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毛蕊异黄酮通过抑制 calpain-1的表达发挥抗脑缺血再灌注损伤的研究 *
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摘要 目的：探讨毛蕊异黄酮抗脑缺血再灌注损伤的作用是否与抑制 calpain-1的表达有关。方法：将 SD大鼠随机分为假手术组、

模型组以及药物组，采用线栓法建立大鼠大脑中动脉阻断(MCAO)模型，于缺血再灌注前 30 min腹腔注射给予 20 mg/kg毛蕊异

黄酮或等体积的溶剂。再灌注 24 h后，行神经功能学评分、脑梗死面积以及神经元凋亡检测；再灌注 12 h、24 h时，采用免疫组化
和蛋白印迹技术检测大鼠脑皮层 calpain-1的表达。结果：与假手术组大鼠比较，MCAO模型组大鼠再灌注 24 h后神经功能学评

分、梗死面积、神经元凋亡率及 calpain-1的表达均明显升高(P＜ 0.05)，而毛蕊异黄酮能够降低模型组大鼠再灌注 24 h后神经功能

学评分、梗死面积、神经元凋亡率以及 calpain-1的表达(P＜ 0.05)。结论：毛蕊异黄酮可能通过抑制 calpain-1的表达发挥抗脑缺血

再灌注损伤作用。
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Calycosin Exerts Neuroprotective Effect on Cerebral Ischemia/Reperfusion
Injury through Inhibiting Calpain-1 Expression*

To explore whether calpain-1 was involved in the protective effect of calycosin against cerebral ischemia/

reperfusion injury. Rats were randomly allocated to sham-operated, middle cerebral artery occlusion (MCAO) model and caly-

cosin groups. MCAO model was made by suture-occluded method. At 30 min before ischemia/reperfusion, rats were injected intraperi-

toneally with 20 mg/kg calycosin and the same volume of resolver. The neurologic score, infarct area and neuronal apoptosis were mea-
sured at 24 h after ischemia/reperfusion. At 12 h and 24 h after ischemia/reperfusion, the calpain-1 protein expression of cerebral cortex

were detected by immunohistochemical and western blot. The neurologic score, infarct area, the number of TUNEL positive

neurons and the level of calpain-1 of MCAO model group were obviously increased compared with those of the sham group at 24 h after

reperfusion (P<0.05). However, the calycosin was significantlydecreased the elevation of these biological markers in MCAO model group

after 24 h reperfusion (P<0.05). Calycosin exerted neuroprotective effect on cerebral ischemia/reperfusion injury through in-

hibiting calpain-1 expression.
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前言

缺血性脑卒中是危害人类健康的难治性疾病之一。重组组

织型纤溶酶原激活物(Recombinant tissue plasminogen activator，
r-tPA) 是迄今为止唯一被美国 FDA批准且用于治疗缺血性卒

中的药物，但因苛刻的筛选条件和潜在的出血风险严重限制了

其在临床上的应用与推广[1]。脑缺血损伤的发病机制主要与谷

氨酸兴奋性中毒[2]、氧化应激[3]、细胞凋亡[4]、炎症损伤[5,6]以及钙

超载有关[7]。当脑缺血时，脑内兴奋性物质氨基酸浓度增多，刺

激 N-甲基 -D-天冬氨酸受体 (N-methyl-D-aspartic acid recep-

tor，NMDA)受体，导致 Ca2+通道开放，大量 Ca2+内流造成钙超

载。细胞内钙超载可激活溶解酶，损害线粒体，进一步诱导自由

基的产生，导致氧化应激等一系列细胞的损伤。因此，细胞内钙

超载被认为是造成细胞不可逆损伤的最终共同途径。

近年来，随着研究的不断深入，一些学者发现细胞内 Ca2+

超载后，其下游钙离子依赖性蛋白酶 -卡配因(calpain)也被激

活。Calpain是一种钙离子依赖性的蛋白酶，属于半胱氨酸白酶

中香木瓜蛋白酶的家族成员之一，细胞内一定浓度的钙离子是
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其激活的必要条件[8]。Calpain广泛分布于哺乳动物的各类组织

中，如细胞质、质膜及其它细胞器膜等。在静息条件下，calpain

主要以无活性的酶原形式存在；当机体缺血时，大量 Ca2+聚集，

calpain被激活，随后会导致下游保护性蛋白降解，产生一系列

诱导细胞凋亡的信号通路开放[9]。本课题组前期研究已经证实

黄芪中的活性单体毛蕊异黄酮具有显著的脑缺血保护作用，但

其具体分子作用机制仍不清楚[10]。毛蕊异黄酮是一种可以抑制

电压和受体依赖性的钙离子通路抑制剂[11]，而 calpain 又是一

种钙离子依赖性蛋白酶。因此，在前期研究基础上，本研究旨在

深入探讨毛蕊异黄酮对脑缺血损伤的保护作用机制是否与抑

制 calpain的活化和过表达有关。

1 材料与方法

1.1 药品及试剂

毛蕊异黄酮(分子量：284.26，CAS：20575-57-9，纯度 >99%)

