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和厚朴酚通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路抵抗小鼠脓毒症脑损伤 *
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摘要 目的：探究和厚朴酚是否通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路抵抗小鼠脓毒症脑损伤。方法：通过 C57BL/6小鼠盲肠结扎穿

孔法建立脓毒症脑损伤模型。小鼠随机分为以下 6组：假手术（Sham）组；和厚朴酚处理（HKL）组；盲肠结扎穿孔（CLP）组；盲肠结

扎穿孔 + 和厚朴酚处理（CLP+HKL）组；EX527（SIRT1 特异性抑制剂）预处理 + 盲肠结扎穿孔 + 和厚朴酚处理

（CLP+HKL+EX527）组；EX527预处理 +盲肠结扎穿孔（CLP+EX527）组。盲肠结扎穿孔 48 h后检测脑组织内水含量、凋亡率及凋

亡相关蛋白 Bax、Bcl-2和 cleaved Caspase-3的表达情况、炎症相关分子 IL-1茁与 TNF-琢、SIRT1信号通路相关蛋白表达情况。结
果：与 CLP组相比，CLP+HKL组脑组织内 SIRT1的表达量及活性、Bcl-2表达量明显增加，而脑组织水含量、凋亡率、Bax、cleaved

Caspase-3、IL-1茁与 TNF-琢的表达量明显降低（均 P < 0.05）。EX527可明显抑制 HKL的上述脑保护作用（P < 0.05）。结论：和厚
朴酚主要通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路，抑制凋亡与炎症，从而缓解脓毒症脑损伤。
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Honokiol Alleviates Brain Injury in Septic Mice through Activating
SIRT1/FOXO1 Signaling *

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

signaling pathway in the protective effects of honokiol (HKL) against brain injury in septic mice. Adult C57BL/6 mice were

subjected to cecal ligation and puncture (CLP) to induce sepsis-associated encephalopathy. The mice were randomly divided into six

groups: Sham group, HKL group, CLP group, CLP+HKL group, CLP+HKL+EX527 (a selective SIRT1 inhibitor) group and

CLP+EX527 group. Forty-eight hours after the surgery, the brain water content, apoptotic ratio and the expression levels of SIRT1,

Ac-FOXO1, Bax, Bcl-2, cleaved Caspase-3, IL-1茁 and TNF-琢 in each group were measured. Compared with the CLP group,

HKL significantly increased the expression level and the deacetylase activity of SIRT1 and the expression level of Bcl-2. HKL reduced

brain water content, apoptotic ratio and the expression levels of Bax, cleaved Caspase-3, IL-1茁 and TNF-琢 when compared with the CLP

group. However, these cerebral-protective effects of honokiol were largely abolished by EX527. HKL attenuates

sepsis-associated encephalopathy by reducing apoptosis and inflammation through the activation of SIRT1/FOXO1 signaling pathway.

Honokiol; Septic encephalopathy; Apoptosis; Inflammation; SIRT1

前言

脓毒症是一个重大的全球性健康问题，对全世界的医生来

说都是一个挑战[1]。脓毒症患者通常并发心脏、肝、肾和脑等多

器官损伤[2]。其中，脓毒症引起的脑部并发症通常最先发生，并

且值得注意的是，脑部并发症的发生率也最高，然而目前临床

仍无有效治疗药物缓解脓毒症脑部并发症[3]。充分研究表明神

经炎症和细胞凋亡是导致脓毒症脑病并发症的重要因素，因此

探求新的可有效抑制神经炎症和细胞凋亡的药物对于改善脓

毒症患者预后具有非常重要的意义。

和厚朴酚（Honokiol, HKL）是从玉兰属植物中提取的一种

具有生物活性的天然物质。研究发现，HKL能有效改善多种脑组

织病变，如创伤性脑病[4]、神经系统肿瘤[5]、脑缺血再灌注损伤[6]

以及阿尔兹海默症[7]等。但 HKL能否减轻脓毒症引起的脑组织

损伤尚无报道。沉默信息调节因子 1（Silent information regulator

1, SIRT1）是一种具有组蛋白脱乙酰化酶活性的转录调节因子，

其分子活性主要由烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）决定[8]。激活

SIRT1已被报道在脑缺血再灌注损伤[9]、蛛网膜下出血[10]等多
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图 1 和厚朴酚对盲肠结扎穿孔后脑组织 SIRT1信号通路的影响

Fig. 1 The effect of honokiol on SIRT1 signaling pathway in brain tissue following cecal ligation and puncture

Note: Data were expressed as x± SD. *P < 0.05, vs. the Sham group; #P < 0.05, vs. the CLP group; ^P < 0.05, vs. the CLP+HKL group. n=6

