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【摘要】 目的  观察白藜芦醇是否能改善脓毒症脑病（SAE）大鼠的认知功能障碍，并探讨其作用机制。 

方法  选择清洁级 12 周龄雄性 SD 大鼠，按随机数字表法分为假手术组、脓毒症模型组、白藜芦醇组，每组 

30 只。采用尾静脉注射脂多糖（LPS）10 mg/kg 复制脓毒症大鼠模型；假手术组以相同途径给予等量生理盐

水。白藜芦醇组制模后腹腔注射白藜芦醇注射液 8 mg·kg-1·d-1，每日 1 次，连用 2 d；脓毒症模型组和假手

术组以相同途径给予等量生理盐水。制模后 24 h 用水迷宫实验评估各组大鼠认知功能；同时测定脑组织含

水量（BWC）、伊文思蓝（EB）渗漏量以评估血脑屏障（BBB）通透性；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）

检测脑皮质组织基质金属蛋白酶 9（MMP-9）、闭合蛋白（Occludin）和封闭蛋白 5（Claudin-5）的蛋白表达；采

用免疫荧光双标法测定 MMP-9 蛋白和星形胶质细胞标志蛋白（GFAP）在脑皮质组织的共定位情况。结果   

与假手术组相比，脓毒症模型组制模后 48 h、72 h 大鼠逃逸潜伏期显著延长〔48 h 逃逸潜伏期（s）：56.56±6.43 

比 36.62±3.32，72 h  逃逸潜伏期（s）：57.72±7.23 比 26.46±4.24，均 P＜0.01〕，BWC、EB 渗漏量显著增加

〔BWC：（84.56±2.03）% 比（76.82±2.22）%，EB 渗漏量（μg/g）：17.56±2.28 比 6.25±1.36，均 P＜0.01〕，大脑

皮质组织 MMP-9 蛋白表达水平明显升高（MMP-9/β-actin：0.73±0.01 比 0.24±0.01，P＜0.01），Occludin 和

Claudin-5 的蛋白表达水平明显降低（Occludin/β-actin：0.45±0.02 比 0.86±0.04，Claudin-5/β-actin：0.62±0.03

比 0.96±0.05，均 P＜0.01）；同时伴随着 MMP-9 蛋白和脑皮质组织星形胶质细胞共定位表达增加〔MMP-9 荧

光强度（AU）：38.66±4.26 比 17.23±3.04，MMP-9 阳性细胞百分比：（26.92±1.77）% 比（12.82±1.46）%，均

P＜0.01〕。与脓毒症模型组相比，白藜芦醇组大鼠逃逸潜伏期显著缩短〔48 h 逃逸潜伏期（s）：41.42±6.27 比

56.56±6.43，72 h 逃逸潜伏期（s）：33.46±7.17 比 57.72±7.23，均 P＜0.01〕，BWC、EB 渗漏量显著减少〔BWC：

（77.15±2.27）% 比（84.56±2.03）%，EB 渗漏量（μg/g）：7.74±1.88 比 17.56±2.28，均 P＜0.01〕，而大脑皮质组

织 MMP-9 蛋白表达明显降低（MMP-9/β-actin：0.25±0.01 比 0.73±0.01，P＜0.01），Occludin 和 Claudin-5 的蛋

白表达均明显升高（Occludin/β-actin：0.82±0.03 比 0.45±0.02，Claudin-5/β-actin：0.92±0.04 比 0.62±0.03，

