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益智仁提取物原儿茶酸对大鼠局灶性脑缺血
再灌注损伤的保护作用
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【摘要】 目的 应用 SD 大鼠局灶性脑缺血模型，研究原儿茶酸对脑缺血性再灌注损伤的保护作用。

方法 健康雄性成年SD大鼠36只，随机分为三组(n=12)：假手术组(S组)、脑缺血再灌注组(IR组)和原儿茶酸处理

组(PCA组)。采用大脑中动脉阻断法制备大鼠局灶性脑缺血再灌注模型。大鼠腹腔注射PCA，25 mg/kg、1次/d、连

续7 d。PCA组于预处理结束后24 h，制备局灶性脑缺血再灌注模型。再灌注24 h后，行神经功能评分，随后处死

大鼠，取脑组织，测定脑梗死体积百分比，采用PT-PCR法及Western blot测定缺血半暗带NF-κB-p65及Notch1的

表达。结果 与 IR组比较，PCA组脑梗死体积百分比降低，神经功能评分升高，脑组织缺血区半暗带NF-κB-p65

及Notch1表达下调(P＜0.05)。结论 PCA预处理可能通过抑制脑组织NF-κB-p65及Notch1的表达、减轻了大鼠

局灶性脑缺血再灌注的损伤。
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【Abstract】 Objective To study the protective effect of protocatechuic acid (PCA) on focal cerebral isch-

emic-reperfusin injury. Methods Thirty-six healthy male SD rats were randomly divided into three groups, each

with 12 rats: sham operation group (group S), ischemia-reperfusion injury group (group IR) and protocatechuic acid

group (group PCA). Focal cerebral ischemia-reperfusion injury was induced by right middle cerebral artery occlusion

(MCAO) followed by 24 h reperfusion. In group PCA, rats were administrated PCA intraperitoneally at 25 mg/kg

once a day for 7 consecutive days before MCAO. The neurologic function was evaluated at 24 h of reperfusion. Then

the rats were sacrificed, and the brains were removed for determination of infarct volume percentage, NF-κB-p65 and

Notch1 expressed in ischemic penumbra by PT-PCR and Western blot. Results Compared with group IR, the infarct

volume percentage, NF-κB-p65 and Notch1 expression were significantly lower in group PCA, while the neurologic

function score was significantly higher (P<0.05). Conclusion PCA can reduce focal cerebral ischemia-reperfusion

injury by inhibiting the expression of NF-κB-p65 and Notch in rats.
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·论 著·

缺血性脑卒中是发病率、致残率、死亡率均较高
的一种疾病，在致死性疾病中排第三位。目前，缺血
性脑卒中治疗的关键是及时使部分血管再通，减少缺
血半暗带神经元的损伤。局灶性脑缺血再灌注后，缺
血中心不可逆坏死区正常脑组织之间存在处于低灌
注状态的缺血半暗带，而半暗带组织的损伤具有可逆
性，及时干预半暗带脑组织的损伤，对脑功能恢复起
着至关重要的作用。因此寻找有效神经保护药物仍
然是当前缺血性脑卒中研究的热点。原儿茶酸(Pro-

tocatechuic acid，PCA)是天然存在于植物中的酚酸类

物质，并是益智仁、丹参等中药的有效活性成分，具有
一定的抗氧化作用 [1-2]。前期研究发现，PCA 对的缺
血、缺氧神经元具有一定的的保护作用。为了进一步
探讨PCA用于缺血性脑卒中治疗的可行性，本实验以
SD大鼠局灶性脑缺血损伤模型，进一步研究PCA对神
经元缺血缺氧损伤的保护作用及可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料 益智仁提取物原儿茶酸(实验室分离纯
化，经HPLC检测，纯度不低于 98%)、RT-PCR试剂盒
(Fermentas公司)；TRIzol Regent (Invitrogen公司)。
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1.2 动物与分组 雄性 SD 大鼠 36 只，质量
250 g 左右，由中南大学湘雅医学院动物中心提供。
随机分为假手术组(S 组)、缺血再灌注组(IR 组)、原
儿茶酸预处理组(PCA组)，每组 12只。

