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小檗碱对缺血性脑梗死大鼠氧化应激 /炎症反应、血管生成的作用研究 *
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摘要 目的：探讨小檗碱对缺血性脑梗死大鼠氧化应激 /炎症反应、血管生成的作用。方法：选取 60只 SPF级 SD大鼠，随机分为

对照组、模型组和小檗碱组各 20只。建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型。术后及给药后 7d采用 Longa标准评分评估大鼠神经功

能。检测各组大鼠脑组织的抗氧化活性和炎症因子水平。采用免疫组化检测脑缺血再灌注皮质微血管密度（MVD）。采用实时定

量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测低氧诱导生长因子 - 1（HIF-1）和血管内皮生长因子（VEGF）mRNA表达水平。采用蛋白免疫印

迹试验检测 VEGF和 HIF-1蛋白表达水平。结果：模型组和小檗碱组大鼠术后具有神经功能缺损症状表现，Longa评分均高于对

照组。给药 7 d后，模型组和小檗碱组大鼠 Longa评分均高于对照组（P＜0.05），且小檗碱组大鼠 Longa评分低于模型组（P＜0.05）。

与对照组比较，模型组丙二醛（MDA）水平显著升高，而谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和超氧化物岐化酶（SOD）活性显著降低

（P＜0.05）。与模型组比较，小檗碱组MDA水平显著降低，而 GSH-Px和 SOD活性显著升高（P＜0.05）。与对照组比较，模型组白

细胞介素 -1茁（IL-1茁）、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）水平显著升高（P＜0.05）。与模型组比较，小檗碱组 IL-1茁、TNF-琢水平显著降低，
差异有统计学意义（P＜0.05）。给药 7d后，模型组和小檗碱组MVD、VEGFmRNA和HIF-1 mRNA表达水平均高于对照组（P＜0.05），

而小檗碱组 MVD、VEGF mRNA和 HIF-1 mRNA表达水平高于模型组（P＜0.05）。给药 7 d后，小檗碱组和模型组 VEGF和

HIF-1蛋白表达水平均高于对照组（P＜0.05），而小檗碱组 VEGF和 HIF-1蛋白表达水平高于模型组（P＜0.05）。结论：小檗碱通过

抑制氧化应激 /炎症反应、促进血管生成从而达到脑保护作用，其机制可能与激活 HIF-1 /VEGF信号通路有关。
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Effect of Berberine on Oxidative Stress/Inflammatory Response and
Angiogenesis in Rats with Ischemic Cerebral Infarction*

To investigate the effect of berberine on oxidative stress/inflammation and angiogenesis in rats with is-

chemic cerebral infarction. Sixty SPF SD rats were randomly divided into control group, model group and berberine group with

20 rats each. To establish cerebral ischemia-reperfusion injury model in rats.The neurological function of rats was evaluated by Longa

standard score after surgery and 7 d after administration.The levels of antioxidant activity and inflammatory factors in brain tissues of rats

in each group were detected.Cortical microvascular density (MVD) was detected by immunohistochemistry. The mRNA expression levels

of hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) and vascular endothelial growth factor (VEGF) were detected by real-time quantitative polymerase

chain reaction (QRT-PCR). The protein expression levels of VEGF and HIF-1 were detected by western blot assay. The rats in

the model group and the berberine group had postoperative neurological deficit symptoms, and the Longa score was higher than that in

the control group (P<0.05). After 7 days of administration, the Longa scores of the rats in the model group and the berberine group were
higher than those in the control group (P＜0.05), and the Longa scores of the rats in the berberine group were lower than those in the

model group (P＜0.05). Compared with control group,malondialdehyde (MDA) level in model group was significantly increased,while

glutathioneperoxidase(GSH-Px) and superoxidedismutase(SOD) activities were significantly decreased (P<0.05). Compared with model

group, the level of MDA in berberine group was significantly decreased, while the activities of GSH-Px and SOD were significantly in-