种脑部疾病中发挥了明确的脑保护作用。最新研究发现 HKL

可通过激活 SIRT1缓解糖尿病状态下心肌缺血再灌注损伤[11]。

据此，我们推测，HKL也可能是通过激活 SIRT1来缓解脓毒症

脑损伤。该研究目的在于探究 HKL对脓毒症脑病的保护作用，

并阐明 SIRT1在 HKL脑保护中的具体作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验试剂 和厚朴酚（货号：42612）和 SIRT1特异性抑

制剂 EX527（货号：E7034）（Sigma-Aldrich）；抗 Bax（货号：

14796）、cleaved Caspase-3（货号：9662）、Bcl-2（货号：3498）和

茁-actin（货号：4970）抗体（Cell Signaling Technology）；抗 SIRT1

抗体（Abcam公司）；IL-1茁和 TNF-琢检测试剂盒（武汉伊莱瑞
特生物科技股份有限公司）；抗 Ac-FOXO1（货号：sc-49437）抗

体（Santa Cruz Biotechnology）。

1.1.2 实验动物 由空军军医大学实验动物中心提供 C57BL

小鼠（8~10 w）。

1.2 实验方法

1.2.1 实验分组及给药方式 C57BL 小鼠随机分为 6 组

（n=20），即：假手术（Sham）组；和厚朴酚处理（HKL）组；盲肠结

扎穿孔（CLP）组；盲肠结扎穿孔 +和厚朴酚处理（CLP+HKL）

组；EX527 预处理 + 盲肠结扎穿孔 + 和厚朴酚处理

（CLP+HKL+EX527） 组；EX527 预处理 + 盲肠结扎穿孔

（CLP+EX527）组。盲肠结扎穿孔后 3、6、9、12、15、18、21、24 h

后分别腹腔注射和厚朴酚（0.2 mg/kg）。EX527 腹腔内注射

（5 mg/kg），术前每两天注射 1次，共计 3次。

1.2.2 动物模型的建立 如前所述[12]，通过盲肠结扎穿孔构建

脓毒症脑损伤小鼠模型。操作步骤如下：术前一晚禁食；戊巴比

妥钠（50 mg/kg，i.p.）将实验小鼠麻醉；将小鼠腹部消毒后铺巾，

沿腹中线作切口（约 1 cm长）并找出盲肠；结扎回盲瓣远端盲

肠，并用针刺盲肠；挤压远端盲肠后缝合小鼠切口。Sham组小

鼠进行同样实验操作，但不结扎穿孔盲肠。

1.2.3 脑组织水含量测定 盲肠结扎穿孔 48 h后，通过腹腔

注射大剂量戊巴比妥钠将小鼠安乐死；解剖全脑并称量脑组织

湿重后，将脑样品在 105℃的烘箱中干燥 48 h，直到脑组织重

量恒定。脑组织水含量计算如下：（湿重 -干重）/湿重× 100%。

1.2.4 脑组织凋亡率检测 我们通过 TUNEL染色法检测脓

毒症小鼠脑组织内凋亡比例。具体操作如下：实验结束后取全

脑并清洗；4%多聚甲醛固定 2 d；将脑组织脱水后包埋石腊块；

用切片机将脑组织石蜡块切成厚度 5 滋m的组织薄片；脱蜡至
水；37℃水浴锅内避光环境下与 TUNEL染液反应 1 h；在常温

避光条件下与 DAPI染液反应 5 min；用 Olympus激光共聚焦

显微镜拍摄 TUNEL和 DAPI染色结果。凋亡率以 TUNEL阳

性核 /总细胞核× 100%表示。

1.2.4 脑组织 IL-1茁和 TNF-琢表达水平检测 盲肠结扎穿孔

48 h后，严格按照试剂盒说明书的要求，使用 ELISA试剂盒测

定小鼠脑组织中的炎性细胞因子 TNF-琢和 IL-1茁的浓度。
1.2.5 脑组织蛋白表达测定 盲肠结扎穿孔 48 h后，收集脑

皮质样品，并提取蛋白质；使用 BCA蛋白质测定法测定蛋白质

浓度；通过 SDS-PAGE分离每组蛋白质样品，转移至 PVDF

膜，并用各种抗体进行蛋白质印迹分析；使用 BioRad成像系统

检测蛋白灰度信号，并使用 Image Lab软件定量分析蛋白表达

情况。实验所涉及的一抗有：抗 SIRT1（1: 1000）、Ac-FOXO1（1:

