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摘要 目的 研究硫化氢( H2S) 在金丝桃苷( Hyp) 抗小鼠
脑缺血再灌注损伤中的作用。方法 建立胱硫醚-γ-裂解酶
( CSE) 基 因 敲除 ( CSE － / － ) 小 鼠 及其同窝野生对照

( CSE + / + ) 小鼠脑缺血再灌注模型，CSE 为内源性 H2S 合成
酶; 用小鼠跳台实验和水迷宫实验检测小鼠学习记忆功能;

检测小鼠脑组织乳酸脱氢酶( LDH) 活性和丙二醛( MDA) 含
量。结果 脑缺血再灌注后，CSE － / －小鼠学习记忆功能的

下降、脑组织 LDH 活性的下降、MDA 含量的升高均较
CSE + / +小鼠更明显，Hyp( 50、100 mg /kg) 能改善由于脑缺血
再灌注导致的 CSE + / +小鼠以上指标的变化，但对 CSE － / －小

鼠无改善作用。结论 内源性 H2S 的缺失会加重小鼠脑缺
血再灌注损伤; Hyp对小鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用与
CSE-H2S通路有关。
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缺血性脑血管疾病是临床上的常见病多发病，

严重危害人类健康和影响社会发展，其发生发展的

病理生理机制尚不十分清楚，临床治疗效果较差，因

此，研究脑缺血性损伤的病理机制是目前研究的热

点之一。金丝桃苷( hyperin，Hyp) 属黄酮醇苷化合
物，结构为槲皮素-3-半乳糖苷，广泛存在于杜鹃花
科、藤黄科、豆科等多种植物中，研究［1］显示 Hyp 对
心肌缺血损伤、缺血性脑损伤等具有保护作用，但其
保护机制尚不明确。前期研究［2］显示 Hyp 具有脑
血管舒张作用，且其舒张机制与内源性硫化氢( hy-
drogen sulfide，H2S) 有关，与此同时，外源性 H2S 供
体 NaHS 也能够舒张大鼠脑血管，且具有明显的抗
脑缺血损伤作用［3 － 4］。该实验通过建立内源性 H2S
合成酶胱硫醚-γ-裂解酶 ( cystathionine γ-lyase，
CSE) 基因敲除( CSE knockout，CSE － / － ) 小鼠及同

窝野生对照( CSE + / + ) 小鼠脑缺血再灌注模型研究

Hyp抗脑缺血再灌注损伤的作用与 H2S的关系。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 试剂 Hyp( 安徽医学研究所) ; 乳酸脱氢酶
( lactate dehydrogenase，LDH) 检测试剂盒( 南京建
成生物工程研究所) ; 丙二醛 ( malondialdehyde，
MDA) 检测试剂盒( 南京建成生物工程研究所) 。
1． 1． 2 实验仪器 FAl004 型电子天平( 上海天平
仪器厂) ; 液氮罐( 四川西亚机械有限公司) ; 全自动

酶标仪( 美国 BIO-ＲAD公司) ; 超速冷冻离心机( 珠
海黑马医学仪器有限公司) ; 小鼠跳台仪( 成都泰盟

科技有限公司) ; Morris 水迷宫系统( 上海吉量软件
科技有限公司) 。
1． 1． 3 动物 C57BL /6J 小鼠: CSE － / －和 CSE + / +

小鼠，10 ～ 16 周，( 22 ± 3. 0) g，基因型鉴定由上海南
方模式生物科技发展有限公司完成，饲养于安徽医

科大学实验动物中心，饲养温度: ( 22 ± 3) ℃。
1． 2 方法
1． 2． 1 分组及给药 CSE － / －和 CSE + / +小鼠雌雄

各半，分别随机分为 5 组: 假手术组( Sham 组) 、脑
缺血再灌注模型组( Model组) 、Hyp( 25、50、100 mg /
kg组) 组。灌胃给药，Model 组和 Sham 组灌胃给以
等量生理盐水。连续灌胃 3 d，第 3 天灌胃 1 h 后开
始造模。
1． 2． 2 脑缺血再灌注模型 术前 12 h 禁食、4 h 禁
水，3. 5%水合氯醛( 0. 1 ml /10 g ) 麻醉后，仰卧固
定，剔除颈正中部毛发，碘酒涂抹消毒，颈部正中切

