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齐墩果酸通过抑制 NF-κB/ICAM-1 信号通路减轻大鼠蛛网膜下腔出血

后早期脑损伤的研究 
 

刘秀娟，韩雨薇，李晓明*
(中国人民解放军沈阳军区总医院神经外科，沈阳 110000) 

 

摘要：目的  研究齐墩果酸(oleanolic acid，OA)对蛛网膜下腔出血(subarachnoid hemorrhage，SAH)后早期脑损伤的影响，

并探讨其潜在的作用机制。方法  39 只大鼠随机分为假手术组、模型组、OA 治疗组(OA 组，20 mg·kg1)，每组 13 只。

分别对各组进行体质量测量，神经功能评分，伊文思蓝法检测血脑屏障的通透性，并用 Western blot 法检测大鼠脑皮质中

NF-κB/ICAM-1 信号通路蛋白的表达情况。结果  与模型组比较，OA 组能显著增加大鼠体质量和神经功能评分，显著降

低脑部伊文思蓝通透率和 NF-κB/ICAM-1 信号通路蛋白的表达水平，差异均具有统计学意义(P<0.01 或 P<0.05)。结论  齐

墩果酸能够明显减轻大鼠 SAH 后早期脑损伤，有可能是通过减少 Akt/NF-κB/ICAM-1 信号通路的炎症因子发挥作用。 
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Effects of Oleanolic Acid on Early Brain Injury Following Subarachnoid Hemorrhage in Rats by 
Inhibiting NF-κB / ICAM-1 Signaling Pathway 

 
LIU Xiujuan, HAN Yuwei, LI Xiaoming*(Department of Neurosurgery, General Hospital of Shenyang Military Region of 

Chinese PLA, Shenyang 110000, China) 
  

ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the effects of oleanolic acid (OA) on brain damage after subarachnoid hemorrhage (SAH) 
and to explore its potential mechanism. METHODS  Thirty-nine rats were randomly divided into sham group, model group and 

oleanolic acid treatment group (OA group, 20 mg·kg1), each group of 13. Weight measurement, neurological function score, and 
Evans blue method to detect the permeability of blood-brain barrier were used for each group, separately. Then the protein 

expression of NF-B, p65 and ICAM-1 in the cerebral cortex of rats were detected by Western blot. RESULTS  Compared with 
the model group, the body weight and neurological score were improved, the Evans blue rate and the level of NF-κB/ICAM-1 
signaling pathway were reduced in the OA group, significantly(P<0.01 or P<0.05). CONCLUSION  OA could attenuate early 
brain injury in SAH rats by decreasing the inflammatory cytokines of Akt/NF-κB / ICAM-1 signaling pathway. 
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动脉瘤蛛网膜下腔出血(subarachnoid hemorrhage，

SAH)是一种具有高死亡率和较高发病率的严重的

神经系统疾病[1]，30 d 内死亡率达到 40%，生存者

的致残率达 50%，是一种预后很差的疾病。SAH

的早期脑损伤是指从 SAH开始至 72 h 之内的多种

脑损伤。早期脑损伤对 SAH 患者的预后非常重要。

而炎症反应在 SAH 后的早期脑损伤中又发挥重要

作用[2]。已有研究表明，由于血脑屏障遭到破坏，

血液裂解抗原的刺激可引起炎症细胞的激活及炎

症介质的释放，其中 NF-κB/ICAM-1 信号通路在

早期脑损伤的炎症反应中发挥重要的作用，可介

导淋巴细胞、血小板黏附到内皮细胞从而加重脑

损伤[3]。因此，寻找新的能够减轻早期脑损伤的药

物对于治疗 SAH 具有十分重要的意义。 

齐墩果酸(oleanolic acid，OA)主要从木犀科植

物齐墩果的叶中提取，是一种五环三萜类化合物。

OA 具有多种药理活性，如保肝、双向免疫调节、

抑制血小板凝集、降糖降脂、抗病毒、消炎及抗

肿瘤等[4-5]，其神经保护作用在帕金森[6]等相关疾

病中得到验证。但有关 OA 在 SAH 治疗中的应用目

前尚未有任何报道。本研究通过建立 SAH 模型，检

测 OA 对 SAH 的治疗效果，并研究其作用的机制。 
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1  材料与方法 

1.1  试剂 

OA(天津士兰科技有限公司，批号：20150311，

含量：98%)；BCA 试剂盒(碧云天生物技术有限公

司，批号：P0010)；预染蛋白 Marker(赛默飞世尔

科技公司)；其他试剂均购于国药集团。 

1.2  动物来源与饲养 

SPF 级 SD 大鼠，♂，体质量为 300~320 g，

由辽宁省实验动物资源中心提供，实验动物合格

证号：0005095，动物饲养于 18~22 ℃恒温室中，

自由进食进水，昼夜节律饲养。动物实验严格按

照“National Institutes of Health Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals”标准进行，尽可能