购于成都维克奇生物科技公司；10 %水合氯醛购于空军军医大

学(第四军医大学)唐都医院；三苯基氯化四氮唑(2, 3, 5-tripheny

ltetrazolium chloride，TTC，50g)和二甲基亚砜(Dimethyl Sulfox-

ide，DMSO，药用级) 均购于美国 Sigma公司；兔抗大鼠 cal-

pain-1(ab108400)和茁-tubulin(ab6046)抗体均购于美国 Abcam

公司；蛋白提取和定量试剂盒、TUNEL凋亡检测试剂盒等购于

江苏南京建成生物工程研究所。

1.2 实验动物及分组
成年健康 SD大鼠(雄性)60只，体质量 200～ 250 g，购于空

军军医大学实验动物中心 [合格证编号号：SCKX (军) 字第
2007-007号]。实验前，将大鼠随机分为假手术组(sham)、模型组
(MCAO)和药物组(calycosin)，再灌注实验开始前 30 min 分别

于大鼠腹腔内注射 20 mg/kg 剂量的毛蕊异黄酮或等体积溶

媒，待再灌注 24 h后，进行神经功能评分、并检测脑梗死面积

及细胞凋亡情况，通过免疫组化和蛋白印记技术观察缺血再灌

注 12、24小时 calpain-1的表达。

1.3 模型建立

实验大鼠在术前禁食 8～ 12 h，期间可以自由饮水，参照
Yu等人 [12] 的改良方法经颈内动脉尼龙线线栓法制备大鼠的

MCAO模型。大鼠称重之后，于腹腔内注射 10%的水合氯醛(3

mL/kg)，并且将其仰卧位固定，依次钝性分离出大鼠的颈总动

脉和颈内动脉，用小剪刀在大鼠颈总动脉分叉处剪小口，将无

菌级别的尼龙线 (购于北京西浓科技有限公司，2636-A5级)从

颈总动脉缓慢插入颈内动脉内约 17～ 18 mm，当感觉有轻微阻

力时立即停止；缺血 2 h后，将尼龙线轻轻拔出，使脑血流恢复

即实现再灌注。假手术组大鼠除不将线栓插入颈内动脉外，其

余操作过程相同。为验证造模成功与否，使用激光多普勒血流

仪(瑞典 Perimed AB，PeriFluxPF5000)监测大鼠术前、术中以及

术后的脑血流变化情况，并以术前脑血流为参照值，当插入线

栓后脑血流减少 80%以上、再灌注后脑血流恢复 70%以上则认

为造模成功，将造模不成功的大鼠剔除掉[13]。

1.4 神经功能评分
造模成功的大鼠放入笼内，环境温度保持(25± 2)℃。再灌

注 24 h后，由另一观察者评估并且记录神经功能缺陷分数。评

分标准参考 Ge等人[14]改良的评分标准：无运动功能障碍记 0

分；不能伸展左前肢记 1分；向左侧旋转记 2分；向左侧倾倒记
3分；无自主活动并伴有意识障碍记 4分。
1.5 脑梗死面积评估

实验大鼠进行神经功能评分之后，用水合氯醛麻醉，用快

速断头法处死实验大鼠，取出脑，用冰生理盐水冲洗，然后将其

切成冠状切片(厚度约 2 mm)，在 37 ℃水浴中用 2 %的 TTC染
色 5～ 10 min后，将其置于 4 %的多聚甲醛中固定 8-12 h，按序
摆好脑片并用数码相机(日本 SONY, DSC-W520)拍照，最后使
用 Photoshop CS软件计算脑梗死面积。为了消除因水肿造成脑
梗死面积大于实际值的影响，可用相对梗死面积计算公式校

正：相对脑梗死面积 =[对侧脑半球面积 -(缺血脑半球面积 -梗
死面积)/对侧脑半球面积]× 100 %。
1.6 神经元凋亡评估

麻醉实验大鼠、开胸、游离出心脏，由左心室插入灌流针，

切开右心耳，快速灌入生理盐水将血液冲洗干净，缓慢注入约

400mL 4%的多聚甲醛。断头取脑之后，用多聚甲醛浸泡、固定
24 h，用石蜡包埋，在囟门前后各 3mm的区域做连续冠状切片
(厚度约 5 滋m)，用二甲苯脱蜡、蛋白酶 K处理、PBS洗涤干净，
加入荧光标记的 TUNEL检测液，在 37℃液体条件下孵育 1 h，
再用抗荧光淬灭封片液封片。在显微镜(IX71，奥林巴斯，日本)