creased(P<0.05). Compared with control group, the levels of interleukin-1茁(IL-1茁) and tumor necrosis factor-琢(TNF-琢) in model group

were significantly increased (P<0.05). Compared with model group, the levels of IL-1茁 and TNF-琢 in berberine group were significantly
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decreased (P<0.05). After 7 days of administration, the expression levels of MVD, VEGF mRNA and HIF-1 mRNA in berberine group

and model group were higher than those in control group (P<0.05), and the expression levels of MVD, VEGF mRNA and HIF-1 mRNA

in berberine group were significantly higher than those in model group (P<0.05). After 7 days of administration, the expression levels of
VEGF and HIF-1 protein in berberine group and model group were higher than those in control group(P<0.05), and the expression levels
of VEGF and HIF-1 protein in berberine group were significantly higher than that in model group (P<0.05). Berberine in-

hibits oxidative stress/inflammation and promotes angiogenesis to achieve brain protection, which may be related to the activation of

HIF-1 /VEGF signaling pathway.

Berberine; Ischemic cerebral infarction; Rat; Oxidative stress; Inflammatory response; Angiogenesis

前言

急性缺血性脑梗死是较常见的卒中类型，占全部脑卒中的

60%-80%，具有较高的致死率和致残率[1,2]。因此早发现、早诊

断、早治疗及早期预防再发极为重要，特别是急性缺血性脑梗

死 1 h以后，缺血缺氧脑组织会存在缺血半暗带，在此时间窗

内及时治疗可减少细胞凋亡的发生，能减轻脑梗死的范围和程

度[3]。而临床上治疗急性缺血性脑梗死主要采用静脉溶栓等方

法恢复血液再灌注，治疗过程中常常会出现脑缺血再灌注损

伤，如何减轻脑缺血再灌注损伤这一病理生理过程则显得尤为

重要[4,5]。小檗碱主要从黄连中提取得到，是一种异喹啉类生物

碱，因其具有多种生化和药理作用，在临床上广泛应用[6]。氧化

应激时脑组织中氧自由基和脂质过氧化物更容易堆积，同时有

害物质的清除能力会降低，致使这些物质损伤神经元细胞，导

致细胞凋亡[7]。缺血性脑梗死初期大量脑细胞坏死会伴随有炎

性细胞因子的过表达，激活炎症的级联反应进而损伤脑组织[8]。

在低氧或缺血条件下，低氧诱导生长因子 - 1（hypoxia-in-

ducible factor-1，HIF-1）可促进血管内皮细胞生长因子基因转

录，增加氧输送能力，能够调节血管生成，在神经细胞修复及成

活中发挥重要作用[9]。既往有研究显示小檗碱可显著减少脑梗

死区细胞凋亡，减轻脑缺血再灌注损伤[10]，但小檗碱对脑组织

的保护机制尚未完全阐明，对脑缺血再灌注损伤的氧化应激 /

