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摘要：目的　研究败酱总黄酮调节大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（Ｒａｓ）同源基因
家族成员（Ｒｈｏ）Ａ／Ｒｈｏ相关激酶（ＲＯＣＫ）信号通路对缺血性脑卒中（ＩＳ）大鼠的
神经保护作用的影响。方法　通过线栓法建立 ＩＳ大鼠模型，并随机分为 Ｂ组
（ＩＳ）、Ｃ组（败酱总黄酮低剂量）、Ｄ组（败酱总黄酮高剂量）、Ｅ组（阳性药组）、
Ｆ组（败酱总黄酮高剂量＋Ｕ－４６６１９Ｆ），并以不插入缝合线的大鼠为Ａ组（假手
术），Ａ、Ｂ组均以生理盐水灌胃及腹腔注射；Ｃ组以１００ｍｇ·ｋｇ－１败酱总黄酮灌
胃；Ｄ组以２００ｍｇ·ｋｇ－１败酱总黄酮灌胃；Ｅ组以１０ｍｇ·ｋｇ－１的尼莫地平腹腔
注射；Ｆ组以灌胃２００ｍｇ·ｋｇ－１败酱总黄酮，同时以３０μｇ·ｋｇ－１Ｕ－４６６１９腹腔
注射；各组均每天１次，连续２周。干预结束后，用改良神经功能缺损（ｍＮＳＳ）评
分评估神经损伤；用氯化三苯基四氮唑染色（ＴＴＣ）法检测脑梗死面积比；分离脑
组织，用苏木精 －伊红法检测病理学变化；用免疫组化法检测神经生长因子
（ＮＧＦ）表达；用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）
检测纹状体多巴胺能神经元凋亡变化；用蛋白质印迹法检测Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白
（Ｂａｘ）、ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ、Ｂ细胞淋巴瘤因子２（Ｂｃｌ－２）蛋白表达。结果　Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ
及Ｆ组神经损伤评分分别为（０１５±０）、（１１２４±１２６）、（４０６±０４２）、
（３５２±０３８）及（７１８±０７３）分；梗死面积比（０±０）％、（２７８６±２８１）％、
（１１５７±１２７）％、（１２０７±１２４）％ 及 （１８０７ ±１８８）％；ＮＧＦ 表 达
３４１１±３５１、１５８６±１６１、３２０７±３２８、３２１１±３３２及２２８７±２３１；多巴胺能
神经 元 凋 亡 （６５７±０６８）％、（２７８１±２８２）％、（１２７５ ±１３１）％、
（１２５２±１２７）％及（２０４７±２１１）％；Ｂ组的上述指标与 Ａ组比较；Ｃ和 Ｄ组
的上述指标与Ｂ组比较；Ｆ组的上述指标与Ｄ组比较，在统计学上差异均有统计
学意义（均Ｐ＜００５）。结论　败酱总黄酮对ＩＳ大鼠具有神经保护作用，其机制
可能与激活ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路有关。
关键词：败酱总黄酮；缺血性脑卒中；Ｒａｓ同源基因家族成员 Ａ／Ｒｈｏ相关激酶信
号通路；神经保护
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Ｐａｔｒｉｎｉａｏｎｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ（ＩＳ）ｂｙＲａｔ
ｓａｒｃｏｍａｖｉｒｕｓｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇ（Ｒａｓ）ｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ
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ｗａｓｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＢｇｒｏｕｐ（ＩＳ），Ｃｇｒｏｕｐ（ｔｏｔａｌｓｅｎｎａｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
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ｇｒｏｕｐＤ ｗａｓｇｉｖｅｎ２００ｍｇ·ｋｇ－１ ｔｏｔａｌｓｅｎｎａｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｂｙｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；ｇｒｏｕｐＥ ｗａｓｇｉｖｅｎ
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ｆｏｒｔｗｏｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｗｅｅｋｓＡｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙ（ｍＮＳＳ）ｓｃｏｒｅｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ；ｔｈｅｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｓｔａｉｎｉｎｇ（ＴＴＣ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｒｅａ；ｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｄ，ａｎｄｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓ；ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＮＧＦ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｔｒｉａｔａｌ
ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋ－ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ（ＴＵＮＥＬ）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２ｒｅｌａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ），ＲｈｏＡ，ＲＯＣＫａｎｄＢ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａｆａｃｔｏｒ２（Ｂｃｌ－２）ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅｓｆｏｒｇｒｏｕｐｓ
Ａ，Ｂ，Ｄ，Ｅ，ａｎｄＦｗｅｒｅ（０１５±０），（１１２４±１２６），（４０６±０４２），（３５２±０３８）ａｎｄ（７１８±０７３）ｐｏｉｎｔｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｉｎｆａｒｃｔａｒｅａｗｅｒｅ（０±０）％，（２７８６±２８１）％，（１１５７±１２７）％，（１２０７±１２４）％
ａｎｄ（１８０７±１８８）％；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＧＦｗｅｒｅ３４１１±３５１，１５８６±１６１，３２０７±３２８，
３２１１±３３２ａｎｄ２２８７±２３１；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅ（６５７±０６８）％，（２７８１±２８２）％，
（１２７５±１３１）％，（１２５２±１２７）％ ａｎｄ（２０４７±２１１）％；ｔｈｅａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｇｒｏｕｐＢｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＡ；ｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐｓＣａｎｄＤｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＢ；ａｎｄｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＦｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＤ，ａｌｌｓｈｏｗｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｔｏｔａｌ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍｈａｖｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎＩＳｒａｔｓ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＲｈｏＡ／ＲＯＣＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｆＰａｔｒｉｎｉａｓｃａｂｒａ；ｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ；ＲａｓｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒＡ／Ｒｈｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

