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基于 HIF-1α/BNIP3 信号通路调控线粒体自噬探讨
通脉开窍丸治疗血管性痴呆大鼠的机制
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［摘要］ 目的：观察通脉开窍丸对血管性痴呆（VD）大鼠海马体缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）/腺病毒 E1B19kD 相互作用蛋

白 3（BNIP3）信号通路及线粒体自噬的影响。方法：将 90 只雄性 SD 大鼠适应性喂养 1 周后，随机抽选 10 只作为假手术组，仅

分离颈总动脉不结扎，剩余大鼠将采用颈总动脉分次结扎法制作 VD 大鼠模型。剔除死亡和造模不成功的大鼠后，将造模成

功的大鼠随机分为模型组、通脉开窍丸高、中、低剂量组（27.6、13.8、6.9 g·kg-1）、盐酸多奈哌齐组（0.45 mg·kg-1）、联合组（通脉

开窍丸高剂量 27.6 g·kg-1+HIF-1α抑制剂 YC-1 2.5 mg·kg-1），各组对应治疗 4 周后取材。尼氏染色法观察海马区神经元丢失情

况；苏木素 -伊红（HE）染色观察海马区病理学变化；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马组织 HIF-1α、BNIP3、自噬效应蛋

白-1（Beclin-1）、微管相关蛋白 1 轻链 3B（LC3B）蛋白表达水平；透射电镜观察海马组织线粒体超微结构及自噬小体数量；免疫

荧光（IF）观察海马组织 HIF-1α、BNIP3、LC3B 的荧光强度。结果：与假手术组比较，模型组大鼠逃避潜伏期延长（P<0.01），穿
越平台次数减少（P<0.01），海马区神经元层次减少，数量骤减，结构排列不齐，尼氏小体数量减少，丢失严重，线粒体嵴紊乱，线

粒体双模结构破坏，损伤加重，自噬小体数量增加，HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B 蛋白表达增加（P<0.05，P<0.01），HIF-1α、

BNIP3、LC3B 的荧光强度增强（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，通脉开窍丸各治疗组、盐酸多奈哌齐组大鼠寻找平台时间缩

短（P<0.01），穿越平台次数增加（P<0.01），HE 染色显示，海马神经元细胞数量增多，形态正常，排列整齐，尼氏小体丰富，丢失

减少，损伤减轻，自噬小体数量增多，HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B 蛋白表达明显增加（P<0.05，P<0.01），HIF-1α、BNIP3、

LC3B 的荧光强度增强（P<0.05，P<0.01）。与通脉开窍丸高剂量组比较，联合组大鼠逃避潜伏期显著延长（P<0.01），穿越平台

次数显著降低（P<0.01），海马神经元细胞数量减少，损伤加重，尼氏小体数量下降，自噬小体数量有所减少，HIF-1α、BNIP3、

Beclin-1、LC3B 蛋白表达显著降低（P<0.01），HIF-1α、BNIP3、LC3B 的荧光强度显著下降（P<0.01）。结论：通脉开窍丸可能通

过激活 HIF-1α/BNIP3 信号通路，促进线粒体自噬的发生，清除功能受损的线粒体，为健康细胞提供能量，减少神经细胞死亡，

促进脑功能的恢复，从而减轻大鼠海马组织的缺血性损伤，提高大鼠学习记忆能力，从而发挥对 VD 的治疗作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To observe the effects of Tongmai Kaiqiao pills on the hypoxia-inducible factor-

1α （HIF-1α）/adenovirus E1B 19 kD-interacting protein 3 （BNIP3） signaling pathway and mitochondrial 

autophagy in the hippocampus of the rat model of vascular dementia （VD）. Method：： Ninety male SD rats 

underwent adaptive feeding for one week before the study. Ten rats were randomly assigned to the sham group， 

where the common carotid artery was isolated without ligation. The remaining rats were subjected to sequential 

ligation of the common carotid artery for the modeling of VD. The successfully modeled rats were randomly 

assigned into the following groups： model， high- ， medium- ， and low-dose （27.6， 13.8， 6.9 g·kg-1， 

respectively） Tongmai Kaiqiao pills， donepezil hydrochloride （0.45 mg·kg-1）， and combination （27.6 g·kg-1 

