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姜黄素后处理通过 SIRT1/FOXO1信号通路拮抗小鼠脑缺血再灌注损伤 *
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摘要 目的：探究姜黄素后处理是否通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路抵抗小鼠脑缺血再灌注损伤。方法：小鼠脑缺血 30 min，再

灌注 24 h建立脑缺血再灌注模型。手术前脑室内注射 SIRT1特异性抑制剂 EX527。再灌注后腹腔注射姜黄素。小鼠随机分为以

下 6组：假手术组；单纯姜黄素后处理组；缺血再灌注组；缺血再灌注 +姜黄素后处理组；EX527预处理 +缺血再灌注 +姜黄素后

处理组；EX527预处理 +脑缺血再灌注组。再灌注 24 h检测脑梗体积、Complex I活性、ROS含量以及 SIRT1、Ac-FOXO1、Bax、

Bcl-2、Caspase-3蛋白表达情况。结果：与手术组相比，姜黄素后处理组梗死区脑组织 SIRT1的表达量及活性明显增加，脑梗体积

降低，ROS含量降低而 Complex I活性增高，Bcl-2的表达增高而 Bax和 Caspase-3的表达量降低（均 P<0.05）。阻断 SIRT1信号通

路后上述姜黄素脑保护作用均减弱（P<0.05）。结论：我们的研究首次证实姜黄素后处理通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路，进而

降低氧化应激与凋亡，最终减轻脑缺血再灌注损伤。
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Curcumin Posttreatment Ameliorates Cerebral Ischemia Reperfusion Injury
of Mice through Activating SIRT1/FOXO1 Signaling Pathway*

To elucidate the definite role of silent information regulator 1 (SIRT1)/Forkhead box protein O1 (FOXO1)

signaling pathway in the protective effect of curcumin posttreatment against cerebral ischemia reperfusion (IR) injury (IRI) in adult mice.

In this study, adult mice were subjected to 30 min of ischemia and 24 h of reperfusion to mimic the cerebral IRI. Prior to this

procedure, the mice were given intracerebroventricularly with or without a SIRT1 selective inhibitor, EX527. Curcumin was intraperi-

toneally administrated following reperfusion with a single dose of 100 mg/kg. The mice were randomly divided into six groups: Sham

group, Cur group, IR group, IR+Cur group, IR+Cur+EX527 group and IR+EX527 group. Twenty-four hours after the reperfusion, the in-

farct volume, Complex I activity, reactive oxygen species (ROS) production and the expression levels of SIRT1, Ac-FOXO1, Bax, Bcl-2

and Caspase-3 in each group were measured. Compared with the IR group, curcumin posttreatment significantly increased the

expression level of SIRT1, as well as its deacetylase activity. Curcumin conferred a cerebral-protective effect, as shown by reduced in-

farct volume compared with the IR group. In addition, curcumin posttreatment caused a significant upregulation of Complex I activity

and downregulation of ROS production. Moreover, curcumin posttreatment increased the expression level of an anti-apoptotic factor,

Bcl2, and decreased the expression level of the pro-apoptotic factor Bax and Caspase-3. However, these cerebral-protective effects of

curcumin were largely abolished by EX527 treatment. Our results demonstrate that curcumin pretreatment attenuates cere-

bral IRI by reducing IR-induced oxidative stress and apoptosis through the activation of SIRT1/FOXO1 signaling pathway.

Curcumin; Cerebral ischemia reperfusion injury; Apoptosis; Oxidative stress; SIRT1; FOXO1

*基金项目：国家自然科学基金项目（81671136；81570231）

作者简介：魏毅君（1979-），硕士，主治医师，主要研究方向：脑缺血再灌注损伤基础和临床研究，E-mail：weiyijunfmmu@126.com

△ 通讯作者：赵振伟，教授，主任医师，主要研究方向：脑血管疾病基础和临床研究，E-mail：zhaozhenweifmmu@126.com

（收稿日期：2016-12-10 接受日期：2016-12-30）

前言

缺血性脑卒中是常见的脑血管病之一，其致死率和致残率

较高[1]。脑缺血发生后，及时恢复缺血区域血流是减少脑组织损

伤最有效的方案之一，但缺血脑组织恢复血流后，活性氧随之

大量产生，继而加重神经细胞凋亡和坏死，这种现象称为脑缺
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血再灌注损伤（ischemia reperfusion injury, IRI）[2]。姜黄素（Cur-

cumin, Cur），是中药姜黄中的有效成分之一。姜黄素抵抗脑缺

血再灌注损伤已有报道，但是多数研究注重探讨姜黄素预处理

对脑 IRI的保护作用[3,4]，而姜黄素后处理的作用及其机制研究

甚少。沉默信息调节因子 1（Silent information regulator 1,

SIRT1）是一种组蛋白脱乙酰酶，其活性取决于烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸（NAD+）[5]。大量研究证实 SIRT1具有明确的脑保护作

