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芹菜素对大鼠急性脑缺血损伤的干预作用及机制研究

刘 婵，涂丰霞，陈翔，林晓燕，张泷，梁艳苓

(温州医学院附属第二医院暨育英儿童医院康复中心和脑科中心，浙江温州325000)

【摘要】 目的探讨芹菜素在大鼠急性局灶性脑缺血／再灌注(I／R)损伤中的抗炎作用及意义。方法将

SD大鼠随机分为假手术组、模型组和芹菜索组，后两组按再灌注时间分为0．5 h组和4 h组，每组8只。采用改

良大脑中动脉线栓法建立急性局灶性大鼠脑I／R模型；分别用干湿法和甲酰胺浸泡法定量测定各组大鼠脑组

织含水量及伊文思蓝(EB)含量，用酶联免疫吸附法(ELISA)和比色法测定脑组织肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白

细胞介素一Ip(IL一1p)含量以及诱生型一氧化氮合酶(iNOS)活性。结果与假手术组比较，模型组大鼠脑组织含

水量、EB含量及TNF—a、IL一1p含量、iNoS活性均显著升高，并与时间呈正相关(P<o．05或P<o．01)。芹菜素

组各时间点脑组织含水量、EB含量及TNF—a、IL—lp含量、iNoS活性均较模型组显著下降(P<0．05或P<

0．01)。结论芹菜素对急性局灶性脑I／R损伤的保护作用可能与抑制TNF—a启动的炎症反应有关。

【关键词】芹菜素，缺血／再灌注损伤，脑I肿瘤坏死因子一a，白细胞介素一113；诱生型一氧化氮合酶
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[Abstract] Objective To investigate the anti—inflammatory effects of apigenin on rats with acute

transient focal cerebral ischemia／reperfusion(I／R)injury．Methods Sprague—Dawley(SD)rats were

randomly divided into three groups；sham-operated，model and apigenin—treated groups I each of the latter tWO

groups was subdivided into 0．5 hour-reperfusion and 4 hour—reperfusion groups(each，咒=8)．The model of

acute transient focal cerebral I／R was established by a modified method of creating cerebral artery thrombosis，

inserting a nylon thread into the middle cerebral artery to let it stay there for 2 hours and then withdraw it

from the artery．In these groups，brain water content and Evans blue(EB)content were measured

quantitatively with wet and dry weight method and formamide immersion method respectively．The contents of

tumor necrosis factor—a(TNF—a)，interleukin一113(IL一113)and activity of inducible nitric oxide synthase

(iNOS)of the brain in these rats were essayed by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)and

chromometry respectively．Results The brain contents of water，EB，TNF—a，Ⅱ，一1p and the activity of iNOS

in the model group were significantly higher than those in the sham—operated group}in the brain of model

group，there were close positive correlations between the contents of TNF—a，IL一1p，the activity of iNOS and

the contents of brain water or EB respectively(P<O．05 or P<O．01)．The brain contents of water，EB，

TNF—a·11--113 and the activity of iNOS in apigenin-treated group were obviously lower than those in the model

group at each time point(P<0．05 or P<0．01)．Conclusion Apigenin may play an important

neuroprotective role in rats with acute transient focal cerebral I／R injury；the mechanism is probably related to

the inhibition of TNF—a initiating inflammatory reaction．

[Key words]apigenin，cerebral ischemia／reperfusion injury，tumor necrosis factor-a；interleukin一1口}

inducible nitric oxide synthase

急性脑缺血是威胁人类健康的常见疾病，可导

致瘫痪、失语、记忆丧失等严重后果，直接原因是供
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应特定脑组织区域的血流被阻断或减少。溶栓治疗

能使阻塞的血管再通，但血管再通却可导致脑缺血／

再灌注(I／R)损伤的发生，又可加重神经细胞的损

伤甚至死亡[1]。芹菜素是一种天然的黄酮类化合物，

广泛存在于多种水果、蔬菜、豆类和茶叶中，因其具

有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等作用而备受关注。研究发
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现，急性脑I／R损伤时存在广泛的细胞因子介入，其

