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摘要：探究菱角壳提取物对脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力和肌力的作用及机制。成年雄性 SD 大鼠建立局灶性脑缺血再灌注

模型，随机分为假手术组、模型组、菱角壳提取物组，每组 8 只。给药 7 d 后，对大鼠进行神经功能缺陷评分、Morris 水迷宫定位航

行实验和空间探索实验及大鼠四肢肌力测定；同时检测脑组织超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase，SOD）活性及丙二醛

（Malondialdehyde，MDA）含量。结果发现，菱角壳提取物组大鼠神经功能缺陷评分 2.63 分，低于模型组（P<0.05）；定位航行实验

中，菱角壳提取物组大鼠在平台所在象限停留时间为 24.89 s，与模型组相比延长（P<0.05），游泳路程为 24 084.20 mm，明显增加

（P<0.001），成功潜伏期 16.22 s 和总路程 24 404.65 mm 则显著缩短（P<0.001）；空间探索实验中，与模型组相比，大鼠穿越有效区

域次数 5.75 次、在有效区域停留时间 22.21 s 以及在有效区域游泳路程 33 744.41 mm 均明显增加（P<0.05）；菱角壳提取物组大鼠四

肢肌力为 296.18 N/g，与模型组相比明显增强（P<0.001）；大鼠脑组织中 SOD 活性和MDA 含量分别为 4.27 NU/mg pro、2.33 nmol/mg pro，

与模型组相比，结果亦具有显著性差异（P<0.001）。以上结果表明，菱角壳提取物能明显增强局灶性缺血再灌注大鼠的学习记忆能力

和肌力，该作用可能与其减轻自由基损伤有关。 
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Abstract: The effects and working mechanism of water caltrop shell extract on the learning and memory abilities as well as muscle 

strength of rats with focal cerebral ischemia-reperfusion were explored. Focal cerebral ischemia-reperfusion model was established using adult 

male SD rats, and the rats were randomly divided into the sham operation group, model group and water caltrop shell extract group, with each 

group having 8 rats. After 7 days of administration, the rats were scored based on neurological deficits; Morris water maze experiments  
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including place navigation test and space exploration test were carried out; Muscular strength of rats’ four limbs was measured. Meanwhile, the 

activity of SOD and the content of MDA in the brain tissues were measured. The results showed that the score of neurological deficits for the 

water caltrop shell extract group was 2.63, which was lower than that of the model group (P<0.05). In the place navigation test, the residence 

time in the platform’s quadrant for the water caltrop shell extract group was 24.89 s, which was longer than that of the model group (P<0.05), 

and the swimming distance was 24 084.20 mm, which was significantly prolonged (P<0.001); the latency of success was 16.22 s and total 

distance was 24 404.65 mm, which were significantly shortened (P<0.001). In spatial probe test, compared with the model group, the number of 

crossing the effective area was 5.75 times, the duration of staying in the effective area was 22.21 s and the distance of swimming in the effective 

area was 33 744.41 mm, all of which increased significantly (P<0.05). The four limbs’ muscular strength of the water caltrop shell extract group 

was 296.18 N/g, which was significantly higher than that of the model group (P<0.001). The SOD activity and MDA content in the brain tissues 

were 4.27 NU/mg pro and 2.33 nmol/mg pro, respectively, which differed significantly from the model group (P<0.001). The above results 

showed that the water caltrop shell extract could enhance the learning and memory abilities as well as the muscular strength of rats with focal 

cerebral ischemia-reperfusion, which may be related to its ability to reduce free radical-induced injury. 

Key words: water caltrop shell extract; cerebral ischemia-reperfusion; morris water maze; learning and memory; muscular strength; 

superoxide dismutase (SOD); malondialdehyde (MDA) 

