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淫羊藿苷对脓毒症相关性脑病的作用机制研究
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【摘要】 目的  观察淫羊藿苷（ICA）对大鼠海马组织中沉默信息调节因子 6（SIRT6）的激活作用及对脓
毒症相关性脑病（SAE）的影响，并探讨其作用机制。方法  将 60 只成年雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为
假手术组（Sham 组）、模型组〔脂多糖（LPS 组）〕、LPS+ICA 组，每组 20 只。采用尾静脉注射 LPS 10 mg/kg 的
方法制备脓毒症大鼠模型，Sham 组同途径给予等量生理盐水。LPS+ICA 组注射 LPS 后腹腔注射 ICA 注射液 

（50 mg·kg-1·d-1），每日 1 次；LPS 组及 Sham 组同途径给予等量生理盐水。于制模后 2、4、6 d 监测大鼠脑电图
变化，计算脑电图各波形比例。6 d 后处死大鼠取脑组织，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测海马组织中肿
瘤坏死因子 -α（TNF-α）含量，采用免疫组化法及蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测海马组织中 SIRT6
的表达。结果  与 Sham 组比较，LPS 组制模后 2 d 开始脑电图 δ 波百分比即明显增加，至 6 d 仍明显高于
制模前，说明 SAE 模型制备成功。而 LPS+ICA 组制模后各时间点脑电图 δ 波百分比均较 LPS 组明显减少，
以 6 d 差异最为显著〔（12.92±0.62）% 比（17.48±0.39）%，P＜0.05〕，说明 ICA 干预有效。LPS 组海马组织中
TNF-α 水平较 Sham 组明显升高（ng/L：178.40±7.35 比 12.76±0.93，P＜0.05），SIRT6 蛋白水平较 Sham 组明
显下降（SIRT6/β-actin：0.62±0.03 比 1.35±0.05，P＜0.05）；LPS+ICA 组海马组织中 TNF-α 水平较 LPS 组
明显下降（ng/L：82.31±7.97 比 178.40±7.35，P＜0.05），SIRT6 蛋白水平较 LPS 组明显升高（SIRT6/β-actin：
1.14±0.06 比 0.62±0.03，P＜0.05）。结论  ICA 通过上调海马组织中 SIRT6 蛋白表达，可减轻海马组织的炎症
反应及 SAE 严重程度。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  effect  of  icariin  (ICA)  on  the  activation  of  silent  information 
regulator  6  (SIRT6)  in  rat  hippocampus  and  on  sepsis  associated  encephalopathy  (SAE),  and  to  explore  the  possible 
mechanism.  Methods  Sixty  adult  male  SD  rats  were  randomly  divided  into  sham  operation  (Sham)  group,  model 
(lipopolysaccharide, LPS) group, and LPS+ICA group, with 20 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 were given the same amount of normal saline (NS). After 
LPS injection, ICA (50 mg·kg-1·d-1) was intraperitoneally injected once daily in LPS+ICA group; the same amount of 
NS was given  in LPS group and Sham group. The electroencephalogram (EEG) changes of  rats were monitored on day 
2, 4 and 6 after model establishment, and the proportion of each waveform was calculated. After 6 days,  the rats were 
killed to take brain tissue. The content of tumor necrosis factor-α (TNF-α) in hippocampus was detected by enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA), and the expression of SIRT6 in hippocampus was tested by immunehistochemistry 
and Western Blot.  Results  Compared with Sham group,  the percentage of δ wave of EEG in LPS group increased 
significantly after 2 days of modeling, and it was still significantly higher than that before modeling after 6 days of modeling, 
which indicated that SAE model was successfully prepared. The percentage of δ wave of EEG in LPS+ICA group was 
significantly lower than that in LPS group at each time point after modeling, and the difference was the most significant 
on day 6 [(12.92±0.62)% vs. (17.48±0.39)%, P < 0.05], which indicated that ICA intervention was effective. The level 
of TNF-α in LPS group was significantly higher than that in Sham group (ng/L: 178.40±7.35 vs. 12.76±0.93, P < 0.05),  
and  the  level  of  SIRT6  protein  was  significantly  lower  than  that  in  Sham  group  (SIRT6/β-actin:  0.62±0.03  vs. 
1.35±0.05, P < 0.05). The level of TNF-α in hippocampus of LPS+ICA group was significantly lower than that of LPS 
group (ng/L: 82.31±7.97 vs. 178.40±7.35, P < 0.05), and the level of SIRT6 protein was significantly higher than that 
in LPS  group  (SIRT6/β-actin:  1.14±0.06  vs.  0.62±0.03, P  <  0.05).  Conclusion  ICA  can  reduce  the  degree  of 
inflammation and SAE by up-regulating SIRT6 protein expression in hippocampus.