口，钝性分离暴露双侧颈总动脉，小心分离两侧迷走

神经并穿线，小鼠清醒后结扎双侧颈总动脉造成脑

部缺血，20 min 后松开拉线恢复脑血液灌流，Sham
组仅分离双侧颈总动脉但不结扎，仔细缝合，术后注

意保温，常规饲养，术后 12 h进行跳台实验。
1． 2． 3 跳台实验 按文献［5］方法将小鼠放入跳台
仪中，适应 5 min 后，给铁栅上通以 36 V交流电刺
激小鼠，记录小鼠受电刺激后跳上平台的时间作为

学习的潜伏期，并记录通电 5 min 内小鼠受到的电
击次数作为学习错误次数，以这两项指标评价小鼠
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学习功能。24 h 后，将小鼠置于平台上，底部铁栅
通以 36 V交流电，记录小鼠跳至铁栅受到电刺激的
时间作为记忆潜伏期，若 5 min 内小鼠未跳下平台，
潜伏期按 300 s计算，并以 5 min内受到电击次数作
为记忆错误次数，以这二项指标来评价小鼠记忆功

能。小鼠跳台实验结束后，断头取脑，脑组织保存于
液氮中用于检测脑组织 LDH活性和 MDA含量。
1． 2． 4 水迷宫实验［6 － 7］ 圆形恒温水池，水温保持

在( 22 ± 1) ℃，按东南西北 4 个方向将水池平均划
分为 4 个象限( NE、SE、SW、NW) ，因水池内壁均为
黑色，而本实验所用 C57BL /6J 小鼠也为黑色，为使
水迷宫视频采集系统能准确跟踪小鼠位置，实验前

在池中加入适量食用色素二氧化钛粉末，将池水染

为乳白色，平台位于水面下 1 cm，使肉眼无法看到
平台位置。正式实验时将平台固定在 SW象限。按
1. 2. 2 所述方法造模，实验分组同小鼠跳台实验，造
模后第 3 天( 即正式实验前 1 d) 让小鼠自由游泳 1
min( 不放置平台) 。
1． 2． 4． 1 定位航行实验 历时 4 d，每日每只小鼠
测试 4 次，第 1 次和第 4 次从目标象限( SW) 和其对
侧的象限( NE) 入水，第 2 次和第 3 次采用随机法确
定入水象限( SE 和 NW 象限) ，为避免小鼠按向左
或向右的方向去定位，同一次测试中所有动物的入

水点相同且入水方向均为面朝水池壁。监测时间为
60 s，将小鼠入水至寻台成功的时间记作逃避潜伏
期，若小鼠在平台上停留超过 2 s 则判断为寻台成
功，实验终止; 若小鼠 60 s 内未找到平台则潜伏期
记为 60 s，并将小鼠引导至平台停留 15 s。
1． 2． 4． 2 空间搜索实验 定位航行实验结束后开
始空间探索实验，即实验第 5 天，撤去 SW象限的平
台，将小鼠由 NE 象限入水，记录小鼠在 60 s内穿过
原平台所在位置的次数、原平台所在象限的游程比
率以及时间比率( 即动物在原平台所在象限的游程

和时间占总游程和总时间的比率) ，评价空间记忆

能力。
1． 2． 5 脑组织 LDH 活力和 MDA 含量检测 各组
小鼠脑组织低温下制成匀浆，离心后取上清液，将上

清液分装，一部分用于 LDH 活力检测，另一部分用
于 MDA含量检测。考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，
严格按照 LDH 及 MDA 测定试剂盒说明书进行操
作，用酶标仪测定吸光度，计算各组 LDH 活性及
MDA含量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，
实验结果采用珋x ± s表示，两组之间比较采用 t检验，

