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姜黄素在脑血流低灌注致血管性痴呆青年鼠 

和老年鼠中的作用及差异比较 

戴颂阳 ，向 月 ，张 鹏 ，田茗源 ，杨 军 ，张 雄 ，李 昱 

(重庆医科大学基础医学院 1．病理教研室；2．神经科学中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察姜黄素(curcumin)对脑血流低灌注所致血管性痴呆(vascular dementia，VD)青年鼠和老年鼠学习记忆能力 

以及海马组织形态学的影响，并进一步观察比较姜黄素对VD的疗效是否有年龄差异性。方法：分别将50只青年及 50只老年 

Sprague—Dawley(SD)大鼠随机分为正常对照组、假手术组、单纯缺血组(2vo)组、低剂量组 curcumin，50 mg／kg)及高剂量组(100 

ms／ks)，每组各 lO只，采用永久性双侧颈总动脉结扎法(2VO法)制备 VD模型。药物治疗组于术后24 h开始每日腹腔注射 

curcumin，连续给药30 d；采用 Morris水迷宫实验测试两个年龄段各组大鼠的学习和空间记忆能力变化；采用HE染色和尼氏 

(Niss1)染色观察两个年龄段各组大鼠海马CA1区组织形态学改变。结果：Morris水迷宫试验表明，脑血流低灌注可导致老年大 

鼠及青年大鼠学习记忆能力下降(P<0．05)，经姜黄素处理后学习记忆能力均明显改善(尸<0．05)；HE染色及尼氏染色显示脑血 

流低灌注可导致老年及青年 VD大鼠海马CA1区出现病理形态学改变。姜黄素能减轻老年及青年VD大鼠海马CA1区的病理 

形态学改变；但2个年龄段大鼠间的学习记忆能力及病理改变差异无统计学意义(尸>0．05)。结论：姜黄素能减轻老年及青年VD 

大鼠的脑损伤并改善认知功能障碍，其治疗效果具有一定的量效关系，但无年龄差异性；减轻海马组织的病理性损伤可能是姜 

黄素改善 VD大鼠认知功能障碍的机制之一。 
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Curcumin reduce brain damage and improve cognitive dysfunction 

of vascular dementia rats in dose—dependent manner without age difference 

Da／Songyang1,Xiang Yue1,ZhangPen ，Tian Mingyuani，YangJuni，ZhangXiong 2，Li Yul 

(1．Teaching and Research Section ofPathology；2．Institute ofNeuroscience，College ofBasic Medicine， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effect of curcumin on learning and memory ability and the morphology of the hippocampus of 

young and aged rats with vascular dementia(VD)induced by cerebral hypoperfusion，then to further explore if the effect of curcumin 

has any difference in different ages．Methods：Both young and aged rats were randomly divided into normal group，sham-operated 

group，2VO group，2VO+curcumin 50 ms／ks group and 2VO+curcumin 100 mg／kg group(10 rats in each group)．Permanent occlusion 

of bilateral common carotid arteries ligation(2VO)method was used to set up cerebral ischemia mode1．The rats were injected in— 

traperitoneally with curcumin or DMSO once daily for 30 d．The changes of learning and memory ability of rats were tested in the Morris 

water maze；the pathological changes of CA1 region of the hippocampus were measured by HE and Nissl staining．Results：Morris water 

test showed that 2VO method could reduce learning and memory of young and aged VD rats(P<O．05)，while curcumin could improve 

them(P<O．05)．HE and Nissl staining results showed that 2VO method led to pathological changes of CA1 region in young and aged 

VD rats(P<0．05)，and curcumin could reduce the injury(P<0．05)．No notable difference was found between rats at different ages(P> 

0．05)．Conclusion：Curcumin can reduce the brain damage in young and aged VD rats and improve cognitive dysfunction．and the 
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effect was dose—dependent，without age difference．Our study 

suggests that the pathological injury of the hippocampus might 

be one of the mechanisms of curcumin on improving cognitive 

impairm ent of VD rats． 

【Key words]vascular dementia；curcumin；learning and memory； 

hippocampus；histopathology；Morris water maze 
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血管性痴呆 vascular dementia，VD)是指由各 

