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红花黄色素对老年大鼠认知功能障碍的影响及机制

郑�诗�张�辉�梁�飞
广东省第二人民医院�广东�广州�510220

摘�要：目的：探究红花黄色素对老年大鼠认知功能障碍的作用效果及机制，并探讨红花黄色素剂量高低与作用

效果之间关系，为认知功能障碍的防治提供了新方向。方法：我们选择25只15-16周SD大鼠，所有大鼠结束适应性饲
养后，均予D-半乳糖皮下注射构建大鼠衰老模型，随机分为5组（每组5只），分别是对照组、模型组、低剂量组、高
剂量组、高剂量+抑制剂组，其中低剂量组、高剂量组、高剂量＋抑制剂组分别由尾静脉注射1ml/kg、5ml/kg、5ml/kg
的红花黄色素注射液，而高剂量＋抑制剂组进行红花黄色素注射后一并完成腹腔注射1.5mg/kg LY294002，对照组、模
型组分别注射5ml/kg生理盐水。除对照组外，其他各组均进行七氟烷麻醉，七氟烷浓度3.2%，流量2L/min，持续6小
时。麻醉后进行水迷宫实验，检测各组大鼠潜伏期、穿越平台次数，采用ELISA检测大鼠血清TNF-α、IL-10水平，HE
染色大鼠脑组织，TUNEL染色检测海马区凋亡情况及计算凋亡率，采用Western Blot检测海马区组织PI3K、AKT蛋白
水平。结果：水迷宫结果显示麻醉后各时间点模型组潜伏期均比对照组明显延长（P < 0.05），高剂量组潜伏期较模
型组缩短（P < 0.05），而低剂量组在麻醉后第3-5天潜伏期与模型组相比稍缩短，但差异无统计学意义（P > 0.05），
高剂量+抑制剂组与高剂量组相比，两组潜伏期未见明显差异（P > 0.05）；穿越平台次数结果显示，高剂量组和低剂
量组的穿越平台次数较模型组增多（P < 0.05），高、低剂量两组穿越平台次数相比差异无统计学意义（P > 0.05），
高剂量+抑制剂组与高剂量组穿越平台次数相比差异无统计学意义（P > 0.05）；ELISA结果显示高剂量组和低剂量组
血清TNF-α含量均低于模型组，IL-10均高于模型组（P < 0.05）；低剂量组与高剂量组相比，两组TNF-α差异无统计学
意义（P > 0.05），而高剂量组IL-10较低剂量组升高更明显（P < 0.05）；HE染色结果提示模型组脑组织结构紊乱，
炎症细胞浸润，而低、高剂量组较模型组大鼠脑组织结构清晰，炎症浸润较少；TUNEL染色结果显示低、高剂量组海
马区神经元凋亡率较模型组减轻（P < 0.05），高剂量组与低剂量组相比，凋亡率无显著差异（P > 0.05）；脑海马取
组织Western blot结果提示高剂量组和低剂量组PI3K含量较模型组稍升高，但差异无统计学意义（P > 0.05），而高剂
量组、低剂量组AKT蛋白水平较明显模型组下降，且低剂量组AKT含量下降更明显（P < 0.05）。结论：红花黄色素
能有效改善老年大鼠麻醉后认知功能障碍，抑制炎症，抑制神经元凋亡，具有潜在的神经保护功效，为POCD的防治
提供了新方向，红花黄色素剂量高低与改善效果强弱并不完全一致，红花黄色素干预剂量仍需要后续研究，本研究结

果尚不支持红花黄色素改善认知功能障碍的机制与PI3K/AKT通路有关。
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如今有更多老年人为了挽救生命、提高生活质量而