均 P＜0.01），同时伴随着 MMP-9 蛋白和脑皮质组织星形胶质细胞共定位表达减少〔MMP-9 荧光强度（AU）：

19.44±4.37 比 38.66±4.26，MMP-9 阳性细胞百分比：（13.11±1.29）% 比（26.92±1.77）%，均 P＜0.01〕。结论   

白藜芦醇通过抑制脓毒症大鼠大脑皮质组织星形胶质细胞 MMP-9 的表达，减少紧密连接蛋白 Occludin、

Claudin-5 的降解，从而降低 BBB 通透性，最终改善 SAE 的认知功能障碍。
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【Abstract】 Objective  To  explore  the  mechanism  of  resveratrol  on  ameliorating  the  cognitive  dysfunction 
induced by sepsis associated encephalopathy (SAE) in rats.  Methods  The 12 weeks old male Sprague-dawley (SD) 
male rats were randomly divided into sham group, sepsis group and resveratrol group, with 30 rats in each group. The rat 
model of sepsis was made by injecting LPS (10 mg/kg) into tail vein. The rats in sham group was given the same amount 
of  normal  saline  (NS).  After  LPS  injection,  resveratrol  (8  mg·kg-1·d-1)  was  intraperitoneally  injected  once  daily  for  
2  days  in  the  resveratrol  group;  the  same  amount  of NS was  given  to  the  sepsis  group  and  sham  group. At  24  hours 
after model establishment,  the cognitive  function of  the experimental  rats was assessed by  the Morris water maze  test. 
The  blood-brain  barrier  (BBB)  permeability  was  evaluated  by  the  brain  water  content  (BWC)  and  Evans  blue  (EB) 
test.  The  protein  expressions  of matrix metalloproteinase  9  (MMP-9), Occludin  and Claudin-5  in  cortical  tissue were 
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detected by Western Blot. Double immunofluorescence was used to verify the co-localization of MMP-9 protein and the 
marker protein of astrocyte GFAP in the cortical  tissue of rats.  Results  Compared with the sham group, the escape 
latency in the sepsis group was significantly longer [48-hour escape latency (s): 56.56±6.43 vs. 36.62±3.32, 72-hour 
escape  latency  (s):  57.72±7.23  vs.  26.46±4.24,  both P  <  0.01],  the  BWC  and  extravasation  of  EB  were  increased  
[BWC:  (84.56±2.03)%  vs.  (76.82±2.22)%,  EB  (μg/g):  17.56±2.28  vs.  6.25±1.36,  both P  <  0.01],  the  expression 
of MMP-9  protein was  increased  (MMP-9/β-actin:  0.73±0.01  vs.  0.24±0.01, P  <  0.01),  the  protein  expressions  of 
Occludin and Claudin-5 were decreased (Occludin/β-actin: 0.45±0.02 vs. 0.86±0.04, Claudin-5/β-actin: 0.62±0.03 
vs. 0.96±0.05, both P < 0.01). At the same time, the co-localization expression of MMP-9 protein and the astrocytes of 
the cortical were  increased  [MMP-9  fluorescence  intensity  (AU): 38.66±4.26 vs. 17.23±3.04, MMP-9 positive cells: 
(26.92±1.77)% vs. (12.82±1.46)%, both P < 0.01]. Compared with the sepsis group, the escape latency in resveratrol 
group was  significantly  shorter  [48-hour escape  latency  (s): 41.42±6.27 vs. 56.56±6.43, 72-hour escape  latency  (s): 
33.46±7.17 vs. 57.72±7.23, both P < 0.01], the BWC and extravasation of EB were decreased [BWC: (77.15±2.27)% 
vs.  (84.56±2.03)%,  EB  (μg/g):  7.74±1.88  vs.  17.56±2.28,  both  P  <  0.01],  the  expression  of  MMP-9  protein  was 
decreased (MMP-9/β-actin: 0.25±0.01 vs. 0.73±0.01, P < 0.01), the protein expressions of Occludin and Claudin-5 
were  increased  (Occludin/β-actin:  0.82±0.03  vs.  0.45±0.02,  Claudin-5/β-actin:  0.92±0.04  vs.  0.62±0.03,  both 
P  < 0.01). At  the  same  time,  the  co-localization  expression  of MMP-9 protein  and  the  astrocytes  of  the  cortical were 
decreased  [MMP-9  fluorescence  intensity  (AU): 19.44±4.37 vs. 38.66±4.26, MMP-9 positive  cells:  (13.11±1.29)% 
vs.  (26.92±1.77)%,  both P  <  0.01].  Conclusion  Resveratrol  can  inhibit  the  expression  of MMP-9  protein  in  the 
astrocytes  of  the  cortical  cortex  of  rats,  and  then  reduce  the  degradation  of  tight  junction  proteins  of  Occludin  and 
Claudin-5, thereby reducing BBB permeability and eventually ameliorate the cognitive dysfunction induced by SAE.
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  脓毒症脑病（SAE）是由感染或高度可疑感染灶