500）、Bcl-2（1: 1000）、Bax（1: 1000）、cleaved Caspase-3（1: 1000）

和 茁-actin（1: 1000）抗体。茁-actin为内参。
1.3 统计分析

用 SPSS13.0软件进行各组之间两两比较的统计分析。实

验结果以均数± 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
统计学差异。

2 结果

2.1 和厚朴酚能上调脓毒症小鼠脑组织内 SIRT1分子的表达

和活性

脓毒症小鼠脑组织中 SIRT1信号明显受损，表现为 CLP

组 SIRT1表达量明显降低而 SIRT1下游靶蛋白 FOXO1乙酰

化水平明显增加（与 Sham组相比，P < 0.05）。和厚朴酚后脓毒
症小鼠脑组织 SIRT1表达增高而并 FOXO1乙酰化水平降低

（与 CLP组相比，P < 0.05）。用 EX527 抑制 SIRT1 信号通路

后，CLP+HKL+EX527组 SIRT1的表达量下降，而 FOXO1乙

酰化水平增加（与 CLP+HKL组相比，P < 0.05）（见图 1）。
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2.2 和厚朴酚通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路减轻脓毒症引

起的脑水肿

小鼠脓毒症脑损伤 48 h后笔者通过干湿法检测了各组小

鼠脑组织内水含量。单纯 HKL处理对正常小鼠脑组织水含量

无明显影响。盲肠结扎穿孔后 48 h，CLP组小鼠脑组织内水含

量较 Sham组小鼠明显增加，提示发生脑水肿。与 CLP组小鼠

相比，CLP+HKL组小鼠脑组织内水含量明显降低（P < 0.05），
而用 EX527阻断 SIRT1信号通路后小鼠的脑组织水含量明显

增加（P < 0.05）。以上结果提示，和厚朴酚可通过激活
SIRT1/FOXO1信号通路缓解脓毒症引起的脑水肿。

2.3 和厚朴酚通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路减少脓毒症小

鼠脑组织凋亡水平

盲肠结扎穿孔 48 h后我们通过 TUNEL染色法检测了小

鼠脑组织凋亡情况。结果显示，与 Sham组小鼠相比，单纯给予

HKL对脑组织凋亡率无显著影响（P > 0.05）。CLP后小鼠脑组
织凋亡率较 Sham组小鼠明显增加（P < 0.05）。给予 HKL处理

后，脓毒症小鼠脑组织凋亡率明显降低（P < 0.05）。用 EX527

特异性抑制 SIRT1信号通路后 HKL的保护作用明显减弱。

此外，我们检测了盲肠结扎穿孔 48 h后脑组织中凋亡蛋

白的表达变化。脓毒症小鼠脑组织中促凋亡分子 Bax 和

cleaved Caspase-3的表达量明显上升，而抗凋亡分子 Bcl-2表

达量明显降低（与 Sham组相比，P < 0.05）。而与 CLP组小鼠相

比，HKL处理则上调 Bcl-2的表达，并下调 Bax和 cleaved Cas-

pase-3的表达（P < 0.05）。用 EX527特异性地阻断 SIRT1信号

通路后 HKL对上述蛋白表达的影响明显减弱（P < 0.05）。以上
结果提示，和厚朴酚可通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路抑制

