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蒙药扎冲十三味丸通过调控 IL-17/NF-κB/MAPK 信号通路改善血管性痴呆
大鼠模型中的神经炎症和细胞凋亡  
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摘  要：目的  探究蒙药扎冲十三味丸（ZC13）抗血管性痴呆（VaD）的作用机制。方法  通过完全随机分组法将大鼠分为

假手术组、模型组、多奈哌齐（Don，阳性药，0.45 mg·kg−1）组和 ZC13高、低剂量（0.324、0.162 g·kg−1）组，利用双侧颈

总动脉结扎术构建血管性痴呆大鼠模型，假手术组仅分离双侧颈总动脉不结扎，于造模完成 24 h首次 ig给药，每天 1次，

连续 28 d。采用Morris水迷宫实验考察大鼠的学习和记忆能力；伊文思蓝（EB）染色评估大鼠血脑屏障（BBB）通透性；

尼氏（Nissl）染色及苏木精-伊红（HE）染色检测脑组织病理损伤；转录组学分析结合基因本体（GO）功能和京都基因与基

因组百科全书（KEGG）富集揭示 ZC13可能调控的关键信号通路。并采用Western blotting对其中的核心靶点进行实验验证，

ELISA检测通路下游炎症因子水平，免疫组化检测细胞凋亡水平。结果  与假手术组比较，模型组大鼠游泳路径紊乱，穿越

平台次数减少（P＜0.01），平均游泳速度下降（P＜0.001），目标象限停留时间显著缩短（P＜0.001），逃避潜伏期也明显延

长；神经细胞明显受损，BBB通透性显著增加，胞质紧密黏连蛋白 1（ZO-1）、闭合蛋白（Occludin）、紧密连接蛋白-1（Claudin-

1）表达显著下降（P＜0.001），尼氏体数量大幅下降（P＜0.01）；差异基因（DEGs）功能主要集中在少突胶质细胞发育，氧

化还原酶活性等方面，主要富集的通路途径包括丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、核因子（NF）-κB、白细胞介素（IL）-

17等信号通路；肿瘤坏死因子受体相关因子 6（TRAF6）、环氧化酶-2（COX-2）、核因子 κB激活剂 1（ACT1）、c-Jun氨基

末端激酶（JNK）、c-Jun、p38、IκBα及 p65等蛋白表达水平显著上调（P＜0.001）；IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8及 IL-17促炎

因子水平也显著升高（P＜0.001）；Bax 蛋白表达水平显著升高（P＜0.001），Bcl-2 蛋白表达水平显著降低（P＜0.001）。与

模型组相比，不同剂量 ZC13干预后，大鼠的学习记忆能力得不同程度的改善；神经元损伤减轻，BBB通透性下降；DEGs

功能主要富集在 T细胞活化的正调控、对Ⅱ型干扰素的应答等方面，主要富集的通路途径包括MAPK、NF-κB等信号通路；

TRAF6、COX-2、ACT1、JNK、c-Jun、p38、IκBα及 p65等蛋白表达水平显著下调（P＜0.001）；IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-

8、IL-17促炎因子水平也显著下降（P＜0.001）；Bax蛋白表达水平显著降低（P＜0.01、0.001），Bcl-2蛋白表达水平显著升

高（P＜0.001）。结论  ZC13 能够有效抑制 VaD 发生与发展进程中神经炎症反应及神经元凋亡，其作用机制可能与负向调

控 IL-17/NF-κB/MAPK信号通路，下调促炎因子水平，调控 Bax/Bcl-2表达有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effects and underlying molecular mechanisms of Zhachong 13 Pills (ZC13) 

against vascular dementia (VaD). Methods  Rats were divided into a sham operation group, a model group, a donepezil (Don, positive 
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control, 0.45 mg·kg−1) group, and ZC13 high and low dose (0.324, 0.162 g·kg−1) groups using a completely randomized grouping 

method. A vascular dementia rat model was established by bilateral common carotid artery ligation. The sham operation group only 

underwent separation of bilateral common carotid arteries without ligation. The first ig administration was performed 24 hours after 

the completion of model establishment, once daily for 28 consecutive days. A rat model of vascular dementia was generated by bilateral 

common carotid artery occlusion. Cognitive performance was assessed using the Morris water maze test. Blood-brain barrier integrity 

was evaluated by Evans blue extravasation, and histopathological changes in brain tissues were analyzed by Nissl and HE staining. 

Transcriptomic profiling of rat hippocampal tissue was conducted using RNA sequencing to screen differentially expressed genes, 

followed by Gene Ontology annotation and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway enrichment analyses to explore 

signaling pathways potentially regulated by ZC13. Representative molecules within these pathways were subsequently examined by 

Western blotting and enzyme-linked immunosorbent assay. Results  Compared with the sham operation group, the model group 

exhibited disordered swimming paths, reduced number of platform crossings (P < 0.01), decreased average swimming speed (P < 

0.001), significantly shortened time spent in the target quadrant (P < 0.001), and markedly prolonged escape latency. Neuronal damage 

was evident, with significantly increased blood-brain barrier (BBB) permeability and notably reduced expression of cytoplasmic tight 

junction proteins including zonula occludens-1 (ZO-1), occludin, and claudin-1 (P < 0.001), as well as a substantial decrease in Nissl 

body count (P < 0.01). The functions of differentially expressed genes (DEGs) were primarily associated with oligodendrocyte 

development and redox enzyme activity, with enriched pathways including mitogen-activated protein kinase (MAPK), nuclear factor 

