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摘要 目的  探讨没食子酸丙酯对大鼠脑缺血再灌注模型缺血区周边组织神经元损伤的保护作用及其可能机

制 ∀方法  通过 和 ×∞染色法检测阳性神经元数量 蛋白免疫印迹 !免疫组化法观察活化型 ≤2

≥° °及其磷酸化组分的表达 ∀结果  没食子酸丙酯干预后 ≥°2≥° 

 °2 ° 及活化型 ≤2 表达均减弱 ×∞阳性神经元减少  阳性神经元
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≥°及  °的激活有关 ∀

关键词 没食子酸丙酯 脑缺血再灌注 磷酸化 应激活化蛋白激酶 2∏氨基末端激酶    °激酶 神

经元凋亡

中图分类号      文献标识码      文章编号        

收稿日期  22
3 通讯作者  ×      ƒ¬      ∞2 ¬2 ∏

Ινηιβιτορψ αχτιον οφ προπψλγαλλατε ον τηε αχτιϖατιον οφ ΣΑΠΚ /ϑΝΚ ανδ

π38ΜΑΠΚ ινδυχεδ βψ χερεβραλισχηεµ ια2ρεπερφυσιον ιν ρατσ

∞ ∏2  ≤∞÷2∏3  ⁄ 

  ≤2∏  ƒ ƒ




 

  ×2  ∞ ≠∏2

(1 . Φυϕιαν Ινστιτυτε οφ Γεριατριχσ, τηε Αφφιλιατεδ Υνιον ΗοσπιταλοφΦυϕιαν ΜεδιχαλΥνιϖερσιτψ, Φυζηου 350001 , Χηινα;

2 . Φυϕιαν Χολλεγε οφ ΤραδιτιοναλΧηινεσε Μεδιχινε, Φυζηου 350003 , Χηινα)

Αβστραχτ: Αιµ  × ¬  √   ∏ ∏  

∏         2∏   

 Μετηοδσ ×∏  ∏  

       

1    Λ# 

    ≤ 

      ∏ ∏∏  ∏ 

 √∏ ×∞ ×¬ √≤2
≥°  ° ×


×


 ×


×


 √

∏ •   Ρ εσυλτσ ∏≥°

∏√       ∏     

∏ 2≥°∏√     ∏

 ° ∏√        ∞¬  2
 °  √≤2 ∏√   ∏ 

   ×∞√∏√ 

∏  ×∏√∏∏ ∏

  °∏∏√ ≥° 2≥°  °

## 药学学报 °∏≥  



2 °     °      Λ# 


 