引起的机体反应失调而导致的大脑急性弥散性功能

障碍［1-2］。SAE 早期以急剧的意识改变为特征，可

有谵妄、昏迷、癫痫发作或局灶性神经系统体征，远

期亦能引起患者认知功能障碍［3-4］。在脓毒症患者

中 SAE 的发病率高达 70%，且脓毒症患者一旦并发

SAE，其病死率约升高 20%［5］。目前 SAE 尚缺乏有

效的特异性治疗手段，是脓毒症整体病死率居高不

下的重要原因［5］。白藜芦醇是从藜芦、虎杖苷等多

种中医药种子中分离得到的多酚类单体成分，具有

抗炎、抗氧化、改善微循环、抑制血小板聚集等生物

学作用［6］。目前研究显示，白藜芦醇可改善脓毒症

大鼠［7］、老年大鼠术后［8］以及糖尿病大鼠［9］的认

知功能障碍，但作用机制仍不明确。脓毒症时血脑

屏障（BBB）通透性增加是 SAE 发生发展的关键环

节［10］。既往研究表明，脓毒症时基质金属蛋白酶 9 

（MMP-9）的升高与 BBB 通透性增加密切相关 ［11］。

本研究旨在探讨白藜芦醇是否可以通过保护 BBB

从而改善 SAE 大鼠的认知功能障碍，现报告如下。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组：选择清洁级雄性 SD 大鼠，

12 周龄，体重 250～300 g，购自华南理工大学动物

实验中心，动物许可证号：SYXK（粤）2017-2018。

按随机数字表法将大鼠分为假手术组、脓毒症模型

组、白藜芦醇组，每组 30 只。

1.2  脓毒症大鼠模型的制备及处理：采用腹腔注射

脂多糖（LPS，美国 Sigma 公司）10 mg/kg 的方法复

制脓毒症大鼠模型；假手术组以相同途径给予等量

生理盐水。白藜芦醇组制模后腹腔注射白藜芦醇注

射液 8 mg·kg-1·d-1，每日 1 次，连用 2 d；脓毒症模

型组和假手术组以相同途径给予等量生理盐水。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标

准，并经广东省人民医院医学研究伦理委员会批准 

（审批号：GDREC2020164A）。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  水迷宫实验评估大鼠认知功能： 测试装置由

装满温水（24±2）℃的圆形池（直径 150 cm）和圆形

逃逸平台（直径 10 cm）构成。逃逸平台位于第 1 象

限，并浸没在水面下 1 cm 处。水迷宫实验第 1 天，

允许大鼠在池中游泳 120 s，以适应环境和实验；实

验第 2～4 天，对大鼠进行水迷宫测试，将大鼠头向

上，面对水池壁依次从测试装置的 4 个象限入水，记

录大鼠找到水下逃逸平台的时间（逃逸潜伏期）。如

果大鼠在120 s内不能到达平台，研究者则引导大鼠 

到平台站立 60 s，同时记录 120 s 为其逃逸潜伏期。

1.3.2  脑组织含水量（BWC）测定：在深度麻醉下

处死各组大鼠迅速取脑，分离获取半侧大脑半球。

将脑组织置于 100℃电热恒温箱中，烘烤 24～48 h
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至恒重（多次称量干重，需将两次干重的测量误差