促发的免疫炎症反应对缺血脑组织有损伤作用[2]。

本研究中通过观察芹菜素对急性局灶性脑I／R模

型大鼠炎症介质的影响，进一步探讨芹菜素对急性

脑I／R损伤的神经保护作用机制。

1材料与方法

1．1动物分组：清洁I级健康雄性SD大鼠40只，

体重(250士20)g，由上海斯莱克实验动物有限责任

公司提供，许可证号SCXK[(沪)2003—0003]。按随

机数字表法将大鼠分为假手术组、模型组和芹菜素

组，后两组再分为再灌注0．5 h和4 h两个亚组，每

组8只。芹菜素组于制模前24 h和再灌注即刻分别

腹腔注射芹菜素25 mg／kg；假手术组、模型组给予

等量生理盐水。处死大鼠前0．5 h经阴茎背静脉注

射质量分数为3％的伊文思蓝(EB)2 ml／kg。

1．2动物模型制备及标本采集：参照Longa等[31

报道的线栓法进行改良，制备大鼠急性大脑中动脉

栓塞(MCAO)模型，分别于栓塞后0．5 h和4 h时

将栓线拉出进行再灌注。假手术组只将栓线插到颈

内、外动脉的分叉处、不栓塞。各组动物观察至规定

时间点后用颈椎脱臼法处死，断头开颅，经纵裂切分

为左右半球，将左侧大脑半球(I／R侧或假手术侧)

以视交叉和脚问窝两个冠状面为切面分为前、中、后

三部分，前部检测脑EB含量，后部检测脑含水量，

中间部分制备成匀浆后取上清液，检测肿瘤坏死因

子一a(TNF—a)、白细胞介素一llB(IL一1p)含量及诱生

型一氧化氮合酶(iNOS)活性。

1．3检测指标及方法

1．3．1脑含水量检测：采用干湿重法的Elliott公

式计算脑含水量[4]。

1．3．2脑EB含量检测：采用甲酰胺浸泡法定量测

定。取I／R侧或假手术侧大脑半球前部脑组织，称

重后加入甲酰胺3 ml，经37℃水浴孵育48 h后，吸

出上清液测其吸光度(A)值，蒸馏水作为空白对照，

按标准曲线计算EB含量(pg／g)。

1．3．3脑组织TNF—a、IL一1p含量检测：采用酶联

免疫吸附法(ELISA)检测，按TNF—a、IL一1p ELISA

检测试剂盒说明书进行操作，试剂盒购自武汉博士

德生物工程有限公司。

1．3．4脑组织iNoS活性检测：采用比色法检测，

按iNOS活性试剂盒说明书进行操作，试剂盒购自

南京建成生物工程研究所。

1．4统计学分析：采用SPss 11．5软件。检测结果

以均数士标准差(z士s)表示，所有数据进行正态性

检验，组间比较采用单因素方差分析，两变量的相关

采用直线相关分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1脑含水量变化(表1)：模型组与芹菜素组脑含

水量均明显高于假手术组(P均<O．01)，且模型4 h

组较0．5 h组增高更显著(P<o．05)；芹菜素0．5 h

和4 h组均较模型组同期明显降低，差异有统计学

意义(P均<0．01)。

裹1 各组大鼠脑组织含水■和EB含量变化(i士，)

注t与假手术组比较，‘P<0．01I与模型组同期比较，。P<0．01，

与本组0．5 h比较，oP<0．05，。P<0．01

2．2脑EB含量变化(表1)：模型4 h组与芹菜素

4 h组脑EB含量均明显高于假手术组，而芹菜素

4 h组明显低于模型4 h组，差异均有统计学意义

(P均<O．01)；且模型4 h和芹菜素4 h组EB含量

均较相应0．5 h组明显增高，差异均有统计学意义

(P均<O．01)。

2．3脑组织TNF—a含量变化(表2)：模型0．5 h、

4 h组和芹菜素4 h组脑组织TNF—a含量明显高于

假手术组，且以模型4 h组增高更为显著(P<O．05

或P<o．01)；芹菜素0．5 h和4 h组均较模型组同

期明显降低，差异有统计学意义(P均<o．01)。

裹2各组大■脑组织TNF—a、IlL一1p含量

及iNOS活性变化(；士s)

