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[摘　要]	 目的：研究鹿茸提取物对血管性痴呆(vascular  dementia，VaD) 大鼠模型的治疗作用及其机制。 

方法：选取120只Wistar大鼠，通过结扎双侧颈总动脉造模，将大鼠随机分为假手术组、模型组、

西药组(盐酸多奈哌齐：0.45 mg/kg )、中药不同剂量组(鹿茸提取物：5~20 mg/kg )。术后3 d开

始灌胃，连续28 d。采用水迷宫实验分析大鼠定航及空间探索能力变化，HE染色评价海马区细

胞形态学改变，免疫组织化学判断B c l- 2表达水平变化，蛋白质印迹法测定蛋白激酶R样内质网

激酶(protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase，PERK)、真核细胞起始因子2α(eukar yotic 

initiation factor 2α，EIf2α)表达水平变化。结果：与模型组相比，鹿茸提取物可使VaD大鼠定向航

行能力及空间探索能力得到显著改善。HE染色提示鹿茸提取物不同剂量组大鼠海马细胞形态和排

列方面有不同程度改善。免疫组织化学结果显示鹿茸提取物处理后可提高大鼠海马细胞Bcl-2的表

达。蛋白质印迹法显示鹿茸提取物可下调PERK，EIf2α的表达。结论：鹿茸提取物对大鼠VaD模型

具有一定治疗作用，其机制可能与抑制PERK/EIf2α、上调Bcl-2表达有关。鹿茸提取物可能是治疗

VaD的潜在药物。

[关键词]	 鹿茸提取物；血管性痴呆；治疗作用；分子机制
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Abstract Objective: To study the therapeutic effect of pilose antler extract on vascular dementia (VaD) and its mechanisms 

in rat model. Methods: One-hundred and twenty Wistar rats were randomly divided into the sham operation 

group, the model group, the western medicine group (donepezil hydrochloride: 0.45 mg/kg) and the Chinese 

herb group (pilose antler extract: 5–20 mg/kg). VaD model was established by bilateral common carotid artery 
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血管性痴呆(vascular  dementia，VaD)是一种

因缺血性或出血性脑卒中而造成的认知、记忆和

行为等认知功能障碍性综合征 [ 1 ]。 Va D 是一种非

常常见的痴呆类型 [2-3]。目前对VaD的早期发现、

早期诊断仍缺乏公认的标准，也缺乏有效的治疗

手段。鹿茸是一种名贵的中药材，其表面覆盖毛

发，内部由结缔组织、软骨、血管与大量神经纤

维组成[4]。鹿茸提取物具有预防与治疗骨质疏松[5]