接受麻醉、手术治疗。尽管围术期麻醉手术和器官保护技

术已取得重大进步，但老年患者认知功能障碍仍有较高

发生率，据报道麻醉手术后认知功能障碍发生率为17%-
43%[1]，其主要表现为记忆、学习等认知能力下降[2]。术

后认知功能下降对高龄患者术后康复产生重大影响，不

仅延长住院时间，增加医疗成本与死亡率，而且严重影

响患者出院后社会参与能力和日常生活能力[3-4]。*
临床研究发现高龄（> 65岁）是围术期认知功能障

碍的独立危险因素之一[2,5]，高龄患者在手术和麻醉后遭

受更深远的有害认知影响，另外，机体慢性炎症状态如

基金项目：广东省中医药局科研项目（项目编号

20212004）

糖尿病、代谢综合征以及多发性硬化等亦是认知功能障

碍的重要危险因素[6-8]。尽管认知功能障碍的发病机制尚

不明确，但是多项研究发现全身及神经炎症与术后认知

功能障碍有关，有学者提出了认知功能障碍炎症假说理

论，即炎症在中枢神经元活动中引起功能性破坏，最终

导致认知功能障碍，此类假说得到诸多动物及临床研究

的肯定 [9-15]，麻醉药物亦可引起神经炎症的出现或者加

重[16-17]。近年有研究支持PI3K-AKT信号传导在炎症中的
核心作用，PI3K/Akt通路作为高度保守的细胞内信号转导
途径之一，响应细胞外信号，对细胞代谢、增值、凋亡

等过程有重要意义。有研究发现异常PI3K-AKT信号传导
可能导致神经炎症的发生和持续存在[18-20]，同时对该通路

的调节可能成为调控神经炎症的一种可行手段[21]。炎症
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假说也为POCD预防及治疗等研究提供了理论基础，近几
年有少许研究尝试通过控制炎症来预防干预术后认知障

碍[22-25]。

红花黄色素（SY）是从红花花瓣中提取的化合物，
是红花的主要活性成分，是一种水溶性黄酮，其成分为

羟基红花黄A（HSYA）、无水红花黄B（AHSYB）和其
他小分子化学物质[26]。目前研究发现红花黄色素具有多

种药理活性，包括减轻炎症、抗氧化等[27-29]，现阶段关于

红花黄色素研究多集中于治疗心脑血管疾病以及糖尿病

等方面[30,31]，其与认知功能障碍之间的相关报道少见，且

对红花黄色素剂量高低与药理作用效果的探讨较少。鉴

于红花黄色素显著抗炎效果，故我们推测红花黄色素可

能对老年大鼠认知功能障碍有改善效果，因此本研究目

的是探究红花黄色素对老年大鼠认知功能障碍的作用，

并探讨红花黄色素剂量高低与作用效果之间关系，以及

其作用机制是否与PI3K-AKT信号通路相关。
1��实验方法

1.1  动物饲养与处理
选取雄性15-16周龄SD大鼠25只（北京华阜康生物科

技股份有限公司，许可证号SCXK（京）2019-0008），
饲养于温度20-26℃，湿度40%-70%，12h光照/12h黑暗条
件下。本实验通过江西中洪博元生物技术有限公司实验

动物福利与伦理委员会伦理审批，编号2022050501。
所有大鼠先进行1周适应性饲养，之后进行衰老处

理。所有组大鼠均予以D-半乳糖（厂家：源叶生物批
号：N13GS167640）0.125g/kg/d予头颈部皮下注射，连
续注射6周。所有大鼠衰老处理后，被随机分为5组：1）
对照组2）模型组3）低剂量组4）高剂量组5）高剂量+
抑制剂组。低剂量组、高剂量组、高剂量+抑制剂组进
行红花黄色素（厂家：山西德元堂药业有限公司，国药

准字Z20050582）预处理，低剂量组尾静脉注射1ml/kg红
花黄色素，高剂量组尾静脉注射5ml/kg红花黄色素，高
剂量+抑制剂组尾静脉注射5ml/kg红花黄色素，且一并完
成1.5mg/kg LY294002腹腔注射（LY294002，是一种常用
的PI3K抑制剂，厂家：MedChemExpress MCE，批号：
114710），对照组、模型组则尾静脉注射5ml/kg生理盐
水。注射完成1小时后，除对照组外，其他组均放入七氟
烷麻醉机内，七氟烷浓度3.2%，流量2L/min，持续6小
时，构建麻醉后认知障碍模型。

麻醉后第1-5天，进行水迷宫定位航行实验，第6天进
行空间搜索实验。水迷宫结束后，取各组动物血清采用

ELISA检测炎症因子TNF-α、IL-10水平；取脑组织做HE
染色检测组织形态病理变化；TUNEL染色检测脑组织海

马区神经元凋亡情况；Western blot检测海马组织PI3K、
AKT蛋白水平。

1.2  水迷宫实验
麻醉后第1-5天进行水迷宫定位航行实验，在Morris

水迷宫水池水面以下1cm处放置一个直径10cm的圆形平
台。打开视频录制系统，设置定时采集时长为1min20s，
大鼠台上停留时间为5s，每只大鼠随机选一个方向放入水
中，记录大鼠入水时间和上台时间，如果60s内大鼠找到
隐藏的平台，让大鼠在平台上待20s，再捞起来擦干水放
回鼠笼中。如果60s内大鼠没有找到隐藏的平台，则需要
引导大鼠游回平台，让大鼠在平台上待20s，再捞起来擦
干水放入鼠笼中。每只大鼠每天游四次，每次从不同的

