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β石竹烯作用于Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ信号轴对脑缺血再灌注损伤大鼠的改善作用
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　　［摘要］　目的　探究 β石竹烯（βｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ，ＢＣＰ）对脑缺血再灌注（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＣＩＲ）损伤大鼠的保护作用及相关机制。方法　将 ＳＤ大鼠按随机数字表法分为假手术组，
缺血再灌注组，β石竹烯低、中、高剂量组（分别为 １０２、２０４、４０８ｍｇ·ｋｇ－１），Ｊａｇｇｅｄ１＋ＢＣＰ对照组，
Ｊａｇｇｅｄ１（Ｎｏｔｃｈ１激动剂）组。模型组、β石竹烯低、中、高剂量组及Ｊａｇｇｅｄ１＋ＢＣＰ对照组、Ｊａｇｇｅｄ１组使用
线栓法构建ＳＤ大鼠ＣＩＲ模型，缺血１．５ｈ，再灌注４８ｈ后，进行脑缺血梗死体积测定以及神经行为学评
分，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织中Ｎｏｔｃｈ１、ＮＦκＢｐ６５、ＮＦκＢｐｐ６５及Ｈｅｓ１蛋白表达；ＨＥ染色观察缺血
侧海马中的细胞死亡数量；ＥＬＩＳＡ法检测大鼠缺血侧海马中 ＴＮＦα及 ＩＬ１β的含量变化。结果　与模
型组进行比较，ＢＣＰ给药组可明显改善大鼠神经功能缺失，减少缺血侧脑梗死体积，降低海马中
Ｎｏｔｃｈ１、ＮＦκＢ及Ｈｅｓ１的蛋白表达量（Ｐ＜０．０５），减少ＴＮＦα、ＩＬ１β的释放（Ｐ＜０．０５），减少海马神经元
细胞的死亡数。与Ｊａｇｇｅｄ１干预组比较，ＢＣＰ给药组 Ｎｏｔｃｈ１的激动剂 Ｊａｇｇｅｄ１可以拮抗 ＢＣＰ的治疗效
果。结论　ＢＣＰ能够减轻大鼠的脑缺血再灌注损伤，可能通过抑制 Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ减少炎性因子的释
放，发挥其缺血性保护作用。
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１８ｊｃｙｊＡＸ０３７８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤＯＮＧＺｈｉ，Ｅｍａｉｌ：１００７９８＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　脑缺血是一种常见的脑血管疾病，其发病的主要
原因是脑部缺血，在短时间内不能恢复血液供应，如果

能较快恢复供血，则可以起到治疗的效果［１］。若错过

了这个较短的治疗时间窗，再恢复供血后则会加重大

脑的功能性障碍和疾病损伤，即脑缺血再灌注

（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＣＩＲ）损伤［２－４］。Ｎｏｔｃｈ
信号通路是一条高度保守的信号通路，在细胞的自我

更新、个体生长发育和一系列病理生理过程中起重要

作用［５］。ＧＩＬＧＡＲＣＬＡ等［６］研究发现，在脑缺血后

Ｎｏｔｃｈ１上调，会激活ＮＦκＢ，使促炎性细胞因子的释放
及白细胞增加，加重炎症反应，其下游基因 Ｈｅｓ１也会
在脑下室高表达，促进炎性因子的释放，Ｊａｇｇｅｄ１能够
使Ｎｏｔｃｈ１表达增加，从而加重缺血性损伤［７－９］。目前

关于ＢＣＰ调控 Ｎｏｔｃｈ１参与 ＣＩＲ调节的机制尚不明
确，且缺乏Ｈｅｓ１作为直接参与调节的证据。
　　β石竹烯（βｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ，ＢＣＰ）是存在于许多天
然植物中的一种倍半萜烯类化合物［１０］，具有抗炎、抗