　　中风是由脑血管突然破裂或血液阻塞导致脑组
织损伤引起的，包括脑出血和更为常见的脑缺血，可

导致严重的神经缺陷［１］。缺血性脑卒中（ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｓｔｒｏｋｅ，ＩＳ）的临床有效治疗方法是机械取栓、静脉溶
栓，但其应用严重受限［２］。神经保护已成为 ＩＳ患者
有效拯救功能性脑损伤的主要方法［３］。败酱总黄酮

是败酱草的主要活性物质，具有活血化瘀、清热解毒

的作用，已有研究表明，败酱总黄酮可抑制 ＩＳ大鼠中
的炎性因子，减轻大鼠梗死面积，对 ＩＳ大鼠发挥神经
保护作用［４］，但其机制尚未完全明确。大鼠肉瘤病毒

癌基因同源物（ｒａｔｓａｒｃｏｍａｖｉｒｕｓｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇ，
Ｒａｓ）同源基因家族成员（Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒ，Ｒｈｏ）Ａ／Ｒｈｏ相关激酶（ｒｈｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｉｌｅｄ－
ｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＲＯＣＫ）信号通路与多种
中枢神经系统疾病相关，并作为ＩＳ治疗的潜在治疗靶
点［５］。研究表明，抑制 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ通路可以促进脑
损伤后的神经元恢复，抑制炎性反应并诱导神经元的

生长［６］。但败酱总黄酮对 ＩＳ的神经保护作用是否与
ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路有关仍需进一步研究，本研究
旨在探讨败酱总黄酮通过调节ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路

对ＩＳ大鼠的神经保护作用。

材料与方法

１　材料
动物　６０只清洁级２６０～３００ｇ（７周龄）ＳＤ雄性

（为缺血性脑卒中领域的常规研究模型，减少性别差

异）大鼠，购自广州明迅生物科技有限责任公司（许可

证号：ＳＣＸＫ（粤）２０２４－００７０）。大鼠可随意获得食物
和水，在实验之前适时适应环境。实验在４０％～６０％
的室内湿度及２２～２４℃的室温下进行。常规实验操
作均按照《实验动物管理条例》［７］进行，本研究获得济

源职业技术学院动物伦理委员会批准（伦理批号：

２０２４－０１６）。
药品与试剂　败酱草总黄酮，含量，５１７６％，批

号：ＺＬ２０１５０５１３，购自江苏省泽朗医药科技有限公司；
尼莫地平片，规格：每片２０ｍｇ，批号，１４０８６１，批文准
号：国药准字 Ｈ１４０２２８２１，购自山西省亚宝药业集团
股份有限公司；ＲｈｏＡ激动剂Ｕ－４６６１９，规格：５ｍｇ，纯
度：≥９８％，购自湖南省艾美捷科技有限公司；神经生
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４３）

