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［摘　要］目的：探讨原花青素对小鼠脑缺血再灌注损伤的神经保护机制。方法：１２０只昆明小鼠随机分成正
常对照组、假手术组、１４ｄ模型组、１４ｄ治疗组、２８ｄ模型组、２８ｄ治疗组；采用小鼠双侧颈总动脉结扎缺血
１５ｍｉｎ、再灌注１５ｍｉｎ，反复３次构建脑缺血再灌注损伤模型；各治疗组在处死前７ｄ连续给予松树皮提取物灌
胃治疗，其余各组灌注等量生理盐水，小鼠处死后取各组海马组织用 ＥＬＩＳＡ法测定肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）及
白介素６（ＩＬ６）的表达，ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ法检测海马内核因子κＢ（ＮＦκＢ）的表达。结果：各治疗组脑组织ＴＮＦα、ＩＬ
６及ＮＦκＢ蛋白表达水平与同时点模型组比较均明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：原花青素对
脑缺血再灌注损伤小鼠神经保护机制可能是通过降低ＮＦκＢ、ＴＮＦα以及ＩＬ６表达而实现。
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α；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ

　　松树皮提取物中含有大量原花青素（ｏｌｉｇｏｍｅｒ
ｉｃｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ，ＯＰＣｓ）的化合物，ＯＰＣｓ具有抗
炎、抗氧化及抗血小板聚集及改善学习记忆能力作

用［１－３］。海马内核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦ
κＢ）在脑缺血后可被诱导激活，ＮＦκＢ通过调控多
种基因的表达参与了多种细胞因子和炎症介质的

转录调节，在缺血性脑损伤中具有重要作用。ＮＦ
κＢ作为脑缺血损伤的治疗靶点，对有效防治脑缺
血炎症具有重要的理论和临床意义［４］。目前中药

在治疗脑缺血炎症方面虽已有许多报道，但中药作

用于ＮＦκＢ信号转导途径的研究还较少。本实验
采用ＯＰＣｓ治疗缺血再灌注模型小鼠，探讨 ＯＰＣｓ
对缺血再灌注损伤后小鼠脑海马神经元的保护作

用及其机制。

１　材料与方法

１１　实验动物及分组
健康成年昆明种小白鼠１２０只，体重２０～２２ｇ，

由贵阳医学院实验动物中心提供，合格证号 ＳＣＸＫ
（黔）２００２－０００１。按随机分组原则将１２０只小鼠
分为正常对照组、假手术组、１４ｄ模型组、１４ｄ治
疗组、２８ｄ模型组和２８ｄ治疗组，每组２０只。饲
养温度 （２０±２）℃，湿度４８％～６０％。
１２　动物模型建立

各组小鼠常规饮食，术前１２ｈ禁食，４ｈ禁水。
小鼠以３５％水合氯醛（１０ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，
仰卧位固定，常规消毒，自下颌骨到胸骨柄间作

５～８ｍｍ长的颈部正中切口，游离双侧颈总动脉及
伴行神经，夹闭双侧颈总动脉，缺血１５ｍｉｎ，然后松
开微动脉夹，恢复血液灌注１５ｍｉｎ，反复３次造成
小鼠脑缺血再灌注损伤，苏醒前小鼠保温。术后连

续３ｄ给予青霉素２００００００Ｕ肌注抗炎，分笼饲
养。假手术组除不夹闭颈总动脉外，其余操作同模

型组。治疗组在处死前７ｄ给予ＯＰＣｓ（１００ｍｇ／ｋｇ）
灌胃治疗，１次／ｄ，正常对照组、假手术组、模型组
灌注等量生理盐水。

１３　海马组织炎症因子测定
每组取１０只小鼠海马组织匀浆离心后取上清

液，采用ＥＬＩＳＡ法测定肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅ
ｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）以及白介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，

ＩＬ６）水平，按照试剂盒说明书进行操作。
１４　海马ＣＡ３区ＮＦκＢ蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测，每组各取１０只小鼠断颈
处死取出全脑分离出海马，切取双侧海马 ＣＡ３区
组织，称重，以１∶１０加入４℃预冷的匀浆缓冲液后
抽提核蛋白，恒温冷冻离心机 ４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ，收集上清液，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白含
量，加等体积的２×电泳样品缓冲液混合，以１ｇ／Ｌ
蛋白量上样，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后电转膜
至硝酸纤维膜，膜片以５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，
加入一抗（ＮＦκＢｐ６５单克隆抗体）４℃过夜，洗涤
后与二抗－辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）交联物反应，
强化学发光试剂（ＥＣＬ）显色剂显色，以柯达医学专
用胶片曝光，手工显影、定影、洗片，显现特定的蛋

白信号条带。ＢＩＯＲＡＤ 生物图像处理系统
（ＰＤＱＵＥＳＴ６１１）进行灰度测定。按目的蛋白灰
度值与相应βａｃｔｉｎ灰度值计算每例标本相应指标
的相对值。

１５　统计学处理
数据用ＳＰＳＳ１１５软件处理，数据结果用均数

±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较采用单因素方差分
析，两两比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果

２１　一般情况
造模后观察到模型组小鼠出现惊厥、呼吸深

慢、心跳加快等脑缺血模型特异性表现。表明造模

成功。

２２　海马组织中ＮＦα、ＩＬ６蛋白表达
ＥＬＩＳＡ结果显示，假手术组与正常对照组结果

无差异（Ｐ＞００５），各模型组小鼠 ＴＮＦα、ＩＬ６蛋
白表达水平明显高于假手术组，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）；模型组中，１４ｄ组升高更明显，差异有
统计学（Ｐ＜００５），各治疗组 ＴＮＦα、ＩＬ６水平低
于同期模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
表１。
２３　海马组织ＣＡ３区ＮＦκＢ蛋白表达

