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丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠记忆能力及海马 5-HT1A受体和
PKA信号通路活化的影响 *
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摘要 目的：研究丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠学习和记忆能力的影响和大鼠海马 5-HT1A受体和 PKA信号通路的调控作用。方

法：将雄性 SD大鼠随机分为假手术组、模型组和丁苯酞组（n=15）。丁苯酞组大鼠建立大脑中动脉闭塞模型，并按照每天 60 mg/kg

的剂量灌胃丁苯酞，假手术组和模型组灌胃等体积的玉米油，共给药 2周。治疗完成后对各组大鼠进行神经功能缺损评估和

Morris水迷宫测试（n=15）。通过磁共振成像（MRI）检测梗塞区域（n=15）。ELISA法检测海马组织 PKA激酶活性（n=6）。使用钙

检测试剂盒测定海马组织的细胞内[Ca2+]浓度（n=6）。Western blot检测海马组织中 5-羟色胺（1A）受体（5-HT1A）、谷氨酸 N-甲基

-D-天冬氨酸受体 1(NMDA1)和 琢-氨基 -3-羟基 -5-甲基 -4-异恶唑丙酸受体 1(AMPA1)的表达（n=6）。结果：与模型组相比：丁苯酞

组大鼠的逃避潜伏期显著降低，而穿越平台次数显著升高（P<0.05）；大鼠的神经功能缺损评分和脑梗死体积较显著降低（P<0.05）；
大鼠的 PKA激酶活性和细胞内[Ca2+]浓度显著升高（P<0.05）；丁苯酞组大鼠的 5-HT1A蛋白相对表达量显著降低，而 AMPA1和

NMDA1的磷酸化水平显著升高（P<0.05）。结论：丁苯酞可改善缺血性脑卒中大鼠的学习和记忆能力，下调海马 5-HT1A受体活

性并激活 PKA信号通路。
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Effects of Butylphthalide on Memory Ability and Activation of 5-HT1A
Receptor and PKA Signaling Pathway in Hippocampus of Rats

with Ischemic Stroke*

The aim of this study was to reveal the effect of butylphthalide on learning and memory ability of rats with

ischemic stroke, and the regulation of butylphthalide on 5-HT1A receptor and PKA signaling pathway in hippocampus of rats.

Male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into a sham group, a model group and a butylphthalide group (n=15). A model of

middle cerebral artery occlusion was established in rats in the butylphthalide group, and the rats were administrated orally with butylph-

thalide at a dose of 60 mg / kg per day for 2 weeks. The sham group and the model group were administered orally with equal volume of

corn oil for 2 weeks. After the treatment, neurological deficit assessment and Morris water maze test were performed on each group of

rats (n=15). The infarcted area was detected by magnetic resonance imaging (MRI) (n=15). ELISA was performed to determine PKA

kinase activity in hippocampus (n=6). Intracellular [Ca2+] concentration in the hippocampus was measured using a calcium detection kit

(n=6). Western blot was used to detect the expression of serotonin (1A) receptor (5-HT1A), N-methyl-D-aspartate receptor 1 (NMDA1)

and 琢-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid receptor (AMPA1) in hippocampus (n=6). Compared with the

model group: the escape latency of rats in the butylphthalide group were significantly reduced, but the number of crossing platforms was

greatly increased (P<0.05); the neurologic deficit score and cerebral infarction volume of rats were tremendously reduced (P<0.05); the
PKA kinase activity and intracellular [Ca2+] concentration in rats increased dramatically (P<0.05); the relative expression of 5-HT1A pro-

tein decreased markedly in rats in the phthalein group, while the phosphorylation level of AMPA1 and NMDA1 increased sharply (P<0.05).
Butylphthalide can improve the learning and memory ability of rats with ischemic stroke, and down-regulate the activity of

5-HT1A receptor, and activate the PKA signaling pathway in hippocampus.
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前言

