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丁苯酞对缺血性脑卒中大鼠脂联素、MCP-1及 slCAM-1的影响 *
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摘要 目的：探讨丁苯酚对卒中大鼠脂联素、MCP-1和 slCAM-1表达的影响。方法：建立大鼠永久性大脑中动脉梗塞(Permanent

middle cerebral occlusion, pMCAO)局灶性脑缺血模型，将 SD大鼠分为 Sham组、pMCAO模型组和 NBP治疗组；甲酚紫染色法测

定大鼠脑部梗塞面积；改良神经功能损害评分(Modified neurological severity score, mNSS)用于评定各组大鼠的神经功能变化情

况；Elisa法检测大鼠脑部和血清中脂联素水平以及脑部MCP-1和 slCAM-1水平。结果：药物处理后 pMCAO组大鼠存活率明显

低于 Sham组；NBP处理能够有效逆转 pMCAO诱导的大鼠 mNSS得分的升高；与 Sham组相比，pMCAO组大鼠脑部梗塞面积

显著增加，NBP处理明显减少了损伤大鼠的梗塞范围；与 Sham组相比，pMCAO组大鼠脑部和血清中脂联素表达明显降低，而大

脑MCP-1及 slCAM-1水平显著升高，NBP处理上调了大脑和血清脂联素的水平并抑制脑部MCP-1和 slCAM-1的表达。结论：

丁苯酞通过上调脂联素表达，抑制MCP-1及 slCAM-1的水平对缺血性脑卒中大鼠起到神经保护作用。
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Effects of Butylphthalide on Adiponectin, MCP-1 and slCAM-1 after
Ischemic Stroke in Rats*

To investigate the effects of butylphthalide on the expression of adiponectin, MCP-1 and slCAM-1 after

stroke in rats. A rat model of permanent middle cerebral occlusion (pMCAO) was established. The SD rats were divided into

Sham group, pMCAO model group and NBP treatment group; Brain infarct size in rats was determined by cresyl violet staining; Modi-

fied neurological severity score (mNSS) was used to assess changes in neurological function in each group of rats; Elisa method for de-

tecting adiponectin levels in brain and serum of rats and levels of MCP-1 and slCAM-1 in the brain. The survival rate of pM-

CAO group was significantly lower than that of sham group after the drug treatment; NBP treatment could effectively reverse the increase

of pNSAO-induced mNSS score in rats; Compared with Sham group, the brain infarct size of pMCAO group was significantly increased,

NBP Treatment significantly reduced the infarct size of injured rats; Compared with Sham group, the expression of adiponectin in brain

and serum of pMCAO group was significantly decreased, while the levels of MCP-1 and slCAM-1 in brain were significantly increased,

and NBP treatment up-regulated the levels of brain and serum adiponectin and inhibited the expression of MCP-1 and slCAM-1 in the

brain. Butylphthalide exerted neuroprotective effects on ischemic stroke rats by up-regulating the expression of adiponectin

and inhibiting the levels of MCP-1 and slCAM-1.
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前言

缺血性脑卒中是由脑内动脉或多支动脉的局灶性闭塞或

狭窄引起的，这些局灶性闭塞涉及多种机制：心脏栓塞、动脉 -

动脉血栓栓塞、闭塞性动脉疾病等，是世界上发病率、致残率和

死亡率的主要原因之一[1]。

目前，溶栓和血管内介入治疗是缺血性脑卒中早期最有效

的治疗手段，同时也是缺血区血液恢复的靶点[2]。然而，由于治

疗时间的有限性和出血的高风险性[3]，缺血性脑卒中的治疗效

果并不明显。因此，迫切需要开发新的治疗药物或寻找新的治

疗手段来对抗缺血性脑卒中。

丁苯酞是一种用于临床缺血性脑卒中的小分子药物 [4]，具

有抗炎、抗凋亡、抗氧化、线粒体功能及促神经发生等作用[5]。脂

联素（adiponectin，APN）是脂肪细胞分泌的一种激素，其介导的

病理机制对脑卒中的发病具有保护作用[6]；单核细胞趋化因子

(Monocyte-chemoattractant protein-1, MCP-1)以及可溶性细胞间
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粘附分子 sICAM-1作为免疫因子参与了缺血性卒中的炎症反