√ Χονχλυσιον   √ ≥° °√

 ∏∏ ∏ 2∏
Κεψ ωορδσ:  2∏  2√

2∏  2  2√  ∏

  脑缺血 缺血再灌注导致神经元损伤的分子机

制的途径尚未明确 但神经元凋亡与缺血周边组织

复杂的信号转导通路激活有密切关系 ∀近来研究表

明 丝裂原活化蛋白激酶家族  °在其中起着

重要的作用 ≈ ∀没食子酸丙酯 °

系活血化瘀中药赤芍的主要有效成分没食子酸的酯

化衍生物 ≈
除具有抗血小板聚集 ≈及扩张血管 ≈

等作用外 还是较强的抗氧化剂 ≈
可提高脑缺血

再灌注模型大鼠脑组织 ≥⁄≥ 2°¬和 ≤×活性 

降低  ⁄含量 保护脑组织 



 2×°酶活性 

有效地抑制脑水肿 ≈
能显著地降低血黏度 增加

缺血区的脑血流速度 改善脑梗死患者的神经功能

缺损状态 ≈ ∀这些研究结果均提示 °对防治脑

缺血再灌注损伤可能有较好的应用前景 但其抗脑

缺血再灌注后氧化应激损伤所涉及的信号转导机

制 至今未见报道 ∀因此本研究建立大鼠大脑中动

脉阻塞模型 结合 和 ×∞染色法 !免疫组织

化学 !蛋白免疫印迹等技术 探讨没食子酸丙酯保护

缺血性神经元损伤的作用及其与抑制 ≥°及

 °激活的关系 ∀

材料和方法

实验动物  成年雄性 ≥⁄大鼠 体重  ∗ 

由中国科学院上海实验动物中心提供 ∀

试剂及抗体  注射用没食子酸丙酯粉针剂由福

建省闽东力捷迅药业有限公司提供 使用前溶于丙

二醇 分别配成 种终浓度为 1和  #


的溶液 ∀兔多克隆抗体 ≥°2≥°

×


×


和多克隆抗体  °!鼠单克

隆抗体 2 ° ×


×


均购自 ≤

≥公司 兔多克隆抗体活化型 ≤2购自

∂ 公司 鼠单克隆抗体 °2抗体购自

⁄≥公司 免疫组织化学染色试剂盒购自 

∂ 公司 •  试剂盒为 °公司产

品 ∀

动物模型的建立与分组  模型制作采用白色 !

直径 1 的日本进口尼龙鱼线 在插入端蘸聚

酯成光滑纺锤状 在距插入端  处作标记 ∀用

戊巴比妥钠  # 

腹腔麻醉 取颈部正

中切口 分离暴露左侧颈总动脉 ≤≤ !颈外动脉

∞≤!颈内动脉 ≤电凝 ∞≤分支 结扎并游

离 ∞≤主干远端 将栓线从 ∞≤残端起始部插入 

插入深度距 ≤≤分叉处约  ? 1 遇阻力

即停止进线 固定栓线结扎缝合 ∀  后回抽栓线

使其头端回到 ∞≤内 恢复灌注 ∀实验随机分成对

照组 不作任何处理 只 !假手术组 手术过程同

造模 但不插入栓线 只 !模型组 分成缺血  

分别再灌注 和  等 个亚组 每组

各 只 等 组 ∀治疗组 术前每日腹腔注射没食

子酸丙酯 连续  插入栓线后再注射 次 分 

和  等 个亚组 每组分 1和 

Λ# 
剂量 每种剂量各 只 !溶剂组 腹腔

注射等体积溶剂 其余处理同治疗组 按上述时段分

个亚组 每组各 只 ∀

标本的收集  根据分组不同 模型组 !溶剂组 !

治疗组分别于缺血  再灌注 和  

收取标本 ∀用于 和 ×∞染色及免疫组织化

学的标本 多聚甲醛固定后包埋 行冠状切片 片

厚约  Λ∀用于蛋白免疫印迹的脑组织冠状切片

标本 小心剥离缺血灶周边组织 按 Β加入匀浆缓

冲液研磨成组织匀浆   ≅ γ离心  取上

清液置   ε 冰箱贮存备用 ∀

Νισσλ染色  组织切片经脱蜡 !逐级乙醇脱水及

水洗后 加入缓冲亚甲蓝染液  1 # 


乙酸盐缓冲液  1分色  阳性染色者胞

核淡染 胞浆呈蓝色 即存活的神经元 ∀

ΤΥΝΕΛ染色  切片常规脱蜡 细胞凋亡检测

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司 产品编

号  按说明书操作 ≤°×显色 核快

红复染 甘油封片 ∀细胞核中有紫蓝色颗粒者为阳

性细胞 ∀

免疫组织化学染色  切片常规脱蜡   

阻断内源性过氧化物酶  一抗 ≥°

Β 2≥° Β  ° Β 2

 °Β活化型 ≤2 Β  ε 过

夜 生物素标记的二抗和 ≥≤试剂各在室温下作

##郑关毅等 没食子酸丙酯对脑缺血大鼠神经元 ≥°及  °激活的抑制作用



用  最后用 ⁄显色 苏木素复染 脱水 !透

明 !中性树胶封固 ∀ °≥代替一抗作阴性对照 ∀阳

性者胞浆和突起呈棕黄色 ∀

蛋白免疫印迹  提取的匀浆标本用 法

进行蛋白定量 ∀取等量样品 加入等体积的  ≅上

样缓冲液混匀 在  ε 沸水中煮  以 

≥°2≥° °及 2 °

和  活化型 ≤2≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离 分离的蛋白用半干电转移法转移到 °∂ ⁄ƒ