盲肠结扎穿孔引起的脑组织凋亡。

2.4 和厚朴酚通过激活 SIRT1/FOXO1信号通路抑制脓毒症小

鼠脑组织炎症因子表达

脓毒症小鼠脑组织中 IL-1茁和 TNF-琢的表达量明显增高
（与 Sham组相比，P < 0.05），提示 CLP后脑组织发生炎症反

应。和厚朴酚处理可显著抑制 IL-1茁和 TNF-琢的表达量（与
CLP组小鼠相比，P < 0.05）。用 EX527特异性地阻断 SIRT1信

号通路后小鼠 IL-1茁和 TNF-琢的表达量与 CLP+HKL组相比

明显增加（P< 0.05）。以上结果提示，和厚朴酚可通过激活 SIRT1/

FOXO1信号通路减轻盲肠结扎穿孔后脑组织炎症水平。

3 讨论

脓毒症是由微生物感染引发的一种常见且致命的全身性

疾病，常常导致不可控的炎症反应、组织损伤和多器官衰竭[13]。

因脓毒血症引起的急性神经功能障碍被称为脓毒症脑病。脓毒

症脑病的主要临床表现为脑功能紊乱，可表现为轻微谵妄、混

乱甚至昏迷[3]。越来越多的证据表明，炎症反应和神经细胞凋亡

是脓毒症引起的脑损伤和认知功能障碍的潜在机制[13，14]。在该

研究中，我们通过盲肠结扎穿孔诱导了小鼠脓毒症模型，并探

讨了和厚朴酚对脓毒症诱导的小鼠脑损伤的保护作用。该研究

证实，和厚朴酚可明显减轻脓毒症引起的脑组织水肿，抑制脑

组织凋亡和炎症反应，而且和厚朴酚的脑保护作用主要由

SIRT1信号通路介导。

和厚朴酚是一种小分子多酚，是中药厚朴的主要生物活性

成分之一。近年来研究表明，和厚朴酚能够明显改善焦虑、

东莨菪碱脑损伤、创伤性脑损伤、阿尔茨海默病等多种脑神经

疾病。和厚朴酚可通过调节脑源性神经营养因子水平和下丘

脑 -垂体 -肾上腺轴活动，从而缓解慢性轻度应激大鼠的抑郁

情况[15]。Xian等[16]证实，和厚朴酚可以改善东莨菪碱诱导的小

鼠学习和记忆功能障碍，并且其保护作用主要由抑制 AChE活

性和抑制神经炎症过程介导。Wang等[4]证实，静脉内给予和厚

朴酚可有效改善创伤性脑损伤后神经功能恢复情况并减轻神

经细胞死亡，其脑保护作用可能与抑制细胞周期相关。Wang等
[17]证实，和厚朴酚可呈剂量依赖性地减弱阿尔茨海默病小鼠海

马神经细胞凋亡、活性氧产生和线粒体膜电位的丧失，降低淀

粉样蛋白前体蛋白和 茁-分泌酶的表达，抑制 NF-资B活化，从
而缓解阿尔茨海默病引起的脑损伤。此外，以往研究表明，和厚

朴酚对于缓解脓毒症引起的多种器官损伤也发挥了积极作用。

例如，和厚朴酚可通过抑制氧化应激损伤和炎症反应有效缓解

脓毒症引起的急性肾损伤，改善脓毒症大鼠的生存情况[18]。和

厚朴酚还可有效减轻脓毒症小鼠的肺水肿，减轻肺病理变化，抑

制炎症因子的表达和氧化应激水平，改善脓毒症小鼠生存情况[19]。

该研究进一步证实和厚朴酚对于脓毒症引起的脑损伤也发挥

了重要保护作用。

SIRT1是一种 NAD+依赖的具有组蛋白去乙酰化酶活性

的转录调节因子，具有抗炎和抗凋亡等多种生物学活性。丹酚

酸 B可通过激活 SIRT1信号通路 S减少细胞凋亡和炎症，减

轻缺血性中风诱发的脑损伤[20]。红景天甙可通过激活 SIRT1途

径抑制 D-半乳糖诱导的阿尔茨海默病大鼠神经炎症反应[21]。

白藜芦醇预处理可通过激活 SIRT1抑制 NLRP3炎症小体激活

减轻大鼠创伤性脑损伤[22]。激活 SIRT1已被报道在脑缺血再灌

注损伤[9]、中风[20]、蛛网膜下出血[10]、阿尔兹海默病[11]等多种脑部

疾病中发挥了明确的脑保护作用。更重要的是，SIRT1信号通

路也是缓解脓毒症脑损伤的重要干预靶点。Zhao等[23]发现，褪

黑素可通过激活 SIRT1信号通路抑制炎症、细胞凋亡和氧化应

激，从而缓解盲肠结扎穿孔诱导的小鼠脑损伤。Zhu等[12]证实，

紫铆因可通过激活 SIRT1减少炎症和氧化应激损伤，进而缓解

图 2 和厚朴酚对盲肠结扎穿孔后脑组织水肿的影响

Fig. 2 The effects of honokiol on brain water content following cecal

ligation and puncture

Note: Data were expressed as x± SD. *P < 0.05, vs. the Sham group;
#P < 0.05, vs. the CLP group; ^P < 0.05, vs. the CLP+HKL group. n=6
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图 3和厚朴酚对盲肠结扎穿孔后脑组织凋亡的影响

Fig. 3 The effects of honokiol on apoptosis following cecal ligation and puncture

Note: Data were expressed as x± SD. *P < 0.05, vs. the Sham group; #P < 0.05, vs. the CLP group; ^P < 0.05, vs. the CLP+HKL group. n=6

图 4 和厚朴酚对盲肠结扎穿孔后脑组织炎症反应的影响

Fig. 4 The effects of honokiol on inflammation following cecal ligation and puncture

Note: Data were expressed asx± SD. *P < 0.05, vs. the Sham group; #P < 0.05, vs. the CLP group; ^P < 0.05, vs. the CLP+HKL group. n=6

脓毒症诱导的小鼠脑损伤。在该研究中，我们发现，脓毒症小鼠

脑组织中 SIRT1的表达量和活性均明显受损，并伴随脑组织凋

亡水平明显增加以及炎症因子的过度激活。和厚朴酚可明显激

活 SIRT1信号，并抑制脓毒症小鼠脑组织炎症损伤和凋亡水

平。而通过 EX527抑制 SIRT1信号通路可明显减轻和厚朴酚

抗炎和抗凋亡脑保护作用。

综上，该研究证实和厚朴酚能够有效改善脓毒症引起的脑

损伤，其具体分子机制是：和厚朴酚通过激活 SIRT1/FOXO1信

号通路抑制脑组织炎症损伤和凋亡水平。
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