Tongmai Kaiqiao pills + 2.5 mg·kg-1 HIF-1α inhibitor YC-1） groups. After 4 weeks of treatment， samples were 

collected. Nissl staining and hematoxylin-eosin staining were performed to observe the loss of neurons and 

pathological changes， respectively， in the hippocampal region. Western blot was employed to determine the 

protein levels of HIF-1α， BNIP3， Beclin-1， and microtubule-associated protein 1 light chain 3B （LC3B） in the 

hippocampal tissue. Transmission electron microscopy was used to observe the mitochondrial ultrastructure and 

the number of autophagosomes in the hippocampal tissue. Immunofluorescence was employed to observe the 

fluorescence intensity of HIF-1α， BNIP3， and LC3B in the hippocampal tissue. Result：： Compared with the 

sham group， the model group showed prolonged escape latency （P<0.01）， decreased number of platform 

crossings （P<0.01）， reduced and disarranged neuronal layers in the hippocampal region， decreased number of 

Nissl bodies， disrupted mitochondrial cristae， damaged mitochondrial double-membrane structures， increased 

number of autophagosomes， upregulated expression of HIF-1α， BNIP3， beclin1， and LC3B （P<0.05， P<

0.01）， and enhanced fluorescence intensity of HIF-1α， BNIP3， and LC3B （P<0.05， P<0.01）. Compared with 

the model group， Tongmai Kaiqiao pills and donepezil hydrochloride shortened the searching time for the 

platform （P<0.01） and increased the number of platform crossings （P<0.01）. Moreover， the drugs increased the 

number of neurons with normal morphology and orderly arrangement and the number of Nissl bodies， alleviated 

the damage， increased the number of autophagosomes， upregulated the expression of HIF-1α， BNIP3， Beclin1， 

and LC3B （P<0.05， P<0.01）， and enhanced the fluorescence intensity of HIF-1α， BNIP3， and LC3B （P<0.05， 

P<0.01）. Compared with high-dose Tongmai Kaiqiao pills， the combination group prolonged the escape latency 

（P<0.01）， reduced the number of crossing platforms （P<0.01）， decreased the number of hippocampal neurons， 

aggravated the damage， decreased the number of Nissl bodies and autophagosomes， downregulated the 

expression of HIF-1α， BNIP3， beclin1， and LC3B （P<0.01）， and decreased the fluorescence intensity of 

HIF-1α， BNIP3， and LC3B （P<0.01）. Conclusion：： Tongmai Kaiqiao pills may activate the HIF-1α/BNIP3 

signaling pathway to promote the occurrence of mitochondrial autophagy， clear damaged mitochondria， provide 

energy for healthy cells， reduce neuronal cell death， and restore the brain function， thereby reducing ischemic 

damage to the hippocampal tissue， improving learning and memory abilities， and exerting therapeutic effects on 

VD in rats.

［［Keywords］］ Tongmai Kaiqiao pills； vascular dementia； mitochondrial autophagy； hypoxia-inducible 

factor-1α （HIF-1α）/adenovirus E1B 19 kD-interacting protein 3 （BNIP3） signaling pathway

血管性痴呆（VD）是由于脑区长期低灌注损伤

引起的一种认知障碍性疾病［1］，主要表现为学习记

忆缺损、注意力执行能力减退，严重者可出现精神、

人格障碍［2］。VD 是第二大痴呆类型，发病率仅次于

阿尔茨海默病（AD），占所有痴呆症患者的 17%~

20%［3-4］。目前，该病的发病率日益上升，且发病隐

匿，早期不易被发现，易漏诊误诊，临床患者多为疾

病中后期患者，随着病情加重，患者认知功能、生活

质量大幅度下降，对患者及其家庭造成了沉重的负

担，且加大治疗难度［5-6］。

海马体是影响认知的重要调控中枢，脑区的慢

性灌注不足，导致海马组织缺血缺氧，引起认知障

碍的发生，这是 VD 发生的重要因素［7］。线粒体自

噬异常与 VD 的发生、发展和病理机制密切相关［8-9］，
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线粒体自噬在消除受损或功能失调的线粒体和维