应过程[7]。本研究通过观察丁苯酚对缺血性脑卒中大鼠脂联素、

MCP-1及 slCAM-1水平的影响，旨在探究丁苯酚对缺血性卒

中的治疗效果及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

实验动物：体重为 250~300 g的成年雄性 SD大鼠购于北

京维通利华实验技术有限公司。饲养温度为 20℃～23℃，光照

/黑暗周期为 12 h，相对湿度为 50%。所有实验动物自由摄食摄

水。饲养 2周后建立 pMCAO模型。

主要试剂：丁苯酞（Dl-3-n-butylphthalide, 99.9%）购于石家

庄恩必普药业有限公司；2,3,5-三苯基氯化四氮唑(Triphenylte-

trazolium chloride, TTC) 染色试剂购于 Sigma公司；Rat MCP-1

ELISA购自 R&D公司；Adiponectin Rat ELISA Kit 购于 Mili-

pore公司；sICAM-1 ELISA kit购于武汉优尔生生命科学装备

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 pMCAO大鼠模型的建立 造模手术前，大鼠禁食 16 h

但可自由摄水。将水合氯醛（0.35 g/kg）麻醉好的动物置于操作

台上仰卧固定，剃去颈部毛发，手术工具用 75%的乙醇消毒待

使用。手术刀切开颈部，分离右颈动脉和颈外动脉。结扎右侧颈

外动脉和颈总动脉近端。从颈总动脉远端的切口处插入一根细

丝。当细丝插入深度为 15-16 mm时阻力增大，停止插入。颈总

动脉细丝和远端用缝线固定。75%酒精消毒缝合颈部皮肤。

1.2.2 给药方式 实验分组为 Sham 组、pMCAO 组和 NPB

组。将 5 mg/mL的 NBP用生理盐水稀释至 0.5 mg/mL。当大鼠

从手术醒来时开始给药。尾部静脉注射 NBP（4 mg/mL）。Sham

组和 pMCAO组注射生理盐水。持续给药 10天。

1.2.3 TTC法测定梗塞面积 2,3,5-三苯基氯化四氮唑(Triph-

enyltetrazolium chloride, TTC)染色法测定脑梗死体积。心脏灌

注并用 4%多聚甲醛固定后，-80℃异戊烷冰冻脑组织。将冠状

切片（厚度为 1 mM）从前连合处切割至海马体并放置在载玻片

上。用 2%的 TTC 染色后测量皮层梗死体积。图像分析仪

(Drexel University, DUMAS) 测定 TTC未染区域,并通过从对

侧半球的整个区域减去同侧半球中的染色区域来确定。梗死体

积计算方法如下：

v=
n

1
移[(Sn+ Sn × Sn+1姨 )]× h

3

1.2.4 神经功能评分 采用改良神经功能损害评分(Modified

neurological severity score, mNSS) 评定不同处理下大鼠的神经

功能变化情况。mNSS评分系统是评估大鼠脑缺血卒中后神经

功能损伤的常用指标，是运动、感觉、反射和平衡能力的综合测

试。在给药结束后进行 mNSS试验。评分最高为 18分，评分越

高表明神经损伤越严重。

1.2.5 Elisa检测 按照 Elisa kit说明书要求进行操作：设置标

准品孔、样本孔和空白孔；标准品各孔中加入不同浓度的标准

品 50 滋L；加入待测样本 10 滋L并用样本稀释液稀释至 50 滋L；
随后分别往标准品孔和样本孔中加入辣根过氧化物酶标记的

检测抗体 100 滋L，用封板膜封住反应孔，37℃水浴锅孵育 60

min；每一步用洗涤液将反应板充分洗涤 5次，用滤纸印干。所

有孔内加入底物 A、B各 50 滋L，室温避光孵育 15 min。最后所

有孔中加入终止液 50 滋L，在 450 nm波长处测定 OD值。

1.3 统计学分析

所有数据均以 x± SEM表示。本论文采用单因素方差分析

或 t检验（SPSS 18），显著水平设为 P<0.05。

2 结果

2.1 各组大鼠存活率的比较

在给药时间结束时，pMCAO组大鼠存活率为 37.5%，显著

低于 Sham 组（100%）（P<0.001），具有统计学意义，表明 pM-

CAO组大鼠建模成功。而 NBP组大鼠存活率为 56.25%，与

Sham组和 pMCAO相比没有显著差异性。见图 1。

2.2 改良神经功能损害评分

与 Sham组相比，pMCAO组建模后 10天大鼠的 mNSS评

分显著升高（P<0.001）。与 pMCAO模型组相比，NBP治疗组的

平均评分明显降低（P<0.05）。见图 2。

图 1 各组大鼠存活率的比较

Fig.1 Comparison of the survival curves of rat among different groups

Note: Sham: sham surgery group; pMCAO: pMCAO group;

NBP: dl-3-n-butyphthalide treated group. *P<0.001 pMCAO vs Sham.