控制在 0.2 mg 内）。BWC 按照以下公式进行计算：

BWC（%）＝（湿重－干重）/ 湿重 ×100%。

1.3.3  大脑 BBB 通透性评估：于干预结束后各组

大鼠股静脉注射 2 mg/kg 伊文思蓝（EB）溶液；在实

验终点用生理盐水于左心室进行灌注，直至经右心

耳流出无色透明液体时停止灌注；分离同侧脑组织

后，按 1.0 mL 加入甲酰胺溶液，60 ℃水浴抽提 2 h，

于酶标仪 620 nm 处测定吸光度（A）值，绘制标准曲

线，计算脑组织 EB 渗漏量。

1.3.4  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测大

脑皮质组织 MMP-9、闭合蛋白（Occludin）以及封闭

蛋白 5（Claudin-5）的蛋白表达：取大脑皮质组织，

用蛋白提取试剂盒提取蛋白，二喹啉甲酸法 （BCA）

检测蛋白质浓度。蛋白定量后进行电泳、转膜、封

闭，分别加入鼠源抗 MMP-9、Occludin 及 Claudin-5

蛋白（均 1∶1 000 稀释），4 ℃孵育过夜。次日用磷

酸盐缓冲液（PBS）漂洗后，于 4 ℃孵育抗小鼠二抗

（1∶1 000 稀释）1 h，含吐温的磷酸盐缓冲液（TBST）

洗膜后在暗室中加入预混好的电化学发光（ECL）免

疫荧光发光液，压片、曝光。采用 Fluor Chem 8900

软件分析灰度值，以目的蛋白与内参照 β- 肌动蛋

白（β-actin）的灰度值比值表示目的蛋白的表达量。

1.3.5  免疫荧光双标法检测大脑皮质组织 MMP-9

表达：取大鼠新鲜脑皮质组织进行固定，然后切成

10 μm 厚度的冰冻切片，行 MMP-9 抗体染色以及星

形胶质细胞标志蛋白（GFAP）双标染色。从每组大

鼠大脑皮质组织中取 4 张切片，每张切片随机选取 

4 个视野，荧光显微镜下观察 MMP-9 蛋白表达及

GFAP 在脑皮质组织的共定位情况。使用 Image-pro 

Plus 软件分析各组星形胶质细胞中 MMP-9 蛋白的

平均荧光强度，并计算各组切片视野中 MMP-9 阳性

细胞的百分比。

1.4  统计学分析：使用 SPSS 20.0 统计软件分析数

据。正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）
表示，多组间均数比较采用方差分析，两两比较在方

差齐性时采用 LSD 检验，否则采用 Dunnett T3 检验。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  各组大鼠逃逸潜伏期比较（表 1）：与假手术组

