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川陈皮素对脑梗死缺血再灌注大鼠的保护作用及其机制研究 *

王 敏 1 卢怀海 2 庞旭阳 1 朱海生 1 王旭东 1△

（1河北省邯郸市中心医院神经内三科 河北邯郸 056001；2河北医科大学第二医院重症二科 河北石家庄 050000）

摘要目的：研究川陈皮素对脑梗死缺血再灌注大鼠的保护作用及其机制。方法：将 90只雄性Wistar大鼠随机分为空白对照组、假

手术组、模型组及低剂量组、中剂量组及高剂量组，每组 15只。空白对照组不予以任何处理，模型组、低剂量组、中剂量组及高剂

量组其余各组大鼠均采用 Long线栓法构建脑梗死缺血再灌注模型，假手术组除了不插入拴线，其他操作和模型组相同。造模后，

空白对照组、假手术组及模型组分别予以 10 mL/（kg·d）的生理盐水灌胃，低剂量组、中剂量组、高剂量组分别予以 10 mL/（kg·d）、

15 mL/（kg·d）、20 mL/（kg·d）川陈皮素灌胃。检测各组大鼠梗死面积以及神经细胞凋亡率，缺氧诱导因子 -1琢（HIF-1琢）、血管内皮
生长因子（VEGF）水平，炎症细胞因子水平，B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2），Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax），半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3

（caspase-3）表达情况。结果：模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组梗死面积、神经细胞凋亡率以及 HIF-1琢、肿瘤坏死因子 -琢
（TNF-琢）、白细胞介素 -1茁（IL-茁）、Bax mRNA、caspase-3 mRNA水平均高于空白对照组及假手术组；且低剂量组、中剂量组、高剂
量组较模型组低；降低呈剂量依赖性（均 P＜0.05）。模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组 VEGF、Bcl-2 mRNA水平均低于空白对

照组及假手术组；且低剂量组、中剂量组、高剂量组较模型组高；降低呈剂量依赖性（均 P＜0.05）。假手术组梗死面积以及神经细

胞凋亡率均高于空白对照组（均 P＜0.05）。结论：川陈皮素对脑梗死缺血再灌注大鼠的保护作用明显，其主要机制可能与调控

HIF-1琢、VEGF、炎症细胞因子以及凋亡相关基因表达有关。
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Protective Effect of Tangerine on Rats with Cerebral Infarction
and Its Mechanism*

To study the protective effect of tangerine on cerebral infarction ischemia reperfusion in rats and its

mechanism. 90 male Wistar rats were randomly divided into blank control group, sham operation group, model group,

low-dose group, middle-dose group and high-dose group according to the random number table method, with 15 rats in each group. No

treatment was given to the blank control group. The model group, the low-dose group, the middle-dose group and the high-dose group all

constructed the cerebral infarction ischemia-reperfusion model by using the Long line embolization method. The sham operation group

performed the same operation as the model group except that the tetter was not inserted. After modeling, 10 mL/ (kg·d) of normal saline

was given to the blank control group, the sham operation group and the model group, and 10 mL/ (kg·d), 15 mL/ (kg·d), and 20 mL/

(kg·d) of tangerine were given to the low-dose group, the middle-dose group and the high-dose group, respectively. The infarct area,

apoptosis rate of nerve cells, hypoxia-inducible factor-1琢 (HIF-1琢), vascular endothelial growth factor (VEGF), inflammatory cytokines
levels, B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2), Bcl-2 Assaciated X protein (Bax) and Cystein-asparate protease 3 (caspase-3) expression were

compared in each group. The infarct area, apoptosis rate of nerve cells and mRNA levels of HIF-1琢, Tumor necrosis factor-琢
(TNF-琢), Interleukin-1茁 (IL-1茁), Bax and caspase-3 in model group, low-dose group, medium-dose group and high-dose group were all
higher than those in blank control group and sham operation group. Low dose group, medium dose group and high dose group were

lower than model group, the decrease was dose-dependent (all P < 0.05). The mRNA levels of VEGF and Bcl-2 in model group,

low-dose group, medium-dose group and high-dose group were lower than those in blank control group and sham operation group. Low

dose group, medium dose group and high dose group were higher than model group, the decrease was dose-dependent (all P<0.05). The
infarct area and nerve cell apoptosis rate in sham group were higher than those in blank control group (all P<0.05).
Tangerine has a significant protective effect on cerebral infarction ischemia reperfusion rats, and its main mechanism may be related to
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前言

