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【摘要】  目的　血管性痴呆（VD）是一种常见的与脑血管疾病相关的认知功能障碍。本研究旨在探究氢溴酸樟柳碱

（AH）对VD的治疗效果及其潜在的抗氧化应激机制。方法　通过永久性双侧颈总动脉闭塞法在SD大鼠上建立VD模型，

并分为假手术组、VD组和不同剂量的AH治疗组（n=4）。利用Bederson评分法评估各组大鼠的神经功能，并结合爬杆试验

分析各组大鼠的肢体协调能力。采用酶联免疫吸附法测定血清和大脑中的超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）含量，

以评估氧化应激水平。此外，通过TUNEL实验评估细胞凋亡情况，使用DCFH-DA探针检测神经细胞的活性氧（ROS）水
平。使用M1-M5抑制剂，探究AH对M受体的可能作用机制。结果　与假手术组相比，VD组大鼠神经功能与肢体协调能力

受损（P<0.01），血清和大脑中的SOD活性降低〔血清：（100.70±18.95） U/mL vs. （44.22±7.11） U/mL，P<0.001；大脑：

（131.77±8.34） U/mg vs. （84.39±4.10） U/mg，P<0.01〕，MDA浓度升高〔血清：（12.03±1.01） nmol//mL vs. （17.74±1.00） nmol//mL，
P<0.001；大脑：（4.41±0.30） nmol/mg vs. （6.17±0.70） nmol/mg，P<0.05〕。AH治疗能够改善VD大鼠的神经功能与肢体协调

能力，特别是高剂量AH治疗组与VD组相比，SOD活性提高〔血清：（44.22±7.11） U/mL vs. （98.67±0.86） U/mL，P<0.001；
大脑：（84.39±4.10） U/mg vs. （162.83±17.36） U/mg，P<0.001〕和MDA浓度降低〔血清：（17.74±1.00） nmol/mL vs. （6.68±
0.06） nmol/mL，P<0.001；大脑：（6.17±0.70） nmol/mg vs. （3.96±0.77） nmol/mg，P<0.01〕效果最为显著。AH治疗还减少了

TUNEL阳性细胞数量（P<0.01），并呈剂量依赖性，AH浓度从低到高时凋亡细胞占比分别为（36.10±9.07）%、（9.60±5.63）%、

（3.43±0.92）%，表明其对细胞凋亡具有抑制作用。在体外实验中，AH处理能够降低HT22和NSC-34细胞的MDA浓度

（P<0.01），提高SOD活性（P<0.01），并降低ROS水平，呈现剂量依赖性。M2受体抑制剂可以降低氧化应激损伤中的ROS水
平，提示AH作为M受体拮抗剂，可能通过抑制M2受体发挥作用。结论　氢溴酸樟柳碱通过调节SOD和MDA水平，减轻氧