膜 室温下用封闭液封闭  后加入用封闭液稀释

的 Β 一抗  ε 过夜 洗液  ≅   ≅ 

  °标记的二抗 Β 稀释 孵育  用化

学发光法显色 ÷射线底片曝光 ∀以 Β2为内参

照 ∀实验重复 次 ∀

统计学处理  阳性细胞计数 每例阳性细胞数

为在高倍镜下计数缺血区周边组织 个非连续视野

阳性细胞数之和 实验结果以 ξ ? σ表示 用 ≥°≥≥

1软件包进行单因素方差分析 方差齐者组间比

较用 ≥⁄检验 方差不齐者用 2检验 

Π  1为差别有显著意义 ∀

结果

1  没食子酸丙酯对脑缺血再灌注后 ΣΑΠΚ /ϑΝΚ

和 π38ΜΑΠΚ激活的影响

1. 1  蛋白免疫印迹  如图 所示 ≥°包含

 ⁄下 和  ⁄上 两条带 模型组再灌注后 

和  其条带密度略有降低 再灌注后   ⁄

的 2≥°密度明显增高 随时间的延长密度

逐渐降低 模型组自再灌注  起  °条带

密度明显增高 于  达到高峰 2 °条带密

度亦于同期增高 ∀没食子酸丙酯干预组在不同的时

段均可观察到 随着剂量的增加 ≥°2

≥° °和 2 °条带密度有降

低的趋势 以  Λ# 
较明显 说明没食子酸

丙酯能抑制再灌注后 ≥° °及其磷

酸化组分蛋白的表达 ∀

Φιγυρε 1  ∞°  ¬ ≥°  °

            ≥°  2≥° ≤

 ° ⁄ 2 °

## 药学学报 °∏≥  



1 . 2  免疫组织化学  没食子酸丙酯干预组的

≥°2≥° 图  °和 2

 ° 图 表达均较模型组弱 以 和 

Λ# 
组较明显 阳性神经元计数结果见表 ∀

Ταβλε 1  ∞°  ∏≥°  °

 √

∏
∏√

≥° 2≥°  ° 2 °

≤ 1 ? 1  1 ? 1 

≥ 1 ? 1  1 ? 1 

  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

∂  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

° 1 Λ#  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

  Λ#  1 ? 13 3 1 ? 13 3 1 ? 1 1 ? 13 3

  Λ#  1 ? 13 3 1 ? 13 3 1 ? 13 3 1 ? 13 3

ν   ξ ? σ 3 3 Π  1 ϖσ

Φιγυρε 2  ∏  ∏∏ ≥°

2≥°     ≅  × √ ∏ 

≥           °1   Λ# 



Φιγυρε3  ∏  ∏∏  ° 

2 °    ≅  ×√∏  ≥ 

         °1   Λ# 



##郑关毅等 没食子酸丙酯对脑缺血大鼠神经元 ≥°及  °激活的抑制作用



2  没食子酸丙酯对脑缺血再灌注后神经元凋亡的

影响

2 . 1  活化型 Χασπασε23蛋白免疫印迹  模型组于

再灌注后  开始表达  其条带密度明显增高 

 密度降低 以没食子酸丙酯干预后 条带密度

明显降低 图 说明没食子酸丙酯能抑制再灌注

后活化型 ≤2蛋白的表达 ∀

2 . 2  活化型 Χασπασε23免疫组织化学  如图 所

示 模型组  时段缺血区周边组织活化型 ≤2

阳性神经元较为密集 没食子酸丙酯干预组随着

剂量的增加 其阳性神经元数明显减少 以 和 

Λ# 
最明显 阳性神经元计数结果见表 ∀