(NF)-κB, and interleukin (IL)-17 signaling pathways. Protein levels of tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF6), 

cyclooxygenase-2 (COX-2), NF-κB activator 1 (ACT1), c-Jun N-terminal kinase (JNK), c-Jun, p38, IκBα, and p65 were significantly 

upregulated (P < 0.001). Levels of pro-inflammatory cytokines IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8, and IL-17 were also significantly elevated 

(P < 0.001). Bax protein expression was significantly increased (P < 0.001), while Bcl-2 protein expression was significantly decreased 

(P < 0.001). Compared to the model group, rats treated with different doses of ZC13 showed varying degrees of improvement in 

learning and memory abilities; neuronal injury was alleviated and BBB permeability decreased. DEG functions were mainly enriched in 

positive regulation of T-cell activation and response to type II interferons, with key pathways including MAPK and NF-κB signaling. 

Expression levels of TRAF6, COX-2, ACT1, JNK, c-Jun, p38, IκBα, and p65 were significantly downregulated (P < 0.001). Pro-

inflammatory cytokine levels of IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8, and IL-17 were also significantly reduced (P < 0.001). Bax protein expression 

was significantly decreased (P < 0.01, 0.001), whereas Bcl-2 protein expression was significantly increased (P < 0.001). Conclusion  

ZC13 negatively regulates the IL-17/NF-κB/MAPK signaling pathways by modulating key signaling molecules, including TRAF6, COX-

2, ACT1, JNK, c-Jun, p38, IκBα, and p65, thereby alleviating neuroinflammation and intervening in the progression of vascular dementia. 

Key words: Mongolian medicine; Zhachong 13 Pills; vascular dementia; transcriptomic sequencing; neuroinflammation; neuronal 

apoptosis; NF-κB/IL-17 signaling pathway 

 

血管性痴呆（VaD）是一种与脑内血管损伤直

接相关的认知功能障碍[1]，约占北美和欧洲痴呆病

例的 15%～20%，在亚洲和发展中国家约为 30%。

血管炎症既是 VaD的关键发病机制之一，也是脑低

灌注/缺氧及血脑屏障（（BBB）功能失调等病理过程

的结果，多种病理因素相互作用，共同加重神经元

损伤并导致认知功能下降[2]。其中，高血压、糖尿

病及吸烟等血管风险因素可诱导氧化应激并激活

炎症相关信号通路，导致血管内皮细胞功能失调及

黏附分子表达上调，促进外周免疫细胞向血管壁及

脑实质的黏附与浸润；同时，BBB破坏和缺氧等病

理刺激可进一步加重局部炎症反应，持续加重血管

炎症并促进神经损伤[3]。目前，临床上常采用多奈

哌齐（Don）与尼莫地平联合治疗 VaD，但该方案

易引发恶心、腹泻、头晕、胃部不适及失眠等不良

反应[4]，临床应用仍存在一定局限性。 

蒙药扎冲十三味丸（（ZC13）又名嘎日迪-13，由

石菖蒲、木香、沉香、禹粮土、磁石（（煅）、甘草、

麝香、珊瑚（（制）、诃子、草乌（（制）、珍珠、丁香

和肉豆蔻十三味药组成。研究表明，该药物中多种

成分可通过多靶点药理机制改善缺血性脑损伤。例

如，诃子中的鞣质和多酚类成分具有显著的抗氧化

和神经保护作用，可减轻缺血/再灌注损伤相关的氧

化应激和细胞凋亡[5]；甘草中的主要活性成分甘草

酸及黄酮类化合物在缺血性脑损伤模型中表现出

抗炎、抗氧化和抑制炎症通路的神经保护作用[6]；

肉豆蔻中的木脂素类及相关酚性化合物同样具有

抗炎和抗氧化活性，与神经保护相关机制一致[7]。

此外，该药物具有纠正（ 协日乌素”、祛风通窍、舒

筋活血、镇静安神的作用，并能显著改善缺血性脑
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卒中的神经功能缺损及认知障碍[8]。临床上 ZC13被

