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苯甲酰芍药苷对大鼠脑缺血再灌注损伤神经保护作用及机制的研究

林 彤, 魏旭婷, 祝黄清, 孙 羽, 朱振洪*

(浙江中医药大学生命科学学院, 浙江 杭州 310053)

摘要 : 本研究旨在探讨赤芍活性成分苯甲酰芍药苷 (benzoylpaeoniflorin, BP) 对大鼠脑缺血再灌注损伤 

(cerebral ischemic reperfusion injury, CIRI) 的保护作用及其分子机制。通过建立大脑中动脉栓塞/再灌注 (middle 

cerebral artery occlusion and reperfusion, MCAO/R) 模型, 利用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤神经细胞 (PC12) 建立氧糖剥

夺/再灌注 (oxygen-glucose deprivation/recovery, OGD/R) 模型展开实验研究。结果显示, BP显著改善CIRI引起的神

经细胞凋亡, 减少脑梗死面积, 减轻海马区神经元损伤、减少尼氏体丢失和减轻线粒体损伤。Western blot结果表明

BP可显著下调促凋亡蛋白 (Caspase3、Bax) 表达, 上调抗凋亡蛋白 (Bcl-2) 的表达。qRT-PCR显示, BP下调促炎因

子 (TNF-α、IL-1β、IL-6) 和促凋亡蛋白 (Caspase3、Bax) 的基因表达水平, 上调抗凋亡蛋白 (Bcl-2) 的基因表达水平。

转录组学分析发现, BP显著调控的差异基因主要富集在TNF信号通路、类风湿关节炎、IL-17信号通路等。综上所

述, BP可降低炎症反应和氧化应激, 抑制神经元凋亡, 减轻大鼠CIRI的神经损伤, 为BP治疗缺血性脑卒中的临床应

用提供了实验依据。本实验得到浙江中医药大学实验动物伦理委员会的批准 (批准号: 20241209-15)。
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Neuroprotective role and underlying mechanisms of 

benzoylpaeoniflorin in rat cerebral ischemia-reperfusion injury
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Abstract: To explore the protective effect of benzoylpaeoniflorin (BP), an active component of Paeonia 

lactiflora, on cerebral ischemic reperfusion injury (CIRI) in rats and its molecular mechanism, middle cerebral 

artery occlusion and reperfusion (MCAO/R) model was established, and oxygen-glucose deprivation/recovery 

(OGD/R) model was established by using rat adrenal pheochromocytoma nerve cells (PC12) to carry out 

experimental research. The results show that BP can significantly improve the neuronal apoptosis induced by CIRI, 

reduce the area of cerebral infarction, the neuronal damage in hippocampus, the loss of Nissl bodies and the 

mitochondrial damage. Western blot results showed that BP could significantly down-regulate the expression of 

pro-apoptosis proteins (Caspase3, Bax) and up-regulate the expression of anti-apoptosis protein (Bcl-2). qRT-PCR 

showed that BP down-regulated the gene expression levels of pro-inflammatory factors (TNF-α, IL-1β, IL-6) and 

pro-apoptosis proteins (Caspase3, Bax), and up-regulated the expression level of anti-apoptosis protein (Bcl-2). 

Transcriptome analysis showed that the differential genes regulated by BP were mainly concentrated in TNF 

signaling pathway, rheumatoid arthritis, IL-17 signaling pathway and so on. To sum up, BP can reduce 

inflammatory reaction and oxidative stress, inhibit neuronal apoptosis, and alleviate the nerve injury of CIRI in 

rats, which provides experimental basis for the clinical application of BP in the treatment of ischemic stroke. All 
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experimental procedures were approved by the Experimental Animal Ethics Committee of Zhejiang Chinese 

Medical University (approval number: 20241209-15).
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脑卒中是全世界第二大死亡原因, 具有高发病率、