种脑血管疾病导致脑损伤而引起的获得性渐进性 

智能损害综合征，是仅次于阿尔茨海默病的第二大 

痴呆类型[11。目前导致VD的确切病因尚不十分清楚。 

普遍认为缺血性脑血管疾病是导致VD的主要因素 

之一_2_3】。流行病学研究发现高血脂、高血压、糖尿 

病、不良饮食习惯、烟酒嗜好等是脑血管疾病的危 

险因素。随着社会生活水平的不断提高，这些危险 

因素在青年人群中的出现率越来越高，但目前对于 

YD的基础研究大多是以老龄化动物模型为主．对 

于青年模型的研究报道很少。 

姜黄素(curcumin)，是姜科草本植物姜黄根茎 

的主要成分，具有抗炎、抗菌、抗氧化、抗肿瘤等药 

理作用．由于其毒性低，具有良好的临床应用潜力。 

研究已经发现。姜黄素对阿尔茨海默病(Alzheimer’S 

disease，AD)等神经退行性疾病具有神经保护作 

用【 51。但姜黄素对脑血流低灌注导致的脑损伤的作 

用目前还不清楚。本实验拟采用永久性双侧颈总动 

脉结扎术(two-vesselocclusin，2vo)方法建立 VD大 

鼠模型．观察脑血流低灌注对青年鼠及老年鼠认知 

功能障碍以及病理形态学的影响，并观察比较其影 

响是否有年龄差异性，然后观察姜黄素对VD老年 

鼠及青年鼠认知功能障碍以及病理形态学的作用， 

并进一步探讨其作用是否有年龄差异性，为VD的研 

究和防治提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂及仪 器 

姜黄素与二甲基亚砜(DMSO)均购自美国Sigma Aldrich 

公司；苏木素、伊红染液由重庆医科大学临床病理诊断中心 

提供：SLY—WMS2．0 Morris水迷宫选自北京硕林苑科技有限 

公司。 

1．2 实验动物及分组 

100只健康Sprague—Dawley大鼠(其中50只3~6月龄， 

5O只l8 24月龄，雌雄不限)，体质量250～300 g，均购自重庆 

医科大学动物实验中心(动物许可证号：SCXK2007—0001)。 

将两个年龄段大鼠分别随机分为5组，每组各 10只。即：正 

常对照组，假手术组，单纯缺血组，药物处理组分为高剂量组 

(姜黄素 100 mg／kg)和低剂量组(姜黄素50 mg／kg)。姜黄素 

用 DMSO溶解(1％，v／v)，治疗组于术后 24 h开始腹腔注射， 

正常对照组、假手术组、单纯缺血组用等量的DMSO腹腔灌 

注，共持续 1月。30 d后进行Morris水迷宫行为学测试。手术 

处理前后所有大鼠于SPF级动物房喂养，温度24℃一25 cC，湿 

度40％ 70％，每日8：00至20：00给予光照。实验中所涉及的 

动物均得到重庆医科大学动物委员会的认可。 

1．3 VD大鼠模型的制备 

将大鼠用浓度为 3．5％的水合氯醛溶液，按照 O．35 mg／g 

的剂量进行腹腔注射麻醉后，颈部备皮并消毒，然后沿颈正 

中切开皮肤并钝性分离皮肤，分别在双侧颈前三角区找到双 

侧颈总动脉并将其钝性分离暴露，缺血组(2vo)用双重手术 

缝线结扎动脉血管，然后单纯间断缝合皮肤、对皮、酒精消 

毒；假手术组只分离双侧颈总动脉而不结扎，其余过程与手 

术组相同。 

1．4 Morris水迷宫行为学测试 

试验方法采用经典Morris水迷宫实验方法。实验于给药 

30 d后进行。在老年鼠和青年鼠中分别随机选取29只大鼠 

进行实验，其中包括正常组7只，假手术组7只，2VO组 5只， 

低剂量组(curcumin 50 mg／kg)5只 ，高剂量组 (100 mg／kg)5 

