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自噬通路调控黄芪甲苷在大鼠脑缺血再灌注损伤中的作用和意义&方

法
!

将
.%

只成年雄性
Q:I;=>

大鼠构建大鼠脑缺血再灌注损伤"

G"/\

%模型!随机分为对照组'模型组'雷帕霉

素"

,/K/

%组'

'-G/

组'黄芪甲苷"

/!?

%组&采用灌胃方法在造模前分别灌注雷帕霉素!

'-G/

和黄芪甲苷&

按
H4E

F

=

评分标准进行神经功能缺陷评分$计算梗死灶体积和
AP

染色观察脑损伤情况$采用实时荧光定量

K",

"

,?-K",

%和蛋白免疫印迹法"

Q8I;8>EL54;

%检测
7?\,

'

H"'

'

@895:E-&

'

/?M.

'

!_!?G&

#

C

*$

和

"=I

C

=I8-'7,J/

和蛋白质表达&结果
!

与模型组相比!

,/K/

组'

'-G/

组'

/!?

组
H4E

F

=

评分显著降低!梗

死面积"

T

%显著减少!差异有统计学意义"

!

$

%)%.

%&黄芪甲苷治疗后!大鼠
H4E

F

=

评分最低!梗死面积"

T

%最

少!差异有统计学意义"

!

$

%)%.

%&与模型组相比!

/!?

组
7?\,

'

C

*$

和
"=I

C

=I8-'7,J/

和蛋白质水平显

著降低!

H"'

和
@895:E-&7,J/

和蛋白质水平显著升高!差异有统计学意义"

!

$

%)%.

%&结论
!

黄芪甲苷可以

有效治疗和缓解大鼠
G"/\

!

H"'
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自噬通路在此过程中发挥重要的作用&

关键词"自噬通路$
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脑卒中是全世界第三大致死疾病之一"具有高发

病率$高致残率$高病死率及高复发率的特点#根据

$%%1

年
QA\

调查报告显示"我国脑卒中发病率以每

年
+)0T

的速率迅速增长'

&-$

(

#研究发现"脑梗死再复

发时患者病情通常会加重"脑卒中常引起长期残疾且

多为终身性疾患#脑卒中已严重威胁到广大人民群

众的健康"脑梗死会对个人$家庭$社会造成严重的负

担#积极探寻脑梗死新的治疗方法具有重要的

意义'

'-(

(

#

缺血性脑卒中是因多种病因造成脑动脉闭塞导

&

'*''

&

检验医学与临床
$%&+

年
&&

月第
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卷第
$$

期
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作者简介!史楠"男"主治医师"主要从事脑血管病的研究#



致脑组织缺血缺氧"进而导致脑组织出现兴奋性毒

性$线粒体功能失调$氧化应激$炎症$离子失衡及酸

中毒"最终导致脑组织不可逆性损伤"神经细胞坏死"

出现神经功能及认知功能缺失'

.

(

#缺血所引的脑组

织损伤是致死性疾病的主要原因#但在急性脑梗死

的抢救和治疗过程中"人们发现在恢复血液供应后"

这部分重新获得血液供应的脑组织内的神经细胞死

亡增多"脑组织损伤加重"患者症状加重"这种损伤叫

做/缺血再灌注损伤0#近些年来"许多自噬相关研究

已证实自噬参与了脑缺血的病理生理过程"在前期实

验中笔者发现在缺血再灌注早期黄芪甲苷可增强自

噬水平"并可减少海马细胞的死亡'

*

(

#因此"研究黄

芪甲苷对自噬的调控"寻找靶作用点"探索其在脑梗

死缺血再灌注中的作用机制是一个新方向"对脑梗死

的防治具有重要的临床价值#

$

!

材料与方法

$)$

!

材料
!

选取
.%

只成年雄性
Q:I;=>

大鼠
!KU

级"购买于北京维通利华实验动物技术有限公司#置

于相对湿度
(%T

#

0%T

"昼夜
&$D

循环光照"温度适

宜的环境下#

$)/

!

