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罗布麻提取物对大鼠脑缺血再灌注后细胞凋亡的影响

陈红艳，耿　淼，王建华　（解放军总医院老年医学研究所，北京 １００８５３）

　　［摘　要］　目的　探讨罗布麻提取物（ＡＶＥ）对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的防护机制。方法　５０只Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠随机
分为假手术组、模型组、罗布麻提取物中剂量（２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组、罗布麻提取物高剂量（５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组、银杏叶胶囊对
照组。给药组术前连续灌胃５ｄ，于末次给药３０ｍｉｎ后行手术，采用线栓法制备大鼠大脑中动脉缺血模型，缺血２ｈ再灌注２４ｈ后
进行神经病学评分；氯化三苯四氮唑（ＴＴＣ）染色检测脑组织梗死面积；免疫组织化学检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达。结果　药物干预
组与模型组比较评分及脑组织梗死面积均差异显著（Ｐ＜０．０５）；药物干预组 Ｂｃｌ２蛋白的表达上调，Ｂａｘ蛋白的表达下调。结论
与模型组相比，２个ＡＶＥ剂量组可以减轻神经症状，缩小缺血面积；ＡＶＥ可增强Ｂｃｌ２蛋白表达，下调Ｂａｘ蛋白表达，从而抑制脑缺
血再灌注后神经细胞凋亡，这可能是ＡＶＥ对脑缺血再灌注损伤的神经保护作用机制之一。
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　　脑缺血后的病理生理过程复杂，脑缺血再灌注损
伤级联反应其中一环是细胞凋亡，抑制神经细胞凋亡

有利于缺血性脑血管病的治疗。中药活性成分的多样

性常常与损伤级联的复杂性具有针对效应。罗布麻

（ａｐｏｃｙｎｕｍｖｅｎｅｔｕｍＬ）叶中主要含黄酮类、鞣质、脂肪
酸醇酯、矿物质元素等化学成分［１］。其中，总黄酮中槲

皮素、芸香苷、金丝桃苷等多种生物活性成分可抑制

Ｃａ２＋内流、抗自由基和抑制一氧化氮（ＮＯ）生成，具有
抗脑缺血的作用［２４］。本研究利用大鼠大脑中动脉闭

塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型来观察
不同剂量罗布麻提取物（ａｐｏｃｙｎｕｍｖｅｎｅｔｕｍＬｅｘｔｒａｃｔ，
ＡＶＥ）对大鼠神经功能、细胞凋亡等方面的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　药品与试剂　　ＡＶＥ黄色粉末，由解放军第３０２医院
药学部提供（用前蒸馏水溶解超声振荡混溶）；银杏叶胶囊，每

粒０．２ｇ，含总黄酮醇苷９．６ｍｇ，萜内酯２．４ｍｇ，批号１２５２０３５，
由上海信谊百路达药业有限公司提供；氯化三苯四氮唑（ｔｒｉｐｈｅ
ｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ），每瓶１０ｇ，批号０９０８１６，由北京化
学试剂公司提供。

１．１．２　实验动物与仪器设备　　Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，体质量（３００
±２０）ｇ，由中国医学科学院实验动物研究所提供（许可证号：
Ｓ０８Ｋ京２００８０００１）。ＫＱ２５０型超声清洗器，昆山市淀山湖检测
仪器厂生产；ＨＺＳＨ型水浴振荡器，哈尔滨市东联电子技术开
发有限公司生产；ＪＡ１００３型电子天平，上海天平仪器厂生产。

