
"论
!!

著"

!!

410

)

!(;&"#"

-

<

;0--,;!#6!=%&7%;'(!";(!;((&

毛蕊异黄酮介导
:

'

G

(

FL=

'

G

信号通路对大鼠脑缺血

再灌注损伤的保护作用"

姚瀚勋!

!李晓斌!

!邱
!

晟!

!王
!

勇'

!王文波&

#

"

!;

浙江省湖州市中心医院#浙江大学湖州医院神经外科
&!&(((

$

';

桂林医学院生理学

教研室!广西桂林
$7!((!

$

&;

桂林医学院附属医院神经外科!广西桂林
$7!((!

%

!!

#摘要$

!

目的
!

探讨毛蕊异黄酮对脑缺血再灌注模型大鼠的神经保护作用&方法
!
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只雄性
8A

大鼠

分脑缺血再灌注模型组!毛蕊异黄酮高)中)低剂量组和假手术组&采用大脑中动脉栓塞"
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%建立局灶性

脑缺血再灌注模型!观察缺血再灌注后!各组大鼠在神经行为学)脑梗死体积)脑含水量及脑组织中超氧化物歧

化酶"
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%)丙二醛"

2A@

%)

:

'

GN>F@

)核转录因子
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蛋白表达的

差异&结果
!

毛蕊异黄酮能够改善大鼠神经行为损伤!降低脑梗死体积和脑组织含水量!抑制脑组织中
2A@

生成!提高
8BA

的活性!增加
:
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和
:

'

G

(

蛋白的表达!减少
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和
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蛋白的表达&

结论
!

毛蕊异黄酮对大鼠脑缺血再灌注损伤具有保护作用&
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毛蕊异黄酮是来源于黄芪的一种天然黄酮类化

合物$具有抗炎&类雌激素等作用.
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%既往研究已经

发现毛蕊异黄酮具有体外抗氧化的作用.

&

/

%本研究

通过建立局灶性脑缺性再灌注的大鼠模型$探讨毛蕊

异黄酮的体内抗氧化作用及神经保护的分子机制$现

报道如下%
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材料与方法
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有限公司提供%总蛋白!
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#&超氧化物歧化酶!
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A@G
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蛋白定量试剂盒&硝酸纤维素

!

F9
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分组并建立模型
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大鼠分成
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组$每组
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#剂量组$假手术

组%灌胃给药$每天上&下午各
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次$连续给药
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%

模型组和假手术组灌等量
A28B

%末次给药
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后$

除假手术组不制备栓塞外$其余各组采用大脑中动脉

线栓法!
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#制

备大鼠局灶性脑缺血再灌注模型%若大鼠清醒后出

现以下
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种表现时$!

!

#左侧
M1*,3*

征阳性*!
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#右侧

前肢瘫痪*!

&

#提起鼠尾后不能伸右前肢*!
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#右旋时

右前肢拖在腹下$与左前肢交叉成剪刀状$则表明模

型制作成功%

!;";"

!

神经行为学检查
!

于给药前及处死前进行

G343*-1,g-

评分)行为都正常记
(

分*提鼠尾离地约
!

尺$手术对侧前肢内旋&内收记
!

分*推大鼠双肩$手

术对侧抗力下降记
'

分*观察大鼠在水平面行走情

况$围绕健侧转圈记
&

分*不能自主活动记
7

分%分

数越高说明神经损伤越严重%
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脑梗死体积测定
!

脑缺血
'P

后拔除线栓$恢

复再灌注
'7P

后断头取脑$从视交叉起作
'NN

层厚

冠状切片$将脑片放入
'I ))9

磷酸盐缓冲液中

&6D

恒温避光孵育
&(N0,

$正常脑组织呈现红色$梗

死脑组织呈现白色%脑片排列整齐并拍照$使用图像

分析软件处理$计算每张脑片的梗死面积$乘以厚度
'

NN

再相加即为脑梗死体积%

!;";$
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脑组织含水量测定
!

采用干湿法$脑组织含

水量!
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!脑组织湿质量
E

脑组织干质量#-脑组织

湿质量
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脑组织中
8BA

&
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测定
!

采用考马斯亮蓝

法测定各组蛋白水平$采用
)G@

法测定
2A@

$采用

比色法测定
8BA

$所有操作均按照试剂盒说明书

进行%
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$紫外分光光度仪测定

提取的总
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浓度%
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&

#(D&(-

&

6'D&(-

共
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个循环$取
O9>

产物
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&
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进行琼脂糖凝胶电泳$采用凝胶成像系统和图像分析

系统进行成像及灰度分析$以
R@OAM

为参照$分别

计算
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R@OAM
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的比值%
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蛋白表达水平测

定
!

脑组织按
!i$

加入蛋白裂解液$超声粉碎$

7D

裂解过夜$

7D!'(((*

-

N0,

低温离心
&(N0,

$取上

清液$

G9@

比色法测定蛋白水平$上样!