菌、抗氧化、抗抑郁及减缓阿尔兹海默症症状的药理学

特性。有相关研究表明［１１－１２］，ＢＣＰ能通过调节大鼠的
海马神经元凋亡与再生，减缓脑缺血再灌注所引起的

神经系统中的损伤，从而起到对脑的保护作用。但是

ＢＣＰ能否通过抑制Ｎｏｔｃｈ１信号的激活，发挥抗脑缺血
再灌注损伤的作用仍然需要进一步探究。本实验首先

构建大鼠脑缺血再灌注模型，进行 ＢＣＰ干预，观察
ＣＩＲ损伤后的大鼠在神经功能等方面的变化以及该变
化是否与Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ信号通路有关，并探究其可能
的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　清洁级雄性 ＳＤ大鼠１２０只，体质量２５０～２９０ｇ，
ＳＰＦ级，由重庆医科大学实验动物中心提供，许可证号
为ＳＹＸＫ渝２０１８０００３。
１．２　试剂
　　２，３，５氯化三苯基四氮唑（２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＴＴＣ）（１７７７９，美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；Ｊａｇｇｅｄ１（ＭＣＥ公司，ＨＹＰ１８４６Ａ）；ＮＦ
κＢｐ６５（１０７４５１ＡＰ）、βａｃｔｉｎ（２０５３６１ＡＰ，武汉三鹰

生物技术有限公司）；ＮＦκＢｐｐ６５（ＡＦ２００６，Ａｆｆｉｎｉｔｙ）；
Ｈｅｓ１（Ａ１１７１８）、Ｎｏｔｃｈ１（Ａ１６６７３，ＡＢｃｌｏｎａｌ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ试剂（武汉赛维尔生物科技有限公司）；ＥＬＩＳＡ试
剂盒（赛默飞生物）；其余试剂均为国产分析纯。

１．３　仪器
　　低温离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＨｅｒａｅｕｓＦｒｅｓｃｏ２１）；湿
式转膜仪、垂直电泳槽（六一仪器厂，ＤＹＹ７Ｃ）；酶标仪、
凝胶成像系统（ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ，ＢｉｏＲａｄ公司），Ｎｉｋｏｎ
正置显微镜（ＥｃｌｉｐｓｅＣ１）；恒温摇床（跃进医疗器械）。
１．４　分组
　　将大鼠按随机数字表法分为７组，每组１５只。假
手术组：连续灌胃７ｄ生理盐水及甘油混合溶液，在造
模时只进行血管分离，不进行插栓及缺血处理；模型组：

连续灌胃７ｄ生理盐水及甘油混合溶液，使用线栓法构
建ＳＤ大鼠ＣＩＲ损伤模型，缺血１．５ｈ，再灌注４８ｈ；β石
竹烯低、中、高剂量组分别以（１０２、２０４、４０８ｍｇ·ｋｇ－１）
连续灌胃７ｄ后使用线栓法构建 ＳＤ大鼠 ＣＩＲ损伤模
型，缺血１．５ｈ，再灌注４８ｈ；ＢＣＰ＋Ｊａｇｇｅｄ组：连续灌胃
７ｄ２０４ｍｇ·ｋｇ－１ＢＣＰ用线栓法构建 ＳＤ大鼠 ＣＩＲ损
伤模型，缺血１．５ｈ，再灌注４８ｈ，于建模前３ｈ腹腔注
射Ｊａｇｇｅｄ１溶液（５０ｍｇ·ｋｇ－１）［１３］；Ｊａｇｇｅｄ１组：续灌胃
７ｄ生理盐水及甘油混合溶液，用线栓法构建 ＳＤ大鼠
ＣＩＲ损伤模型，缺血１．５ｈ，再灌注４８ｈ，于建模前３ｈ
腹腔注射Ｊａｇｇｅｄ１溶液（５０ｍｇ·ｋｇ－１）。
１．５　大鼠脑缺血再灌注损伤模型制备
　　参考 ＬＯＮＧＡ等［１４］的方法，制备大鼠脑缺血再灌