2. 3  ΤΥΝΕΛ及 Νισσλ染色  模型组  时段 ×∞

阳性神经元较为密集 未着色的神经元结构不清 有

的呈空泡样变性 没食子酸丙酯干预组背景神经元

结构较模型组清晰 同时 ×∞阳性神经元有所减

少 以  Λ# 
较明显 图 模型组缺血区

周边组织  时段 阳性神经元较少 没食子

酸丙酯干预组  时段阳性神经元数明显增多 神

经元凋亡率 ×∞阳性神经元数 ×∞阳性神

经元数  阳性神经元数 均有不同程度降低 

以  Λ# 
较明显 图 ≤×∞及 阳

性神经元计数结果如表 所示 结果提示 没食子酸

丙酯对缺血区周边组织神经元具有保护作用 ∀

Φιγυρε 4  •    √ ≤2  √ ≤2 ∏√

     °∏¬ √

≤2                  ∂ 

  °1   Λ# 



Φιγυρε 5  ∞ ∏∏  ≅  ∏

 ∏∏ √≤2     ×∞

 ∏∏    

∏∏  ≤ ×√∏ ≤ ≥ 

 ≤         ≤  ≤ °1   Λ# 



## 药学学报 °∏≥  



Ταβλε 2  ∞°  ∏∏

∏
∏√

√≤2 ×∞ 


≤   1 ? 1 

≥   1 ? 1 

  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

∂  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

° 1 Λ#  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

  Λ#  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 13 3 1 ? 13 3

  Λ#  1 ? 13 3 1 ? 13 3 1 ? 13 3 1 ? 13 3

ν   ξ ? σ 3 3 Π  1 ϖσ

讨论

由 和 等 种不同的基因

编码构成 分子质量分别为 和  ⁄ ⁄ 

包含 和  ⁄ 包含 和


≈ ∀在脑缺血模型中 及上游激酶  

和  被同步磷酸化激活 ≈ ∗ 
下游转录因子

2∏及 ×ƒ2活性增高 ≈
磷酸化 还能激

活 ¬通过线粒体途径诱导神经元凋亡 ≈
在脑组

织中 由于 活性占 总活性的  

在脑缺血中可能起重要作用 除 外 近年来

的作用逐渐受到重视 基因缺乏的小鼠

磷酸化  ⁄ 基本消失 而且其磷酸化 2∏水

平明显低于野生型 缺血后脑损伤也明显较之为轻 

 的 作 用 则 较 次 ≈ ∀ 脑 缺 血 时 磷 酸 化

 °亦明显增高 磷酸化  °除激活

×ƒ2外 ≈
还能直接调节下位激酶  °°参

与调节促炎症细胞因子的表达 ≈ ∀本研究观察到 

再灌注后 和  ≥°蛋白印迹条带密度

较低 其余各时段并无明显差异 2≥°再灌

注后  时段表达较强 而后开始逐渐减弱 到  

时段则基本消失 表达以  ⁄的 2≥°为

主  ⁄的 2≥°较弱 说明 ≥°总

量并无增加 但 ≥°基本磷酸化激活 其早

期表达增强与缺血再灌注后应激反应有关 ≥°

的激活需 ×


×
位点磷酸化 ≈

因此 

≥°在研究中的作用还有待进一步研究 缺

血后  °各时段表达均明显增加 高峰在  

时段 2 °再灌注后  表达较强 高峰时间

亦在  时段 其余各时段较弱 说明  °总

量及磷酸化  °均有明显增加 ∀作者以不同

剂量的没食子酸丙酯干预后 在不同的时段均可观