持线粒体稳态方面起着重要作用，脑缺血可诱发大

量线粒体损伤，受损的线粒体被清除后，可以把能

量优先供给健康的线粒体，维持能量代谢，减轻脑

损伤［10］。缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）是一种缺氧诱

导蛋白，是缺氧反应的关键转录因子，神经元细胞受

到损伤时，可通过诱导多种关键靶基因的表达从而

减少神经元死亡。HIF-1α/腺病毒 E1B19kD 相互作

用蛋白 3（BNIP3）是调控线粒体自噬的重要通路［11］，

BNIP3 位于线粒体外膜上可与自噬蛋白微管相关蛋

白 1 轻 链 3（LC3）的 相 互 作 用 启 动 线 粒 体 自 噬 ，

HIF-1α通过靶向 BNIP3参与线粒体自噬的调控［12］。

通脉开窍丸是全国名老中医毛德西教授在临

床治疗 VD 的有效经验方，是河南省中医院院内制

剂，豫药制备字 Z20210137000。临床上治疗神志不

清、痴呆、健忘等认知障碍性疾病取得较好效果。

课题组通过长期的临床观察，发现通脉开窍丸能有

效改善 VD 患者的认知障碍和中医证候，临床疗效

显著，但其发挥作用的具体机制目前还尚不明确。

因此，本研究主要通过建立双侧颈总动脉结扎动物

模型，使海马区长期受到慢性低灌注的状态，构建

VD 大鼠模型，验证通脉开窍丸对 VD 大鼠线粒体自

噬的调控作用，深入探究通脉开窍丸治疗 VD 的作

用机制，为中医药治疗 VD 的发展提供新的治疗途

径和理论依据，提高认知障碍患者的生存质量，具

有十分重要的社会意义。

1 材料

1.1　动物     SPF 级成年 SD 雄性大鼠 90 只，体质量

260~300 g，购买于北京斯贝福生物技术有限公司，

合格证号 SCXK（京）2019-0010。饲养于河南中医

药大学动物实验中心，饲养条件为室温 22~26 ℃、湿

度 50%~60%、通风环境良好。本实验方案经由河南

中医药大学伦理审查委员会审查批准（批准文号

IACUC-202309016）。
1.2　 药 物     通 脉 开 窍 丸 由 制 远 志 18 g、石 菖 蒲

18 g、丹参 18 g、赤芍 18 g、郁金 15 g、三七 12 g、茯神

18 g、浙贝 15 g 组成，实验所用中药饮片均购自于河

南省中医院中药房，经河南省中医院吴冬梅主任药

师鉴定为正品。中药饮片由河南省中医院中药房

采用传统水煎法浓缩、制备成生药量为 2.76 g·mL-1

的水煎剂。盐酸多奈哌齐（植恩生物技术股份有限

公司，5 mg/片，批号 H20010723），正常成人口服剂

量为 5 mg/片，根据大鼠与人体表面积换算系数，盐

酸多奈哌齐组大鼠灌胃剂量为 0.45 mg·kg-1，配置成

0.045 g·L-1的口服混悬液，4 ℃保存备用。

1.3　试剂    HIF-1α、LC3B、自噬效应蛋白-1（（Beclin-1）
多克隆抗体（江苏亲和生物有限公司，货号分别为

AF1009、AF4650、AF5128）；BNIP3 多克隆抗体（武

汉爱博泰克生物科技有限公司，货号 A5683）；苏木

素-伊红（HE）染色试剂盒、尼氏染色液（北京索莱宝

科技有限公司，货号分别为 G112、G1436）；甘油

醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、辣根过氧化物酶

（HRP）标记山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G 二抗（武汉

三鹰生物科技有限公司，货号分别为 10494-1-AP、

SA00001-2）；HRP 标记山羊抗兔 IgG、CY3 标记山羊

抗兔 IgG、iF488 荧光标记酪胺（iF488-Tyramide）、
iF647 荧光标记酪胺（iF647-Tyramide）、CY3 荧光标

记酪胺（CY3-Tyramide）（武汉赛维尔生物科技有限

公 司 ，货 号 分 别 为 GB23303、GB21303、G1231、

G1232、G1223）；HIF-1α抑制剂 YC-1（美国 MCE 公

司，货号 HY-14927）。
1.4　仪器     Olympus BX41 型显微镜（日本奥林巴

斯有限公司）；XR-XM101 型大小鼠水迷宫（上海欣

软信息科技有限公司）；170-8265 型化学发光凝胶

成像仪（美国伯乐公司）；MOLTSKANFC 型酶标仪

（美国赛默飞公司）。
2 方法

2.1　动物模型制备     SD 大鼠适应性喂养 7 d 后，采

用改良颈总动脉分次结扎法（改良 2-VO）制备 VD

大鼠模型［13］，术前大鼠禁食不禁水 12 h，以 2% 戊巴

比妥钠腹腔注射麻醉，麻醉成功后固定在手术台

上，碘伏消毒颈部皮肤，在颈部正中切开皮肤，逐层

钝性分离出左侧颈总动脉（CCA），用手术线分别结

扎 CCA 的近心和远心端，用剪刀从中间剪断后逐层

缝合。1 周后在同样条件下对右侧 CCA 实施手术。

两次手术都采取颈部软组织加压的改良措施以增

加模型的可靠性，术后注意大鼠的保暖。造模 14 d

后进行水迷宫实验，以假手术组大鼠逃避潜伏期的

平均值作为参考标准值，计算造模组每只大鼠逃避

潜伏期的平均值与参考标准之差占该鼠逃避潜伏

期的比值，若比值>20%，则视为造模成功［14-15］。

2.2　分组和给药     将大鼠随机分为 7 组：假手术

组、模型组、通脉开窍丸高、中、低剂量组、盐酸多奈

哌齐组、联合组。根据人与动物体表面积折算法换

算出大鼠通脉开窍丸中剂量为 13.8 g·kg-1，低剂量

为 6.9 g·kg-1，高 剂 量 为 27.6 g·kg-1，分 别 配 置 成

2.76、1.38、0.69 g·mL-1工作液，4 ℃保存备用。通脉

开窍丸高、中、低剂量组分别给予通脉开窍丸相应
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剂量灌胃（27.6、13.8、6.9 g·kg-1），联合组大鼠给予通

