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丹参酮ⅡA 预防慢性缺氧大鼠认知功能障碍的电生理机制
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摘要 目的：探讨丹参酮ⅡA (TⅡA) 预防慢性缺氧大鼠认知功能障碍的电生理机制。方法：将 18 只雄性 SD 大鼠(200-250 g)随机

分为对照组、模型组(Model 组)、TⅡA(10mg/kg·d)治疗组(TⅡA 组)。复制慢性缺氧大鼠认知功能障碍模型，并给予相应治疗，在

脑片水平运用膜片钳技术检测海马 CA1 区的 LTP 变化，并检测海马 CA1 区锥体细胞的兴奋性变化。结果：(1) 给予高频强直刺激

（HFS）后各组兴奋性突出后电位（fEPSP）斜率均显著增加，即均可诱发 LTP 并持续 1h 以上，但模型组 LTP 较对照组显著减弱

（P<0.05），TⅡA 治疗组 LTP 较模型组明显增强（P<0.05）；(2) 慢性缺氧使海马 CA1 锥体细胞放电所需的刺激电流幅度显著增加、
阈电位升高、兴奋性降低，同样刺激强度条件下动作电位数量减少，TⅡA 干预可明显减轻慢性缺氧对海马 CA1 锥体细胞的上述

抑制。结论：TⅡA 可能是通过维持海马 CA1 锥体细胞的兴奋性、维持海马的突出可塑性减轻慢性缺氧对认知功能的损害。
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ABSTRACT Objective: To investigate the electrophysiological mechanism of Tanshinone ⅡA (TⅡA) preventing cognitive deficits

induced by chronic hypobaric hypoxia. Methods: Eighteen male Sprague-Dawley rats (200-250 g) were randomly divided into three
groups (n=6): Control group, Model group and TⅡA group. Hippocampal CA1 LTP was detected by patch-clamp recordings in rat brain
slices. Excitability of Hippocampal CA1 pyramidal neurons was measured by whole-cell patch-clamp recordings. Results: The LTP of
hippocampal CA1 was inhibitted by chronic hypobaric hypoxia, and TⅡA can maintain the LTP. The decrease of excitability of hip-
pocampal CA1 pyramidal neurons caused by chronic hypobaric hypoxia was markedly improved by TⅡA. Conclusions: TⅡA can pre-
vent cognitive deficits caused by chronic hypobaric hypoxia via maintaining the excitability of hippocampal CA1 pyramidal neurons.
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前言

慢性缺氧对人体各个脏器均有慢性损伤，甚至可造成器官

的不可逆损伤，诱发多种疾病。脑是人体对氧需求最大的器官

之一，对缺氧尤其敏感，是慢性缺氧损伤的主要靶器官之一，持

续处于缺氧环境下可出现思维反应迟缓、记忆力减退、睡眠障

碍等多种临床表现，严重者可出现脑水肿等急重症危及生命。
丹参是一种被广泛使用的传统中药，已被单独或联合其他药物

广泛应用于临床，治疗多种疾病。丹参酮是丹参中含有的一组

松香烷双萜脂溶性化合物，其中丹参酮 TⅡA（Tanshinone ⅡA,

TⅡA）具有丹参的大部分功效，且在丹参中含量最高。目前已

明确 TⅡA 在中枢神经系统不但可抗氧化、抗炎，而且还具有

抗肿瘤、保护血脑屏障等多种作用[1-3]。李林等科研工作者研究

发现 TⅡA 可改善缺血等多种模型所致的认知功能障碍[4,5]。T
ⅡA 可改善淀粉状蛋白 β 肽 1-40 所致的海马神经病理学变化

[6]，减轻淀粉状蛋白β 肽 1-40 导致的体外培养的皮层神经元损

害[7]。另外 TⅡA 还可减轻缺氧缺血导致的脑损伤[8]。本课题组

通过实验研究亦发现 TⅡA 对慢性缺氧引起的认知功能障碍

有预防作用，但该预防作用的机制尚有待进一步研究。基于上

述原因，我们设计如下实验探索 TⅡA 预防慢性缺氧大鼠认知

功能障碍的电生理机制，利用我课题组自行设的可模拟高原低

氧环境的低压氧仓复制慢性缺氧性大鼠认知功能障碍模型，采

用膜片钳实验技术研究 TⅡA 对海马 CA1 区 LTP 及海马 CA1
区锥体细胞兴奋型的影响。

1 材料方法
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1.1 材料及仪器

TⅡA（购自西安怡乐生物制品有限公司，纯度＞98.0％），

1440 模拟数字信号转换系统(Molecular Devices Corporation, 美

国)，Axopatch-700B 信号放大器 (Molecular Devices Corpora-
tion，美国)，红外相差显微镜（Olympus,日本），Master-8 脉冲发

生器(A.M.P.I, 以色列)，可模拟高原低氧环境的密闭缺氧仓为

我实验室自行设计制造，其余氯化钠等常规实验室耗材均为国

产分析纯。
1.2 实验动物

雄性健康 SD 大鼠 (购自解放军第四军医大学校直实验动

物中心)，共 18 只，体重 200～250 g，将其随机等分为：正常对

照组(Control group)、模型组(Model group)、TⅡA(10mg/ kg·d)
治疗组(TⅡA group)。每日开始缺氧前给药，给药方式为腹腔注