１．２　实验方法
１．２．１　动物分组与给药　　将５０只大鼠随机分为５个组：①
假手术组（Ｓｈａｍ组）；②单纯性缺血模型组（Ｍ组）；③罗布麻中
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剂量（２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组（ＡＶＥＭ组）；④罗布麻高剂量（５０
ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组（ＡＶＥＨ组）；⑤银杏叶胶囊（２００ｍｇ·ｋｇ－１·
ｄ－１）对照组（Ｇｉｎｋ组）。每组１０只，大鼠给药组连续灌胃５ｄ，
于末次给药３０ｍｉｎ后行脑缺血手术，缺血２ｈ再灌注２４ｈ；假手
术组和Ｍ组给予同体积生理盐水。
１．２．２　局灶性脑缺血模型的建立　　大鼠大脑中动脉缺血模
型参考改良Ｎａｇａｓａｗａ法［５］，手术前大鼠禁食１２ｈ。腹腔内注射
水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠。颈部正中切口，剥离，暴露右
侧颈总动脉（ＣＣＡ）、颈外动脉（ＥＣＡ）和颈内动脉（ＩＣＡ）。结扎
并剪断ＥＣＡ；夹闭ＣＣＡ、ＩＣＡ，将直径０．２８ｍｍ的栓线自ＥＣＡ插
入，将线导入ＩＣＡ，至其颅内段，结扎２ｈ后再灌注时将线抽出，
结扎ＥＣＡ残端。假手术组只暴露和分离出 ＣＣＡ、ＥＣＡ和 ＩＣＡ，
不闭塞大脑中动脉。术中控制温度在２５～２７℃。
１．２．３　神经功能障碍评分　　局灶性脑缺血２ｈ，再灌注２４ｈ
后进行单盲神经功能障碍评分，根据标准评分，满分为１１分，
分数越高，动物行为障碍越严重［６］。

１．２．４　脑组织梗死面积测定　　ＭＣＡＯ２４ｈ后，断头取脑，去
除嗅球、小脑和低位脑干后，置冰箱冰冻１５ｍｉｎ，冠状切５ｍｍ
厚，浸入含 ３．４ｍＬ的 ４％ＴＴＣ蒸馏水和 ０．１ｍＬ的 １ｍｏｌ／Ｌ
Ｋ２ＨＰＯ４溶液中，３７℃水浴２０ｍｉｎ。期间翻动１～３次，经染色
后，红色为正常脑组织，而白色为梗死组织。将脑片拍照；挖取

并称重未被染成红色的白色梗死组织，称重剩余脑组织，脑组

织梗死范围按以下公式计算：梗死脑组织面积（％）＝（梗死脑
组织重量／全脑重量）×１００。
１．２．５　免疫组织化学检测 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达　　常规方
法制备脑组织石蜡切片，厚度５μｍ，将石蜡切片置于３％Ｈ２Ｏ２
室温孵育５～１０ｍｉｎ，阻断内源性过氧化物酶活性；０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ
枸橼酸缓冲液修复抗原，置９５～９８℃，２０ｍｉｎ；正常马血清封闭
２０ｍｉｎ；分别加入 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白单克隆抗体（１∶１００稀释），
４℃过夜；依次加入生物素化二抗及三抗，室温下各孵育 ３０
ｍｉｎ；ＤＡＢ显色；明矾苏木素复染；常规封片，镜检，胞浆有棕褐
色颗粒为阳性细胞。

１．２．６　统计学处理　　每张切片采集８个高倍视野，大脑皮质
４个，基底核４个，每个视野细胞数不少于１００个。以均数 ±标
准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较用ｔ检验。

２　结果

２．１　大鼠神经功能障碍和脑梗死面积
　　大鼠脑缺血２ｈ再灌注２４ｈ后均出现不同程度的局灶性
神经功能障碍，表现为左下肢无力、肩内旋，肌张力、抵抗阻力

下降；左侧前肢屈曲、内收，后肢伸直并向同侧转圈。Ｍ组神经
功能障碍评分与假手术组有显著性差异（Ｐ＜０．０１）；ＡＶＥＨ
组、ＡＶＥＭ组、Ｇｉｎｋ组与 Ｍ组比较，神经功能障碍评分差异显
著（Ｐ＜０．０１），结果见表１。
　　ＴＴＣ染色后 Ｍ组脑梗死组织白色区域较大，ＡＶＥＨ组、
ＡＶＥＭ组和Ｇｉｎｋ组较Ｍ组小（图１）。Ｍ组脑梗死面积与假手
术组有显著性差异（Ｐ＜０．０１）；ＡＶＥＨ组、ＡＶＥＭ组、Ｇｉｎｋ组与
Ｍ组比较，脑梗死面积差异显著（Ｐ＜０．０５），结果见表１。