多组之间比较时采用单因素方差分析。

2 结果

2． 1 CSE基因敲除对 Hyp促进小鼠学习记忆功能
的影响( 跳台实验) 在 CSE + / +小鼠中，与 CSE + / +

Sham组比较，CSE + / + Model 组学习潜伏期延长，记
忆潜伏期缩短，学习与记忆错误次数均增多，差异均

有统计学意义( F = 5. 7、3. 4、5. 1、3. 4，P ＜ 0. 01) ; 与
CSE + / + Model组比较，Hyp 50 mg /kg 能缩短脑缺血
再灌注后 CSE + / +小鼠学习潜伏期，减少学习错误次

数( F = 5. 7、5. 1，P ＜ 0. 05 ) ，Hyp 100 mg /kg 能缩短
CSE + / +小鼠学习潜伏期，延长记忆潜伏期，减少学

习和记忆错误次数 ( F = 5. 7、3. 4、5. 1、3. 4，P ＜
0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。在 CSE － / － 小鼠中，与 CSE － / －

Sham组比较，CSE － / － Model 组学习潜伏期延长，记
忆潜伏期缩短，学习与记忆错误次数均增多，差异均

有统计学意义( F = 4. 1、23. 5、7. 5、9. 1，P ＜ 0. 01 ) ;
与 CSE + / + Model组比较，CSE － / － Model组小鼠以上
指标改变更为显著( t = － 3. 0、2. 4、－ 2. 3、－ 4. 7，P
＜ 0. 01) ; Hyp对脑缺血再灌注后的 CSE － / －小鼠的

以上指标无明显改善作用，与 CSE － / － Model组比较
差异无统计学意义。见表 1。
2． 2 CSE基因敲除对 Hyp促进小鼠学习记忆功能
的影响( 水迷宫实验) 在水迷宫定位航行实验的

第 3、4 天: 在 CSE + / +小鼠中，CSE + / + Model 组的逃
避潜伏期与 CSE + / + Sham 组比较均延长，差异有统
计学意义( F = 4. 7、19. 7，P ＜ 0. 01) ; 在 CSE － / －小鼠

中，CSE － / － Model组的逃避潜伏期与 CSE － / － Sham
组相比也均延长 ( F = 8. 6、6． 0，P ＜ 0. 01 ) ，且
CSE － / － Model 组第 3、4 天逃避潜伏期延长较
CSE + / + Model组更显著，差异有统计学意义( t =
－ 2. 6、－ 3. 2，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，见图 1C; Hyp 50、
100 mg /kg 能够缩短 CSE + / +脑缺血再灌注小鼠第

3、4 天的逃避潜伏期，与 CSE + / + Model 组比较差异
有统计学意义( F = 4. 7、19. 7，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，
见图 1A; Hyp 对脑缺血再灌注后的 CSE － / －小鼠逃

避潜伏期无缩短作用，与 CSE － / － Model组比较差异
无统计学意义，见图 1B。
水迷宫空间探索实验结果见表 2，CSE + / +小鼠

中，与 CSE + / + Sham组比较 CSE + / + Model小鼠的穿
过原平台次数、原平台象限时间比率及原平台象限
游程比率均显著减少，差异有统计学意义( F = 6. 0、
10. 0、11. 78，P ＜ 0. 01 ) ; 在 CSE － / －小鼠中，CSE － / －

Model组与CSE － / － Sham组比较，以上三项指标也
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表 1 CSE基因敲除对 Hyp促进脑缺血再灌注小鼠跳台实验的影响( n = 8，珋x ± s)

组别 小鼠基因型
剂量

( mg /kg)
潜伏期( s)

学习 记忆

错误次数( 次)

学习 记忆

Sham CSE + / + － 24． 4 ± 7． 0 182． 4 ± 38． 2 1． 1 ± 0． 6 1． 2 ± 0． 5
CSE － / － － 29． 1 ± 8． 9 175． 2 ± 36． 9 1． 0 ± 0． 5 1． 1 ± 0． 4