方法

$)/)$

!

大鼠脑缺血再灌注损伤)

G/"\

*模型制

备'

0

(

!

将
!V

大鼠按设计方案分成
.

组"每组
&%

只+

分别为对照组$模型组$雷帕霉素)

,/K/

*组$

'-

甲基

腺嘌呤)

'-G/

*组$黄芪甲苷)

/!?

*组#采用
g8=

H4E

F

=

线栓法建立大鼠缺血性脑损伤模型#

!V

大鼠

用
&%T

水合氯醛)

'.7

F

%

R

F

*腹腔注射麻醉#仰卧位

固定"颈正中线切口"沿胸锁乳突肌内缘分离肌肉和

筋膜"分离左侧颈总动脉)

""/

*$颈外动脉)

P"/

*和

颈内动脉)

#"/

*"在
""/

远心端$近心端及
P"/

处挂

线备用#用动脉夹暂时夹闭
#"/

"然后近心端结扎

""/

$

P"/

#然后在距
""/

分叉部
(77

处剪
&

个

小口"将拴线插入到
#"/

"这时用绕在
""/

远心端的

细线轻轻系牢拴线#用眼科镊轻推拴线"从血管分叉

处开始算距离"当插入深度在
&+77

时"紧紧系牢

""/

远心端的细线#栓塞
&D

后"打开栓塞制作再灌

注模型#做完模型后"终止麻醉"将所有大鼠放归笼

里#造模前
,/K/

组$

'-G/

组$

/!?

组以
(%7

F

&

R

F

O&

&

B

O&的黄芪甲苷灌胃
'B

"对照组$模型组给予

等量的
.T

羧甲基纤维素钠溶液"于末次给药
&D

后

造模#

$)/)/

!

大鼠
H4E

F

=

评分'

+

(

!

动物苏醒后"参照
H4E-

F

=

等评分标准进行神经功能缺陷评分#

%

分!无神经

损伤症状+

&

分!不能完全伸展对侧前爪+

$

分!向对侧

转圈+

'

分!向对侧倾倒+

(

分!不能自发行走"意识丧

失#

&

#

'

分为模型成功"

%

分和
(

分予以剔除"并在

后续实验中补足每组动物数#

$)/)'

!

采样与指标检测
!

大鼠用
&%T

水合氯醛腹腔

注射麻醉"留取大脑海马组织"用
&%T

中性甲醛固定"

常规脱水$透明及浸蜡包埋"连续石蜡切片
*

张)每张

.

&

7

*"切片用于
AP

染色和
$

"

'

"

.-

氯化三苯基四氮

唑)

??"

*检测观察脑组织形态变化和颜色变化"计算

梗死面积#

$)/)1

!

蛋白免疫印迹法)

Q8I;8>EL54;

*检测
!

离心

大鼠脑组织"冰上裂解
$D

"蛋白质水平检测使用
@"/

试剂盒"调整每组的蛋白质水平总量为
'%

&

F

%

&

H

#各

组蛋白质样品依次加入在
&%T

十二烷基硫酸钠
-

聚丙

烯酰胺凝胶电泳)

!V!-K/MP

*中进行"按
&k.%%

的

稀释比例转膜至
K2VU

膜"加入多克隆抗体
7?\,

$

H"'

$

@895:E-&

$

/?M.

$

!_!?G&

%

C

*$

和
"=I

C

=I8-'

$

/"?@

和二抗#显色使用
P"H

显色剂"成像使用
@:4-

K>4

凝胶成像分析仪"各泳道条带进行灰度扫描得出

相应蛋白质表达量用
_6=E;:;

<

-4E8

软件进行分析#

$)/)2

!

实时荧光定量
K",

)

,?-K",

*检测基因表

达
!

