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摘要 目的：探究毛蕊异黄酮对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用机制。方法：将80只SD大鼠随机分为假

手术组（sham）、缺血再灌注组（I/R）、低剂量组、中剂量组、高剂量组。在造模前14 d，低剂量组、中剂量组、高

剂量组分别腹腔注射5 mg/(kg·d)、10 mg/(kg·d)、20 mg/(kg·d)毛蕊异黄酮，sham组和 I/R组等量注射二甲基

亚砜，随后建立脑缺血再灌注模型，24 h后评估大鼠神经功能评分，计算脑梗死体积及脑含水量，测定脑组

织中超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛( MDA)的含量及NF-κB表达量。结果：低剂量组、中剂量组、高剂量

组的神经功能评分、脑梗死体积、脑含水量随着毛蕊异黄酮浓度升高而降低，以高剂量组下降最为明显（P<

0.05或P<0.01），均低于 I/R组（P<0.05或P<0.01）。低剂量组、中剂量组、高剂量组的脑组织中SOD活性显著

高于 I/R组（P<0.01），MDA水平显著低于 I/R组（P<0.01）；低剂量组、中剂量组、高剂量组的SOD活性随着毛

蕊异黄酮浓度的增加而升高（P<0.05或P<0.01），低剂量组、中剂量组、高剂量组的MDA水平随着毛蕊异黄

酮浓度升高而降低（P<0.05或P<0.01）。与 I/R组相比，低剂量组、中剂量组、高剂量组的NF-κB的表达显著

下调（P<0.01）；低剂量组、中剂量组、高剂量组的NF-κB的表达随着毛蕊异黄酮浓度升高而下调，以高剂量

组下调最为明显（P<0.05或P<0.01）。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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Abstract Objective: To explore the protective mechanism of calycosin on cerebral ischemia reperfusion

injury in rats. Methods: Eighty SD rats were randomly divided into the groups sham operation, ischemia/

reperfusion (I/R), low-dose, medium-dose and high-dose. Fourteen days before model establishment, the rats of

low-dose, middle-dose, and high-dose groups were intraperitoneally injected with 5 mg/(kg·d), 10 mg/(kg·d),

and 20 mg/(kg·d) calycosin, respectively; the sham and I/R group rats were injected with an equal amount of

dimethyl sulfoxide. Next the cerebral ischemia and reperfusion models were constructed. Twenty-four hours

later, the neurological function score of rats was evaluated, the cerebral infarction volume and brain water

content were calculated, and the superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) content and NF-κB

expression in the brain tissue were determined. Results: The neurological function score, cerebral infarction

volume, and brain water content of the low-dose, medium-dose, and high-dose groups decreased with the

increase of calycosin concentration, with the high-dose group showing the most significant decrease (P<0.05 or

P<0.01), and all showed lower values than the I/R group (P<0.05 or P<0.01). The SOD activity in the brain tissue

of the low-dose, medium-dose, and high-dose groups was significantly higher than that of the I/R group (P<

0.01), and the MDA level was significantly lower than that of the I/R group (P<0.01); the SOD activity of the

low-dose, medium-dose, and high-dose groups increased with the increase of calycosin concentration (P<0.05 or

P<0.01); the MDA level of the low-dose, medium-dose, and high-dose groups decreased with the increase of

calycosin concentration (P<0.05 or P<0.01). Compared with the I/R group, the expression of NF-κB in the

low-dose, medium-dose, and high-dose groups was significantly down-regulated (P<0.01); the expression of

NF-κB in the low-dose, medium-dose, and high-dose groups was down-regulated with the increase of calycosin

concentration, with the high-dose group showing the most significant down-regulation (P<0.05 or P<0.01).

Conclusion: Calycosin has protective effects in cerebral ischemia reperfusion rats.