方向放入水中，每游完一次让大鼠休息20分钟。60s内大
鼠找到隐藏的平台，则大鼠的潜伏期为上台时间减去入

水时间，超过60s找到平台，则大鼠的潜伏期为60s。视频
录制结束后识别轨迹，计算指标。空间搜索实验：于隐

匿台定位航行实验结束后次日去除平台，记录其120s内穿
越原平台的次数，即为穿越平台次数。

Morris水迷宫老鼠的起点位置半随机化表

时间 训练实验1 训练实验2 训练时间3 训练实验4
第1天 S E WS EN
第2天 WS S EN E
第3天 EN WS E S
第4天 E EN S WS
第5天 S E WS EN
第6天 SE

1.3  ELISA检测
采用E L I S A检测各组大鼠血清样本中炎症因子

TNF-α、IL-10的水平，ELISA试剂盒为白细胞介素10
（IL-10）试剂盒（MM-0195R1，江苏酶免实业有限公
司），肿瘤坏死因子α（TNF-α）试剂盒（MM-0180R1，
江苏酶免实业有限公司）。水迷宫实验结束后次日，采

集各组大鼠全血，在室温放置2小时后1000×g离心20分
钟，取血清。按照试剂盒说明书进行ELISA检测，用酶标
仪在450nm处测定各孔吸光度（OD）值。

1.4  HE染色
脑石蜡切片经烤片、脱蜡、水化后，用苏木素染液

染色3-5min，流水冲洗后，用1%盐酸酒精分化，反蓝液
反蓝，伊红染色3-5min后，切片脱水，封片，在显微镜
（BX43，Olympus）下观察。

1.5  TUNEL检测
脑组织石蜡切片经烤片、脱蜡、水化后，用

Proteinase K进行抗原修复，用TUNEL检测液37°C避光
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孵育2h，复染DAPI后，封片，在荧光显微镜（BX53，
Olympus）下观察。DAPI染出来的细胞核在紫外的激发
下为蓝色，凋亡染色阳性为相应荧光素标记的红光。在

400倍光学显微镜下随机取海马区5个不重叠视野，统计
相应视野内神经元细胞数和凋亡阳性细胞数。细胞凋亡

率=凋亡阳性细胞数/神经元总数。
1.6  Western blot 检测
采用Western blot检测海马组织PI3K、AKT蛋白的表

达水平。内参一抗Mouse Anti-GAPDH（HC301，TransGen 
Biotech）；二抗：HRP conjugated Goat Anti-Mouse IgG 
（H+L）（GB23301，Servicebio）；目的一抗：Rabbit 
Anti PI3K（20584-1-ap，Proteintech）；目的一抗：Mouse 
Anti AKT（bs-0115M，Bioss）；二抗：HRP conjugated 
Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）（GB23303，Servicebio）。
取大鼠海马组织，加入RIPA裂解液（C1053，北京普利莱
基因技术有限公司），用组织研磨仪进行研磨，直至研磨

充分， 12000 r/min高速离心机4℃离心10min，取上清液，
使用BCA蛋白定量试剂盒（E-BC-K318-M，Elabscience）
对PI3K、AKT总蛋白进行定量。之后，对蛋白样品进
行加热变性（100℃，5min）后，进行十二烷基苯磺酸
钠凝胶电泳（SDS-PAGE）1.5h，后用300 mA恒流转膜
1.5h。PVDF膜（IPVH00010，Millipore）用专用脱脂奶
粉（P1622，北京普利莱基因技术有限公司）封闭后，
一抗4℃孵育过夜，次日PVDF膜室温孵育二抗2h，用发
光液浸湿PVDF膜，置于超高灵敏度化学发光成像系统
（Chemi DocTM XRS+，伯乐生命医学产品（上海）有限
公司）中进行显影。所使用的抗体及对应稀释倍数如下

表所示：

抗体名称 稀释倍数

Mouse Anti-GAPDH 1∶2000
Rabbit Anti PI3K 1∶1000
Mouse Anti AKT 1∶1000

HRP conjugated Goat Anti-Mouse IgG （H+L） 1∶2000
HRP conjugated Goat Anti-Rabbit IgG （H+L） 1∶2000