1.3 方法
1.3.1 干预方法 原儿茶酸预处理组大鼠腹腔

注射 25 mg/kg、1 次/d、连续 7 d。手术组和缺血再灌
注组大鼠腹腔注射等体积生理盐水。

1.3.2 造模 参照 Takaba 等 [3]方法的线栓法建
立大脑中动脉闭塞模型。大鼠麻醉后项部正中切口，
分离左侧颈总动脉及颈内、外动脉，选用头端烧成光
滑杵状3#尼龙线插入颈外动脉，以颈总动脉分叉处进
线(18.5±0.5) mm，至大脑中动脉起始部阻断大脑中动
脉血供，2 h后拔出尼龙线实现再灌注。手术过程用
加热垫保持肛温。假手术组不插尼龙线，其他操作相
同。动物清醒后，出现同侧Horner征、提尾时右侧前
肢屈曲内收为造模成功。

1.3.3 神经功能评价 再灌注24 h后，采用Longa

等5级神经功能评分法评价各组大鼠神经功能：0分=无
神经功能缺损表现；1分=对侧前爪不能充分伸展；2分=

行走时向外侧转圈；3分=行走时向对侧倾斜；4分=不能
行走，意识丧失。低于1分的大鼠剔除。

1.3.4 脑梗死体积测定 各组随即抽取4只SD

大鼠，腹腔注射2%戊巴比妥40 mg/kg麻醉，断头取脑，
置预冷PBS内10 min，取冠状切面。均匀切成2 cm厚
脑片，迅速放入 2%TTC溶液中，37℃、30 min染成鲜
红色，4%多聚甲醛固定，24 h后拍照，Photoshop图像处
理软件计算梗死面积，红色区为正常脑组织，白色区为
梗死区。梗死面积百分比=(非缺血侧脑组织体积-缺血
侧正常脑组织体积)÷非缺血侧脑组织体积×100%。

1.3.5 RT-PCR反应 各组随即抽取4只SD大鼠，
在术后24 h、麻醉后断头取脑，置于4℃冰箱约30 min后，
剥取左侧大脑半球基底节区和距离嗅球尖端6~11 mm

之间额顶部皮质置液氮中保存。细胞总RNA提取采用
Trizol一步法抽提。取1 µg总RNA，制备第一链cDNA，
实验方法见Fermentas试剂盒操作手册。Notch 1基因
上游引物 5'-CAGCGGCTGTACTCGGGCACAG-3'，
下游引物5'-CAGAAGTGGTCGGAGAACTC-3'，扩增
片 段 为 345 bp；NF-κ B-p65 基 因 上 游 引 物
5'-ACAACCCCTTCCAAGTTCCT-3'，下 游 引 物
5'-TGGTCCCGTGAAATACACCT-3'，扩 增 片 段 为
281 bp。反应条件：Notch 1：94℃变性 5 min，94℃
30 s，55℃ 45 s，72℃ 45 s，扩增 25个循环，最后 72℃
延伸 7 min。NF-κB-p65：94℃ 变性 5 min，94℃ 30 s，
58℃ 45 s，72℃ 45 s，扩增 35个循环，最后 72℃延伸
7 min。β-actin：94℃变性5 min，94℃ 30 s，55℃ 55 s，

72℃ 50 s，扩增40个循环，最后72℃延伸7 min。PCR

产物分别用 1.5%琼脂糖凝胶电泳，EB 染色后在紫
外透射仪上观察、拍照。用 VDS 显像系统 (Image

Master VDS；Parmacia Bio-tech)分析目的条带的吸光
度 V 值(V 值＝平均吸光度值×条带面积)，各样品目
的基因的表达强度Rv值：Notch 1 Rv＝V Notch 1/Vβ-actin，
NF-κB-p65 Rv =V NF-κB-p65/Vβ-actin。

1.3.6 Western blot 检测表达 各组随即抽取 4

只SD大鼠，在术后24 h、麻醉后，断头取脑，取左侧缺
血半暗带区，使用全蛋白提取试剂盒按照说明书提取
蛋白，以10%SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，半干电
转移法转移至NC膜，室温下用封闭液封闭 2 h后加
入一抗 (NF-κB-p65、Notch1)多克隆抗体，1:1000 稀
释，4℃孵育过夜，抗兔 IgG 二抗(1:1000 稀释)反应
2 h，化学发光法显色，X射线底片曝光。实验重复 3

次，β-actin作为内参照。
1.4 统计学方法 所有数据应用SPSS12.0软件

处理，参数值用均值±标准差(x-±s)表示，组间比较采用
t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PCA对 SD大鼠脑梗死体积及神经功能评
分的影响 S组未见脑梗死出现，IR组与PCA组梗死
百分比上升；IR组与PCA组相比，PCA组梗死百分比
明显下降，神经功能评分上升(P＜0.05)，见表1。