Key words calycosin; ischemia reperfusion; inflammation; oxidative stress

缺血性脑卒中的治疗主流思想是恢复

血流再通，但血流再通后会导致再灌注损

伤[1]。有研究表明，缺血再灌注损伤导致多

种疾病的发病率和死亡率增高，与缺血再灌
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注组织氧化应激、炎症密切相关[2,3]，因此抑制炎症反应

在缺血再灌注损伤的治疗中至关重要。毛蕊异黄酮

是一种天然植物雌激素，Wang等[4]报道毛蕊异黄酮在

缺血再灌注损伤中具有神经保护作用，但是目前毛蕊

异黄酮对脑缺血再灌注的作用机制仍不清楚。因此，

本研究探讨毛蕊异黄酮对脑缺血再灌注大鼠的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 2月龄体质量 225~285 g的雄性SD

大鼠（Ⅱ级，No.140211）80只，购于桂林医学院实验动

物中心。

1.1.2 主要试剂 毛蕊异黄酮（分子量=284.27，纯度

N 98%，通过高效液相色谱验证；购于中国Phytomarker

公司）溶解在二甲基亚砜（购于天津马克生物技术公

司）中制备成200 mmol/L溶液，4 ℃储存备用。丙二醛

（malondialdehyde，MDA）、超 氧 化 物 歧 化 酶

（superoxide dismutase，SOD）检测试剂盒均由南京建成

生物工程研究所提供。蛋白质印迹法（Western Blot，

WB）相关试剂包括兔源磷酸化NF-κB单抗、辣根过氧

化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记兔抗鼠 IgG

和甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase，GAPDH）抗体购于美国 Santa Cruz 公

司。4%多聚甲醛、辣根过氧化氢酶DAB显色试剂盒、

蛋白上样缓冲液、BCA蛋白浓度测定试剂盒、聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜、氯化三苯四氮唑（triphenyltetrazolium