长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）、Ｂ细胞淋巴瘤因子
２（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白
（Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ抗
体，均购自英国Ａｂｃａｍ公司；提取试剂盒，购自江苏省
ＫｅｙＧＥＮ公司；３，３′－二氨基联苯胺（３，３′－ｄｉａｍｉｎｏ
ｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色试剂盒，购自湖北省武汉博士德
公司；山羊抗大鼠免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，
ＩｇＧ）抗体，购自湖北省 Ａｂｂｋｉｎｅ公司；蛋白提取试剂
盒，购自浙江省杭州弗德生物科技有限公司；末端脱

氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记法
（ＴｅｒｍｉｎａｌＤｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌＴｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ Ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄＵＴＰＮｉｃｋ－ＥｎｄＬａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）试剂盒，购自美国
ＭＣＥ公司。

仪器　ＤＰ８０光学显微镜，日本奥林巴斯产品；
ＲＭ２０１６切片机，上海徕卡仪器公司产品。
２　实验方法
２１　ＩＳ模型的制备、动物分组及处理

随机选取 ５０只大鼠，按照参考文献［８］进行
造模，每组各 １０只，其余 １０只大鼠作为 Ａ组（假
手术），假手术组大鼠不插入缝合线，其余操作同

ＩＳ大鼠操作。
将ＩＳ大鼠随机分为Ｂ组（ＩＳ）、Ｃ组（败酱总黄酮

低剂量）、Ｄ组（败酱总黄酮高剂量）、Ｅ组（阳性药
组）、Ｆ组（败酱总黄酮高剂量 ＋Ｕ－４６６１９Ｆ），术后
２４ｈ各组开始给药干预，均每天１次，连续２周。其中
Ｃ组、Ｄ组分别以 １００、２００ｍｇ·ｋｇ－１败酱总黄酮灌
胃［９］；Ｅ组腹腔注射１０ｍｇ·ｋｇ－１的尼莫地平［１０］；Ｆ组
以灌胃２００ｍｇ·ｋｇ－１败酱总黄酮，同时以３０μｇ·ｋｇ－１

Ｕ－４６６１９腹腔注射［１１］；Ａ、Ｂ组分别用生理盐水处理。
２２　评估神经损伤［１２］

通过改良神经功能缺损（ｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，ｍＮＳＳ）评分对大鼠进行神经功能缺损进
行评估，其中包括感觉、运动、反射和平衡。评分分数

为０～１８分，分数越高，损伤越严重。
２３　氯化三苯基四氮唑染色（２，３，５－ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔ
ｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅｓｔａｉｎｉｎｇ，ＴＴＣ）法检测脑梗死
面积比［１３］

每组 随 机 选 取 ３只 大 鼠，用 戊 巴 比 妥 钠
（５０ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉后分离大脑，冷冻切２ｍｍ冠状切
片，用ＴＴＣ染色室温避光孵育。正常组织呈红色，梗
死组织呈白色。染色后固定拍照，用 ＩｍａｇｅＪ软件计
算梗死面积同侧大脑半球总面积比值，表示梗死面积

比，取前囟后－２０ｍｍ至 －４０ｍｍ的连续脑切片计
算平均值。

２４　苏木精－伊红法检测脑组织病理学变化［１４］

剩余大鼠戊巴比妥钠（５０ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉后取右
脑前半部分，经固定、脱水、透明和石蜡包埋过程后，

切５μｍ切片，脱蜡后苏木精溶液中浸泡，伊红染色
５ｍｉｎ。用乙醇和二甲苯透明，用中性树脂封片，用光
学显微镜观察组织变化。

２５　免疫组化法检测脑组织中ＮＧＦ表达［１５］

取上述组织切片脱蜡、脱水后，３％过氧化氢
去除内源性过氧化物酶活性并进行抗原修复，与

５％正 常 山 羊 血 清 反 应，并 在 ４℃ 下 与 ＮＧＦ
（１∶５００）一起孵育，用磷酸缓冲液冲洗后加二抗
（１∶１０００）孵育，磷酸缓冲液洗涤 ３次，ＤＡＢ显色。
用苏木精复染，封片后，随机选取不同切片，统计棕

