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摘要 目的  研究黄芩苷对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤后海马神经元热休克蛋白质  ≥°表达的影响 ∀

方法  • 大鼠随机分为假手术组 !脑缺血再灌注模型组 !黄芩苷组 和  # 

以及尼莫地平 1

# 
组 ∀利用大鼠大脑中动脉内栓线阻断法制备局灶性脑缺血再灌注损伤模型 通过 ∞染色 !流式细胞术 !免

疫组织化学以及  ×2°≤ 等方法 观察黄芩苷对缺血再灌注损伤大鼠脑组织病理形态学改变 !神经细胞凋亡率以及

 ≥°表达的影响 ∀结果  黄芩苷可明显改善缺血再灌注损伤所致的大鼠脑组织病理形态学改变 降低神经细胞凋

亡率 促进  ≥°基因的转录与翻译 ∀结论  黄芩苷对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤具有保护作用 其作用机制可

能与黄芩苷促进  ≥°表达 !抑制神经细胞凋亡有关 ∀
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  热休克蛋白质 2 ≥°作

为分子伴侣 参与缺血后的神经保护 是脑细胞或脑

组织遭受可逆性损伤时敏感而可靠的标志 ≈ ∀缺

血 !缺氧及癫痫均可诱导 ≥°表达 ≥°表达

增强是机体的一种自身保护机制 ∀近年研究还发

现 ≥°与细胞凋亡信号传导调控有关 其合成增

加能减轻缺血损伤诱导的神经细胞凋亡 从而产生

脑保护作用 ≈ ∀文献 ≈报道 黄芩苷 分子

式 ≤   具有明显的抗凋亡作用 可抑制大鼠

癫痫发作后的神经细胞凋亡 减轻癫痫所致的脑损

伤 ∀作者以往研究显示 黄芩苷对大鼠缺血性脑损

伤尤其是脑缺血再灌注损伤具有明显的保护作

用 ≈
但其脑保护作用机制尚未明确 是否与其抑

制脑缺血后的神经细胞凋亡有关亦未见报道 ∀本研

究通过观察黄芩苷对局灶性脑缺血再灌注损伤后海

马神经元 ≥°表达及神经细胞凋亡的影响 旨在

探讨黄芩苷是否能通过调控 ≥°抑制细胞凋亡 

从而发挥抗缺血性脑损伤的作用 ∀

材料与方法

药品 !试剂及仪器  黄芩苷 批号 

成都市前江制药厂产品 尼莫地平 批

号 2 山东健康药业有限公司产品 

 和碘化丙啶 ∏ °均为美

国 ≥公司产品 兔抗大鼠 ≥°多克隆抗体 美

国 公司产品 免疫组化 ∞√
×

∏试

剂盒 福州迈新生物技术开发有限公司产品 ×

为上海生工生物工程技术服务有限公司产品 

 √
×

ƒ≥ ⁄ ≥美国

 公司产品 ≤
×

ƒ≤型流式细胞仪 美

国  ≤∏公司产品  ≤
×扩增仪 

美国 ° ∞°∞公司产品 ≥∂ 凝胶

扫描分析仪 上海复旦生物实验技术研究所产品 医

学形态学图像分析系统 江苏捷达科技发展有限公

司产品 ∀

动物分组及模型制备  雄性 • 大鼠 

只 体重  ∗  山东大学实验动物中心提供 

实验动物合格证号 ≥≤÷鲁 ∀实验条件

下适应性喂养 周后 随机分为 组 每组 只动

物 即假手术组  脑缺血再灌注模

型组 2∏2 黄芩苷组 

和  # 

以及尼莫地平 1 # 

组 ∀

再灌注后立即静脉注射给予相应药物 假手术组和

2 组于相同时限注射等体积生理盐水 ∀

以直径 1 !顶端烫制成光滑球状 直径

1 ∗ 1 的尼龙线作为栓子 采用改进的

腔内栓线阻断法 ≈制备大鼠左侧大脑中动脉

栓塞  ≤模型 ∀缺血  麻醉状态下抽出尼龙

栓线 实现再灌注 ∀假手术组只进行麻醉和血管分

离术 不结扎血管及导入栓线 ∀再灌前参照 

方法 ≈进行 分制神经功能评分 分 无明显神经

病学症状 分 不能完全伸展右前肢 分 向右侧

旋转 分 行走时向右侧倾倒 分 不能自行行走 ∀

评分为  ∗ 分者模型制备成功 余者剔除 ∀不足预

定数额者按照随机抽样原则补齐动物并重新制备模

型 ∀

