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[摘要] 　 基于核因子 E2 相关因子 2
 

(nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2,Nrf2)探讨脑泰方( Naotaifang,NTF)对脑缺血再

灌注损伤(cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury,CIRI)神经元铁死亡和焦亡的影响。 体内采用大脑中动脉栓塞 / 再灌注( middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion / reperfusion,MCAO / R)方法建立大鼠 CIRI 模型。 SD 大鼠随机分为假手术组,模型组,脑泰方低、中、高
剂量组(4. 5、9、18

 

g·kg-1 )及丁苯酞组(60
 

mg·kg-1
 

),每组
 

15 只。 造模完成后,各治疗组连续灌胃 7
 

d,每天 1 次,假手术组及

模型组给子同体积生理盐水灌胃。 治疗完成后,采用 Zea
 

Longa 法进行神经功能评分;TTC 染色检测脑梗死体积;HE 染色观

察细胞形态;ELISA 检测 Fe2+ ,白细胞介素-1β(interleukin
 

1β,IL-1β)及白细胞介素-18( interleukin
 

18,IL-18)水平,生化检测丙

二醛(malondialdehyde,MDA) 及谷胱甘肽( glutathione,GSH) 含量;Western
 

blot 检测 Nrf2、谷胱甘肽过氧化酶 4
 

( glutathione
 

peroxidase
 

4,GPX4)、NOD 样受体热蛋白结构域蛋白 3(NOD-like
 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3,NLRP3)及

Gasdermin
 

D 蛋白 N 端片段(GSDMD-N)的表达。 体外采用氧-糖剥夺 / 再灌注( oxygen-glucose
 

deprivation / reperfusion,OGD / R)
诱导 SH-SY5Y 细胞模拟 CIRI 体外细胞模型,运用 si-Nrf2 转染技术探讨 Nrf2 对 OGD / R 细胞铁死亡和焦亡的影响及 NTF 的干

预作用。 Hoechst / PI 荧光染色及 LDH 释放试验检测细胞膜的损伤程度;GPX4 及 GSDMD 荧光染色检测细胞铁死亡及焦亡;生
化检测 Fe2+ 、MDA、GSH 含量;ELISA 检测 IL-1β、IL-18 炎症因子水平;Western

 

blot 检测 Nrf2、GPX4、NLRP3 及 GSDMD-N 铁死

亡及焦亡相关蛋白表达;透射电镜观察细胞超微结构。 结果表明,NTF 通过促进 Nrf2 的表达,减轻神经元铁死亡和焦亡,对
CIRI 产生明显的神经保护作用,且 NTF 的保护作用呈剂量依赖性;NTF 通过 Nrf2 调控抑制神经元铁死亡和焦亡,发挥 CIRI 后
神经保护作用。 综上所述,NTF 可通过 Nrf2 调控抑制神经元铁死亡与焦亡,减轻脑缺血再灌注损伤。
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Naotaifang
 

alleviates
 

cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

by
 

inhibiting
 

neuronal
 

ferroptosis
 

and
 

pyroptosis
 

through
 

Nrf2
 

regulation
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[Abstract] 　 This
 

study
 

aims
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

Naotaifang
 

( NTF)
 

on
 

neuronal
 

ferroptosis
 

and
 

pyroptosis
 

in
 

cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

( CIRI),
 

with
 

a
 

focus
 

on
 

nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2
 

( Nrf2).
 

A
 

rat
 

model
 

of
 

CIRI
 

was
 

established
 

by
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion / reperfusion
 

( MCAO / R).
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

randomly
 

assigned
 

to
 

a
 

sham
 

group,
 

a
 

model
 

group,
 

low / medium / high-dose
 

(4. 5,
 

9,
  

18
 

g·kg-1 ,
 

respectively)
 

NTF
 

groups,
 

and
 

a
 

butylphthalide
 

(60
 

mg·kg-1 )
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group
 

(n= 15
 

per
 

group).
 

After
 

modeling,
 

the
 

treatment
 

groups
 

received
 

corresponding
 

agents
 

by
 

gavage
 

once
 

daily
 

for
 

7
 

days,
 

and
 

the
 

sham
 

and
 

model
 

groups
 

received
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.
 

After
 

treatment,
 

the
 

neurological
 

function
 

was
 

assessed
 

based
 

on
 

the
 

Zea-Longa
 

score,
 

the
 

infarct
 

volume
 

by
 

TTC
 

staining,
 

and
 

cellular
 

morphology
 

by
 

HE
 

staining.
 