只，实验共进行 6 d。所有实验过程中水迷宫测试的房间内要 

保持安静，且训练期间迷宫外的参照物保持不变，以免影响 

实验结果。 

1．4．1 定位航行实验 用该实验对大鼠进行训练，从而观测 

2V0大鼠对水迷宫空间学习和记忆的获取能力。实验共进行 

5 d，第 1天进行可视平台实验：平台露出水面约 1 am，实验 

前先将大鼠置于平台上适应 5 s。随后分别从4个象限的固 

定点面壁置人池内，通过影像系统记录大鼠在 60 S内找到平 

台所用时间及所经过路程。如果大鼠在 60 s仍未找到平台， 

则由实验者牵引其到平台上，并让大鼠停留约 10 s，再放回， 

并记录时间为60 S。第 1天每只大鼠进行4次实验，训练间 

隔时间应为 1 h。第2～5天进行隐蔽平台实验：将平台置于 

水下 O．5 cm．并用白色无毒油漆使水变为白色浑浊状，致肉 

眼看不清水下平台，将各大鼠分别从 4个象限的固定点面壁 

置人池内。训练方式与可视平台实验相同。每天游4次，间隔 

1 h。 

1．4．2 空间探索实验 在水迷宫实验的第 6天，撤去水下平 

台，在第 1或者第 4象限(本实验选择第 1象限)的同一入水 

点将大鼠面向池壁放入水中，让大鼠在水池内搜索平台60 S， 

观察并记录下大鼠在原平台所停留的时间(s)以及游泳的距 

离(m)，作为评价大鼠空间学习和记忆能力的指标。 

1．5 动物脑组织病理形态检测 

1．5．1 动物脑组织切片制备 在水迷宫实验结束后，在青年 

鼠和老年鼠的各组大鼠中随机选取 2只用3．5％水合氯醛进 

行腹腔注射麻醉 1 mYlO0 g)，暴露心脏，从心尖部注入PBS 

缓冲液(1x，pH7．4)，当由右心耳流出无色、透明的液体时，开 

始注入4％的多聚甲醛至四肢僵硬后，停止灌注。迅速断头取 

脑，将脑组织放人4％多聚甲醛溶液中固定，24 h后进行梯度 

酒精脱水，二甲苯透明，常规石蜡包埋切片(厚度约4～5 m)。 

1．5．2 HE染色 将制备好的脑组织切片进行二甲苯脱蜡、 

梯度酒精脱水，然后放入双蒸水中浸泡 3 rain，苏木素染液染 

色10 min后流水冲洗3 min。然后放人 1％盐酸酒精浸泡 15 S 

后流水洗 3 min，促蓝液浸泡20 S后流水洗 15 rain，伊红复 

染5 min后流水冲洗3 min，然后经梯度酒精脱水，各3—5 min， 
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然后用二甲苯透明，各3～5 min，最后用中性树胶封片。在光 

学显微镜下观察，对每张玻片的海马CA1区，在高倍镜下 

(200 X)随机选取4个视野计数神经元数量，取平均值闻。 

1．5_3 尼氏染色 将脑切片进行脱蜡．然后用双蒸水冲洗切 

片3 min后将切片放入 1％的甲苯胺溶液中。室温条件下浸染 

35 min。然后用双蒸水冲洗切片5 min，然后将切片置于梯度 

酒精脱水，每个浓度 3 min，然后用二甲苯使切片透明，各 

3 min，最后用中性树胶封片，然后在每张玻片的海马区，于 

高倍镜下(200 X)随机选取5个视野计数尼氏染色阳性细胞， 

取平均值m。 

1．6 统计学分析 

采用 SPSS 18．0软件对各组数据进行统计分析．所有数 

据均用均数 ±标准差( ±s)表示。各组数据比较采用单因 

素方差分析和多因素重复测量方差分析，检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 姜黄素改善脑血流低灌注老年大鼠及青年大鼠的学习 