注模型：用４％水合氯醛进行腹腔麻醉注射，以仰卧位
固定，进行消毒，用棉签蘸去其口腔内多余液体，保持

呼吸通畅。用手术剪剪开沿颈部中线剪开 １个 ２ｃｍ
左右的切口。将大鼠皮肉分离，分离出颈外动脉

（ｅｘｔｅｒｎａｌｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ）、颈内动脉 （ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＩＣＡ）及颈总动脉（ｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，
ＣＣＡ），用缝合线将颈总动脉及颈外动脉结扎，用动脉
夹暂时夹闭颈内动脉，用眼科手术剪在颈总结扎的远

心端处钻１个小孔，将线栓（直径０．３６ｍｍ）通过小孔
插入颈总动脉，等线栓进入后再稍微固定，线栓经过颈

总动脉进入到大脑中动脉（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ，
ＭＣＡ），缺血１．５ｈ后，拔出线栓，使动脉血重新流通，将

９１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）



大鼠伤口进行缝合后再灌注，假手术组手术步骤与之相

同（除不插栓），手术后均放置于室温，自由饮水、进食。

１．６　神经行为学评分
　　大鼠脑缺血再灌注后，采用 ＬＯＮＧＡ等［１４］５分制
（０～４分）对大鼠的神经功能缺失进行评分。０分：活
动正常，并无神经功能性障碍；１分：提起尾巴时，对侧
（左侧）前肢不能前伸；２分：向缺血对侧转圈；３分：无
法承受对侧自身重量；４分：没有自主运动或有意识障
碍。分值越高，则说明动物的行为障碍越严重。

１．７　脑梗死体积测定
　　大鼠脑缺血再灌注后（以时间点为准），断头取脑，
迅速置于－２０℃冰箱中冷冻３０ｍｉｎ左右取出，去掉嗅
球、小脑，在冰盒上由前向后以２．００ｍｍ厚连续５片冠
状切片，将脑片放置于２％的ＴＴＣ染色液中３７℃避光
染色２０ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ翻１次面。染色过后，正常脑
组织呈现红色，而梗死区域呈现白色。将脑片放入

４％多聚甲醛中固定４℃过夜，用滤纸吸去脑片上多余
的多聚甲醛固定液，将其放置于黑色背景下，以相机拍

摄，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０软件测定脑梗死体积。
１．８　ＨＥ染色
　　大鼠脑缺血再灌注后，心脏灌注，先从心尖以ＰＢＳ
灌入清洗后，再以４％多聚甲醛从心尖灌入固定，然后
断头取脑，样本保存于４％多聚甲醛中，４℃过夜，然后
脱水、蜡封、包埋，用切片机切成５μｍ组织切片，４℃
保存。做ＨＥ染色时，将切片用二甲苯脱蜡２次（每次
１０ｍｉｎ），用无水乙醇脱水２次（每次５ｍｉｎ），蒸馏水冲
洗３次，于苏木精中浸泡８ｍｉｎ，伊红中浸泡５ｍｉｎ，乙
醇逐级脱水，中性树胶封片，正置显微镜下观察、拍片。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　大鼠脑缺血再灌注后，麻醉后断头取脑，取大鼠缺
血侧海马组织，以液氮速冻，将其置于细胞裂解液中，

加入磷酸酶抑制剂，低温下超声匀浆。１２０００ｒ／ｍｉｎ，
４℃离心 １５ｍｉｎ，分离上清液，加入上样缓冲液，
２００℃变性处理 １０ｍｉｎ（样品置于－８０℃保存）。上
样，用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ进行分离，切胶，湿法转膜，５％
ＢＳＡ封闭３ｈ后加入 １抗（ｐ６５、ｐｐ６５、Ｈｅｓ１、Ｎｏｔｃｈ１，
１∶１０００；βａｃｔｉｎ，１∶２０００）于４℃封闭过夜。用 ＴＢＳＴ
洗３次，每次 ５ｍｉｎ，采用三步法，生物素标记二抗
（１∶５０００）结合，再结合辣根过氧化物酶标记的
ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ（１∶８０００）。用超敏化学发光液进行曝光显
影。以 ＩｍａｇｅＬａｂ图像分析软件分析条带，计算蛋白
相对表达量，用目的条带与内参βａｃｔｉｎ光密度的比值
作为蛋白相对表达量。