chloride，TTC）由武汉博士德生物工程有限公司提供。

1.2 方法

1.2.1 局灶性脑缺血再灌注模型制备 所有实验程序

均根据美国国立卫生研究院实验动物护理和使用指南

进行，该方案经桂林医学院动物伦理委员会批准。将

80只大鼠随机分为 sham组、I/R组、高剂量组、中剂量

组和低剂量组各16只。造模前14 d开始腹腔注射给药

毛蕊异黄酮，高剂量组给予毛蕊异黄酮20 mg/(kg·d)，

中剂量组给予毛蕊异黄酮10 mg/(kg·d)，低剂量组给予

毛蕊异黄酮 5 mg/(kg·d)，sham 组、I/R 组则给予等量

DMSO，连续给药14 d，末次给药后1 h后，使用10%水

合氯醛麻醉大鼠，然后采用线栓法建立大脑中动脉脑

缺血再灌注模型：将具有圆形尖端的4-0尼龙单丝线插

入右侧颈总动脉，并进入颈内动脉直至其阻塞大脑中

动脉（middle cerebral artery，MCA）的起源。在闭塞动

脉2 h后，小心取出细丝恢复血流灌注实现组织血液再

灌注24 h。sham组暴露颈动脉但不插入细丝。在整个

操作过程中，监测直肠温度并用加热垫保持在 37 ℃~

38 ℃，室温25 ℃~27 ℃。

1.2.2 动物神经行为学评分 将苏醒后的大鼠放回笼

内，使其自由饮食。再灌注 24 h后评估并记录每组大

鼠神经功能缺损评分[5]：0级为无功能障碍，1级为不能

伸展左侧前肢，2级为向左侧旋转，3级为向左侧倾倒，

4级为无自主活动伴意识障碍，5级为死亡（死亡的需

剔除）。级别越高，表示动物神经功能损伤越大。

1.2.3 脑梗死体积测量 TTC染色法用于测量脑梗死

体积的大小[6]。神经行为学评分后处死大鼠，将大鼠整

脑从头颅中取出并在－20 ℃下保持 10 min。 将冷冻

脑切成连续的 2 mm冠状切片，并在 2%TTC溶液中于

37 ℃浸泡 30 min，梗死脑组织染色阴性形成对比，使

用具有高分辨率的数码相机拍摄梗死区域，应用图像

分析软件（NIH Image，National Institutes of Health，

Bethesda，Version 1.63）测量脑梗死灶体积大小。

1.2.4 脑水肿测量 将两个大脑半球分别称重（湿

重），然后将其置于100 ℃下24 h后测定干重。计算脑

水肿程度：水含量=（湿重－干重）/湿重×100%。

1.2.5 脑组织中 MDA、SOD 活力测定 取出术侧

MCA供血的皮质和尾状壳核，储存在－80 ℃，分别采

用TBA法、比色法测定脑组织中过氧化产物MDA含

量及SOD活性，均严格按试剂盒说明书进行操作。

1.2.6 脑缺血半暗带区NF-κB含量的测定 将各组的

脑组织置于裂解液中裂解30 min，12 000 r/min、4 ℃离

心 15 min，取上清液，BCA 法测定蛋白浓度后行

SDS-PAGE 电泳分离等量的蛋白质样品，转至 PVDF

膜，使用 5%脱脂奶粉封闭PVDF膜 1 h，加入单克隆抗

体，4 ℃孵育过夜，加入二抗，室温孵育1 h，洗膜，加入

ECL发光液，显色，UVP凝胶成像系统成像记录，利用

Image J进行图像灰度值处理。

1.3 统计学处理

采用SPSS 18.0统计学软件分析数据，符合正态分

布的计量资料以（Mean±SD）表示，完全随机秩和检验、

方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 毛蕊异黄酮对神经功能缺损、脑梗死率和水肿的

影响

I/R组大鼠的神经功能评分、脑梗死体积、脑含水

量明显高于 sham 组（P<0.001），低剂量组、中剂量组、

高剂量组的神经功能评分、脑梗死体积、脑含水量均高

于 sham 组（P<0.05 或 P<0.01）；与 I/R 组相比，低剂量

253



Neural Injury And Functional Reconstruction，May 2020, Vol.15, No.5

①③④⑤

②③

②③④

N
F

-κ
B
蛋

白
表

达

②

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5NF-κB

GAPDH

sham组
I/R组
低剂量组
中剂量组
高剂量组

②

②③
①③④

③⑤⑥ ②

②③

①③⑤⑥

②③④

0

1

2

3

4

5

0

50

100

150

S
O

D
活

性
/(

U
/m

g)

M
D

A
水

平
/(

nm
ol

/m
g)