和空 间记 忆能力 

各组大鼠在给予不同的处理30 d后进行Morris水迷宫 

实验，经过连续5 d的训练，在第6天拆掉平台后．记录下每 

组大鼠在原平台所在的象限停留的时间(s)以及游泳的距离 

(m)。结果显示：老年大鼠及青年大鼠2VO组的停留时间及 

象限内游泳的距离均低于相应的正常组及假手术组。表明老 

年及青年大鼠的2VO组均有明显的空间学习和记忆障碍。 

而用姜黄素处理后，2种年龄大鼠姜黄素低剂量组及高剂量 

组的上述2项数据分别较2VO组明显升高。表明姜黄素对2 

个年龄段的VD模型大鼠空间学习和记忆障碍具有改善作 

用(见表1)。 

但经析因设计方差分析发现(见表2及表3)，在2个年 

龄段的大鼠之间，象限停留时间无差异( O．309，P=0．581)， 

游泳距离也无差异( l_191，P=-0．281)。 

2．2 姜黄素对脑血流低灌注老年大鼠和青年大鼠海马形态 

学变化的比较 

如图1及表4的结果所示，在老年及青年脑血流低灌注 

大鼠模型中，相应的正常组(Norma1)及假手术组(Sham)的海 

马锥体细胞排列整齐，细胞完整，核仁清楚。2VO组与相应的 

对照组及假手术组相比。均发生了明显变化：椎体细胞突起 

断裂、变短或消失，轮廓模糊，椎体神经元及胶质细胞严重皱 

缩、深染，核仁不清，部分椎体神经元脱失。姜黄素处理组海 

马CA1区的异常形态学变化均明显减轻。统计结果显示， 

2VO术后。老年及青年大鼠海马 CA1区神经元数为相较于 

正常对照组和假手术组明显减少。姜黄素处理后，老年及青 

年大鼠海马CA1区神经元数量较 2VO组均明显增加，且差 

异有统计学意义。但 2个年龄阶段大鼠模型神经元数目并无 

统计学差异。 

如图 1及表 4结果所示，2VO术后 ，老年及青年大鼠海马 

CA1区尼氏染色阳性的神经元数较正常对照组和假手术组 

均明显减少。姜黄素处理后，尼氏染色阳性的神经元数与2VO 

组比较，数量均明显增加，且差异有统计学意义。 

但经析因设计方差分析发现，在2个年龄段的大鼠之间， 

各组海马CA1区椎体细胞数( 0．824，P=0．369)及尼氏染色 

阳性细胞数( 1．488，P=0．230)的数据均未见明显的统计学 

差异(见表 5．6)。 

表 1 各组老年大鼠及青年大鼠的象限停留时间及游泳距离 (i± ) 

Tab．1 Residence time and swimming distance of each group(i±S) 

注：a，与 2VO组比较 P<O．01；b：与 2VO组比较 P<0．05 

表 2 象限停留时间影响的析因设计方差分析 (年龄 X处理因素 ) 

Tab．2 Factorial variance analysis of residence time(age×processing factors) 

注ta，P>0．05．b：P>O．05 
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表 5 海马 CA1区锥体细胞数影响的析因设计方差分析 

(年龄X处理因素 J 

Tab．5 Factorial variance analysis of the number of pyramidal 

ceIfsf agingXprocessing facf0rs) 

注：a TP>0．05；b：P>0．05 

表 6 海马CA1区尼氏染色阳性细胞数影响的析因设计方差分析 

(年龄X处理因素 ) 

Tab．6 Factorial variance analysis of the number of nissl bodies 

(aging×pm~ssing fac~m) 

变异来源 SS d厂 MS F P 

年龄 722 I 722 1．488 0．23 

处理因素 14492 4 3 623 7．467 0．O00 

年龄 X处理因素 148 4 37 0．076 0．989 

误差 19 408 40 485．2 一 一 

注：a，P>O．05Ib：P>0．05 

3 讨 论 

目前认为导致 VD的基础疾病是脑血管疾病， 

而缺血性损害是其主要原因之一。研究已经证实， 

脑血流低灌注是导致VD等神经退行性疾病的重要 

病理过程 。由于目前对VD尚无完整而统一的认 

识，因此建立一种能够模拟临床上 VD病人病情发 

生发展过程的VD动物模型对于其基础研究有非常 

重要的意义。大鼠具有完整的大脑Willis环侧枝循 

环通路。在血管阻塞后，Willis环后交通支过度开 

放，能为大脑提供部分血流．使其有较好的代偿和 

适应能力。可以造成比较稳定而持久的全脑性脑血 

流灌注不足，适合用来观察血流灌注不足的长期效 

应。因此，本实验选择大鼠作为来制作研究VD的模 

型。Tsuehiya等【 啊于究发现。大鼠在2VO术后 2．5 h． 

海马CA1区脑血流量下降为正常的5 1．2％。Oton等u] 