１．１０　ＥＬＩＳＡ检测海马组织中ＴＮＦα和ＩＬ１β的表达
　　每组取４只大鼠脑缺血再灌注后，麻醉处死后取

出损伤侧海马组织，在低温下剪碎组织块，匀浆后按

ＥＬＩＳＡ试剂盒的操作步骤进行。
１．１１　免疫荧光检测海马中Ｎｏｔｃｈ１及ＮＦκＢ的表达
　　将大鼠用 ４％水合氯醛进行腹腔注射麻醉，然后
经冠状窦快速灌注 ０．９％氯化钠清洗与 ４％多聚甲醛
固定。大脑立即取出，并依次通过磷酸缓冲盐以及含

３０％蔗糖进行 １２ｈ的脱水。然后用冷冻切片机对样
品进行切片，切片后放入 ＯＣＴＦｒｅｅｚｅ中冷冻。冰冻切
片在１０％山羊血清中于室温下孵育 ２ｈ，避免非特异
性免疫球蛋白的结合。封闭后，加入作为主要抗体的

兔抗Ｎｏｔｃｈ１及ＮＦκＢ抗体（１∶２０００），４℃下孵育过
夜。ＰＢＳ冲洗３遍后，用荧光山羊抗兔抗体在３７℃水
浴加热条件下孵育１ｈ。采用４′，６二氨基２苯基吲哚
（ＤＡＰＩ）对细胞核进行染色。
１．１２　统计学分析
　　以ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５对结果进行统计分析，数据以
珋ｘ±ｓ表示，组间采用单因素方差分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　不同浓度ＢＣＰ对大鼠缺血再灌注损伤的保护作用
２．１．１　神经功能评分　　缺血再灌注 ４８ｈ后，与假
手术组相比，缺血再灌注组的神经行为学评分升高，出

现了比较严重的神经行为功能缺失；与缺血再灌注组

相比，ＢＣＰ（１０２、２０４、４０８ｍｇ·ｋｇ－１）可以降低大鼠神
经行为学评分（Ｐ＜０．０１，图 １），表明 ＢＣＰ能减轻 ＣＩＲ
诱导下的大鼠神经功能缺损。与假手术组相比，缺血

再灌注４８ｈ后，缺血再灌注组缺血侧半脑出现了大面
积白色梗死区域，脑梗死体积显著升高；与缺血再灌注

组相比，ＢＣＰ（１０２、２０４、４０８ｍｇ·ｋｇ－１）干预后可以缩
小脑梗死范围（Ｐ＜０．０１，图 ２），ＢＣＰ能减缓缺血后脑
梗死，均以ＢＣＰ中剂量组（２０４ｍｇ·ｋｇ－１）最佳。
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１：假手术组；２：缺血再灌注组；３：ＢＣＰ低剂量组；４：ＢＣＰ中
剂量组；５：ＢＣＰ高剂量组；ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与缺血再灌注组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与 ＢＣＰ中剂
量组比较

图１　ＢＣＰ对ＣＩＲ诱导的大鼠神经功能缺损的影响
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假手术组 缺血再灌注组
!"#