The
 

levels
 

of
 

Fe2+ ,
 

interleukin-1β
 

(IL-
1β),

 

and
 

interleukin-18
 

( IL-18)
 

were
 

measured
 

by
 

ELISA,
 

and
 

those
 

of
 

malondialdehyde
 

( MDA)
 

and
 

glutathione
 

( GSH)
 

by
 

biochemical
 

assays.
 

Western
 

blot
 

was
 

employed
 

to
 

examine
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Nrf2,
 

glutathione
 

peroxidase
 

4
 

(GPX4),
 

NOD-like
 

receptor
 

family
 

pyrin
 

domain-containing
 

3
 

( NLRP3),
 

and
 

the
 

N-terminal
 

fragment
 

of
 

gasdermin
 

D
 

( GSDMD-N ).
 

In
 

the
 

cell
 

experiment,
 

oxygen-glucose
 

deprivation / reperfusion
 

( OGD / R)
 

was
 

used
 

to
 

model
 

CIRI
 

in
 

SH-SY5Y
 

cells.
 

siRNA-mediated
 

Nrf2
 

knockdown
 

(si-Nrf2)
 

was
 

employed
 

to
 

probe
 

into
 

the
 

role
 

of
 

Nrf2
 

in
 

OGD / R-induced
 

ferroptosis
 

and
 

pyroptosis
 

and
 

the
 

intervention
 

effect
 

of
 

NTF.
 

Membrane
 

damage
 

was
 

evaluated
 

by
 

Hoechst / propidium
 

iodide
 

staining
 

and
 

LDH
 

release,
 

and
 

GPX4
 

and
 

GSDMD
 

immunofluorescence
 

was
 

employed
 

to
 

indicate
 

ferroptosis
 

and
 

pyroptosis,
 

respectively.
 

Fe2+ ,
 

MDA,
 

and
 

GSH
 

were
 

quantified
 

biochemically,
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

by
 

ELISA.
 

The
 

expression
 

of
 

Nrf2,
 

GPX4,
 

NLRP3,
 

and
 

GSDMD-N
 

was
 

quantified
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

cellular
 

ultrastructure
 

was
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.
 

The
 

results
 

of
 

the
 

animal
 

experiment
 

showed
 

that
 

NTF
 

promoted
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2
 

to
 

alleviate
 

neuronal
 

ferroptosis
 

and
 

pyroptosis,
 

thus
 

producing
 

significant
 

neuroprotection
 

against
 

CIRI
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.
 

The
 

results
 

of
 

the
 

cell
 

experiment
 

showed
 

that
 

the
 

neuroprotective
 

effects
 

of
 

NTF
 

after
 

CIRI
 

were
 

mediated
 

by
 

Nrf2-dependent
 

suppression
 

of
 

neuronal
 

ferroptosis
 

and
 

pyroptosis.
 

Taken
 

together,
 

NTF
 

attenuates
 

CIRI
 

by
 

suppressing
 

neuronal
 

ferroptosis
 

and
 

pyroptosis
 

through
 

Nrf2-mediated
 

regulation.
[Key

 

words]　 Naotaifang; cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury; Nrf2; ferroptosis; pyroptosis
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脑卒中作为威胁人类生命健康的主要疾病之

一,在我国是致残率和致死率的首位病因,缺血性

脑卒中在其中的占比约为 85% [1] 。 急性缺血性脑

卒中治疗的一个主要目标是恢复脑血流,而缺血

后血流的再通可导致一系列“瀑布式”缺血级联反

应加重脑组织损伤,即脑缺血再灌注损伤( cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury,CIRI) [2] 。 CIRI 会使脑

组织细胞产生一系列损伤级联反应,包括离子平

衡失调、氧化应激、炎症、血脑屏障破坏、细胞死亡

等,这些级联反应相互影响,最终造成脑损伤[3-4] 。
铁死亡[5] 和焦亡[6] 是 CIRI 后细胞死亡的重要方

式。 铁死亡是由高水平的铁依赖性脂质过氧化积

累所引发的细胞死亡[7] 。 焦亡是由炎症小体介导

的依赖于半胱氨酸蛋白酶-1( cysteine-requiring
 

as-
partate

 