病理形态学观察  脑缺血  再灌注  大

鼠灌流固定后断头取脑 于视交叉后 1 ∗  海

马齿状回互包平面 进行冠状切块 取中间切块梯

度脱水 !透明 !浸蜡 !包埋 ∀常规  Λ连续冠状切

片 共切 张 ∀隔 取 间隔  Λ为 套切片 

制成 套切片 每套 张 分别进行 ∞染色与

≥°免疫组化分析 ∀

∞染色后 光镜下观察大鼠海马 ≤区神经

元的形态学变化 ∀

流式细胞仪检测细胞凋亡率  脑缺血  再灌

注  迅速断头取脑 分离缺血侧海马组织 

1 # 
胰蛋白酶消化后制备单细胞悬液 

乙醇  ε 过夜固定样品 次日离心弃乙醇收集

细胞 加入  # 


  ε 孵育  

再加入  # 


° ε 避光染色  目

筛网过滤 利用 ≤
×

ƒ≤型流式细胞仪计

数  个细胞 测定各期细胞 ⁄含量并计算

凋亡细胞所占比例 ∀

Ρ Τ2ΠΧΡ检测 ΗΣΠ70 µ Ρ ΝΑ的表达  参照文

献 ≈设计 ≥°与 Β肌动蛋白 Β2引物 并由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成 ∀ ≥°

上游引物 χ2≤≤≤≤×≤≤×2χ下游

引物 χ2×≤×≤≤≤×≤×≤×2χ°≤ 产物

长度  ∀ Β2上游引物 χ2×≤≤≤≤

≤≤≤≤2χ下游引物 χ2≤×≤≤××××≤≤

≤≤×××2χ°≤ 产物长度为  ∀

取大鼠缺血侧海马组织  ×法提取总

 并经紫外分光光度计鉴定  的浓度与纯

度 ∀取总    Λ应用 ⁄循环合成仪进行总

 逆转录 ∀ ×为引物  2 ∏∂ 为逆

转录酶 反应体系为  Λ ε 孵育  合成

⁄第 条链 ∀取逆转录产物  Λ为模板进行
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°≤ 扩增 Β2作为内参照同时扩增 ∀循环条件

 ε  ψ  ε   ψ  ε  共 个循

环 ∀扩增产物进行 琼脂糖凝胶电泳 凝胶扫描

分析仪扫描凝胶 并分析 ≥°与 Β2基因谱带

的积分光密度 以两者比值 即相对系数 表示

≥°基因的相对表达水平 ∀

免疫组织化学染色检测 ΗΣΠ70蛋白的表达

石蜡切片常规烘干 !脱蜡 !水化后 按照试剂盒说明

书 采用 ∞√两步法进行免疫组织化学染色 以

1 # 


°≥代替一抗作为阴性对照 胞浆或

胞核内有棕黄色颗粒者为阳性细胞 ∀每组 只动

物 每只动物观察 张切片 利用 /医学形态学图像

分析系统 0在每张切片的海马 ≤区随机测量 

个视野中阳性染色的平均光密度与阳性细胞百分

率 取其均值 以两者乘积再乘以 作为阳性表达

指数 √¬ ¬°∞°∞平均光密

度 ≅阳性细胞百分率 表示每张切片的蛋白表达

水平 ∀

统计学处理  所有数据均采用 ≥°≥≥ 1软件

进行统计学分析 ∀实验结果以 ξ ? σ表示 采用单因

素方差分析进行组间差异的显著性检验 ∀

结果

1  黄芩苷对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织形态学

的影响

∞染色结果显示 假手术组海马组织结构正

常 锥体细胞排列整齐 形态正常 细胞着色均匀 胞

浆呈淡红色 胞核呈蓝色且较清亮 图 ∀ 2 组

海马组织结构明显异常 锥体细胞排列紊乱 细胞间

隙增宽 神经元变性明显 ∀部分退变的神经元呈现

凋亡特征 细胞皱缩成圆形或卵圆形 核染色质固

缩 !边集或碎裂 胞浆皱缩 嗜酸性增加 ∀部分神经

元亦出现胞浆红染 !胞核固缩 !溶解等坏死特征 图

∀黄芩苷和尼莫地平组神经细胞排列略紊乱 

仍可见细胞皱缩和胞核固缩浓染现象 但程度较模

型组明显减轻 其中以黄芩苷  # 
组及

 # 
组改善最为明显 图 ≤ ∗ ƒ∀

2  黄芩苷对脑缺血再灌注损伤大鼠神经细胞凋亡

的影响

流式细胞术细胞周期定量分析表明 表 假

手术组未见明显的凋亡峰 图 虽也有自发性

细胞凋亡发生 但细胞凋亡百分率很低 仅为 1 ?