高致残率、高复发率、高死亡率等特点, 每年的死亡率

约为 550万, 全世界有 1/4的人在其一生中经历过脑卒

中[1]。随着人口老龄化进程的加快, 脑卒中患者年龄

标准化率大幅下降, 这一趋势在 70岁以上的人群中尤

为明显 , 其中急性缺血性脑卒中 (acute ischemic 

stroke, AIS) 约占全部卒中的 80%[2]。与此同时, 我国

的脑卒中年患病率为 202.20万, 年发病率为 39.4万, 年

死亡率为 21.9万, 因此如何有效地防治脑卒中疾病的

发生与发展在社会发展与进步中显得尤为重要[3]。在

现代临床实践中, 脑卒中首选的治疗方法是血管再通

和再灌注, 然而再灌注可进一步引起脑神经元的死亡,

加重脑损伤 , 即脑缺血再灌注损伤 (cerebral ischemia 

reperfusion injury, CIRI)。

缺血性脑卒中属于中医脑梗死的范畴, 中医称之

为“卒中”或“中风”。外风学说认为: 脑卒中是由于体

虚外邪入里、致使营卫不和、肢体失养所致; 内风学说

认为 : 脑卒中是由于脏腑阴阳失调、内风妄动、体内

阴、阳、气、血逆乱所致[4]。中药可以通过改善氧化应

激、凋亡、炎症反应、钙超载等因素来缓解脑缺血后造

成的损伤, 在治疗AIS上具有独特疗效和开发价值[3]。

赤芍作为地道中药的一个品种具有活血化瘀、清热止

痛的作用[5]。现代药理学相关研究证实, 赤芍具有抗

炎、抗病毒、免疫调节等作用[6]。苯甲酰芍药苷 

(benzoylpaeoniflorin, BP) 是赤芍的有效活性成分 , 可

以缓解脑缺血再灌注损伤引起的大鼠脑组织细胞凋

亡[7], 同时它还可以通过Nrf2/HO-1信号通路来抑制大

鼠急性心肌梗死[8]、缓解脂多糖引起的小鼠急性肺损

伤[9]、调控 JAK-STAT信号通路从而抑制滑膜细胞分泌

异常来治疗风湿类关节炎[10]。

缺血性脑卒中发生时细胞中产生了大量的活性氧

导致与体内的抗氧化水平失衡, 破坏了机体的抗氧化

防御模式, 进而诱发一系列负面的细胞反应, 产生过量

的活性氧, 引发氧化应激反应[11]。BP是赤芍中重要的

活性物质 , 具有抑制氧化应激反应和炎性反应的作

用[12], 而氧化应激是缺血性脑卒中发生时不可忽视的

问题。然而, BP对于脑缺血再灌注大鼠的脑保护作用

尚不明确, BP抗 CIRI的分子机制尚未系统阐明。近

年来, 转录组学技术的迅速发展, 其在基因挖掘、代谢

调控、药物研发、揭示疾病分子机制等方面发挥日益重

要的作用。本研究通过转录组学揭示BP的作用靶点

及通路, 筛选脑组织中的差异表达基因, 并对测序结果

进行生物信息学分析及实时荧光定量逆转录聚合酶链

反应 (quantitative reverse transcription polymerase chain 

reaction, qRT-PCR) 验证, 以期阐明 BP 改善 CIRI预后

的可能靶基因及相关通路, 进而阐明 BP治疗 CIRI的

潜在分子作用机制。

材料与方法

实验动物 SPF级雄性SD大鼠, 体质量250 ± 10 g, 

8～11 周龄, 共 30 只, 由上海 BK 公司提供, 许可证号

SCXK (沪) 2023-0009。适应性喂养 1周, 自由进食进

水, 室温 22～26 ℃, 湿度 55%, 定时通风换气, 模拟标

准昼夜系统即 12 h光照/12 h黑夜。实验中所有操作

均获得浙江中医药大学实验动物伦理委员会的批准 

(批准号: 20241209-15)。

细胞系 PC12细胞来自本课题组冻存, 用含 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基, 置于 37 ℃、5% CO2培养

箱中培养, 取处于对数生长期的细胞用于实验。

实验试剂 苯甲酰芍药苷购于成都曼斯特生物科

技有限公司 (CAS: MUST-22112805, 纯度 ≥ 98%), 以

DMSO (终浓度 < 5%) 为溶剂溶解, 用生理盐水稀释到

工作浓度; 依达拉奉 (edaravone, ED) 购于中国食品药

品检定研究院 (CAS: 89-25-8, 纯度 ≥ 99%), 以 DMSO 

(终浓度< 5%) 为溶剂溶解, 用生理盐水稀释到工作浓

度; 脑中动脉栓塞/再灌注损伤 (middle cerebral artery 

embolization/reperfusion injury, MCAO/R) 线栓 (批号 : 

2838-50/A4, 北京西浓科技有限公司); RNA逆转录试

剂盒 (赛默飞世尔科技公司, 货号 3079237); 戊巴比妥 

(浙江中医药大学动物实验研究中心); AnnexinV-FITC

细胞凋亡检测试剂盒 (C1062M)、结晶紫染色液 

(C0121) 购于上海碧云天生物技术有限公司; 丙二醛 

(malondialdehyde, MDA) 测试盒 (A003-1-1)、超氧化物歧

化酶 (superoxide dismutase, SOD) 测定试剂盒 (A001-

3-1)、谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase, 

GSH-Px) 测 定 试 剂 盒 (A005-1-2)、过 氧 化 氢 酶 

(catalase, CAT) 测定试剂盒 (A007-1-1) 均购于南京建

成生物科技有限公司 ; 乙醇 (杭州双林化工试剂厂); 
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TRIzol (ThermoFisher公司, 15596018); 镁离子打断试