炎症反应、血管生成作用的影响鲜有报道。因此，本实验通过小

檗碱对缺血性脑梗死大鼠氧化应激 /炎症反应、血管生成的作

用进行研究，探讨其可能的作用机制，以期为缺血性脑梗死的

临床治疗提供新方向。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

无特定病原体动物（SPF）级 SD大鼠 60只，190-210 g，平

均体重（200± 5）g，由广西医科大学动物实验中心提供。大鼠每

日自由作息与饮食，光照 /黑暗周期为 12 h，光照适度，通风良

好。实验室适应喂养一周后，60只大鼠随机分为对照组、模型

组和小檗碱组各 20只。

1.2 大鼠脑缺血再灌注损伤模型

建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型主要步骤为：对照组大鼠

不做任何处理。模型组和小檗碱组大鼠均采用腹腔注射 10%水

合氯醛（350 mg/kg）麻醉，仰卧位固定大鼠，从颈部正中切开皮

肤，分离肌肉和筋膜组织，暴露右侧颈总动脉，剪开颈动脉鞘，

分离颈内外动脉并结扎颈总动脉和颈内动脉干，颈内动脉近端

用消毒线结扎，在结扎的颈内动脉上切开一个小切口。同时，将

一根线置于颈内动脉下备用，缝合入切口，松结收紧，取出颈内

动脉夹钳，沿颈内动脉插入 18 mm或遇阻力停止缝合。插入位

置保持静止 45 min后拔线，取小动脉钳 45 min后再通，45 min

后再行类似堵塞，重复 3次，缝合伤口并消毒。术后 24 h，两组

大鼠均出现左前肢内收，尾悬吊时左前爪不能伸展，行走时左

旋，可判定建模成功。建模成功后小檗碱组给予小檗碱 2 mg/

（kg·d）稀释至 4 mL腹腔注射，每日 1次，连用 7 d。对照组和模

型组则腹腔注射等量的 0.9%氯化钠注射液。

1.3 神经功能评分

对 3组大鼠进行神经功能评分，术后及连续给药 7 d后采

用 Longa标准评分[11]。评分标准：0分：大鼠无神经功能缺损症

状；1分：前爪不能完全伸展；2分：向对侧转圈循环行走；3分：

行走时向对侧倾斜；4分：失去知觉，不能爬行。分数越高，损害

越严重，Longa评分 1-4分提示建模成功。

1.4 脑组织抗氧化活性、炎症因子水平的检测

末次腹腔注射后 1 h，每组取 5只大鼠，腹腔注射 10%水合

氯醛麻醉（350 mg/kg）后断头取脑，将部分脑组织称重后加入

10倍量预冷生理盐水，匀浆后制备 10%脑组织匀浆液，在 3000

r/min、4℃条件下离心 5 min后取上清液并置于冰箱中保存。按

试剂盒操作步骤，脑组织丙二醛（MDA）水平及谷胱甘肽过氧

化物酶（GSH-Px）和超氧化物岐化酶（SOD）活性采用分光光度

法测定，白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）水
平采用放射免疫法测定。

1.5 免疫组化检测脑缺血再灌注皮质微血管密度（MVD）

末次腹腔注射后 1 h，每组取 5只大鼠，腹腔注射 10%水合

氯醛麻醉（350 mg/kg），麻醉后取出脑组织，10%甲醛固定，石蜡

包埋，切片，脱蜡，热固定，H2O2 密封。加入 CD34（1: 800）、

VEGF（1: 800）和 HIF-1（1: 800）反抗体后，在 4℃条件下孵化

一夜。第二抗体室温孵育 30 min，显影，再染色，恢复蓝色，脱

水，裱片，成膜。采用WEIDNER法[12]计算右侧大脑前、中动脉

支配皮层MVD。

1.6 实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测

采用 qRT-PCR检测 HIF-1和 VEGF mRNA表达水平。末

次腹腔注射后 1 h，每组取 5只大鼠，腹腔注射 10%水合氯醛

（350 mg/kg）麻醉，提取脑缺血再灌注损伤脑组织总 RNA。按照

说明书使用 Trizol试剂提取总 RNA，将提取的总 RNA反转录

成互补 cDNA，以 cDNA为模板进行扩增。一个反应周期为：
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95℃变性 5 min, 94℃变性 30 s，56-60℃梯度退火 30 s, 72℃延