广泛用于治疗包含脑缺血在内的多种脑血管疾病，

其疗效确切、用药安全性高，是蒙医院治疗卒中的

首选方剂之一[9]。 

前期研究中，本课题组利用 UHPLC-Q exactive 

Orbitrap MS对 ZC13进行系统成分鉴定，共鉴定出

315种化学成分，主要包括生物碱类、2-（（2-苯乙基）

色原酮类、黄酮类及萜类等[10]，为其多靶点药理作

用提供了化学基础。此外，本课题组结合网络药

理学与分子对接等方法，探讨了 ZC13 对慢性缺

血性脑卒中的作用机制。结果表明其可能通过调

节神经递质水平（多巴胺、5-羟色胺）发挥神经细

胞保护作用以及干预关键信号通路而产生治疗作

用[11]。目前研究亦提示，ZC13及其组成在缺血性

脑损伤[12-13]、神经炎症及认知功能障碍等方面具有

一定的改善作用，其机制可能与抗氧化、抗炎及多

靶点调控有关。然而，关于 ZC13在 VaD中的系统

机制研究仍然有限，尤其是其是否通过特定炎症相

关信号通路发挥作用尚缺乏明确证据。 

本研究采用双侧颈总动脉结扎术构建 VaD 大

鼠模型，从行为学、组织病理学及 BBB功能等多个

层面系统评价 ZC13 的干预效果。在此基础上，结

合转录组测序（RNA-Seq）筛选 ZC13 可能调控的

关键靶点及信号通路，并通过Western blotting对相

关通路关键蛋白进行验证；同时，采用 ELISA和免

疫组化检测通路下游炎症因子水平及神经元凋亡

情况，旨在系统阐明 ZC13干预 VaD的潜在分子机

制，并为其临床应用及新药研发提供参考。 

1  材料 

1.1  实验动物 

SPF级雄性 SD大鼠 60只，体质量 200～250 g，

购自斯贝福（（北京）生物技术有限公司，实验动物

生产许可证号 SCXK（（京）2019-0010；动物质量合

格证号 110324230103018243。动物试验伦理批件

号：包医伦审动物 2021第（（022）号。动物经 1周

适应性饲养，饲养环境为标准条件（室温 22～

26 ℃，湿度 55%，12 h/12 h明暗循环），期间自由

饮食，并定时通风。 

1.2  药物与主要试剂 

ZC13（（批号 220218043，内蒙古库伦蒙药有限

公司）；Don（（批号 02220370，植恩生物技术股份有

限公司）；戊巴比妥钠（（包头医学院动物实验研究中

心）；苏木精-伊红（（HE）染料溶液（（武汉百仟度生

物有限公司）；大鼠白细胞介素（IL）-6、IL-17、IL-

1β、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）ELISA试剂盒（上海

碧云天生物技术股份有限公司，货号分别为 P1328、

P1548、P1303、PT516）；大鼠 IL-8 ELISA试剂盒（武

汉贝茵莱生物科技有限公司，货号为 RA20035）；

BCA蛋白浓度测定试剂盒（艾迪生生物）；β-actin抗

体（1∶1 000，货号 A6776）、磷酸化 p38抗体（p-

p38，1∶100，货号 AP1311），ABclonal公司；环氧

化酶-2（COX-2）抗体（1∶1 000，货号 27308-1-AP）、

c-Jun抗体（1∶1 000，货号 24909-1-AP）、磷酸化 c-

Jun抗体（p-c-Jun，1∶1 000，货号 80086-1-RR）、c-

Jun 氨基末端激酶（JNK）抗体（1∶1 000，货号

51153-1-AP）、磷酸化 JNK抗体（p-JNK，1∶1 000，

货号 60666-1-Ig）、p38抗体（1∶1 000，货号 14064-

1-AP）、核因子 κB抑制蛋白 α（IκBα）抗体（1∶

1 000，货号 10268-1-AP）、磷酸化 IκBα抗体（p-

IκBα，1∶1 000，货号 82349-1-RR）、p65抗体（1∶

1 000，货号 80979-1-RR）、GAPDH抗体（1∶2 000，

货号 60004-1-Ig）、β-actin抗体（1∶2 000，货号 66009-

1-Ig）、二抗为山羊抗兔 IgG-HRP（1∶4 000，货号

RGAR001）、山羊抗鼠 IgG-HRP（1∶4 000，货号

RGAM001），Proteintech公司；肿瘤坏死因子受体相

关因子 6（TRAF6）抗体（1∶1 000，货号 AF5376，

Affinity公司）；磷酸化 p65抗体（p-p65，1∶1 000，

货号 3033，Cell Signaling Technology公司）。 

1.3  仪器 

DP26光学显微镜（OLYMPUS公司）；LEiCA 

RM2245 病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）；

Infinite F50酶标分析仪（（Tecan Group Ltd.）；BS-224S

电子天平（Sartorius公司）；KZ-5F-3D高速低温组

织研磨仪（Servicebio公司）；5417R低温高速离心

机（Eppendorf公司）。 

2  方法 

2.1  VaD 大鼠模型的制备 

对大鼠行双侧颈总动脉结扎术造模[14]：大鼠称

体质量后采用 10%戊巴比妥钠进行 ip麻醉，沿颈正

中线做 1.5～2.0 cm 皮肤正中切口，钝性分离皮下

组织显露颈总动脉，轻柔分离并避开迷走神经，用

4-0丝线对颈总动脉近心端、远心端各双重打结，切

断血管防血流恢复，采用同样的方式在第 2天处理

对侧，结扎部位滴入 3～5滴青霉素粉（（10～20 mg），

缝合皮肤，再次消毒切口，术后将大鼠放入预热笼

中直至清醒，必要时补液或镇痛。假手术组仅分离
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双侧颈总动脉不结扎。 