低剂量组
!"#

中剂量组
!"#

高剂量组

图２　ＴＴＣ染色检测ＢＣＰ对ＣＩＲ损伤后大鼠脑梗死
体积的影响

２．１．２　ＢＣＰ对 ＣＩＲ损伤后大鼠大脑海马中 Ｎｏｔｃｈ１、
ＮＦκＢｐ６５及Ｈｅｓ１蛋白表达的影响 　 缺血再灌注
后，假手术组中大鼠 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１及 ｐＮＦκＢｐ６５的
表达量较低。缺血再灌注组中，Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１及 ｐＮＦ
κＢｐ６５蛋白的表达量明显上升（Ｐ＜０．０１，图３），大鼠
Ｎｏｔｃｈ１及ｐＮＦκＢｐ６５的蛋白表达量明显上调。ＢＣＰ
干预后，这几种蛋白的表达量有所下降，其中以 ＢＣＰ
中剂量组最为明显。

２．１．３　ＢＣＰ对ＣＩＲ损伤后大鼠大脑海马神经元形态

结构的影响　　显微镜下可以看到假手术组大鼠，右
侧大脑的海马神经细胞结构完整，排列比较密集，细胞

呈现圆形或者椭圆形，而缺血再灌注组中右侧大脑的

海马神经细胞大量坏死、萎缩，分布极其不均，胞核破

碎甚至消失。与缺血再灌注组相比，ＢＣＰ干预组中海
马神经细胞的死亡数目及萎缩数目有所减少，其中

ＢＣＰ中剂量组减少数目最多，见图４。
２．１．４　ＢＣＰ对ＣＩＲ损伤后大鼠大脑海马组织中炎症
因子的影响　　与假手术组相比，缺血再灌注组脑缺
血再灌注后大鼠海马组织中的ＩＬ１β及ＴＮＦα水平大
幅升高。与缺血再灌注组相比，ＢＣＰ干预组中 ＩＬ１β
及ＴＮＦα明显下降（Ｐ＜０．０１，图５），提示 ＢＣＰ能降低
脑缺血再灌注缺血侧海马中 ＩＬ１β及 ＴＮＦα的水平，
起到保护作用，其中ＢＣＰ中剂量组较明显。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与缺血再灌注组
比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＢＣＰ中剂量组比较

图５　ＢＣＰ对脑缺血再灌注损伤后大鼠海马组织中
ＴＮＦα和ＩＬ１β的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎｏｔｃｈ１、ｐｐ６５、Ｈｅｓ１的表达　１：假手术组；２：缺血再灌注组；３：ＢＣＰ低剂量组；４：ＢＣＰ中剂量
组；５：ＢＣＰ高剂量组；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与缺血再灌注组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，
与ＢＣＰ中剂量组比较

图３　 ＢＣＰ对脑缺血再灌注损伤后大鼠大脑海马的Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１及ｐｐ６５蛋白水平的变化

假手术组 缺血再灌注组
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图４　ＨＥ染色观察ＢＣＰ对脑缺血再灌注损伤后大鼠大脑海马神经元形态结构的影响

１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）



２．２　ＢＣＰ对Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ信号轴的影响
２．２．１　神经功能评分　　缺血再灌注 ４８ｈ后，缺血
再灌注组的神经行为学评分升高，脑梗死体积扩大，而

ＢＣＰ干预后有所缓解，与 ＢＣＰ组相比，ＢＣＰ＋Ｊａｇｇｅｄ１
组及Ｊａｇｇｅｄ１组神经行为学评分升高（Ｐ＜０．０１，图６）；
与ＢＣＰ组相比，ＢＣＰ＋Ｊａｇｇｅｄ１组及 Ｊａｇｇｅｄ１组脑梗死
体积增加（Ｐ＜０．０１，图 ７），说明 ＢＣＰ可通过抑制
Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ通路对缺血性脑损伤起到保护作用。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与缺血再灌注组

比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＢＣＰ组比较

图６　ＢＣＰ对ＣＩＲ诱导的大鼠神经功能缺损的影响
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图７　ＴＴＣ染色检测ＢＣＰ对ＣＩＲ损伤后大鼠脑梗死