 
缺血性脑卒中的发病率呈逐年上升趋势，具有高

发病率、高致残率、高复发率以及高病死率的特点，

已成为威胁我国国民健康的第一位死亡原因疾病[1]。

目前，针对缺血性脑卒中的治疗关键是及时恢复脑的

血供，即恢复再灌注。溶栓再灌注已成为常规治疗手

段，其在降低病死率挽救病人生命方面的效果已经得

到证实[2]，但再灌治疗后不同程度的后遗症如认知功

能障碍、偏瘫、肌力减退等运动功能障碍仍然严重影

响患者的生活质量[3]。研究还证实，缺血再灌注后，

机体通过多种途径产生的大量自由基与再灌后的损伤

机制密切相关，自由基可通过攻击脑组织细胞成分如

细胞膜磷脂、蛋白质、核酸等，生成大量的脂质过氧

化物如丙二醛（MDA）等损伤细胞，同时，自由基清

除系统如超氧化物歧化酶（SOD）等功能也进一步受

到抑制，最终导致细胞死亡，引起神经功能受损[4]。

这些对认知及运动功能的损害不仅极大影响了患者的

社会适应能力，而且给家庭和社会造成了沉重的负 
担[5]，因此，探寻能同时有效改善这些功能障碍的提

取物并进行相关的功能性研究迫在眉睫。 
菱角壳是菱角果实的外种皮，常作为下脚料被丢

弃，然而菱角壳同菱角肉一样也具有多种药用价值。

最早《本草纲目拾遗》就有关于菱角壳的药用记载[6]。

《中华药海》也记载其具有解毒疗疮、涩肠止泻、清

化湿热等疗效[7]。现代研究也已证明，菱角的果壳中含

有黄酮类、多酚类、多糖类、甾体类以及生物碱类等

成分，可发挥多种药理活性[8-11]。有研究已证实，菱角

壳提取物对多种胃癌细胞具有抗癌活性[12,13]；多名学者

通过实验也证实了它的强抗氧化作用[14,15]；同时也有关

于菱角壳提取物抗炎作用的相关性研究[16,17]。但菱角壳

提取物对局灶性脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力和肌

力是否具有改善作用及其作用机制尚未见报道。本研

究拟采用改良Longa 线栓法制作局灶性脑缺血再灌注

模型，探讨菱角壳提取物对脑缺血再灌注大鼠认知功

能障碍和运动功能障碍的改善作用及初步作用机制，

进而为其应用于临床提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物、材料与主要试剂 

SD 雄性大鼠，体质量 260~280 g，SPF 级，由湖

北逸挚诚生物科技有限公司提供（动物许可证号：

SCXK(鄂)2021-0020，动物使用许可证号：SYXK(鄂) 
2021-0088）。 

菱角壳提取物，武汉轻工大学生命科学与技术学

院提供；芦丁标准品，上海源叶生物公司；没食子酸、

亚硝酸钠、六水氯化铝、福林酚，国药集团化学试剂

有限公司；SOD、MDA 试剂盒，南京建成生物工程

研究所产品。 

1.2  主要仪器与设备 

XR-XM101 Morris 水迷宫系统，上海欣软信息科

技公司；YLS-13A 大小鼠抓力测定仪，济南益延科技

发展有限公司；752 紫外分光光度计，上海沪粤明科

学仪器有限公司；CP-3100 电动剃须刀，深圳科德士

电器有限公司；RE-3000A 旋转蒸发仪，上海亚荣生

化仪器厂；ACS-30 电子秤，宁波邱隘奋进电子衡器

厂；SCIENT2-12N 冷冻干燥机，宁波新芝生物科技股

份有限公司。 

1.3  实验方法 
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1.3.1  动物分组 
雄性 SD 大鼠用普通饲料进行适应性喂养，环境

