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摘要 目的 探讨葛根素预处理对局灶性脑缺血再灌注大

鼠海马 CA1 区神经元损伤的保护作用及其机制。方法 雄

性 SD 大鼠 30 只，随机均等分为假手术组、模型组、葛根素预

处理组。采用线栓法阻断大鼠大脑中动脉血供，60 min 后拔

出栓线造成局部脑缺血再灌注损伤。葛根素预处理组在缺

血前 1 h 腹腔注射葛根素(100 mg /kg )。脑缺血再灌注后第

5 天，HE 染色法观察海马 CA1 区神经元的组织形态学变化，

免疫组化法检测海马 CA1 区半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3
(Caspase-3)及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-9(Caspase-9) 的表

达。结果 HE 染色结果显示，与模型组相比较，葛根素预处

理明显减少脑缺血再灌注引起的海马 CA1 区神经元损伤(P
＜ 0. 05);免疫组化结果显示，与模型组相比，葛根素预处理

使海马 CA1 区 Caspase-3、Caspase-9 的表达明显降低(P ＜
0. 05)。结论 缺血前 1 h 葛根素预处理对局灶性脑缺血大

鼠海马 CA1 区神经元损伤有保护作用，其主要机制可能与

抑制凋亡相关蛋白 Caspase-3、Caspase-9 的表达有关。
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葛根素，一种异黄酮单体，是从中国传统中药葛

根中提取出来的有效成分。研究
［1］

显示葛根素有

改善微循环、抗氧化、清除自由基等多种药理学作

用，在临床心脑血管疾病的治疗中应用广泛，但其作

用机制目前还没有完全清楚。脑缺血再灌注损伤是

临床上常见的病理现象，严重危害患者的神经系统

功能;在缺血前进行预处理可以改善缺血性脑损伤，

减少细胞的凋亡及坏死
［2］。细胞凋亡是脑缺血再

灌注损伤的重要机制，半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解

酶(Caspase)家族在介导细胞凋亡的过程中发挥着

非常重要的作用，其中半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3
(Caspase-3)为凋亡的最终执行分子，半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶-9(Caspase-9)是内源性凋亡途径的重要

启动酶
［3 － 4］。该实验采用大鼠局灶性脑缺血再灌注

模型，研究葛根素预处理对海马 CA1 区神经元损伤

及对促凋亡基因 Caspase-3 和 Caspase-9 表达的影

响;以期能够对葛根素的神经保护作用进行初步探

讨，从而为临床上缺血性脑损伤方面疾病的治疗提

供一定的理论基础和科学依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 雄性 SD 大鼠 30 只，220 ～ 250
g，清洁级，购自安徽医科大学实验动物中心。大鼠

在使用过程中严格遵循安徽省实验动物管理条例，

并且尽可能减少大鼠的痛苦及使用数量。
1． 1． 2 主要试剂和仪器 葛根素注射液购自陕西

安康正大制药厂;兔抗鼠 Caspase-3、Caspase-9 多克

隆抗体均购自武汉博士德公司;德国徕卡石蜡切片

机购自湖北徕克医疗仪器有限公司;光学显微镜及

其拍照分析系统购自日本尼康公司;MCAO 栓线购

自北京沙东生物技术有限公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 实验分组与处理 雄性 SD 大鼠随机均等

分为假手术组、模型组、葛根素预处理组。假手术组

大鼠只分离血管，不插入栓线;采用线栓法将模型组

大鼠制备成大脑中动脉阻塞(middle cerebral artery
occlusion，MCAO) 的脑缺血动物模型，60 min 后拔

出栓线从而实现再灌注;葛根素预处理组大鼠在缺

血前 1 h 腹腔注射葛根素注射液(100 mg /kg)。
1． 2． 2 局灶性脑缺血模型的制备 大鼠经 10% 水

合氯醛腹腔注射(300 mg /kg) 麻醉后，取仰卧位固

定于手术台上，颈部正中切口，仔细分离右侧颈总动

脉、颈内动脉及颈外动脉，结扎颈外动脉。在颈总动

脉上剪 一 V 字 形 小 口，插 入 直 径 为 0． 26 mm 的

MCAO 栓线，从颈总动脉分叉处进入颈内动脉，轻柔

地插入至有轻微阻力时停止( 自分叉处约 20 mm)，
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此时大脑中动脉的所有血供均被栓线阻断。60 min
后，将栓线拔出，实现缺血再灌注。在实验过程中通

过使用取暖电毯使大鼠体温保持在 (37. 0 ± 0. 5)

