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金丝桃苷保护大鼠脑缺血再灌注损伤的机制研究 
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摘要：目的  探究金丝桃苷(hyperoside，Hyp)对脑缺血再灌注大鼠脑组织的保护作用及相关机制。方法  采用线栓法建

立大脑中动脉闭塞/再灌注(middle cerebral artery occlusion/reperfusion，MCAO/R)大鼠模型，分成假手术组、模型组、Hyp
低、中、高剂量组(30，60，120 mg·kg−1)。持续给药 14 d 后，采用 Zea Longa 法对大鼠进行神经功能评分，并测定脑含

水量。TTC 染色法测定大鼠脑梗死体积，ELISA 检测炎症相关因子，HE 染色观察大脑海马 CA1 区神经元病理形态，TUNEL
染色观察大鼠脑组织细胞凋亡程度，Western blotting 检测 TLR4 和 COX-2 以及凋亡相关蛋白的表达。结果  Hyp 干预能

够显著改善 MCAO/R 大鼠 Zea Longa 评分(P<0.05)，减少脑含水量和脑梗死体积，显著降低炎症因子(TNF-α、IL-1β、IL-6、

ICAM-1 以及 VCAM-1)的表达(P<0.05 或 P<0.01)，并且有效改善海马 CA1 区神经元的病理学改变和凋亡情况，显著抑制

TLR4、COX-2、NF-κB、caspase-3、caspase-9 以及 Bax 蛋白的表达(P<0.05 或 P<0.01)，上调 Bcl-2 蛋白的表达(P<0.05)。
结论  Hyp 对脑缺血再灌注损伤的保护作用与抗炎、抗凋亡以及抑制 TLR4/COX-2 信号通路有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the protective effect and mechanism of hyperoside(Hyp) on brain tissue of cerebral 
ischemia-reperfusion rats. METHODS  Rat models of middle cerebral artery occlusion/reperfusion(MCAO/R) were established 
by bolt-line method and divided into sham operation group, model group and Hyp low, medium and high dose group(30, 60, 
120 mg·kg−1). The rats were evaluated by Zea Longa for neurological function and the brain water content was measured. The 
volume of cerebral infarction in rats was determined by TTC staining, inflammatory factors were detected by ELISA, 
pathological morphology of neurons in the hippocampus CA1 was observed by HE staining, apoptosis of brain cells was 
observed by TUNEL staining, and the expressions of TLR4, COX-2 and apoptosis-related proteins were detected by Western 
blotting. RESULTS  Hyp intervention could significantly improve the Zea Longa score of MCAO/R rats(P<0.05), reduce brain 
water content and cerebral infarction volume, significantly reduce the expression of inflammatory factors(TNF-α, IL-1β, IL-6, 
ICAM-1, VCAM-1)(P<0.05 or P<0.01), effectively improve the pathological blood changes and apoptosis of neurons in the 
hippocampus CA1 region, significantly inhibit the expression of TLR4, COX-2, NF-κB, caspase-3, caspase-9 and Bax protein 
(P<0.05 or P<0.01), and upregulated the expression of Bcl-2 protein(P<0.05). CONCLUSION  The protective effect of Hyp on 
cerebral ischemia-reperfusion injury is related to anti-inflammatory, anti-apoptotic and inhibition of TLR4/COX-2 signaling 
pathway. 
KEYWORDS: hypericin; brain tissue of cerebral ischemia-reperfusion; anti-inflammatory; anti-apoptosis; TLR4/COX-2 
signaling pathway 
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近年来，缺血性脑血管疾病的发病率和死亡

率明显增高，且发病年龄逐渐年轻化[1]。在缺血性

卒中的发病机制中，脑缺血再灌注损伤(cerebral 
ischemia reperfusion injury，CIRI)是一种重要机制，

可通过炎症因子、激活凋亡、氧化应激以及线粒

体损伤等途径引起神经细胞死亡[2]。从抗炎和抗凋

亡的角度，研发能够有效保护再灌注损伤的药物

是 治 疗 脑 缺 血 疾 病 的 有 效 途 径 。 金 丝 桃 苷

(hyperoside，Hyp)属于黄酮醇苷类化合物，在金丝

桃科、蔷薇科、豆科等植物中广泛存在[3]，已有文
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献报道 Hyp 在抗心/脑缺血损伤方面具有一定的功

