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摘要： 目的　 探讨鞣花酸通过激活 ＰＧＣ⁃１α ／ Ｎｒｆ２ 信号通路、 调控氧化应激发挥的抗缺血性脑卒中作用。 方法　 将 ＳＤ
大鼠随机分为正常组， 缺血性脑卒中模型组， 鞣花酸低、 中、 高剂量组 （５０、 １００、 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 线栓法制备缺血性

脑卒中模型 （ＭＣＡＯ）， 缺血 ２ ｈ， 每天灌胃给予鞣花酸， 连续给药 ７ ｄ 后， 检测大鼠神经功能、 脑梗死体积、 组织病

理学变化、 ＭＤＡ （丙二醛） 水平、 ＳＯＤ （超氧化物歧化酶） 活性、 细胞凋亡， 以及 ＰＧＣ⁃１α （过氧化物酶体增殖物激

活受体 γ 共激活因子） 和 Ｎｒｆ２ （核因子 Ｅ２ 相关因子） 蛋白表达。 结果　 鞣花酸改善缺血性脑卒中大鼠神经功能， 缩

小脑梗死灶， 减轻组织病理损伤， 减少细胞凋亡数量， 降低 ＭＤＡ 水平， 提高 ＳＯＤ 酶活性， 促进脑组织 ＰＧＣ⁃１α 和

Ｎｒｆ２ 蛋白表达。 结论　 鞣花酸激活 ＰＧＣ⁃１α ／ Ｎｒｆ２ 信号通路抗氧化应激损伤， 从而发挥脑保护作用。
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　 　 缺血性脑卒中严重危害人类健康， 其致病率、
死亡率在全球居首位［１］。 由于其病理机制复杂，
迄今尚无理想的治疗药物和措施。 寻找安全、 疗效

显著、 作用机制确切的脑卒中防治药物成为治疗该

疾病的迫切需求。 目前， 以抗氧化应激为靶点治疗

缺血性脑卒中的药物研究日趋成为医药领域研究热
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点。 近年来的研究发现， ＰＧＣ⁃１α ／ Ｎｒｆ２ 是抗脑缺血

损伤和神经退行性疾病的重要生存通路， ＰＧＣ⁃１α ／
Ｎｒｆ２ 通路参与调控氧化应激功能累及的多种因子、
多个环节的复杂反应从而挽救神经元损伤［２⁃３］。 鞣

花酸是一种多酚物质， 广泛存在于石榴、 赤芍、 柯

子等食药中， 具有抗炎、 抗氧化应激、 抗凋亡作

用［４⁃５］， 课题组前期研究证实它具有抗动脉粥样硬

化血管保护作用［６］， 但能否调控 ＰＧＣ⁃１α ／ Ｎｒｆ２ 信

号通路， 抑制氧化应激， 从而发挥脑保护作用尚不

清楚。 本研究以大鼠中动脉栓塞为缺血性脑卒中模

型 （ＭＣＡＯ）， 考察鞣花酸对缺血性脑卒中抗氧化

应激的保护作用， 并探讨其调控机制， 为将其开发

成新型安全防治缺血性脑卒中药物提供理论依据，
同时揭示相关作用机制。
１　 材料

１ １　 仪器、 药物与试剂　 脱水机、 组织摊烤片机

（武汉俊杰电子有限公司， ＪＴ⁃１２Ｊ、 ＪＫ⁃６）； 病理切

片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司， ＲＭ２０１６）； 显微镜 （日本

奥林巴斯公司， ＢＸ５３ 型）； 离心机 （湖南湘仪实

验室仪器开发有限公司， ＨＩ６５０）； 全自动酶标仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３）； 蛋

白免疫印迹系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。 鞣花酸

（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）。 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测

试剂盒 （美国 Ｒｏｃｈｅ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司）； 抗荧

光淬灭封片剂 （美国 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｉｏｔｅｃｈ 公司）； ＤＡＰＩ
（上海碧云天生物技术有限公司）； ＣＤ３４ （英国

Ａｂｃａｍ 公司）； 总超氧化物歧化酶 （Ｔ⁃ＳＯＤ） 测试

盒、 丙二醛 （ＭＤＡ） 测试试剂盒 （南京建成生物

工程研究所）； ＰＧＣ⁃１α 抗体 （武汉三鹰生物技术

有限公司）； Ｎｒｆ２ 抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）。
１ ２　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 雄性， 体质量 １８０ ～
２２０ ｇ， ８～１０ 周龄， 购自空军军医大学实验动物中

心， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ⁃ （陕） ⁃２０１４⁃
００２。 大鼠自由取食和饮水， 适应性饲养 １ 周后进

