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摘要 目的 研究大鼠脑缺血再灌注损伤后沉默信息调节
因子 1( SIRT1) 对缺血脑组织周边炎性反应的影响及其与核
转录因子-κB ( NF-κB) 通路的关系。方法 选择健康雄性
SD大鼠 40 只，随机均分为 4 组: 假手术组、模型组、白藜芦
醇组、EX527 组。采用逆转录 －聚合酶链反应( RT-PCR) 法
和 Western blot法检测各组大鼠脑组织匀浆中白细胞介素
( IL) -1β、IL-6、肿瘤坏死因子( TNF) -α、SIRT1 及 NF-κB mR-
NA含量及蛋白表达变化。于 1、3、7、14 d 对大鼠进行神经
功能缺损评分。结果 白藜芦醇组 3、7、14 d神经功能缺损
评分明显低于模型组和 EX527 组( P ＜ 0. 01 ) 。白藜芦醇组
NF-κB、IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA及蛋白表达量明显低于模
型组和 EX527 组 ( P ＜ 0. 01 ) ; SIRT1 明显高于模型组和
EX527 组( P ＜ 0. 01) 。结论 SIRT1 的激活可促进脑缺血再
灌注大鼠的神经功能缺损恢复，减轻炎性反应，其机制可能
与 NF-κB通路有关。
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脑卒中具有高发病率、高死亡率、高致残率及高
复发率等特点，系威胁人类健康的重要疾病之一，给
家庭和社会带来严重的负担［1］。在我国，脑卒中所
致的死亡率已跃居死亡原因的首位，其中缺血性脑
卒中占整个卒中约 70%，发病率呈逐年上升趋势，
并出现年轻化趋势。在缺血性卒中的治疗上，目前
主要是采用超早期溶栓和神经保护等措施，但由于
有效治疗时间窗短和易诱发脑内出血等特点使其临
床应用受到限制［2］，而神经保护药物虽然在临床前
实验中效果显著，但在临床试验中均以失败告终。
因此，深入研究缺血性脑卒中的发病机制，寻找有效

的新药物和( 或) 新方法并能在临床推广应用是目
前亟待解决的问题。

沉默信息调节蛋白 1( silent information regulator
protein 1，SIRT1 ) 是一种依赖 NAD +的组蛋白去乙
酰化酶。该物质主要作用依赖于烟酰胺腺嘌呤二核
苷酸 /NADH 的信号转导，通过多种转录因子调节蛋
白质表达，起到神经保护的作用。SIRT1 因参与多
种细胞功能的调节而成为研究的热点。既往研
究［3］提示 SIRT1 的上调能够抑制炎性反应和细胞
凋亡，减轻缺血再灌注损伤，促进神经功能恢复，具
有一定的脑保护作用。该实验通过建立大鼠大脑中
动脉栓塞模型，通过尾静脉注入 SIRT1 的激活剂白
藜芦醇及抑制剂 EX527，观察 SIRT1 表达变化对缺
血再灌注大鼠脑组织中炎性因子白细胞介素( inter-
leukin，IL) -1β、肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis fac-
tor-α，TNF-α) 、IL-6 水平影响及其与核转录因子-κB
( nuclear factor-κB，NF-κB) 通路的关系。