Model CSE + / + － 40． 8 ± 9． 5＊＊ 107． 6 ± 47． 4＊＊ 2． 9 ± 0． 8＊＊ 2． 1 ± 0． 6＊＊

CSE － / － － 56． 6 ± 11． 8＊＊## 61． 4 ± 28． 7＊＊## 4． 0 ± 1． 1＊＊## 3． 5 ± 0． 5＊＊##

Hyp CSE + / + 25 40． 2 ± 9． 9 114． 9 ± 57． 6 2． 8 ± 1． 6 1． 8 ± 0． 9
CSE － / － 25 50． 6 ± 20． 5 64． 9 ± 28． 4 3． 5 ± 1． 2 3． 2 ± 1． 0

Hyp CSE + / + 50 31． 1 ± 7． 1# 126． 1 ± 63． 7 1． 9 ± 0． 9# 1． 6 ± 0． 8
CSE － / － 50 46． 6 ± 16． 5 68． 5 ± 28． 7 3． 2 ± 1． 3 3． 0 ± 0． 8

Hyp CSE + / + 100 26． 2 ± 12． 4## 165． 8 ± 51． 5# 1． 4 ± 0． 8## 1． 2 ± 0． 5#

CSE － / － 100 45． 5 ± 14． 9 72． 6 ± 24． 0 3． 0 ± 1． 2 2． 9 ± 0． 9

与 CSE + / + Sham组或 CSE － / － Sham组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 CSE + / + Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

表 2 CSE基因敲除对 Hyp促进脑缺血再灌注小鼠水迷宫空间搜索实验的影响( n = 8，珋x ± s)

组别 小鼠基因型 剂量( mg /kg) 穿台次数( 次) 原平台象限时间比率 ( % ) 原平台象限游程比率( % )
Sham CSE + / + — 2． 88 ± 0． 64 38． 74 ± 5． 62 37． 60 ± 4． 13

CSE － / － — 2． 62 ± 0． 52 38． 53 ± 5． 29 37． 26 ± 5． 09
Model CSE + / + — 1． 75 ± 0． 46＊＊ 25． 32 ± 5． 14＊＊ 26． 50 ± 3． 81＊＊

CSE － / － — 1． 00 ± 0． 53＊＊## 15． 31 ± 4． 16＊＊## 16． 12 ± 5． 26＊＊##

Hyp CSE + / + 25 1． 88 ± 0． 64 26． 19 ± 4． 78 26． 48 ± 4． 48
CSE － / － 25 1． 12 ± 0． 35 16． 06 ± 3． 89 17． 73 ± 4． 79

Hyp CSE + / + 50 2． 50 ± 0． 53# 32． 27 ± 5． 33# 33． 02 ± 4． 97##

CSE － / － 50 1． 25 ± 0． 46 17． 65 ± 5． 46 17． 64 ± 4． 96
Hyp CSE + / + 100 2． 62 ± 0． 52## 35． 22 ± 5． 65## 36． 48 ± 4． 43##

CSE － / － 100 1． 38 ± 0． 52 19． 22 ± 5． 09 18． 06 ± 4． 33

与 CSE + / + Sham组或 CSE － / － Sham组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 CSE + / + Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

图 1 CSE基因敲除对 Hyp促进脑缺血再灌注小鼠水迷宫定位航行实验的影响( n = 8，珋x ± s)

与 CSE + / + Sham组或 CSE － / － Sham组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 CSE + / + Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

均减少，差异有统计学意义( F = 14. 9、32. 5、26. 5，P
＜ 0. 01) ，且与 CSE + / + Model组比较，CSE － / － Model
组以上三项指标减少更为显著，差异有统计学意义

( t = 3. 0、4. 3、20. 5，P ＜ 0. 01 ) ; Hyp 50、100 mg /kg
能够抑制 CSE + / +小鼠由于脑缺血再灌注导致的以

上三项指标的减少，与 CSE + / + Model组比较差异有
统计学意义( F = 14. 9、32. 5、26. 5，P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) ; Hyp对脑缺血再灌注后的 CSE － / －小鼠以上