【Key words】  Sepsis;  Sepsis associated encephalopathy;  Silent information regulator 6;  Icrarrin
Fund program:  Medical  Science  Research  Project  of  Health  Commission  of  Hebei  Province  (20170261, 

20170262);  Program  of  Hebei  Science  and  Technology  Plam  (17277720D);  Traditional  Chinese  Medicine  Research 
Program of Hebei Administration of Traditional Chinese Medicine (2017060)

DOI：10.3969/j.issn.1008-9691.2020.02.007



·  158  · 中国中西医结合急救杂志  2020 年 4 月第 27 卷第 2 期  Chin J TCM WM Crit Care，April   2020，Vol.27，No.2 

  文献报道显示，约 70% 的脓毒症患者可发生脓

毒症相关性脑病（SAE），合并SAE使脓毒症病死率增

加 50% 以上，目前 SAE 缺乏特异性的治疗手段［1-2］。 

脓毒症患者体内炎症反应失衡，血清及脑组织中炎

症介质表达升高是 SAE 的主要发病机制，其严重程

度与海马组织中的炎症介质水平密切相关［3］。研

究证实，多种炎症介质与 SAE 发病有关，脓毒症患

者脑组织中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）含量升高，

可导致脑水肿及神经细胞损伤，亦可导致 5- 羟色胺

合成减少，使患者出现抑郁及认知功能障碍［4］。

  沉默信息调节因子 6（SIRT6）蛋白是 Sirtuin 家

族的一员，可通过对组蛋白和非组蛋白去酰化或对

部分蛋白底物核糖基化发挥调控炎症反应等重要作

用［5］。研究证实，SIRT6 可通过多种途径调控炎症

反应，SIRT6 可在转录后水平调控 TNF-α，TNF-α

还可控制核转录因子 -κB（NF-κB）下游基因，进

一步调控白细胞介素 -6（IL-6）、白细胞介素 -1β 

（IL-1β）等炎性因子［6］。Lappas［7］研究发现，向脐

带的血管内皮细胞中加入脂多糖（LPS），可降低细胞

中 SIRT6 的表达，细胞中的 NF-κB、TNF-α、IL-6、

白细胞介素 -8（IL-8）、IL-1β 等炎性因子表达增

强；敲除血管内皮细胞 SIRT6 基因，细胞中炎性因

子表达亦增强。上述研究证明，SIRT6 过表达可降

低炎症反应。近年来研究显示，SIRT6 在阿尔兹海

默症、抑郁症、痴呆等炎症相关性脑病中均有重要

作用，SIRT6 可通过降低炎症反应，改善上述脑部疾

病的认知功能障碍，发挥保护脑功能的作用［8-10］。 

  淫羊藿苷（ICA）被证实为SIRT6受体的激动剂，

有研究表明，ICA 可通过上调 SIRT6 的表达，降低机

体炎症反应［11］。目前，ICA 对 SAE 的作用及可能

机制鲜有报道。本实验拟探讨 ICA 对大鼠海马组

织中 SIRT6 表达的影响，观察其是否对 SAE 大鼠具

有神经保护作用并探讨其可能机制，为 SAE 的治疗

提供中医药的方法和理论依据。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组：清洁级成年雄性 SD 大鼠 