伸 40 s。按照上述反应条件，每反应一个循环，连续进行 35个

循环。反应得到的产物经琼脂糖凝胶电泳分离，扫描分离凝胶

带的吸光度，并将各自 mRNA的相对含量与参考吸光度值进

行比较。HIF-1 上游引物：AACAAACAG AATCTGTCCT-

CAAACC，下游引物：CAGGTAATGGAGACATTGCCAG。

VEGF上游引物：GGCCTCTGAAACCATGAACT，下游引物：

ATGCTGCAGGAAGCTCATCT。茁-actin 上游引物：AGTGT-
GACGTGGACATCCGCAAAG，下游引物：ACTCACATCT-

GCTGGAAGGTGGAC。

1.7 蛋白免疫印迹试验（Western Blot）

采用Western Blot检测 VEGF和 HIF-1蛋白表达水平。末

次腹腔注射后 1 h，每组取 5只大鼠，腹腔注射 10%水合氯醛

（350 mg/kg）麻醉，然后取出大鼠脑组织并匀浆。提取总蛋白，

变性后将样品加入到 SDS-PAGE凝胶中，进行电泳（间隔液凝

胶 100V，分离凝胶 120V）和膜转移（200 mA, 80 min）到醋酸纤

维素膜上。2 h后堵塞，VEGF和 HIF-1主要抗体在 4℃条件下

孵化一夜，二级抗体在室温下孵化 60 min，涂上 ECL发光试

剂。化学发光剂显影曝光，以 GAPDH为内参，扫描各带的吸光

度，采用 Image J 18.0软件分析条带灰度值。

1.8 统计学方法

采用 SPSS26.0统计分析软件。神经功能、氧化应激 /炎症

反应指标等计量资料采用均数± 标准差（x± s）表示及 t检验。

多组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组大鼠神经功能评分

对照组大鼠术后及给药 7 d后均无神经功能缺损症状，模

型组和小檗碱组大鼠术后具有神经功能缺损症状表现，Longa

评分均高于对照组（P＜0.05）。给药 7 d后，模型组和小檗碱组

大鼠 Longa评分均高于对照组（P＜0.05），且小檗碱组大鼠

Longa评分低于模型组（P＜0.05）。见表 1。

Note: *indicates comparison with the control group at the same time, P＜0.05; #indicates comparison with the model group after 7 days of administration,

P＜0.05.

表 1 三组大鼠 Longa评分比较（x± s）
Table 1 Comparison of Longa score of three groups of rats（x± s）

Groups n After operation After 7 days of administration

Control group 20 0.00± 0.00 0.00± 0.00

Model group 20 2.24± 0.17* 3.10± 0.34*

Berberine group 20 2.27± 0.20* 1.22± 0.16*#

F value 2.064 83.149

P value 1.308 0.000

2.2 三组大鼠氧化应激水平比较

与对照组比较，模型组MDA水平显著升高，而 GSH-Px和

SOD活性显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，小檗碱组MDA

水平显著降低，而 GSH-Px和 SOD活性显著升高（P＜0.05）。见

表 2。

Note: *indicates model group and berberine group compared with the control group, P＜0.05; #indicates berberine group compared with the model group,

P＜0.05.

表 2 三组大鼠氧化应激水平比较（x± s）
Table 2 Comparison of oxidative stress levels in three groups of rats（x± s）

Groups n MDA（nmol·mg prot-1） GSH-Px（U·mg prot-1） SOD（U·mg prot-1）

Control group 5 10.56± 1.30 96.24± 10.77 234.56± 27.49

Model group 5 19.64± 2.71* 38.49± 5.39* 114.68± 13.05*

Berberine group 5 15.22± 1.58*# 73.46± 8.19*# 187.35± 18.54*#

F value 26.824 59.835 43.082

P value ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.3 三组大鼠炎症反应水平比较

与对照组比较，模型组 IL-1茁、TNF-琢水平显著升高（P＜
0.05）。与模型组比较，小檗碱组 IL-1茁、TNF-琢水平显著降低
（P＜0.05）。见表 3。

2.4 三组大鼠MVD、VEGF mRNA和 HIF-1 mRNA表达水平

给药 7 d后，三组大鼠脑缺血再灌注组织中 MVD、VEGF

mRNA和HIF-1 mRNA表达水平差异有统计学意义（P＜0.05）。

模型组和小檗碱组 MVD、VEGF mRNA和 HIF-1 mRNA表达

水平均高于对照组（P＜0.05），而小檗碱组MVD、VEGF mRNA

和 HIF-1 mRNA表达水平高于模型组（P＜0.05）。见表 4。
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Note: *indicates model group and berberine group compared with the control group, P＜0.05; #indicates berberine group compared with the model group,

P＜0.05.