$(

&

U

-孔#后

进行十二烷基硫酸钠
=

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

8A8=

O@RQ

#$将蛋白质提取物分离$再转至
F9

膜$牛血清

清蛋白!

G8@

#

)G8)

缓冲系统
&6D

封闭
!P

$磷酸化
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单克隆抗体孵育
'P

$

M>O

标记兔抗鼠
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R

抗体
&6D

孵育
!P

$

A@G

显色$

>@A

凝胶电泳图

像分析仪进行采图$

d/+,Z0Y

W

B,3

软件分析光密

度值%

!;#

!

统计学处理
!

采用
8O88'!;(

软件进行数据分

析$计量资料以
ICC

表示$组间比较采用方差分析并

做方差齐性检验$方差齐用
B,3=]+

W

@FBK@

$不齐

则用
J3Z5P

法*组间多重比较$方差齐用
H8A

法$不

齐则用
A/,,3YY)&

$神经行为学评分采用完全随机秩

和检验$以
!

$

(;($

为差异有统计学意义%
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结
!!

果
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毛蕊异黄酮对大鼠神经行为学评分&脑梗死体

积&脑组织含水量的影响
!

模型组有明显的神经行为

学损伤!

!

$

(;($

#$毛蕊异黄酮可改善其神经行为学

评分$以毛蕊异黄酮高剂量组最为显著!

!

$

(;($

#*模

型组有明显的脑梗死发生!

!

$

(;($

#$毛蕊异黄酮可

降低其脑梗死体积$以毛蕊异黄酮高剂量组最为显著

!

!

$

(;($

#*模型组梗死侧脑组织含水量明显高于假

手术组!

!

$

(;($

#$毛蕊异黄酮可降低其脑组织含水

量$以毛蕊异黄酮高剂量组最为显著!
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$
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#$见

表
!

%

表
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各组大鼠神经行为学评分%脑梗死体积%脑组织

!!

含水量比较&
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组别 行为学评分!分#梗死体积比!
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#脑组织含水量!
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假手术组
( ( 6&;!!C(;7$

模型组
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毛蕊异黄酮低剂量组
';6$C(;&!

T

&&;&7C$;'$

T

%';!'C(;$!

T

毛蕊异黄酮中剂量组
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T
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!
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$与假手术组比较*

T

)

!

$

(;($

$与模型组比较
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!

毛蕊异黄酮对大鼠脑组织中
8BA

活性及
2A@

'!

重庆医学
'(!"

年
!

月第
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卷第
!

期



水平的影响
!

缺血再灌注
'7P

后$模型组
2A@

水平

明显升高!

!

$

(;($

#$

8BA

活性明显减弱!

!

$

(;($

#$

毛蕊异黄酮能明显降低脑组织中
2A@

的水平并提

高
8BA

活性$以毛蕊异黄酮高剂量组最为显著!

!
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#$见表
'

%

表
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各组大鼠脑组织中
8BA

活性及
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水平比较&
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-
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假手术组
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模型组
%";$7C7;&#

+

7;#&C(;$%

+

毛蕊异黄酮低剂量组
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T

&;(!C(;7!

T
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T
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T
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T
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T
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+
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!

$
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$与假手术组比较*

T

)

!

$
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$与模型组比较

";#

!

毛蕊异黄酮干预后大鼠脑组织中
:

'

G

&

FL=

'

G

N>F@

的表达情况
!

模型组大鼠脑组织中
:
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GN>=

F@

水平明显减少!

!

$

(;($

#$而
FL=
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水平

显著增加!

!

$

(;($

#%毛蕊异黄酮干预后$

:

'

GN>=

F@

水平明显升高$而
FL=

'

GN>F@

水平则明显降

低!

!

$

(;($

#$见表
&

%

表
&

!!

各组大鼠脑组织中
:

'

G

%

FL=

'

GN>F@

的

!!!

表达情况比较&

ICC

'

组别
:

'

G

-

R@OAMN>F@ FL=

'

G

-

R@OAMN>F@

假手术组
%;&'C(;!7 !;!%C(;!&

模型组
!;(6C(;!(

+

#;%(C(;!6

+

毛蕊异黄酮低剂量组
';!"C(;&#

T

7;""C(;&$

T

毛蕊异黄酮中剂量组
7;!%C(;'&

T

&;"6C(;!"

T

毛蕊异黄酮高剂量组
#;"(C(;'!

T

';#%C(;&'

T

!!

+

)

!

$

(;($

$与假手术组比较*

T

)

!

$

(;($

$与模型组比较

";$

!

毛蕊异黄酮干预后大鼠脑组织中
:

'

G

(

&

FL=

'

G

V

#$

蛋白的表达情况
!