剂盒 (美国 NEB 公司 , NEBNextR magnesium RNA 

fragmentation module, cat. E6150S); 逆 转 录 酶 

(Invitrogen公司, SuperScriptTM II Reverse Transcriptase, 

cat.1896649)。

仪器 台式高速离心机 (北京六一生物); RM2255

型切片机 (Leica Microsystems公司); UC7型超薄切片

机 (德国徕卡公司); TE2000-S型倒置相差荧光显微镜 

(日本 Nikon 公司); illumina NovaseqTM 6000 (LC Bio 

Technology CO., Ltd.); BS323S型电子天平 (北京赛多

利斯仪器系统); Bioanalyzer 2100 (美国 Agilent公司); 

oligo (dT) 磁珠 [Dynabeads Oligo (dT), cat. 25-61005, 

美国Thermo Fisher公司]。

脑缺血再灌注损伤大鼠模型的制备 参考Longa

对 SD大鼠进行MCAO/R模型制作[13]。大鼠称重后用

2%戊巴比妥通过腹腔注射麻醉。仔细分离出右侧颈

总动脉、颈外动脉和颈内动脉。手术线结扎颈总动脉

的近心端和颈外动脉, 在颈总动脉近分叉处打一活结, 

动脉夹夹住颈内动脉。于颈总动脉结扎部位上方剪

口, 能容纳栓线插入, 将栓线插入至颈内动脉前段, 松

开动脉夹, 当栓线遇轻微阻力时即停止继续插入, 即模

型成功。缺血1 h后将栓线缓慢取出, 结扎颈总动脉远

心端, 缝合伤口并给予碘伏消毒。

大鼠分组与给药 根据前期预实验的结果及查阅

的文献, 将SD大鼠随机分为假手术组 (Sham组)、模型

组 (CIRI组)、BP组 (2.5、5、10 mg·kg-1)、ED组 (3 mg·kg-1), 

每组 10 只 , 于再灌注后 2 h 首次腹腔注射给予 BP 和

ED药物, 每天 1次, 连续 7天, 假手术组与模型组按照

文献[9]方法进行腹腔注射给予同体积生理盐水。

大鼠神经功能缺损症状评分 在实验大鼠再灌注

后第 1天和第 7天, 按照Zea-Longa 5级评分制[14], 对各

组大鼠进行神经行为学评分, 评分在 1～3分者定为造

模成功大鼠, 0分和 4分者弃去。标准如下: 无神经损

伤症状, 0分; 大鼠提尾悬空时, 不能完全伸展对侧前

爪, 1分; 动物自由行走时, 表现为向对侧转圈, 2分; 动

物自由行走时, 表现为向对侧倾倒, 3分; 不能自由行

走 , 意识丧失 , 4 分。实验中评分为 1～3 分的大鼠共

35只, 造模成功率为87.5%, 可以进行实验测定。

TTC 染色 各组大鼠经 0.9% NaCl 心脏灌注后 , 

取出的完整脑组织置于预冷的大鼠脑槽中, 将脑槽放

入−80 ℃冰箱内速冻至脑组织微硬, 将其切成冠状切

片后, 用 2% TTC染液浸泡脑片, 37 ℃避光孵育。每隔

5 min摇晃组织, 重复3次。

HE 染色 各组大鼠经 0.9% NaCl和多聚甲醛心

脏灌注后, 取出完整的脑组织放入 4% 多聚甲醛中进

行固定。然后包埋切片后, 分别用二甲苯、无水乙醇、