缺血性脑卒中占脑血管意外的 60%以上，而认知障碍是缺

血性脑卒中后的常见并发症。学习和记忆功能障碍是缺血性脑

卒中后认知障碍的主要症状[1]。5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，

5-HT）是一种参与调节神经可塑性的神经递质 [2]。5-羟色胺

（1A）受体（5-hydroxytryptamine receptor 1A，5-HT1A 受体）是

5-HT的一种重要的负反馈调节受体，主要分布于海马 CA1

区、前脑、中缝核等区域[3]。海马调控啮齿动物和人类的学习和

记忆能力。海马通过 5-HT1A受体调节恐惧、焦虑和学习[4]。

5-HT1A受体是引发 5-羟色胺诱导的海马神经发生的主要受

体，因此其与认知功能密切相关。先前的研究表明，脑缺血后海

马区 5-HT1A受体 mRNA和蛋白的上调会影响大鼠的学习、

记忆和神经元死亡[5]。

5-HT1A受体是 G蛋白偶联受体，5-HT通过与 5-HT1A受

体结合抑制环磷腺苷（3',5'-cyclic AMP，cAMP）信号通路[6]。

5-HT1A受体的激活导致 N型钙通道的抑制并降低钙依赖性

腺苷酸环化酶的活性，从而减少 cAMP的形成，并降低蛋白激

酶 A（protein kinase A，PKA）的活性[7]。PKA可磷酸化谷氨酸 N-

甲基 -D-天冬氨酸受体(N-methyl-D-aspartate receptor，NMDA)

和 琢-氨基 -3-羟基 -5-甲基 -4-异恶唑丙酸受体(琢-amino-3-hy-
droxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid receptor，AMPA) [8,9]。