化应激损伤，改善神经功能和肢体协调能力，对VD具有潜在的治疗效果。AH的神经保护作用可能与其抗氧化应激和抗凋

亡机制有关，且M2受体可能是其作用的关键靶点。这些结果为VD治疗新策略开发提供了重要的理论基础。
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[Abstract]   Objective　 Vascular  dementia  (VD)  is  a  common  cognitive  dysfunction  associated  with
cerebrovascular disease. This study is aimed at investigating the therapeutic effect of anisodine hydromide (AH) on VD
and the potential antioxidative stress mechanisms involved. Methods　 A VD model was established in Sprague-Dawley
(SD) rats through permanent bilateral common carotid artery occlusion. The rats were divided into a sham group, a VD
model group, and AH treatment groups receiving AH at low, medium, or high doses (n = 4). The neurological function of
the rats in each group was evaluated using the Bederson scale, and limb coordination ability was assessed using the pole
climbing test. Superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) levels in the serum and brain were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to assess the level of oxidative stress. In addition, apoptosis was assessed by
TUNEL  assay,  and  reactive  oxygen  species  (ROS)  levels  in  neuronal  cells  were  determined  using  dichloro-dihydro-
fluorescein diacetate (DCFH-DA) probe. The potential mechanism of action of AH on M receptors was investigated using
M1-M5 inhibitors. Results　 Compared with the sham group, the nerve function and limb coordination of rats in the VD
model group were significantly impaired (P < 0.01), and the SOD levels were significantly decreased in the serum ([100.70 ±
18.95] U/mL vs. [44.22 ± 7.11] U/mL, P < 0.001) and the brain ([131.77 ± 8.34] U/mg vs. [84.39 ± 4.10] U/mg, P < 0.01),
MDA levels were significantly increased in the serum ([12.03±1.01] nmol/mL vs. [17.74 ± 1.00] nmol/mL, P < 0.001) and 
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the  brain  ([4.41  ±  0.30]  nmol/mg  vs.  [6.17  ±  0.70]  nmol/mg, P <  0.05).  AH  treatment  significantly  improved  the
neurological  function  and  limb  coordination  ability  of  VD  rats.  In  comparison  with  the  VD  group,  the  high-dose  AH
treatment group, in particular, exhibited the most significant increase in SOD levels in the serum ([44.22 ± 7.11] U/mL vs.
[98.67 ± 0.86] U/mL, P < 0.001) and the brain ([84.39 ± 4.10] U/mg vs. [162.83 ± 17.36] U/mg, P < 0.001), and the most
significant decrease in MDA levels in the serum ([17.74 ± 1.00] nmol/mL vs. [6.68 ± 0.06] nmol/mL, P < 0.001) and the
brain ([6.17 ± 0.70] nmol/mg vs. [3.96 ± 0.77] nmol/mg, P < 0.01). AH also reduced the number of TUNEL positive cells
(P < 0.01) in a dose-dependent manner. The percentage of apoptotic cells was (36.10 ± 9.07)%, (9.60 ± 5.63)%, and (3.43 ±
0.92)%,  respectively,  for  AH treatment  at  low,  medium,  and high concentrations,  indicating that  AH had an inhibitory
effect on apoptosis.  According to findings from the in vitro experiments,  AH treatment reduced the MDA content (P <
0.01), increased the SOD activity (P < 0.01), and decreased the ROS levels of HT22 and NSC-34 cells in a dose-dependent
manner.  M2  receptor  inhibitors  could  reduce  the  ROS  level  in  oxidative  stress  injury,  suggesting  that  AH,  as  an  M
receptor  antagonist,  might  exert  its  effect  by  inhibiting  the  M2  receptor. Conclusion　AH  modulates  SOD  and  MDA
levels  and reduces  oxidative  stress  injury,  thereby improving neurological  function and limb coordination and showing
potential  therapeutic  effects  in  VD.  The  neuroprotective  effects  of  AH  may  be  related  to  its  antioxidative  stress  and
antiapoptotic  mechanisms,  and  the  M2  receptor  may  be  a  potential  target  of  its  actions.  These  findings  provide  an
important theoretical basis for the development of new therapeutic strategies for VD.
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血管性痴呆（vascular dementia, VD）是一种与脑血管