察到 随着剂量的增加 ≥° °及其

磷酸化组分条带密度有降低的趋势 免疫组织化学

研究表明 模型组及溶剂组再灌注后 和  缺血

区周边组织 ≥°和  °阳性神经元数明显

多于对照组及假手术组 Π  1没食子酸丙酯

干预各剂量组的 ≥° °及其磷酸化

组分阳性神经元数均少于模型组及溶剂组 Π 

1以 及  Λ# 
的剂量较明显 说明

没食子酸丙酯能抑制再灌注后 ≥°和

 °的激活 ∀

作者在研究中还观察到 模型组自再灌注  

活化型 ≤2蛋白条带密度逐渐增高  其密

度明显降低 以不同剂量的没食子酸丙酯干预后 

 时段蛋白条带密度明显降低 其缺血区周边组

织阳性神经元数亦明显较模型组及溶剂组少 Π 

1 时段 ×∞阳性神经元数明显减少 

而 阳性神经元明显增多 同期神经元凋亡率明

显降低 以  Λ# 
作用为著 说明没食子酸

丙酯能抑制再灌注后 ≤2的激活导致的神经

元凋亡 ∀

本研究表明 再灌注  时段 2 °的表

达较弱  时段  °及 2 °的表达

明显增高 而 2≥° 时段表达较强 而后

减弱  基本消失 其中并无高峰出现  时段

开始出现活化型 ≤2阳性神经元 于  达

到高峰 同时在缺血区周边组织出现神经元凋亡 ∀

作者推测 2 °可能通过激活 ≤2诱导

神经元凋亡 但亦不能排除 2≥°在其中的

作用 而没食子酸丙酯保护缺血性神经元损伤的机

制可能与抑制 ≥°及  °的激活有

关 ∀

尽管目前对没食子酸丙酯的化学结构 !生物学

效应 !临床功效等都有了较深入的研究 但其作用的

体内靶点和分子机制仍不清楚 ∀由于没食子酸丙酯

有较强的抗氧化作用 其抗脑缺血再灌注损伤的机

##郑关毅等 没食子酸丙酯对脑缺血大鼠神经元 ≥°及  °激活的抑制作用



制可能与减轻氧化应激对 ≥°及  °

的激活有关 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ √ ∞       2  2
√ ∏ ≈ ≤ 

ƒ     

≈   ∏      2
√ ≈  

∏   

≈ ≠   ≠  ≤  ≤∏∏

≈ ≤ ×≤ •  中国

中西医结合杂志    

≈  • ∏ ≠   ≠    ≥∏   

 ¬ °   2  ∏ 

∏ ≈ ≤ 

×≤ •  中国中西医结合杂志  

  

≈ ≤ ÷ ÷   ° 

¬ ∏   2∏ 

≈ ≤    ° 中国现代应用药

学    

≈ ≠   ×√ ×  ∏

 ≈ ≤ ×≤  中

国中医药信息杂志    

≈   ∏ ≠  •  ≠   ≤ √ 

×     ∏ 

 ≈ ≤ ×•   √

≤≤中国中西医结合急救杂志   



≈ ∏ ≤≠  •   ≠ ⁄⁄   

∏2 ≈

°≥≥   

≈ ∏ ≥ ≥  ×  × 2∏ 2
      ¬

√  ∏∏∏  ∏

  

≈ ∏   

≈ ±  ×   ƒ∏ ÷   ⁄ √ 

∏    ≤  

 ≈ ≥ 

2
≈ ƒ ƒ∏ ⁄ ∞  ∞ 

  ¬  2√  

 °∞  2√≥°

   ∏ 

≈ ∏ 

  

≈  ƒ ≥  ×≤  ∞¬ 

 2 22∏  2√
    ≤ ∏ 

 ≈           

  

≈ •  ÷  ÷  •     2√ 

2√  °°  

  ∏   ≈ 

≤   

≈    ¬   ∏  2
√      

    ∏

√ ≈  ∏  

  

## 药学学报 °∏≥  