脑梗死具有发病急、病死率高等特点，严重威胁人类的生

命健康安全[1，2]，且该类患者往往伴有不同程度的缺血再灌注损

伤，其本质是缺血之后脑组织血供的恢复，然而其损伤未得到

恢复或加重[3，4]。脑梗死缺血再灌注损伤会引起一定程度炎症反

应、自由基生成以及凋亡基因激活等，并形成恶性循环，进一步

对脑组织造成损害[ 5，6]。因此，如何有效改善脑梗死缺血再灌注

显得尤为重要。川陈皮素是从传统中草药陈皮中所提取而来的

一种黄酮类化合物，具有抗氧化、营养神经、抗动脉粥样硬化、

抗癌等作用[7，8]。有研究表明，川陈皮素可抑制细胞程序性死亡，

降低缺血再灌注损伤[9]。但川陈皮素对脑梗死缺血再灌注的具

体作用机制尚未明确。本文通过研究川陈皮素对脑梗死缺血再

灌注大鼠的保护作用及其机制，为川陈皮素治疗脑梗死缺血再

灌注提供实验和理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

90只健康雄性Wistar大鼠，8～10周龄，体重 200～250 g，

平均体重（230依20）g，由北京维通利华实验动物技术有限公司
提供，动物合格证号：SCXK（京）2021-0012号。采用标准饲料

喂养，自由饮水、摄食，饲养环境为多层层流架，温度维持在

20～25 ℃，湿度 50-70%，12 h昼夜循环照明（08:00-20:00），适

应性喂养 2周。

1.2 药物、主要仪器与试剂

川陈皮素由陕西慧科植物开发有限公司提供（批号 :

HK20160910, 纯度为 98%）；氯化三苯甲基四氮唑购自美国

Sigma 公司；末端脱氧核苷酸转移酶介导的末端标记法

（TUNEL）试剂盒购自美国 Roche公司；酶联免疫检测仪购自

华西科创科技有限公司（型号 RJ17DG503A）；血清缺氧诱导因

子 -1琢（HIF-1琢）、血管内皮生长因子（VEGF）以及炎症因子水
平试剂盒购自上海酶联生物科技有限公司；聚合酶链式反应

（PCR）扩增仪购自美国 Eppendorf公司；离心机购自国 Eppen-

dorf公司；光学显微镜购自日本 OLYMPUS公司；电泳凝胶图

像分析系统以及凝胶电泳仪均购自 Bio-Rad公司。

1.3 实验分组与给药

将 90只大鼠随机分为空白对照组、假手术组、模型组、低

剂量组、中剂量组、高剂量组，每组 15只。造模前所有大鼠禁食

不禁水 12 h，以 Long线栓法制作大鼠大脑中动脉闭塞模型。

2 h后缓缓拔除拴线，促使再灌注。大鼠出现提尾呈左侧前肢屈

曲内收，且爬行时朝左侧转圈行动，右眼霍纳征，则说明造模成

功[10]。假手术组除了不插入拴线，其他操作与模型组相同。空白

对照组不作处理。造模成功后，低剂量组、中剂量组、高剂量组

分别给予 10 mL/kg、15 mL/kg、20 mL/kg川陈皮素灌胃，连续给

药 10 d，1 d/次。空白对照组、假手术组、模型组给予等量生理

盐水灌胃。

1.4梗死面积测定

给药结束后以断头法处死大鼠（各组随机抽取 7只，另外

8 只大鼠用于其他实验），将脑组织取出，自额极开始连续每

3 mm切除冠状脑片 5个，放置在 0.5%浓度的 2,3,5-氯化三苯

基四氮唑（TTC）溶液中行染色处理，37℃条件下避光反应

20 min，采用 4%多聚甲醛进行固定处理 2h，拍照后借助 Im-

agePro Plus6.0软件分析，对梗死区面积及梗死区、正常区面积

进行分析计算。脑梗死率 =梗死区总面积 /全脑总面积伊100%。
1.5 神经细胞凋亡检测

给药结束后采用 TUNEL进行检测，检测样本为大鼠被处

死后，取前、中、后冠状位 3套冰冻切片，具体操作遵循 TUNEL

试剂盒说明书完成。以荧光显微镜（购自苏州鸥斯特光学仪器

有限公司）观察神经细胞凋亡情况，并计算凋亡百分率，凋亡细

胞率 =（凋亡细胞数 /计数细胞总数）伊100%。
1.6 HIF-1琢、VEGF及炎症因子水平检测

给药结束后采集大鼠血液样本，以酶联免疫吸附法检测

HIF-1琢、VEGF及炎症因子：肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）、白细胞
介素 -1茁（IL-茁）水平，操作严格按照试剂盒说明书进行。
1.7 实时荧光定量反转录聚合酶链反应（RT-PCR）法