2.2  大鼠分组及给药 

通过完全随机分组法将大鼠分为假手术组、模型

组、Don（阳性药，0.45 mg·kg−1）组和 ZC13高、低

剂量（0.324、0.162 g·kg−1）组，共 5组，每组 12只。

ZC13与Don分别用纯水溶解，制成混悬液和溶液备

用，ZC13混悬液采用研磨助溶。于造模完成 24 h首

次 ig给予 ZC13和Don药物，每天 1次，连续 28 d，

假手术组与模型组给予同体积 0.9%氯化钠溶液。 

2.3  Morris 水迷宫实验 

连续给药 21 d后，采用Morris水迷宫实验评价

各组大鼠的学习与记忆功能。实验周期为 6 d，其中

第 1～5天进行定位航行训练，第 6天开展空间探索

测试。每天训练 4次，训练时长为 60 s。空间探索阶

段移除隐藏平台，并从远离原平台位置的象限放置

大鼠入水，记录其游泳速度、平台穿越次数及在目标

象限的停留时间比例等指标，以综合评估大鼠的学

习记忆能力。实验中仅将能够完整完成 Morris 水迷

宫训练与测试流程的大鼠纳入统计分析。 

2.4  HE 和 Nissl 染色 

各组大鼠先以 0.9%氯化钠溶液经心脏灌流，随

后以 4%多聚甲醛灌流固定。取出脑组织后经后固

定、常规脱水并石蜡包埋，连续切片。切片经二甲苯

脱蜡后，依次通过梯度乙醇（100%、95%、85%）复

水，蒸馏水冲洗备用。随后分别采用 HE染色和Nissl

染色进行处理。HE染色用于评估大鼠海马区神经元

的形态及排列情况，Nissl 染色用于检测大脑皮层及

海马区尼氏体数量变化，以评价缺血后脑组织的病

理学损伤。采用 Image J（version 1.53）对图像进行

分析，在相同放大倍数下选取固定视野，统计单位面

积内尼氏体阳性细胞数量并进行定量比较。 

2.5  伊文思蓝（EB）染色 

将大鼠固定在固定器中，尾 iv 2%的 EB 染液

（（2 mL·kg−1）。6 h后，通过经心输注 0.9%氯化钠溶

液（（含肝素）收集完整的大脑，直至积液澄清。脑

组织用三氯乙酸溶液处理并匀浆。离心，取上清液。

使用酶标仪在 620 nm处测量上清液吸光度（（A）值，

并从标准曲线计算出其浓度。 

2.6  免疫组化检测胞质紧密黏连蛋白 1（ZO-1）、

闭合蛋白（Occludin）、紧密连接蛋白-1（Claudin-

1）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）及 B 细胞淋巴瘤/白

血病-2 基因（Bcl-2）蛋白表达 

脑组织石蜡切片经二甲苯脱蜡并梯度复水后，

采用高温条件进行抗原修复。随后以 3% H2O2溶液

处理切片以阻断内源性过氧化物酶活性，并使用

5%正常山羊血清进行封闭以减少非特异性结合。封

闭后分别加入 ZO-1、Occludin、Claudin-1、Bax及

Bcl-2 一抗，于 4 ℃孵育过夜。次日加入相应酶标

二抗，室温孵育 1 h，并采用亲和素-生物素复合物

（（ABC）法进行信号放大。经 DAB显色、苏木精复

染后，切片依次完成脱水、透明及封片处理，在光

学显微镜下观察 ZO-1、Occludin、Claudin-1、Bax

及 Bcl-2蛋白的表达情况，以评估脑组织 BBB功能

及细胞凋亡水平。采用 Image J（（version 1.53）对免

疫组化图像进行定量分析，在相同放大倍数下选取

固定视野，测定阳性染色区域吸光度（（A）值，并进

行组间比较。 

2.7  RNA 提取与 RNA-seq 分析 

从假手术组、模型组及 ZC13高剂量组中各随

机选取 3 只大鼠，分离海马组织并提取总 RNA 用

于转录组测序分析。对质量合格的 RNA 样品进行

DNase I 处理以去除基因组 DNA 污染，随后采用

Oligo（dT）磁珠富集 mRNA。将富集的 mRNA进

行片段化处理，并以其为模板合成第一链和第二

链 cDNA。扩增后的 cDNA 依次进行末端修复、

3′端加 A 及测序接头连接。接头连接产物经 PCR

扩增后，利用 UDG 酶去除含 U 标记的第二链模

板，再次扩增并纯化以构建最终文库，随后完成

高通量测序。 

2.8  基因本体（GO）功能和京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析 

对转录组测序的原始数据（（raw data）进行质量

控制，筛选得到高质量数据信息（clean reads）；通

过 DESeq 软件分析各组之间的差异表达基因

（（DEGs），将条件设置为差异倍数对数绝对值

|log2FC|＞0.58，显著性 P＜0.05，筛选出样品间

DEGs。使用 GO 数据库对所获得基因进行富集分

析，以研究差异基因所参与的生物学过程（（BP）、分

子功能（（MF）和细胞组分（（CC）；再通过 KEGG通

路富集分析，掌握主要代谢途径，并通过 R语言将

相关信息进行可视化分析。  

2.9  Western blotting 法检测相关蛋白表达 

取约 0.1 g大鼠脑组织，经 RIPA裂解后制备组

织匀浆，并收集上清用于后续检测。采用 BCA蛋白

定量试剂盒测定蛋白浓度。等量蛋白样品经加热变

性处理后进行短暂离心，并上样于十二烷基硫酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶电泳（（SDS-PAGE）中完成分离，随