?>:d45

法提取大鼠脑组织内总
,J/

#按照试剂

盒说明书逆转录合成
9VJ/

并进行
,?-K",

分析#

每个实验
7?\,

$

H"'

$

@895:E-&

$

/?M.

$

!_!?G&

%

C

*$

和
"=I

C

=I8-'

至少重复
'

次#分析!通过计算

7?\,

$

H"'

$

@895:E-&

$

/?M.

$

!_!?G&

%

K*$

和

"=I

C

=I8-'

得到循环阈值
"?

值来确定基因的表达量#

$)'

!

统计学处理
!

采用
!K!!$$)%

统计软件进行处

理"呈正态分布的计量资料以
Db=

表示"组间差异采

用单因素方差分析和
@4EN8>>4E:]IG65;:

C

58"47

C

=>:-

I4E?8I;

"以
!

$

%)%.

为差异有统计学意义#

/

!

结
!!

果

/)$

!

各组大鼠神经组织学评分结果
!

对照组大鼠脑

组织呈均匀红色"未见苍白缺血区+模型组损伤脑组

织可见苍白梗死灶"且缺血灶范围随再灌注时间的延

长而扩大#手术后"

,/K/

组$

'-G/

组$

/!?

组和模

型组大鼠
H4E

F

=

评分显著增高"梗死面积)

T

*显著增

加"差异有统计学意义)

!

$

%)%.

*#与模型组相比"

,/K/

组$

'-G/

组$

/!?

组
H4E

F

=

评分显著降低"梗

死面积)

T

*显著减少"差异有统计学意义)

!

$

%)%.

*#

黄芪甲苷治疗后"大鼠
H4E

F

=

评分最低"梗死面积

)

T

*最少"差异有统计学意义)

!

$

%)%.

*"见表
&

#

表
&

!!

大鼠神经组织学评分结果#

Db=

$

组别
H4E

F

=

评分)分* 梗死面积)

T

*

对照组
%)*$b%)$&

!

%

模型组
')(+b%)($

"

'%)'.b$)&(

"

'-G/

组
')$$b%)'+

"'

$*)$*b$)0.

"'

,/K/

组
$)0(b%)'.

"'#

$$)*&b$)0$

"'#

/!?

组
$)$(b%)$%

"'

&.)**b$)*1

"'

!!

注!与对照组比较"

"

!

$

%)%.

+与模型组比较"

'

!

$

%)%.

+与
/!?

组比较"

#

!

$

%)%.

/)/

!

AP

染色结果
!

对照组大鼠脑海马回神经细胞

胞膜$核膜清晰"核仁明显"细胞形态无异常"见图
&

#

模型组大鼠神经细胞多无完整的细胞结构"呈不同程

度的缺血性坏死"细胞核固缩"染色质浓缩集聚"甚至

&

(*''

&

检验医学与临床
$%&+

年
&&

月第
&.

卷第
$$

期
!

H=LG8B"5:E

!

J4387L8>$%&+

!

245)&.

!

J4)$$



形成核碎片"星形胶质细胞呈簇样增生#

,/K/

组$

'-G/

组$

/!?

组缺血区神经细胞仅有轻$中度缺血

性改变"细胞肿胀程度$间隙及细胞核改变均较模型

组轻"缺血区脑梗死现象明显减轻#

!!

注!

/

为对照组+

@

为模型组+

"

为
'-G/

组+
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细胞自噬的调控有多种途径"如泛素样蛋白质系

统$

7?\,

信号通路$

7:,J/

$

"=I

C

=I8

等#在缺血缺

氧条件下"

/?K

水平下降"

/GK

水平升高"导致

/GK

活化的蛋白激酶)

/GK̂

*被激活"后者通过磷

酸化
7?\,

抑制
7?\,

活性而激活自噬#

@895:E-&

与
@95-$

%

@95-cH

解离与
"

型
K#'̂

相结合可诱导细胞

自噬发生'