脉开窍丸高剂量灌胃的同时腹腔注射 HIF-1α抑制

剂 YC-1（27.6 g·kg-1+2.5 mg·kg-1），盐酸多奈哌齐组

给予盐酸多奈哌齐灌胃（0.45 mg·kg-1），假手术组和

模型组均给予同体积蒸馏水灌胃，各组大鼠每天灌

胃 1 次，连续给药 4 周。

2.3　大鼠学习记忆能力检测     采用 Morris 水迷宫

实验检测大鼠的学习记忆障碍情况，水迷宫水温控

制在 25 ℃左右，置于安静室内。将每只大鼠分别从

4 个象限的入水点放入水中，如果大鼠在 90 s 内爬

上平台，并停留 3 s以上，则认为大鼠找到平台，此为

逃避潜伏期。如果 90 s 内大鼠未能找到平台，则拖

拽其尾部，将其引导到平台，熟悉 10 s，此时潜伏期

按 90 s 计算，记录大鼠的寻找逃生平台的时间及搜

索平台所经过的路程。本实验在给药结束后第 2 天

进行训练，每个象限设置大鼠的游泳时间为 90 s，

每天训练 1 次，共训练 4 d。第 5 天进行定位航行和

空间探索实验（实验期间不给药）。
2.4　HE 染色观察海马组织病理学变化情况     大鼠

麻醉后，固定仰卧于鼠板上，暴露心脏，通过左心室

插入升主动脉，剪开右心耳，灌注生理盐水至肝脏

无血色。接着灌注 4% 多聚甲醛至大鼠尾部及四肢

僵直，断头取脑，浸泡于 4% 多聚甲醛中，24 h 后更

换液体，1 周内石蜡包埋。切片脱蜡复水，苏木素染

液染 10~15 min 后自来水冲洗，伊红染液 15 s，蒸馏

水清洗，梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。显

微镜下观察拍片，图像采集分析。

2.5　尼氏染色观察海马神经元尼氏小体丢失情况    

　石蜡切片常规脱蜡至水，用尼氏染液置于 50~

60 ℃温箱浸染 30 min 中，蒸馏水稍洗，95% 乙醇迅

速分化，无水乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封

固，显微镜下观察拍片，图像采集分析。

2.6　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠海马

组 织 HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B 蛋 白 的 表 达     

　各组取大鼠海马组织 20 mg，加裂解液 200 mL 匀

浆 5 min；冰上裂解 1 h 后 4 ℃、12 000 r·min-1 离心

5 min（离心半径 8.6 cm），提取总蛋白；BCA 定量后，

100 ℃水浴煮 5 min 使蛋白变性。制胶、上样、电泳、

转至 PVDF 膜、5% 脱脂奶粉封闭 1.5 h，分别加入一

抗 HIF-1α、Beclin-1、GAPDH（1∶1 500），BNIP3、

LC3B（1∶1 000），4 ℃ 过夜，洗膜，室温孵育二抗

（1∶5 000）1 h，洗膜，显影，Image J计算灰度值。

2.7　 免 疫 荧 光 检 测 HIF-1α、BNIP3、LC3B 表 达     　

 石蜡切片脱蜡至水，抗原修复，画圈，双氧水封

闭 ，洗 涤 ，BSA 室 温 封 闭 。 滴 加 HIF-1α 抗 体

（1∶1 000）4 °C 过夜，洗涤，滴加二抗，室温孵育后洗

涤，加 488-TSA，室温孵育，洗涤，微波处理。加

BNIP3 抗体（1∶3 000），4 °C 过夜，洗涤，加二抗，室

温孵育，洗涤，加 647-TSA，室温孵育，洗涤，微波处

理。加 LC3B 抗体 4 ° C 过夜（1∶200），洗涤，滴加

CY3 标记的山羊抗兔 IgG，室温孵育，洗涤，DAPI 复

染细胞核，淬灭组织自发荧光。封片，采集图像。

2.8　透射电镜观察海马结构自噬小体数量     迅速

取出大鼠海马组织，切成 1 mm3 小块，放入 4% 戊二

醛固定液中。磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗 4 次，进行

1% 锇酸固定。脱水处理，进行包埋和聚合。制备

超薄切片，芳华膜捞片。用饱和醋酸双氧铀水溶液

染色 20 min 后，用去离子水冲洗 10 min，烘干，再用

柠檬酸铅溶液染色 5 min，离子水冲洗 10 min，烘干，

电镜观察拍照。

2.9　统计学分析     采用 SPSS 25.0 统计软件进行数

据处理分析，符合正态性时，数据以 x̄ ± s 描述，方差

齐时多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用最小显著性差异法（LSD）检验；方差不齐时

组间比较采用 Dunnett's T3 法，以 P<0.05 表示差异

有统计学意义。

3 结果

3.1　对 VD 大鼠学习记忆能力的影响     与假手术组

比较，模型组大鼠逃避潜伏期延长（P<0.01），穿越平

台次数减少（P<0.01）；与模型组比较，通脉开窍丸各

剂量组、盐酸多奈哌齐组大鼠逃避潜伏期缩短（P<

0.01），穿越平台次数增加（P<0.01）；与盐酸多奈哌

齐组比较，通脉开窍丸高剂量组大鼠逃避潜伏期有

所延长，穿越平台次数有所减少，但差异无统计学

意义；与通脉开窍丸高剂量组比较，联合组大鼠逃

避潜伏期显著延长（P<0.01），穿越平台次数显著降

低（P<0.01）。见表 1。

3.2　对 VD 大鼠海马神经元病理学形态的影响     假

手术组大鼠海马区细胞形态正常，排列整齐，结构

完整，形态呈圆形、椭圆形，细胞核大，饱满，核仁清

晰；模型组大鼠海马区神经元细胞数量减少，形态

不规则，胞质浓缩，排列分散不整齐，有细胞空泡，

细胞层次减少，视野可见细胞旁有空染区，组织受

损严重；通脉开窍丸高剂量组和盐酸多奈哌齐组大

鼠海马区的锥体细胞数目相对较多，排列较为整

齐，结构相对完整，层次较清晰，损伤程度明显减

轻；通脉开窍丸中、低剂量组大鼠海马神经元细胞

数量有所减少，细胞间隙增大，形态、结构排列紊
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乱，但与模型组比较，细胞受损程度有所减轻；与通