条件为 26 ℃恒温，相对湿度 40%~70%，自由进食与

饮水。喂养一周后，随机选取 8 只作为假手术组，另

选取造模成功大鼠随机分为模型组（局灶性脑缺血再

灌注组）和菱角壳提取物组，每组 8 只。本研究已通

过武汉轻工大学生物医学伦理委员会批准。 
1.3.2  菱角壳提取物的制备 

1 kg四角菱壳粉与70%乙醇，以1:10充分搅拌后，

60 ℃恒温水浴 30 min，50 ℃使用超声破壁，时长 
45 min，再一次 60 ℃恒温水浴 30 min 后进行过滤，

滤液减压浓缩后冻干。同时对醇提物中的活性成份黄

酮、多酚、总糖进行了测定[18]，测得其质量分数分别

为 30.50%、31.04%、29.69%。 
1.3.3  模型的制备 

采用改良 Longa 法制作局灶性脑缺血再灌注模

型，大鼠用 m=3%戊巴比妥钠（1.2 mL/100 g）腹腔注

射麻醉后，仰卧固定，稍靠右侧切开分离右侧颈总动

脉、颈外动脉及颈内动脉，结扎颈外和颈总动脉，于

颈内动脉远心端备线，颈总动脉近分叉处切口，插入

栓线（深度 18.5±0.5 mm），然后扎紧备线，外留 1 cm
钓鱼线头，缝合皮肤，再灌注时轻轻提拉所留线头至

有阻力即可。假手术组操作同上，但栓线只插入15 mm。

所有大鼠缺血 2 h 后参照 Zea-Longa 法进行神经功能

缺陷评分，1~3 分者标志造模成功[19,20]。再灌注 12 h
后给药组立即腹腔注射菱角壳提取物 100 mg/kg，假

手术组和模型组腹腔注射相应量的生理盐水，每天 1
次，连续 7 d。注射部位均采用碘伏进行消毒处理。 
1.3.4  大鼠神经功能缺陷评分 

给药 7 d 后采用 Longa 5 级 4 分法进行神经功能

缺陷评分，0 分：无神经功能缺损表现，大鼠活动正

常；1 分：提尾时大鼠左前肢不能完全伸展；2 分：大

鼠爬行时向左侧追尾转圈；3 分：爬行时明显向左侧

倾倒；4 分：自主爬行障碍[19]。 
1.3.5  Morris 水迷宫行为学检测 

给药7 d后大鼠依次做Morris水迷宫行为学检测。

水迷宫为一个直径为 115 cm，高为 65 cm，深为 40 cm
的圆形水池，站台为直径 9 cm 的透明圆盘，放置于水

平面下 2 cm，池壁贴上形状不同的标志物标明四个象

限[21,22]。计算机系统开启后，可通过摄像头自动跟踪

大鼠的游泳轨迹并记录实验相关数据。此部分实验内

容包括：（1）定位航行实验：历时 4 d，每天 4 次。随

机选择某个象限，入水象限池壁的中点为大鼠入水点，

放入过程中大鼠需面向池壁。记录 1 min 内大鼠寻找

平台的时间（成功潜伏期），若 60 s 内找到平台并停

留 30 s，视为寻台成功；若 60 s 内未能找到平台，由

实验员引导上台停留 20 s 并记录潜伏期为 60 s。实验

结束后，将大鼠移走并擦干，放入笼内休息，下一只

大鼠重复以上操作。（2）空间探索实验：在完成定位

航行实验后一天将平台撤离，此次用大鼠穿越平台次

数作为考察指标。让大鼠进行 60 s 自由游泳，记录动

物在平台象限所花的时间和进入该象限的次数。 
1.3.6  大鼠四肢肌力测定 

抓力仪水平放置好后按下测定键，将大鼠轻轻放

在抓力板上，抓住大鼠尾巴轻轻后拉，待其抓牢抓力

板后，再均匀用力平行拖拽大鼠的尾巴，仪器会自动

记录大鼠每次的最大抓力值。计算非连续测量的 3 次

数值的平均值，即为该大鼠的肌力大小[23]。 
1.3.7  大鼠脑组织SOD活性和MDA含量测定 

取缺血再灌注侧脑组织，用 4 ℃生理盐水研磨制

成 10%的脑组织匀浆，离心取上清备用。用酶化学发

光法测定 SOD 活性，硫代巴比妥酸比色法测定 MDA
含量，考马斯亮蓝 G-250 染色法测定蛋白质含量。具

体操作均按试剂盒说明书进行。 

1.4  数据分析 

使用 SPSS 19.0 软件进行统计学分析。实验数据

以均数±标准差（⎯x±s）表示，组间比较采用单因素方

差分析，P＜0.05 时差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大

鼠神经功能缺陷评分的影响 

表1 菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大鼠神经功能缺陷

评分的影响 

Table 1 Effects of water chestnut pericarp extract on 

neurological deficit score in rats with focal cerebral 

ischemia-reperfusion (⎯x±s, n=8) 

组别 大鼠神经功能缺陷评分

假手术组 0.25±0.17 

模型组 2.88±0.17** 

菱角壳提取物组 2.63±0.17## 

注：与假手术组相比，**为 P<0.001；与模型组相比，##

为 P<0.001。 

神经功能缺陷评分作为卒中的终点指标之一，其

在评估病情及药物效果方面的重要性不言而喻[24]。从

表 1 可知，模型组大鼠术后 7 d 神经功能缺陷评分较

高，与假手术组相比有显著性差异（P＜0.001），说明
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缺血再灌注引起脑损伤，导致了神经功能障碍，与王