效[4]，另外有研究证明[5]，Hyp 能够通过抗炎、抗

凋亡途径保护大鼠的脑缺血再灌注损伤，然而其

具体涉及的分子机制仍未被完全阐明。因此，本

研 究 通 过 构 建 大 脑 中 动 脉 闭 塞 / 再 灌 注 (middle 
cerebral artery occlusion/reperfusion，MCAO/R)大
鼠模型，从抗炎和抗凋亡的角度研究 Hyp 对 CIRI
的保护作用，并进一步探究其涉及的分子机制。 
1  材料 
1.1  动物 

选取健康清洁级♂ SD 大鼠 60 只，体质量

200~240 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司，动物生产许可证号为 SCXK(沪)2013-0018；饲

养于浙江中医药大学动物研究中心，动物使用许

可证编号为 SYXK(浙)2018-0012。饲养环境：室

温(23±2)℃，相对湿度 60%~70%。 
1.2  药物和试剂 

金丝桃苷(上海吉至生化科技有限公司，批号：

20180912；纯度>98%)；水合氯醛(美国 Sigma 公

司，批号：47335-U)；大鼠 TNF-α、IL-1β、IL-6、

ICAM-1、VCAM-1 检测试剂盒(上海晶抗生物工程

有限公司，批号：JLC2062，JLC1704，JLC1236，

JLC1238 ， JLC1243) ； 2,3,5- 氯 化 三 苯 基 四 氮 唑

(TTC，北京索莱宝科技有限公司，批号：G3005)； 
TLR4、COX-2、caspase-3、caspase-9、Bax、Bcl-2
抗体(美国 CST 公司，批号：6，12，17，25，13，

15)。 
1.3  仪器 

Infinite M200 PRO 型多功能酶标仪(奥地利

TECAN 公司)；DM3000 正置荧光显微镜(上海徕

卡显微系统贸易有限公司)；转移脱色摇床(姜堰市

普康医疗机械厂)；PowerPac Basic 电泳仪(美国

Bio-Rad 公司)；3300 Mini 化学发光成像系统(中国

CLinX 公司)。 
2  方法 
2.1  MCAO/R 大鼠模型的建立及分组 

大鼠用水合氯醛麻醉后仰卧固定于鼠板上，

用 眼 科 镊 钝 性 分 离 出 右 侧 颈 总 动 脉 (common 
carotid artery，CCA)、颈内动脉(internal carotid 
artery，ICA)及颈外动脉(external carotid artery，

ECA)，挂线备用，分别结扎 ECA 和 CCA 近心端，

将 ICA 用动脉夹暂时夹闭。用眼科镊挑起 CCA 剪

出一个小口，迅速将备好的栓线沿 CCA 至 ICA 方

向插入，当栓线顶端稍感阻力则停止，此时扎紧

CCA 上的备线以防止栓线移动脱出及出血。将备

用挂线结扎并记录阻断时间，缺血 1 h 后拔出线

栓，再灌注 24 h。假手术组手术步骤与上述相同，

但栓线插入深度仅 15 mm，不阻断大脑中动脉血

流。将大鼠尾部提起悬空时，左前肢屈曲内收，

活动时呈典型追尾征表示造模成功。将大鼠分成 5
组：假手术组、模型组、Hyp 低剂量组(30 mg·kg‒1)、
Hyp 中 剂 量 组 (60 mg·kg‒1) 、 Hyp 高 剂 量 组