指标无改善作用，与 CSE － / － Model组比较差异无统
计学意义。

2． 3 CSE基因敲除对 Hyp抑制脑缺血再灌注小鼠
脑组织 LDH 活性下降的影响 分别与 CSE + / +

Sham 和 CSE － / － Sham 组比较，CSE + / + Model 和
CSE － / － Model组小鼠脑组织 LDH活性均显著下降，
差异有统计学意义( F = 23. 7、22. 2，P ＜ 0. 01) ; 且与
CSE + / + Model组小鼠比较，CSE － / － Model 组小鼠脑
组织中 LDH活性下降更为显著，差异有统计学意义
( t = 2. 5，P ＜ 0. 05) ; 50、100 mg /kg Hyp 对脑缺血再
灌注引起的 CSE + / +小鼠脑组织 LDH活性下降有明
显的抑制作用，与 CSE + / + Model 组比较差异有统计
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学意义( F = 23. 7，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ; 在 CSE － / －小

鼠中 Hyp 抑制 LDH 活性下降的作用消失，与
CSE － / － Model组比较差异无统计学意义。见图 2。

图 2 CSE基因敲除对 Hyp抑制脑缺血再灌注小鼠脑组织
LDH活性下降的影响( n = 8，珋x ± s)

A: Sham组; B: Model组; C: Hyp 25 mg /kg组; D: Hyp 50 mg /kg

组; E: Hyp 100 mg /kg组; 与 Sham 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 CSE + / +

Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

2． 4 CSE基因敲除对 Hyp抑制脑缺血再灌注小鼠
脑组织 MDA 含量升高的影响 分别与 CSE + / +

Sham 和 CSE － / － Sham 组比较，CSE + / + Model 和
CSE － / － Model 组小鼠脑组织 MDA 含量均显著升
高，差异有统计学意义( F = 7. 6、8. 4，P ＜ 0. 01 ) ; 且
与 CSE + / + Model组小鼠比较，CSE － / － Model 组小鼠
脑组织中 MDA 含量升高更为显著，差异有统计学
意义( t = － 2. 3，P ＜ 0. 05) ; Hyp 50、100 mg /kg 对脑
缺血再灌注引起的 CSE + / +小鼠脑组织MDA含量升
高有明显的抑制作用，与 CSE + / + Model组比较差异
有统计学意义( F = 7. 6，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ; 在
CSE － / －小鼠中，Hyp 抑制 MDA 含量升高的作用消
失，与 CSE － / － Model组比较差异无统计学意义。见
图 3。

图 3 CSE基因敲除对 Hyp抑制脑缺血再灌注小鼠脑组织

MDA含量升高的影响( n = 8，珋x ± s)

A: Sham组; B: Model组; C: Hyp 25 mg /kg组; D: Hyp 50 mg /kg

组; E: Hyp 100 mg /kg组; 与 Sham 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 CSE + / +

Model组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

3 讨论

本课题组前期研究［8］显示 H2S、Hyp 和映山红

花总黄酮( TFＲ) 均具有抗脑缺血损伤作用，且 TFＲ
抗脑缺血损伤作用与 CSE-H2S 通路有关，而且 Hyp
对脑血管的舒张作用与 CSE-H2S 通路有关。CSE
为内源性 H2S合成酶，且 CSE在脑血管内皮细胞和
平滑肌细胞中均有表达。因此本实验将研究作为
TFＲ主要成分之一的 Hyp 对脑缺血再灌注损伤的
保护作用与 CSE-H2S 通路的关系。学习和记忆是
至关重要的脑功能［9］，脑缺血损伤大多会造成学习

记忆能力的下降，跳台实验和水迷宫实验是经典的

评价学习记忆能力的两种行为学实验。Morris 水迷
宫实验是英国心理学家 Morris设计的用于研究空间
学习记忆的经典实验，近年来广泛用于学习记忆方

面的研究［10］。跳台实验结果显示，Hyp 能够缩短脑
缺血再灌注后 CSE + / +小鼠的学习潜伏期，延长记忆

潜伏期，并减少学习和记忆的错误次数，即 Hyp 对
脑缺血再灌注所致的学习记忆障碍有一定改善作

用，但 Hyp对脑缺血再灌所致的 CSE － / －小鼠学习

记忆障碍无改善作用，且与 CSE + / + Model组小鼠比
较，CSE － / － Model组由于脑缺血再灌注所致的学习
记忆障碍更为严重，提示内源性 H2S 的缺失会加重
脑缺血再灌注损伤，且 Hyp 抗小鼠脑缺血再灌注损
伤作用与 CSE-H2S通路有关。
在水迷宫实验中，Hyp 能够缩短脑缺血再灌注