2.5 三组大鼠 VEGF和 HIF-1蛋白表达水平

给药 7 d 后，三组大鼠脑缺血再灌注组织中 VEGF 和

HIF-1蛋白表达水平差异有统计学意义（P＜0.05）。小檗碱组和

模型组 VEGF 和 HIF-1 蛋白表达水平均高于对照组（P＜
0.05），而小檗碱组 VEGF和 HIF-1蛋白表达水平高于模型组

（P＜0.05）。见表 5、图 1。

表 3 三组大鼠炎症反应水平比较（x± s）
Table 3 Comparison of inflammatory response levels in three groups of rats（x± s）

Groups n IL-1茁（pg·mg prot-1） TNF-琢（mg·mg prot-1）

Control group 5 23.57± 3.11 131.47± 15.68

Model group 5 55.68± 7.14* 226.38± 26.97*

Berberine group 5 35.27± 5.44*# 167.85± 20.15*#

F value 43.895 24.936

P value ＜0.001 ＜0.001

Note: *indicates model group and berberine group compared with the control group, P＜0.05; #indicates berberine group compared with the model group,

P＜0.05.

表 4 三组大鼠MVD、VEGF mRNA和 HIF-1 mRNA表达水平比较（x± s）
Table 4 Comparison of the expression levels of MVD, VEGF mRNA and HIF-1 mRNA of three groups of rats（x± s）

Groups n MVD（strips/mm2） VEGF mRNA HIF-1琢 mRNA

Control group 5 6.82± 0.53 0.251± 0.040 0.174± 0.040

Model group 5 12.30± 1.47* 0.408± 0.090* 0.325± 0.080*

Berberine group 5 17.06± 1.92*# 0.685± 0.100*# 0.512± 0.090*#

F value 92.183 88.064 77.346

P value 0.000 0.000 0.000

Note: *indicates model group and berberine group compared with the control group, P＜0.05; #indicates berberine group compared with the model group,

P＜0.05.

表 5 三组大鼠 VEGF和 HIF-1蛋白表达水平比较（x± s）
Table 5 Comparison of VEGF and HIF-1 protein expression levels of three groups of rats（x± s）