后转移至膜上。转膜结束后，采用含 5%脱脂奶粉的

1×TBST溶液对膜进行封闭。封闭后的膜分别与核

因子 κB激活剂 1（（ACT1）、COX-2、TRAF6、c-Jun、

p-c-Jun、JNK、p-JNK、p38、p-p38、IκBα、p-IκBα、

p65及 p-p65等一抗于 4 ℃条件下摇床孵育过夜。

次日用 1×TBST洗膜 3次后，加入相应二抗，于室

温孵育 1 h。最终经 TBST清洗后，采用 ECL化学

发光体系显影并采集图像。  

2.10  ELISA 检测大鼠脑组织炎症因子表达水平 

取大鼠脑组织匀浆上清液，准备相应试剂盒，

按说明书操作，检测 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8、

IL-17 5个炎症因子浓度。 

2.11  统计学分析 

数据均用 x s 表示，数据统计分析采用

GraphPad Prism 10.0软件完成。Morris水迷宫实验中

逃避潜伏期采用重复测量双因素方差分析进行比

较，其余多组数据采用单因素方差分析。尼氏染色尼

氏体数量通过 Image J软件进行计数分析。 

3  结果 

3.1  ZC13 提高 VaD 大鼠学习和记忆能力 

如图 1所示，与假手术组相比，VaD模型大鼠

的游泳路径表现出明显紊乱，经 ZC13 干预后，大

鼠穿越目标象限的次数增加。与假手术组相比，模

型组大鼠的穿越平台次数减少（P＜0.01）、平均游

泳速度下降（（P＜0.001）、在目标象限的停留时间也

显著缩短（P＜0.001）；与模型组相比，ZC13干预

后，上述行为学指标均得到不同程度的改善，其中

ZC13高剂量组差异显著（（P＜0.05、0.01）。在连续

5 d 的定位航行实验中，VaD 大鼠的逃避潜伏期较

假手术组明显延长，而经 ZC13 干预后，逃避潜伏

期较模型组明显缩短。结果表明，ZC13能够显著改

善 VaD大鼠的学习与记忆功能障碍，且 ZC13高剂

量组的改善效果更为明显。 

 
与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 1  ZC13 对 VaD 大鼠的认知功能改善效果 ( x±s，n＝7) 

Fig. 1  ZC13 improve cognitive impairment in VaD rats ( x±s，n＝7) 

3.2  ZC13 减轻 VaD 大鼠海马与皮层的病理损伤 

将大鼠脑切片进行 HE染色后，置于显微镜下

观察分析。如图 2-A所示，假手术组皮层、海马 CA3

和 DG区的神经细胞层次清晰、排列整齐、数量多；

模型组神经细胞排列松散、数量减少、形态不规则，

细胞核皱缩明显，表示模型组神经细胞明显受损；

而与模型组比较，ZC13组神经细胞层次较为清晰，

数量增多，胞质丰富，胞核均匀，细胞核固缩明显

减轻，且 ZC13高剂量组效果更为显著，与 Don效

果相当。提示 ZC13显著减轻了 VaD大鼠脑皮层及
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海马区神经细胞的病理损伤，在一定程度上发挥了

神经保护作用。 

Nissl染色结果显示（（图 2-B、C），模型组大鼠

脑皮层及海马区的尼氏体数量均较假手术组显著

减少（P＜0.01）；而 ZC13 组大鼠的上述区域尼氏

体数量显著多于模型组，且 ZC13高剂量组差异显 

 

A-大鼠脑组织HE染色（×200）；B-Nissl染色（×200）；C-Nissl染色的定量分析；与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

A-HE staining (× 200); B-Nissl staining (× 200); C-quantitative Nissl staining; ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 2  ZC13 减轻 VaD 大鼠神经元损伤 ( x±s，n＝3) 

Fig. 2  ZC13 reduces neuronal degeneration in VaD rats ( x±s，n＝3) 

著（（P＜0.05、0.01），与 Don组效果相当。说明 ZC13

对 VaD大鼠的脑组织具有明显保护作用，显著减轻

了 VaD病变对脑内神经元的损伤。 

3.3  ZC13 改善 VaD 大鼠 BBB 功能损伤 

如图 3所示，免疫组织化学结果显示，与假手

术组相比，模型组脑组织中 ZO-1、Occludin 和
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Claudin-1的表达水平均明显下降。经 ZC13干预后，

上述紧密连接蛋白的表达显著上调，其中 ZC13 高

剂量组改善效果最为突出。 

定量分析结果进一步证实，模型组 ZO-1、

Occludin 和 Claudin-1 的 A 值较对照组均显著降低

（（P＜0.001）；与模型组比较，ZC13处理后各指标均 

 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 3  ZC13 对 VaD 后 BBB 功能障碍的修复作用 ( x±s，n＝3) 

Fig. 3  Effect of ZC13 on repairing BBB dysfunction after VaD ( x±s，n＝3) 

得到不同程度恢复，差异显著（P＜0.05、0.001）。 

此外，为进一步评价 BBB 功能状态，本研究

采用 EB外渗量对 BBB通透性进行功能性评估。与

对照组比较，模型组 EB 外渗量显著增加（P＜

0.001）；与模型组相比，各给药组 EB外渗量均明显

减少（（P＜0.001），其中 ZC13高剂量组降低幅度最

大。结果提示，ZC13对脑缺血所致 BBB功能异常

具有一定的保护作用。 

3.4  RNA-Seq 分析 

3.4.1  测序数据质量评估  在所构建的测序文库

中，9组样本的碱基质量（（Q）值均较高，其中 Q20

的碱基比例均超过 96.74%，Q30的碱基比例均超过

89.75%（表 1），表明测序结果较好。 

3.4.2  DEGs 分析  上述实验发现 ZC13 高剂量组

治疗效果优于低剂量组，且与 Don 组治疗效果相

当，因此选择 ZC13 高剂量组进行进一步分析。采

用 DEGseq 软件对 RNA-Seq 数据进行差异表达分

析，如图 4所示，各组样本间区分明显，组内生物 

表 1  各组样本 cDNA 文库测序数据的质量评价 (n＝3) 