脉开窍丸高剂量组比较，联合组大鼠海马组织神经

元细胞数量减少，细胞排列分散，且出现水肿，组织

受损较为严重。见图 1。

3.3　对 VD 大鼠海马神经元尼氏小体的影响     尼氏

染色可见，假手术组海马神经元形态正常、细胞排

列整齐，核仁清晰，尼氏小体数量较多、体积较大，

丢失情况不明显；模型组海马神经细胞损伤较为明

显，细胞排列紊乱稀疏，形态不规则，核仁固缩深

染，尼氏小体消失，丢失严重；通脉开窍丸高剂量组

和盐酸多奈哌齐组海马神经元细胞排列结构较为

整齐，尼氏小体丰富，损伤程度较轻；通脉开窍丸

中、低剂量组与模型组比损伤减轻，尼氏小体数量

有所增多，但增加不明显；与通脉开窍丸高剂量组

比较，联合组尼氏小体减少较为明显，丢失严重，细

胞形态结构异常，海马区病理损伤加重。见图 2。

3.4　对 VD 大鼠海马组织 HIF-1α、BNIP3、LC3B、

Beclin-1 蛋白表达的影响     与假手术组比较，模型

组大鼠海马组织 HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B 蛋

白表达明显上升（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，

通脉开窍丸各剂量组、盐酸多奈哌齐组 HIF-1α、

BNIP3、LC3B、Beclin-1 蛋白表达明显增加（P<0.05，

P<0.01）；与盐酸多奈哌齐组比较，通脉开窍丸高剂

量组大鼠海马组织 HIF-1α、BNIP3、LC3B、Beclin-1

蛋白表达差异无统计学意义；与通脉开窍丸高剂量

组 比 较 ，联 合 组 大 鼠 海 马 组 织 HIF-1α、BNIP3、

LC3B、Beclin-1 表 达 显 著 下 降（P<0.01）。 见

图 3、表 2。

3.5　对海马组织 HIF-1α、BNIP3、LC3B 蛋白荧光强

度的影响     与假手术组比较，模型组大鼠海马组织

HIF-1α、BNIP3、LC3B 荧 光 强 度 增 强（P<0.05，P<

0.01）；与模型组比较，通脉开窍丸各剂量组大鼠海

马组织 HIF-1α、BNIP3、LC3B 荧光强度明显增强，

其中通脉开窍丸高剂量最为显著（P<0.01）；与盐酸

注：A.假手术组；B.模型组；C.通脉开窍丸高剂量组；D.通脉开窍丸中剂量组；E.通脉开窍丸低剂量组；F.盐酸多奈哌齐组；G.联合组（图 2-

图 5 同）
图 1　通脉开窍丸对 VD 大鼠海马区病理损伤的影响  （HE，×400）
Fig. 1　Effect of Tongmai Kaiqiao pills on pathological damage in hippocampal region of VD rats （HE，×400）

图 2　通脉开窍丸对 VD 大鼠海马区尼氏小体的影响  （尼氏染色，×200）
Fig. 2　Effect of Tongmai Kaiqiao pills on Nissl bodies in hippocampal region of VD rats （Nissl staining，×200）

表 1　通脉开窍丸对 VD 大鼠逃避潜伏期、穿越平台次数的影响  （x̄±

s，n=10）

Table 1　 Effect of Tongmai Kaiqiao pills on evasion latency and 

crossing platform times in VD rats （x̄± s，n=10）

组别

假手术

模型组

通脉开窍丸高剂量组

通脉开窍丸中剂量组

通脉开窍丸低剂量组

盐酸多奈哌齐组

联合组

剂量

/g·kg-1

27.6

13.8

6.9

4.5×10-4

27.6+2.5×10-3

逃避潜伏期

/s

14.20±2.33

40.90±2.332）

20.47±2.714）

25.01±4.294，6）

36.08±3.024，6）

19.02±1.974）

38.02±1.337）

穿越平台

次数/次

6.60±1.07

2.20±1.142）

4.50±1.084）

4.10±0.994）

3.70±1.064，5）

4.90±1.794）

2.90±1.377）

注 ：与 假 手 术 组 比 较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 模 型 组 比 较 3）P<

0.05，4）P<0.01；与盐酸多奈哌齐组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与通脉开

窍丸高剂量组比较 7）P<0.01（表 2 和表 3 同）
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多奈哌齐治疗组比较，通脉开窍丸高剂量组大鼠海

马组织 HIF-1α、BNIP3、LC3B 荧光强度无显著区

别，差异不具有统计学意义；与通脉开窍丸高剂量

组比较，联合组大鼠海马组织 HIF-1α、BNIP3、LC3B

荧光强度显著降低（P<0.01）。见图 4、表 3。

3.6　对 VD 大鼠海马神经元线粒体超微结构的影

响     透射电镜可见，正常组线粒体形态正常，呈圆

形或椭圆形，数量较多，线粒体嵴清晰可见，双模结

构明显；模型组可见线粒体明显肿胀、外膜破裂、嵴

突杂乱、断裂或消失、线粒体数量减少，线粒体损伤

明显，可见少量自噬小体；通脉开窍丸高、中剂量组

和盐酸多奈哌齐组线粒体形态正常，可见丰富的自

图 4　通脉开窍丸对 VD 大鼠海马区 HIF-1α、BNIP3、LC3B 免疫荧光表达的影响  （免疫荧光，×400）
Fig. 4　 Effect of Tongmai Kaiqiao pills on immunofluorescence expression of HIF-1α， BNIP3 and LC3B in hippocampus of VD rats