1 材料与方法

1． 1 实验动物和分组 选择普通级健康雄性 SD
大鼠 40 只，7 ～ 8 周龄，260 ～ 300 g ，购自安徽医科
大学实验动物中心。采取自然光照，自由进食喂养，
1 周后进行实验。所有大鼠随机分为 4 组: 假手术
组、模型组、白藜芦醇组、EX527 组，每组 10 只。
1． 2 试剂及来源 EX527、白藜芦醇、DMSO( 美国
Sigma公司) ;兔抗 IL-1β、兔抗 SIRT1 ( 北京 Bioss 公
司) ; 兔抗 NF-κB p65、兔抗 IL-6 ( 英国 Abcam 公
司) ;兔抗 TNF-α( 美国 Bioworld 公司) ; β-actin 和二
抗 ( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ;逆转录 －聚
合酶链反应 ( reverse transcriotion-polymerase chain
reaction，RT-PCR) 的 TRIzol 试剂盒 ( 美国 Invitrogen
公司) ;逆转录试剂盒( RevertAidTM first Strand cDNA
Synthesis Kit) ( 美国 Thermo公司) 。
1． 3 大鼠大脑中动脉梗塞模型建立 除假手术组
外，其余三组采用改良线栓法［4］构建大鼠右侧大脑
中动脉栓塞模型，假手术组大鼠仅单纯分离血管。
在缺血期内死亡或出现昏迷及抽搐的大鼠均被弃
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去。模型成功的标准: 提大鼠尾部，使其悬空，30 s
内出现转颈超过 10°，左前肢( 脑缺血对侧) 屈曲内
收，肌张力下降，爬行时呈典型追尾征，若无此典型
症状予以剔除。术后保持动物体温 ( 37 ± 0. 5) ℃。
白藜芦醇和 EX527 溶于 5%DMSO，白藜芦醇组分别
于缺血前 15 min 和再灌注前 1 min 按照 20 mg /kg
经尾静脉注入白藜芦醇; EX527 组给药时间同白藜
芦醇组，按照 1 μg /kg经尾静脉注入 EX527。
1． 4 神经功能缺损评分 除假手术组外，采用改良
的神经功能缺损评分 mNSS量表［5］分别对其余三组
于 1、3、7、14 d时对其进行神经功能缺损评分，共 18
分，其中 13 ～ 18 分为重度神经功能缺损，7 ～ 12 分
为中度神经功能缺损，1 ～ 6 分为轻度神经功能缺
损。
1． 5 RT-PCR法检测梗死脑组织周边 SIRT1、NF-
κB、IL-1β、TNF-α、IL-6 mRNA 表达 在脑梗死周
边缺血半暗带区取标本，TRIzol 法提取目的细胞总
RNA。42 ℃反转录 50 min，95 ℃ 5 min灭活反转录
酶。RT-PCR检测。PCR热循环参数: 96 ℃、4 min，
然后三步反应: 94 ℃、30 s，58 ℃、30 s，72 ℃、30 s，
40 个循环，于每个循环的第三步即: 72 ℃ 30 s 收集
荧光信号。RT-PCR结果分析得到目的基因表达的
相对定量值( RQ 值) ，以 2 － ΔΔCT计算所得结果，见表
1。
1． 6 Western blot法检测梗死周边脑组织 SIRT1、
NF-κB、IL-1β和 TNF-α、IL-6 表达 在脑梗死周边
缺血半暗带区取标本，加入 RIPA 细胞裂解液裂解，
12 000 r /min，离心 10 min，收集上清液，即含有组织
总蛋白，取等量蛋白样品，聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳
分离;分离后湿法转至 PVDF 膜上，5%脱脂奶粉封
闭过夜;之后加入一抗 4 ℃过夜; 加入 TBST 洗涤 3
次;二抗室温封闭 2 h，TBST洗涤 3 次，ECL显色，拍
照进行灰度扫描，以 β-actin 为内参，将目的基因与
内参 β-actin条带的灰度值比值作为目的基因的相
对表达量 。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行