体积的影响

２．２．２　ＢＣＰ对 ＣＩＲ损伤后大鼠大脑海马中 Ｎｏｔｃｈ１、
ＮＦκＢｐ６５及Ｈｅｓ１蛋白表达的影响　　缺血再灌注后，

假手术组中大鼠Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１及ｐＮＦκＢｐ６５的表达量
很低。缺血再灌注组、ＢＣＰ＋Ｊａｇｇｅｄ１组及Ｊａｇｇｅｄ１组中，
Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１及ｐＮＦκＢｐ６５蛋白的表达量明显上升，
而在ＢＣＰ组，这几种蛋白的表达量有所下降（Ｐ＜０．０１，
图８、９），说明ＢＣＰ能抑制Ｎｏｔｃｈ１及其相关蛋白的表达。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎｏｔｃｈ１、ｐｐ６５、Ｈｅｓ１的表达；Ｂ：半定量

分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与缺血再

灌注组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＢＣＰ组比较

图８　ＢＣＰ对ＣＩＲ损伤后大鼠大脑海马Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１及

ｐｐ６５蛋白水平的影响

２．２．３　ＢＣＰ＋Ｊａｇｇｅｄ１对 ＣＩＲ损伤后大鼠大脑海马神
经元形态结构的影响　　ＢＣＰ干预后海马神经细胞
的死亡数目及萎缩数目有所减少，而加入 Ｊａｇｇｅｄ１后，
神经细胞的损伤又会加重，坏死、萎缩的细胞数目大量

增加，见图１０。
２．２．４　ＢＣＰ对ＣＩＲ损伤后大鼠大脑海马组织中炎症
因子的影响　　ＢＣＰ干预组中 ＩＬ１β及 ＴＮＦα明显
下降，增加 Ｊａｇｇｅｄ１后，ＴＮＦα及 ＩＬ１β的释放又会增
加（Ｐ＜０．０１，图 １１）。而在单独的 Ｊａｇｇｅｄ１组中，其表
达量更高，提示 ＢＣＰ能抑制 Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ通路来减
少炎性因子的释放。

２２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１１　ＢＣＰ对脑缺血再灌注损伤后大鼠海马组织中
ＴＮＦα和ＩＬ１β的影响

３　讨论

　　脑缺血再灌注损伤是一个复杂的病理生理过程。
脑缺血损伤后，缺血区域的神经细胞坏死，会释放大量

的细胞因子［１５－１７］。在这些因素的驱使下，缺血部分的

脑组织中小胶质细胞被激活，白细胞浸润，释放更多的

炎性介质，加重了脑损伤，使得神经元的死亡加重。本

实验结果显示，β石竹烯能有效地减少大鼠脑缺血损伤
所诱导的神经细胞死亡及相关炎症反应，达到保护作用。

　　Ｎｏｔｃｈ基因首次被 Ｍｏｒｇａｎ在果蝇体内发现［１８－２１］，

由于其缺失会导致果蝇翅边缘出现缺口，因而得名，是

一种可以对细胞增殖和凋亡反复调节的信号，与细胞

３２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）



的增殖、分化、凋亡以及细胞再生都有着密切联系。在

肺纤维化，心肌缺血中，Ｎｏｔｃｈ１基因都扮演着非常重
要的角色［２１－２２］。在脑缺血时，会瞬时激活 γ分泌酶，
海马中的Ｎｏｔｃｈ１水平会升高，Ｎｏｔｃｈ１会引起ＮＦκＢ中
ｐ５０／ｐ６５二聚体中 ｐ６５亚基增加，从而加重白细胞的
浸润，升高ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα［２３－２４］等炎性因子的表达
水平，加剧神经元的炎症过程。Ｈｅｓ１作为 Ｎｏｔｃｈ１下
游靶基因，已被证实其表达水平可以很好地反映