1-&%

(

#许多自噬相关研究已证实自噬参与了

脑缺血的病理生理过程#其可能机制为神经元缺血

缺氧后
/?K

水平下降"通过多种途径导致自噬激活"

细胞通过自噬清除了受损的细胞器等异常细胞结构"

同时也为细胞提供能量"从而稳定细胞的形状$结构"

维持细胞的正常功能#

H"'

)

G/!K&-H"'

*"

H"'

的前

体形成后被加工成
H"'-

*

"

H"'-

*

为胞质可溶性"

H"'-

*

被
/?M0

活化后转运至
/?M'

"并被
/?M'

修饰成
H"'-

(

#

H"'-

(

为膜结合形式'

&&

(

#

H"'-

(

存在于前自噬体及自噬体膜上"是自噬体的标志分

子#当自噬发生后"

H"'

的数量增高"同时"

H"'-

*

向

H"'-

(

的转化增多"因此"

H"'-

(

的水平与自噬体的

数量呈正比'

&$

(

#可通过检测细胞内
H"'-

(

%

H"'-

*

以判断细胞自噬是否被激活#自噬体与溶酶体结合

后"

H"'-

(

被溶酶体中的水解酶所降解#在
/?M.-

%

-

的胚胎干细胞中检测不到
H"'-

(

#由此可见"

/?M.

参与了自噬的形成与发展"是自噬的主要的指标之

一#

@895:E-&

基因又称
@P"J-&

基因"为酵母
/?M*

的同系物"

@895:E-&

基因可通过
"

型
K#'̂

形成复合

物调节自噬的活性"上调
@895:E-&

的表达增加自噬的

发生'

&'-&(
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黄芪甲苷从黄芪根中提取分离而得"为黄芪的主

要活性成分之一#研究表明"黄芪甲苷口服后经肠道

菌群的代谢转化"其代谢产物环黄芪醇
-*-\-

$

-V-

葡萄

糖苷)

"GM

*吸收入血发挥药理作用#黄芪甲苷可特

异性和非特异性的排除侵入机体的异物"促进机体抗

体的生成"对特异免疫和非特异性免疫均有促进作

用"提高机体的抗病能力#黄芪甲苷作为单核
-

巨噬细

胞系统的有效激活剂"能显著提高球虫免疫鸡的淋巴

细胞转化水平和
P

花环形成率"提高机体
M!A-Kc

$

!\V

活性和体内抗氧化酶系统的功能"诱生白细胞介

素和内源性干扰素"减少活性氧自由基对机体的损

伤"进而提高免疫防御和免疫监视功能#黄芪甲苷作

为促生长剂"能增强细胞生理代谢作用"促进血液循
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环"增强动物机体的代谢"起到营养保健作用'

&.-&*

(

#

国内外研究表明"黄芪甲苷能够通过促进胶质细胞生

长"增加神经干细胞来源的神经元的数量"并加速其

分泌修复损伤的神经元的生长因子和营养因子等"对

新生神经元进行保护"促进神经干细胞增殖"诱导其

向胶质细胞分化"在先期的实验中我们发现在缺血再

灌注早期黄芪甲苷可增强自噬水平"并可减少海马细

胞的死亡'

&0-&+

(

#

本研究结果表明"黄芪甲苷可以有效降低
H4E

F

=

评分#黄芪甲苷可以减轻大鼠脑组织脑缺血损伤情

况"改善损伤海马区不同程度的缺血性坏死和神经元

损伤+显著降低大鼠海马区神经元内
7?\,

$

C

*$

和

"=I

C

=I8-'7,J/

和蛋白质水平表达"升高
H"'

和

@895:E-&7,J/

和蛋白质水平表达"说明黄芪甲苷可

通过调节
H"'

%

7?\,

信号通路改善大鼠
G"/\

"为

脑梗死的治疗提供新的理论依据$可能思路和靶向

药物#
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