发现，在 2VO术后 2 d．海马 CA1区脑血流量为正 

常对照组的33％～58％，术后 1周仍然有类似的下降， 

术后 4周逐渐恢复正常，差异有统计学意义。提示 

2VO模型确实能有效的造成脑血流低灌注的状态． 

并且海马是脑缺血的敏感区之一。另外．近年来的 

研究发现 2VO术后大鼠会出现明显认知功能和记 

忆功能的障碍㈣。因此。大鼠2VO模型可以作为模 

拟血管性痴呆研究的理想模型之一。水迷宫实验已 

经被证实为评价大鼠空间学习和记忆能力的一种 

有效方式[11】。本实验中MoEis水迷宫实验结果表明， 

2VO术后的老年鼠和青年鼠均出现严重的学习记 

忆障碍。表现为相比于对照组和假手术组，2VO组 

在原平台所停留的时间明显缩短，以及游泳的距离 

明显延长，这可以表明我们的模型模拟是有效的。 

海马是大脑中与认知和记忆功能有关的关键 

区域之一。研究发现海马内神经元损伤可以通过直 

接影响神经元突触的可塑性，从而对信息的传递和 

处理产生影响，进一步导致认知和记忆功能障碍【 。 

研究发现，海马是对脑缺血最敏感的部位之一【131。尼 

氏小体是神经元胞体内的特征性结构之一，主要由 

核糖核酸和蛋白质构成。呈粒状、微粒状或虎斑状， 

分散在神经元胞质的内部。是合成蛋白质的场所， 

主要分布于神经元胞体和树突内，由发达的粗面内 

质网和游离的核糖体构成。正常情况下，各种神经 

元的尼氏小体均有特定的数量和特征性形态。当神 

经元受到损伤时，可引起尼氏小体由正常的网状结 

构崩解为细沙颗粒状，同时伴随颜色变浅，甚至溶 

解消失。但是，尼氏小体的病变是可逆的，当病因去 

除后。若神经元胞体没有死亡，溶解的尼氏小体则 

可以重新出现，细胞代谢也可逐渐恢复【 。人们通常 

通过病理学方法观察尼氏小体的数量和形态，来判 

断神经元是否发生病理变化旧。因此，本实验通过海 

马区椎体细胞的形态学观察及计数，以及对尼氏染 

色阳性的神经元计数，来寻求脑血流低灌注所致的 

血管性痴呆的机制。 

本实验结果表明。2VO组的海马损害严重。CA1 

区的椎体细胞层变薄，神经元变性，部分神经元脱 

失，神经元的数目明显降低；老年鼠组与青年鼠组 

之间的改变无显著性差异，并且两个年龄段大鼠的 

病理表现与其行为学变化相一致。说明海马椎体细 

胞的坏死可能是脑血流灌注不足导致痴呆的病理 

学基础之一，同时也说明海马区的缺血可能是导致 

VD大鼠认知和记忆功能障碍的原因。 

研究表明，在各种痴呆类型中，VD是可以防治 

的类型之一。针对危险因素的治疗可在早期改善脑 

血供，从而去除罹患VD的危险因子。因此很多学者 

认为对 VD的研究应该主要集中在起始阶段，在初 

始阶段就给予干预和治疗。可以延缓甚至逆转病情 

的发生发展。但迄今为止还没有发现一种可以防治 
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VD的确切有效的药物㈣。姜黄素具有抗炎、抗菌、抗 

氧化、抗肿瘤、抗凝、降低血脂等广泛的药理作用， 

还具有广泛的化学预防特性，对AD、帕金森氏病等 

中枢神经退行性疾病也有良好的保护作用f4_5】，具有 

良好的临床应用潜力。目前关于姜黄素对脑血管疾 

病的防治作用相关报道有很多，但到目前为止．姜黄 

素治疗 VD的具体机制尚无定论。本实验中，2VO 

后的老年大鼠和青年大鼠在连续每日饲喂姜黄素 1 

个月后，空间学习和记忆能力都明显得到改善。且海 

马病理损伤也都明显减轻。这可能是姜黄素通过其 

广泛的生物学效应调节胶质细胞和神经元的形态 

和功能，进而增强海马组织对缺血的耐受性。也可 

能是姜黄素通过某些机制刺激了神经的发生，进而 

代替了丢失神经元的功能。通过比较分析后发现。姜 

黄素对血管性痴呆的疗效在老年鼠组和青年鼠组 

无显著性差异，说明在本实验中所使用的姜黄素治 

疗剂量对VD的疗效可能没有年龄差异性。这种结 

果，可能是由于VD的发生发展往往涉及多种复杂的 

机制 。而姜黄素在中枢系统中具有广泛的作用靶 

点，可通过多种机制来发挥神经保护作用。 

总之，本实验结果证实了脑血流灌注不足可以 

导致海马区发生明显的病理性改变，并且这种病理 

改变可能是认知功能障碍的病理基础之一。另外， 

本实验结果提示，姜黄素不仅能改善老年鼠的认知 

功能障碍和病理损伤，还能改善 2VO对青年鼠的影 

响，但未见显著年龄差异性。这一结果可以为临床 

利用姜黄素对脑缺血患者进行早期的干预治疗，减 

轻海马区病理损伤．并最大限度发挥脑保护功能， 

进而预防脑缺血患者进一步发展为VD提供理论依 

据，并为不同年龄脑缺血人群的临床用药提供理论 

指导。然而，姜黄素对VD的神经保护作用的分子机 

制尚不清楚，仍有待进一步深入研究探讨。 
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