采用 RT-PCR法检测 B淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2），Bcl-2相关

X 蛋白（Bax）及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3（caspase-3）

mRNA，其中 PCR引物以及参照物引物序列见表 1。以 SYBR

premix Ex TaqⅡ试剂盒完成相关检测。首先进行 PCR反应液

的配制，反应体系总共 25 滋L，包括 12.5 滋L的 SYBR premix

Ex Taq Ⅱ，2 滋L的目的基因引物，2 滋L反转录产物，8.5 滋L去
离子水。PCR反应条件如下：预变性 95℃30 s，扩增 95℃15 s，

60℃30 s，共 40个循环。以 2-△ △ Ct法表示相对基因表达情况。

1.8 统计学处理

数据分析通过 SPSS 22.0软件实现，计数资料以%表示，检

验方式为 掊2检验。以(x依s)表示计量资料，两组间对比采用 t检

验。多组间对比采用单因素方差分析。琢=0.05为检验水准。

2 结果

2.1 各组大鼠梗死面积及神经细胞凋亡率对比

模型组、低剂量组、中剂量、高剂量组的梗死面积、神经细

胞凋亡率均高于空白对照组及假手术组；而低剂量组、中剂量

组、高剂量组的梗死面积、神经细胞凋亡率低于模型组；高剂量

组梗死面积、神经细胞凋亡率又低于低、中剂量组；中剂量组梗

死面积、神经细胞凋亡率又低于低剂量组；假手术组梗死面积

以及神经细胞凋亡率均高于空白对照组（均 P＜0.05），见表 2，

表 3，图 1。

2.2 各组大鼠 HIF-1琢、VEGF水平对比
模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组的 HIF-1琢水平均

高于空白对照组、假手术组，而 VEGF水平低于空白对照组、假

the regulation of the expression of HIF-1琢, VEGF, inflammatory cytokines and apoptosis-related genes.
Cerebral infarction; Rat; Ischemia reperfusion; Tangerine; Inflammatory cytokines; Apoptosis gene
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Gene Primer sequences
Annealing temperature

（℃）

Reaction product

length(bp)

Bcl-2 Upstream primer 5'-CTGGTGGACAACATCGA-3' 55 123

Downstream primer 5'-GGAGAAATCAAACAGAGGC-3'

Bax Upstream primer 5'-CTGAGGCGCTCCAGGCACCA-3, 56 510

Downstream primer 5'-CTCTTAATGTCACGCGATTTC-3'

Caspase-3 Upstream primer 5'-TCCACGAGCAGAGTCAAA-3' 55 208

Downstream primer 5'-TTCAACAAGCCAACCAAG-3'

Groups n Infarct area(%)

Blank control group 7 0.00依0.00

Sham operation group 7 1.21依0.25*

Model group 7 28.01依1.55*a

Low-dose group 7 20.83依1.44*ab

Middle-dose group 7 16.38依1.39*abc

High-dose group 7 12.82依1.30*abcd

F value - 5.935

P value - 0.000

Groups n Apoptosis rate of nerve cells(%)

Blank control group 8 0.43依0.12

Sham operation group 8 1.41依0.38*

Model group 8 41.72依3.19*a

Low-dose group 8 28.17依2.49*ab

Middle-dose group 8 24.83依2.59*abc

High-dose group 8 20.01依2.08*abcd

F value - 13.045

P value - 0.000

手术组；且低剂量组、中剂量组、高剂量组的 HIF-1琢水平低于
模型组，而 VEGF水平高于模型组；高剂量组 HIF-1琢水平低于
低、中剂量组，而 VEGF水平高于低、中剂量组；中剂量组

HIF-1琢水平低于低剂量组，而 VEGF水平高于低剂量组（均

P＜0.05），见表 4。

2.3 各组大鼠 TNF-琢、IL-1茁水平对比
模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组的 TNF-琢、IL-1茁水