疾病相关的认知功能障碍。在VD的病理过程中，氧化应

激扮演着关键角色[1]。氧化应激是体内氧化还原平衡失

调导致的活性氧自由基（reactive oxygen species, ROS）

过量产生，这些自由基能够对生物分子（包括脂质、蛋白

质、核酸等）造成损伤[2]。这种氧化损伤可能影响脑血管

的功能、神经元的结构和功能，从而加剧认知功能障碍[3]。

由于大脑具有高氧需求和较高的不饱和脂肪酸含量，因此

对氧化应激特别敏感，长期脑灌注不足会加剧氧化应激[4]。

樟柳碱（anisodine）是一种从茄科植物中提取的生物

碱，研究显示，樟柳碱具有抗氧化和神经保护作用，能够

改善脑缺血再灌注损伤，并减轻由氧化应激引起的脑损

伤[5-6]。樟柳碱通过竞争性阻断M胆碱能受体，干扰神经

冲动传递，从而减轻神经细胞的损伤[7]。为了改善其化学

不稳定性，中国研发出其氢溴酸盐形式的新药[8]，目前已

应用于临床，在治疗急性缺血性脑卒中等疾病中效果显

著[9-10]。但目前关于樟柳碱在治疗VD方面以及其对氧化

应激的具体影响机制的探讨仍然不足。本研究采用血管

性痴呆永久性双侧颈总动脉闭塞（permanent bilateral

common carotid artery occlusion, or 2-vessel occlusion, 2-

VO）大鼠模型，探究樟柳碱对VD的治疗作用，并通过对

血清和大脑中超氧化物歧化酶（superoxide dismutase,

SOD）和丙二醛（malondialdehyde, MDA）含量的测定，进

一步揭示其作用机制。 

1     材料与方法
 

1.1    氢溴酸樟柳碱与M受体抑制剂的制备

在药物制备过程中，使用双蒸水制备20 mg/mL氢溴

酸樟柳碱（批号为271101，成一制药），8.5 mol/L的M1抑制

剂Biperiden Hydrochloride（HY-13204, MCE）, 68 mmol/L

的M2抑制剂Gallamine Triethiodide（S2471, Selleck）。使用

二甲基亚砜（DMSO, D2650, Sigma）制备46 mmol/L的M受

体抑制剂Atropine（HY-B1205, MCE），16 mmol/L 的M3抑

制剂Darifenacin HBr（S3144, Selleck），200 mmol/L的M4抑制

剂Tropicamide（S1913, Selleck）和50 mmol/L的 M5抑制剂

Aclidinium Bromide（S4031, Selleck），作为药物阳性对照。 

1.2    慢性脑缺血模型的建立与分组治疗

依据完全随机多个样本均数比较计算公式，选取体

质量在200～250 g的健康SD大鼠（购于四川大学动物实

验中心），随机分为假手术组、慢性脑缺血模型组（VD组）

以及氢溴酸樟柳碱治疗组（分为低、中、高三个剂量），每

组4只。VD组以及氢溴酸樟柳碱治疗组通过双侧颈总动

脉结扎法制备慢性脑缺血模型。本研究已获得四川大学

医学伦理委员会的批准（批准号：K2021014）。

大鼠禁食12 h后，在吸入麻醉状态下（5%异氟烷+

95%氧气用于诱导；3%异氟烷+97%氧气用于维持）进行

手术：进行正中切口以暴露双侧颈总动脉，小心分离这些

动脉与周围组织（包括迷走神经），并用可吸收手术缝合

线在颈外动脉起源点下方约1 cm处进行结扎。假手术组

大鼠接受相同的外科手术操作，但不进行动脉结扎。

术后第1天开始，低、中、高剂量氢溴酸樟柳碱治疗

组大鼠分别注射相应质量浓度（10、20、40 μg/mL）的氢溴

酸樟柳碱注射液，每天注射1次，经尾静脉注射10 d+肌肉

注射5 d。假手术组和模型组则给予等量的生理盐水。 

1.3    神经功能评价

造模12 h后参考Bederson评分法对各组大鼠进行神
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经功能评分。Bederson评分的4个功能等级：0分为无神