用[6-9]。然而，姜黄素后处理是否通过激活 SIRT1来抵抗大脑 IRI

尚无报道。本研究旨在评价姜黄素后处理对脑 IRI的保护作用

以及对 IR后氧化应激和凋亡的影响，并探究 SIRT1信号转导

是否介导姜黄素的脑保护作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 主要试剂 姜黄素、EX527、2,3,5- 三苯基氯化四氮唑

（TTC）、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂（Sigma公司）；茁-actin抗
体、抗 Bax、Bcl-2、Caspase-3 抗体（Cell signaling 公司）；抗

Ac-FOXO1 抗体（Santa Cruz 公司）；抗 SIRT1 抗体（Abcam 公

司）；BCA蛋白定量试剂盒（Pierce公司）；活性氧（Reactive oxy-

gen species, ROS）含量检测试剂盒（Invitrogen公司）。

1.1.2 实验动物 C57BL/6小鼠，雄性，体重 20-25 g，8~10周

龄，由第四军医大学实验动物中心提供。C57BL/6小鼠饲养于

清洁级环境，自由进食进水。

1.2 实验方法

1.2.1 动物模型的建立 如前所述[10,11]，我们采用线栓法闭塞

小鼠大脑中动脉以诱导局灶性脑缺血。操作步骤如下：用氧气

和异氟烷（2.5％诱导，1.5％维持）混合气麻醉小鼠；将小鼠固定

于加热垫上，使其直肠温度维持在 37.0℃附近；沿小鼠颈前正

中线剪开皮肤，分离右侧颈部肌肉与脂肪组织，找到颈内动脉

和颈外动脉（切勿损伤迷走神经）；结扎右侧颈总动脉近心端及

颈外动脉；用小动物血管夹阻闭颈内动脉，于颈总动脉近分叉

处剪一小口，插入涂覆有圆形尖端的 6-0尼龙缝合线；松开小

动物血管夹，继续送入线栓，在颈动脉分叉远端 10 mm处进行

大脑中动脉闭塞；诱导缺血 30 min，撤去线栓开始再灌注；停止

麻醉，将动物放回笼中，自由进食进水。假手术动物行颈正中切

口，分离右颈总动脉，直接缝合，放回笼中，自由进食进水。

1.2.2 实验分组及给药方式 将 96只 C57BL/6小鼠随机分为

6组，每组 16只，即假手术组（Sham组）、单纯姜黄素后处理组

（Cur组）、缺血再灌注组（IR组）、缺血再灌注 +姜黄素后处理

组（IR+Cur组）、EX527预处理 +缺血再灌注 +姜黄素后处理

组 （IR+Cur+EX527 组）、EX527 预处理 + 缺血再灌注组

（IR+EX527 组）。再灌注后腹腔注射姜黄素（100 mg/kg）。

EX527每次给药剂量为 10 滋g，脑室内注射，术前每两天给一
次，总共 3次。

1.2.3 脑梗体积测定 如前所述[11,12]，再灌注 24小时后，一次

性腹腔注射大剂量戊巴比妥钠后快速处死小鼠；迅速取全脑；

冻于 -80℃冰箱 10 min；将脑组织切成 2 mm厚的冠状切片；在

37℃下在暗室内用 2％TTC染色 30 min，室温固定（10％甲醛）

24 h；用数码相机对切片进行拍照，并用 Image J图像分析软件

分析每张切片脑梗面积；每张切片脑梗面积乘以厚度，计算出

每片脑片的梗死体积；所有切片梗死体积相加得到每只小鼠脑

梗体积（infarct volume）。

1.2.4 脑组织氧化应激水平检测 再灌注 24 h后，取梗死区

脑组织，并按照 1:9的比例用生理盐水制备成脑组织匀浆。按

照文献所述方法检测氧化呼吸链复合物 I（Complex I）活性和

ROS含量[13,14]。

1.2.5 脑组织 Bax、Bcl-2、Caspase-3、SIRT1、Ac-FOXO1 蛋白表

达测定 再灌注 24小时后迅速取脑，切除梗死区脑组织，提

取蛋白样品，提取方法如前所述[15]。用 BCA蛋白定量试剂盒检

测各组样品蛋白浓度。在电泳加样孔内加入等量蛋白质（40