Table 1  Quality evaluation of cDNA library sequencing 

data for each group of samples (n＝3) 

样品 Clean Reads Q20/% Clean Reads Q30/% 

Don1 98.03 93.73 

Don2 97.96 93.53 

Don3 98.01 93.72 

模型 1 98.16 94.22 

模型 2 98.08 93.96 

模型 3 98.03 93.72 

假手术1 98.03 93.58 

假手术2 97.99 93.65 

假手术3 98.06 93.84 

ZC13高剂量1 96.74 89.75 

ZC13高剂量2 98.05 93.77 

ZC13高剂量3 98.09 93.88 

ZC13低剂量1 97.98 93.66 

ZC13低剂量2 98.00 93.66 

ZC13低剂量3 98.06 93.91 
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学重复性良好，提示假手术组、模型组及 ZC13 高

剂量组组间存在显著表达差异。 

如图 5-A、B所示，以|log2FC|＞0.58、P＜0.05

为条件进行筛选。结果显示，与假手术组相比，模

型组共有 86个差异基因，其中上调 52个，下调 34

个；与模型组相比，ZC13高剂量组共有 106个差异

基因，其中上调 89个，下调 17个；其中，ZC13干

预后有 8个差异基因的表达水平发生逆转（图 5-C）。 

热图分析结果表明（图 5-D），模型组与 ZC13

高剂量组在转录表达谱上呈现出明显分离，组内样

本一致性较好，而组间 mRNA表达差异显著，提示

ZC13干预可显著重塑 VaD大鼠海马组织的转录表

达特征。 

 

图 4  各组样本的 PCA 

Fig. 4  PCA of samples of each group 

 

 

模型组与假手术组 (A)、ZC13组与模型组 (B) 之间的 DEGs的火山图；C-ZC13治疗 VaD的核心靶基因；D-ZC13高剂量组与模型组核心 DEGs

的表达聚类热图。 

Volcano plots of DEGs between model group and sham operation group (A), ZC13 group and model group (B); C-core target genes of ZC13 treatment for 

VaD; D-expression clustering heatmap of core DEGs in high-dose ZC13 group and model group. 

图 5  ZC13 干预 VaD 后 DEGs 分析 

Fig. 5  Analysis of DEGs after ZC13 intervention in VaD 
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3.4.3  GO功能富集分析  为进一步明确 VaD发病

及 ZC13干预 VaD所涉及基因的生物学功能变化，

本研究对模型组 vs 假手术组的 86 个差异基因、

ZC13 高剂量组 vs 模型组的 106 个差异基因进行

GO功能富集分析，主要包括生物学过程（BP）、细

胞组分（CC）和分子功能（MF）富集分析，并设置

P＜0.05为筛选标准。结果显示，模型组 vs假手术

组的差异基因功能主要集中在少突胶质细胞发育、

中枢神经系统髓鞘化、神经元胞体、氧化还原酶活

性和钙依赖性磷脂结合方面（图 6-A）。而 ZC13高 

 
模型组与假手术组 (A)、ZC13组与模型组 (B) 的GO功能富集分析；模型组与假手术组 (C)、ZC13组与模型组 (D) 的KEGG功能富集分析。 

GO functional enrichment analysis of model group vs sham operation group (A), ZC13 group vs model group (B); KEGG functional enrichment analysis 

of model group vs sham operation group (C), ZC13 group vs model group (D). 

图 6  GO、KEGG 功能富集分析 

Fig. 6  GO and KEGG functional enrichment analysis 

剂量组 vs 模型组差异基因的功能主要富集在 T 细

胞活化的正调控、对 II型干扰素的应答、对脂多糖

的细胞应答、MHCII类蛋白复合物和 CXCR3趋化

因子受体结合等方面（（图 6-B）。值得注意的是，以



第 49 卷第 6 期  2026 年 6 月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No. 6  June 2026 

      

·1966· 

上生物学过程大多指向神经炎症过程。 

3.4.4  KEGG 通路富集分析  通过 KEGG 数据库

对模型组 vs假手术组、ZC13高剂量组 vs模型组的

DEGs 进行通路富集分析，设置 P＜0.05 为筛选标

准，以富集比率（（rich ratio）进行排序。如图 6-C所

示，对模型组 vs假手术组的 DEGs进行富集分析，

发现以上基因主要富集的途径有MAPK信号通路、

NF-κB信号通路及 IL-17信号通路等。ZC13高剂量

组 vs 模型组的 106 个 DEGs 主要富集的信号通路

有 NF-κB信号通路、IL-17信号通路等（图 6-D）。

提示 ZC13 通过调控神经炎症相关信号通路干预

VaD 疾病进程。因此后续本研究采用 Western 

blotting 检测了神经炎症相关的差异基因以探究其

作用机制。 

3.5  ZC13高剂量显著抑制 IL-17/NF-κB/MAPK信

号通路激活 

Western blotting检测结果显示，与假手术组相

比，模型组大鼠脑组织中关键炎症介质 TRAF6、

ACT1、COX-2 的蛋白表达水平显著上调（P＜

0.001）；同时，该病理状态下 JNK、c-Jun、p38、IκBα、

p65 等信号分子的磷酸化水平亦呈现显著升高趋势

（P＜0.001）；与模型组比较，ZC13干预后，上述异常

升高的蛋白表达及磷酸化水平均被显著抑制（P＜

0.001），其中高剂量组表现出更为显著的下调效应，

见图 7。结果表明，ZC13 的抗 VaD 作用可能与负

向调控 IL-17/NF-κB/MAPK信号通路有关。 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group. 