protease-1, caspase-1) 或 caspase-4 / 5 / 11 的

炎症性细胞死亡[8] 。 核因子 E2 相关因子 2( nuc-
lear

 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2,Nrf2) 是细胞

和生物体防御内源性和外源性压力源的主要调节

因子,通过调控下游抗氧化反应元件( antioxidant
 

response
 

elements,ARE)维持氧化还原稳态[9] 。 目

前,Nrf2 / ARE 通路已成为神经系统疾病的重要治

疗靶点[10] 。 研究发现,激活 Nrf2 / ARE 信号通路

不仅能通过上调抗氧化物酶水平减轻细胞铁死

亡,还能调节抗炎基因表达并抑制炎症进展[11-12] 。
细胞死亡的不同模式通常由类似的信号通路、细

胞器、共同的亚细胞位点,甚至被共同的死亡引发

分子和效应分子所调控[13] 。 Nrf2 是否是 CIRI 后

神经细胞铁死亡及焦亡的关联蛋白值得进一步

研究。
CIRI 属于中医“偏枯” “偏风” “薄厥”等“中风”

范畴。 本病多因肝肾阴亏,气血不足,气虚生瘀、积
痰,痰瘀阻络,化火生风,致阴阳失调,气血逆乱。 本

虚标实,气虚血瘀是其主要病机。 清代医家王清任创

立了益气活血的经典名方“补阳还五汤”,葛金文教授

团队在“补阳还五汤”基础上,结合临证心得体会创制

了 脑 泰 方 ( Naotaifang, NTF ) ( 发 明 专 利 号

ZL201110178359. 4)。 课题组前期研究发现 NTF 具有

治疗气虚血瘀型脑梗死的临床功效[14] ,可通过调节

铁代谢、减少脂质过氧化物生成抑制缺血性脑卒中铁

死亡[15] 。 进一步研究发现,NTF 及其加味方通过激

活 SIRT1 信号通路,抑制 NF-κB 介导的炎症反应发

挥脑缺血再灌注损伤大鼠脑保护作用[16] 。 那么,NTF
是否同时具有干预缺血性脑卒中后铁死亡及焦亡的

治疗机制值得进一步探讨。 基于此,本研究以 Nrf2
为切入点,通过体内大脑中动脉栓塞 / 再灌注(middle

 

cerebral
 

artery
 

occlusion / reperfusion,MCAO / R)模型和

体外氧-糖剥夺 / 再灌注( oxygen-glucose
 

deprivation /
reperfusion,OGD / R)模型探讨脑泰方抗 CIRI 神经元

铁死亡和焦亡的作用机制,为 CIRI 的治疗提供新的

思路和理论依据。
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1　 材料

1. 1　 动物

90 只 SPF 级 SD 雄性大鼠,体质量(260±20) g,
购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司,实验动物

合格证号 SCXK(湘)2019-0004,由湖南中医药大学

实验动物中心全封闭 SPF 环境下隔离饲养,实验动

物使用许可证编号 SCXK(湘) 2019-0009。 本实验

已通过湖南中医药大学动物伦理委员会批准(编号

LL2022052507),所有实验操作都严格按照其规定

进行。
1. 2　 细胞

人神经母细胞瘤( SH-SY5Y) 细胞购自长沙艾

碧维生物科技有限公司。
1. 3　 药物

NTF 由黄芪、川芎、僵蚕和地龙 4 种中药组成。
黄芪 40

 

g,川芎 15
 

g,僵蚕 15
 

g,地龙 10
 

g 的配方颗

粒购自湖南中医药大学第 一 附 属 医 院 ( 批 号

065134132)。 丁苯酞 ( n-butylphthalide, NBP ) 由石

药 集 团 恩 必 普 药 业 有 限 公 司 生 产 ( 批 号

1182202125)。
1. 4　 试剂

细胞专用培养基 ( 中国 Abiowell 公司, 货号

AW-MCH335);胰酶消化液(中国 Abiowell 公司,货
号 AWC0232);Nrf2 抗体、谷胱甘肽过氧化酶 4(glu-
tathione

 

peroxidase
 

4,GPX4)抗体、NOD 样受体热蛋

白结构域蛋白 3 ( NOD-like
 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3,NLRP3)抗体(美国 Pro-
teintech 公司,货号分别为 16396-1-AP、67763-1-Ig、
19771-1-AP); Gasdermin-D ( GSDMD ) 抗 体 ( 美 国