与股骨头坏死 [ 6 ]、促进精子生成及增强肌力等作

用 [6]。内质网应激在VaD的病理机制中发挥十分重

要的作用[7]，有研究[8]报道鹿茸提取物可抑制内质

网应激。蛋白激酶R样内质网激酶( protein k inase 
R-like endoplasmic reticulum kinase，PERK)是内质

网应激的效应蛋白之一，与痴呆的发病相关[9]。推

测鹿茸提取物可能通过作用于PERK蛋白对VaD发

挥治疗作用。

1  材料与方法

1.1  动物及分组

选择 8 ~ 1 0 周龄雄性 W i s t a r 大鼠 1 2 0 只，体重

( 2 5 0 ± 3 0 )  g，购自辽宁长生生物技术有限公司，

动物合格证号：SCXK(辽)2015-0001(合格证编号：

211002300013510)。本研究获得长春中医药大学实验

动物伦理委员会批准。120只大鼠随机挑选10只为假

手术组。余110只进行造模，存活50只，随机分为

5组，每组10只：模型组、西药组(盐酸多奈哌齐，

0.45 mg/kg)及鹿茸提取物低剂量(5 mg/kg)、中剂量

(10 mg/kg)、高剂量(20 mg/kg)组。模型组进行双

侧颈总动脉永久性结扎，假手术组仅分离双侧颈

总动脉，不作结扎。术后3 d开始给药，连续灌胃

28 d，1次/d。

1.2  材料及试剂 
鹿茸由长春中医药大学药剂室提供。具体提

取过程如下：将鹿茸浸入70%的无水乙醇，反复提

取3次，每次1  h，混合提取滤液，再次滤过，将

其减压并浓缩，乙醇回收，用8倍量的水加入药渣

中，连续煮2次，每次1.5 h，再次滤过，将滤液与

醇提取液合并，浓缩至一定体积。使用时用双蒸

水稀释成适当浓度。置于4 ℃冰箱保存。本研究其

他试剂：盐酸多奈哌齐片(终浓度：0.045 mg/mL)
购自卫材(中国)药业有限公司，戊巴比妥钠(终浓

度3%)购自北京普博斯生物科技有限公司，注射用

青霉素钠购自中国华北制药股份有限公司，苏木

精、伊红购自北京中杉金桥生物技术有限公司，

D B A 试 剂 盒 购 自 北 京 鼎 国 昌 盛 生 物 技 术 有 限 公

司，4%多聚甲醛购自北京索莱宝科技有限公司，

SDS、丙烯酰胺、N-甲叉双丙烯酰胺、TEMED、

Tris-Base及吐温-20购自上海生工生物工程有限公

司 ， 蛋 白 分 子 量 标 准 购 自 美 国 Fe r m e n t a s 公 司 ，

5× Bio -R ad购自美国Bio -R ad公司，ECL试剂盒购

自美国Thermo- Scientif ic公司，兔PERK，E1f2α和
β - ac t i n抗体及辣根过氧化物酶标记二抗购自美国

Proteintech Group公司。

1.3  仪器

M o r r i s 水迷宫 ( W M T- 1 0 ) 购自成都泰盟科技

有限公司，高压蒸汽灭菌锅购自日本Hi ray ama公

司 ， 超 净 工 作 台 购 自 苏 州 市 净 化 有 限 公 司 ， 分

ligation. Treatment  was administrated by gavage from the third day post operation for 28 consecutive days. Water 

maze test was used to analyze the changes of navigation and space exploration ability in rats. HE staining was 

utilized to evaluate the morphological changes of hippocampal cells. Immunohistochemistry was used to evaluate 

the expression of Bcl-2. Western blot was used to detect the expression of protein kinase R-like endoplasmic 

reticulum kinase (PERK) and eukaryotic initiation factor 2α (EIf2α). Results: Compared with the model group, 

pilose antler extract could significantly improve the directional navigation and space exploration ability of VaD 

rats. HE staining showed that the morphology and arrangement of hippocampal cells of rats in different dosage 

groups of pilose antler extract were improved in varying degrees. Immunohistochemistry showed that pilose antler 

extract could increase the expression of Bcl-2 in rat hippocampal cells. Western blot showed that the pilose antler 

extract could down-regulate the expression of PERK and EIf2α. Conclusion: Pilose antler extract has a certain 

therapeutic effect on VaD model in rats. Its mechanism may be related to the inhibition of PERK/EIf2α and the 

up-regulation of Bcl-2 expression. Therefore, pilose antler extract may be a potential drug for the treatment of VaD

Keywords pilose antler extract; vascular dementia; therapeutic effects; molecular mechanisms
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析 天 平 购 自 上 海 舜 宇 恒 平 科 学 仪 器 有 限 公 司 ，