晓茹等[25]的研究一致。给予 7 d 菱角壳提取物后，大

鼠神经功能缺陷评分为 2.63 分，与模型组相比降低，

差异具有统计学意义（P＜0.001）。以上结果表明，菱

角壳提取物对大鼠偏瘫症状的改善作用较为显著，说

明该提取物在改善局灶性脑缺血再灌注后大鼠运动功

能障碍方面具有较好的效果。 

2.2  菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大

鼠定位航行能力的影响 

定位航行试验中，模型组大鼠成功潜伏期时间和

总路程与假手术组相比均明显延长（P＜0.001），在平

台所在象限停留时间缩短（P＜0.05），游泳路程也显

著减少（P＜0.001），这与 Wang 等[26]关于缺血再灌注

后大鼠空间学习和记忆能力明显减弱的研究结论一

致。而给予菱角壳提取物后，其在平台所在象限停留

时间和游泳路程与模型组相比均延长，分别为 24.89 s   
（P＜0.05）、24 084.20 mm（P＜0.001），成功潜伏期

为 16.22 s，总路程为 24 404.65 mm，比模型组均明显

缩短（P＜0.001）（见表 2），提示给予缺血再灌注大

鼠菱角壳提取物后，大鼠对平台及平台所在象限具有

了更好的记忆能力。学习记忆能力是认知功能的重要

组成部分[5]，说明菱角壳提取物对缺血再灌后大鼠的

认知功能障碍具有显著的改善作用。 

表2 菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大鼠定位航行能力的影响 

Table 2 Effects of water chestnut pericarp extract on place navigation ability in rats with focal cerebral ischemia-reperfusion (⎯x±s, n=8) 

组别 成功潜伏期/s 总路程/mm 在平台所在象限停留时间/s 在平台所在象限游泳路程/mm

假手术组 21.01±9.39 26 109.14±12 332.32 24.96±5.17 22 917.07±9 031.09 

模型组 47.58±17.21** 110 422.28±69 280.07** 19.98±3.46* 7 479.28±1 446.59** 

菱角壳提取物组 16.22±9.86## 24 404.65±7 713.53## 24.89±1.41# 24 084.20±12 577.44## 

注：与假手术组相比，*为 P<0.05，**为 P<0.001；与模型组相比，#为 P<0.05，##为 P<0.001。 

表3 菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大鼠空间探索能力的影响 

Table 3 Effects of water chestnut pericarp extract on spatial probe ability in rats with focal cerebral ischemia-reperfusion (⎯x±s, n=8) 

组别 经过有效区域次数/次 有效区域停留时间/s 有效区域游泳路程/mm 

假手术组 6.00±1.85 22.73±2.92 33 719.97±28 067.99 
模型组 4.12±1.13* 18.50±4.03* 6 011.13±1 582.13* 

菱角壳提取物组 5.75±1.28# 22.21±2.97# 33 744.41±27 310.24# 

注：与假手术组相比，*为 P<0.05；与模型组相比，#为 P<0.05。 

  

 
图1 菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大鼠空间探索阶段

路径的影响 

Fig.1 Effects of water chestnut pericarp extract on path of 

spatial probe in rats with focal cerebral ischemia-reperfusion 

2.3  菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大

鼠空间探索能力的影响 

第 5 d 为空间探索试验，平台已经撤离，周围为

有效区域。模型组、假手术组和菱角壳提取物组的空

间探索阶段路径图如图 1，通过路径图发现，模型组

大鼠在各个象限的路径没有明显差异，呈现为边缘型

搜索策略，这与缪培等[27]在空间探索实验中所发现的

缺血再灌注大鼠边界时间比和距离比均增加的结果一

致。本实验还进一步观察到菱角壳提取物组大鼠路径

图呈现的是趋向型搜索策略，其在有效区域的活动路

径显著延长，说明给予菱角壳提取物后，大鼠的认知

损伤有所减轻。此外，通过表 3 可以看出，与假手术

组相比，模型组大鼠其穿越有效区域次数、在有效区

域停留时间以及在有效区域游泳路程均减少，差异具

有统计学意义（P＜0.05），这与 Liu 等[28]的研究结果

一致。而给予菱角壳提取物后，大鼠穿越有效区域次
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数为 5.75 次、在有效区域停留时间为 22.21 s、在有效