行实验。
２　 方法

２ １　 分组、 造模与给药　 大鼠适应性饲养 ７ ｄ 后开

始实验， ４０ 只大鼠随机分为 ５ 组， 即正常组、 模型

组、 鞣花酸低剂量组 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 鞣花酸中剂量组

（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 鞣花酸高剂量组 （１５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组

８ 只。 正常组不插入线栓， 其余操作同模型组， 缺

血性脑卒中模型制作参考 Ｑｉａｎｇ 等［７］ 报道， 分离大

鼠颈总动脉和颈内外动脉， 将线栓插入颈内动脉约

１８ ｍｍ 处， 阻塞颅内中动脉， 缺血 ２ ｈ 后取出线

栓。 应用 Ｇａｒｃｉａ 评分， 按照每项反应程度对清醒

后大鼠进行 １、 ２、 ３ 分评定， 选取 １ ～ ２ 分者作为

模型。 大鼠造模成功后， 鞣花酸溶于生理盐水中每

天灌胃给药 １ 次， 连续 ７ ｄ， 正常组和模型组给予

生理盐水灌胃。
２ ２ 　 神经功能评分 　 给药结束后， 大鼠进行

Ｇａｒｃｉａ 评分， 根据自主运动情况、 提起鼠尾悬空时

四肢活动的对称情况、 前爪伸展情况、 攀爬和抓持

铁网的能力、 身体感觉反应、 触碰胡须的反应， 按

照程度进行 １、 ２、 ３ 分评定。
２ ３　 脑梗死体积检测　 神经功能评分后， 麻醉大

鼠， 断头 取 脑， 沿 冠 状 面 进 行 切 片 （ 厚 度 约

２ ｍｍ）， 浸泡于 ＴＴＣ 中， 孵育 ３０ ｍｉｎ 后多聚甲醛

固定 ２ ｈ， 计算脑梗死面积。
２ ４　 脑组织病理学观察　 大鼠脑组织块进行脱水、
透明、 石蜡包埋及切片处理， 采用苏木素染色

５ ｍｉｎ， １％ 水溶性伊红染液染色 ２ ｍｉｎ， 发现细胞

核呈蓝色， 细胞浆、 肌纤维、 胶原纤维和红细胞呈

不同程度的红色， 照相倍数为 ２００ 倍。
２ ５　 氧化应激水平测定　 脑组织氧化应激水平检

测 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ 活性，按照试剂盒说明书操作

步骤进行，ＭＤＡ 于 ５３２ ｎｍ 波长处测光密度 ＯＤ，

ＭＤＡ 水平 ＝ 测定 ＯＤ 值－对照 ＯＤ 值
标准 ＯＤ 值－空白 ＯＤ 值

×对照品浓度

（１０ ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ×样本测试前稀释倍数； ＳＯＤ 于波

长 ５５０ ｎｍ 处测 ＯＤ， ＳＯＤ 活性 ＝ （对照 ＯＤ 值－测
定 ＯＤ 值） ／对照 ＯＤ 值 ／ ０ ５× （反应液总体积 ／取
样量）。
２ ６　 在体细胞凋亡检测　 大鼠脑组织块进行脱水、
透明、 石蜡包埋、 切片处理后， 滴加蛋白酶 Ｋ 工

作液反应 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入 ５０ μＬ
ＴＵＮＥＬ 反应混合液， ３７ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎ， 再滴

加 ＤＡＰＩ 避光孵育 ５ ｍｉｎ， 对标本进行染核。 荧光

显微镜下观察组织切片上凋亡的细胞呈红色荧光，
蓝色为细胞核， 照相倍数为 ４００ 倍。
２ ７　 脑组织中 ＰＧＣ⁃１α、 Ｎｒｆ２ 蛋白表达检测　 提取

脑组织蛋白并进行蛋白浓度定量， 配制电泳胶， 用

微量加样器将制备好的蛋白样品和 ＭＡＫＥＲ 加入上

样孔， 各样品总蛋白量为 ４０ μｇ， 进行电泳分离，
切下目的条带进行转膜。 将 ＰＶＤＦ 膜浸泡于一抗孵

育液中， ４ ℃孵育过夜， 再将 ＰＶＤＦ 膜浸泡于二抗

孵育液中， ３７ ℃ 摇床孵育 ２ ｈ， 显色曝光， 用

ＢａｎｄＳｃａｎ 分析胶片灰度值。
２ ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件进行处理，
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结果以 （ｘ±ｓ） 表示， 进行正态分布和方差齐性检

验， 采用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 对整体差异性进行检验

后， Ｄｕｎｎｅｔｔ 法进行 ２ 组间比较。 Ｐ＜０ ０５ 表明差异

具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 神经功能评分 　 正常组大鼠神经功能正常，
模型组神经功能影响最严重， 与模型组比较， 鞣花