Ni kon1671-H A倒置显微镜购自日本Ni kon公司，

RE-52/RE 52C旋转蒸发仪购自上海亚荣生化仪器

厂，蛋白质印迹法电泳装置和转膜系统购自美国

Bio-R ad公司，核酸蛋白定量仪购自德国Eppendorf
公司。

1.4  水迷宫行为学测定

准备50 cm高圆柱形水池，直径为120 cm。将

水池等分为I~IV共4个象限，并且依次标记4个象

限入水点。准备直径 1 1  c m 的跳台置于第 I V 象限

内。水池内注入22~24 ℃温水并保持恒温，水位需

没过平台2 cm。于水迷宫水池上方固定摄像头，

调试连接计算机装置，使用Nold l l s计算软件自动

记录大鼠游泳轨迹等信息。进行定位航行实验与

空间探索实验，记录和分析VaD大鼠的学习和记忆 
能力。

1.5  海马组织病理学分析

使用3 %戊巴比妥钠1  m L / k g腹腔注射麻醉大

鼠 。 迅 速 剪 下 大 鼠 头 部 ， 在 冰 盘 上 小 心 取 出 海

马，置于4%多聚甲醛中固定24 h以上，石蜡包埋

以 备 切 片 。 将 石 蜡 包 埋 组 织 切 成 厚 约 2  μ m 的 切

片，先将切片置于70 ℃的烤箱中进行烘烤，烘烤

后再置于50 ℃烤箱中过夜。而后进行HE染色或免

疫组织化学染色。

1.6  蛋白质印迹法检测

获取一定量的海马组织，研碎，提取总蛋白，用

于蛋白质印迹法检测，具体操作参照试剂盒说明。

1.7. 统计学处理

采用SPSS 22.0处理数据，结果表示为均数±标

准差(x±s)。多组间总体比较采用单因素方差检验

(正态分布且总体方差齐)或Kruskal-Willis H非参数

检验(非正态分布或总体方差不齐)。组间比较采用

SNK法或Mann-W hitney U非参数检验。P<0.05为差

异具有统计学意义。

2  结果

2.1 鹿茸提取物对 VaD 大鼠的治疗作用

在4 d测试中，不同组别大鼠前后比较逃避潜

伏期均出现显著缩短(均P<0.01)。从第4天起，与

模型组比较，治疗组大鼠逃避潜伏期明显缩短(均
P<0.05)，而鹿茸提取物中、高剂量组要优于西药组

(均P<0.05)，但要劣于假手术组(均P<0.01，表1)。

空 间 探 索 实 验 结 果 表 明 ： 鹿 茸 提 取 物 中

剂 量 组 大 鼠 在 有 效 区 停 留 时 间 明 显 长 于 模 型 组

(P=0.0268)，但要短于假手术组(P=0.020)。西药

组及中药提取物中、高剂量组大鼠经过平台次数

显著多于模型组(均P<0.0001)，但要劣于假手术组

(均P<0.05，表2)。

表1 定位航行实验结果(n=20，x±s)

Table 1 Results of orientation navigation experiment (n=20, x±s)

组别
逃避潜伏期/s

第1天$ 第2天$ 第3天$ 第4天$

假手术组# 39.93±5.05* 23.05±3.95* 19.14±3.41* 11.21±1.25*

模型组# 53.02±8.81 38.40±7.50 25.14±2.74 19.65±3.13

西药组# 48.49±8.69 32.55±4.54* 24.78±2.69 17.14±1.99*

中药高剂量组# 44.55±7.17* 28.75±4.53* 18.08±5.64* 14.14±2.46*

中药中剂量组# 42.13±8.50* 30.68±4.76* 23.94±2.30 13.19±2.28*

中药低剂量组# 47.41±3.74* 34.79±5.91 24.50±3.72 15.88±2.27*

与模型组相比，*P<0.05。 同一组内不同时间点总体比较，#P<0.01；同一时间点不同组间总体比较，$P<0.05。

Compared with the model group, *P<0.05. Total comparison among different time points in one group, #P<0.01; total comparison among 

different groups in one time point, $P<0.05.
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2.3  鹿茸提取物对大鼠海马形态学的影响