区域游泳路程是 33 744.41 mm，与模型组相比均增加

（P＜0.05），结果表明，菱角壳提取物组大鼠寻找原

平台所在位置的能力明显增强。研究发现，缺血性脑

卒中患者经恢复血流治疗后大多数遗留有不同程度的

认知功能障碍[29]。该实验结果表明，菱角壳提取物能

较好改善脑缺血再灌注大鼠的空间记忆能力和主动探

索能力，说明其对缺血再灌注后的认知功能低下具有

较好的提升作用。 

2.4  菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大

鼠四肢肌力的影响 

本实验还对菱角壳提取物是否具有增强缺血再灌

注大鼠四肢肌力作用进行了研究。从表 4 可以看出，

与假手术组相比，模型组大鼠四肢肌力明显降低   
（P＜0.001），与临床关于上下肢肌力下降是缺血性脑

卒中患者常见的后遗症之一的研究结果[30]完全吻合。

本实验给予菱角壳提取物治疗一周后，大鼠四肢肌力

为 296.18 N/g，与模型组相比显著增强，且差异具有

统计学意义（P＜0.001）。由结果可知，菱角壳提取物

对大鼠四肢肌力具有较好的改善作用，这与张雨晨  
等[31]的研究结果一致，该研究发现，中、高剂量组菱

角壳水提物可明显减轻小鼠肌肉疲劳，显著提高小鼠

爬杆时间。由此可见，菱角壳提取物能增强大鼠四肢肌

力，从而改善局灶性脑缺血再灌注后的运动功能障碍。 
表4 菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大鼠四肢肌力的影响 

Table 4 Effects of water chestnut pericarp extract on four 

limbs' muscular strength of rats with focal cerebral 

ischemia-reperfusion (⎯x±s, n=8) 

组别 大鼠四肢肌力/(N/g) 

假手术组 366.58±52.07 

模型组 218.45±64.67** 

菱角壳提取物组 296.18±83.40## 

注：与假手术组相比，**为 P<0.001；与模型组相比， 
##为 P<0.001。 

2.5  菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大

鼠脑组织中 SOD活性和MDA含量的影响 

氧化应激反应是缺血性脑卒中重要的组织损伤机

制之一，大量自由基的产生可对神经细胞及功能造成

巨大影响[32]。有研究报道，菱角壳具有较强的体外清

除自由基的能力[15]，杨梦等[33]则在酒精性肝损伤的实

验中，进一步证实了菱角壳水提物体内清除自由基的

能力，其可通过降低 MDA 含量和升高 SOD 活性，减

轻肝脏的氧化应激反应，从而保护受损的肝细胞。基

于此，本实验检测了菱角壳提取物对大鼠脑组织中

SOD 活性和 MDA 含量的影响。由表 5 可知，模型组

与假手术组相比，脑组织中 SOD 活性显著降低，MDA
含量明显增加（P＜0.001），而菱角壳提取物组大鼠脑

组织中SOD活性和MDA含量分别为4.27 NU/mg pro、
2.33 nmol/mg pro，与模型组相比，统计学结果具有显

著性差异（P＜0.001）。 
表5 菱角壳提取物对局灶性脑缺血再灌注大鼠脑组织中SOD活

性和MDA含量的影响 

Table 5 Effects of water chestnut pericarp extract on the 

activity of SOD and the content of MDA in rats with focal 

cerebral ischemia-reperfusion (⎯x±s, n=8) 

组别 SOD/(NU/mg pro) MDA/(nmol/mg pro)

假手术组 4.56±0.29 2.26±0.28 
模型组 3.38±0.21## 3.24±0.16** 

菱角壳提取物组 4.27±0.25** 2.33±0.13## 

注：与假手术组相比，**为 P<0.001；与模型组相比， 
##为 P<0.001。 

3  结论 

本实验研究发现，应用菱角壳提取物 7 d 后，大

鼠的偏瘫症状明显减轻，活动能力基本接近正常；定

位航行实验及空间探索试验也显示菱角壳提取物组大

鼠对平台以及平台所在的位置具有较好的记忆能力；

抓力实验中同样也显示出了其增强大鼠四肢肌力的显

著作用。这些结果均证实菱角壳提取物不仅可以有效

提升缺血再灌注后的学习记忆能力，改善大鼠的认知

功能；同时对缺血再灌注后的肌力下降也有显著的改

善作用，从而明显减轻其运动功能障碍。其对神经系

统的这种保护作用可能与菱角壳提取物减轻自由基损

伤有关。因此，将菱角壳提取物用于临床治疗脑缺血

再灌住损伤具有一定的应用前景，后期将在提取物有

效成分分析与纯化以及是否存在其他作用机制方面作

进一步深入细致的研究，为其能真正用于临床提供更

多的实验依据。 
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