（IF，×400）

图 3　各组大鼠海马 HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B 蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of protein expression of HIF-1α， BNIP3， 

Beclin-1， and LC3B in hippocampus of rats in each group

表 2　通脉开窍丸对大鼠海马组织 HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B、蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of Tongmai Kaiqiao pills on expression levels of HIF-1α， BNIP3， Beclin-1， and LC3B proteins in hippocampal tissues of 

rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

通脉开窍丸高剂量组

通脉开窍丸中剂量组

通脉开窍丸低剂量组

盐酸多奈哌齐组

联合组

剂量/g·kg-1

27.6

13.8

6.9

4.5×10-4

27.6+2.5×10-3

HIF-1α/GAPDH

0.30±0.19

0.61±0.181）

1.11±0.124）

1.00±0.174）

0.91±0.083）

1.00±0.124）

0.71±0.217）

BNIP3/GAPDH

0.30±0.12

0.68±0.132）

1.15±0.084）

0.91±0.133）

0.73±0.075）

0.99±0.044）

0.52±0.157）

Beclin-1/GAPDH

0.42±0.05

0.72±0.052）

1.14±0.074）

1.01±0.044）

0.86±0.053，6）

1.11±0.104）

0.85±0.167）

LC3B/GAPDH

0.29±0.04

0.62±0.052）

1.20±0.134）

0.94±0.144，5）

0.83±0.203，6）

1.22±0.104）

0.71±0.157）
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噬小体，线粒体嵴较为明显，损伤程度减轻；通脉开