95%、85%、70% 乙醇浸泡 , 并在蒸馏水中浸泡脱蜡。

分别用苏木素、伊红染色, 并用不同浓度梯度的乙醇溶

液脱水, 二甲苯透明处理, 滴加中性树脂封片固定。利

用光学显微镜观察脑组织海马区病理变化并记录图像。

Nissl染色 各组大鼠经 0.9% NaCl和多聚甲醛心

脏灌注后, 取出完整的脑组织放入 4% 多聚甲醛中进

行固定。然后包埋切片 , 分别用二甲苯、无水乙醇、

95%、85%、70% 乙醇浸泡 , 并在蒸馏水中浸泡脱蜡。

蒸馏水冲洗 3次, 加入 1%甲苯胺蓝 60 ℃温箱孵育染

色 40 min, 蒸馏水洗净, 不同浓度梯度的乙醇溶液中脱

水, 再用二甲苯透明处理, 最后用中性树胶封片。

大鼠海马体超微结构透射电镜 各组大鼠经心脏

灌注后, 冰上取出脑组织中的海马体, 切割成 1 mm3大

小, 放入 2.5%戊二醛溶液中, 4 ℃冰箱固定。ddH2O漂

洗 3次, 1%锇酸溶液固定样品。ddH2O漂洗 3次, 用不

同梯度浓度乙醇溶液对样品程序脱水, 再用无水乙醇

和纯丙酮处理; 用包埋剂混合液处理样品, 最后加入纯

包埋剂常温避光过夜, 第二天取出样品 70 ℃加热聚合

过夜, 最后进行超薄切片并使用双铅染色, 最后透射电

镜观察并记录图像。

大鼠造模部位脑蛋白提取与Western blot 各组

大鼠经 0.9% NaCl心脏灌注后, 冰上分离出造模部位

脑组织海马体 , 取部分海马组织 , 按 20 倍体积加入

RIPA 裂解液, 取 2颗研磨球加入离心管, 将仪器设置

为: 60 Hz频率研磨 60 s, 重复两次。研磨结束后, 冰上

裂解 30 min, 每 10 min用涡旋振荡器震荡一次。离心 

(4 ℃、12 000 r·min-1离心 15 min) 后取上清液至新的离

心管中, 将每个样品稀释 10倍, BCA法测定蛋白浓度; 

根据蛋白浓度, 进行备样, 将样品 100 ℃煮沸 5 min进

行变性, −80 ℃保存。以 80 V电压跑完 SDS-PAGE电

泳 , 随后以 400 mA、40 min 条件进行转膜 , 完成后用

5%脱脂奶粉封闭1 h, 按照要求孵育一抗、二抗, 显影。

大鼠血清中 GSH-Px、CAT、MDA、SOD 含量测

定 抽取各组大鼠动脉血 , 室温静置 10 min 后 , 

3 000 r·min-1离心 10 min, 取上清后冻存于−80 ℃冰箱

中, 按照GSH-PX、CAT、MDA、SOD试剂盒要求, 进行

血清指标检测。

氧糖剥夺/再灌注 (oxygen-glucose deprivation/

recovery, OGD/R) 模型的构建 取对数生长期细胞, 

进行细胞消化, 用血球计数板计数, 将细胞悬液稀释为

每毫升1×105个, 置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养28 h。

将孔板取出, PBS润洗3次, 加入无糖无血清DMEM培

养基, 将 96孔板放置于充满 95% N2、5% CO2的缺氧小

室中培养6 h。重新换成完全培养基, 在37 ℃、5% CO2
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培养箱中继续培养18 h。

