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　　［摘要］　目的　探讨β石竹烯（βｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ，ＢＣＰ）是否对缺血性中风有保护作用，以及这种保
护作用是否与ｍｉＲ１８３和ＮＦκＢ的表达有关。方法　在动物实验中，将９０只Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠（２０～
２５ｇ）编号后，根据随机数字法分为３组（ｎ＝３０）：假手术组、模型组、ＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ）组。模型组和ＢＣＰ
（７２ｍｇ／ｋｇ）预处理组中动脉栓塞１ｈ后，再灌注２４ｈ，构建小鼠缺血性中风模型。对小鼠进行神经行为
学评分，ＴＴＣ法测量小鼠脑梗死体积，ＨＥ染色和Ｎｉｓｓｌ染色切片观察小鼠大脑神经元、炎性细胞和凋亡
小体的病理变化，检测ｍｉＲ１８３、ＮＦκＢ、ｐＮＦκＢ、白介素１β（ＩＬ１β）、白介素６（ＩＬ６）的表达，双荧光素
酶标记法检测 ｍｉＲ１８３与 ＮＦκＢ的靶向关系。提取小鼠的原代神经元，分为 ３组：正常组、糖氧剥夺
（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）损伤组、ＢＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组。ＯＧＤ损伤组与ＢＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理
组神经元糖氧剥夺１ｈ后，正常培养２４ｈ，构建神经元缺血性中风模型。观察神经元形态和数量的变
化，测定细胞损伤率，测定神经元内ｍｉＲ１８３、ＮＦκＢ和ｐＮＦκＢ的表达，检测炎性因子在神经元内的表
达。结果　动物实验中，与假手术组相比，模型组小鼠神经行为出现障碍，脑梗死体积增大（Ｐ＜０．０５）。
脑组织切片ＨＥ染色和Ｎｉｓｓｌ染色显示，缺血一侧的神经元等细胞受到严重损伤。同时，ｍｉＲ１８３的表达
下降（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢ被活化成ｐＮＦκＢ，炎性因子ＮＦκＢ、ＩＬ１β和ＩＬ６表达升高（Ｐ＜０．０５）。与模型
组相比，ＢＣＰ预处理能改善造模后小鼠神经行为障碍，减少脑梗死体积，保护神经元的形态，减少炎性
细胞和凋亡小体的数量，增加皮质中的尼氏阳性细胞数量（Ｐ＜０．０５）。ＢＣＰ预处理上调 ｍｉＲ１８３的表
达，抑制ＮＦκＢ的活化，降低炎性因子的表达（Ｐ＜０．０５）。在神经元实验中，ＯＧＤ后神经元受损严重，而
ＢＣＰ预处理则保护了神经元，降低神经元死亡率（Ｐ＜０．０５）。ＢＣＰ预处理还上调神经元中ｍｉＲ１８３的表
达，抑制ＮＦκＢ的活化，降低神经元中炎性因子的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　缺血性中风后，ＢＣＰ可能通
过上调ｍｉＲ１８３表达进一步抑制ＮＦκＢ的活化，减少炎性因子释放，从而减轻炎症，发挥脑保护作用。
　　［关键词］　β石竹烯；ｍｉＲ１８３；缺血性中风；ＮＦκＢ
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　　缺血性中风是导致人类死亡和瘫痪的重要原因之
一［１］。临床上大多采用溶栓法治疗缺血性中风，而溶

栓法有严格的时间窗限制，并且溶栓后的血液再灌注

过程也有可能加重损伤。缺血性中风溶栓后再灌注，

体内发生严重炎症反应，若不能有效控制炎症反应程

度，则有可能因为过于严重的炎症反应，造成进一步的

损伤。因此，减少炎性因子表达、减轻炎症反应，成为

治疗缺血性中风的关键思路之一。

　　β石竹烯（βｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ，ＢＣＰ）是一种提取自
香料的天然化合物，具有很强的抗炎活性［２］。研究报