窍丸低剂量组和联合组有少量自噬小体出现，但线

粒体出现肿胀，双模结构不明显，线粒体嵴变短消

失，但损伤程度仍低于模型组大鼠。见图 5。

4 讨论

认知障碍性疾病与大脑长期血液灌注不足密

切相关，常常导致神经系统功能障碍，表现为神经

衰弱、失语、健忘、学习记忆困难等症状。VD 是痴

呆症常见类型之一，其发病机制主要与海马区长期

缺血缺氧有关，海马神经元的损伤会加重认知障碍

或痴呆症状［16］。长期的低灌注状态会损害海马神

经元，导致认知功能逐渐退化，影响学习和记忆能

力［17］。目前现有的治疗方法相对有限，主要针对缺

血缺氧症状和改善认知功能展开治疗，因此迫切需

要寻找安全、有效且经济实惠的治疗手段。

中医将 VD 归类为“痴呆”“愚痴”“善忘”等疾

病［18］。中医理论认为，VD 的发病机制主要与痰浊

和瘀血有关。痰浊会导致水液积聚，痰随气上升，

蒙蔽清窍，使脑失所养，从而引发痴呆症状［19］。古

籍《血证论》中提到：“有痰沉留于心包，沃塞心窍，

以致精神恍惚，凡事多不记忆者”，说明痰浊会损害

认知记忆功能，治疗痴呆需先治痰。另一种病机是

瘀血，《类证治裁》中指出：“若血瘀于内，而善忘如

狂”，说明瘀血会导致认知功能障碍。瘀血不仅包

括有形之瘀，还包括由食滞、痰浊、情志刺激等因素

导致血液不畅的无形之瘀，瘀血不去，脑络难通，致

神明失用，而致痴呆发生［20］。因此 VD 的主要治则

是活血祛瘀，醒神开窍。通脉开窍丸由丹参、石菖

蒲、赤芍、三七、制远志、郁金、茯神组成，方中以丹

参、石菖蒲作为君药，可益气化痰增智，开心孔、通

九窍［21］，是治疗呆病之要药；赤芍、三七作为臣药可

活血化瘀止痛，扩张动脉，防止血栓聚集［22］；远志、

郁金为佐药，可解郁散结、化痰开窍［23-24］；茯神为使

药，可健脾宁心，补益元神［25］。诸药合用可化瘀通

脉、开窍醒神、化痰增智之功效。

现代研究表明，线粒体自噬在调节神经元损伤

方面发挥重要作［26］。线粒体自噬是线粒体质量控

制的一种机制，它可以选择性地清除功能失调或多

余的线粒体，调节线粒体数量，维持能量代谢，清除

ROS，从而影响大脑神经元［27］。HIF 是一种由氧敏

感型 α亚基和构造型 β亚基组成的异源二聚体转录

因子，细胞氧浓度的变化会直接影响 HIF-1α的表达

水平和活性，HIF-1α在常氧条件下不表达，缺氧时

由于泛素化过程被抑制，使其在细胞内蓄积并可影

响线粒体自噬过程［28-29］。研究表明，HIF-1α的过表

达可以增加神经元的存活，促进痴呆大鼠的神经功

能恢复［30］。YANG 等［31］研究发现，在脑区低灌注期

间，HIF-1α表达会持续增加，这也表明 HIF-1α与痴

表 3　通脉开窍丸对 VD 大鼠海马区 HIF-1α、BNIP3、LC3B 免疫荧光表达情况  （x̄± s，n=3）

Table 3　Effect of Tongmai Kaiqiao pills on immunofluorescence expression of HIF-1α， BNIP3 and LC3B in hippocampus of VD rats （x̄± s，

n=3）

组别

假手术组

模型组

通脉开窍丸高剂量组

通脉开窍丸中剂量组

通脉开窍丸低剂量组

盐酸多奈哌齐组

联合组

剂量/g·kg-1

27.6