(120 mg·kg‒1)。每日上午 8 点半灌胃给药，期间每

周根据体质量调整给药量，持续 14 d。 
2.2  大鼠神经功能评分 

药物干预结束后采用 Zea Longa 评分标准对

各组大鼠神经功能进行评分[6]。无神经功能缺损症

状记 0 分；瘫痪侧屈曲、内收记 1 分，不能自主

伸展；行走时向瘫痪侧转圈记 2 分；行走时向瘫

痪侧倾倒记 3 分；严重神经功能缺损，如行走障

碍等记 4 分。 
2.3  脑含水量测定 

麻醉后断头取脑，去除小脑和低位脑干后称

重大脑组织质量，即为脑湿重；110 ℃恒温烘烤

48 h 后称重为脑干重：脑含水量(%)=(脑湿重‒脑干

重)/脑湿重×100%。 
2.4  TTC 染色测定大鼠脑梗死体积百分比 

取脑后‒20 ℃放置 30 min，除去小脑和嗅球，

冠状切片，从大脑的额页至枕页连续切 5 片，每

片厚约 2 mm。将脑片放入 1% TTC 磷酸缓冲液中，

37 ℃避光孵育 5 min，待颜色分明后取出(梗死区

呈白色)，用 10%甲醛溶液固定，数码相机拍照。

利用 Image Pro-Plus 测量梗死面积和整个大脑面

积，体积=面积×厚度。脑梗死体积百分比=(梗死

体积/整个大脑体积)×100%。 
2.5  酶联免疫检测炎症因子 

分离大鼠缺血侧脑组织，采用 ELISA 试剂盒

测定大鼠缺血侧脑组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、

ICAM-1 及 VCAM-1 的含量，具体操作按照试剂

盒说明进行。 
2.6  制备石蜡切片进行病理学形态观察以及细胞

凋亡检测 
取脑后于冰上取部分组织用于石蜡切片，常

规 HE 染色观察脑组织海马 CA1 区神经元病变；

TUNEL 染色法检测各标本的细胞凋亡情况，将切

片严格按照 TUNEL 试剂盒说明书步骤染色，显微
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镜下观察，胞浆中呈现有棕黄色底物的细胞视作

阳性凋亡细胞，利用 Image-Pro plus 图像分析软件

统计其中 TUNEL 阳性细胞个数，取其平均值作为

该样本的阳性细胞数。凋亡细胞百分率(%)=阳性

凋 亡 细 胞 数 /( 阳 性 凋 亡 细 胞 数 + 阴 性 凋 亡 细 胞

数)×100%。 
2.7  Western blotting 检测相关蛋白 

取大鼠患侧脑皮质组织，加入适量液氮，用

研钵研磨后加入 Lysis Buffer，采用组织匀浆机进

行充分碾碎，于冰上静置 30 min 后将匀浆液放入

离心管中离心，取上清液转移至新预冷的离心管，

提取蛋白后上样进行 SDS-PAGE 电泳，分离总蛋

白，随后一抗 4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育 2 h 后

显影，用 Image J 软件进行灰度值分析，检测脑组

织 TLR4、COX-2、caspase-3、caspase-9、Bax 以

及 Bcl-2 的蛋白表达水平，以 GAPDH 为内参。 
2.8  统计学分析 

采用 SPSS 19.0 统计软件进行数据分析，所有

数据以 sx ± 表示，不同组间两两比较采用单因素

方差分析；组间两两比较，采用两独立样本 t 检验，

当 P<0.05 为差异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  各组大鼠神经功能评分和脑组织含水量情况 

采用 Zea Longa 评分标准对各组大鼠进行神

经功能评分，并采用称重法检测大鼠脑含水量变

化，与假手术组相比，模型组的神经功能评分及

脑含水量均显著升高(P<0.01)。与模型组相比，Hyp
中、高剂量组能够显著降低大鼠的神经功能评分

及脑含水量(P<0.05 或 P<0.01)。结果见表 1。 
 
表 1  各组大鼠神经功能评分、脑组织含水量( sx ± ，n=10) 
Tab.  1    Nerve function score and brain tissue moisture 
content of rats in each group( sx ± , n=10) 

分组 Zea Longa 评分 脑含水量/% 

假手术组 0.0±0.0 10.8±2.0 

模型组 3.4±0.51) 48.0±7.21) 

Hyp 低剂量组 2.6±0.5 33.8±3.8 

Hyp 中剂量组 1.8±0.72) 29.9±4.22) 

Hyp 高剂量组 1.4±0.53) 24.9±2.73) 

注：与假手术组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Note: Compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with 
model group, 2)P<0.05，3)P<0.01. 
 

3.2  各组大鼠脑梗死体积百分比情况 
采用 TCC 染色法检测各组大鼠脑梗死情况，

发生脑梗死部分的脑组织呈现白色的梗死灶，假

手术组大鼠无明显白色梗死灶，模型组大鼠出现

明显的白色梗死灶，Hyp 各个剂量组较模型组白

色梗死灶有不同程度上的减少，结果见图 1。计算

各大鼠脑梗死体积百分比，与假手术组相比，模

型组大鼠脑梗死体积百分比显著升高(P<0.01)；与

模型组相比，Hyp 中、高剂量组脑梗死体积百分

比显著降低(P<0.05 或 P<0.01)，结果见表 2。 
 

 
 

图 1  各组大鼠脑梗死情况 
Fig. 1  Cerebral infarction of rats in each group 
 
表 2  各组大鼠脑梗死体积百分比( sx ± ，n=10) 
Tab. 2  Percentage of cerebral infarction volume of rats in 
each group( sx ± , n=10) 

分组 脑梗死体积百分比/% 

假手术组 0.0±0.0 

模型组 24.3±2.41) 

Hyp 低剂量组 23.6±3.2 

Hyp 中剂量组 18.4±1.82) 