℃。拔出栓线实现再灌注后 24 h，采用改良的 Bed-
erson 方法

［5］
对大鼠进行神经功能评分，只有评分 ＞

1 分且取脑时脑底无凝血块，动脉环无血栓形成，排

除蛛网膜下隙出血和继发性血栓形成的大鼠才可入

选后继的实验。
1． 2． 3 标本处理及 HE 染色 在脑缺血再灌注后

第 5 天，用 10% 水合氯醛腹腔注射将大鼠麻醉，经

心脏灌注 4%多聚甲醛固定至大鼠四肢及头颈部僵

硬，断头取脑后将脑组织放入 4% 多聚甲醛中于冰

箱中 4 ℃过夜。用刀片截取视交叉至大脑横裂的部

分，石蜡包埋后常规切片，片厚为 4 μm。脱蜡至水

后进行 HE 染色，显微镜下仔细观察海马 CA1 区神

经元的形态学改变。每个标本取 5 张切片，每张切

片选取 6 个高倍视野，取平均值。
1． 2． 4 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 凋 亡 调 控 因 子

Caspase-3、Caspase-9 的表达 取上述石蜡标本，在

切片机上连续冠状切片各 3 张，应用免疫组织化学

SP 法染色及 DAB 显色法显色，具体过程严格按照

说明书进行操作。每张切片随机选取高倍镜下大鼠

缺血侧海马 CA1 区 5 个不重叠的视野，采用 Image
Pro Plus 6． 0 图像分析系统对实验结果进行定量分

析，测定平均光密度(mean optical density，MOD)。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 统计软件进行

方差分析，计量资料均以 珋x ± s 表示。

2 结果

2． 1 葛根素预处理对大鼠神经功能评分的影响

模型组和葛根素预处理组共有 20 只大鼠，在造模过

程中有 2 只栓线没有成功插入颈内动脉，1 只麻醉

意外死亡，实际观察 17 只大鼠;有 16 只大鼠出现神

经功能障碍的症状，模型成功率为 80%。与假手术

组比较，模型组神经学评分明显升高(P ＜ 0. 05)，平

均为(2. 8 ± 0. 3)分;而在缺血前 1 h 进行葛根素预

处理可明显改善大鼠的神经行为学障碍，神经学评

分明显降低(P ＜ 0. 05)，平均为(1. 6 ± 0. 25)分。见

图 1。
2． 2 葛根素预处理对大鼠海马 CA1 区神经元损伤

的影响 HE 染色结果显 示，假 手 术 组 大 鼠 海 马

CA1 区神经元排列整齐，细胞形态完整，胞核大而

圆，核仁清晰可见;模型组大鼠缺血侧海马 CA1 区

锥体细胞出现胞体变小、细胞质浓缩、核固缩深染、

大片坏死灶等变化，存活的锥体细胞计数明显少于

假手术组(P ＜ 0. 05);葛根素预处理可改善缺血引

起的神经元坏死，海马 CA1 区存活的锥体细胞计数

明显多于模型组(P ＜ 0. 05)，见图 2。

图 1 葛根素预处理对 MCAO 大鼠神经功能评分的影响

A:假手术组;B:模型组;C:葛根素预处理组; 与假手术组比

较:* P ＜ 0. 05;与模型组比较:#P ＜ 0. 05

图 2 葛根素预处理对 MCAO 大鼠海马 CA1 区神经元

形态学变化的影响 HE ×400

A:假手术组;B:模型组;C:葛根素预处理组;与假手术组比

较:* P ＜ 0. 05;与模型组比较:#P ＜ 0． 05

2． 3 葛根素预处理对大鼠海马 CA1 区 Caspase-3
表达的影响 免疫组织化学法结果显示，Caspase-3
蛋白的阳性细胞染色以细胞质有棕黄色颗粒沉积为

主，并可清晰地显示细胞轮廓。假手术组大鼠海马

CA1 区仅见极少数呈点状分布的 Caspase-3 蛋白的

阳性染色细胞质。与假手术组比较，模型组海马

CA1 区 Caspase-3 表达显著性增高(P ＜ 0. 05)，染色

呈棕黄色或深褐色;而在缺血前 1 h 进行葛根素预

处理的大鼠，海马 CA1 区 Caspase-3 表达明显减少

(P ＜ 0. 05)，见图 3。
2． 4 葛根素预处理对大鼠海马 CA1 区 Caspase-9
表达的影响 Caspase-9 阳性染色呈棕黄色的细颗

粒沉积，在神经元细胞质和胞核内均可见阳性着色。
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各组大鼠海马免疫组织化学结果显示，假手术组海