图 2 各组大鼠改良神经功能损害评分

Fig.2 The modified neurological severity score of various groups.

Sham: sham surgery group

Note: pMCAO: permanent middle cerebral artery occlusion (pMCAO)

group; NBP: dl-3-n-butylphthalide treated group. ***P<0.001,
the pMCAO group compared with the sham group; #P<0.05, the NBP

group compared to the pMCAO group. n=6.
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2.3 各组大鼠梗塞面积测定

为了进一步确定 NBP的神经保护作用，我们检测了不同

处理组大鼠的梗死面积。结果发现，我们没有观测到 Sham组

大鼠大脑出现梗死区域；与 Sham组相比，pMCAO模型组大鼠

的梗死面积显著升高，而 NBP处理能够有效降低 pMCAO引

起的梗死面积的增加（图 3）。

图 3 NBP处理改善 pMCAO诱导的大脑梗塞面积

Fig.3 NBP treatment attenuated brain infarct volume after MCAO

Brain infarction was detected by TCC staining10 d after MCAO in the NBP-treated and

pMCAO-treated rats. **P<0.01 versus Sham group, #P<0.05 versus pMCAO group

2.4 各组大鼠脂联素、MCP-1及 slCAM-1表达情况

Elisa结果显示,与 Sham组相比，pMCAO模型组大鼠大脑

和血清中脂联素表达均显著下降 (表 1)，而MCP-1和 slCAM-1

表达明显升高 (图 4)；与损伤模型组相比，NBP处理能够有效

逆转 pMCAO诱导的大鼠大脑和血清中脂联素表达的降低(表

1)，同时抑制MCP-1和 slCAM-1的水平（图 4）。提示丁苯酞可

通过上调脂联素水平，抑制MCP-1和 slCAM-1表达改善缺血

性卒中引起的大鼠神经功能损伤同时减小大鼠脑梗塞面积。

Note: aP<0.001, vs Sham group; bP<0.001, vs pMCAO group.

表 1 各组大鼠脂联素水平（mg/mL）（x± SEM）

Table 1 Adiponectin levels in different groups（mg/mL）（x± SEM）

Groups N Levels (in brains) Levels (in serum)

Sham 6 72.00± 1.73 418.9± 18.91

pMCAO 6 35.67± 1.20a 168.5± 7.99a

NBP 6 66.67± 2.40b 308.3± 10.32b

3 讨论

缺血性卒中是世界范围内致残、致死的突出原因，目前的

治疗效果不甚理想且伴随有多种并发症，深入探索缺血性卒中

的神经保护机制迫在眉睫。在本研究中，我们采用 pMCAO建

立大鼠脑缺血模型。结果表明，损伤大鼠死亡率升高且脑组织

出现梗死的现象，同时还伴随有神经功能的缺陷。给予丁苯酞

处理后能够有效的减少大鼠死亡率及脑梗死面积，改善缺血性

损伤诱导的神经功能缺陷。由此，我们可以看出丁苯酞对于治

疗缺血性卒中大鼠是具有潜在的神经保护作用的。

丁苯酞是从西芹中提取的化合物。合成的丁苯酞已于

2002年被中国食品药品监督管理局列为治疗卒中的新药[8]。大

量研究表明丁苯酞具有抗卒中的效果，具体表现为改善大脑血

流量和能量代谢[9]，减少脑水肿[10]，抑制神经细胞凋亡及局灶性

脑缺血炎症反应[5]等，但其具体机制不明。临床试验表明丁苯酞

可能是治疗缺血性卒中的安全有效途径。在一项随机、双盲的

临床试验中发现: 缺血性卒中发病 48 h内给予病人丁苯酞治

疗，其效果显著高于奥扎格雷和阿司匹林的抗血栓素 A2水平
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图 4 各组大鼠大脑MCP-1和 sICAM-1表达情况

Fig.4 Expression of MCP-1(a) and sICAM-1(b) in brain in each group were detected by ELISA kits

Note: Data were expressed with mean ± (SEM). **P<0.01 versus Sham group, #P<0.05 versus pMCAO group.