褐色阳性细胞数。

２６　ＴＵＮＥＬ法检测脑组织细胞凋亡变化［１６］

将石蜡样本切片浸泡在 ＴＵＮＥＬ染色溶液中
避光孵育。染色后，脑切片加入 ４′，６－二脒基 －
２－苯基吲哚，磷酸缓冲液清洗切片，用光学显微
镜观察凋亡细胞，其中凋亡细胞为棕黄色，选取 ５
个视野进行计数。

２７　蛋白印迹法检测脑组织中 ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ、
Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ和ＮＧＦ蛋白表达［１７］

用提取试剂盒从右侧大脑后半部分组织中提取

蛋白质并测定浓度，将蛋白样品分离并转移到膜上，

在２０℃下封闭 ２ｈ后，将转移的膜与鼠源 ＲｈｏＡ
（１∶５００）、ＲＯＣＫ（１∶１０００）、Ｂｃｌ－２（１∶５００）、Ｂａｘ
（１∶１０００）、ＮＧＦ（１∶５００）抗体及山羊抗鼠 ＩｇＧ
（１∶２０００）在４℃下孵育过夜。通过显影液显影，增
强化学发光法，用ＩｍａｇｅＪ分析蛋白质表达。
３　统计学分析

用 ＳＰＳＳ２７０软件进行统计分析。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，单因素方差分析用于多组间比较，以ｓｎｋ－ｑ
检验进一步两两比较。

结　　果

１　败酱总黄酮对各组大鼠一般状况、神经损伤及梗
死面积比的影响

Ａ组大鼠毛发有光泽，活动正常，精神饱满；Ｂ
组大鼠毛发蓬松无光泽，活动量不佳，饮食进水明

显减少，精神状态较差，易激怒，神经损伤评分显著

高于 Ａ组（Ｐ＜００５）；Ｃ、Ｄ、Ｅ组大鼠经药物干预
后，毛发状态被改善，活动量逐渐增加，饮水进食也
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增多，精神状态有所改善，神经损伤评分均显著低

于 Ｂ组（均Ｐ＜００５），Ｄ、Ｅ组神经损伤评分较 Ｃ
组下降更为显著（Ｐ＜００５）；Ｆ组大鼠整体状况接
近 Ｃ组大鼠，较 Ｂ组大鼠整体状态有所改善，神经
损伤评分显著高于 Ｄ组（Ｐ＜００５）。梗死面积比
的比较显示，与 Ａ组相比，Ｂ组梗死面积比显著增
加（Ｐ＜００５）；与 Ｂ组相比，Ｃ、Ｄ、Ｅ梗死面积比降
低，不同剂量的败酱总黄酮组间在统计学上差异有

统计学意义（Ｐ＜００５）；与 Ｄ组相比，Ｆ组梗死面
积比显著增加（Ｐ＜００５），见表１。
２　败酱总黄酮对大鼠脑组织病理学的影响

假手术组的脑组织结构完好无损；ＩＳ组大鼠表
现细胞皱缩、变性和坏死，细胞数量减少；经败酱总

黄酮、尼莫地平干预后，细胞数量有所增加，细胞形

态明显改善，以败酱总黄酮 －Ｈ组、阳性药组改善
最为显著；但败酱总黄酮 －Ｈ联合 Ｕ－４６６１９共同
干预后，病理损伤较败酱总黄酮 －Ｈ单一治疗，病
理损伤加重。

表１　各组大鼠神经损伤评分及梗死面积比的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅｓａｎｄｉｎｆａｒｃｔａｒｅａｒａｔｉｏｓ
ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅ

（ｐｏｉｎｔｓ，ｎ＝１０）

Ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｒｅａｒａｔｉｏ

（％，ｎ＝３）

Ａ ０１５±０ ０

Ｂ １１２４±１２６ ２７８６±２８１

Ｃ ７０５±０７２＃ １８４１±１９１＃

Ｄ ４０６±０４２＃△ １１５７±１２７＃△

Ｅ ３５２±０３８＃△ １２０７±１２４＃△

Ｆ ７１８±０７３□ １８０７±１８８□

ＧｒｏｕｐＡａｎｄＧｒｏｕｐＢｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＧｒｏｕｐＣ

ａｎｄＧｒｏｕｐＤｗｅｒｅｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈ１００ａｎｄ２００ｍｇ·ｋｇ－１

ｏｆｔｏｔａｌｓａｎｇｕｉｓｏｒｂａｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＧｒｏｕｐＥｗａｓｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ

ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１０ｍｇ·ｋｇ－１ ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ；ＧｒｏｕｐＦｗａｓｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ

ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈ２００ｍｇ·ｋｇ－１ ｏｆｔｏｔａｌｓａｎｇｕｉｓｏｒｂａｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ａｎｄ

ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｗａｓｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ３０μｇ·ｋｇ－１Ｕ－４６６１９；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＡ，Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＢ，＃Ｐ＜００５；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＣ，△Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＤ，□Ｐ＜００５

３　败酱总黄酮对大鼠脑组织 ＮＧＦ表达及纹状体多
巴胺能神经元凋亡的影响

与Ａ组相比，Ｂ组 ＮＧＦ表达降低，纹状体多巴胺
能神经元凋亡显著增加（Ｐ＜００５）；与 Ｂ组相比，Ｃ、
Ｄ、Ｅ组 ＮＧＦ表达均增加，纹状体多巴胺能神经元凋
亡均降低，且不同剂量的败酱总黄酮组间在统计学上

差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；与 Ｄ组相比，Ｆ
组ＮＧＦ表达降低，纹状体多巴胺能神经元凋亡显著增
加（Ｐ＜００５），见图１及表２。
４　败酱总黄酮对大鼠脑组织 ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ、Ｂｃｌ－２、
Ｂａｘ和ＮＧＦ蛋白表达的影响

与 Ａ组相比，Ｂ组脑组织 ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ、Ｂａｘ蛋
白相对表达水平均显著增加，Ｂｃｌ－２、ＮＧＦ相对表
达水平均显著降低（均Ｐ＜００５）；与 Ｂ组相比，Ｃ、
Ｄ、Ｅ组脑组织 ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ、Ｂａｘ蛋白相对表达水
平均降低，Ｂｃｌ－２、ＮＧＦ相对表达水平均增加，不同
剂量的败酱总黄酮组间在统计学上差异均有统计

学意义（均 Ｐ＜００５）；与 Ｄ组相比，Ｆ组脑组织
ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ、Ｂａｘ蛋白相对表达水平均显著增加，
Ｂｃｌ－２、ＮＧＦ相 对 表 达 水 平 均 显 著 降 低 （均
Ｐ＜００５），见图２及表３。

表２　各组大鼠ＮＧＦ表达及纹状体多巴胺能神经元凋亡比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＮＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｒ
ｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｓｔｒｉａｔｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＮｕｍｂｅｒｏｆＮＧＦ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｅｌｌｓ

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ

（％）

Ａ ７ ３４１１±３５１ ６５７±０６８

Ｂ ７ １５８６±１６１ ２７８１±２８２

Ｃ ７ ２３０７±２３２＃ １９７２±２０１＃

Ｄ ７ ３２０７±３２８＃△ １２７５±１３１＃△

Ｅ ７ ３２１１±３３２＃△ １２５２±１２７＃△

Ｆ ７ ２２８７±２３１□ ２０４７±２１１□

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＡ，Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＢ，＃Ｐ＜００５；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＣ，△Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＤ，□Ｐ＜００５

图１　脑组织神经生长因子（ＮＧＦ）表达变化（免疫组化，×２００）

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＮＧＦ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×２００）
Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３０４７　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ２１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４３）

表３　脑组织中同源基因家族成员Ａ（ＲｈｏＡ）、Ｒｈｏ相关激酶（ＲＯＣＫ）、Ｂ细胞淋巴瘤因子２（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）和
神经生长因子（ＮＧＦ）蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲａｓｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ（ＲｈｏＡ），ｒｈｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ（ＲＯＣＫ），Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２（Ｂｃｌ－２），Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ）ａｎｄｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＮＧＦ）ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＲｈｏＡ／β－ａｃｔｉｎ ＲＯＣＫ／β－ａｃｔｉｎ Ｂｃｌ－２／β－ａｃｔｉｎ Ｂａｘ／β－ａｃｔｉｎ ＮＧＦ／β－ａｃｔｉｎ