相比，脓毒症模型组制模后 48 h、72 h 大鼠逃逸潜

伏期明显延长（均 P＜0.01）；给予白藜芦醇干预后，

脓毒症大鼠逃逸潜伏期明显缩短（均 P＜0.01）。

表 1 各组大鼠水迷宫实验逃逸潜伏期比较（x±s）

组别
动物数

（只）

逃逸潜伏期（s）

制模后 48 h 制模后 72 h

假手术组 6 36.62±3.32 26.46±4.24
脓毒症模型组 6 56.56±6.43 a 57.72±7.23 a

白藜芦醇组 6 41.42±6.27 b 33.46±7.17 b

注：与假手术组比较，aP＜0.01；与脓毒症模型组比较，bP＜0.01

表 2 各组大鼠 BWC、EB 渗漏量比较（x±s）

组别 动物数（只） BWC（%） EB 渗漏量（μg/g）

假手术组 6 76.82±2.22   6.25±1.36
脓毒症模型组 6 84.56±2.03 a 17.56±2.28 a

白藜芦醇组 6 77.15±2.27 b   7.74±1.88 b

注：BWC 为脑组织含水量，EB 为伊文思蓝；与假手术组比较，
aP＜0.01；与脓毒症模型组比较，bP＜0.01

2.2  各组大鼠 BWC、EB 渗漏量比较（表 2）：与假

手术组相比，脓毒症模型组大鼠 BWC、EB 渗漏量明

显升高（均 P＜0.01）；给予白藜芦醇干预后，脓毒症

大鼠 BWC、EB 渗漏量明显降低（均 P＜0.01）。

2.3  各组大鼠大脑皮质组织 MMP-9、Occludin 及

Claudin-5 的蛋白表达水平比较（图 1）：与假手术组

相比，脓毒症模型组大鼠大脑皮质组织 MMP-9 蛋白

表达水平明显升高，Occludin 和 Claudin-5 的蛋白表

达水平明显降低（均 P＜0.01）；给予白藜芦醇干预

后，脓毒症大鼠大脑皮质组织 MMP-9 蛋白表达水平

明显降低，Occludin 和 Claudin-5 的蛋白表达水平明

显升高（均 P＜0.01）。

MMP-9 为基质金属蛋白酶9，Occludin 为闭合蛋白， 
Claudin-5 为封闭蛋白 5，β-actin 为 β-肌动蛋白； 

与假手术组比较，aP＜0.01；与脓毒症模型组比较，bP＜0.01

图 1  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠 
大脑皮质组织 MMP-9、Occludin、Claudin-5 的蛋白表达水平
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图 2  光镜下观察各组大鼠大脑皮质组织中星形胶质细胞 
基质金属蛋白酶 9（MMP-9）阳性表达　红光代表 MMP-9 阳性表
达，绿光代表胶质纤维酸性蛋白（GFAP）。脓毒症模型组星形胶
质细胞 MMP-9 免疫荧光强度以及阳性细胞表达显著增多；白藜
芦醇组 MMP-9 免疫荧光强度以及阳性细胞表达较脓毒症模型组
减少　免疫荧光双标染色　高倍放大