注t与假手术组比较，1P<0．05，6P<0．01’与模型组同期比

较，cP<0．01，与本组0．5 h比较，4P<0．05，eP<O．01

2．4脑组织IL一1p含量变化(表2)：模型4 h及芹

菜素4 h组脑组织IL一1p含量均明显高于假手术

组，且芹菜素组明显低于模型组，差异有统计学意义

(P均<0．01)；且模型4 h组较0．5 h组增高显著

(P<O．01)。

2．5脑组织iNOS活性变化(表2)：模型4 h组及
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芹菜素4 h组脑组织iNos活性均明显高于假手术

组，且芹菜素组明显低于模型组，差异有统计学意义

(P均<0．01)；模型4 h组与芹菜素4 h组均较相

应0．5 h组明显增高(P均d0．01)。

2．6脑组织含水量、EB与TNF—a、IL-16、iNOS的

相关性分析：模型组脑含水量与EB呈正相关(0．5 h

r=0．872，4 h r一0．843，P均<0．01)，与TNF—a

呈正相关(0．5 h r=0．796，PdO．05；4 h r一0．928，

P<0．01)，与IL一1口呈正相关(4 h r=0．908，P<

0．01)，与iNOS呈正相关(0．5 h r一0．875，

4 h r一0．930，P均<0．01)。EB与TNF—a呈正相

关(4 h，．一0．715，PdO．05)，与IL一1p呈正相关(4 h

r=0．744，P<0．05)，与iNOS呈正相关(0．5 h

，．一0．895，PdO．01；4 h r=O．812，Pd0．05)。

3讨论

研究证明，脑水肿为脑I／R损伤的重要机制之

一，脑含水量的测定是反映脑组织I／R损伤的一个

经典指标[5]。本实验研究显示，模型组脑含水量较假

手术组明显升高，且随着再灌注时间延长，脑含水量

逐渐增高，说明在局灶性脑缺血的病变基础上出现

了脑水肿，并随再灌注时间延长不断加剧。再灌注

4 h时脑EB含量明显升高，考虑是在局灶性脑缺血

病变基础上出现血脑屏障破坏，毛细血管通透性增

高所致。脑I／R损伤后，损伤区内皮细胞、神经元、

星形胶质细胞和小胶质细胞及血管周围炎性细胞被

激活，释放TNF—a、IL一16而触发炎症反应，随后释

放趋化因子IL一6和IL一8，这些细胞因子与其他炎性

代谢产物共同促使白细胞释放大量蛋白水解酶、氧

自由基和其他效应分子，这是造成脑损伤的重要病

理机制之一，所以TNF—a、IL一16作为炎症反应的起

始因子，在脑I／R损伤中具有重要作用D弗]，检测其

含量对衡量脑I／R损伤有重要意义。

一氧化氮(No)既是信使分子，又是神经毒素；

一氧化氮合酶(NOS)是NO合成的关键因素。在脑

缺血早期阶段，来源于内皮细胞的NO扩血管作用

大于来源于神经元的NO神经毒性作用，缺血后几

小时，NO的扩血管效果不再有对抗缺血性脑损伤

的保护作用，主要成为神经毒性物质睁副。iNOS只

有在缺血、缺氧和某些细胞因子如TNF等激活下

方可诱导产生，实验表明，iNOS被诱导而持续产生

的NO加剧了脑缺血晚期脑损伤Ⅲ。

本研究结果显示，脑I／R 0．5 h后，大鼠脑组

织TNF—a含量显著升高，并具有时间依赖性，表明

TNF—q参与了脑I／R损伤的发生发展，这与国内外

已有的文献报道[10-n]类似。而IL一1p与iNOS活性

的改变发生在再灌注4 h后，时间上迟于TNF—a的

改变，推测TNF—a可能是细胞因子的重要启动因

子，可诱导IL一1p的表达，与许多实验提出的“瀑布

效应”一致；同时可激活iNOS，促使iNOS诱导产生

的NO参与脑I／R损伤过程。直线相关分析显示，

TNF—a、IL一1B含量和iNOS活性与脑含水量及EB

含量均有高度相关性，提示TNF—a、IL一1p和iNOS

参与了脑I／R损伤过程。

已证实芹菜素是中枢神经系统的一种保护剂，

具有镇静、保护神经元、抗氧化和抗脂质过氧化等作

用[1p”]。本研究表明，芹菜素可降低脑I／R损伤后

毛细血管通透性，减轻脑水肿；同时，可显著降低脑

组织中TNF—a、IL一1p含量和iNOS活性，从而减少

NO的生成量，减轻脑缺血引起的NO毒性作用，对

缺血性脑损伤起到一定的神经保护作用。
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中毒可导致肝功能迅速衰竭，出现