海马中的长时程增强(long-term potentiation，LTP)是学习和记

忆的神经基础，而 LTP的诱导与 NMDA受体和 AMPA受体密

切相关[10]。因此，5-HT1A受体介导的 PKA信号通路在认知缺

陷发生中具有重要作用。

丁苯酞（dl-3-n-butylphthalidle，NBP）是治疗脑梗死的Ⅰ类

新药，其在改善缺血性脑卒中患者的运动功能障碍、吞咽障碍、

认知障碍和肢体功能方面具有多方面的作用[11]。然而，目前尚

不清楚丁苯酞的脑保护作用是否通过 5-HT1A受体和 PKA信

号通路介导。因此，本研究旨在阐明丁苯酞对缺血性脑卒中动

物模型的学习和记忆能力的影响，及其对 5-HT1A受体和 PKA

信号通路的调控作用。

1 材料与方法

1.1 材料

丁苯酞购自石家庄石药集团恩必普药业公司。玉米油购自

金龙鱼有限公司。PKA激酶活性 ELISA试剂盒、钙检测试剂盒

均购自美国 Abcam公司。链霉素抗生物素蛋白过氧化酶、DAB

显色液、苏木素、ECL试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。

RIPA缓冲液购自美国 Santa Cruz公司。BCA蛋白浓度测定试

剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。PVDF膜购自美国

Millipore 公司。5-HT1A、AMPA1、NMDA1、p-AMPA1、p-NM-

DA1和茁-actin一抗购自美国 Cell Signaling Technology公司。

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG购自北京百奥莱博科技

有限公司。

60只雄性 Sprague-Dawley（SD）大鼠购自河北省动物实验

中心[SYXK（冀）2018-008]。大鼠分笼饲养，每笼 5只。饲养条

件为 50-60%相对湿度、25℃、12 h光 /暗循环。在整个实验过

程中允许大鼠自由进食和饮水。

1.2 方法

1.2.1 大脑中动脉闭塞（MCAO）模型的建立 参考文献所述

方法建立大鼠大脑中动脉闭塞（MCAO）模型[12]。随机选择 40

只大鼠，使用 1.5%异氟烷麻醉大鼠，通过颈部中线切口暴露左

颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉，结扎颈外动脉和颈总动脉，然

后从颈总动脉中插入一条具有圆形硅树脂尖端的 4-0尼龙线

栓塞大脑中动脉。闭塞 2 h后抽出尼龙线进行再灌注。20只假

手术大鼠进行相同的手术操作但不闭塞中动脉。

1.2.2 动物分组 40只用于建模的大鼠中有 7只死亡，将建

模后的大鼠随机纳入模型组和丁苯酞组，每组纳入 15只。20

只假手术大鼠中有 2只死亡，选择 15只大鼠纳入假手术组。

1.2.3丁苯酞治疗 将丁苯酞溶解在玉米油中，丁苯酞组大鼠

按照每天 60 mg/kg的剂量灌胃，假手术组和模型组大鼠灌胃

等体积的玉米油，共给药 2周。

1.2.4 神经功能缺损评分 参考文献所述方法[13]对大鼠进行

神经功能缺损评估。评分标准如下：0分，无神经功能缺损；1

分，无法完全伸展左前爪；2分，向左转圈；3分，向左倾倒；4

分，意识丧失；5分，死亡。

1.2.5 Morris水迷宫测试 大鼠在手术后第 14天进行 Morris

水迷宫测试。水迷宫由一个充满水的圆形水池（直径 150 cm，

深度 30 cm，26± 2℃）和一个逃逸平台（直径 12 cm）组成，共分

成四个象限，该平台淹没在一个象限中心水面以下 2 cm处。定

位航行实验：对所有大鼠进行了连续 4 d（4次试验 /d）的训练，

将四个象限的中心作为入水点，并通过测量大鼠找到平台的时

间（逃避潜伏期）来评估大鼠的记忆能力和空间学习能力。如果

大鼠在 90 s内未到达平台，则将大鼠引导到平台，并在平台上

停留 10 s，然后继续进行训练。空间探索实验：在第 5天取出平

台，在离平台放置点最远的象限放入大鼠，记录 90 s内大鼠穿

过原平台放置点的次数，使用视频跟踪系统记录 90 s内大鼠穿

越平台区域的次数，通过穿越平台次数考察大鼠的记忆能力。

1.2.6 磁共振成像检测 在手术 14 d后通过MRI测量大鼠脑

梗塞的体积和位置。3%异氟醚麻醉大鼠并进行磁共振成像

（MRI）。使用 Pharmascan 7.0-T MRI并使用 T2加权自旋回波

序列获取解剖图像，参数为：回波时间 /重复时间 =35/4200 ms，

视野 =32 mm× 32 mm，层厚 =2 mm，间隔 =0.8 mm，层数 =24，

矩阵 =256× 256。在 T2W图像上分析病变体积。通过使用

Image J软件在同侧半球的信号增强区域上定义感兴趣区域。通

过将感兴趣区域的总面积乘以层厚来计算梗塞区域的总体积。

1.2.7 PKA激酶活性的测定 给药完成后，从各组中分别取 6

只大鼠，用 10%水合氯醛麻醉大鼠，打开大鼠胸腔暴露心脏，用

200 mL冰冷的生理盐水对大鼠心脏进行灌流，然后用 200 mL

4%多聚甲醛灌流。将大鼠断头处死，解剖大鼠的单侧海马组

织，研磨制备匀浆，根据试剂盒说明，通过 PKA激酶活性

ELISA试剂盒测定 PKA激酶活性。然后在酶标仪上测定 450

nm的光密度值（OD）。

1.2.8 细胞内[Ca2+]的测定 根据试剂盒的说明，使用钙检测

试剂盒测定大鼠海马组织的细胞内[Ca2+]浓度。海马组织收集

方法同 1.2.7一节。将海马组织剪碎并研磨，然后在冰上重悬于

PBS+0.1% NP-40中。将钙测定缓冲液和组织样品混合并在室

温下避光孵育 5～10 min。然后在酶标仪上测定 575 nmOD值。
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1.2.9 免疫组织化学分析（IHC） 给药完成后，用 10%水合氯

醛麻醉大鼠，每组 6只，开胸暴露心脏，用 200 mL冰冷的生理

盐水对大鼠心脏进行灌流，然后用 200 mL 4%多聚甲醛灌流，

断头处死大鼠，取出脑组织，用 70%-80%-90%-95%-100%的乙

醇溶液分别依次浸泡 1 h。然后用二甲苯Ⅰ和Ⅱ分别浸泡 1 h，

然后石蜡包埋，切成 5 滋m厚的切片，通过免疫组织化学分析。
切片脱蜡水化，使用 30 mL/L过氧化氢阻断内源过氧化物酶活

性，胎牛血清孵育切片 10 min，然后将切片与 5-HT1A（1：500）

一抗在 4℃孵育过夜。后与链霉素抗生物素蛋白过氧化酶室温

孵育 30 min。DAB显色 5 min，苏木素复染 2 min，树胶封片后

置于显微镜下观察。分别对各组的染色强度和阳性细胞数进行

评分。染色强度：0分，未染色；1分，浅黄色染色；2分，棕色染

色；3分，深棕色染色。阳性细胞数（按百分比计算）：0分，<5％；

1分，5~25％；2分，25~50％；3分，>50％。5-HT1A染色评分为

染色强度和阳性细胞数得分的乘积。

1.2.10 Western blot 取大鼠海马组织用 RIPA缓冲液裂解，

通过 BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。裂解液在 SDS

聚丙烯酰胺凝胶中分离，并转移至 PVDF膜（0.45 滋m）。用 5%

脱脂牛奶封闭膜，并与 5-HT1A（1：500）、AMPA1（1：2000）、

p-AMPA1（1：2000）、NMDA1（1：1000）、p-NMDA1（1：1000）和

茁-actin（1：3000）一抗 4℃过夜孵育。然后室温下与辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 IgG (1：1000)二抗孵育 2 h。茁-actin用作
上样对照。使用 ECL试剂盒进行显影，并使用 Image J软件分