Ταβλε 1  ∞   2
∏ ∏ 2∏ 2 

∏  ⁄#  

≥  1 ? 1
2  1 ? 1

  1 ? 13 3

 1 ? 13 3

 1 ? 13 3

 1 1 ? 13 3

 ∏

  1  1  ⁄  

  ∏ ∏ 

 ∏∏  √

√  ∏      

2 ∏√ √  ×2∏∏

∏       

   ƒ≤  ν   ξ ? σ Π  1
ϖσ ∏

3 3 Π  1 ϖσ2 ∏

Φιγυρε 1    ∏≤   

2∏ ∏ ∞ ≅   ≥  ∏  2 ∏ ≤  ∞    

 # 


∏ √ ƒ 1 # 


∏  

##刘  萍等 黄芩苷对大鼠脑缺血再灌注损伤后海马神经元  ≥°表达的影响



Φιγυρε 2  ⁄    ƒ≤   ≥  ∏ 

2 ∏ ≤  ∞     # 


∏ √ ƒ 1 # 


∏

1 ∀脑缺血  再灌注  后 2 组大鼠在

 期前出现明显的亚二倍体凋亡峰 图 细

胞凋亡发生率为 1 ? 1 较假手术组显著

增加 ∀黄芩苷组细胞凋亡发生率较模型组显著降低

图 ≤ ∗ ∞其中以黄芩苷  # 
降低细胞

凋亡率的效果最佳 ∀

3  黄芩苷对脑缺血再灌注损伤大鼠 ΗΣΠ70 µ Ρ ΝΑ

表达的影响

自大鼠脑组织提取的总  经逆转录及 °≤

扩增后 均于  处出现了背景清晰但亮度不同

的条带 表示各组均有 ≥°  的表达 图

∀对各组条带进行光密度分析 表 可见假手

Ταβλε2  ∞  ≥°   ¬

   ∏  ∏  2
∏ 2 

∏ ⁄# 2
 ≥°   ¬

Α ≥° ΒΑΒ2 

≥  1  ? 1 

2  1  ? 1 

  1  ? 1 

 1  ? 1 3

 1  ? 1 3 3

 1 1  ? 1 3

   ∏     

 ¬   √ ≥°

   ×2°≤  ν   ξ ? σ Π  1 ϖσ

 ∏
3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ2 ∏

术组仅有微弱的 ≥°  表达 脑缺血  再

灌注  后 模型组 ≥°  表达明显增加 ∀

黄芩苷 及  # 
治疗后可明显增加

≥°  的表达强度 黄芩苷  # 
有增

加 ≥°  表达的趋势 但无统计学差异 ∀

4  黄芩苷对脑缺血再灌注损伤大鼠 ΗΣΠ70蛋白表

达的影响

免疫组织化学结果显示 假手术组大鼠 ≥°

阳性细胞极少 蛋白表达微弱 图 表 ∀脑缺

Φιγυρε 3  ∞¬ ≥°   

  ×2°≤  ∏≤  

  2∏ ∏  ≥

 ∏  2 ∏ ≤  ∞  

   # 


∏ √ ƒ

1 # 


∏    
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血  再灌注  后 模型组大鼠皮层 !海马及纹状