道在缺血性中风模型中，ＢＣＰ能抑制炎性因子的释
放，减轻炎症反应，发挥神经保护作用，并且安全性较

高［３］。因此 ＢＣＰ具有巨大的研究价值和药用潜力。
微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）是一种重要的生物信号分
子［４－７］。ＮＦκＢ作为一种关键的炎症信号分子，在缺
血性中风炎症发生过程中发挥重要作用［８］。通过基

因芯片筛查，发现 ｍｉＲ１８３在小鼠缺血性中风前后表
达变化显著。根据生物信息学分析预测，ＮＦκＢ是
ｍｉＲ１８３潜在的作用靶点［９］。在此基础上，我们试图

探讨ＢＣＰ在小鼠缺血性中风模型中发挥保护作用，是
否与其影响ｍｉＲ１８３和 ＮＦκＢ的表达，并进一步作用
于炎症通路有关，为促进 ＢＣＰ脑保护机制研究奠定
基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　β石竹烯（ＢＣＰ）、２，３，５三苯基四氮唑（ＴＴＣ）、胞
嘧啶阿拉伯糖苷（ＡｒａＣ）、Ｌ谷氨酰胺和聚 Ｌ赖氨酸
（０．１％）购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）。
所有细胞培养基和胎牛血清（ＦＢＳ）均购自 ＧＩＢＣＯ
（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＧｒａｎｄＩｓｌａｎｄ，ＮＹ，ＵＳＡ）。ＩＬ１β、
ＩＬ６、ＮＦκＢ的 ＥＬＩＳＡ试剂盒购自 ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅＩｎｃ．
（ＨａｒｒｉｎｇｔｏｎＯａｋｌａｎｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）。
１．２　实验动物
　　从重庆医科大学实验动物中心购得 ２４ｈ内新生
的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和特定无病原体（ＳＰＦ）等级的成年
雄性小鼠Ｃ５７ＢＬ／６（２０～２５ｇ）。所有动物程序均经重
庆医科大学实验伦理委员会批准（２０１５０２７），并按照
国家实验室动物护理和使用卫生指南执行。所有手术

都在麻醉下进行，以尽量减少动物的痛苦。

１．３　原代细胞培养
　　皮层原代神经元由新生小鼠（２４ｈ内）提取，在
ＤＨａｎｋ’ｓ平衡盐溶液（ＨＢＳＳ）中切碎并解剖小鼠皮
层。然后用胰酶消化后离心，最后铺板接种。平板提

前用多聚赖氨酸包被一夜。在平板中培养神经元时，

先用含１０％ＦＢＳ的普通培养基接种４ｈ，之后替换成添
加２％Ｂ２７和１％谷氨酰胺的神经基Ａ的维持培养基，
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每３天半换液。微管相关蛋白２（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｏｉｎ２，ＭＡＰ２）是神经元的特异性标记物，通过免疫
荧光鉴定原代神经元的纯度。原代神经元纯度在９５％
以上为合格，神经元培养７ｄ后继续进行下一步实验。
１．４　建立缺血性中风动物模型
　　雄性小鼠通过右脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）引起短暂的局灶性脑缺血。
用异氟醚（３％诱导，１．０％～１．５％维持）与氧气和氮气
混合使用面罩麻醉小鼠。在手术显微镜下仔细分离右

颈总动脉（ＣＣＡ）、颈内动脉（ＩＣＡ）和颈外动脉（ＥＣＡ）。
栓线（广州佳灵生物技术有限公司）从ＥＣＡ插入ＩＣＡ，
最终进入大脑中动脉，直到感觉到有阻力（８～１２ｍｍ）。
在缺血１ｈ后，取出栓线开始再灌注。假手术组小鼠
接受了相同的手术，但没有插入栓线。在手术过程中，