Hyp 高剂量组 16.8±2.13) 

注：与假手术组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Note: Compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with 
model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
 

3.3  各组大鼠脑组织中炎症因子表达情况 
与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中炎症

因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、ICAM-1 及 VCAM-1
的含量均显著升高(P<0.01)。与模型组比较，Hyp
给药组各个炎症因子表达量均有所下降，其中 Hyp
中、高剂量组大鼠脑组织中各个炎症因子表达量

显著下降(P<0.05 或 P<0.01)。结果见表 3。 
3.4  各组大鼠脑组织海马 CA1 区神经元病理学形

态变化 
假手术组神经元结构排列整齐，层次清晰，

结构完整，胞质染色均匀，无异常现象。而模型

组神经元结构明显异常，排列紊乱，结构发生变

化，神经元数量减少，间隙增大、参差不齐，胞

体肿胀变形，核仁变浅或消失。相比于模型组，

Hyp 给药组能够有效改善海马 CA1 区神经元的病

理学改变。结果见图 2。 
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表 3  各组大鼠脑组织炎症因子表达情况( sx ± ，n=10) 
Tab. 3  Inflammatory cytokines expression in brain tissues of rats in each group( sx ± , n=10) 

分组 TNF-α/nmol·L‒1 IL-1β/nmol·L‒1 IL-6/nmol·L‒1 ICAM-1/pg·mL‒1 VCAM-1/pg·mL‒1 

假手术组 30.2±9.1 465.0±38.5 108.2±12.5 135.9±12.7 24.7±4.1 

模型组 79.8±12.31) 976.3±127.81) 350.1±42.41) 332.3±40.71) 60.9±12.71) 

Hyp 低剂量组 66.9±10.0 830.0±72.9 307.3±27.9 250.9±32.0 48.0±7.0 

Hyp 中剂量组 58.8±8.92) 662.6±96.92) 192.2±17.83) 247.9±13.52) 39.3±4.12) 

Hyp 高剂量组 53.0±11.82) 557.7±97.33) 152.2±13.03) 188.9±13.83) 31.6±3.72) 

注：与假手术组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Note: Compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
 

 
 

图 2  各组大鼠海马 CA1 区神经元病理学形态变化(HE，

200×) 
Fig. 2  Pathological changes of neurons in hippocampal 
CA1 region of rats in each group(HE, 200×) 
 

3.5  TUNEL 染色观察各组大鼠脑组织凋亡情况 
与假手术组相比，模型组大鼠脑组织细胞凋

亡率显著上升(P<0.01)；与模型组相比，Hyp 低、

中、高剂量组大鼠脑组织细胞凋亡率显著降低

(P<0.05)，并表现出剂量依赖性。结果见图 3、表 4。 
3.6  各组大鼠脑组织相关蛋白表达情况 

与假手术组相比，模型组大鼠 TLR4、COX-2、

NF-κB、Bax、caspase-3 以及 caspase-9 蛋白含量显

著 上 升 (P<0.01) ， Bcl-2 蛋 白 含 量 显 著 降 低

(P<0.01)。与模型组相比，Hyp 各个给药组能够显

著下调 TLR4、COX-2、NF-κB、Bax、caspase-3
以及 caspase-9 蛋白含量(P<0.05 或 P<0.01)，同时

显著上调 Bcl-2 蛋白含量(P<0.05)，均表现出剂量

依赖性。结果见图 4。 
4  讨论 

CIRI 所涉及的机制及信号通路非常复杂，包

括氧化应激、钙离子超载、炎症反应、细胞凋亡

等[7-8]。其中炎症反应和细胞凋亡是与 CIRI 密切相

关的病理途径[9]，CIRI 发生时，释放 TNF-α、IL-1β、

IL-6、ICAM-1 及 VCAM-1 等炎症因子，增加血脑

屏障的通透性，使炎症因子更容易穿过血脑屏障，  

 
 

图 3  TUNEL 染色检测大鼠脑组织凋亡情况(400×)  
Fig. 3  Observation on apoptosis of brain tissue in rats by 
TUNEL staining(400×) 
 
表 4  各组大鼠凋亡率情况( sx ± ，n=10) 
Tab. 4  Apoptosis rate of rats in each group( sx ± , n=10) 

分组 凋亡率/% 

假手术组 8.6±0.5 

模型组 53.2±2.81) 

Hyp 低剂量组 38.2±1.82) 

Hyp 中剂量组 35.6±1.62) 

Hyp 高剂量组 34.3±1.42) 

注：与假手术组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05。 
Note: Compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with 
model group, 2)P<0.05. 
 