13.8

6.9

4.5×10-4

27.6+2.5×10-3

HIF-1α

19.55±0.76

29.35±2.072）

49.27±4.944）

42.30±5.024，6）

36.64±1.753，6）

50.85±4.134）

38.48±2.987）

BNIP3

28.13±3.06

37.42±3.551）

64.92±4.914）

56.31±7.334）

46.47±3.483，6）

62.35±3.624）

45.50±5.487）

LC3B

20.61±3.74

38.22±2.072）

58.11±1.224）

50.05±3.044，5）

45.00±2.153，6）

58.79±3.034）

46.11±7.027）

图 5　通脉开窍丸对 VD 大鼠海马区线粒体超微结构及自噬小体的影响  （透射电镜，×20 000）
Fig. 5　Effect of Tongmai Kangqiao pills on mitochondrial ultrastructure and autophagosomes in hippocampus of VD rats （TEM，×20 000）
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呆的发生密切相关。因此，HIF-1α在 VD 早期病理

机制中扮演着重要角色，有必要进一步深入探究。

BNIP3 是一种定位于线粒体外膜的蛋白，作为

线粒体自噬受体，被认为是缺氧诱导的线粒体自噬

的重要信号分子［32］。BNIP3 是 HIF-1α的下游靶基

因，可以被 HIF-1α激活［33-35］。HIF-1α/BNIP3 通路是

调控线粒体自噬的关键机制，其中 HIF-1α在缺氧诱

导的线粒体自噬中发挥关键作用，而 BNIP3 在缺氧

条件下作为 HIF-1α 的直接下游调节因子 ，促进

BNIP3 的表达，从而诱导线粒体自噬的发生［36］。

LC3 是自噬过程的标志物，存在于溶酶体与线粒体

自噬体膜上。在自噬发生时，LC3 蛋白经自噬蛋

白 4（Atg4）剪切产生 LC3Ⅰ，随后被泛素样体系加

工修饰形成 LC3Ⅱ，LC3Ⅱ含量与自噬程度成正

比［37］。BNIP3 可以直接与 LC3 结合诱导自噬的发

生［38］。此外，BNIP3 还能通过释放 Beclin-1 来促进

线粒体自噬的发生，这可能与阻止 B 细胞淋巴瘤 -2

（Bcl-2）与 Beclin-1 结合以激活线粒体自噬有关［39］。

本实验通过建立双侧颈总动脉结扎大鼠模型，

合理模拟了血管性痴呆的发病机制，探讨通脉开窍

丸对 VD 的治疗作用及 HIF-1α/BNIP3 信号通路的

影响，结果显示通脉开窍丸治疗后可以明显增加海

马区 HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B 蛋白表达，激活

HIF-1α/BNIP3 信号通路，促进线粒体自噬的发生，

清除功能受损的线粒体，为线粒体新生提供能量，

减轻 VD 大鼠的逃避潜伏期和海马神经元病理损

伤，可有效改善 VD 大鼠的学习记忆障碍，改善认知

功能，为临床合理用药提供基础实验支撑。
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