CCK8法探究不同BP浓度对细胞的活力影响 将

细胞接种至 96 孔板内进行铺板造模 , 将细胞分为

Sham组、OGD/R组、BP组, 置于培养箱培养至对数生

长期; 取出 96孔板, 用 PBS轻轻润洗 3次, 然后向孔中

分别加入含 0、25、50、100、125、150 μmol·L-1 BP 的

DMEM 完全培养液, 至培养箱中培养 18 h; 使用酶标

仪测定吸光度 (A450) 值, 计算细胞活力值。细胞活力

值 = (A 给药组 − A 空白组) / (ASham组 − A 空白组) × 100%。

结晶紫染色 将细胞接种至 96孔板内进行铺板造

模, 将细胞分为 Sham 组、OGD/R 组、BP 组, 置于培养

箱培养至对数生长期; 取出 6 孔板 , 用 PBS 轻轻润洗

3次, 然后向BP组的孔中加入含 50、100、150 μmol·L-1 

BP的DMEM完全培养液, 至培养箱中培养 18 h, 取出

培养板, 按照说明书要求加入等量结晶紫染, 在倒置显

微镜下观察拍照。

流式细胞术检测不同浓度BP对OGD/R后 PC12

细胞凋亡的影响 将细胞接种至 96孔板内进行铺板

造模, 将细胞分为 Sham 组、OGD/R 组、BP 组, 置于培

养箱培养至对数生长期; 取出 6孔板, 用PBS轻轻润洗

3次, 然后向BP组的孔中加入含 50、100、150 μmol·L-1 

BP的DMEM完全培养液, 至培养箱中培养 18 h, 按照

Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒说明书处理样本。

RNA-seq 转录组测序分析 用 TRIzol 对总样品

的 RNA 进行分离和纯化。NanoDrop ND-1000 对总

RNA 的量与纯度进行质控 , 并通过 Bioanalyzer 2100

对 RNA 的完整性进行检测 ; 浓度 > 50 ng·μL-1, RIN

值 > 7.0, total RNA > 1 μg 满足下游实验。使用 oligo 

(dT) 磁珠通过两轮纯化对其中带有PolyA的mRNA进

行特异性捕获。捕获到的 mRNA 在高温条件下利用

镁离子打断试剂盒进行片段化, 94 ℃、5～7 min。将

片段化的RNA通过逆转录酶的作用合成 cDNA, 然后

使用 E. coli DNA polymerase I与RNase H进行双链合

成。将这些 DNA 与 RNA 的复合双链转化成 DNA 双

链, 同时在双链中掺入 dUTP solution, 将双链 DNA的

末端补齐为平末端, 再在其两端各加上一个A碱基, 使

其能够与末端带有T碱基的接头进行连接, 并利用磁

珠对其片段大小进行筛选和纯化。以UDG酶消化双

链, 通过PCR预变性 95 ℃保持 3 min, 98 ℃变性 8个循

环, 每次 15 s, 退火到 60 ℃保持 15 s, 72 ℃下延伸 30 s, 

最后延伸 72 ℃保留 5 min, 使其形成片段大小为 300 ± 

50 bp 的文库。最后, 使用 illumina NovaseqTM 6000 对

其进行双端测序, 测序模式为PE150。

KEGG 富集分析 根据差异倍数 (fold change, 

FC) ≥ 1.2、P adjust < 0.05为标准进行差异基因筛选, 筛

选出 Sham vs CIRI和BP vs CIRI的差异基因。以大鼠

全基因组为背景, P < 0.05为标准进行GO富集分析和

KEGG代谢通路富集分析, 从而获取关键通路信息, 并

通过R语言将相关信息进行可视化。

qRT-PCR 验证 取各组大鼠缺血半球脑组织标

本, 液氮速冻, −80 ℃保存。用 qRT-PCR验证预测的关

键差异基因 : 肿瘤坏死因子 -α (tumor necrosis factor 

alpha, TNF-α)、白细胞介素-1β (interleukin-1β, IL-β)、白

细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)、半胱氨酸的天冬氨酸

蛋白水解酶 3 (cysteinyl aspartate specific proteinase 3, 

Caspase3)、Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) 和 Bax (Bcl-2 

associated X protein)。根据试剂盒说明书操作 , 使用

TRIzol提取脑组织中的总RNA, 随后进行逆转录合成

cDNA。以 β肌动蛋白 (β-actin) 为内源性参照基因, 定

量检测目的基因的表达水平。各引物序列见表 1。反

应条件为 95 ℃预变性 30 s, 95 ℃变性 5 s, 60 ℃退火延

伸1 min, 反应完毕, 计算各基因的相对表达量。

统计学分析 实验数据采用 SPSS 22.0统计软件

分析, 计数资料均以平均值± 标准差 (x ± s) 表示, 组间

多个样本均数比较采用单因素方差分析 (one way 

ANOVA) 和LSD检验, 显著性检验采用双侧检验, P < 

0.05表示有显著性差异。

结果

1　BP对CIRI大鼠脑组织染色的病理性变化

为探究 BP对 CIRI大鼠是否具有治疗作用, 在造

模手术后的第1天和第7天, 本研究对不同组别的大鼠

进行了神经功能评分, 实验结果显示 (图 1A), 评分为

1～3 分的大鼠为 35 只 , 造模成功率为 87.5%, 7 天后 , 

Table 1　Primer sequence. Bcl-2: B-cell lymphoma-2; Bax: Bcl-2-

associated X; IL-6: Interleukin-6; IL-1β: Interleukin-1β; TNF- α: 

Tumor necrosis factor alpha; Caspase3: Cysteinyl aspartate specific 

proteinase 3

Gene
Bcl-2-F
Bcl-2-R
Bax-F
Bax-R
IL-6-F
IL-6-R
IL-1β-F
IL-1β-R
TNF-α-F
TNF-α-R
Caspase3-F
Caspase3-R
β-actin-F
β-actin-R

Primer sequence (5′-3′)
CGG GAG AAC AGG GTA TGA T
TCA GGC TGG AAG GAG AAG AT
GCG ATG AAC TGG ACA ACA A
TCC CGA AGT AGG AAA GGA G
CCA CTC GGT CAG AGC ACT CC
CCA TCG CCG TCA CCA CTC C
CCT GCA GCT GGA GAG TGT GGA T
TGC TCT GCT TGT GAG GTG CTG
ACC GCA GAA AGA AGC CGT GG
TGC CCC GCT TAC AGT TCC TC
CTG GAC TGC GGT ATT GAG AC
CCG GGT GCG GTA GAG TAA GC
CCG TAA AGA CCT CTA TGC CAA CA
TAG GAG CCA GGG CAG TAA TC
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与CIRI组相比, BP组神经功能损伤评分显著下降, 具