A B

注：与 Sham组比较，①P<0.05，②P<0.01；与 I/R组比较，③P<0.01；

与低剂量组比较，④P<0.05，⑤P<0.01；与中剂量组比较，⑥P<0.05

图2 各组脑组织SOD、MDA比较

sham组
I/R组
低剂量组
中剂量组
高剂量组

组、中剂量组、高剂量组的神经功能评分、脑梗死体积、

脑含水量下降，差异有统计学意义（P<0.05或P<0.01）；

低剂量组、中剂量组、高剂量组的神经功能评分、脑梗

死体积、脑含水量随着毛蕊异黄酮浓度升高而降低，以

高剂量组下降最为明显（P<0.05或P<0.01），见图1。

2.2 毛蕊异黄酮对大鼠脑组织中MDA含量及SOD活

力的影响

与 sham组比较，I/R组的SOD活性显著降低，有显

著性差异（P<0.01）；低剂量组、中剂量组的SOD活性较

sham 组下降，差异有统计学意义（P<0.05 或 P<0.01），

高剂量组的SOD活性与 sham组比较差异无统计学意

义（P>0.05）；与 I/R组比较，低剂量组、中剂量组、高剂

量组的脑组织中 SOD 活性显著增加，有显著性差异

（P<0.01）；低剂量组、中剂量组、高剂量组的SOD活性

随着毛蕊异黄酮浓度的增加而升高（P<0.05 或 P<

0.01），见图2A。I/R组的MDA水平显著高于 sham组，

有显著性差异（P<0.01）；与 I/R组相比，低剂量组、中剂

量组、高剂量组的MDA水平显著降低，有显著性差异

（P<0.01）；与 sham组相比，低剂量组、中剂量组、高剂

量组的MDA水平升高，差异有统计学意义（P<0.05或

P<0.01）；低剂量组、中剂量组、高剂量组的MDA水平

随着毛蕊异黄酮浓度升高而降低，差异有统计学意义

（P<0.05或P<0.01），见图2B。

2.3 毛蕊异黄酮对大鼠脑缺血再灌注NF-κB表达水平

的影响

与 sham组相比，I/R组的NF-κB的表达上调，有显

著性差异（P<0.01）；与 sham组相比，低剂量组、中剂量

组、高剂量组的NF-κB的表达上调，有统计学差异（P<

0.05或P<0.01）；与 I/R组相比，低剂量组、中剂量组、高

剂量组的 NF-κB 的表达显著下调，有显著性差异（P<

0.01）；低剂量组、中剂量组、高剂量组的NF-κB的表达

随着毛蕊异黄酮浓度升高而下调，以高剂量组下调最

为明显（P<0.05或P<0.01），见图3。

3 讨论

脑缺血再灌注可引起神经血管损伤，导致脑水

肿、脑出血和神经元死亡。脑缺血再灌注损伤涉及各

种机制，例如能量衰竭、细胞内Ca2+水平升高、兴奋性

神经递质释放、氧自由基产生、炎症和细胞凋亡等[7]。

有些学者认为炎症反应是缺血性脑卒中后最主要的

继发性损伤机制之一[8-10]。脑缺血再灌注时，缺血、缺

氧后的神经细胞会重新获得血供，同时会产生在脑损

伤中起主要作用的活性氧（reactive oxygen species，

ROS）。ROS可由多种活化细胞产生，包括内皮细胞、

血小板、白细胞和成纤维细胞，由于脑组织中抗氧化

酶的活性较低，因此缺血再灌注损伤产生的ROS非常

容易导致脑组织受到氧化损伤，从而导致脑水肿及加

重梗死。

目前，在临床中预防和治疗脑缺血再灌注损伤的

药物非常有限。令人欣慰的是，雌二醇和植物雌激素
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图1 各组神经功能评分、脑梗死体积、脑含水量比较

注：A：NF-κB 蛋白电泳，GAPDH 为内参；B：与 Sham 组比

较，①P<0.05，②P<0.01；与 I/R组比较，③P<0.01；与低剂量组比较，
④P<0.01；与中剂量组比较，⑤P<0.05

图3 各组脑缺血半暗带NF-κB蛋白表达比较
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的神经保护作用在脑局灶性和全脑性缺血中引起了极

大的关注[11,12]。有研究证明[8]，毛蕊异黄酮具有显著的

抗氧化活性，因此本研究选择毛蕊异黄酮作为阳性对

照药物。本研究中，通过大鼠体征异常变化判断神经

功能缺损的程度、运用干湿重法计算大鼠脑含水量，并

且TTC染色能够直观地显示模型大鼠脑梗死的区域。

结果提示，毛蕊异黄酮能显著降低大鼠的神经病学评

分、减轻脑细胞的水肿和脑组织梗死体积，提示其对脑

缺血再灌注有保护作用。

因为ROS可攻击神经细胞的不饱和脂肪酸，引发

的脂质过氧化作用会产生大量的MDA，所以脑组织中

的MDA含量高低可间接反映神经细胞脂质过氧化反

应的程度[9,10]。同时脑组织中的SOD是ROS的特殊底

物诱导酶，能将脑缺血再灌注时产生的 ROS 歧化为

H2O2和O2，所以脑组织中SOD活性的高低也可在一定

程度上反映出机体氧自由基的清除能力 [11]。本研究

中，SOD的含量在缺氧缺血后明显降低；而经毛蕊异黄

酮给药后，脑组织中SOD含量明显增加，MDA水平显

著下降，并且随着治疗剂量的增加神经细胞的缺血再

灌注损伤逐渐减少。这提示毛蕊异黄酮是一种有效的

自由基清除剂和抗氧化剂，其作用机制可能是通过增

加脑细胞中超氧化物歧化酶的含量，有效清除羟自由

基和超氧阴离子。

NF-κB蛋白是机体细胞中广泛存在的一种转录因

子，不仅在正常生理状态下发挥着重要的生理作用，同

时也参与炎性反应等病理生理过程。一些抗炎药物作

用机理就是通过抑制NF-κB蛋白的活化达到减轻炎性

反应作用[17,18]。本研究结果显示，缺血再灌注组NF-κB

表达水平显著增加，提示NF-κB参与调节炎性反应，炎

性反应加重脑缺血再灌注的损伤，导致神经细胞的死

亡[12]，同时高表达的NF-κB还可以通过启动细胞凋亡

途径导致神经细胞的凋亡，这是脑缺血再灌注损伤的

另一重要途径 [13]。毛蕊异黄酮组 NF-κB 表达显著下

调，说明毛蕊异黄酮对大鼠脑缺血再灌注损伤的脑组

织NF-κB的表达有抑制作用，毛蕊异黄酮可能通过抑

制大鼠脑组织NF-κB表达，下调脑组织的炎性反应，进

而在神经保护中发挥作用。

综上所述，毛蕊异黄酮具有神经保护作用，可能

与抑制缺血再灌注脑组织的炎症反应有关，为以后研

究毛蕊异黄酮在脑缺血再灌注损伤作用机制提供研

究方向。
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