准吸光度值均数 ×100%。

4. 统计学方法：应用软件 SPSS 20.00 分析数据，

使用均数 ± 标准差（x±s）来描述计量数据，对比采

用重复设计的多因素方差分析进行或者单因素方差

分析，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. 3组逃避潜伏期对比：见表1。3组造模后1 d

的逃避潜伏期比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05），

实验组造模后 7 d 与 14 d 均低于对照组（造模后 7 d：

t=3.743、6.966，均 P ＜ 0.01；造 模 后 14 d：t=5.266、

7.908，均 P ＜ 0.01），实验 2 组低于实验 1 组，但差异

无统计学意义（造模后 7 d：t=1.464，P=0.166；造模

后 14 d：t=1.613，P=0.123）。

2. 3 组 NADPH 氧化酶活性对比：见表 2。造模

后 14 d 实验组的 NADPH 氧化酶活性都低于对照组

（t=6.162、11.208，均 P ＜ 0.001），实验 2 组显著低于

实验 1 组（t=4.048，P=0.002）。

3. 3 组 N-myc、Nrf2 表达对比：见表 3。造模后

14 d，实验组的 N-myc 蛋白相对表达含量都显著高

于对照组（t=2.44，P=0.035；t=13.888，P ＜ 0.001），且

实验 2 组显著高于实验 1 组（t=6.448，P ＜ 0.001）；实

验组的 Nrf2 蛋白相对表达含量都显著高于对照组

（t=4.402、11.604，均 P ＜ 0.001），且实验 2 组显著高
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于实验 1 组（t=8.719，P ＜ 0.001）。

4. 3 组海马神经元细胞活性与存活率对比：见

表 4。造模后 14 d，实验组的海马神经元细胞活性

显著高于对照组（t=5.926、6.775，均 P ＜ 0.001），实

验组 2 组也显著高于实验 1 组（t=3.375，P=0.005）；实

验组的存活率显著高于对照组（t=2.099，P=0.049；

t=3.597，P=0.002），实验组 2 组也显著高于实验 1 组

（t=2.170，P=0.043）。

表1 3 组大鼠造模后不同时间点的逃避潜伏期比较（s，x±s）

组别 只数 1 d 7 d 14 d

对照组 10 78.22±12.48 67.22±14.29 57.29±11.42

实验 1 组 10 78.11±13.72 38.77±19.33a 28.76±12.77a

实验 2 组 10 78.98±11.47 28.67±10.10a 20.76±9.11a

F 值 0.124 12.482 13.002

P 值 0.967 ＜ 0.01 ＜ 0.01

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05

表2 3 组大鼠造模后 14 d 的 NADPH 氧化酶活性

比较（U/L，x±s）

组别 只数 NADPH 氧化酶活性

对照组 10 6.36±1.44

实验 1 组 10 2.67±1.23a

实验 2 组 10 0.98±0.48ab

F 值 12.747

P 值 ＜ 0.001

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与实验 1 组比较，bP ＜ 0.05

表3 3 组大鼠造模后 14 d 的 N-myc、Nrf2 表达比较（x±s）

组别 只数 N-myc Nrf2

对照组 10 0.87±0.33 1.37±1.42

实验 1 组 10 2.01±1.44a 3.82±1.04a

实验 2 组 10 5.62±1.03ab 8.24±1.22ab

F 值 9.422 7.584

P 值 0.001 0.009

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与实验 1 组比较，bP ＜ 0.05

表4 3 组大鼠造模后 14 d 的海马神经元细胞活性与存活率

比较（x±s）

组别 只数 吸光度 存活率 (%)