显著性差异, 说明BP可以减轻脑缺血再灌注神经功能

损伤。同时, TTC染色结果显示 (图 1B), 红色部分为

脑组织正常区域 , 白色部分为脑组织梗死区域 , 与

CIRI组相比, BP组的脑梗死体积减小, 且具有药物剂

量依赖性 , 依达拉奉阳性对照组的脑梗死体积减少 

(图 1C)。HE 染色结果显示 (图 1D), BP 组较 CIRI 组 , 

海马区细胞边界明显清晰, 排列整齐, 没有明显的细胞

坏死等病理变化。Nissl染色结果显示 (图 1E), CIRI组

尼氏体减少、皱缩, 神经元数量减少, 呈空泡性; BP组

尼氏体数量明显增多, 神经元数量明显增加, 尼氏体无

明显皱缩。此外, 本研究观察了CIRI大鼠脑组织海马

体中线粒体状态, 通过透射电镜对大鼠缺血侧海马区

超微结构进行观察。结果显示 (图 1F), CIRI组线粒体

出现异常, 线粒体发生肿胀、变形, 嵴断裂并且数量有

一定的减少, BP组形态规则, 大小适中, 线粒体嵴较清

晰。上述结果表明, BP对 CIRI大鼠具有明显的治疗

作用, 能够抑制CIRI大鼠脑部神经细胞的损伤, 起到

保护神经细胞的作用。

2　BP 对 CIRI 大鼠血清氧化应激指标和海马组织

Western blot指标评价

GSH-Px是一种催化过氧化氢分解的酶, 与模型组

相比, BP组GSH-Px表达量升高 (图 2A)。CAT是一种

过氧化氢酶, 通过计算其活力可以反映细胞氧化损伤, 

与模型组相比, BP组CAT表达量升高。MDA可以表

征机体内脂质过氧化的程度, 从而间接反映出细胞损

Figure 1　 Pathological changes of brain tissue stained by BP in CIRI rats. A: Neurological function scores of rats in each group; B: 

Observation on cerebral infarction area of rats in each group; C: Area ratio of cerebral infarction; D: HE staining (100×); E: Nissl staining 

(100×); F: Ultrastructure of hippocampal neurons in ischemic side of rats in each group (30 000×); Magnification ×100; scale bar = 100 μm. 

Magnification ×30 000; scale bar = 1 μm. n = 3, x ± s.**P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs Sham; ###P < 0.001 vs CIRI. CIRI: Cerebral ischemia-

reperfusion injury; BP: Benzoylpaeoniflorin; ED: Edaravone
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伤的程度, 与模型组相比, BP给药组MDA的含量明显

下降。SOD活力可以反映机体清除氧自由基的能力, 

与正常组相比 , 模型组 SOD 含量明显下降 , 而 BP 组

SOD 含量升高。此外 , 通过 Western blot 检测 CIRI 后

大鼠细胞凋亡相关的蛋白表达情况, 结果显示 (图 2B、

C), SD大鼠通过MCAO/R造模后, Bcl-2蛋白表达量降

低, 而Bax和Caspase3蛋白表达量上调, 与 Sham组相

比 , 均存在显著性差异 ; 经 BP 给药治疗后 , Bax 和

Caspase3蛋白表达量下调, Bcl-2蛋白表达量上调, 与

CIRI组存在显著性差异。以上结果表明, BP一定程度

能够抑制CIRI大鼠的氧化应激反应, 并且可能对CIRI

后大鼠神经细胞凋亡有明显的改善作用。

3　BP对OGD/R后PC12神经细胞凋亡的影响

不同浓度 BP 对 OGD/R 后 PC12 细胞存活率的结

果显示 ( 图 3A), 与 Sham 组细胞相比 , OGD/R 组 

(0 μmol·L-1) 细胞存活率约为 61%, 具有显著性差异 ; 

因此 , 后续实验选择 100 μmol·L-1 为最佳给药浓度。

利用流式细胞术验证细胞凋亡 , 给予 0、50、100、

150 μmol·L-1 BP 药物培养 , 由图可知 (图 3B、C), 与

Sham组相比, OGD/R组凋亡细胞显著增多; 与OGD/R

组相比, BP组凋亡细胞减少。通过结晶紫染色观察细

胞凋亡情况 , 如图所示 (图 3D), 深紫色为正常细胞 , 

OGD/R组有较少的深紫色细胞, 说明大量贴壁细胞凋

亡脱落; 而BP组基本与Sham组无明显差异, 表明细胞

凋亡较少。以上结果表明 , BP 可以抑制 OGD/R 后

PC12 细胞的凋亡。随后, 通过 Western blot检测细胞

凋亡相关的蛋白表达情况, 结果如图所示 (图 4), PC12

细胞通过 OGD/R 造模后 , Bcl-2 蛋白表达量降低 , 而

Bax和 Caspase3蛋白表达量上调, 与 Sham 组相比, 均

存在显著性差异; 经 BP 给药治疗后, Bax 和 Caspase3

蛋白表达量下调, Bcl-2蛋白表达量上调, 与模型组存

在显著性差异。以上结果表明, BP对 OGD/R后神经

细胞凋亡有明显的改善作用, BP可能抑制细胞凋亡, 

从而保护细胞。

4　BP对CIRI大鼠保护作用的转录组学数据

本实验所建立的测序文库中, 9个样品的原始数

据在 4.1×107～5.4×107, 总计 4.09×108。每个 cDNA 文

库平均获得 4.5×107个原始数据, 对应于 61.37 Gb的原

始数据。经过原始数据过滤后, 约有 3.87×108 (94.6%) 