析灰度值。

1.3 统计分析

使用 SPSS 22.0版软件分析数据。满足正态分布的数据均

表示为平均值± 标准差，使用单因素方差分析及 LSD事后检

验进行组间的差异比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠学习和记忆能力的影响

Morris水迷宫实验结果显示，缺血性脑卒中模型组（n=15）

大鼠的逃避潜伏期显著高于假手术组（n=15）（P<0.05），而穿越
平台次数显著低于假手术组（0.67± 0.09 vs 4.52± 0.37次，P<0.
05）。药物治疗 2周后，与模型组相比，丁苯酞组（n=15）的逃避

潜伏期显著降低（23.30± 1.47 s，P<0.05），而穿越平台次数显著
升高（2.11± 0.16次，P<0.05）。见图 1。

图 1 各组大鼠的逃避潜伏期和穿越平台次数

Fig.1 Escape latency and number of platform crossings in each group of rats

Note: Compared with sham group, *P<0.05; Compared with model group, #P<0.05.

2.2 丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠神经功能和脑损伤的影响

神经功能缺损评分显示，模型组（n=15）大鼠的神经功能缺

损评分显著高于假手术组（n=15）（2.44± 0.21 vs 0.15± 0.02，

P<0.05）。药物治疗 2周后，与模型组相比，丁苯酞组（n=15）大鼠

的神经功能缺损评分显著降低（1.03± 0.11，P<0.05）。见图 2A。

MRI检查结果显示，模型组（n=15）大鼠的脑梗死体积显著

高于假手术组（n=15）（34.63± 2.87% vs 0.32± 0.08%，P<0.05）。
药物治疗 2周后，与模型组相比，丁苯酞组（n=15）大鼠的脑梗

死体积显著降低（15.67± 1.71%，P<0.05）。见图 2B和图 2C。

2.3 丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠海马组织 PKA激酶活性的影响

ELISA法检测大鼠海马组织 PKA激酶活性的结果显示，

模型组（n=6）大鼠的 PKA激酶活性显著低于假手术组（n=6）

（0.18± 0.02 vs 0.27± 0.03，P<0.05）。药物治疗 2周后，与模型

组相比，丁苯酞组（n=6）大鼠的 PKA 激酶活性显著升高

（0.31± 0.03，P<0.05）。见图 3。

2.4 丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠海马组织细胞内[Ca2+]浓度的

影响

结果显示，模型组（n=6）大鼠海马组织细胞内[Ca2+]浓度显

著低于假手术组（n=6）（0.48± 0.05 pg/mL vs 0.91± 0.11 pg/mL，

P<0.05）。药物治疗 2周后，与模型组相比，丁苯酞组（n=6）大鼠

的细胞内[Ca2+]浓度显著升高（0.78± 0.07pg/mL，P<0.05）。见图4。
2.5 丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠海马组织 5-HT1A受体、AM-

PA1和 NMDA1蛋白活化的影响

免疫组化染色结果显示，假手术组（n=6）大鼠海马 CA1、

CA3和 DG区中 5-HT1A受体阳性染色强度较低，而模型组

（n=6）和丁苯酞组（n=6）的 5-HT1A 受体阳性染色明显增强。

641窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.4 FEB.2021

图 2 各组大鼠的神经功能缺损评分和脑梗死体积

Fig.2 Neurological deficit score and cerebral infarction volume in each group of rats

Note: A: Neurological deficit score; B: Cerebral infarction volume; C: T2-weighted images (T2WI) of cerebral infarction by 7.0-T MRI, red arrow

represents cerebral infarction area; Compared with sham group, *P<0.05; Compared with model group, #P<0.05.