PTG 公司,货号 20770-1-AP);Gasdermin
 

D 蛋白 N
端片段( GSDMD-N) 抗体(英国 Abcam 公司,货号

ab215203);辣根过氧化物酶(horseradish
 

peroxidase,
HRP)标记山羊抗兔二抗(长沙艾碧维生物科技有

限公司,货号 AWS0002);白细胞介素-1β(interleukin
 

1β,IL-1β)、白细胞介素-18( interleukin
 

18,IL-18)试

剂盒(武汉华美生物工程有限公司,货号分别为

Z06040733、Z05030754); 还原型谷胱甘肽 ( gluta-
thione,GSH)、丙二醛( malondialdehyde,MDA) 测试

盒(南京建成生物工程研究所,货号分别为 A006-2-
1、A003-1);ROS 试剂盒(上海碧云天生物技术有限

公司,货号 S0033S); Hoechst
 

33342 染色液 ( 美国

MedChemExpress 生物科技公司,货号 HY-15559);

PI 染色液(美国 MedChemExpress 生物科技公司,货
号 HY-D0815)。
1. 5　 仪器

台式高速冷冻离心机(湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司,型号 H1650R);冷冻切片机(沈阳派诗

哲医疗器械有限公司,型号 PSZ-3550);全自动酶标

洗板机(深圳市汇松科技发展有限公司,型号 PW-
812);多功能酶标分析仪(深圳市汇松科技发展有

限公司,型号 MB-530);电热恒温培养箱(北京市永

光明医疗仪器有限公司,型号 DHP-500);倒置生物

显微镜 ( 北京中显恒业仪器仪表有限公司,型号

DSZ2000X);荧光显微镜(麦克奥迪实业集团有限公

司,型号 AE31E);直热式二氧化碳培养箱(上海三

腾仪器有限公司,型号 DH-160I)。
2　 方法

2. 1　 体内实验
 

2. 1. 1　 分组、造模及给药　 90 只 SPF 级 SD 雄性大

鼠,适应性喂养 7
 

d 后,按随机数字表法分为假手术

组(sham 组)、模型组( model 组)、脑泰方低剂量组

(NTF-L 组)、脑泰方中剂量组( NTF-M 组)、脑泰方

高剂量组( NTF-H 组) 和丁苯酞组( NBP 组),每组

15 只。 除 Sham 组外,各组均参照
 

Zea-Longa
 

提出

的可逆性大脑中动脉闭塞线栓法进行改良建立右侧

MCAO / R 模型[17] 。 于
 

MCAO / R 术后 24
 

h 进行干

预,根据“人和动物体表面积折算的等效剂量比率

表”计算:NTF 临床剂量为 80
 

g·d-1,换算后 NTF-L
组、NTF-M 组和 NTF-H 组灌胃剂量分为 4. 5、9 和 18

 

g·kg-1,分别相当于 60
 

kg 成年人临床剂量 0. 5、1、2
倍;NBP 临床剂量为 0. 6

 

g·d-1,换算后 NBP 的灌胃

剂量为 60
 

mg·kg-1。 model
 

组及 sham 组给予同体积

生理盐水,连续灌胃 7
 

d。
2. 1. 2　 神经功能评分　 将 MCAO / R 术后 24

 

h 的大

鼠从笼中取出,放在平坦的桌面上观察其活动的情

况,并参考 Zea
 

Longa
 

5 级 4 分制评分标准进行神经

功能缺失双盲评分。 0 分,无神经损伤症状且活动

正常;1 分,提住大鼠尾巴时,病灶对侧前肢内收屈

曲;2 分,大鼠爬行时向对侧旋转;3 分,大鼠站立或

爬行时,肢体向对侧倾倒;4 分,大鼠不能自发行走,
意识障碍。 分值越高,说明动物行为障碍越严重,
1 ~ 3 分提示造模成功。
2. 1. 3　 TTC 染色检测脑梗死体积 　 每组随机选取

3 只大鼠,以 50
 

mg·kg-1的剂量腹腔注射 2%戊巴比
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妥钠,待大鼠麻醉后断头取脑,去除嗅球、小脑和低

位脑干,将脑组织置于-20 ℃ 冰箱冷冻 20
 

min 后,
按 2

 

mm 的厚度沿冠状面切成厚薄均匀的 5 片,然
后放置于 2%

 