对照组 10 0.32±0.10 50.02±8.22

实验 1 组 10 0.56±0.08a 56.29±4.65a

实验 2 组 10 0.78±0.19ab 61.03±5.11ab

F 值 8.221 6.583

P 值 0.004 0.013

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与实验 1 组比较，bP ＜ 0.05

讨论 血管性痴呆的致病基础为脑血管病，功

能缺损主要体现在认知、记忆力等方面，能够造成

患者认知障碍及获得性功能减退。该病是中老年人

群的常见病、多发病，同时也给患者家庭和社会带

来越来越沉重的负担。现代研究表明血管性痴呆最

普遍的病理学机制为脑缺血造成损害，由于存在脑

缺血导致大脑出现缺氧［9-10］。该病目前尚无有效的

药物与疗法，但在疾病早期给予治疗可显著减轻患

者临床症状。

奥拉西坦能促进磷脂胆碱和磷脂乙醇胺合成，

对特异性的中枢神经通路有介导作用，稳定神经细

胞膜结构和机能，促进大脑皮质联络纤维突触的可

塑性［11］。本研究显示 3 组造模后 1 d 的逃避潜伏期

比较差异无统计学意义，实验组造模后 7 d 与 14 d

的逃避潜伏期都低于对照组，实验2组低于实验1组；

造模后 14 d 实验组的海马神经元细胞活性与存活率

显著高于对照组，实验 2 组也显著高于实验 1 组，表

明奥拉西坦能改善血管性痴呆大鼠的认知损伤和海

马神经元损伤。

氧化应激损伤是机体受到有害刺激时体内氧

化系统和抗氧化系统失衡，从而引起组织不可逆的

损伤。在正常生理状态下，ROS 浓度较低，活化转

录因子、诱导细胞凋亡，从而参与介导多种生理活动。

当脑组织缺氧时，可造成ROS堆积，生成的过氧化脂

质进一步降解后形成对神经元具有毒性的醛类，从而

对脑组织产生进一步损伤；同时ROS可使蛋白质发生

变性，从而导致酶失活，造成细胞功能受阻［12］。本

研究显示造模后 14 d 实验组的 NADPH 氧化酶活性

均低于对照组，实验 2 组显著低于实验 1 组，NADPH

氧化酶是氧化应激的主要来源，因此这些数据表明

奥拉西坦可降低血管性痴呆大鼠海马的氧化应激损

伤，降低 ROS 增加。奥拉西坦具有抗氧化作用，能

够有效抑制慢性脑低灌注损伤导致的海马神经元凋

亡的发生。相关研究也表明奥拉西坦还可以增加小

鼠海马部位 K+ 介导的乙酰胆碱的释放，提升小鼠对

空间的认知能力；其也可以增加大鼠的下丘脑神经

元钠钾电流，进而改善脑功能［13］。

海马是人体记忆功能的活动中枢，对于脑组织

的缺氧、缺血等损伤极为敏感。过量活性氧可引起

线粒体脱氧核糖核酸和呼吸链损伤，引发 ROS 的进

一步生成，引发脑组织内的微循环异常，导致神经

毒性损伤。Nrf2 为抗氧化转录因子，具有神经保护

作用，可通过 Keap1-Nrf2-ARE 通路或者 AMPK-Nrf2

通路发挥抗氧化作用［14］。N-myc是一个原癌基因，

也是一个生长调节基因，在对多种组织器官的生长

发育有重要的调节作用［15］。本研究显示造模后14 d
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实验组的 N-myc、Nrf2 蛋白相对表达含量都显著高

于对照组，实验 2 组显著高于实验 1 组，这些结果表

明，一方面奥拉西坦可通过增加 Nrf2 的表达，促进

抗氧化作用，缓解脑缺氧导致的氧化损伤。另一方

面，奥拉西坦增加 N-myc 的表达，促进神经元的再

生，产生神经保护作用。本研究也有一定的不足，

Nrf2 介导的抗氧化途径比较多，本研究只分析了单

一途径，且本研究没有设置空白对照，可能存在研

究偏倚，将在后续研究中深入分析。

总之，奥拉西坦可改善血管性痴呆大鼠的认知

损伤和海马神经元损伤，其机制可能与激活 Nrf2

介导的抗氧化途径及 N-myc 介导的神经元生长途径

有关。
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