使用恒温控制红外灯让直肠温度保持在（３７±５）℃。
在再灌注２４ｈ后，对神经功能进行评分，并选择从１～
４评分的动物进行进一步的实验。实际实验共计
１２０只小鼠，３０只进行假手术实验，考虑到死亡率和模
型失败率，共９０只参与模型的构建，死亡３只，死亡率
为３％。另有显示脑出血或没有缺血的小鼠共计２７只
被排除在研究之外。因此共计９０只小鼠纳入研究，根
据随机数字法分为 ３组（ｎ＝３０）：假手术组、模型组、
ＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ）预处理组。
１．５　建立缺血性中风神经元模型
　　用氧糖剥夺和复氧（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅ，ＯＧＤ／Ｒ）法
建立缺血型中风的神经元模型。在神经元培养第７天，
用无葡萄糖培养基洗涤神经元并孵育，然后转移到三

汽培养箱中，在 ３７℃，９４％Ｎ２、５％ＣＯ２和 １％Ｏ２培养
ＤＦＢ１ｈ，然后将加入之前的维持培养基，在常规培养
箱中培养２４ｈ。正常组神经元一并拿出放回，但不做
任何处理。

１．６　实验方法
　　神经元的提取共分３批进行，每批取３０只乳鼠，
提取９组细胞，每批细胞全部混匀后再分瓶培养分为
３组：正常组、糖氧剥夺损伤组、ＢＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处
理组。体内用含１％ＤＭＳＯ生理盐水制备 ＢＣＰ预处理
液，体外用无菌 ＰＢＳ配置 ＢＣＰ预处理液。动物 ＢＣＰ
给药浓度为７２ｍｇ／ｋｇ，神经元给药浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，
本课题组前期证实７２ｍｇ／ｋｇ和１０μｍｏｌ／Ｌ为最佳给
ＢＣＰ浓度［１，８］。给予小鼠连续５ｄＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ），每
天记录一次体质量变化。给药第６天建立缺血模型，
缺血１ｈ，再灌注２４ｈ后进行下一步实验。第６天换
液时，对原代神经细胞进行 ＢＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理。
给药后２４ｈ，ＯＧＤ１ｈ，再正常培养２４ｈ后，继续下一
步实验。

１．７　脑缺血损伤程度评价
　　在缺血后２４ｈ，对小鼠进行神经功能评分。０分：
无神经功能缺损症状，两前肢均显示正常力量，可伸

直。１分：未能完全伸出左前爪。２分：向左转圈，但在
休息时保持正常姿势。３分：走路时靠左边。４分：无
自发行走，意识水平低。

　　用ＴＴＣ染色法测量脑梗死的体积。处死小鼠后，
迅速取出大脑，冷冻，切成５个冠状切片，厚度为２ｍｍ。
切片在２％ＴＴＣ染液中３７℃孵育１５ｍｉｎ，在４％多聚甲
醛中固定过夜。用ＩｍａｇｅＰｒｏ软件定量测定梗死体积，
并以对侧半球的百分比表示。

１．８　ＨＥ染色和Ｎｉｓｓｌ染色
　　小鼠大脑注入 ４％的中性缓冲甲醛，固定 ２４ｈ。
脱水脑组织后嵌入石蜡。石蜡切片用 ＨＥ与甲苯蓝分
别染色。在显微镜下观察不同组同一区域形态学变化

和尼氏细胞数差异。

１．９　蛋白印迹法检测
　　小鼠取脑后于冰上分离出皮层部位。用裂解缓冲
液（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ生物技术，中国）从皮层组织中提取总蛋
白，并用蛋白测定试剂盒（Ｐ００１２Ｓ，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）测
定蛋白质浓度。用１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳（Ｐ００１２Ａ，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）分离蛋白质并转
移到聚偏氟乙烯膜上。５％牛血清白蛋白在室温封闭
２ｈ，并在４℃下一抗孵育过夜：抗 ＮＦκＢ的兔多克隆
抗体（１０７４５１ＡＰ，武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１∶１０００）和
βａｃｔｉｎ（１０８２９１ＡＰ，ＰｒｏｔｅＩｎｔｅｃｈ，武汉，１∶２０００）。随
后膜被洗涤３次，并与辣根过氧化物酶，次级山羊抗兔
或抗小鼠抗体，稀释１∶３０００，在室温下孵育１ｈ。通过
增强的化学发光液显示免疫反应活性，用凝胶成像仪

（ＢｉｏＲａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）显影，并使用 ＩｍａｇｅＬａｂ（Ｂｉｏ
Ｒａｄ）软件分析条带。
１．１０　定量实时聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）
　　用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ，上海）提取脑皮
层总ＲＮＡ。用加尾法试剂盒（ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ，上海）
反转录 ｍｉＲ１８３。采用 ＳＹＢＲ预混料（Ｂｉｍａｋｅ），在
１０μＬ体积内进行实时定量聚合酶链反应。采用以下
循环条件：在 ９５℃下循环 ３０ｓ，然后在 ９５℃下循环
５０ｓ，６０℃下循环 ３０ｓ。ｍｉＲ１８３上游：５′ＣＧＣＴＡＴＧ
ＧＣＡＣＴＧＧＴＡＧＡＡＴＴＣＡＣＴ３′，下游：加尾法（Ｂ５４２４５１
ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ，上海）。
１．１１　双荧光素酶报告
　　构建野生型 ＮＦκＢＷＴ和突变型 ＮＦκＢＭＵＴ的
ＮＦκＢ３’ＵＴＲ双荧光报告质粒，每组实验设置５个重
复。参照双荧光素酶报告基因检测试剂盒步骤检测，

以萤火虫荧光强度与海肾荧光强度的比值表示各组细

胞的荧光素酶活性。
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１．１２　ＥＬＩＳＡ检测
　　用ＥＬＩＳＡ试剂盒（江苏酶标生物科技公司）检测
组织匀浆中的 ＮＦκＢ、ＩＬ１β、ＩＬ６水平。该试剂盒采
用双抗体一步夹心法酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）。往
预先包被捕获抗体的包被微孔中，依次加入标本、标准

品、ＨＲＰ标记的检测抗体，经过温育并彻底洗涤。用
底物ＴＭＢ显色，ＴＭＢ在过氧化物酶的催化下转化成
蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色的深

浅和样品中呈正相关。用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测
定光密度值，计算样品浓度。

１．１３　统计学分析
　　神经行为学评分数据采用Ｍ计数，其余数据均采
用 珋ｘ±ｓ计数。采用ＧｒａｐｈＰａｄ统计软件，两组间数据比
较采用ｔ检验，多组间数据比较采用单因素方差分析。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＢＣＰ对小鼠缺血性中风损伤的保护作用
　　为了确定 ＢＣＰ能否保护小鼠缺血性中风所引起
的一系列损伤，在小鼠脑缺血１ｈ，再灌注２４ｈ后进行
神经行为学评分。结果发现，与假手术组（０．００±
０．００）相比，模型组小鼠（３．９０±０．７４）出现严重的神经
功能障碍，小鼠表现为不能持久站立，行走时左偏严

重，甚至无法自主行走。而 ＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ）预处理
（２．５０±０．７１）后，小鼠瘫痪情况明显减轻，组间比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１），表现为不行走时自
主向左转圈但可保持站立。表明 ＢＣＰ预处理可以改
善缺血性中风损伤后的神经行为学损伤。ＴＴＣ染色测
小鼠缺血性中风后脑梗死体积，白色为梗死区域，红色

为正常区域。结果显示，造模后小鼠出现明显的脑梗

死，与模型组（４１．６７±１．５３）相比，ＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ）预
处理（３０．６７±２０．０８）减少了脑梗死体积，组间比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２），表明 ＢＣＰ可以保护
Ｉ／Ｒ损伤引起的脑缺血区域梗死。
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图１　各组小鼠神经行为学评分　（ｎ＝１０）
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图２　ＴＴＣ法测小鼠造模及给药预处理后脑梗体积