下选取皮层同一位置，观察并计数阳性细胞的数量。

1.7 calpian-1免疫染色
先用 1.6的方法处理组织样本，再将 5 滋m的石蜡切片脱

蜡和抗原修复，在 37℃的水浴中用 10%的胎牛血清封闭 30
min，然后再加入 anti-Calpian-1(1:500)抗体，置于孵育箱中 4℃

过夜，用 PBS缓冲液冲洗干净后加入 HRP标记的羊抗兔二抗，

室温条件下孵育 45 min，再用 PBS缓冲液冲洗干净，然后滴加
DAB显色液，在显微镜下控制显色时间，用自来水冲洗以终止
显色，苏木素复染并脱水封片，将其置于荧光显微镜下(IX71，
奥林巴斯，日本)观察。
1.8 calpain-1蛋白表达

将实验大鼠先断头后取脑，在冰上迅速分离皮层组织，用

常规法提取皮层组织蛋白，并测定蛋白含量(BCA蛋白定量试
剂盒)，分装后放于 -80℃冰箱内保存。取等量的蛋白(30 滋g)，
SDS-PAGE电泳、转膜、封闭、PBS缓冲液冲洗，先加入一抗(an-
ti-calpian-1，茁-tubulin)4℃过夜，再加入辣根过氧化物酶偶联的
二抗 37℃孵育约 2 h，用化学发光 ECL试剂显影，X线曝光，显
影定影后再扫描，应用 Quantity One图像分析软件分析电泳和
蛋白条带的灰度值，经各组与茁-tubulin灰度值比值表示蛋白的
相对表达量。

1.9 统计学分析
采用 SPSS18.0统计软件分析，神经功能学数据用中位数

表示，其他实验数据以 x± s表示。多组间比较可采用单因素方
差分析，两组间比较采用 SNK-q检验，以 P＜ 0.05表示差异有
统计学意义。

2 结果

2.1 毛蕊异黄酮改善 MCAO模型大鼠神经功能学评分
与假手术组大鼠相比，MCAO模型组大鼠神经功能学评

分明显升高(P＜ 0.05)；与模型组大鼠相比，给予毛蕊异黄酮治

疗的大鼠神经功能学评分明显降低(P＜ 0.05)，见图 1。
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图 2 毛蕊异黄酮对 MCAO模型大鼠脑梗死面积的影响

Fig.2 Effect of calycosin on the Cerebral infarction area of MCAO rats

A : Representative TTC staining of the cerebral infarct in each group. B: Statistical analysis of the percentage of infarct area in each group.

Note: Date were expressed as mean ± S.D, n=6. **P<0.01, compared with group sham; #P<0.05, compared with group MCAO.

图 3 毛蕊异黄酮对MCAO模型大鼠脑神经元凋亡的影响

Fig. 3 Effect of calycosin on the apoptosis of Cerebral neurous of MCAO rats. A: Representative images of TUNEL staining; DAPI stain was used to label

the nucleus. B: Quantitative analysis of the number of TUNEL-positive neurons in each group

Note: Date were expressed as mean± S.D, n=6. **P<0.01, compared with sham group; ##P<0.01, compared with MCAO group.