2��统计学分析�

以上所有实验均至少重复3次。所有结果均采用均
数±标准差（X±SD）表示。采用SPSS19.0进行统计学分
析，多组之间采用ANOVA单因素方差分析。检验水准α�=
0.05。采用Graphpad9.0软件进行作图。
3��结果

3.1  水迷宫检测各组大鼠学习记忆能力
潜伏期越短、穿台次数越多提示大鼠学习记忆能力

越好。如图1所示，与对照组相比，模型组在麻醉后第 1

到5天潜伏期均延长（P < 0.05）；高剂量组潜伏期在各
时间点均较模型组缩短（P < 0.05），而低剂量组潜伏
期在麻醉后第3-5天与模型组相比差异无统计学意义（P
> 0.05），高剂量+抑制剂组与高剂量组潜伏期相比差异
无统计学意义（P > 0.05）。各组大鼠穿越平台次数对比
如图2所示，模型组穿越平台次数显著少于对照组（P < 
0.05），高剂量组和低剂量组的穿越平台次数较模型组
增多（P < 0.05），高剂量组穿越平台次数比低剂量组略
高，但两者相比差异无统计学意义（P > 0.05），高剂量
+抑制剂组穿越平台次数与高剂量组相比，两组相比差异
无统计学意义（P > 0.05）。

图1��麻醉后1-5天各组大鼠潜伏期对比

图2��麻醉后第6天各组大鼠穿越平台次数对比

（*与对照组对比P < 0.05，#模型组相比P < 0.05）
3.2  ELISA检测血清炎症因子TNF-α、IL-10水平
ELISA检测结果如图3所示，模型组TNF-α水平较对

照组升高，差异有统计学意义（P < 0.05）。高剂量组和
低剂量组TNF-α水平较模型组下降（P < 0.05），其中，
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低剂量组TNF-α水平比高剂量组更低，但两者差异无统计
学意义（P > 0.05）。与高剂量组相比，高剂量+抑制剂
组TNF-α水平升高明显（P < 0.05）。
与对照组相比，模型组IL-10下降明显，差异具有统

计学意义（P < 0.05）。高剂量组和低剂量组IL-10均较模
型组升高（P < 0.05），其中高剂量组IL-10升高幅度更明
显，但高剂量+抑制剂组IL-10水平与高剂量组相比差异无
统计学意义（P > 0.05）

图3��ELISA检测各组血清炎症因子TNF-α、IL-10水平
（*与对照组对比P < 0.05，#与模型组相比P < 0.05，&与高剂量组相比P < 0.05）

3.3  HE染色检测脑组织形态
如图4所示，与对照组相比，模型组大鼠海马区、皮

质区可见神经元细胞体积缩小、空泡变性及细胞核固缩

深染现象，皮质区神经元细胞损伤明显；高剂量组、低

剂量组经红花黄色素处理后大鼠脑组织海马区、皮质区

神经元细胞损伤程度减轻，高剂量组细胞损伤程度减轻

更为明显；与高剂量组相比，高剂量+抑制剂组大鼠脑组
织海马区、皮质区神经元细胞损伤程度加深，皮质区神

经元细胞损伤更为明显。

海马区

对照组 模型组 高剂量组

低剂量组 高剂量+抑制剂组

皮质区

对照组 模型组 高剂量组
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低剂量组 高剂量+抑制剂组

图4�：各组大鼠脑海马区和皮质区组织HE染色结果

3.4  TUNEL染色检测海马区细胞凋亡情况
如图5显示，相较于对照组，模型组海马细胞凋亡

率显著增加（P < 0.05）；经红花黄色素处理后，高剂量
组、低剂量组凋亡率均低于模型组（P < 0.05），高、低

剂量组相比，凋亡率无显著差异（P > 0.05）；与高剂量
组比较，高剂量+抑制剂组海马区细胞凋亡率增加（P < 
0.05）。
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图5��TUNEL染色检测海马区细胞凋亡率

（*与对照组对比P < 0.05，#与模型组相比P < 0.05，&与高剂量
组相比P < 0.05）

3.5  Western blot 检测海马区组织PI3K、AKT蛋白水平
如图6所示，模型组与对照组PI3K蛋白水平差异无

统计学意义（P > 0.05），相较于模型组，高剂量组和低
剂量组PI3K含量稍有升高，但差异无统计学意义（P > 
0.05），相较于高剂量红花组，高剂量红花+抑制组，海
马组织PI3K含量的升高（P < 0.05）。模型组AKT蛋白水
平较对照组升高（P < 0.05），高剂量组和低剂量组海马
区组织AKT蛋白水平较模型组明显下降（P < 0.05）。