Ａ ７ ０１６±００２ ０３５±００４ １３６±０１５ ０４４±００５ １２８±０１３

Ｂ ７ ０７５±００８ １３４±０１４ ０４１±００５ １６２±０１８ ０４４±００５

Ｃ ７ ０４９±００５＃ ０８２±００９＃ ０７２±００９＃ １１１±０１３＃ ０６８±００７＃

Ｄ ７ ０２３±００３＃△ ０５１±００６＃△ １２４±０１４＃△ ０６２±００８＃△ ０９７±０１０＃△

Ｅ ７ ０２２±００３＃△ ０４４±００５＃△ １２９±０１４＃△ ０５９±００７＃△ １０２±０１１＃△

Ｆ ７ ０４２±００５□ ０７９±００８□ ０６８±００８□ １０６±０１１□ ０７２±００８□

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＡ，Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＢ，＃Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＣ，△Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＤ，□Ｐ＜００５

图 ２　用蛋白质印迹法检测脑组织中 ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ、Ｂｃｌ－２、
Ｂａｘ和ＮＧＦ蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲｈｏＡ，ＲＯＣＫ，Ｂｃｌ－２，
ＢａｘａｎｄＮＧＦｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

讨　　论

ＩＳ是血管内血栓形成、动脉狭窄或栓塞造成的，
致死率、发病率、致残率和复发率均较高［１８］。有效的

神经保护被认为是治疗中风的有效方法，并对中风患

者的功能恢复至关重要，但目前该类药物仍需进一步

研究［１９］，因此可开发此类药物用于治疗中风。

败酱草作为一种具有清热解毒功效的中药，在中

国已有数千年的使用历史，临床上具有重要的药用价

值，广泛用于治疗腹泻、急性肝炎、溃疡性结肠炎和风

湿性关节炎等［２０］。败酱总黄酮是败酱草的主要活性

成分，有助于减少脑缺血中的细胞凋亡，促进受损的

神经功能恢复，减轻神经元受损［２１－２２］。本研究发现，

线栓法成功建立ＩＳ大鼠模型。ＮＧＦ作为神经营养因
子，对神经元的生长发育以及神经细胞损伤后具有保

护和修复作用［２３］。但经败酱总黄酮干预后，鼠神经

损伤得到缓解，脑组织病理损伤得到缓解，表明败酱

总黄酮对ＩＳ大鼠具有神经保护作用。

ＲｈｏＡ属于ＲｈｏＧＴＰ酶家族，ＲＯＣＫ是ＲｈｏＡ的下
游效应子，研究表明，ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ通路的上调参与了
ＩＳ的病理过程，抑制该通路可显著减轻脑缺血再灌注
诱导的神经元损伤［２４］。此外，法舒地尔抑制 ＲＯＣＫ
表达阻止了缺血诱导的脑组织神经元凋亡，对缺血性

脑损伤发挥神经保护作用［２５］。本研究显示，上调

ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ通路参与 ＩＳ的神经元损伤。但经败酱
总黄酮干预后，抑制了 ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ表达，减轻了 ＩＳ
神经受损。实验以 Ｕ－４６６１９激活 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ通
路，逆转了败酱总黄酮对 ＩＳ大鼠神经保护作用，表明
败酱总黄酮通过抑制 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ通路对 ＩＳ大鼠发
挥神经保护作用。本研究发现，败酱总黄酮可通过调

控ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ通路发挥神经保护作用，减轻 ＩＳ大鼠
的神经元凋亡及病理损伤，但未检测炎症因子与氧化

应激指标，而抑制 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ通路可减轻脑卒中大
鼠神经炎症、氧化应激，改善神经功能障碍［２６－２７］。鉴

于败酱总黄酮作为天然小分子化合物本身具备抗炎、

抗氧化等药理活性，推测其可能通过调节 ＲｈｏＡ／
ＲＯＣＫ通路干预ＩＳ介导的氧化应激炎性反应，这与依
达拉奉单一抗氧化机制存在区别。

本研究提示：败酱总黄酮调节 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号
通路减轻ＩＳ大鼠细胞凋亡及病理受损，对脑组织神经
损伤发挥保护作用，本研究虽明确上述效应，却存在

机制细节尚未揭示：如抑制 ＲｈｏＡ的 ＧＤＰ－ＧＴＰ活化
过程进而减少 ＲＯＣＫ的转录表达还是通过上游调控
因子间接起效，需通过体外实验进一步验证。
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的影响［Ｊ］中成药，２０２３，４５（４）：１３０９—１３１４