分析，计量资料数据以 珋x ± s 表示，两组比较采用两
独立样本 t 检验，多组比较采用单因素方差分析，P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组不同时间段神经功能缺损评分比较 假
手术组各时间点神经功能缺损评分均为 0 分。与模
型组与 EX527 组比较，白藜芦醇组在 3、7、14 d神经
功能缺损评分明显降低 ( F = 1. 533、9. 112、8. 820、
13. 793，P ＜ 0. 01) ，见表 2。
2． 2 缺血区周边脑组织 IL-6、IL-1β、TNF-α、
SIRT1、NF-κB mRNA 水平 白藜芦醇组 IL-1β、
TNF-α、IL-6、NF-κB mRNA 表达量均低于模型组和
EX527 组( P ＜ 0. 01) ，SIRT1 mRNA表达高于模型组
和 EX527 组 ( F = 104. 260、111. 703、218. 101、
58. 318、277. 261，P ＜ 0. 01) ，见图 1。
2． 3 缺血区周边脑组织 IL-6、IL-1β、TNF-α、
SIRT1、NF-κB蛋白表达水平 白藜芦醇组 NF-κB、
IL-1β、TNF-α、IL-6 表达均低于模型组和 EX527 组
( P ＜ 0. 01) ，SIRT1 表达高于模型组和 EX527 组( F
= 179. 998、305. 022、110. 542、401. 454、78. 912，P ＜
0. 01) ，见图 2。

表 1 RT-PCR引物序列及产物片段

靶基因 引物序列( 5'-3')
产物长度
( bp)

β-actin 正义链: CCCATCTATGAGGGTTACGC 150
反义链: TTTAATGTCACGCACGATTTC

IL-1β 正义链: GCATCCAGCTTCAAATCTCA 191
反义链: ATCATCCCACGAGTCACAGA

TNF-α 正义链: AAACACACGAGACGCTGAAG 132
反义链: AAACACACGAGACGCTGAAG

IL-6 正义链: ACTGACAACACCGGAAGCCA 143
反义链: GGCCGGCAGTGAGAAACTTG

SIRT1 正义链: TGTGTGTGGGTCTATGCCTT 99
反义链: CCTGCAATCCCAGGTACTTT

NF-κB 正义链: CATCCACCATGGAAGACAAG 138
反义链: CCAGCAGCATCTTCACATCT

表 2 各组不同时间段神经功能缺损评分比较( 珋x ± s，n = 10)

组别 1 d 3 d 7 d 14 d
假手术 0 0 0 0
模型 10． 90 ± 0． 78 9． 30 ± 0． 82 8． 50 ± 0． 53 7． 80 ± 0． 79
白藜芦醇 10． 20 ± 1． 13 8． 20 ± 0． 63＊＊## 7． 50 ± 0． 70＊＊## 6． 10 ± 0． 74＊＊##

EX527 10． 40 ± 0． 84 9． 60 ± 0． 84 8． 70 ± 0． 95 7． 60 ± 0． 84

与模型组比较: ＊＊P ＜ 0． 01; 与 EX527 组比较: ##P ＜ 0． 01

·7·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2018 Jan; 53( 1)



图 1 各组缺血脑组织半暗带 IL-6、TNF-α、IL-1β、

SIRT1、NF-κB mRNA表达的变化( 珋x ± s，n = 10)

与假手术组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组和 EX527 组比较: ##P

＜ 0. 01

图 2 各组缺血脑组织半暗带 IL-6、IL-1β、TNF-α、

SIRT1、NF-κB蛋白表达量的变化( 珋x ± s，n = 10)

与假手术组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组和 EX527 组比较: ##P

＜ 0. 01

3 讨论

既往研究［6］显示 SIRT1 能够减轻氧化应激和
炎性反应，还能够抑制缺血再灌注所致脑组织损伤
凋亡，保护神经细胞［7］。近年研究［8］显示在小鼠的
脂肪肝模型中，白藜芦醇可以通过激活 SIRT1 抑制

NF-κB炎性反应通路，该研究提示白藜芦醇可减少
炎性因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 及 NF-κB p65 的表达。