体等处均可见到棕黄色颗粒状的 ≥°阳性细胞 

且数目较多 蛋白表达较假手术组明显增强 图 

表 ∀药物治疗后 脑组织 ≥°阳性细胞数进一

步增加 分布密集且胞浆着色较深 图 ≤ ∗ ƒ表

其中黄芩苷  # 
组及  # 

组

≥°蛋白表达较模型组明显增强 黄芩苷 

# 
组无明显诱导 ≥°蛋白表达的作用 ∀

Ταβλε3  ∞  ≥°  ¬

   ∏  ∏  2
∏ 2 

∏  ⁄# 2  ≥° °∞

≥  1 ? 1

2  1 ? 1

  1 ? 1

 1 ? 13 3

 1 ? 13 3 3

 1 1 ? 13

°∞ °√¬ ¬ ν   ξ ? σ Π  1 ϖσ

 ∏
3 Π  1 3 3 Π  1 3 3 3 Π  1 ϖσ2

∏

讨论

随着分子生物学的发展 脑缺血致病机制研究

中的重要进展之一 是认识到细胞凋亡与脑缺血再

灌注损伤关系密切 且在脑梗死的形成 !发展过程中

发挥重要作用 而抑制细胞凋亡的发生可减轻脑缺

血再灌注损伤的程度和范围 ≈ ∀由于海马 ≤区

的锥体细胞对缺血再灌注损伤非常敏感 主要表现

为迟发性神经元死亡 ≈
因此作者选取海马 ≤

区作为研究对象 ∀本实验 ∞染色及流式细胞术结

果显示 大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤可诱导海马

≤区神经元凋亡 黄芩苷可明显减少呈凋亡形态

学改变的神经元数量 降低细胞凋亡百分率 ∀提示

黄芩苷可能通过抑制神经细胞凋亡 发挥抗脑缺血

再灌注损伤作用 ∀

近年研究发现 ≥°对缺血脑组织的保护作

用可能与抑制细胞凋亡有关 ≈ ∀脑缺血后 ≥°

表达时间与神经元凋亡的时序基本吻合 而且凋亡

细胞的 ≥°表达水平较非凋亡细胞低 有翻译

≥°能力的缺血神经元大多不出现细胞凋亡 提

示 ≥°可能参与抑制细胞凋亡 从而对缺血神经

细胞产生保护作用 ≈ ∀ 等 ≈在 ≥°基因敲

除小鼠的局灶性脑缺血模型中观察到 基因敲除小

鼠与普通小鼠相比 脑梗死体积明显增大 神经细胞

凋亡数明显增加 ∀而过表达大鼠 ≥°的转基因

小鼠在局灶性脑缺血再灌注损伤后 其脑梗死体积

较普通小鼠明显减小 海马 ≤和 ≤区嗜酸性细

胞亦明显减少 提示过表达 ≥°可抑制神经细胞

凋亡 减轻神经损伤 ≈ ∀进一步的实验研究表明 

≥°合成增加可防止蛋白质聚集 一方面抑制

≤2的活化和线粒体细胞色素 的释放 从而

阻断细胞的程序化死亡途径 另一方面可保护染色

体 防止其受到参与凋亡的蛋白酶和核酸攻击 以阻

止细胞开启自杀途径 减轻细胞凋亡 ≈ ∀因此有研

究认为 ≥°有可能成为治疗缺血性脑损伤的又

Φιγυρε 4  ∏  ≥°  ¬  ∏≤  

2∏ ∏  ≅   ≥  ∏  2 ∏ ≤  ∞  

  # 


∏ √ ƒ 1 # 


∏
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一靶点 如能通过某些方法 !途径或药物提高缺血组

织 ≥°的合成 可能为防治缺血性脑血管疾病提

供新的思路和途径 ≈ ∀

本实验  ×2°≤ 结果显示 大鼠大脑中动脉缺

血  再灌注  后 缺血侧脑组织海马区 ≥°

 表达升高 说明脑缺血再灌注损伤可明显诱

导 ≥°  的转录 ∀结合缺血侧海马 ≤区

≥°的免疫反应性及形态学变化 发现 ≥°蛋

白表达与转录水平的升高平行一致 提示伴随

≥°转录水平的升高 再灌注后某些因素可诱导

≥°蛋白的表达 且其表达强度与损伤的严重性

及对损伤的耐受性有关 ∀这与文献 ≈报道

≥°可作为细胞或组织遭受可逆性损伤的分子生

物学标志相一致 ∀黄芩苷可在转录与翻译水平进一

步增加 ≥°的表达 同时细胞凋亡率亦较模型组

明显降低 即 ≥°表达增加的时间与神经元凋亡

率降低的时序基本吻合 ∀进一步的形态学分析发

现 ≥°主要在非凋亡细胞中表达 而有表达

≥°能力的缺血神经元大多不发生细胞凋亡 提

示黄芩苷可能通过促进 ≥°表达 在辅助蛋白正

确折叠 !耐受缺血损伤的同时 进一步抑制细胞凋

亡 从而发挥脑保护作用 ∀
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