模型组大鼠脑组织中
:

'

G

(

蛋

白水平明显减少!

!

$

(;($

#$而
FL=

'

G

V

#$

蛋白水平

显著增加!

!

$

(;($

#%毛蕊异黄酮干预后$

:

'

G

(

蛋白

水平明显升高$以毛蕊异黄酮高剂量组最为显著!

!

$

(;($

#$而
FL=

'

G

V

#$

蛋白水平则明显降低!

!

$

(;($

#$见表
7

&图
!

%

表
7

!!

各组大鼠脑组织中
:

'

G

(

%

FL=

'

G

V

#$

蛋白的

!!!

表达情况比较&

ICC

'

组别
:

'

G

(

-

R@OAM FL=

'

G

V

#$

-

R@OAM

假手术组
(;&"C(;(! (;!'C(;(!

模型组
(;!$C(;(%

+

(;7!C(;(#

+

毛蕊异黄酮低剂量组
(;'!C(;('

T

(;'6C(;(7

T

毛蕊异黄酮中剂量组
(;'%C(;(6

T

(;!%C(;(&

T

毛蕊异黄酮高剂量组
(;&6C(;(&

T

(;!$C(;($

T

!!

+

)

!

$

(;($

$与假手术组比较*

T

)

!

$

(;($

$与模型组比较

图
!

!!

各组大鼠脑组织中
:

'

G

(

%

FL=

'

G

V

#$

蛋白表达的电泳图

#

!

讨
!!

论

!!

急性缺血性脑卒中是最常见的卒中类型$脑血流

的中断导致能量的衰竭和神经元的死亡$可触发免疫

应答&外周白细胞浸润脑实质和小胶质细胞的激活%

当缺血脑组织获得再灌注后$产生大量的活性氧

!

>B8

#自由基$能刺激白细胞活化并释放多种炎性细

胞因子.肿瘤坏死因子
=

(

!

)FL=

(

#&白细胞介素
=!

)

!

:H=!

)

#/&基质金属蛋白酶!

22O

#&一氧化氮!

FB

#和

更多的
>B8

$攻击血管壁$破坏血脑屏障!

GGG

#$引起

继发性脑损伤.

7=6

/

%本实验中$模型组大鼠存在严重

的神经行为学损伤$脑梗死和脑水肿均较假手术组

严重%

毛蕊异黄酮是从中药黄芪中提取出来的生物黄

酮$研究表明其在缺血性脑损伤中具有神经保护作

用.

%=!(

/

$且分子量小$较易通过血脑屏障$将其用于治

疗脑血管疾病存在天然优势%

8BA

是脑组织中清除

自由基的有效成分$而
2A@

可以反映氧自由基的生

成量并间接反映细胞损伤的程度%本实验中$毛蕊异

黄酮能增强脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织中
8BA

活

力$降低
2A@

的水平$从而有效地减轻氧自由基的

破坏作用$保护脑细胞%

FL=

'

G

是一种广泛存在于真核细胞内的转录因

子$主要由
V

#$

和
V

$(

组成$是炎性反应复杂细胞因

子网络的关键环节.

!!

/

%

:

'

G

(

是
FL=

'

G

的抑制蛋白$

静息状态下$能够以三聚体的形式将
FL=

'

G

限制在细

胞质中%在受到外源性刺激!如脑缺血再灌注损伤#

时$

:

'

G

(

降解$失去抑制作用的
FL=

'

G

具有了活性$

进入细胞核与
AF@

结合$作用于结构基因的调控序

列$促进大量炎性因子的转录*若使用抗氧化剂则可

以抑制
FL=

'

G

信号通路的激活从而减轻脑组织的缺

血再灌注损伤.

!'=!6

/

$而增加
:

'

G

(

的表达恰恰可以抑

制
FL=

'

G

V

#$

的表达.

!#

/

%本实验中$模型组
:

'

G

(

的

表达水平明显降低$

FL=

'

G

V

#$

的表达水平明显升

高$表明脑缺血再灌注后由于炎性反应被激活$

:

'

G

(

的抑制作用解除$

FL=

'

G

水平迅速升高%而毛蕊异黄

酮的干预可明显提高缺血再灌注后脑缺血组织中
:

'

G

(

的表达$且
:

'

G

(

表达水平的增加可抑制
FL=

'

G

的

进一步表达$表明毛蕊异黄酮可以通过恢复
:

'

G

(

的

活性来抑制由缺血再灌注引起的
FL=

'

G

信号通路激
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活$从而减轻炎性反应$保护脑组织%

综上所述$毛蕊异黄酮对大鼠局灶性脑缺血再灌

注损伤有保护作用$其机制可能与抑制
:

'

G

(

-

FL=

'

G

信号通路的激活有关$提示毛蕊异黄酮在预防和减轻

脑缺血再灌注损伤方面具有潜在的应用前景%
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