Ｎｏｔｃｈ１的表达［２５］。ＮＦκＢ在介导细胞增殖分化、细胞
炎症、凋亡和免疫应答中起着关键作用［２６－２８］，主要由

ｐ６５和ｐ５０组成。本实验中通过检测 Ｎｏｔｃｈ１、ＮＦκＢ
及Ｈｅｓ１蛋白含量以及 ＴＮＦα及 ＩＬ１β等炎性因子的
含量发现，在缺血再灌注损伤的大鼠海马中，Ｎｏｔｃｈ１、
ＮＦκＢ、Ｈｅｓ１的蛋白含量等会大幅升高，使用 ＢＣＰ干
预后下降明显，且随着其药物浓度的增高，呈现较明显

的药物依赖性，证明ＢＣＰ可以通过抑制Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ
信号的激活，从而发挥抗脑缺血再灌注损伤作用。

　　ＢＣＰ是一种已经被证实的ＣＢ２受体激动剂，具有
抗炎、抗凋亡、抗癌等药理活性，本课题组已有研究［１０］

证明ＢＣＰ可以抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，保护小鼠的脑缺
血再灌注损伤，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路［２９］的抑制会抑制

Ｎｏｔｃｈ１的表达，减轻脑损伤。也有相关实验证
明［３０－３１］，Ｎｏｔｃｈ１信号激活后会加重心肌缺血损伤，将
其抑制后会起到保护作用。本实验中还使用 Ｊａｇｇｅｄ１
作为对照，将其与 β石竹烯组进行对比，证明 β石竹
烯是通过抑制Ｎｏｔｃｈ１信号的激活，从而起到抗脑缺血
再灌注损伤作用。本实验中，在脑缺血再灌注时，明显

发现缺血再灌注组中大鼠的神经功能缺失，脑梗死体

积较为严重，相关蛋白的表达量也较高。选择在连续

给β石竹烯（１０２、２０４、４０８ｍｇ·ｋｇ－１）７ｄ后做缺血再
灌注４８ｈ，发现 ＢＣＰ能显著减少大鼠的脑梗死体积，
恢复神经功能，降低缺血区神经细胞的死亡，降低海马

中Ｎｏｔｃｈ１、ＮＦκＢ、Ｈｅｓ１蛋白的表达，减轻炎症反应，对
大鼠脑缺血再灌注损伤有一定的保护作用，其中在本

实验中给药剂量为２０４ｍｇ·ｋｇ－１时效果最佳，而ＢＣＰ＋
Ｊａｇｇｅｄ１及 Ｊａｇｇｅｄ１组也说明了在 Ｊａｇｇｅｄ１的干预下，
Ｎｏｔｃｈ１的表达会增加，加重其损伤，而 ＢＣＰ可以拮抗
这种效果，起到一个脑缺血的保护作用。

　　综上，本研究初步证实 ＢＣＰ可以下调 Ｎｏｔｃｈ１蛋
白的表达，从而抑制 Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ信号通路的激活，
初步验证ＢＣＰ的抗炎效果与该通路具有相关性，起到
一个缺血再灌注的保护作用，且这种作用效果与药物

浓度有相关性。提出了 ＢＣＰ与 Ｎｏｔｃｈ１之间的直接调
控关系，但该调控过程中是否有其他相关蛋白参与，需

要进一步的研究。
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３２０．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００２８００１９０３９９０４．

［３０］ＴＡＯＣＹ，ＨＵＸ，ＬＩＨ，ｅｔａｌ．Ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒ
ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ：ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＨｕｍＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１７，１１：４２２．ＤＯＩ：
１０．３３８９／ｆｎｈｕｍ．２０１７．００４２２．

［３１］ＷＥＩＬＬ，ＣＨＥＮＹ，ＹＵＱＹ，ｅｔａｌ．Ｐａｔｃｈｏｕｌｉａｌｃｏｈｏｌ
ｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ
ｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄｏｂｅｓｅｍｉｃｅ
［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ，２０１８，１６８２：６１－７０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｒａｉｎｒｅｓ．２０１７．１２．０３９．

（收稿：２０２００９２８；修回：２０２０１０２７）

（编辑　张　维）
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