Groups n VEGF protein HIF-1 protein

Control group 5 0.384± 0.060 0.126± 0.020

Model group 5 0.593± 0.080* 0.307± 0.050*

Berberine group 5 0.812± 0.100*# 0.731± 0.090*#

F value 70.184 81.642

P value 0.000 0.000

3 讨论

由于局部脑组织区域血液供应障碍，急性缺血性脑梗死患

者脑组织中的神经细胞因缺血缺氧而发生变性、坏死、凋亡，出

现一系列生理改变，炎症反应、氧化应激、细胞程序性死亡等，

从而引起神经功能受到严重损害，具有致死、致残的风险[13,14]。

若缺血脑组织血供能得到恢复，则受损的脑功能可得到很大程

度的恢复。氧化应激和炎症反应在缺血再灌注的脑组织损伤中

具有关键作用。氧化应激会引起活性氧过度激活、自由基异常

增多，致使核酸、脂质和蛋白质等过度氧化，但脑组织自身缺少

抗氧化物质，从而引起 DNA氧化损伤进而促进细胞凋亡[15,16]。

炎症反应在脑缺血再灌注损伤中会导致毒性酶激活、自由基超

载等，从而引起大量炎症细胞因子的释放，加重脑组织损伤[17,18]。

而血管新生可增加脑缺血部位供血，改善缺血缺氧状态，减轻

脑缺血再灌注损伤[19]。因此在临床应用中通过外部因素刺激缺

血部位的血管生成、同时抑制氧化应激和炎症反应，可有效改

善缺血部位脑组织的损伤。小檗碱是一种临床使用非常安全的

中药，其药理作用可靠，较多研究证实小檗碱直接应用于临床

治疗缺血性脑梗死已取得较好的效果，具有保护神经的作用，

可能通过抑制神经元凋亡或者死亡，促进血管生成，保护缺血

4420窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.23 DEC.2022

半暗带而达到治疗的作用[20-22]。此外，小檗碱能穿透血脑屏障直

接作用于神经细胞，因此在脑缺血的保护中受到越来越多的关

注[23]。但其具体信号途径作用机制尚不清晰，因此本实验旨在通

过小檗碱对缺血性脑梗死大鼠氧化应激 /炎症反应、血管生成

的作用进行研究，探讨其可能的作用机制。

本研究结果显示，小檗碱组给药后大鼠脑缺血再灌注损伤

的神经功能评分低于模型组，MDA水平降低，而 GSH-Px和

SOD 活性升高，IL-1茁、TNF-琢 水平降低，MVD 升高，VEGF、

HIF-1的 mRNA和蛋白表达水平均高于模型组，提示小檗碱能

有效恢复大鼠脑缺血再灌注损伤的神经功能，抑制氧化应激和

炎症反应水平，促进血管生成，并通过上调 HIF-1，促进 VEGF

表达，从而在脑缺血再灌注损伤起到保护作用。分析认为小檗

碱作为一种天然的提取物，具有广泛的药理作用。研究表明，低

剂量小檗碱能显著提高 PC12细胞活力，保护 PC12细胞免受

6-ohda 诱导的细胞毒性和凋亡，其机制是通过上调

PI3K/AKt/Bcl-2细胞存活和 Nrf2/HO-1抗氧化信号通路来发挥

神经的保护作用，而高剂量小檗碱能抑制细胞活力[24]。孙胜男

等[25]研究小檗碱对 H2O2损伤大鼠神经干细胞增殖的影响，结

果显示，小檗碱组（5 滋mol·L-1）明显增强细胞活力，提高 NSCs

的平均直径，上调 Ki67、Notch1、Hes1蛋白表达水平，发挥促增

殖的作用可能是通过调节 Notch信号通路实现的。脑缺血再灌

注损伤的主要作用机制是氧化应激，MDA作为氧化反应的终

产物直接反应了氧化应激的程度，GSH-Px和 SOD则是抗氧化

物酶，具有保护细胞免受氧化损伤的作用[26]。在脑缺血再灌注

损伤时，脑组织内会分泌大量的炎性细胞（如 IL-1茁、TNF-琢
等），直接或间接加重脑组织损伤[27]。在机体缺血缺氧状态时，

刺激机体产生和分泌 HIF-1、VEGF，VEGF可促进血管内皮细

胞增殖，VEGF表达水平的增加，对血管内皮细胞表面的 VEG-

FR1和 VEGFR2形成作用，激活一系列缺氧转导通路，造成新

生血管生成[28,29]。而 VEGF是 HIF-1的下游靶基因，HIF-1的过

度表达，对于下游靶基因 VEGF的表达也起到诱发作用，HIF-1

通过上调其下游的靶基因 VEGF，参与了急性缺血性脑梗死导

致的神经细胞损伤，致使 VEGF表达进一步增强，活化的

HIF-1与靶基因上的 HIF-1结合位点结合，形成转录起始复合

物，从而起动靶基因转录和相应的蛋白产物增加[30,31]。因此小檗

碱对中枢神经系统具有较好的保护作用，具有良好的应用前景。

综上所述，小檗碱通过抑制氧化应激 / 炎症反应、促进血

管生成，促进大鼠缺血性脑梗死后血管生成和神经细胞修复，

从而达到脑保护作用，其机制可能与激活 HIF-1 /VEGF信号通

路有关。
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