60 只，体质量 200～250 g，由河北医科大学动物实

验中心提供，本实验方案经河北省人民医院动物实

验伦理委员会审核批准（审批号：〔2014〕0401）。

60 只大鼠按随机数字表法分为假手术组（Sham 组）、

模型组（LPS 组）、LPS+ICA 组，每组 20 只。

1.2  动物模型制备及处理［2-4］：腹腔注射 10% 水合 

氯醛麻醉大鼠。LPS 组及 LPS+ICA 组尾静脉注射 

10 mg/kg LPS（O55：B5，美国Sigma公司）制备脓毒症 

大鼠模型，Sham组同途径给予等量生理盐水。LPS+ 

ICA组经腹腔注射ICA注射液（50 mg·kg-1·d-1） ［11］， 

每日 1 次；Sham 组及 LPS 组给予等量生理盐水。

1.3  观察指标

1.3.1  皮质脑电图记录：Sham 组直接描记清醒状

态下脑电图，其余各组在注射 LPS 后 2、4、6 d 描记

脑电图。时间常数 0.3，滤波 30 Hz，增益 500 μV，采

样时间 10 min，选取最后 20 s 波形进行分析。

1.3.2  海马组织 TNF-α 和 SIRT6 水平测定

1.3.2.1  酶联免疫吸附试验（ELISA）检测大鼠海马

组织 TNF-α 水平：用酶标仪测得吸光度（A）值，操

作按试剂盒说明书步骤进行，采用 Curve Expert 1.3 

曲线制作软件计算样品浓度，单位以 ng/L 表示。

1.3.2.2  海马组织 SIRT6 表达：用 Western Blot 法检

测海马组织SIRT6蛋白水平，使用NIH image 1.59计

算机软件分析条带灰度值，以 SIRT6 与内参 β- 肌 

动蛋白（β-actin）的灰度值比值作为 SIRT6 的蛋白

表达量。用免疫组化染色法检测海马组织 SIRT6 表

达，操作按照试剂盒说明书进行。

1.4  统计学方法：应用 SPSS 17.0 统计软件进行数

据处理，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采

用 t 检验；计数资料以例（率）表示，采用 χ2 检验。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  动物存活数：制模后 6 d，Sham 组 20 只大鼠均

存活，LPS 组存活 9 只，LPS+ICA 组存活 12 只。

2.2  脑电图改变的比较（图 1，表 1）：Sham 组为正

常脑电图；LPS 组大鼠脑电图中 δ 波所占百分比明

显增加，α 波明显减少；LPS+ICA 组 α 波较 LPS 组 

明显增加，δ 波、θ 波、三相波、爆发抑制波形所

占百分比均明显减少，未监测到癫痫样波。LPS 组

制模后 2、4、6 d 脑电图 δ 波百分比均较同时间点

Sham 组明显增加（均 P＜0.05）。LPS+ICA 组制模后 

2、4、6 d 脑电图 δ 波百分比均较同时间点 LPS 组

明显减少（均 P＜0.05）。

2.3  海马组织中 TNF-α 水平比较：LPS 组海马组

织 TNF-α 较 Sham 组明显升高（ng/L：178.40±7.35

比 12.76±0.93，P＜0.05）；LPS+ICA 组海马组织中

TNF-α 较 LPS 组明显下降（ng/L：82.31±7.97 比

178.40±7.35，P＜0.05）。

2.4  海马组织中 SIRT6 蛋白表达比较（图 2～3）：

LPS 组海马组织中 SIRT6 蛋白表达较 Sham 组明显

下降（P＜0.05）；LPS+ICA 组海马组织中 SIRT6 蛋

白表达较 LPS 组明显升高（P＜0.05）。
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3 讨 论 