表 3 各组大鼠大脑皮质组织中星形胶质细胞 MMP-9 
免疫荧光强度以及阳性细胞百分比比较（x±s）

组别
动物数

（只）

MMP-9 免疫

荧光强度（AU）

MMP-9 阳性

细胞百分比（%）

假手术组 6 17.23±3.04 12.82±1.46
脓毒症模型组 6 38.66±4.26 a 26.92±1.77 a

白藜芦醇组 6 19.44±4.37 b 13.11±1.29 b

注：MMP-9 为基质金属蛋白酶 9；与假手术组比较，aP＜0.01；

与脓毒症模型组比较，bP＜0.01

2.4  各组大鼠脑皮质组织星形胶质细胞中 MMP-9

阳性表达比较（图 2；表 3）：与假手术组相比，脓毒

症模型组大鼠 MMP-9 蛋白和脑皮质组织星形胶质

细胞共定位表达明显增加（均 P＜0.01）；给予白藜

芦醇干预后，脓毒症大鼠 MMP-9 蛋白和脑皮质组织

星形胶质细胞共定位表达明显减少（均 P＜0.01）。

3 讨 论 

  从现代西医学角度看，SAE 是脓毒症发生发

展时累及大脑的急性并发症，不仅近期可以发生急

性意识障碍，远期亦会留有认知功能障碍，严重影

响患者近期预后和远期的生存质量［3-4］。中医学

文献并无 SAE 的病名，但与其相关的发病特点及

临床表现却有许多记载，并根据不同的临床表现有 

“昏厥”“昏愦”“昏蒙”“昏迷”“谵昏”等类似病症，

均属中医学“神昏”的范畴［12］，从上述描述看，与

西医有关 SAE 的定义和临床表现一致。尽管近年

来 SAE 已经引起临床医师的高度重视，但目前临床

疗效仍较差。因此，从中西医结合角度去探究 SAE

的发病机制以及治疗靶点，并进一步寻求有效的药

物去干预，对于改善并发 SAE 的脓毒症患者预后 

至关重要。

  近年来，随着现代西医基础医学对 SAE 研究

的深入，研究者发现，SAE 发生时即使中枢神经系

统和血液中无细菌入侵，仍可发生脑功能弥散性障 

碍［13］。正常情况下，BBB 为中枢神经系统提供了

安全的环境，使其免于外界病原体、毒素、炎性因子

的侵袭， 完整的 BBB 对于维持大脑正常功能至关

重要［14］。进一步研究表明，脓毒症患者 BBB 通透

性增加，使细菌内毒素以及炎性因子可以通过破坏

的 BBB 进入大脑，最终引起脑功能障碍［15］。从现

代西医学基础研究的角度来看，脓毒症导致的 BBB

通透性增加是 SAE 发生的关键环节。而古代文献

中关于“神昏”记载最多的是《温病篇》，以卫气营

血辨证为特点。现代著名温病学家沈凤阁分析其病

变机制认为有 4 类，即邪入营血，蒙闭心神；邪在气

分，热盛神昏；湿热蕴阻，清阳蒙蔽；正虚气脱，心神

无主。由此可见，SAE 的病性以实邪致病居多［12］。

本研究显示，与假手术组比较，脓毒症模型组大鼠

制模后 48 h、72 h 逃逸潜伏期显著延长，说明脓毒

症大鼠出现了认知功能障碍；进一步检测其脑组织

BWC 以及 EB 渗漏量均显著增加，说明脓毒症大鼠

BBB 通透性增加是 SAE 发生发展的关键环节。因

此寻求药物减少 BBB 的通透性，将能改善 SAE 的

认知功能障碍。

  从中医的病变机制来看，SAE 的病性以实邪致

病居多［12］，可以尝试辨证应用扶正祛邪的药物进

行干预，药物可选黄芪、当归、金银花、青蒿、虎杖 

等［16］。根据此中医辨证机制，国内动物实验表明，

中药淫羊藿、醒脑静可以改善 SAE 大鼠的认知功能

障碍［17-18］。本研究亦显示，与脓毒症模型组比较，

白藜芦醇组大鼠术后 48 h、72 h 逃逸潜伏期显著缩

短，同时亦发现大鼠脑组织 BWC 以及 EB 渗漏量明

显减少，说明白藜芦醇可以通过降低 BBB 的通透性

从而改善脓毒症大鼠的认知功能障碍。但目前白藜

芦醇通过何种机制降低 BBB 的通透性仍不明确。

  BBB 是由大脑微细血管内皮细胞及紧密连接

蛋白（TJPs）、基膜、周细胞、神经元细胞、星形胶质

细胞足突和极狭小的细胞外隙共同组成的一个细胞
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复合体，而星形胶质细胞是其中最主要的组分［14］。 

星形胶质细胞主要通过分泌活性物、基因转录和蛋

白质合成协同作用参与 BBB 的维持与形成［19］。既

往研究显示，星形胶质细胞主要通过分泌 MMP-9 导

致脑微血管内皮细胞之间 TJPs（Occludin、Claudin-5）

的破坏，从而增加BBB的通透性 ［20］。国内蒋毅等 ［11］ 

发现，脓毒症时 MMP-9 的增加与 BBB 通透性增加

密切相关。因此，在脓毒症时抑制星形胶质细胞

中 MMP-9 的表达将能降低 BBB 的通透性，从而改

善 SAE 相关的认知功能障碍。本研究结果表明，给

予白藜芦醇注射液（8 mg·kg-1·d-1）干预后，脓毒

症大鼠星形胶质细胞 MMP-9 表达较少，同时 TJPs

中 Occludin、Claudin-5 蛋白的降解减少。提示白

藜芦醇可能通过抑制 SAE 大鼠大脑星形胶质细胞

MMP-9 的表达，从而减少 Occludin、Claudin-5 蛋白

的降解，最终降低 BBB 的通透性。

  综上所述，本研究显示，脓毒症大鼠大脑星形胶

质细胞 MMP-9 表达明显上调，进而引起 Occludin、

Claudin-5 蛋白的降解，从而增加 BBB 的通透性，最

终导致认知功能障碍；而白藜芦醇可以降低 BBB 通

透性，改善认知功能障碍，其脑保护作用可能是通过

抑制星形胶质细胞 MMP-9 的表达，减少 Occludin、

Claudin-5 蛋白降解而实现的。本研究为白藜芦醇

在 SAE 患者中的临床应用提供了一定理论依据。

但本研究也存在局限性和不足之处，本研究为动物

实验，为进一步探讨其分子机制需要体外实验进一

步证实；同时为进一步明确其临床使用的安全性以

及有效性，需要通过临床试验去验证。
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