图6��Western�blot检测海马区组织PI3K、AKT蛋白水平

（*与对照组对比P < 0.05，#与模型组相比P < 0.05，&与高剂量
组相比P < 0.05）

4��讨论

本研究主要使用15-16周龄大鼠，经皮下注射D半乳
糖方式制作衰老大鼠模型，该衰老模型已在多项研究中

验证与认可[32-34]。我们对衰老大鼠进行长时间七氟烷麻醉

暴露，大鼠在麻醉后出现明显学习记忆能力下降。七氟

烷作为临床上最常用的吸入麻醉剂之一，在长时间或多

次吸入的情况下增加老年患者增加POCD的风险[35-36]，长

时间七氟烷麻醉暴露加重了神经炎症，并导致突触可塑

性降低以及促进神经元凋亡，这些均与POCD发生机制相
关[37-38]。在我们水迷宫结果中，模型组在七氟烷麻醉后第

1-5天潜伏期有明显延长且穿越平台次数明显下降，模型
组HE染色结果亦提示该组大鼠脑组织海马区、皮质区组
织出现神经元细胞体积缩小、空泡变性及细胞核固缩深

染等明显神经元损伤现象，上述结果均支持本实验中建

立的老年大鼠认知功能障碍模型是成功的。

根据水迷宫实验结果，在术前单次接受5ml/kg红花黄
色素注射液后，相应组别大鼠学习记忆认知功能得到明

显改善，且我们发现高剂量红花黄色素的改善效果优于

低剂量，这与我们在预实验中行为学结果是一致的，与

此同时，我们的研究结果均体现出红花黄色素具有减轻

炎症作用，这与既往相关研究结论一致[39-41]。本实验进一

步针对红花黄色素对炎症相关因子水平的影响进行结果

分析，在该结果中，我们发现红花黄色素剂量高低对血

清炎症因子水平的影响并不一致，低剂量红花黄色素就

可以对炎症因子TNF-α产生明显抑制，低剂量与高剂量红
花黄色素在TNF-α水平的抑制上未体现出明显差异，而高
剂量红花黄色素对IL-10水平的提升更具优势。在凋亡染
色结果中，我们发现高剂量组、低剂量红花黄色素均对

神经元凋亡有明显改善作用，且高、低剂量红花黄色素

之间抗凋亡作用效果无明显差异。故本实验结果尚不支

持红花黄色素剂量高低与认知障碍模型中的抗炎、抗凋

亡效果强弱对应，但可能由于本实验中每一组的动物数

量较少，可能导致结果偏倚，所以红花黄色素干预的最

佳剂量仍需要后续更多动物样本的研究。

PI3K/Akt级联在介导促炎症细胞因子的释放方面有
重要作用[42-43]，同时有研究认为红花黄色素抗凋亡作用与

PI3K/Akt/GSK3β信号通路有关[44]。但是，我们的研究结

果提示，在长时间七氟烷暴露的老年大鼠认知功能障碍

模型中海马区PI3K含量无明显变化，同时模型中海马区
AKT含量有明显增加，这与既往POCD动物模型研究中观
察到的PI3K、AKT变化结果并不一致，分析其可能的原
因是认知障碍模型制作方式的差异导致了研究结果的不

同[45-48]。在我们研究结果中，红花黄色素并未使大鼠海马
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区PI3K水平发生明显变化，但出现AKT含量下降，这与
既往红花黄色素和PI3K/AKT相关研究结果亦不一致[49]，

原因可能是本研究中检测的是AKT总量，而既往研究多
检测磷酸化P-AKT，观察P-AKT/AKT[48-49]，仅根据目前

本研究结果证据尚不支持PI3K/Akt通路参与七氟烷暴露
后老年大鼠认知功能障碍的形成机制，红花黄色素改善

认知功能障碍机制与PI3K/AKT通路并无明显关联，但我
们的结果看到红花黄色素处理后海马区AKT含量明显下
降，其原因可能与其他AKT相关通路有关，需要进一步
更大样本研究。

综上，红花黄色素能有效改善老年大鼠麻醉后认知

功能障碍，抑制炎症，抑制神经元凋亡，具有潜在的神

经保护功效，为POCD的防治提供了新方向，红花黄色素
剂量高低与改善效果强弱并不完全一致，红花黄色素最

佳干预剂量仍需要后续研究，本研究结果尚不支持红花

黄色素改善认知功能下降的机制与PI3K/AKT通路有关。
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