酸组神经功能改善 （Ｐ＜０ ０５）， 高剂量给药组神经

功能优于低、 中剂量给药组。 如表 １ 所示。
３ ２　 脑梗死体积　 正常组大鼠脑组织无梗死体积，
模型 组 大 脑 梗 死 体 积 最 大， 高 达 （ ４２ ２８ ±
２ ７９）％ ， 与正常组比较差异具有统计学意义 （Ｐ＜
０ ０５）； 而鞣花酸给药组脑梗死灶缩小， 与模型组

比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）， 以高剂量组最

小， 说明鞣花酸对缺血性脑卒中大鼠具有神经保护

作用， 改善脑神经功能， 缩小脑梗死灶。 如表 １
所示。

表 １　 大鼠神经功能评分及脑梗死体积 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ １　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ

ｏｆ ｒａｔｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 神经功能评分 ／ 分 梗死体积 ／ ％

正常组 １８ ００±０ ００ ０ ００±０ ００
模型组 ６ １３±０ ６４＃ ４２ ４８±２ ７９＃

鞣花酸低剂量组 ８ ００±１ ８５∗ ３３ ５７±２ ９９∗

鞣花酸中剂量组 １０ ６２±０ ９１∗ ２４ ５５±２ ０４∗

鞣花酸高剂量组 １２ ００±１ ４０∗ ２０ ２５±１ ７０∗

　 　 注：与正常组比较，＃Ｐ＜０ ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

３ ３　 脑组织病理学变化　 正常组神经元细胞形态

基本正常， 组织致密， 细胞排列整齐， 胞核位于细

胞中央； 模型组脑组织疏松， 肿胀明显， 细胞数量

减少， 排列紊乱， 神经元胞核固缩， 颜色深染； 鞣

花酸高剂量组病理学变化较模型组改善。 如图 １
所示。
３ ４　 氧化应激水平　 如图 ２ 所示， 与正常组比较，
模型组 ＭＤＡ 水平增高 （ １６ ２８ ± １ ３１） ｎｍｏｌ ／ ｍＬ
（Ｐ＜０ ０５）； 而给予鞣花酸药物处理后， 与模型组

比较， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５）， 高剂量组效果

最优 ［ （１２ ７９±２ ３１） ｎｍｏｌ ／ ｍＬ］， 表明鞣花酸具

有降低脂质过氧化作用。 与模型组比较， 鞣花酸组

增加 ＳＯＤ 活性 （Ｐ ＜ ０ ０５）， 高剂量组效果最优

［ （１１３ ５６５ ±１９ ２３ Ｕ ／ ｍＬ） ］， 说明鞣花酸有抗氧

化作用。
３ ５　 在体细胞凋亡　 如图 ３～４ 所示， 正常组无细胞

凋亡； 模型组凋亡指数最高 ［ （４５ ２３±２ １２）％ ］，
凋亡细胞密集分布； 给药组 ＴＵＮＥＬ 阳性凋亡表达降

图 １　 大鼠脑组织 ＨＥ 染色 （×２００， ｎ＝８）
Ｆｉｇ １　 Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ （×２００， ｎ＝８）

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与正常组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ２　 大鼠脑组织氧化应激水平 （ｎ＝８）
Ｆｉｇ ２　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ （ｎ＝８）

低 （Ｐ＜０ ０５）， 高剂量组下降至 ２５ ３１％ 。

图 ３　 鞣花酸对ＭＣＡＯ 模型大鼠 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数的影

响 （×４００， ｎ＝８）
Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＵＮＥＬ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＭＣＡＯ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ （×４００， ｎ＝８）

３ ６　 脑组织 ＰＧＣ⁃１α、 Ｎｒｆ２ 蛋白表达 　 如图 ５ 所

示， 与正常组比较， 模型组 ＰＧＣ⁃１α、 Ｎｒｆ２ 蛋白表

达增加 （Ｐ＜０ ０５）， 而给药组 ＰＧＣ⁃１α、 Ｎｒｆ２ 高于

模型组 （Ｐ＜０ ０５）。
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４　 讨论

中医药在治疗缺血性疾病方面显示出了独特的

优势， 临床疗效确切［８］， 认为瘀血阻滞、 热毒壅

盛是缺血性脑卒中的主要病机， 故以行气营血、 清

热解毒为主要治法［９］。 赤芍性微寒， 味苦， 有破

血行气、 清热解毒、 引血下行的功效。 课题组前期

从赤芍中分离鉴定出一种有效成分鞣花酸具有抗动

脉粥样硬化血管保护作用， 本研究显示鞣花酸对缺

血性脑卒中大鼠有保护作用， 可显著改善 ＭＣＡＯ
模型大鼠的缺血梗死灶， 恢复神经功能， 缓解缺血

灶组织病理学变化。

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与正常组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ４　 鞣花酸对 ＭＣＡＯ 模型大鼠抗细胞凋亡的影响（ｎ＝８）
Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＵＮＥＬ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＭＣＡＯ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ （ｎ＝８）