经损伤症状；1分为悬尾实验不能完全伸展对侧前爪；2分

为前肢抵抗对侧推力能力下降；3分为向对侧转圈。

爬杆试验用于检测各组大鼠的肢体协调能力。将大

鼠置于杆顶，头朝下，仔细观察其下降的能力。得分越

高，表明大鼠的肢体协调能力越差。0分为顺着杆子一步

一步往下走，1分为滑下杆子，2分为无法抓住杆子，3分为

右膝反射消失。 

1.4    SOD和MDA酶联免疫吸附法

造模12 h后，从大鼠颈总动脉采集约2 mL血液至

肝素抗凝管中，并充分混匀。将血液样本在4 ℃下以

3 000 r/min离心15 min，取上清液按照试剂盒的说明书进

行操作，以检测血液中MDA和SOD活性水平。

按大鼠体质量，造模12 h后，使用体积分数10%水合

氯醛（0.3 mL/100 g）对大鼠进行腹膜内注射安乐死。将大

脑组织在0.1 mol/L PBS（pH7.4）中匀浆，4 ℃10 000×g离心

15 min以去除细胞碎片。上清液按照试剂盒的说明书进

行操作，以检测MDA和SOD活性水平。 

1.5    TUNEL实验

取脑固定于体积分数为4%多聚甲醛中，采用TUNEL

法观察脑组织的凋亡情况。脑组织切片用二甲苯浸洗

2次，每次5 min，然后用梯度乙醇（无水乙醇、90%乙醇、

75%乙醇、纯水）依次浸洗一次。用Proteinase K工作液在

21～37 ℃下处理组织15～30 min后PBS漂洗2次。再使用

TUNEL细胞凋亡检测试剂盒（11684817910，瑞士Roche公

司）检测脑组织的细胞凋亡情况。 

1.6    细胞培养

NSC-34鼠神经元细胞和HT22小鼠海马神经元细胞

均购自北纳生物（BNCC）。细胞复苏后，使用含有10%胎

牛血清（13011-8611，四季青）和1%双抗（15300-054,

Gibco）的DMEM培养基（SH30243.01, Hyclone）进行培养。

37 ℃、体积分数5%CO2，使用对数生长期的细胞进行分

组实验，具体分组设置：静态对照（CT）组，缺氧/复氧模型

（H/R）组及其AH治疗（10或20 μg/mL）组和M1-M5抑制剂

处理组。 

1.7    细胞缺氧/复氧模型构建

利用厌氧袋（AnaeroPouch GasPak, Mitsubishi Gas

Chemical）和密封培养袋构建细胞缺氧/复氧模型。细胞

在1%血清培养基中刺激后，置于含有AnaeroPouch的密

封培养袋中，37 ℃下缺氧3 h，然后复氧3 h。 

1.8    MDA浓度与SOD活性测定

收集细胞，用PBS洗涤1～2遍，沉淀用预冷的PBS在冰

浴下匀浆，匀浆液10 000×g 4 ℃离心10 min，取上清。使

用脂质氧化检测试剂盒（Beyotime, China）和SOD活性检

测试剂盒（Beyotime, China）分别检测MDA浓度和SOD

活性。 

1.9    ROS水平检测

使用DCFH-DA探针（Beyotime）检测细胞ROS活性。

用预热的无血清培养液按照1∶1 000稀释DCFH-DA，使

终浓度为10 μmol/L。去除玻底培养皿的细胞培养液，每

孔加入150 μL稀释好的DCFH-DA，37 ℃ 细胞培养箱内孵

育30 min，每隔5 min颠倒混匀一次。用预热PBS缓冲液

快速洗涤细胞1次，以去除未进入细胞内的DCFH-DA。

加入150 μL经无血清培养基稀释的Hoechst 33342，孵育约

8 min后，使用倒置荧光显微镜观察原位装载探针的细胞

并拍照记录。 

1.10    统计学方法

x̄± s

实验数据采用SPSS 22.0软件进行统计分析。所有数据

以 表示。首先检验数据的正态分布性，然后进行方

差齐性检验。对于符合正态分布且方差齐的数据集，采

用单因素方差分析（ANOVA）及LSD事后检验分析组间

差异方法。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    神经行为评价

造模12 h后，与假手术组相比，VD组Bederson评分

（图1A）以及爬杆试验评分（图1B）均增加（P<0.01），经

AH处理后，Bederson评分与爬杆试验评分均下降，尤其

在40 μg/mL AH条件下，Bederson评分降低最多（P<

0.01），表明40 μg/mL AH对神经功能的改善效果最佳。 

2.2    血管痴呆SOD活性与MDA浓度变化

V D组与假手术组相比 ， S O D活性降低 〔血清 ：

（100.70±18.95） U/mL vs. （44.22±7.11） U/mL，P<0.001；大

脑：（131 .77±8.34）  U/mg vs .  （84 .39±4.10）  U/mg，

P<0.01〕。经AH处理后，SOD活性逐渐恢复，尤其在

40 μg/mL AH下，血清SOD活性〔（98.67±0.86） U/mL〕恢复

至假手术组水平（图2A），大脑中SOD活性〔（162.83±

17.36） U/mg〕甚至高于假手术组（图2C）。