假手术组海马ＣＡ３区ＮＦκＢ蛋白水平与正常
对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），各模
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型组 ＮＦκＢ蛋白水平显著高于假手术组，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）；各治疗组低于同期模型
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１，图１。

表１　各组小鼠海马组织中ＴＮＦα、
ＩＬ６及ＮＦκＢ蛋白表达

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄ
ＮＦκＢｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别 ｎ
炎性因子（ｎｇ／Ｌ）

ＴＮＦα ＩＬ６
ＮＦκＢ

正常对照组 １０ １２８９４±７３１　 １４５５６±８４５ ００６±００１
假手术组　 １０ １２７３５±３５０ １５４７７±６４７ ００７±００１
１４ｄ模型组 １０ １９１９２±７２６（１）　２５０３１±１１２４（１） ０３１±００４（１）

１４ｄ治疗组 １０ １６２６８±２２７（１）（２）　　２３１５４±８６９（１）（２）０２５±００６（１）（２）

２８ｄ模型组 １０ １７５０５±５２４（１）　 ２２１０６±１０３５（１） ０２４±００２（１）

２８ｄ治疗组 １０ １４６６４±５１４（１）（２）　　１９４２７±７８３（１）（２）０１９±００３（１）（２）

（１）与假手术组比较，Ｐ＜００５；（２）与同期模型组比较，Ｐ＜
００５

注：１、２、３、４、５及６分别为正常对照组、假手术组、１４ｄ
模型组、２８ｄ模型组、１４ｄ治疗组及２８ｄ治疗组

图１　各组小鼠海马组织ＣＡ３区ＮＦκＢ
蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＦκＢｉｎＣＡ３ｒｅｇｉｏｎｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨论

脑缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕ
ｒｙ）引起缺血组织一系列复杂的病理生理变化，涉
及自由基产生、氧化应激、钙超载、兴奋性氨基酸毒

性、炎性细胞因子损害和细胞凋亡等多个方面。

ＮＦκＢ是一类具有多向调节作用的核蛋白因子，当
中枢神经系统缺血时，可被特异性激活，从而调控

多种基因的表达，参与免疫、炎症、氧化应激、细胞

凋亡等多种病理生理过程，与缺血再灌注损伤关系

密切［５］。ＮＦκＢ存在于脑血管内皮细胞、神经元和
神经胶质细胞中，是由ｐ５０和ｐ６５两个亚单位组成
的异二聚体。ＮＦκＢ未激活时与抑制蛋白 ＩκＢ结
合后位于胞质，在某些刺激因素作用下 ＩκＢ降解，
并与 ＮＦκＢ解离后被激活，进入胞核与特定基因
启动子结合，调控基因的转录［６］。多种炎症递质

基因的启动子和增强子中包含 κＢ位点，如 ＴＮＦ
α、ＩＬ１β、ＩＬ２、ＩＬ６和ＩＬ１２、血管细胞黏附分子１、
干扰素γ等，这些因子促进炎症反应，最终促使神
经细胞从早期缺血到细胞死亡的不可逆损害演变，

加重脑损伤，炎性细胞因子在缺血再灌注后所引发

的继发性损伤起关键作用［６］。

脑缺血早期ＴＮＦα分泌的增加是缺血再灌注
损伤形成的主要原因［７］，ＴＮＦα又可诱导 ＩＬ６的
合成。本研究证实脑缺血后 ＮＦκＢ蛋白表达水平
明显升高，１４ｄ模型组高于２８ｄ模型组，可能与机
体自身修复有关，提示 ＮＦκＢ是脑缺血再灌注损
伤炎症机制中的一个关键性因子，在脑缺血中发挥

重要作用。在脑缺血再灌注损伤后ＴＮＦα、ＩＬ６蛋
白表达水平明显升高，提示脑缺血再灌注后损伤机

制可能与此有关。

从松树皮中提取的 ＯＰＣｓ是一种多酚类复合
物，含量一般为８０％左右，ＯＰＣｓ通过抗氧化、抗凋
亡等途径发挥改善脑缺血再灌注损伤的作

用［８－１１］。李建玲等［１２］研究发现，ＯＰＣｓ可以通过下
调凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３对脑缺血产生保护作
用。杨东斌［１３］发现 ＯＰＣｓ能够明显改善脑缺血再
灌注损伤，ＩＬ６和内皮素１可能与其减轻炎症反
应有关。本研究采用 ＯＰＣｓ治疗脑缺血再灌注损
伤小鼠后，蛋白印迹结果显示海马 ＣＡ３区 ＮＦκＢ
蛋白水平与同期模型组比较均降低，炎性因子

ＴＮＦα和ＩＬ６水平均较同期模型组小鼠低，说明
ＯＰＣｓ治疗对核因子 ＮＦκＢ的表达具有明显的抑
制作用，对小鼠缺血再灌注产生了一定的保护作

用。提示如能通过某些方法、途径或药物来抑制

ＮＦκＢ的激活，可有效地预防和治疗脑缺血再灌
注损伤。抗ＮＦκＢ产生可能为预防和治疗脑缺血
再灌注损伤提供一个新的思路和途径。
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　　综上所述，应用阻断小鼠肠系膜上动脉４０～
５０ｍｉｍ再灌注６ｈ，既能保证动物生存率，满足实
验要求，又能形成肠道及远隔器官损伤及功能障

碍，为进一步研究肠缺血再灌注诱发 ＭＯＤＳ发病
机制的提供依据。
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