的原始数据作为高质量的读段 (clean reads) 被保留下

来。9个样品的 reads差异较小, 质量值 ≥ 20的碱基所

占百分比 (Q20) ≥ 99.59%, 质量值 ≥ 30的碱基所占百

Figure 2　Evaluation of serum oxidative stress index and Western blot index in hippocampus of CIRI rats by BP. A: Glutathione peroxidase 

(GSH-Px), catalase (CAT), malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD); B: The expressions of Bcl-2, Bax, Caspase3 were 

detected by Western blot; C: Quantitative analysis of Bcl-2, Bax, Caspase3 protein. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001 vs 

Sham; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs CIRI. 2.5 BP: 2.5 mg·kg-1 BP; 5 BP: 5 mg·kg-1 BP; 10 BP: 10 mg·kg-1 BP
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分比 (Q30) ≥ 98.18%, 表明测序结果较好, 可用于后续

的分析。同时, 采用DEseq软件, 筛选出具有统计学意

义的差异表达基因 (| log2Fold change |≥ 2, P < 0.05)。

数据分析结果表明, 与假手术组比较, 模型组显著上调

的差异基因为 151个, 显著下调的差异基因为 308个; 

与模型组比较 , BP 组显著上调的差异基因为 176 个 , 

显著下调的差异基因为57个 (图5A)。

本研究对筛选出的差异基因进行 KEGG 富集分

析, 并设置P < 0.05为筛选标准结果 (图 5B)。假手术

组 vs模型组的 KEGG 富集分析结果显示基因主要富

集在细胞因子−细胞因子相互作用、钙离子通路、AGE-

RAGE信号通路; 而BP与CIRI相比, 基因主要富集在

抗体加工与呈递、TNF信号通路、类风湿关节炎、IL-17

信号通路、NOD样受体信号通路等。为了验证 BP对

脑缺血再灌注损伤大鼠凋亡相关通路基因表达是否具

有调控作用, 采用 qRT-PCR法对转录组测序分析结果

的TNF-α通路中 3个炎症关键因子TNF-α、IL-1β、IL-6

及凋亡相关的Caspase3、Bax、Bcl-2关键因子进行表达

水平的验证。结果表明 (图 6), 与 Sham 组比较, 模型

组 TNF-α、IL-1β、IL-6、Caspase3、Bax 表达上调 , Bcl-2

表达下调, 差异有统计学意义; 与模型组比较, BP可降

低TNF-α、IL-6、IL-1β、Caspase3、Bax的表达, 提高Bcl-2

的表达, 差异有统计学意义。

讨论

本研究通过建立大鼠MCAO/R模型[15], 探讨了BP

对 CIRI的保护作用及其潜在的分子机制。结合转录

组学分析, 发现BP通过调控多个信号通路, 显著减轻

Figure 4　Expression of apoptosis-related proteins in OGD/R model by BP. The expressions of Bcl-2, Bax, Caspase3 were detected by 

Western blot and quantitative analysis of Bcl-2, Bax, Caspase3 protein. n = 3, x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs Sham; ##P < 0.01, ###P < 0.001 

vs OGD/R

Figure 3　Effect of BP on PC12 neuron apoptosis after OGD/R. A: Effects of different concentrations of BP drugs on PC12 cells after OGD/R; 

B: Effect of BP on apoptosis of OGD/R model cells; C: The effect of BP on apoptosis after OGD/R was detected by flow cytometry; D: 

Crystal violet staining of PC12 cells after OGD/R modeling. Magnification ×100; scale bar = 100 μm. n = 3, x ± s. ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 

vs Sham; ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs OGD/R. OGD/R: Oxygen-glucose deprivation/recovery
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了CIRI引起的神经功能损伤、脑梗死面积扩大以及细