　　ＨＥ染色观察小鼠大脑切片，假手术组神经细胞
（０．９８±０．０３）排列趋势紧密，神经元形态规则，无组织
水肿现象，散见少量的凋亡小体和炎性细胞，血管无充

血。模型组小鼠大脑神经细胞（０．４４±０．０２）排列趋势
稀疏且紊乱，神经元形态不甚规则，细胞数量显著增

加，可见大量炎性细胞和凋亡小体，毛细血管肿胀。而

ＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ）预处理组（０．６０±０．０２）小鼠大脑病理
改变较模型组有明显好转，小鼠大脑神经细胞排布更

加规则、分布趋势相对紧密，神经元细胞核固缩数目及

炎性细胞数目显著增加，组间比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图３），毛细血管肿胀情况也有所改善，表明
ＢＣＰ对缺血性中风小鼠具有脑保护作用。
　　Ｎｉｓｓｌ染色结果同样显示，假手术组神经细胞
（７９．００±３．６１）和尼氏体数量丰富，细胞规整、排列整
齐，未见坏死细胞；与假手术组相比，模型组神经细胞

（２５．３３±２．５２）出现变形，细胞排列混乱，尼氏体数量
明显减少；与模型组相比，ＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ）预处理组
（４０．００±１．００）细胞状态得到改善，尼氏体数量增多，
组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），细胞排列较为
整齐，细胞形状趋于规整（图４）。以上结果表明，ＢＣＰ
可以减少缺血性中风引起的小鼠脑损伤。

２．２　ＢＣＰ对ＯＧＤ模型原代神经元的保护作用
　　免疫荧光染色观察细胞形态，ＤＡＰＩ蓝色特异性染
色细胞核，ＭＡＰ２绿色为神经元的标志物。与正常组
相比，ＯＧＤ损伤组细胞数更少，细胞形态不饱满，突触
也更短。给药后细胞数增加，形态更饱满，突触也有所

增长（图５）。为了研究脑缺血后缺血神经元的死亡是
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否发生，测定原代神经元的 ＬＤＨ释放。在 ＯＧＤ损伤
组（５２．６７±３．０６）中，神经元的 ＬＤＨ释放量与正常组
（１７．３３±２．０８）相比显著增加，但 ＢＣＰ（１０μｍｏｌ）预处

理（４０．００±２．００）逆转了这一现象，组间比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。说明 ＢＣＰ可以一定程度逆转
ＯＧＤ造成的神经元形态损伤，降低神经元的死亡率。
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图３　ＨＥ染色观察小鼠造模及给药预处理后组织细胞形态及损伤程度

假手术组 模型组
!"#$%& '()*(+

,- !' ,- !' ,- !'

图４　Ｎｉｓｓｌ染色观察小鼠造模及给药预处理后尼氏小体形态及阳性细胞数
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图５　免疫荧光染色观察小鼠原代神经元形态与数量　（×４００）
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２．３　ＢＣＰ通过上调 ｍｉＲ１８３和降低 ｐＮＦκＢ表达来
保护缺血性中风损伤