滋g），10％Bis/Tris凝胶分离蛋白，并用湿转法将蛋白转移到

PVDF 膜上。用 TBST （150 mM NaCl，50 mM Tris，0.1％

Tween-20，pH 7.5）稀释的 5％脱脂牛奶封闭 PVDF膜 2 h，孵育

抗 SIRT1（1:500稀释）、Ac-FOXO1（1:1000稀释）、Bcl2（1:1000

稀释）、Bax（1:1000稀释）、Caspase-3（1:1000稀释）和茁-actin（1:
1000稀释）抗体，4℃过夜；用 TBST洗涤 3次；室温孵育对应的

二抗（1:5000稀释）1.5 h；用 TBST洗涤 3次。使用 BioRad成像

系统检测蛋白质条带并使用 Image Lab软件定量。

1.3 统计分析

用 SPSS13.0统计学软件进行统计分析，实验数据均以均

数± 标准差（x± SD）表示；差异显著性检验采用单因素方差分

析，比较两组间差异用 LSD-t检验。P<0.05表示有统计学意义。

2 结果

2.1 姜黄素后处理能上调脑缺血再灌注后 SIRT1分子的表达，

并增加其活性

与 Sham组小鼠相比，IR组小鼠梗死区脑组织的 SIRT1表

达水平明显降低而 Ac-FOXO1表达水平明显增加（P<0.05）。与

IR组相比，姜黄素后处理可以上调梗死区脑组织 SIRT1的表

达并降低 Ac-FOXO1水平（P<0.05，见图 1F，G）。与 IR+Cur组

相比，EX527 后处理组 SIRT1 的表达量下调（P<0.05），而

Ac-FOXO1的表达量明显上调（P<0.05），提示 EX527可以明显

抑制 SIRT1的表达及脱乙酰化酶活性（见图 2F，G）。

2.2 姜黄素后处理通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路减少脑梗

体积

小鼠脑缺血再灌注 24 h后 TTC染色检测脑梗体积，红染

区域表示正常区域，未染色区域表示梗死区。如图 1A，B所示，

Sham组和 Cur组小鼠未发生脑梗。IR组小鼠发生明显脑组织

梗死。与 IR组小鼠相比，姜黄素后处理可以明显减少小鼠脑梗

体积（P<0.05）。而阻断 SIRT1信号通路后小鼠的脑梗体积与

IR+Cur组相比明显增加（P<0.05，见图 2A，B）。以上结果提示，

姜黄素可通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路减少缺血再灌注后

脑梗体积。

2.3 姜黄素后处理通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路减少脑缺

血再灌注后氧化应激水平

再灌注 24 h 后检测脑组织中 Complex I 活性及 ROS 产

量。我们发现，与 Sham组小鼠相比，IR组小鼠脑组织中 Com-

plex I的活性明显下降，而 ROS产量明显增高（P<0.05）。与 IR

组相比，姜黄素后处理可以明显提高脑组织内 Complex I的活

性并降低 ROS产量（P<0.05，见图 1C，D）。阻断 SIRT1信号通
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图 1 姜黄素后处理对缺血再灌注后脑组织梗死面积、氧化应激及凋亡的影响

Fig. 1 The effects of curcumin posttreatment on infarct volume, oxidative stress and apoptosis following cerebral ischemia reperfusion

Note: Data were expressed as x± SD, n=8, aaP<0.01, compared with the Sham group, bbP<0.01, compared with the IR group.