平均高于假手术组和空白对照组；而低剂量组、中剂量组、高剂

量组的 TNF-琢、IL-1茁水平低于模型组；高剂量组 TNF-琢、IL-1茁
水平低于低、中剂量组；中剂量组 TNF-琢、IL-1茁水平低于低剂

量组（均 P＜0.05），见表 5。

2.4 各组大鼠 Bcl-2、Bax及 caspase-3 mRNA对比

模型组、低剂量组、高剂量组、假手术组的 Bcl-2 mRNA呈

逐渐升高趋势，而 Bax mRNA、caspase-3 mRNA呈逐渐下降趋

势，且各组间对比差异均有统计学意义（均 P＜0.05），且假手术

组和空白对照组上述三项指标对比差异无统计学意义（均 P＞
0.05）。见表 6。

3 讨论

脑梗死缺血再灌注损伤是患者病情恶化的重要原因，随着

表 1 Bcl-2、Bax及 Caspase-3引物序列、退火温度以及反应产物长度

Table 1 Primer sequences, annealing temperature and reaction product length of Bcl-2, Bax and caspase-3

表 2 各组大鼠梗死面积对比（x依s）
Table 2 Comparison of infarct size of rats in each group（x依s）

Note:*a,b,c,d was compared with the blank control group, sham operation group, model group, low-dose group, and middle-dose group respectively.

表 3各组大鼠神经细胞凋亡率对比（x依s）
Table 3 Comparison of apoptosis rate of nerve cells of rats in each group（x依s）

Note: *a,b,c,d was compared with the blank control group, sham operation group, model group, low-dose group, and middle-dose group respectively.
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表 5各组大鼠 TNF-琢、IL-1茁水平对比（x依s）
Table 5 Comparison of TNF-琢 and IL-1茁 levels of rats in each group（x依s）

Note: *a,b,c,d was compared with the blank control group, sham operation group, model group, low-dose group, and middle-dose group respectively.

Groups n HIF-1琢(pg/mL) VEGF(pg/mL)

Blank control group 15 29.44依2.61 26.10依1.45

Sham operation group 15 30.31依2.59 26.72依1.68

Model group 15 80.22依5.39*a 11.32依1.06*a

Low-dose group 15 60.34依4.72*ab 15.77依1.32*ab

Middle-dose group 15 51.55依4.34*abc 17.48依1.45*abc

High-dose group 15 42.83依3.17*abcd 20.37依1.48*abcd

F value - 8.755 6.385

P value - 0.000 0.000

表 4各组大鼠 HIF-1琢、VEGF水平对比（x依s）
Table 4 Comparison of HIF-1琢 and VEGF levels of rats in each group（x依s）

Note: *a,b,c,d was compared with the blank control group, sham operation group, model group, low-dose group, and middle-dose group respectively.

图 1大鼠神经细胞凋亡图

Fig.1 Diagram of rat nerve cell apoptosis

Note: A: blank control group,B:sham operation group, C: model group, D: low-dose group, E: middle-dose group, F: high-dose group.

Groups n TNF-琢(ng/mL) IL-1茁（ng/mL）

Blank control group 15 4.01依1.12 1.04依0.12

Sham operation group 15 5.66依1.44 1.36依0.14

Model group 15 51.38依6.14*a 23.12依3.54*a

Low-dose group 15 26.36依3.59*ab 10.33依2.05*ab

Middle-dose group 15 20.48依3.09*abc 7.48依1.87*abc

High-dose group 15 14.82依2.26*abcd 5.32依1.55*abcd

F value - 25.183 9.485

P value - 0.000 0.000

近年来相关研究的不断深入，越来越多的学者发现炎症反应和

脑梗死缺血再灌注损伤密切相关，其中 TNF-琢、IL-1茁均是目前
临床上广泛用以评估机体炎症反应程度的敏感指标，具有一定

的研究价值[11，12]。此外，HIF-1琢是哺乳动物体内的真核转录因
子，对神经细胞有促凋亡以及保护的作用[13，14]。而 VEGF属于促

血管内皮生长因子，在脑梗死缺血再灌注损伤过程中可发挥抑
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表 6各组大鼠 Bcl-2、Bax及 caspase-3 mRNA对比（x依s）
Table 6 Comparison of Bcl-2, Bax and caspase-3 mRNA in each group of rats（x依s）