图 7  ZC13 调控 VaD 大鼠的 NF-κB/IL-17/MAPK 信号通路 ( x±s，n＝3) 

Fig. 7  ZC13 regulated IL-17/NF-κB/MAPK pathway following VaD in vivo ( x±s，n＝3) 
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3.6  ZC13 对 VaD 大鼠脑组织炎症细胞因子表达

的影响 

基于上述转录组学及Western blotting检测结果，

进一步采用 ELISA 技术对大鼠脑组织中的炎症细胞

因子水平进行定量分析。结果显示，与假手术组相比，

模型组大鼠脑内 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8、IL-17的

浓度均呈现显著的病理升高（P＜0.001）；与模型组比

较，给予 ZC13干预后，上述促炎因子的释放水平被

显著抑制（P＜0.001），见图 8。综合Western blotting

及 ELISA 数据，结果显示 ZC13 处理后 IL-17/NF-

κB/MAPK 通路相关分子及下游炎症介质水平均发生

变化，提示该通路可能参与其抗炎作用的发挥。 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group. 

图 8  ZC13 对 VaD 后海马组织炎症细胞因子水平的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 8  Effect of ZC13 on reducing inflammatory cytokines in hippocampus after VaD ( x±s，n＝6) 

3.7  ZC13 对 VaD 大鼠脑组织细胞凋亡相关蛋白

表达的影响 

免疫组织化学结果显示（图 9），Bax 和 Bcl-2

阳性细胞主要表现为胞质呈棕黄色或深棕色着色。

与假手术组相比，模型组脑组织中 Bax蛋白表达显

著升高，而 Bcl-2 表达明显降低；经给药处理后上

述变化得到逆转，其中 ZC13 高剂量组改善最为显

著。进一步定量分析表明，模型组 Bax的 A值显著 

 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 9  ZC13 对 VaD 后脑组织细胞凋亡相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 9  Effects of ZC13 on expression of apoptosis-related proteins in brain tissue after vascular dementia ( x±s，n＝6) 
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升高（（P＜0.001）、Bcl-2的A值显著降低（（P＜0.001）；