2.2 毛蕊异黄酮减少 MCAO模型大鼠脑梗死面积
MCAO模型组大鼠梗死面积明显高于假手术组(P＜ 0.05)，

而给予毛蕊异黄酮治疗的 MCAO 大鼠脑梗死面积较 MCAO

大鼠明显减少(P＜ 0.05)，见图 2。
2.3 毛蕊异黄酮减少 MCAO模型大鼠神经元凋亡

与假手术组大鼠相比，MCAO模型组大鼠脑皮层神经元
凋亡率显著升高 (P＜ 0.05)，而给予毛蕊异黄酮治疗的 MCAO

大鼠神经元凋亡率较 MCAO模型组大鼠明显降低 (P＜ 0.05)，

见图 3。
2.4 毛蕊异黄酮抑制 MCAO大鼠脑皮层组织 calpain-1的表达

与假手术组大鼠比较，模型组大鼠再灌注 12 h、24 h后脑
皮层组织的 calpain-1表达均显著升高(P＜ 0.05)，而毛蕊异黄酮

治疗组大鼠脑皮层组织的 calpain-1的表达均较模型组下降，

两组在再灌注 24 h时差异具有统计学意义(P＜ 0.05)，见图 4A、
4B。如图 4C-D所示，假手术组大鼠脑皮层仅可见到少量 cal-

pain-1阳性细胞，而模型组大鼠再灌注 12 h、24 h时，其脑皮层

可观察到大量的 calpain-1阳性细胞；给予毛蕊异黄酮的药物

治疗组大鼠 calpain-1阳性细胞的表达量显著减少。

图 1 毛蕊异黄酮对MCAO大鼠神经功能学评分的影响

Fig.1 Effect of calycosin on the neurologic score of MCAO rats

Note: Date were expressed as median, n=7. *P<0.01, compared with sham

group; #P<0.05, compared with MCAO group.
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图 4 各组大鼠脑皮层 calpain-1的蛋白印迹和免疫组化结果

Fig.4 Calpain-1 expression from the ischemic cortex in rats from different groups was detected by western blot and immumohistochemical analysis.

A: Representative western blot bands of calpian-1 and 茁-tubulin; B: The quantification analysis of the expression levels of calpain-1; C: Representative

sections of calpain-1 immunohistochemical staining in each group; D: Quantitative analysis of the number of positive immune cells.

Note: Date were expressed as mean ± S.D, n=6. **P<0.01, compared with sham group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with MCAO group.

3 讨论

脑卒中的病理生理过程涉及多种细胞毒性级联过程。研究

表明 calpain在缺血性脑卒中的发生发展过程中起着至关重要

的作用，已成为近年来缺血性脑卒中发病机制研究的热点之

一。Calpain是一种钙离子依赖性蛋白酶，属于半胱氨酸蛋白酶

超家族中番木瓜蛋白酶的家族成员，可以分为两种亚型：

calapin-1(滋-calpain)和 calpain-2 (m-calpain)。两种形式的 cal-
pain均广泛分布于中枢神经系统，但其存在于不同的神经细

胞。Calpain-1的分布比较广泛，比如树突、胞体和轴突等；而
Calpain-2 主要分布于胶质细胞。研究表明激活两种类型的
calpain 所需的 Ca2+浓度也不相同[15]，激活 calpain-1 需要微摩

尔浓度的钙离子，而激活 calpain-2则需要毫摩尔浓度的钙离

子。在正常生理状态，calpain以酶原的形式存在于神经细胞质

中；当脑缺血发生后，胞内大量堆集的 Ca2+可与 calpain催化区

的特异性钙调蛋白样位点结合从而导致构象改变并使其激活，

活化后的 calpain 可水解细胞骨架蛋白并诱导细胞死亡 [16]。

Chen等[17]研究证实 calpain 的激活与胞内 Ca2+浓度的增加有

关。Neumar等人[18]通过建立短暂性大鼠前脑缺血模型，并分析

缺血损伤后 calapain的表达位置和表达时间，结果表明再灌注
1 h时 calapin被激活，再灌注 24 h和 48 h时 calpain的活化从

纹状体背侧然后到腹侧，最后再到海马 CA1区。再灌注 1 h和
36 h时出现 calpain介导的琢导血影蛋白降解高峰。王宇卉等
人[19]研究也发现脑缺血损伤后，再灌注 1 h后即出现 calpain的

活化，并在 24 h及 48 h点到最高峰，且 48 h calpain活化更为
明显。江克文等人[20]研究了新生实验大鼠脑缺血后 -calpain的

表达情况，发现 calpain在海马中的表达最为明显，皮层的 cal

pain表达水平在 24 h达到高峰、海马的 calpain表达水平在 12 h

就已经达峰值。这些研究都证实了 calpain活化是脑缺血损伤

的重要环节。

黄芪中的毛蕊异黄酮已被报道可能通过抗氧化、抗凋亡、

抗炎以及自噬作用发挥抗脑缺血 /再灌注损伤保护作用。此

外，研究也证实毛蕊异黄酮可保护血脑屏障完整性而发挥脑缺

血 /再灌注损伤保护作用。然而揭示毛蕊异黄酮抗脑缺血 /再

灌注损伤的作用机制与钙超载诱导的 calpain活化有关尚未有
报道，在本研究中，我们发现缺血再灌注 12 h实验大鼠脑皮层
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的calpain-1的表达迅速升高，于 24 h后达到相对峰值；而毛蕊

异黄酮可以降低 calpain-1在缺血再灌注损伤后 12 h、24 h的表
达，这些结果提示毛蕊异黄酮抗缺血损伤作用可能与抑制 cal-

pain-1的表达有关，这一新发现为毛蕊异黄酮作用机理深入研
究提供了基础实验依据。
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