射（1 次 / 日），对照组及模型组给予等剂量生理盐水，治疗组给

予 TⅡA(10mg/ kg·d)。实验持续 28 天，完成最后一次缺氧后，

立即麻醉大鼠，断头处死后，快速取含海马的脑组织，震动切片

机切脑片并进行膜片钳电生理记录。
1.3 慢性缺氧大鼠认知功能障碍模型的复制

平置圆桶状缺氧舱为我科参照文献自行设计制造 [9,10]，内

径 0.45m，长 0.80m，舱门有观察窗用于随时观察舱内情况。舱

顶设置与真空泵相连的出气口及带有调节装置的进气阀，并安

装压力表监测舱内压力。舱内置钠石灰用于吸收二氧化碳。将

大鼠置于密闭缺氧仓，关紧舱门后立即开启真空泵，缓慢调节

进气阀，使密闭缺氧仓内气压缓慢下降，直至气压降至目标气

压（380mmHg），维持此气压 8 小时，然后逐渐调大进气口，使

密闭缺氧仓内气压缓慢上升，直至达到正常大气压。相同方法

饲养对照组大鼠，每日亦在密闭缺氧仓内饲养 8 小时，同法开

启真空泵，但将进气孔调至最大，使舱内气压维持在正常大气

压水平。
1.4 海马脑片制备及电生理记录

采用异氟烷吸入麻醉方法麻醉大鼠，迅速断头并取脑，浸

入预充 5% CO2、95% O2 混合气的冰浴人工脑脊液中，人工脑

脊 液 配 方 (mmol/L)：KCl (2.5)，glucose (11), MgCl2 (1.2), CaCl2
(2.4), NaHCO3(26), NaH2PO4(1.2), and NaCl (126)，滴定 pH 值至

7.35-7.45 范围内。在冰水混合人工脑脊液中，利用震动切片机

将含海马的脑组织切成 400μm 厚度的脑片，挑选海马结构清

楚的脑片，将其置入预充 5% CO2、95% O2 混合气的人工脑脊

液中，34℃孵育 1 h，以恢复脑片状态。将脑片移至记录浴槽，用

氧饱和的人工脑脊液持续灌流(2 ml/min)，开启浴槽加热系统，

使脑片温度维持在 34℃，进行电生理记录。
1.5 海马长时程增强(LTP)记录

参照文献行海马 LTP 记录[10,11]。选择双极间距约 300μm 的

刺激电极，用 3mol/L 的 NaCl 溶液作为记录电极内液。通过刺

激电极给予突触前纤维方波测试脉冲刺激，刺激频率为

0.05Hz，方波波宽为 100μs，将刺激强度设定为能诱发出最大

兴奋性突出后电位（fEPSP）的 50%的电流强度。高频强直刺激

（HFS）参数为：强度同方波、波宽 100μs、时程 1s、频率 100Hz。
借助倒置显微镜，在可视条件下将记录电极刺入 CA1 锥体细

胞层记录 fEPSP，刺激电极刺入海马的Schaffer 侧支纤维处。给

予测试脉冲，待基线稳定后，先记录正常 fEPSP，约 30min，然后

顺次给予间隔 20s 的两次 HFS 刺激。HFS 刺激后继续给予刺

激前的测试脉冲刺激并记录 fEPSP 1h 以上。将斜率作为评价

fEPSP 强度的指标，并将刺激前的 fEPSP 斜率设为 100%，用其

标准化刺激后的 fEPSP 斜率，结果以 x±SD%形式表示。
1.6 利用膜片钳技术测试海马 CA1 区锥体细胞的兴奋性

参照文献测试海马 CA1 区锥体细胞的兴奋性[10,12]。电极内

液成份(mmol/L)：葡萄糖酸钾 (125)，CaCl2(1)，NaCl(10)，EGTA
(10)，MgCl2 (2)，HEPES (10)，GTP (0.3)，ATP (2) (渗透压 285
-295，pH 7.3)。记录电极电阻约 3-5Mω。借助倒置显微镜及红外