与模型组比较，ZC13高剂量组 Bax的 A值显著降

低（（P＜0.001）、Bcl-2的 A值显著升高（（P＜0.001）。

结果表明，ZC13可对 VaD大鼠脑组织发挥保护作

用，减轻神经元凋亡，且高剂量给药的效果优于低

剂量。 

4  讨论 

VaD 是一种由脑血管病理改变引起的严重认

知功能障碍综合征，其核心病理机制在于长期脑低

灌注、缺氧及继发性神经炎症反应所导致的神经元

损伤和认知功能下降[16-17]。作为一种典型的神经炎

症驱动型神经退行性疾病，VaD的发生发展与多条

炎症相关信号通路的异常激活密切相关。然而，目

前针对其分子机制的系统研究及有效干预策略仍

然有限。ZC13 是蒙医药体系中具有悠久临床应用

历史的经典复方制剂，其主要组成麝香、挥发油及

矿物药等已被证实可通过抑制 IL-1、IL-6、单核细

胞趋化蛋白-1（MCP-1）等炎症因子的表达，协同

发挥脑缺血保护作用[18-19]。此外，本课题组前期基

于网络药理学方法系统分析了 ZC13 的主要活性成

分及潜在靶点，并提示其可能通过多成分、多靶点、

多通路协同作用参与脑缺血及认知功能障碍的调

控。在此基础上，本研究主要聚焦于在 VaD动物模

型中验证 ZC13 的整体治疗作用及其关键炎症相关

信号通路的调控效应，而并非针对单一成分与分子

靶点进行一一对应分析。基于这一整体实验框架，

本研究首次在整体动物水平上，整合转录组测序与

多模式实验验证，系统揭示了 ZC13 参与协同调控

IL-17/NF-κB/MAPK 信号通路轴抑制神经炎症，从

而改善 VaD认知功能障碍的潜在分子机制。 

本研究采用双侧颈总动脉结扎术法成功构建

VaD大鼠模型[20-21]，并通过Morris水迷宫实验、EB

染色、免疫组化染色、HE染色及 Nissl染色对模型

动物的认知功能、BBB通透性及神经元损伤情况进

行了系统评价。结果显示，ZC13显著改善 VaD大

鼠的学习记忆能力，减轻海马及皮层神经元损伤并

改善 BBB 通透性。这些行为学及组织学改善与分

子水平变化高度一致，提示 ZC13 对认知功能的保

护作用很可能源于其对神经炎症及继发性神经元

损伤的有效抑制。 

在机制层面，NF-κB、IL-17、MAPK信号通路

在维持 VaD 相关慢性神经炎症状态中发挥关键作

用。缺血损伤可诱导 NF-κB关键亚基 p65的磷酸化

和核转位，促进 TNF-α、IL-1β 等促炎因子大量生

成，加重 BBB损伤及神经元凋亡[22-23]。IL-17作为

Th17细胞及其他免疫细胞分泌的促炎因子，在脑损

伤后迅速表达并结合其受体复合体（（IL-17RA/RC），

通过胞内结构域招募适配蛋白 ACT1 并激活

TRAF6，成为炎症信号的上游触发节点，IL-17A/ 

ACT1/TRAF6复合体进一步触发p38 MAPK/JNK级

联反应，放大炎症信号并促进 c-Jun 等转录因子介

导的促炎反应[24-26]。这一点不仅在 Th17 调控免疫

反应的综述中得到明确描述，而且在特定神经炎症

模型中已有实验证据支持， IL-17 能通过激活

NF-κB/MAPK 信号在星形胶质细胞中诱导炎症表

型并加重组织损伤[27]。此外，NF-κB 和 MAPK 信

号通路本身也存在交互放大的机制，NF-κB的激活

可促进多种促炎细胞因子的表达，而MAPK激酶簇

的磷酸化进一步增强 NF-κB的转录活性，两者共同

驱动神经炎症级联反应[28]。这种交互在脑缺血相关

的炎症中具有重要意义，实验证据显示在缺血条件

下抑制 NF-κB 或 MAPK 信号可以有效降低炎症小

体激活和炎症介质表达，从而改善神经元存活率[29]。

有研究表明，在 VaD的病理进程中，TLR4/MyD88/ 

NF-κB 信号轴以及 p38 MAPK/JNK/NF-κB 级联通

路的协同激活，共同驱动中枢神经系统慢性神经炎

症、蛋白质结构破坏及认知功能进行性衰退[30-31]。

综上，IL-17信号作为上游触发器通过 TRAF6介导

NF-κB和 MAPK的并发激活，而MAPK的活性又

反馈增强 NF-κB介导的炎症转录，形成一个信号串

扰网络，这种级联放大机制共同促进脑缺血后慢性

神经炎症的持续和扩散。本研究与以上发现一致，

显示 ZC13 有效地减弱了这一网络，从而减轻了神

经炎症。在此基础上，本研究转录组测序结果提示

NF-κB、IL-17及MAPK相关通路显著富集，Western 

blotting检测进一步证实 ZC13干预后，VaD模型大

鼠脑内 TRAF6、ACT1、JNK、c-Jun、p38、IκBα及

p65 蛋白表达水平均显著降低，提示 ZC13 可能在

上游阻断 IL-17/ACT1/TRAF6 信号轴，并抑制

MAPK 及 NF-κB 通路的异常激活，从而协同削弱

炎症信号的级联放大。 

长期慢性脑低灌注可持续激活中枢炎症反应

并诱导促炎细胞因子大量释放，其中 TNF-α、IL-1β、

IL-6、IL-17 等被认为是 VaD 慢性炎症状态的重要

介质[32-33]。本研究结果显示，ZC13干预显著降低了

VaD模型大鼠脑组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8、
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IL-17 等促炎因子的水平。同时，COX-2 这一典型

炎症效应酶的表达亦明显下调。鉴于 COX-2是 NF-

κB、IL-17及MAPK通路共同调控的经典下游靶基

因[34]，其降低进一步从蛋白水平印证了 ZC13对 IL-

17/NF-κB/MAPK 信号轴下游炎症级联反应的有效

抑制。此外，慢性神经炎症还可通过激活多种促凋

亡信号通路诱导神经元程序性死亡，从而加重认知

障碍[35-36]。NF-κB、IL-17、MAPK信号通路的持续

异常激活已被证实可上调 Bax、cleaved-Caspase-3

等促凋亡蛋白的表达，并抑制 Bcl-2 等抗凋亡因

子，从而促进神经元凋亡的发生[37, 39]。本研究免

疫组化结果显示，ZC13 干预显著减轻了 VaD 模

型大鼠神经元凋亡。结合其对 IL-17/NF-κB/MAPK

信号通路的抑制作用，提示 ZC13 可能通过阻断

炎症-凋亡轴的异常激活，减轻神经元丢失并发挥

神经保护作用。 

本研究系统揭示了 ZC13 通过协同调控 IL-

17/NF-κB/MAPK信号通路，抑制神经炎症及继发性

神经元凋亡，从而改善 VaD认知功能的潜在机制，

作用机制见图 10。然而，本研究仍主要基于整体动

物模型，尚未明确其在特定细胞类型（（如小胶质细

胞、神经元）中的直接作用靶点。未来研究可进一

步结合细胞模型及条件性基因敲除动物，对关键靶

点进行细胞特异性验证，并明确复方中关键活性成

分与信号通路之间的对应关系，从而为其临床应用

及科学用药提供更坚实的理论依据。 

 

图 10  ZC13 抗 VaD 作用相关信号通路机制示意图 

Fig. 10  Schematic diagram illustrating signaling pathways underlying anti-vascular dementia effects of ZC13 

作者贡献：梁茹、樊凌暄负责实验建立大鼠血

管性痴呆模型和相关实验研究工作；田彩云、段超

慧参与实验设计、提供研究思路；高博闻负责指导

实验设计与研究方法、提供项目经费支持。 
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