　　为了探讨 ＢＣＰ的抗炎作用是否与 ｍｉＲ１８３和
ＮＦκＢ表达变化有关，通过ｑＲＴＰＣＲ法检测小鼠脑内
ｍｉＲ１８３的表达，蛋白印迹法检测 ＮＦκＢ的磷酸化激
活程度。动物实验表明，与假手术组（ｍｉＲ１８３：１．０９±
０．１３；ｐＮＦκＢ：１．０１±０．０４）相比，模型组 ｍｉＲ１８３的
表达（０．３５±０．０９）减少，ｐＮＦκＢ（３．０３±０．１３）增多。
给药后 ｍｉＲ１８３的表达（０．５９±０．１５）有所回升，而
ｐＮＦκＢ的表达量（１．９８±０．２１）也相应减少，组间比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ６、７）。在细胞实
验，同样采用 ｑＲＴＰＣＲ检测神经元内 ｍｉＲ１８３的表
达，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定不同组神经元 ＮＦκＢ和
ｐＮＦκＢ的表达。与正常组［ｍｉＲ１８３：（１．０８±０．１３）；
ｐＮＦκＢ：（１．０２±０．０４）］相比，ＯＧＤ损伤组 ｍｉＲ１８３
表达（０．４０±０．１０）明显下降，ＮＦκＢ通路被显著激活，
ｐＮＦκＢ水平（３．０２±０．１１）显著升高。但与模型组相
比，ＢＣＰ则提高了 ｍｉＲ１８３的表达（０．６２±０．０８）并显
著降低了 ｐＮＦκＢ的含量（１．７２±０．５６），抑制ＮＦκＢ
的激活，组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图８、９）。
表明ＢＣＰ可能通过上调ｍｉＲ１８３抑制ｐＮＦκＢ的增加。
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图６　ｑＲＴＰＣＲ法检测ｍｉＲ１８３在不同组小鼠体内表达　
（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＮＦκＢ在不同组小鼠体内表达

２．４　ｍｉＲ１８３与ＮＦκＢ的靶向关系
　　采用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ生物学信息学预测发现，ＮＦκＢ
３′ＵＴＲ存在能够与ｍｉＲ１８３互补的核苷酸序列，结果
见图１０（下划线内容为碱基互补位点）。双荧光素酶

报告基因实验结果显示，ｍｉＲ１８３过表达可显著降低野
生型ＮＦκＢ３′ＵＴＲ质粒转染的细胞荧光素酶活性，而
抑制ｍｉＲ１８３表达则显著升高其荧光素酶活性，组间
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１１）。
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图８　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１８３在神经元内表达　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＮＦκＢ在不同组原代神经元内表达

ＮＦκＢ　　５′ＧＵＣＵＵＵＵＡＵＡＡＵＵＣＡＣ３′
ｍｉｒ１８３ ３′ＧＧＧＡＡＧＣＣＡＵＵＡＡＧＵＧ５′

图１０　ｍｉＲ１８３与ＮＦκＢ的结合位点
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ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｍｉＲ１８３ｍｉｍｉｃｓＮＣ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
ＡｎｔｍｉＲ１８３ＮＣ比较

图１１　各组细胞荧光素酶活性　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．５　ＢＣＰ通过上调 ｍｉＲ１８３和降低 ｐＮＦκＢ表达进
一步抑制炎性因子表达

　　为了进一步探讨 ＢＣＰ在缺血性中风模型中的保
护作用与炎症反应的关系，采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测炎

０３６１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



性因子的表达。损伤后，在小鼠体内，关键炎性因子

ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＮＦκＢ表达增加，提示炎症反应加重，
ＢＣＰ（７２ｍｇ／ｋｇ）预处理则使表达显著降低，组间比较
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１２）。检测神经元内
炎性因子ＩＬ１β、ＩＬ６和ＮＦκＢ表达情况，与正常组相
比，ＯＧＤ后神经元内的炎性因子表达升高，炎症反应
加重，而ＢＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理组的炎性因子表达
则明显低于ＯＧＤ损伤组，组间比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图１３）。提示ＢＣＰ可以通过上调ｍｉＲ１８３和
降低ｐＮＦκＢ表达抑制炎性因子在该模型中的表达。
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图１２　ＥＬＩＳＡ检测不同组小鼠体内炎性因子表达变化
（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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图１３　ＥＬＩＳＡ检测不同组神经元内炎性因子表达变化
（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　缺血性中风后，大脑遭受多处损伤［１０－１２］。本研究