使用硫代巴比妥酸（TBA）比色法测定MDA浓度，结

果显示较假手术组，VD组MDA浓度升高〔血清：（12.03±

1.01） nmol/mL vs. （17.74±1.00） nmol/mL，P<0.001；大脑：

（4 .41±0.30）  nmol/mg vs .  （6 .17±0.70）  nmol/mg，

P<0.05〕。AH处理能够降低MDA浓度，20 μg/mL AH处

理后，血清MDA浓度〔（8.34±0.10） nmol/mL〕已低于假手

术组（P<0.001）（图2B），40 μg/mL AH处理后，大脑中

MDA浓度恢复〔（3.96±0.77） nmol/mg〕至假手术组水平
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（图2D）。 

2.3    氢溴酸樟柳碱对细胞凋亡的影响

TUNEL检测结果显示，与假手术组〔（2.48±0.9）%〕相

比，VD组大鼠脑组织中TUNEL阳性细胞数量增多〔（64.05±

9.82）%，P<0.001〕，表明细胞凋亡水平上升。AH治疗能

够减少TUNEL阳性细胞数量，随着AH质量浓度的增加，

凋亡细胞数量进一步减少〔低、中、高剂量组分别为（36.10±

9.07）%、（9.60±5.63）%、（3.43±0.92）%〕，3组间差异均有

统计学意义（P<0.01）（图3）。 

2.4    氢溴酸樟柳碱对体外神经细胞氧化应激的影响

结果见图4。在HT22和NSC-34细胞中，缺氧/复氧

（hypoxia/re-oxygenation, H/R）处理引起氧化应激，表现

为H/R组MDA浓度分别升高至CT组的（2.03±0.16）倍和

（2.92±0.11）倍（P<0.01），SOD与CT 组相比降低〔HT22：
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图 1  AH对VD大鼠神经行为的影响

Fig 1  The effect of AH on the neurobehaviors in VD rats

VD group: vascular dementia model group; AH-L group: AH 10 μg/mL treatment group; AH-M group: AH 20 μg/mL treatment group; AH-H group: AB 40 μg/mL

treatment group. A, The Bederson Test was performed; B, the pole climbing test was performed. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. Sham group; & P < 0.05, && P < 0.01,

vs. VD group. n = 4.
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图 2  血管痴呆大鼠的大脑和血清中SOD活性与MDA浓度变化

Fig 2  Changes in SOD and MDA activities in the brain and serum of VD rats

The abbreviations are explained in the note to Fig 1. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. Sham group; & P < 0.05, && P < 0.01, &&& P < 0.001, vs. VD group. n = 3.
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（18.70±3.22） U/mg vs. （5.53±2.31） U/mg，P<0.001；NSC-

34：（17.09±1.00） U/mg vs. （7.93±1.39） U/mg，P<0.001〕。

AH处理能够改善这一状况，20 μg/mL AH组在提高

SOD活性和降低MDA含量方面优于10 μg/mL AH组。 
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图 3  TUNEL法检测脑组织的细胞凋亡情况

Fig 3  Evaluation of apoptosis in the brain tissue via TUNEL assay

The abbreviations are explained in the note to Fig 1. *** P < 0.001, vs. Sham group; && P < 0.01, &&& P < 0.001, vs. VD group. n = 3.
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图 4  AH处理后HT22和NSC-34细胞中MDA浓度和SOD活性变化