Groups n Bcl-2 mRNA Bax mRNA caspase-3 mRNA

Blank control group 8 0.50依0.07 0.22依0.04 0.11依0.01

Sham operation group 8 0.46依0.06 0.24依0.03 0.12依0.01

Model group 8 0.12依0.02*a 0.64依0.08*a 0.51依0.03*a

Low-dose group 8 0.25依0.03*ab 0.51依0.05*ab 0.40依0.02*ab

Middle-dose group 8 0.29依0.04*abc 0.43依0.03*abc 0.30依0.02*abc

High-dose group 8 0.34依0.04*abcd 0.33依0.04*abcd 0.24依0.01*abcd

F value - 5.973 7.674 5.104

P value - 0.000 0.000 0.002

Note: *a,b,c,d was compared with the blank control group, sham operation group, model group, low-dose group, and middle-dose group respectively.

制神经元坏死以及凋亡的作用[15，16]。由此，本文通过研究川陈皮

素对脑梗死缺血再灌注损伤大鼠上述相关指标的影响，可明确

川陈皮素的具体作用机制，继而为其临床应用提供理论依据。

本文经过实验研究后的结果发现，川陈皮素可有效减小脑

梗死缺血再灌注大鼠的梗死面积以及神经细胞凋亡率，且该效

果呈明显的剂量依赖性，这也表明了川陈皮素具有明显的神经

保护作用。分析原因，可能是由于川陈皮素主要可能是通过激

活蛋白激酶 B/cAMP反应元件结合蛋白（Akt/CREB）信号通

路，继而促进了大鼠机体内的脑源性神经营养因子（brain-de-

rived neurotrophic factor,BDNF）等神经细胞因子的不断释放，

进一步达到了保护其已损伤的神经元的目的 [17]。此外，由于

HIF-1琢对神经细胞的凋亡有双重作用，即其可发挥出保护神
经细胞、促进神经细胞凋亡等作用，在持续性缺氧的状态下，

HIF-1琢的复合物逐渐增多，从而可能导致细胞内的 P53等物

质发生表达异常，进一步地引发神经毒性，最终促进了神经细

胞的损伤[18-20]。而 VEGF在脑缺血后，则可促进 VEGF/VEGFR

受体系统活化，使半暗带区的 VEGF表达增加，神经元的坏死、

凋亡减少，最终发挥出相应的脑保护作用[21，22]。杨华等研究发

现[23]，川陈皮素可有效干预上述调节过程。本文结果还显示，川

陈皮素可有效地下调脑梗死缺血再灌注大鼠的 HIF-1琢以及上
调 VEGF表达，并且伴随着药物浓度的逐渐升高，上述调控作

用也愈发明显。这些结果均提示了川陈皮素对脑梗死缺血再灌

注大鼠的神经保护作用机制之一可能和调控 HIF-1琢、VEGF的
表达有关。考虑原因，其中 HIF-1琢在持续缺氧状态下会大量增
加，继而引起神经毒性，促使神经细胞的损伤。而 VEGF表达的

增多，可提高其保护神经细胞的作用，进一步改善缺血再灌注

状态。另外，川陈皮素可有效降低脑梗死缺血再灌注大鼠机体

内的炎症细胞因子水平，且有较强的剂量依赖性。考虑其主要

原因可能和川陈皮素有效抑制 NF-资B表达有关。NF-资B属于
一种广泛存在于多种细胞，具备调控细胞因子、化学因子以及

立早蛋白等功能的转录因子，其对氧化还原状态敏感，且对炎

症反应、免疫应答以及细胞凋亡均有不同程度的调节作用，更

是介导炎症反应的新的作用靶点[24-26]。在细胞凋亡过程中异常

活化的 caspase-3可能通过核因子活性以及 DNA裂解酶等途

径破坏细胞内蛋白酶复合体，而 Bcl-2以及 Bax发挥着关键性

作用，前者发挥抑制凋亡作用，后者发挥促进凋亡作用，最终起

到促细胞凋亡的作用[27-30]。而本文结果表明，川陈皮素具有促进

Bcl-2表达以及抑制 Bax、caspase-3表达的作用，其影响效果和

川陈皮素的使用剂量密切相关。提示调控 Bcl-2、Bax、caspase-3

表达可能是川陈皮素保护脑梗死缺血再灌注大鼠神经的可能

机制之一。

综上所述，川陈皮素对脑梗死缺血再灌注大鼠神经具有一

定的保护作用，其主要作用机制可能和调控 HIF-1琢、VEGF、炎
症细胞以及凋亡相关基因表达密切相关。
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