从行为和形态上探讨脑损伤程度。研究证实，缺血性

中风发生后，小鼠神经行为受损，脑梗死面积增大，脑

组织结构变薄变稀松，脑内细胞皱缩严重，而 ＢＣＰ可
以在一定程度上减少这些损伤。在动物实验中，ＢＣＰ
减轻神经行为的障碍，减少脑部梗死体积以及保护脑

组织的形态完整和保持正常脑细胞的数量。此外，我

们对原代神经元的研究也证明了 ＢＣＰ对神经元的保
护作用。从形态上看，ＢＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理过的
细胞在造模后的形态更加完整，突触更长；从数量上，

ＢＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理后，神经元数目明显较 ＯＧＤ
损伤组增多，证明ＢＣＰ减少了神经元的死亡。
　　生物信息学分析表明，ＮＦκＢ可能是 ｍｉＲ１８３的
潜在靶点。预实验发现，中风后小鼠皮质区 ｍｉＲ１８３
的表达有明显变化，而海马区则无明显变化。有学者

已经进行了研究［１３－１４］，发现 ｍｉＲ１８３可以通过 ＮＦκＢ
发挥抗炎作用，而本研究通过双荧光素酶标记报告检

测，证实ＮＦκＢ与ｍｉＲ１８３可以直接结合而产生相互
作用。本课题组的前期研究以及大量文献报道都发现

了ＢＣＰ的抗炎作用［１５］。因此，本研究提出了科学假

设，ＢＣＰ的抗炎作用可能与通过 ｍｉＲ１８３调控 ＮＦκＢ
的表达有关。

　　本研究发现缺血性中风前后 ｍｉＲ１８３和 ＮＦκＢ
的表达变化较大。这些结果提示 ｍｉＲ１８３和 ＮＦκＢ
可能是缺血性中风的关键指标之一。本研究首先探讨

ＢＣＰ给药是否会影响缺血性中风后 ｍｉＲ１８３的表达，
发现ＢＣＰ逆转了缺血性中风后 ｍｉＲ１８３的下降，证实
了ＢＣＰ、ｍｉＲ１８３与缺血性中风模型的关联性。同时
发现ＢＣＰ可以降低模型中 ｐＮＦκＢ的表达［１６－１７］。双

荧光素酶实验发现 ｍｉＲ１８３和 ＮＦκＢ可以通过直接
结合而产生相互作用。研究结果证实了 ＢＣＰ的抗炎
作用可能与通过ｍｉＲ１８３调控ＮＦκＢ表达有关。
　　随后，我们探讨炎性因子与ＢＣＰ的关系。已经证
实，ＮＦκＢ是调控炎症的关键分子之一，缺血性中风后
发生的一系列炎症级联反应都与它有关［１８］。实验发

现，损伤后炎性因子的表达明显增加，但 ＢＣＰ预处理
后，炎性因子增加趋势有所下降。这提示ＢＣＰ很有可
能通过作用于 ｍｉＲ１８３进一步减少 ｐＮＦκＢ表达，从
而降低炎性因子的水平，减轻炎症反应。

　　综上，本研究发现在缺血性中风小鼠模型中 ＢＣＰ
可以上调 ｍｉＲ１８３的表达，发现 ｍｉＲ１８３可与 ＮＦκＢ
直接结合产生相互作用。初步验证 ＢＣＰ的抗炎作用
与ｍｉＲ１８３／ＮＦκＢ信号通路有关。在本研究中，发现
ＢＣＰ与ｍｉＲ１８３之间存在一定的关系，ＢＣＰ可能通过
促进ｍｉＲ１８３表达抑制 ＮＦκＢ的活化从而抑制下游
炎性因子的释放，以达到抗炎和神经保护的目的。然

而从ＢＣＰ上调ｍｉＲ１８３进而减少ｐＮＦκＢ表达，最终
达到炎症抑制作用的整个过程中是否有其他因子参与

调控，还有待进一步研究。
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