ａ：Ｓｈａｍ组；ｂ：Ｍ组；ｃ：ＡＶＥＭ组；ｄ：ＡＶＥＨ组；ｅ：Ｇｉｎｋ组
图１　大鼠脑梗死组织ＴＴＣ染色

表１　各组神经功能障碍评分与梗死面积（珔ｘ±ｓ，ｎ＝９）

　　组别 神经功能障碍评分 梗死面积（％）

　Ｓｈａｍ组 ０．００±０．００ ０．００±０．００

　Ｍ组 ９．０６±１．９５ ２０．５２±５．７１

　ＡＶＥＭ组 ７．２３±１．６３▲ １６．２２±５．３５＃

　ＡＶＥＨ组 ７．０６±１．２１▲ １２．９１±４．３３▲

　Ｇｉｎｋ组 ６．５７±０．８４▲ １１．３１±５．４９▲

：与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与Ｍ组比较，Ｐ＜０．０５；▲：与Ｍ
组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白表达水平
　　大鼠缺血侧前脑皮质、海马等神经细胞均有 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ
蛋白表达，药物干预组 Ｂｃｌ２蛋白的表达上调，Ｂａｘ蛋白的表达
下调（表２）。
表２　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达的阳性细胞数（珔ｘ±ｓ，ｎ＝９）

　　组别 Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

　Ｓｈａｍ组 １５．８７±３．２６ １９．６９±４．２３

　Ｍ组 ２０．３６±２．１２ ４７．５５±６．３１＃

　ＡＶＥＭ组 ２９．３８±４．５４▲ ３０．１４±４．３８▲

　ＡＶＥＨ组 ３６．１２±５．６３△ ２２．９６±３．２１△

　Ｇｉｎｋ组 ３８．４７±４．１１△ ２１．７８±３．４５△

：与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；▲：与
Ｍ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与Ｍ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

　　Ｍａｃｍａｎｕｓ等［７］在阻断大鼠双侧颈总动脉形成的

不完全脑缺血模型上观察到，缺血１６ｍｉｎ再灌注４８ｈ
后，大鼠脑海马、纹状体细胞发生了凋亡，并且发生的

区域是对缺血最为敏感的部位。本研究中脑缺血再灌

注后均可见明显神经细胞凋亡，与上述报道一致。细

胞凋亡是脑缺血再灌注损伤的重要形式之一，也在发

病机制中发挥着重要的作用［８］。Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ是缺血
性脑损伤中重要的凋亡调控基因蛋白，前者抑制细胞
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凋亡，后者促进细胞凋亡。Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ表达的比值能
提示细胞是否发生凋亡，两者比例增高时促进细胞存

活，否则细胞死亡［９］。

　　本实验为探讨罗布麻提取物抗凋亡机制，对抑凋
亡基因Ｂｃｌ２和促凋亡基因 Ｂａｘ的表达进行了观察。
在缺血再灌注损伤中抗细胞凋亡基因 Ｂｃｌ２表现尤为
突出。而 Ｂａｘ是促凋亡因子，能与抑制凋亡的蛋白
Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸ１形成异源二聚体，阻断它们抑制凋亡。
本实验结果显示不同剂量罗布麻提取物可明显减小

ＭＣＡＯ后大鼠的脑梗死面积，降低缺血周边区神经元
损伤程度，改善脑缺血所致的行为障碍，可能与上调

Ｂｃｌ２蛋白的表达，下调Ｂａｘ蛋白的表达有关。
　　在大脑中动脉栓塞中 Ｂｃｌ２过度表达虽可抑制自
由基产生及神经生长因子缺乏等多种因素所致的神经

细胞凋亡，但决定细胞在受到刺激后生存还是凋亡是

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值。目前认为，神经元凋亡的机制一方
面与钙离子有关，另一方面与自由基和谷氨酸兴奋性

毒性有关［１０］。罗布麻叶在临床上对高血压、高血脂、

冠心病、哮喘病等疾病有较好的预防和治疗效果［１１１５］。

罗布麻提取物可通过清除自由基来保护神经细胞免受

过氧化损伤，对抗自由基诱导的神经细胞凋亡。Ｂｃｌ２
可通过抑制钙离子释放、阻止促凋亡基因信号传递、抑

制自由基等而发挥保护神经元抵抗多种损伤、抑制细

胞凋亡的作用。

　　本研究结果显示，药物干预各组细胞凋亡数目均
少于脑缺血再灌注组，说明ＡＶＥ可有效减少脑缺血再
灌注后的脑损伤，与以往报道结果相符。各药物干预

组Ｂｃｌ２蛋白表达高于对照组，提示 ＡＶＥ可上调脑缺
血再灌注损伤中Ｂｃｌ２基因的表达，加速对缺血再灌注
损伤引起ＤＮＡ损伤的修复，从而起到脑保护作用。
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