H E 染 色 显 示 ： 假 手 术 组 海 马 组 织 C A 1 区 椎

体细胞排列整齐、紧密，细胞轮廓清晰，细胞核

呈卵圆形或圆形，核仁清楚；模型组锥体细胞排

列紊乱、松散，细胞轮廓不清晰，部分细胞核核

膜、核仁不清楚。中药提取物高、中、低剂量组

和西药组大鼠海马细胞形态和排列方面有不同程

度的改善(图1)。

2.3  鹿茸提取物对大鼠海马细胞 Bcl-2 表达的影响

与 假 手 术 组 比 较 ， 模 型 组 海 马 区 细 胞 B c l - 2
染色面积与平均光强度均明显降低(均P < 0 . 0 1 )。

与 模 型 组 比 较 ， 西 药 组 、 中 药 高 剂 量 组 海 马 区

细胞 B c l - 2 染色面积与平均光强度均明显升高 (均
P<0.05；表3，图2)。

表2 空间探索实验结果(n=20，x±s)

Table 2 Results of space exploration experiment (n=20, 
x±s)

组别
有效区停留 

时间$/min
经过平台次数$

假手术组 1.35±0.76* 3.50±1.20*

模型组 0.60±0.48 0.88±0.64

西药组 0.67±0.43 2.63±1.06*

中药高剂量组 0.81±0.49 2.25±0.89*

中药中剂量组 0.90±0.33* 2.38±0.52*

中药低剂量组 0.61±0.43 0.75±0.71

与模型组比较，*P<0.05。不同组间总体比较，$P<0.05。

Compared with the model group, *P<0.05. Total comparison 

among different groups, $P<0.05.

图1 不同组别大鼠海马CA1区锥体细胞形态(HE，×400)

Figure 1 Morphology of pyramidal cells in hippocampal CA1 region of rats in different groups (HE, ×400)

假手术组

西药组

中药中剂量组

模型组

中药高剂量组

中药低剂量组
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图2 不同组别大鼠海马细胞Bcl-2表达水平(免疫组织化学染色，×200)

Figure 2 Expression of Bcl-2 in hippocampal cells of rats in different groups (immunohistochemical staining, ×200)

表3 大鼠海马Bcl-2的表达(n=20 ，x±s)

Table 3 Bcl-2 expression in hippocampus tissue of rats (n=20, x±s)

组别 染色面积$/μm2 染色区光密度$

假手术组 286.72±124.58* 0.57±0.07*

模型组 153.35±38.75 0.49±0.08

西药组 212.68±88.06* 0.56±0.07*

中药高剂量组 207.88±89.16* 0.55±0.06*

中药中剂量组 202.88±76.52* 0.52±0.08

中药低剂量组 190.51±76.80 0.50±0.04

与模型组比较，*P<0.05。不同组间总体比较，$P<0.05。

Compared with the model group, *P<0.05. Total comparison among different groups,  $P<0.05.

假手术组 模型组

西药组 中药高剂量组

中药中剂量组 中药低剂量组
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2.4  鹿茸提取物对大鼠海马细胞 PERK 和 EIf2α 表