严重代谢紊乱和肝内毒素蓄积，病情呈

进行性加重，且容易出现肝昏迷、出血、

感染等严重并发症，常规内科治疗效果

差，病死率高。采用HA330一I型树脂血

液灌流器治疗13例中毒后肝衰竭患者

疗效显著，报告如下。

1资料与方法

1．1病例及血液灌流方法：2008年11

月一2009年2月本院收治的中毒患者

26例，男15例，女11例；年龄18～60

岁；毒物种类有氟乙酰胺、有机磷、对乙

酰氨基酚、百草枯等。就诊时间30 lnin～

6 h，患者均出现了急性肝衰竭，13例接

受血液灌流治疗(灌流组)，13例未接受

血液灌流治疗(对照组)。深静脉穿刺术

建立血管通路，全身肝素化，每次灌流

2 h，1～2 d治疗1次，3次为1个疗程。

1。2检测指标及方法：①于灌流前后测

定丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨

酶(AST)，②首次灌流后测定肝、肾功能

指标；⑧住院时间及预后。

1．3统计学分析：计量资料以均数士标

准差Q士5)表示，采用SPSS 10．0软件

进行t检验和x2检验，P<0．05为差异

有统计学意义．

2结果

2．1血液灌流前后肝功能变化(表1)：灌

流后患者ALT、AST显著下降(P均<

0．01)，说明血液灌流对中毒患者的肝功

能有明显改善作用。

裹1 13例患者灌流前后ALT

和AST水平变化比较。士$)

时间ALT(U／L) AST(U／L)

灌流前382．00士185．41 480．27士188．78

灌流后105．67士88．95"103．01士75．64"

注：与灌流前比较，·P<0．01

2．2两组患者出院时肝、肾功能指标比

较(表2)：灌流组ALT、AST、肌酸激酶

(CK)、肌酸激酶同工酶(CK—MB)、总蛋

白(TP)均较对照组明显下降，白蛋白

(Alb)明显升高(P<0．05或P<o．01)，

而尿素氮(BUN)、肌酐(Cr)与对照组比

较差异无统计学意义。

2．3预后(表3)：灌流组患者住院时间

较对照组明显缩短，治愈率较对照组明

显升高(P均<o．01)。

裹3两组患者转归情况

组别例数麓竺
治愈率

[％(例))

灌流组13 8．07士4．20‘ 92．3(12)‘

对照组13 17．43士9．05 30．8(4)

注；与对照组比较，6P<O．01

3讨论

治疗中毒以促使毒物排出体外，纠

·经验交流·

正毒物带来的或因治疗引起的内环境紊

乱为目的。中毒后毒物在肝脏内大量蓄

积，造成肝细胞严重破坏、免疫病理损伤

及肝脏屏障功能受损，内毒索刺激肝内

外单核／巨噬细胞释放大量细胞因子而

造成肝细胞继发性损害叠加，自身清除

毒物的能力也受到限制，此时采用血液

净化治疗，通过体外循环方法清除毒物

成为一种选择[1]。

本组结果显示，接受血液灌流的患

者CK、CK—MB及肝功能指标均较对照

组明显下降，其转归也好于对照组。谢后

雨等[23观察到，血液灌流能暂时替代肝

脏的解毒功能，解除临床症状，同时为受

损的肝细胞创造再生和功能恢复的内环

境，对改善中毒患者的肝功能有明显的

效果，可明显提高急性有机磷农药中毒

患者治愈率，降低病死率。李明琼[3]认

为，对急性药物、毒物中毒患者进行血液

灌流治疗应及时、且不应轻易停止，以免

丧失抢救时机。
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