  SAE 的主要发病机制为机体过度的炎症反应，

目前西方医学缺乏特异性治疗方法［12］。祖国医学

是中华民族的宝贵财富，据《本草纲目》记载，淫羊

藿可“益精气，强心力”，ICA 为淫羊藿茎及叶中提

取的有效药理成分，有调控机体免疫及炎症反应的

作用［13］。本研究从炎症反应的角度，探讨 ICA 对

SAE 的作用及可能的机制。

  SAE 目前常用的诊断方法为脑电图监测，可表

现为弥漫性可逆性慢波，δ 波和 θ 波增多，α 波

减少，严重者出现三相波或爆发抑制，还可出现癫痫

样波［14］，Young 等［15］研究证实，δ 波比例增加可作

为脓毒症脑功能出现异常的指标。Azabou 等［16］研

究证实，如脓毒症患者脑电图表现为三相波、爆发

性抑制、α 波绝对减少、频发癫痫样波，均提示患者

脑功能受损严重，预后不良。本研究表明，LPS 组大

鼠脑电图中 δ 波所占比例明显增加，α 波明显减

少，部分大鼠可见三相波、爆发抑制波形及频发癫

痫样波，提示 LPS 组大鼠脑功能受损。LPS+ICA 组

大鼠脑电图较 LPS 组 α 波明显增加，δ 波、θ 波、

三相波、爆发抑制波形所占比例均明显减少，未监

测到癫痫样波，提示 LPS+ICA 组大鼠脑功能明显改

善，说明 ICA 可改善 SAE。

  SAE 发病机制与炎症反应密切相关，SAE 大鼠

脑组织 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平均明显升高［17］。 

Khaertynov 等［18］发现给大鼠静脉注射 TNF-α，

可诱导海马等脑组织中性粒细胞增多，引起脑水

肿及认知功能障碍。Flierl 等［19］也发现静脉注射

TNF-α 可引起大鼠脑组织中 5- 羟色胺表达下

降，出现焦虑和抑郁症状。还有研究显示炎性因子

TNF-α、IL-6、IL-1β 等可在海马及皮质组织中诱

发氧化应激反应，导致线粒体功能障碍，引起神经元

凋亡，从而导致认知功能障碍［20］；敲除 TNF-α 及

其受体 TNFR1 基因，LPS 诱导的炎症反应减轻，大

脑细胞凋亡减少［3］。本研究显示脓毒症大鼠海马

组织中 TNF-α 表达升高，ICA 可降低脓毒症大鼠

海马组织中炎症反应，改善 SAE，与上述研究一致。

注：A 为 Sham 组，B 为 LPS 组，C 为 LPS+ICA 组

图 1 各组大鼠脂多糖（LPS）制备脓毒症后 6 d 典型脑电图比例改变及与假手术（Sham）组和淫羊藿苷（ICA）干预后的比较

表 1 制模后 6 d 各组存活大鼠的脑电图改变及制模后 2、4、6 d 脑电图 δ 波所占百分比比较

组别
动物数
（只）

6 d 脑电图改变图（只） 制模后 δ 波百分比（%，x±s）

δ 优势波θ 优势波 低电压 爆发抑制 癫痫样波 三相波同期性放电 2 d 4 d 6 d

Sham 组 20 0 0 0 0 0 0 0 10.52±0.56 b   9.98±0.48 b 10.35±0.52 b

LPS 组   9 7 a 7 a 6 a 7 a 7 a 2 a 1 a 16.32±0.70 a 17.53±0.12 a 17.48±0.39 a

LPS+ICA 组 12 1 b 1 b 2 b 1 b 0 b 2 b 1 b 12.39±0.14 b 13.54±0.60 b 12.92±0.62 b

注：与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 LPS 组比较，bP＜0.05

注：与 LPS 组比较，aP ＜ 0.05；与 Sham 组比较，bP ＜ 0.05

图 2 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测
各组大鼠海马组织中沉默信息调节因子 6

（SIRT6）蛋白表达比较

注：A 为 Sham 组，B 为 LPS 组，C 为 LPS+ICA 组

图 3 各组大鼠海马组织中沉默信息调节因子 6
（SIRT6）表达（免疫组化染色 高倍放大）
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  研究证明，SIRT6 表达水平与抑郁、脑缺血再

灌注损伤、糖尿病致脑损伤等多种炎症相关性脑

病有关［9-11］。ICA 是 SIRT6 的激动剂之一，有多项

研究显示，ICA 可通过上调心肌细胞和内皮细胞中

SIRT6 表达，作用于 NF-κB 通路，抑制下游炎性因

子靶基因的表达，减少炎性因子的释放，从而减轻炎

症反应［21］。目前多项研究证实，SIRT6 在调节炎症

反应中有重要作用。Lee 等［22］研究表明，采用烟雾

提取物刺激滑膜成纤维细胞，细胞中 SIRT6 水平升

高，与敲除 SIRT6 基因的细胞相比，其细胞内炎性

因子 TNF-α、IL-6 等的表达明显下降。有研究证

实，SIRT6 过表达可降低血清中 IL-6、TNF-α 等炎

症介质的水平，抑制小鼠炎症反应［23］。SIRT6 还参

与肝脏疾病的炎症发展过程。Zhang 等［24］研究表

明，敲除小鼠肝脏的 SIRT6 基因，肝脏细胞中 IL-6、

TNF-α 等炎症介质增多，2 个月后发展为慢性肝

炎。海马组织参与记忆、学习过程，在认知功能方

面发挥重要的作用。有研究表明，SIRT6 在海马组

织中表达降低，可引起海马组织中炎性因子升高，导

致抑郁症加重［17］。因此，海马组织中的 SIRT6 水平

与炎症反应以及 SAE 的程度密切相关。本研究证

实，LPS 组大鼠海马组织中 SIRT6 表达水平明显降

低；而 ICA 可上调海马组织中 SIRT6 表达，减轻脓

毒症大鼠海马组织的炎症反应，从而改善 SAE。

  综上所述，本实验观察到 ICA 可增加脓毒症大

鼠海马组织中 SIRT6 的表达，同时导致脓毒症的核

心炎性因子 TNF-α 表达下降，大鼠脑电图明显改

善。提示 ICA 可通过调控 SIRT6 改善 SAE。本研

究也存在局限性和不足之处，本研究为动物实验，该

结论需临床及体外实验进一步证实。
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