减轻动物痛苦并减少动物使用数量。 

1.3  大鼠 SAH 模型的制备 

采用改良血管内穿刺法建立 SAH 模型。10%

水合氯醛(0.35 mL/100 g)腹腔注射麻醉后，将大鼠

仰卧固定于手术台上，在颈部正中位纵向切口，

暴露右侧颈总动脉、颈外动脉、颈内动脉，分离

右侧颈总动脉，结扎并剪断颈外动脉远心端，分

离颈动脉分叉部，同时夹闭颈总动脉和颈内动脉，

在颈外动脉处剪一个小口，将单丝尼龙线自颈外

动脉剪口处插入颈内动脉，靠近颈内动脉端大约

19 mm 稍感阻力时继续向内刺入 2 mm 左右刺破

血管壁造成 SAH，迅速将尼龙线拔出，整个过程

不超过 30 s，拔出尼龙线，结扎残端并消毒缝合皮

肤切口。假手术组除了尼龙线不刺破血管壁以外，

其他同模型组一样。建模成功的标准是以模型组

有明确的凝血块而无实质性脑损害为标准。 

1.4  动物分组和给药方案  

SD 大鼠随机分为假手术组、模型组和 OA 治

疗组(OA 组)，每组 13 只。OA 用生理盐水稀释，

浓度为 20 mg·kg1，于造模后 1 h 腹腔注射，假手

术组给予等量生理盐水注射。 

1.5  神经功能缺损评分 

运用神经行为学评分检测大鼠神经功能损伤

情况，参照神经功能评分标准[7]于造模后 24 h 对

各组大鼠进行神经功能评分，评分为 0~18 分，正

常鼠为 3 分，神经功能完全丧失为 0 分，评价的

内容主要包括大鼠自发活动(在笼中观察 5 min)、

四肢的运动、前肢运动(由尾部保持伸展)、可以攀

爬的高度、触碰四肢的反应和触摸两侧胡须的反

应。由 2 位熟悉该评分标准且未参与本实验的人

员进行评分，评分结果取两者均值。 

1.6  血脑屏障通透性的检测   

每组 5 只，将大鼠于造模后 24 h 用 10%水合

氯醛麻醉，于尾静脉注射 5 mL·kg1 伊文思蓝，注

射完成后 1 h 处死，取脑，将整脑分为左、右、小

脑 3 部分，放入 10 mL·g1 甲酰胺中，放置于 65 ℃

温箱，24 h 后在波长 620 nm 处测定吸光值。 

1.7  NF-κB/ICAM-1 信号通路表达的检测 

用 Western blotting 检测各组大鼠大脑皮质中

NF-κBp65、ICAM-1、Akt、P-Akt 和 P-IκBα、IκBα

表达的改变。 

1.7.1  蛋白样品的制备  假手术组、模型组和 OA

组每组 8 只，将标本在完成 SAH 模型后 24 h 用过

量水合氯醛深度麻醉致死，取脑并分离脑皮质，

将皮质放入研磨器小心研磨，并加入适量 RIPA 细

胞裂解液(含 PMSF)处理，冰上 浆 2~3 min 至组

织 浆均 ，转移至 EP 管中，在 4 ℃冰箱中放置

30 min 以 使 组 织 充 分 裂 解 。 于 4 ℃ 以

12 000 r·min1 离心 10 min，快速取上清，用 BCA

蛋白定量试剂盒进行蛋白定量检测。剩余蛋白加

入 5×loading buffer 并混 ，100 ℃煮沸 5 min。

室温平衡后，保存于70 ℃超低温冰箱中。 

1.7.2  电泳、转移  蛋白样品通过 8% SDS-PAGE

凝胶，恒压 80 V 电泳、湿转转到 PVDF 膜、5%脱

脂奶粉封闭 1 h，TBST 洗涤 3 次，每次 5 min，一

抗 4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤 3 次，每次 5 min，

之后加入辣根过氧化物酶标记的二抗在摇床上室

温孵育 1 h，通过 X 射线胶片曝光检测蛋白质条带

密度，β-actin 作为内参计算蛋白表达水平。并使

用 Image J 软件进行灰度值分析。 

1.8  统计学分析 

采用 SPSS 19.0 软件，数据以 sx  表示，组

间比较采用单因素方差分析，2 组间采用 t 检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  OA 对 SAH 大鼠体质量的影响 

模型组大鼠体质量变化较假手术组具有显著

性差异(P<0.05)；OA 组大鼠体质量较模型组显著

升高(P<0.05)，说明 OA 对于改善 SAH 后的大鼠

食欲，从而增加其体质量有一定作用。结果见图 1。 

2.2  OA 治疗对大鼠神经功能评分的影响 

神经功能评分结果显示，模型组神经功能评

分显著低于假手术组(P<0.01)；而 OA 治疗则能显
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著提高神经功能评分，与模型组相比差异显著

(P<0.01)；OA 组和假手术组比较无统计学差异。

结果见图 2。 

 
图 1  OA 治疗对 SAH 大鼠体质量的影响 
与假手术组相比，1)P<0.05；与模型组相比，2)P<0.05。 

Fig. 1  Effect of oleanolic acid treatment on body weight of 
SAH rats 
Compared with the sham group, 1)P<0.05; compared with the model 
group, 2)P<0.05. 