达的影响

蛋白质印迹法结果显示：与假手术组比较，

模 型 组 大 鼠 海 马 细 胞 P E R K 表 达 水 平 显 著 升 高

(P<0.05)。与模型组比较，西药组及中药中、低剂

量组大鼠海马细胞P E R K水平显著降低( P < 0 . 0 5，

图3 )。与假手术组比较，模型组大鼠海马细胞真

核细胞起始因子2α(eukaryotic initiation factor 2α，

E I f 2 α ) 表达水平显著升高 ( P < 0 . 0 5 ) 。与模型组比

较，西药组及中药高、中及低剂量组大鼠海马细

胞EIf2α表达水平显著降低(P<0.05，图4)。

3  讨论

痴呆是一种渐进性的、绝大多数情况下可逆

的临床综合征，表现为认知及记忆功能障碍等，

如 记 忆 减 退 、 言 语 障 碍 、 日 常 活 动 出 现 一 定 困

难 ， 同 时 还 伴 有 生 理 与 心 理 功 能 的 紊 乱 [ 1 0 ]。 据

2015年数据估计，全球约有4 680万痴呆人群，预

计上述数字每 2 0 年增长 1 倍，到 2 0 5 0 年增长到约

1.3亿 [10]。痴呆主要包括阿尔兹海默病、VaD与混

合型痴呆。Va D占痴呆人群的1 7 % ~ 2 5 %，在欧洲

及中国其发病率为1.6%~1.7%[11-12]。作为近年来的

研究重点， Va D 的治疗受到越来越多研究者的关

注。西药治疗VaD进展缓慢，而中药治疗VaD发展

迅速。最近一项系统综述 [13]结果提示：与观察等

待及西药治疗相比，中药治疗可使患者在很大程

度上获益。

有研究 [5,14-16]表明：鹿茸提取物具有多种生物

学功能。刘瑜等 [14]报道鹿茸提取物能够显著降低

糖尿病小鼠的血糖及血脂水平，并可调节饮食水

平。鹿茸提取物对实验动物骨质疏松具有很好的

治疗及预防作用[5,15]。赵静等[16]发现鹿茸提取物对

损伤心肌具有明显的保护作用，其作用机制可能

与调节心肌酶水平、降低心肌纤维化程度、促进

缺血心肌恢复等有关。本研究发现鹿茸提取物对

VaD大鼠具有一定治疗作用，定位航行实验及空间

探索实验均提示鹿茸提取物可使VaD大鼠获益。此

外，中药中、高剂量组治疗效果不劣于甚至有优

于西药治疗组趋势。

形态学分析发现：鹿茸提取物不同剂量组大

鼠海马细胞形态及排列得到了不同程度的改善。

Bcl-2为凋亡负性调控分子，能够保护细胞免受外

界刺激导致的凋亡 [17]。本研究也发现：鹿茸提取

物可上调Bcl-2表达。因此，鹿茸提取物可能使海

马细胞免受凋亡。PERK是一种位于内质网膜上的

I型跨膜蛋白，也是内质网应激的感应蛋白，可以

识别内质网中的非折叠蛋白质 [ 1 8 ]。P E R K是E If 2 α

的上游激酶，P E R K活化后可磷酸化E I f 2 α，进而

抑制蛋白质合成，并活化转录活化因子4介导的细

胞凋亡途径，参与细胞的整合应激反应 [18]。本研

究也发现：经鹿茸提取物处理后， Va D 大鼠海马

细胞P E R K及E I f 2 α的表达水平明显降低。因此，

鹿茸提取物可能通过抑制PERK/EIf2α通路进而发

挥作用。

综上所述，鹿茸提取物对大鼠 Va D 模型具有

一定治疗作用，可改善大鼠的定向航行及空间探

索功能。形态学改变表现为给药后海马细胞形态

图3 蛋白质印迹法检测PERK蛋白表达水平 

Figure 3 Expression of PERK protein determined by Western blot

1：假手术组；2：模型组；3：西药组；4~6：中药高、

中、低剂量组。与假手术组相比，#P<0.05；与模型组相

比，*P<0.05。

1: Sham operation group; 2: Model group; 3: Western medicine 

group; 4–6: High, intermediate, and low dose Chinese herb groups. 

Compared with the sham operation group, #P<0.05; compared 

with the model group, *P<0.05.

图4 蛋白质印迹法检测EIf2α蛋白表达

Figure 4 Expression of EIf2α protein determined by Western blot

1：假手术组；2：模型组；3：西药组；4~6：中药高、

中、低剂量组。与假手术组相比，#P<0.05；与模型组相

比，*P<0.05。

1: Sham operation group; 2: Model group; 3: Western medicine 

group; 4~6: High, intermediate, and low dose Chinese herb 

groups. Compared with the sham operation group, #P<0.05; 

compared with the model group, *P<0.05.
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和排列方面有不同程度的改善。其分子机制可能

与抑制PERK/EIf2α，上调Bcl-2表达有关。因此，

鹿茸提取物可能是治疗VaD的潜在药物。
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