后 CSE + / +小鼠的逃避潜伏期，提高穿过原平台次

数、原平台象限游程比率及原平台象限时间比率，即
Hyp对脑缺血再灌注所致的学习记忆障碍有改善作
用。与小鼠跳台实验一致，Hyp 对脑缺血再灌注所
致的 CSE － / －小鼠学习记忆障碍无改善作用，且与

CSE + / + Model组小鼠比较，CSE － / － Model 组由于脑
缺血再灌注所致的学习记忆障碍更为严重，水迷宫

实验同样提示内源性 H2S 的缺失会加重脑缺血再
灌注损伤，且 Hyp抗小鼠脑缺血再灌注损伤作用与
CSE-H2S通路有关。
脑缺血再灌注损伤由多种复杂因素相互作用导

致，其中氧自由基脂质过氧化是脑缺血再灌注损伤

的重要原因［11］。脑缺血后，由于脑细胞通透性增
加，LDH 向外释放，使得脑组织 LDH 活性下降，同
时脑缺血后会激活一系列酶促反应，促进自由基生

成，发生脂质过氧化反应，导致脑组织中脂质过氧化

产物 MDA含量升高［1］，因此，脑组织 LDH 活性和
MDA含量可以作为评价脑组织损伤的指标［12］。本
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研究显示 Hyp 能够抑制 CSE + / +小鼠由于脑缺血再

灌注导致的脑组织 LDH 活性的降低，同时抑制
MDA含量的升高，但对脑缺血再灌注后的 CSE － / －

小鼠无此作用，且与 CSE + / + Model 组小鼠比较，
CSE － / － Model组由于脑缺血再灌注所致的脑组织
LDH 活性的降低、MDA 含量的升高更为明显，提示
内源性 H2S 的缺失会加重脑缺血再灌注损伤，且
Hyp 抗小鼠脑缺血再灌注损伤作用与 CSE-H2S 通
路有关。
综上所述，本实验表明内源性 H2S 的缺失会加

重小鼠脑缺血再灌注损伤，且 Hyp 抗小鼠脑缺血再
灌注损伤作用与 CSE-H2S通路有关。
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The H2 S mechanism of Hyp against cerebral
ischemia reperfusion injury in mice

Gao Shanshan1，Chen Shuo2，Chen Zhiwu1

( 1Dept of Pharmacology，2Dept of Physiology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the effect of hydrogen sulfide( H2S) in the protective action of hyperin( Hyp) on
cerebral ischemia / reperfusion injury in mice． Methods Cerebral ischemia / reperfusion models were established in
cystathionine γ-lyase( CSE，a generating enzyme of H2S) -knockout( CSE

－ / － ) and wide-type( CSE + / + ) mice． The
abilities of learning and memory in mice were detected by the step down test and Morris water maze test． The activi-
ties of lactate dehydrogenase( LDH) and the contents of malondialdehyde( MDA) in brain tissue were measured．
Ｒesults After cerebral ischemia / reperfusion，the impairments of learning and memory abilities in mice，reductions
of LDH activities and elevations of MDA contents in brain tissue were more obvious in CSE － / － mice than that in
CSE + / + mice． Impairments of learning and memory abilities，reductions of LDH activities and elevations of MDA
contents were markedly inhibited by Hyp( 50，100 mg /kg) in CSE + / + mice rather than that in CSE － / － mice． Con-
clusion Cerebral ischemia / reperfusion injury is aggravated in the absence of endogenous H2S． CSE-H2S pathway
is involved in the protective effect of Hyp on cerebral ischemia / reperfusion injuries in mice．
Key words hyperin; hydrogen sulfide; knockout; cerebral ischemia / reperfusion injuries
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