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与正常组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ５　 鞣花酸对 ＭＣＡＯ 模型大鼠 ＰＧＣ⁃１α、 Ｎｒｆ２ 蛋白表达影响 （ｎ＝８）
Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α ａｎｄ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＭＣＡＯ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ （ｎ＝８）

　 　 脑缺血损伤机制众多， 至今尚未完全清楚， 以

往研究发现， 氧化应激损伤在神经细胞凋亡中发挥

重要作用。 脑缺血缺氧后， 细胞内产生大量的活性

氧 （ＲＯＳ）， 爆发的 ＲＯＳ 激活了线粒体凋亡通路，
同时使线粒体 ＤＮＡ 致突变， 转录有缺陷的电子传

递链组分， 导致 ＲＯＳ 瀑布式的增长， 加重细胞凋

亡。 ＭＤＡ 反映的是 ＲＯＳ 与不饱和脂肪酸发生过氧

化反应的程度， 其有细胞毒性作用， 本研究显示鞣

花酸降低 ＭＤＡ 水平。 ＳＯＤ 是体内清除 ＲＯＳ 重要的

抗过氧化物酶， 缓解细胞氧化应激损伤， 减少神经

细胞凋亡， 鞣花酸增加 ＳＯＤ 活性。 ＴＵＮＥＬ 结果也

显示鞣花酸降低在体细胞凋亡， 且抗凋亡作用呈剂

量依赖， 表明鞣花酸可调节机体抗氧化应激损伤

作用。
以往研究证明脑缺血损伤可增加脑组织的

ＰＧＣ⁃１α 表达， 若 ＰＧＣ⁃１α 被抑制则加重脑损伤，
表明 ＰＧＣ⁃１α 具有神经保护作用［１０］。 ＰＧＣ⁃１α 靶向

激活雌激素受体相关受体 （ ＥＲＲ） 家族蛋白，
ＥＲＲα 促 Ｎｒｆ２ 高表达， 激活下游一系列信号转录，
修复受损神经元细胞［１１］。 ＰＧＣ⁃１α 是线粒体生物合

成的重要调控因子， 也是线粒体保护的重要靶蛋

白。 神经元细胞中 ＰＧＣ⁃１α 高表达可增加神经元细
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胞树突棘的数量并促进突触分化［１２］。 在氧化应激

条件下， 刺激血管内皮细胞 ＰＧＣ⁃１α 表达能减少线

粒体内 ＲＯＳ 积累， 稳定线粒体膜电位， 减少细胞

凋亡［１３］。 Ｈａｎ 等［１４］ 研究发现 ＰＧＣ⁃１α 促进了线粒

体抗氧化剂 （ ＳＯＤ、 Ｐｒｘ３、 ＧＰｘ１） 和解偶联蛋白

（ＵＣＰ２、 ＵＣＰ４ 和 ＵＣＰ５） 的表达， 进而降低 ＲＯＳ
的产生。 Ｎｒｆ２ 是结合抗氧化反应元件 （ＡＲＥ） 的

主要转录因子， 激活下游信号因子 ＡＲＥ， 启动抗

氧化基因表达， 激活许多维持氧化还原稳态的关键

基因， 如 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 和 ＳＯＤ 抗氧化系统的相关基

因［１５］。 这些信号因子参与调控 ＲＯＳ 代谢， 蛋白酶

体功能等。 当 Ｎｒｆ２ 耗竭完， 或表达异常下降， 致

ＡＥＲ 介导抗氧化酶基因表达失败［１６］。 ＰＧＣ⁃１α ／
Ｎｒｆ２ 信号通路是双向环路相互作用， ＲＯＳ 解毒系

统可诱导 ＰＧＣ⁃１α 高表达。 本实验显示， 与模型组

比较， 鞣花酸给药组增加脑组织 ＰＧＣ⁃１α、 Ｎｒｆ２ 表

达， 提示它可能为 ＰＧＣ⁃１α 激活剂， 其抗氧化应激

作用通过调控 ＰＧＣ⁃１α ／ Ｎｒｆ２ 信号通路表达发挥。
综上所述， 鞣花酸通过激活 ＰＧＣ⁃１α ／ Ｎｒｆ２ 信

号通路， 调控氧化应激， 修复受损神经元细胞， 发

挥抗缺血性脑卒中作用。
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