马 CA1 区 Caspase-9 蛋白表达较少。脑缺血再灌注

后第 5 天，与假手术组比较，模型组大鼠的海马 CA1
区 Caspase-9 阳性细胞数量明显增加(P ＜ 0. 05);与

模型组比较，缺血前 1 h 进行葛根素预处理使大鼠

海马 CA1 区 Caspase-9 的表达明显减少(P ＜ 0. 05)，

见图 4。

图 3 葛根素预处理对 MCAO 大鼠海马 CA1 区

Caspase-3 表达的影响 免疫组化 × 400

A:假手术组;B:模型组;C:葛根素预处理组; 与假手术组比

较:* P ＜ 0. 05;与模型组比较:#P ＜ 0. 05

图 4 葛根素预处理对 MCAO 大鼠海马 CA1 区

Caspase-9 表达的影响 免疫组化 × 400
A:假手术组;B:模型组;C:葛根素预处理组;与假手术组比

较:* P ＜ 0． 05;与模型组比较:#P ＜ 0． 05

3 讨论

海马是人类与学习记忆关系比较紧密的脑区，

接受来自于大脑中动脉的血供。研究
［6 － 7］

表明，海

马 CA1 区对脑缺血更加敏感。本研究通过制备局

灶性脑缺血再灌注大鼠模型模拟临床上局部短暂性

脑缺血，表明在缺血前 1 h 进行葛根素预处理，不仅

可以使大鼠的神经功能评分显著降低，还可以损伤

脑缺血再灌注导致的海马 CA1 区神经元，说明葛根

素预处理对缺血性脑损伤有神经保护作用。
脑缺血再灌注损伤时细胞内 Ca2 +

超载、兴奋性

氨基酸释放增多等
［8］，从而启动凋亡相关蛋白的表

达，诱导凋亡信号转导通路，进一步导致神经元的凋

亡。张茹 等
［9］

发现，葛根素可以减轻脑缺血大鼠神

经元 Ca2 +
超载，减少脑梗死体积，发挥神经保护作

用。Caspases 成员是细胞凋亡的启动子，在细胞凋

亡过程中发挥重要的作用
［10］，凋亡的最终实施是通

过激活 Caspases 实现的。近年来的研究
［11］

表明，

Caspase-9 及 Caspase-3 均参与了脑缺血后神经元损

伤的 病 理 生 理 过 程，Caspase-9 活 化 后 导 致 下 游

Caspase-3 活化，进而破坏细胞的基本结构和重要蛋

白，导致凋亡小体的产生。Caspase-3 的激活是缺血

性神经元凋亡的关键因素，是神经细胞凋亡的最终

执行者
［12］。活化后的 Caspase-3 再进一步切割蛋白

质底物，裂解 DNA 依赖性的蛋白激酶，使细胞丧失

其修复功能，从而导致细胞凋亡
［13］。研究

［14］
表明，

脑缺血时海马 CA1 区 Caspase-3、Caspase-9 的表达

均上调。本实验结果表明，局灶性脑缺血所导致对

缺血特别敏感的海马 CA1 区 Caspase-3 及 Caspase-9
的表 达 增 加 显 著，提 示 促 凋 亡 蛋 白 Caspase-3 及

Caspase-9 与缺血性神经元凋亡密切相关。实验显

示，在缺血前 1 h 葛根素预处理从而使缺血大鼠海

马 CA1 区 Caspase-3 及 Caspase-9 的表达显著降低，

与研究
［15］

结果一致。
综上所述，本研究表明葛根素预处理对局灶性

脑缺血再灌注导致的大鼠海马 CA1 区神经元损伤

的神经有保护作用，可能是通过抑制神经细胞内

Ca2 +
超载，对缺血引起的海马 CA1 区 Caspase-3 及

Caspase-9 过度的表达起抑制作用，从而改善脑缺血

状态，减轻神经元损伤。
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Effects and related mechanisms of preconditioning with puerarin
on hippocampus CA1 region neuronal injury after

focal cerebral ischemia-reperfusion
Yin Xueli1，Gui Li2，Li Zhen1

( 1Dept of Physiology，2Dept of Integrated Laboratory，School of Basic Medical Science，
Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the effect of puerarin preconditioning on hippocampal CA1 region neuronal injury
and further explore its mechanisms． Methods 30 male Sprague-Dawley rats were randomly assigned into sham，

model，and puerarin preconditioning ischemia-reperfusion groups． The middle cerebral artery was occluded for 60
min by an intraluminal filament before reperfusion to induce transient focal cerebral ischemia reperfusion rats． Puer-
arin preconditioning groups rats received puerarin (100 mg /kg，i． p) 1 h before ischemia． The histological changes
of hippocampal CA1 region neurons were measured by HE staining on the 5th day after reperfusion． The expressions
of Caspase-3 and Caspase-9 proteins in the CA1 region were examined by immunohistochemistry staining． Ｒesults
The results of HE staining showed that，compared with the model group，puerarin preconditioning significantly re-
duced the number of cerebral ischemia induced injury of hippocampal CA1 region neurons(P ＜ 0. 05) ． Immunohis-
tochemistry data showed that the expressions of Caspase-3 and Caspase-9 in the hippocampal CA1 region of puerarin
preconditioning group were significantly lower than that of model group(P ＜ 0. 05) ． Conclusion The results indi-
cate that puerarin preconditioning 1 h before ischemia exerts neuroprotective effects on focal cerebral ischemia-
reperfusion induced neuronal injury． The neuroprotective mechanisms of puerarin may attribute to inhibiting the ex-
pressions of Caspase-3 and Caspase-9 protein．
Key words puerarin; ischemia-reperfusion injury; neuroprotection; Caspase-3; Caspase-9
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