相差显微镜，在可视条件下定位海马 CA1 区并钳制细胞。具体

过程为：选定条件较好的目标细胞，将电极浸入液面，然后利用

软件自动补偿液接电位，调整电极位置使电极压住细胞并将其

压出一凹陷，适当给电极施加负压以利于形成高阻封接，自动

补偿电极电容，给予脉冲式负压小心吸破所钳细胞膜，形成全

细胞模式，自动补偿膜电容。让细胞休息数分钟使其恢复状态，

然后进行电生理记录。调至电流钳模式，给予去极化的方波脉

冲刺激，时程 60ms，记录细胞电压反应，并观察动作电位产生

情况，计算海马 CA1 锥体细胞的阈电位，本实验中将阈电位定

义为斜率达到动作电位上升支最大斜率 1/30 处的膜电压[13]。
1.7 统计学处理

用 spss 软件进行统计学分析，以 x±s 形式表示结果。LTP
组间比较采用 two-way ANOVA 进行统计学分析，阈电位组间

比较用 one-way ANOVA 进行统计学分析。如 P<0.05，则认为

有显著差异。

2 实验结果

2.1 TⅡA 对海马 CA1 区 LTP 的影响

在 HFS 刺激诱导下，各组 fEPSP 斜率较刺激前均增加并

持续 1h 以上，即均可诱发 LTP，但模型组刺激后 fEPSP 斜率增

加水平显著降低 （P<0.05），TⅡA 治疗后 fEPSP 斜率增加水平

较模型组明显升高（P<0.05），接近正常对照组水平（Fig. 1）。提

示：TⅡA 可显著改善慢性缺氧导致的大鼠海马 CA1 区 LTP 抑

制。

图 1 TⅡA 减轻慢性缺氧导致的海马 CA1 区 LTP 抑制

Fig. 1 TⅡA improves the hippocampal LTP inhibition in rats caused by

hypobaric hypoxia

Note : #P＜0.05 TⅡA group compared with model group ; *P＜0.05

Model group compared with control group
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2.2 TⅡA 对海马 CA1 区锥体细胞兴奋性的影响

由 fig.2 可见给予同样的阶梯状脉冲，缺氧组 CA1 区锥体

细胞放电所需的刺激电流幅度较对照组显著增加、产生的动作

电位数量较对照组明显减少，TⅡA 干预后缺氧的上述作用显

著减轻。

图 2 TⅡA 减轻慢性缺氧导致的海马 CA1 区锥体细胞兴奋性降低

Fig. 2 TⅡA maintains the excitability of hippocampal pyramidal neurons in rats.

2.3 TⅡA 可减轻慢性缺氧对海马 CA1 锥体神经元阈电位的

影响

如 Tab.1 所示，慢性缺氧可导致海马 CA1 锥体神经元阈电

位升高 （P<0.05），TⅡA 干预可显著减轻慢性缺氧的对细胞的

上述作用（P<0.05），使细胞阈电位恢复至接近正常水平。

3 讨论

随着人类文明的进步，人们在高海拔地区的活动的逐年渐

增多，相应地高原病的发病人数也越来越多。近年来，高原缺氧

的生物学效应已经得到相关科研工作者的广泛重视。慢性缺氧

导致的认知功能障碍是高原缺氧的主要生物学效应之一，发病

机理复杂，现有手段预防、治疗效果均不理想，寻找有效防治慢

性缺氧性认知功能障碍的新途径已经被医学科研工作者提上

日程。本课题组在这方面做了一些工作，通过实验研究发现 T
ⅡA 对慢性缺氧引起的认知功能障碍有预防作用，但该预防作

用的机制尚有待进一步研究。本实验拟采用膜片钳实验技术研

究 TⅡA 对海马 CA1 区 LTP 及海马 CA1 区锥体细胞兴奋型

的影响，以期揭示 TⅡA 改善慢性缺氧导致的认知功能障碍的

电生理机制。
既往研究已证实人或动物的认知功能和海马关系极为密

切，海马损伤会严重影响认知功能[14-16]。孙正启等人研究证实海

马的损伤也是慢性缺氧性认知功能障碍的主要原因之一[17]，故

本实验从海马 CA1 区电生理改变入手研究 TⅡA 对慢性缺氧

性认知功能障碍的预防作用。海马 CA1 区 LTP 具有三大特点：

特异性、时程长及可加性，同时 LTP 可反映海马的突触可塑

性，提示大脑的信息存储和海马 CA1 区 LTP 密切相关，所以

LTP 已成为电生理方面研究学习、记忆的金标准[18,19]。本研究

中，海马 CA1 区 LTP 被慢性缺氧显著抑制，提示其突触可塑性

受到损害，TⅡA 干预可显著减轻慢性缺氧的上述损害，从电生

理水平进一步证实了 TⅡA 可预防慢性缺氧性认知功能障碍。
兴奋性是反映神经元对外界刺激产生反应的能力，是神经

元的基本特性之一。阈电位是指刚刚能大量激活钠通道进而引

起动作电位的最小膜电位，是评价神经元兴奋性的主要指标之

一。本实验中慢性缺氧使海马 CA1 锥体细胞放电所需的刺激

电流幅度显著增加、阈电位升高、兴奋性降低，同样刺激强度条

件下动作电位数量减少，TⅡA 干预可明显减轻慢性缺氧对海

马 CA1 锥体细胞的上述影响。以往研究已证实海马神经元兴

奋性改变可严重影响认知功能，海马神经元兴奋性降低导致学

习、记忆功能减退[13,20]，结合本实验结果可得出结论：TⅡA 改善

慢性缺氧性认知功能障碍的电生理机制可能是通过维持海马

CA1 锥体细胞的兴奋性来实现的。
综上所述，TⅡA 可显著改善慢性缺氧性认知功能障碍，维

持海马 CA1 锥体细胞的兴奋性及其突出可塑性可能是其作用

的电生理机制。
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