路后小鼠脑组织中 Complex I 活性与 IR+Cur 组相比明显降

低，而 ROS产量增高（P<0.05，见图 2C，D）。以上结果提示，姜

黄素可通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路改善脑组织缺血再灌

注后的氧化应激水平。

图 2 SIRT1信号通路对姜黄素后处理脑保护作用的影响

Fig. 2 The influence of SIRT1 signaling pathway on cerebral-protective effects of curcumin following cerebral ischemia reperfusion

Note: Data were expressed as x± SD, n=8, bbP<0.01, compared with the IR group, ccP<0.01, compared with the IR+Cur group.

2.4 姜黄素后处理通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路减少脑缺

血再灌注后凋亡水平

再灌注 24 h后检测脑组织中 Bax、Bcl-2以及 Caspase-3的

表达。我们发现，与 Sham组小鼠相比，IR 组小鼠脑组织中

Bcl-2的表达量明显下降，而 Bax和 Caspase-3的表达量明显上

升（P<0.05）。提示缺血再灌注后脑组织凋亡增加。而与 IR组小

鼠相比，姜黄素后处理则上调 Bcl-2的表达，并下调 Bax和

Caspase-3的表达（P<0.05，见图 1H-J）。阻断 SIRT1信号通路后

小鼠 Bax和 Caspase-3的表达水平的与 IR+Cur组相比明显增

加，而 Bcl-2的表达量明显下降（P<0.05，见图 2H-J）。以上结果

提示，姜黄素可通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路减轻缺血再

灌注后脑组织凋亡水平。
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3 讨论

缺血性脑卒中是常见的脑血管病之一，其致死率和致残率

较高[1]。脑缺血发生后，及时恢复缺血区域血流是减少脑组织损

伤最有效的方案之一，但缺血脑组织恢复血流后，活性氧随着

大量产生，继而加重神经细胞凋亡和坏死，这种现象称为脑缺

血再灌注损伤[2]。临床上多使用溶栓剂来治疗缺血性卒中，但由

于其治疗时间窗很窄，溶栓剂的应用受到明显限制[16]。因此，寻

找新的有效治疗药物具有重要的临床意义。

姜黄素是中药姜黄中的有效成分之一。研究发现，姜黄素

有多种生物学活性，如抗炎、抗氧化、抗凋亡和抗癌等[17,18]。最近

的报道还表明，姜黄素能够减轻心、肾、视网膜、肝脏和肠等器

官的缺血再灌注损伤[17-20]。此外，姜黄素也能有效减轻脑缺血再

灌注损伤[21]。但多数研究着重探讨了姜黄素预处理的保护作用

及其具体分子机制[3,4]。在临床实践中，我们很难预测缺血性脑

卒中的发生，故而无法提前用药来预防缺血再灌注损伤。基于

此，我们课题组对于姜黄素后处理对脑缺血再灌注的保护作用

加以探讨，并进一步明确其分子机制。

SIRT1是一种组蛋白脱乙酰化酶，其活性主要取决于烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）[5]。大量研究证实 SIRT1具有明确

的脑保护作用。能量限制，缺血预处理和一些药物均可通过激

活 SIRT1减轻脑 IRI[6-9]。此外，SIRT1通过去乙酰化 p53和 NF-

资B，进而抑制诱导缺血再灌注中 p53和 NF-资B诱导的炎症和
凋亡[22]。然而，姜黄素后处理是否通过激活 SIRT1来抵抗大脑

IRI尚无报道。

我们的研究发现，SIRT1在缺血脑组织中的表达量与正常

组织相比明显下降。此外，SIRT1的去乙酰化酶活性也明显受

到抑制，表现为 SIRT1的下游分子 FOXO1的乙酰化水平明显

增高。SIRT1分子的下调伴随着脑组织 Complex I活性的下降

以及 ROS产量的增加。此外，缺血再灌注后小鼠脑组织中促凋

亡分子 Bax和 Caspase-3的表达量明显上升，而抗凋亡分子

Bcl-2的表达量明显降低。姜黄素后处理能够上调脑组织中

SIRT1的表达，并改善缺血再灌注后氧化应激和凋亡水平。而

干扰 SIRT1的表达则明显抑制了姜黄素的保护作用。

综上所述，我们的研究证实姜黄素后处理能够明显改善脑

缺血再灌注损伤，而 SIRT1/FOXO1信号通路在其脑保护作用

之中扮演着关键角色。我们的研究为临床上应用姜黄素治疗缺

血性脑卒中患者提供了新的理论依据。
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