［１４］　李琬，刘炳周，鞠建明，等中风瘀热方对缺血性脑卒中模型大

鼠的干预作用及机制 ［Ｊ］中国药房，２０２３，３４（１３）：

１６０１—１６０５

［１５］　张贤，张保，柏中喜，等经颅直流电刺激联合穴位针刺对脑梗

死大鼠学习记忆能力，神经细胞自噬及脑组织ＢＤＮＦ，ＮＧＦ表达

的影响［Ｊ］中国康复，２０２５，４０（５）：２５９—２６４

［１６］　穆克达斯·阿布力提甫，古丽班努，亚森江·买买提绿茶提

取物介导Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ通路缓解脑梗死大鼠脑组织损伤的实验

研究［Ｊ］中西医结合心脑血管病杂志，２０２３，２１（５）：

８４６—８５４

［１７］　丁迪卿，李菁，彭生，等利多卡因调节 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路

对缺血性脑卒中大鼠的神经保护作用［Ｊ］解剖学研究，２０２４，

４６（５）：４５６—４６１

［１８］　陈明惠，严苗艺，陈颖，等葛根异黄酮抗缺血性脑卒中作用机

制的研究 ［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２２，３８（２１）：

２５９１—２５９５

［１９］　ＧＵＯＸＨ，ＰＡＮＧＬ，ＧＡＯＣＹ，ｅｔａｌＬｙｏｎｉｒｅｓｉｎｏｌａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｉｎｊｕｒｙｉｎＭＣＡＯｒａｔｂａｓｅｄｏｎｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ｓｔｒｅｓｓｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＡｋｔ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

［Ｊ］ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２３，１６７（１）：１１５５４３—１１５５５１

［２０］　ＧＯＮＧ Ｌ，ＺＯＵ Ｗ，ＺＨＥＮＧ Ｋ，ｅｔａｌ Ｔｈｅｈｅｒｂａｐａｔｒｉｎｉａｅ

（ｃａｐｒｉｆｏｌｉａｃｅａｅ）：Ａｒｅｖｉｅｗｏｎｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｕｓｅｓ，ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，２６５

（１）：１１３２６４—１１３２９９

［２１］　扎西吉，张
!

，马凤美，等基于 ＰＫＣ／ＥＲＫ通路探讨败酱总黄

酮对缺氧缺血性脑病新生大鼠神经元凋亡的影响［Ｊ］南京医

科大学学报：自然科学版，２０２３，４３（６）：７８６—７９４

［２２］　王灿，苗明三，白莉基于抗氧化作用探讨败酱草总黄酮对脑

缺血耐受模型的保护作用［Ｊ］中药药理与临床，２０２１，３７（１）：

１０１—１０５

［２３］　刘燕，王陈妮，兰崴，等通督调神针刺对脑缺血再灌注损伤大

鼠神经功能及ＶＥＧＦ，ＮＧＦ，ＭＢＰ表达的影响［Ｊ］中国中医基

础医学杂志，２０２２，２８（２）：２１８—２２３

［２４］　ＣＨＥＮＹ，ＣＨＥＮＳ，ＷＵＭ，ｅｔａｌＨｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔ

ｒａｔｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎＩｎｊｕｒｙｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇＲｈｏＡｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｔ

ｓｅｒｉｎｅ１８８［Ｊ］ＡＣＳＯｍｅｇａ，２０２４，９（１１）：１３２２７—１３２３８

［２５］　ＫＩＭＵＲＡＴ，ＨＯＲＩＫＯＳＨＩＹ，ＫＵＲＩＹＡＧＡＷＡＣ，ｅｔａｌＲｈｏ／ＲＯＣＫ

ｐａｔｈｗａｙａｎｄｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅａｎｄ

ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２１，２２（２１）：

１１５７３—１１５８８

［２６］　王月，邵月，权兴苗，等益气升清方调节 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通

路对脑卒中大鼠血脑屏障和神经炎症的影响［Ｊ］中国老年学

杂志，２０２４，４４（１７）：４２６６—４２７０

［２７］　单海雷，焦光美，程曦，等大豆异黄酮基于ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ２信号

通路改善ＭＣＡＯ大鼠神经功能损伤［Ｊ］现代生物医学进展，

２０２０，２０（１７）：３２３３—３２３８ （收稿日期２０２５－０６－１０）