Western blot显示，模型组大鼠海马组织中 5-HT1A的蛋白相

对表达量显著高于假手术组，而 AMPA1和 NMDA1的磷酸化

水平显著低于假手术组（P<0.05）。药物治疗 2周后，与模型组

相比，丁苯酞组的 5-HT1A蛋白相对表达量显著降低，而 AM

PA1和NMDA1的磷酸化水平显著升高（P<0.05）。见图 5和图6。

3 讨论

丁苯酞具有较高的医疗价值，例如，丁苯酞可通过提高抗

氧化能力而减轻帕金森病动物模型的氧化损伤；在糖尿病大鼠

中丁苯酞可发挥抗细胞凋亡作用；此外，丁苯酞可以有效抑制

脑缺血大鼠的炎症反应[14]。目前，丁苯酞已经被广泛用于缺血

性脑卒中的治疗中，其脑保护机制与改善线粒体功能、抑制神

经元凋亡和炎症反应、降低氧化损伤有关[15]。本研究通过Mor-

ris水迷宫证实了在缺血性脑卒中模型大鼠中，丁苯酞可有效

提高大鼠的学习和记忆能力。通过神经功能缺损评分和 MRI

检查发现，丁苯酞明显改善了缺血性脑卒中大鼠的神经功能，

并减少了脑梗死体积。

缺血性脑卒中引起的认知功能障碍与海马突触可塑性的

变化密切相关[16]。海马通过调节各种神经递质受体和激酶（包

括 5-HT1A受体和 PKA激酶）在学习和记忆发挥作用[17]。认知

功能与海马 5-HT1A受体激活有关[3]。大量研究表明，在进行行

为训练之前施用 5-HT1A受体激动剂会损伤动物的学习和记

忆能力。为了确定丁苯酞治疗作用的可能机制，本研究考察了

缺血性脑卒中后梗死海马区 5-HT1A受体的表达。研究显示，

缺血性脑卒中大鼠海马组织中 5-HT1A受体显著上调，而丁苯

酞可抑制 5-HT1A受体的上调。说明丁苯酞改善学习和记忆能

力的机制与其对海马 5-HT1A受体的抑制有关。
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图 5 免疫组化分析 5-HT1A受体的表达（× 400）

Fig.5 Immunohistochemical analysis of 5-HT1A receptor expression (× 400)

Note: Compared with sham group, *P<0.05; Compared with model group, #P<0.05.

图 3 各组大鼠海马组织 PKA激酶活性

Fig.3 PKA kinase activity in hippocampus of each group of rats

Note: Compared with sham group, *P<0.05; Compared with model group,
#P<0.05.

图 4 各组大鼠海马组织细胞内[Ca2+]浓度

Fig.4 Intracellular [Ca2+] concentration in the hippocampus of each group

of rats

Note: Compared with sham group, *P<0.05; Compared with model group,
#P<0.05.
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图 6 各组大鼠海马组织 5-HT1A受体蛋白表达及 AMPA1和 NMDA1的磷酸化水平

Fig.6 5-HT1A receptor protein expression and phosphorylation levels of AMPA1 and NMDA1 in hippocampus of each group of rats

Note: Compared with sham group, *P<0.05; Compared with model group, #P<0.05.

众所周知，cAMP/PKA/CREB 级联反应受 5- HT 调节 [18]。

5-HT1A受体与 Gi/Go蛋白偶联可以抑制腺苷酸环化酶（AC）

和 cAMP的形成，而 5-HT1A激动剂 8-OH-DPAT可降低海马

中的蛋白激酶 A（PKA）活性[19]。据报道，PKA可以诱发长时程

增强(LTP)并影响学习和记忆，PKA拮抗剂可以降低 LTP诱导

的发生率，表明 PKA是 LTP的关键调节分子[20]。本研究检测了

缺血性脑卒中大鼠海马组织中 PKA激酶的活性，发现模型组

大鼠的 PKA激酶活性显著降低，而丁苯酞处理可显著上调

PKA激酶的活性。表明丁苯酞通过抑制 5-HT1A受体的表达而

激活了 PKA信号级联反应，进而通过诱发 LTP来增强大鼠的

学习和记忆能力。

PKA 激酶可以调节 AMPA 和 NMDA 受体的磷酸化。

AMPA和 NMDA受体的磷酸化与 LTP诱导密切相关，此外，

NMDA受体可增加细胞内 Ca2+浓度并有助于突触可塑性[21]。

本研究发现缺血性脑卒中大鼠海马区 AMPA1和 NMDA1的

磷酸化水平明显降低，并且细胞内 Ca2+浓度也显著降低。然而，

丁苯酞可以提高 AMPA1和 NMDA1的磷酸化水平，从而促进

海马区钙离子的流入。

总之，本研究表明丁苯酞明显改善了缺血性脑卒中大鼠的

学习和记忆能力，并且丁苯酞下调了海马 5-HT1A受体活性并

激活了 PKA信号通路。丁苯酞对 PKA信号级联反应的激活导

致了 AMPA1和 NMDA1的活化及钙离子内流，而上述改变可

能促进了长时程增强(LTP)的诱发，进而增强了大鼠的学习和

记忆能力。
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