胞凋亡 , 并通过神经功能评分、TTC 染色、HE 染色、

Nissl染色和线粒体超微结构分析等方法, 证实了 BP

对 CIRI大鼠的神经功能具有显著的保护作用。与模

型组相比, BP治疗组大鼠的神经功能评分显著降低, 

脑梗死面积明显缩小, 且海马区神经元形态和尼氏体

数量得到显著改善, 在超微显微镜下观察相较于CIRI

组, BP组形态规则, 大小适中, 线粒体嵴较清晰。在体

外实验中 , 在 OGD/R 模型中 , BP 能够显著提高 PC12

细胞的存活率, 减少细胞凋亡。结晶紫染色和流式细

胞术的结果进一步证实了BP的抗凋亡作用。脑缺血

再灌注损伤会导致细胞产生各种破坏性的细胞毒性介

质。GSH-Px 和 SOD 具有清除自由基和衍生物的作

用, 减少脂质过氧化物的形成, 增强机体抗氧化损伤的

能力; MDA则是膜脂质过氧化最重要的产物之一, 其

大量产生会使细胞膜的脂质发生过氧化作用而引起膜

裂变, 导致细胞损伤甚至死亡[16]。CAT是一种过氧化

氢酶, 其活力可以反映细胞氧化损伤, CAT累积越多, 

表明氧化损伤越轻。本实验结果显示, BP能够有效减

轻CIRI引起的脑组织损伤, 保护神经元免受缺血再灌

注的损害。

细胞凋亡是在基因严格控制下主动的细胞“自杀”

行为, 又称为细胞程序性死亡[17], 是 CIRI后神经元死

亡的主要机制之一。本研究通过转录组学分析发现, 

BP显著调控了多个与细胞凋亡相关的基因和信号通

路。线粒体可以通过促凋亡蛋白Bax与Caspases的相

互作用来调节凋亡, Caspases也可以通过Bcl-2家族蛋

白来调控线粒体释放促凋亡蛋白的作用, 从而放大凋

亡级联反应[18]。其中, 通过Western blot和 qRT-PCR的

Figure 5　Transcriptome study on the protective effect of BP on CIRI rats. A: mRNA volcanogram of differential expression; B: KEGG 

analysis of differentially expressed genes

Figure 6　 qRT-PCR detection of Caspase3, IL-1β, TNF-α, Bax, 

Bcl-2, IL-6. n = 3, x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs 

Sham; ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs OGD/R
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结 果 可 知 , Bcl-2 家 族 蛋 白 ( 如 Bcl-2 和 Bax) 和

Caspase3的表达在BP治疗后发生了显著变化。Bcl-2

是一种抗凋亡蛋白, 当细胞受到凋亡刺激后, Bcl-2蛋

白被激活[19], 而 Bax是 Bcl-2家族蛋白的关键成员, 促

进细胞凋亡。BP通过上调Bcl-2的表达并下调Bax的

表达 , 抑制了 Caspase3 的激活 , 从而减少神经元的凋

亡。这一结果与先前的研究一致, 表明 BP 通过调控

Bcl-2、Bax、Caspase3信号通路, 发挥其抗凋亡作用。

缺血性脑卒中发生后, 大脑内氧糖供应不足会引

起神经元的死亡并释放大量炎症因子, 诱发神经炎症, 

进而加重神经损伤程度和炎症反应[20], 尤其是TNF-α、

IL-1β和 IL-6等蛋白炎症因子的过度表达会加剧脑损

伤。TNF-α是一种具有广泛生物学功能的多肽类细胞

因子, 若持续释放, 则会引起机体发热、休克、恶病质和

组织损伤[21]。本研究选取TNF-α通路中 3个炎症关键

因子 TNF-α、IL-1β、IL-6及凋亡相关的Caspase3、Bax、

Bcl-2关键因子进行表达水平的验证。发现BP显著降

低了TNF-α、IL-1β和 IL-6的表达水平, 表明BP具有抗

炎作用。转录组是指特定的组织或细胞在某一生长阶

段或功能状态下所转录出来RNA总和, 包括编码蛋白

质的 mRNA 和各种非编码 RNA[22]。转录组学是功能

基因组学研究的重要组成部分, 是一门在整体水平研

究基因功能和基因结构, 揭示基因转录、转录调控规律

以及疾病发生过程中的分子机制的学科[23]。通过

RNA-seq 技术 , 本研究筛选出了 BP 治疗 CIRI 大鼠后

的差异表达基因, 结果显示, BP主要通过调控细胞凋

亡、炎症反应和 TNF信号通路等关键通路, 发挥其脑

保护作用。这些发现为进一步研究BP的药理机制提

供了重要的分子基础, 结合其抗炎、抗凋亡的多重作用

机制, BP有望成为治疗脑卒中的潜在药物。然而, BP

的具体作用机制仍需进一步研究, 尤其是在临床前和

临床试验中验证其安全性和有效性。

本研究发现 BP 可通过调控 Bcl-2/Bax 通路改善

CIRI, 表明 BP 可能是 CIRI 脑损伤的潜在治疗药物。

然而 , BP 的具体作用靶点和信号通路仍需进一步研

究。未来的工作可以聚焦BP的临床应用转化, 如优化

给药方案、评估长期疗效和安全性, 以及探索其与其他

治疗药物的协同作用。此外, 基于转录组学的结果, 可

以进一步挖掘BP调控的关键基因和通路, 为开发新型

神经保护剂提供理论支持。
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