2.2 PCA 对 SD 大 鼠 NF-κ B-p65 及 Notch1

mRNA表达的影响 术后 24 h，各组均有NF-κB-p65

及 Notch1 mRNA 的表达，与 IR 组比较，PCA 下调了
NF-κB-p65 及 Notch1 mRNA 的表达，差异有统计学
意义，见表2。

2.3 PCA 对 SD 大鼠脑内 NF-κB-p65 及 Notch1

蛋白表达的影响 本实验采用 Western blot 检测了
NF-κB-p65和Notch1蛋白的表达。结果发现，在S组

表1 原儿茶酸对脑缺血再灌注损伤SD大鼠脑梗死面积比和神经功

能缺失症状评分的影响(x-±s)

组别

S组

IR组

PCA组

t值

脑梗死面积百分比(n=4)

0

56±13

40±7 a

7.85

神经功能评分(n=12)

0

2.5±0.51

1.6±0.32 a

4.89

注：与 IR组比较，aP<0.01。

表2 原儿茶酸对脑缺血再灌注损伤SD大鼠脑组织内NF-κB-p65
及Notch1mRNA水平的影响(吸光度V值，n＝4，x-±s)

基因

NF-κB-p65

Notch1MRNA

S组

3.332±0.34

5.459±0.53

IR组

3.812±0.441

7.732±0.44

PCA组

3.194±0.2a

6.292±0.32 a

t值
3.23

4.33

注：与 IR组比较，a P<0.05。
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中，NF-κB-p65 和 Notch1 蛋白的表达上调。PCA 组
NF-κB-p65和Notch1蛋白的表达受到抑制。实验结
果均重复3次，见图1。

3 讨 论

缺血性脑卒中约占脑血管疾病的80%，是人类严
重病残和死亡的原因之一。早期对针对缺血半暗带
神经损伤的干预显得尤为重要[4]。本研究结果发现，
PCA 对 SD 大鼠局灶性脑缺血损伤具有一定的保护
作用，可有效减少大鼠脑梗死体积、提高神经功能评
分，并且可能的作用机制与调节脑内 NF-κB-p65 及
Notch1蛋白表达有关。

近年来研究认为，Notch 信号途径及核因子-κB

(Nuclear factor-kappa B，NF-κB)等一些炎症因子参与
了脑缺血损伤后的发病机制[5]。Notch信号是介导细
胞和细胞之间直接接触的主要信号通路之一，NF-κB

家族是Notch信号通路的一个靶基因，Notch信号可
以通过蛋白-蛋白之间作用和基因转录水平调节
NF-κB的表达。NF-κB是一种普遍存在的核转录因
子，通过调节细胞因子和炎症介质表达参与许多疾病
的病理生理过程 [6]。NF-κB属于Rel家族成员，该家
族有 RelA(P65)、RelB、C-Rel、NF-κB1 (P50)、NF-κB2

(P50)等五个亚型。RelA (P65)的异源二聚体是NF-κ

B在中枢神经内的主要活化形式。有研究认为NF-κ

B是脑缺血再灌注损伤炎性反应的关键，干预NF-κB

的表达是治疗脑缺血再灌注损伤的靶点[7]。前期实验
使用缺血、缺氧诱导神经元损伤细胞模型证实，PCA会
启动内源性Notch信号途径，进而调节NF-κB的表达，
对损伤神经元有一定保护的作用。本次动物实验结果
与离体实验结果相符，同样证实PCA对SD大鼠局灶性

脑缺血损伤有保护作用，并且干预了 NF-κB-p65 及
Notch1基因的表达。

中药益智仁是姜科多年生草本植物益智的干燥
成熟果实，近年研究发现它具有显著的神经保护作
用，能显著抑制谷氨酸兴奋毒性诱发的神经细胞凋
亡，显著改善东莨菪碱及脑缺血所致记忆障碍大鼠的
学习记忆能力[8]。PCA是益智仁的重要活性成分，是
一种有效的酚酸类抗氧化剂，已有研究证实 PCA具
有抗氧化、介导肿瘤细胞凋亡及神经保护等重要药理
作用[9]。本实验证实了PCA对SD大鼠局灶性脑缺血
损伤的保护作用，并发现可能与调节Notch信号途径
有关。PCA的神经保护作用可能还存在许多未知的
信号途径和调控基因在发挥作用，因而有必要对
PCA 的保护作用机制进一步深入研究，为治疗缺血
性脑卒中的提供可靠的理论据。
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图1 PCA对SD大鼠脑内NF-κB-p65和Notch1蛋白表达的影响
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