 
图 2  OA 治疗对大鼠神经功能评分的影响 
与假手术组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 

Fig. 2  Effect of oleanolic acid on neurological function in 
rats 
Compared with the sham group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.01. 

2.3  OA 治疗对血脑屏障破坏的影响 

在左、右和小脑 3 部分中，模型组伊文思蓝

通过量和假手术组相比显著增加(P<0.01)，说明大

鼠 SAH 后血脑屏障遭到破坏。OA 组与模型组相

比，伊文思蓝通过量明显降低，差异具有统计学

意义(P<0.01)。结果见图 3。 

 
图 3  OA 治疗对血脑屏障破坏的影响 
与假手术组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 

Fig. 3  Effect of oleanolic acid treatment on blood-brain 
barrier disruption 
Compared with the sham group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.01. 

2.4  OA 治疗对 NF-κB/ICAM-1 信号通路蛋白表

达水平的影响 

与假手术组相比，模型组 NF-κB p65、

ICAM-1、p-Akt 和 p-IκBα 蛋白表达水平显著增强

(P<0.01)；OA 组中 NF-κB p65、ICAM-1、p-Akt

和 p-IκBα 蛋白表达水平显著低于模型组(P<0.01

或 P<0.05)；3 组之间 Akt 和 IκBα两个蛋白表达水

平无统计学差异。结果见图 4。 

3  讨论 

SAH 后的早期脑损伤是患者预后不良的主要

因素之一，是导致患者死亡和致残的重要原因[8]。

有研究表明，SAH 早期会导致大量的炎症因子和

趋化因子的产生，大多数炎症因子(如 IL-1β、IL-6、

TNF-α、ICAM-1 等)均受 NF-κB 的调控[9]，因此

NF-κB 信号通路是神经炎症调控的关键环节。有

文献报道[10]，在 NF-κB 信号通路中，IκBα可以与

P65 结合，防止其入核及与 DNA 结合，使 IκBα

与 NF-κB 二聚体的复合物在细胞质和细胞核之间

穿梭运动。当细胞收到各种胞内外刺激后，IκB 激

酶被激活，从而导致 IκB 蛋白磷酸化，然后 IκB

蛋白被降解，NF-κB 二聚体得到释放，并转移到

细胞核中。又根据 Madrid 等的研究可知[11]，Akt

是激活 NF-κB 的信号通路的关键介质。Li 等[12]研

究发现，通过抑制 NF-κB 信号通路可以明显减少

微血管内皮细胞凋亡，从而减轻炎症反应。SAH

后 NF-κB 信号通路被激活，所以笔者根据以上研

究基础，采用 Western blot 试验考察相关蛋白的表

达变化，结果表明，OA 能够降低 IκBα 和 Akt 蛋

白磷酸化，阻止 P65 进入细胞核，从而减轻一系

列的炎症反应达到减轻早期脑损伤的目的。所以，

OA 的抗炎效果会通过抑制该信号通路来减少炎

症因子的产生，进而改善 SAH。 

OA 具有消炎、增强免疫、抑制血小板降集、

降糖等多方面的临床药理作用及抗肿瘤等生物活

性，且毒性低、不良反应少[13]。研究发现，OA 能

够阻断 NF-κB 信号转导通路，下调炎性细胞因子

和诱生型炎症介质合成酶的表达，从而抑制炎症

介质的生成[14]。通过本研究结果可以发现，在 SAH

中，应用 OA 可以明显减少 Akt/NF-κB/ICAM-1 信

号通路蛋白的表达，提示 OA 在 SAH 后可以通过

抑制 Akt/NF-κB/ICAM-1 信号通路中炎症相关因

子的产生从而减轻早期脑损伤。 



 
 

·1228·      Chin J Mod Appl Pharm, 2017 September, Vol.34 No.9                      中国现代应用药学 2017 年 9 月第 34 卷第 9 期 

 
图 4  OA 治疗对 Akt/NF-κB/ICAM-1 信号通路蛋白水平表达的影响 
与假手术组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01，3)P<0.05。 

Fig. 4  Effect of oleanolic acid treatment on Akt/NF-κB/ ICAM-1 signaling pathway protein expression 
Compared with the sham group, 1)P<0.01; compared with the model group, 2)P<0.01, 3)P<0.05. 

综上所述，OA 具有减轻大鼠 SAH 后早期脑

损伤的作用，其重要机制可能与抑制 Akt/NF-κB/ 

ICAM-1 炎症信号通路相关。 
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