白藜芦醇是一种多酚化合物，广泛存在于植物
如花生、中药的虎杖 、葡萄以及红葡萄酒中等。随
着老龄化上升和细胞的衰老，SIRT1 的水平和活性
在缓慢下降［9］。在大鼠脑缺血模型治疗前，尾静脉
注射白藜芦醇，可以增加 SIRT1 的活性，改善炎性反
应，减少大鼠神经元的死亡［10］。白藜芦醇能穿过血
脑屏障到脑组织，对中枢神经病变起保护作用。本
实验中，课题组发现与模型组和抑制剂组比较，白
藜芦醇明显提高了 SIRT1 的蛋白表达，下调 TNF-α、
IL-1β、IL-6 及 NF-κB p65 炎性因子的表达。提示白
藜芦醇抑制大鼠脑缺血再灌注损伤的炎性反应，对
抗大鼠脑损伤的保护作用可能与其激活 SIRT1 /NF-
κB 信号通路有关。而 EX527 组与模型组比较差异
无统计学意义，理论上两组应该有意义，本实验未作
出相应的结果，可能主要是由于当大鼠脑缺血损伤
时，本身的 SIRT1 消耗过多，导致体内含量较少，使
得抑制剂未发挥作用，其次是注射药物浓度低及样
本量少的原因。本研究表明 SIRT1 的激活能够有效
改善大鼠缺血再灌注损伤的炎性反应。

脑缺血再灌注损伤后激活白细胞、小胶质细胞
和星形胶质细胞等炎性细胞产生大量炎性因子，如
细胞因子、趋化因子和黏附分子等。NF-κB 是一种
介导细胞内信号转导的核转录因子，在炎症反应中
发挥重要作用，通过增强 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 等促
炎性因子基因的表达进一步促进炎性反应［11］。越
来越多的证据显示，SIRT1 激活能使 NF-κB 的 Re-
lA /p65 亚单位去乙酰化，抑制 NF-κB 的转录活性，
在炎症损伤中起保护作用。既往研究［12］表明，
SIRT1 具有抗炎并抑制细胞间黏附分子表达的作
用，当炎性反应途径激活转录因子 NF-κB，刺激线粒
体产生大量氧自由基，而 SIRT1 则通过使 Rel A /p65
去乙酰化，抑制其与 NF-κB 启动子的结合，从而干
扰 NF-κB信号转导来减少氧自由基的产生，最终起
到抗炎作用［13］。

综上所述，本研究结果表明在白藜芦醇激活
SIRT1 的条件下，能够减轻大鼠缺血再灌注损伤后
的炎性发应，改善大鼠神经功能缺损的恢复，其机
制可能是通过抑制 NF-κB通路实现的。
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SIRT1 /NF-κB pathway participates in resveratrol improve
inflammatory response of cerebral ischemia-reperfusion injury in rats

Li Chuanwen1，2，Zhang Rong2，Hou Liang1，2，et al
( 1The Clinical College of PLA Affiliated Anhui Medical University，Hefei 230031;

2Dept of Neurology，The 105th Hospital of PLA，Hefei 230031)

Abstract Objective To investigate the role of silent information regulator protein 1( SIRT1) in inflammatory re-
action in peri-ischemic brain tissue after ischemia reperfusion injury in rats and its relationship with nuclear factor-
κ-gene binding ( NF-κB) pathway． Methods Forty healthy male SD rats were randomly divided into sham group，
I /R group，Res + I /R group and EX527 + I /R group ( 10 in each group) ． The expression levels of interleukin
( IL) -1β，IL-6，tumor necrosis factor-α( TNF-α) ，SIRT1and NF-κB in peri-ischemic brain tissues were detected u-
sing Western blot and RT-PCR respectively． Neurological severity score( NSS) were measured 1 d，3 d，7 d and 14
d after reperfusion． Results NSS in Res + I /R group in 3，7，14 day after reperfusion was significantly lower than
those of I /R group and EX527 + I /R group ( P ＜ 0. 01) ; Compared with I /R and EX527 + I /R group，the peri-is-
chemic brain tissue mRNA expression and the protein expression of NF-κB，IL-1β，IL-6 and TNF-α were signifi-
cantly decreased in Res + I /R group． SIRT1 was significantly increased ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion The activation
of SIRT1 can improve cerebral ischemic damage and reduce inflammatory reaction in rats． Its mechanism may be
related to the NF-κB pathways．
Key words ischemia / reperfusion; SIRT1; resveratrol; NF-κB
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