的治疗效果，同时还可改善由脑卒中引起的神经功能损伤，如

步行、肢体运动、语言、思维和记忆等[12]。长期服用丁苯酞可增

加患者循环内皮祖细胞的数量[13]。脑卒中的动物模型及细胞模

型也证实了丁苯酞的神经保护作用。给予缺血再灌注损伤小鼠

NBP治疗可显著减少脑梗塞体积，促进缺血性脑卒中早期神经

功能的恢复，而这可能与治疗后诱导M1型小胶质细胞向M2

表型极化的过程有关[14]。NBP还可通过减少血栓形成和血管收

缩，通过增加局部血流量来减轻缺血性卒中 SD大鼠的脑损伤
[15]。此外，还有研究表明 NBP处理可减轻血清剥夺诱导的皮层

神经元凋亡和活性氧的产生，且对 JNP和 p38表达介导的促凋

亡信号在体内外均有下调作用[16]。这提示 NBP可通过线粒体

相关、caspase依赖性和非依赖性凋亡途径等多种机制保护缺

血损伤。我们的研究显示，与 Sham组相比，pMCAO手术后大

鼠的死亡率升高、神经功能缺陷暴露并且出现明显的脑梗塞现

象；NBP处理能有效降低缺血性脑卒中大鼠死亡率、改善 pM-

CAO大鼠的神经功能障碍同时减少了脑梗塞面积。

脂联素是脂肪细胞分泌的用于调节代谢过程，提高胰岛素

敏感性的激素，在肥胖、糖尿病、血脂异常、动脉粥样硬化和高血

压等心血管疾病的共同代谢功能障碍中得到了广泛的研究[17]。

尽管关于脂联素水平与脑卒中康复之间的相关性尚不清楚，但

已有大量研究表明脂联素介导的机制作用对脑卒中的发病具

有保护作用。循环中的脂联素通过减少氧化的低密度脂质蛋白

结合和摄取而抑制单核细胞与内皮细胞的粘附同时抑制巨噬

细胞向泡沫细胞转化[18]。这一过程是脑卒中发病的关键步骤。

Bai等人的研究证实了脂联素可通过激活 cAMP/PKA-CREB-

BDNF信号通路减少 I/R损伤后大鼠的脑梗死面积和脑含水

量，改善神经功能缺陷[19]。过表达脑内脂联素也被证明可减轻

老龄小鼠缺血性脑损伤且促进神经行为功能恢复[20]。此外，脂

联素还能抑制细胞内粘附分子 -1(ICAM-1)与白细胞结合，防止

内皮细胞损伤后引发动脉瘤 [21]。本实验 Elisa结果显示，pM-

CAO诱导了大鼠血清及脑内脂联素表达的降低，而 NBP处理

能够逆转脑缺血损伤引起的脂联素表达的下调从而产生神经

保护作用。

单核细胞趋化蛋白 -1(MCP-1)是一种有效的单核细胞、自

然杀伤细胞和 T细胞的化学诱导剂，广泛参与缺血性卒中的病

理过程 [22]。研究表明脑缺血卒中发作后 6 h，损伤大鼠脑内

MCP-1的mRNA水平显著升高，且在 12h到 2d内达到巅峰[23]。

另外，在大鼠大脑梗死区域内 MCP-1的表达也显著上调了[24]。

细胞间粘附分子 -1(ICAM-1)是一种广泛表达于多种细胞表面

的免疫球蛋白，它主要通过识别自身受体而介导细胞之间的粘

附表面，参与到各种炎症反应及免疫过程[25]。除了表达在膜表

面的 ICAM-1外，还存在可溶性 ICAM-1 (sICAM-1)这一形式。

已有研究表明，在生理状态下，脑血管内皮上 ICAM-1的表达

是低水平；急性脑缺血损伤发生后，梗塞区及病灶周围组织中

发生的大量炎症反应会诱导脑血管内皮上 ICAM-1表达的升

高，血清中 ICAM-1水平也伴随升高。高水平的 ICAM-1进一

步促进炎性细胞彼此之间的粘附和浸润，加剧脑缺血卒中的发

生发展进程[26]。本实验结果表明，pMCAO组大鼠脑内 MCP-1

和 sICAM-1水平均显著高于 Sham组，NBP处理后能有效抑制

MCP-1和 sICAM-1表达产生神经保护作用，与上述研究相符。

综上所述，本研究表明丁苯酞可以通过上调脂联素水平，

抑制MCP-1和 sICAM-1表达从而降低缺血性卒中引起的大鼠

死亡率、改善损伤导致的神经功能缺陷并且减少脑梗塞面积，

产生神经保护作用，为丁苯酞的临床合理应用提供了基础。但

丁苯酞的具体作用机制仍然需要进一步的探究。
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