从而加重炎症反应和细胞凋亡[10]。Hyp 是一种黄

酮醇苷类化合物，对缺血引起的心肌、肝、肾、

脑等损伤具有一定的保护作用，但其保护机制未

被完全阐明[11-12]。本研究通过构建 MCAO/R 大鼠

模型，从抗炎及抗凋亡的角度探讨 Hyp 对脑缺血

再灌注大鼠脑组织损伤的保护作用，并初步阐明

其相关的分子机制。 
神经功能评分常被用作药物研究中的一项重

要指标，目前已成为评价药效的重要依据[13]。本

研究采用 Zea Longa 评分标准评价 Hyp 对脑缺血 
再灌注大鼠神经功能的改善效果。结果显示，Hyp
干预后，大鼠神经功能评分显著降低，表明 Hyp  
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图 4  各组大鼠脑组织中相关蛋白表达情况 
与假手术组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 4  Expression of related proteins in brain tissues of rats in each group 
Compared with sham operation group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
能够改善脑缺血再灌注大鼠的神经功能损伤。脑

水肿是 CIRI 的主要并发症之一，能够引起颅内压

增高，加重机械性压迫，损害脑微循环和细胞能

量代谢，从而加重脑损害[14]。另外，脑缺血初期

常导致脑部供血不足或者血流中断，进而引起脑

梗死，最终导致神经细胞损伤[15]。因此检测脑含

水量和脑梗死体积能够有效反映脑缺血再灌注的

损伤程度。本研究结果表明，模型组大鼠较假手

术组大鼠脑含水量及脑梗死体积百分比明显升

高。经不同浓度的 Hyp 干预后，大鼠的脑含水量

和脑梗死体积得到不同程度上的降低。另一方面，

本研究通过 HE 染色检测各组大鼠海马 CA1 区神

经元病理学形态变化，结果表明 Hyp 能够有效改

善脑缺血再灌注大鼠的海马 CA1 区神经元病理学

改变。 
目前已证实，在 CIRI 发生发展过程中，炎症

反应及细胞凋亡均发挥着关键的作用[16-17]。炎症

因子的释放会加剧血脑屏障的通透性，导致脑组

织的水肿更加严重，进而导致炎症因子更容易透

过血脑屏障，最终加重炎症反应和细胞凋亡。

TNF-α、IL-1β、IL-6 都是重要的炎症因子，在脑

缺血中发挥着重要的作用[18]。有研究表明，VCAM- 
1 和 ICAM-1 在炎症和肿瘤等病理过程中扮演着重

要的角色[19]。因此，本研究选用 TNF-α、IL-1β、

IL-6、VCAM-1 和 ICAM-1 作为炎症因子的指标，

探究炎症反应变化，并采用 TUNEL 染色法和

Western blotting 检测凋亡情况。结果显示，Hyp
能够显著降低大鼠脑组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、

ICAM-1 及 VCAM-1 的含量，TUNEL 染色以及

Western blotting 结果中凋亡相关蛋白的变化表明

Hyp 能够显著抑制大鼠脑组织细胞凋亡。因此，

Hyp 对大鼠脑缺血再灌注损伤具有明显的保护作

用，其机制与抗炎和抗凋亡有关。 
TLR4 是 Toll 样受体的一种，TLR4 能够通过

炎症反应及细胞凋亡参与脑缺血损伤，促使 NF-κB
的转录，进而促进大量炎症因子的释放，加重脑

缺血损伤[20]，对细胞的凋亡、炎症反应、免疫反

应等相关基因的表达进行调控[21]。COX-2 是花生

四烯酸转化为前列腺素的限速酶，作为 NF-κB 的下

游基因，同时也是炎症反应链中的关键因子，在脑

缺血后继发的炎症反应中扮演着关键的角色[22]。因

此，TLR4/COX-2 信号通路可能在 Hyp 对脑缺血

再灌注损伤保护中发挥着重要的作用。本研究结

果表明，与假手术组相比，模型组大鼠脑组织

TLR4/COX-2 信号通路异常活化，而经过 Hyp 干

预后，TLR4 和 COX-2 蛋白表达量随着药物剂量

的 增加 逐渐下 调， 表明 Hyp 能够 有效 地抑制

TLR4/COX-2 信号通路。综上所述，Hyp 对脑缺血

再灌注损伤的保护作用与抗炎、抗凋亡以及抑制

TLR4/COX-2 信号通路有关。 
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