Fig 4  Changes in MDA and SOD activities in HT22 and NSC-34 cells after AH treatment
** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. CT (Control) group; & P < 0.05, && P < 0.01, &&& P < 0.001, vs. H/R (hypoxia/re-oxygenation) group. n = 3.
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2.5    AH降低神经细胞ROS水平的机制

AH可能通过抑制M2受体来降低氧化应激损伤中的

ROS水平。在NSC-34和HT22细胞中，AH均显著降低了

ROS水平，并且20 μg/mL强于10 μg/mL，存在剂量依赖

性。M2抑制剂作为药物阳性对照也可以抑制ROS水平，

表明M2受体可能是AH调节氧化应激损伤中ROS水平的

关键靶点（图5、图6）。
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图 5  荧光显微镜下观察HT22细胞中ROS水平变化

Fig 5  Changes in ROS activity in HT22 cells observed via fluorescence
microscopy  

3     讨论

AH是一种具有神经保护作用的生物碱，特别是在调

节神经递质失衡和胆碱能功能方面，AH显示出了改善记

忆缺陷的潜力[11-12]。本研究中TUNEL结果显示了海马区

神经细胞的凋亡情况。海马神经元细胞是海马区的主要

细胞组成，说明AH对海马区神经元细胞有保护作用。

CHEN等[5]的研究中也揭示了小剂量AH对慢性脑低灌注

大鼠具有神经保护作用，可通过激活ERK1/2信号通路和

降低脑组织Ca2+水平来抑制急性脑缺血再灌注损伤模型

中的细胞凋亡的能力[13]。这些发现为AH在治疗VD方面

的应用提供了科学依据。

本研究发现，AH能够改善VD大鼠模型的神经功能

缺损和氧化应激状态。体外实验进一步表明，AH可降低

H/R诱导的神经细胞ROS水平，且M2受体抑制剂具有类

似效果，提示M2受体通路可能参与了H/R诱导的氧化应

激。考虑到AH是一种M受体拮抗剂，其降低ROS的作用

可能 与抑制M2受体有关，但这需要进一步的直接证据，

以明确M2受体在AH神经保护机制中的确切作用。此

外，AH的中枢神经作用和其强大的透过血脑屏障的能

力，为其作为潜在的VD治疗药物提供了进一步开发的前景。

VD常常和阿尔茨海默病（AD）共存，鉴别诊断困难[14]。

事实上，VD以及AD与氧化应激密切相关[15-16]。同时，脑

血管功能障碍、血脑屏障 （BBB） 通透性增加和脑血流量

（CBF） 减少是包括AD在内晚期痴呆病理生理学的关键

组成部分[12]。尽管AH在AD中的作用尚未被广泛研究，但

其在减少氧化损伤方面的效果已经显现。GREILBERGER

等[13]的研究表明，MDA浓度在神经退行性疾病中显著增

加，而本研究发现，AH处理能够显著降低模型组大脑和

血清中的MDA浓度，这一结果表明AH可能通过调节

MDA浓度来提供神经保护。

此外，本研究还观察到模型组大脑和血清中SOD活

性的降低，这反映了永久性双侧颈总动脉闭塞诱导的氧
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图 6  荧光显微镜下观察NSC-34细胞中ROS水平变化

Fig 6  Changes in ROS activity in NSC-34 cells observed via fluorescence
microscopy
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化应激损伤。而AH处理能够提高SOD活性，这一结果进

一步证实了AH在提高细胞抗氧化防御能力方面的潜力。

综上所述，本研究证实氢溴酸樟柳碱能够减轻血管

性痴呆模型大鼠的神经损伤和氧化应激，其机制可能涉

及抗氧化、抗凋亡以及对M2胆碱能受体的拮抗作用。

AH是治疗血管性痴呆的潜在药物，尤其是其强大的透过

血脑屏障能力和中枢神经系统作用。这些发现为AH作

为治疗VD的潜在药物提供了实验依据。
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