TTC 染色液中,37
 

℃避光孵育 30
 

min,
15

 

min
 

翻面,使脑片均匀染色。 染色成功后取出脑

片放入 4%多聚甲醛中固定 24
 

h,然后按顺序排列

并拍照。 采用 ImageJ 软件分析脑梗死体积。
2. 1. 4　 HE 染色　 每组随机选取 3 只大鼠,2%戊巴

比妥钠进行腹腔麻醉,然后依次用生理盐水和多聚

甲醛对大鼠进行心脏灌注,灌注完全后,大鼠断头、
取完整脑组织,放置于 4%多聚甲醛中固定,固定 24

 

h 后,脑组织进行乙醇梯度脱水、透明、浸蜡,石蜡包

埋后切成厚度为 5
 

μm 的切片,常规 HE 染色,光镜

400 倍下观察各组大鼠脑组织病理形态。
2. 1. 5　 生化检测缺血海马 Fe2+ 、MDA、GSH 铁死亡

相关指标　 大鼠缺血侧大脑海马组织,按 9 倍质量

比加入冰生理盐水匀浆,以离心半径为 10
 

cm,3
 

000
 

r·min-1,离心 10
 

min,取上清液检测 Fe2+ 、 MDA、
GSH,按相关试剂盒说明书操作。
2. 1. 6　 ELISA 检测缺血海马 IL-1β、IL-18 焦亡炎症

因子　 大鼠缺血侧大脑海马组织,按 9 倍质量比加

入冰生理盐水匀浆,以离心半径为 10
 

cm,3
 

000
 

r·
min-1,离心 10

 

min,取上清液检测 IL-1β、IL-18,按相

关试剂盒说明书操作。
2. 1. 7　 Western

 

blot 检测 Nrf2、GPX4、NLRP3、GSD-
MD-N 蛋白表达 　 大鼠缺血侧大脑海马组织,加蛋

白裂解液提取脑组织总蛋白,BCA 法测定蛋白浓

度。 蛋白样品经十二烷基硫酸钠―聚丙烯酰胺

(SDS-PAGE)电泳分离,冰上转膜,5%脱脂牛奶封

闭,加入一抗,4
 

℃ 孵育过夜,孵育结束,PBST 洗 3
次,每次 15

 

min,然后加入二抗,室温孵育 90
 

min,孵
育结束,PBST 洗 3 次,每次 15

 

min。 洗涤后,ECL 显

色曝光,凝胶成像系统成像。 使用
 

ImageJ 软件进行

蛋白条带分析。
2. 2　 体外实验

2. 2. 1　 含药血浆的制备　 20 只 SPF 级 SD 雄性大

鼠,体质量(260±20)g,适应性喂养 3
 

d 后,以 18
 

g·
kg-1的 NTF 灌胃(依据前期动物实验结果),每天 1
次,连续灌胃 7

 

d。 于第 7 天灌胃后 2
 

h,腹主动脉采

血,4 ℃静置 2
 

h,4 ℃ 、1
 

500
 

r·min-1离心 15
 

min,吸
取上清液,0. 22

 

μm 滤膜过滤除菌后至于 EP 管中,
56

 

℃水浴灭活 30
 

min,于-80
 

℃冰箱中冷冻保存。

2. 2. 2　 细胞分组及 OGD / R 处理　 细胞分组:将体

外培养的 SH-SY5Y 细胞分为 si-con 对照组、si-con+
OGD / R 组、si-con+OGD / R+NTF 组、si-Nrf2+OGD / R
组、si-Nrf2+OGD / R+NTF 组。

OGD / R 处理具体步骤如下:使用 PBS 将细胞

洗涤 2 次,以去除残留的培养基;将细胞加入无糖培

养基中;将细胞置于 37
 

℃ 、94%
 

N2、1%
 

O2、5%
 

CO2

的细胞培养箱中,进行 4
 

h 的糖氧剥夺处理;将无糖

培养基替换为完全培养基后,细胞重新置于 37
 

℃ 、
5%

 

CO2 的细胞培养箱中,进行 24
 

h 的复氧培养,以
模拟再灌注过程。
2. 2. 3　 Hoechst / PI 荧光染色及乳酸脱氢酶( LDH)
释放试验检测细胞膜的损伤程度　 Hoechst / PI 荧光

染色:SH-SY5Y 细胞分组处理完毕后,用 PBS 清洗 1
次,先加 1

 

mL 细胞染色缓冲液, 再加入 5
 

μL
 

Hoechst
 

33342 染色液,37
 

℃ 孵育 7
 

min,4
 

℃ 、1
 

000
 

r·min-1离心 5
 

min,弃去染液后加入 15
 

μL
 

PI 染色

液,4 ℃避光染色 20
 

min,离心弃去染液,PBS 清洗 1
次,在显微镜下查看各组荧光状态,并拍照。 LDH
释放试验根据 LDH 测定试剂盒说明书上的步骤进

行操作。
2. 2. 4　 免疫荧光检测铁死亡蛋白 GPX4 及焦亡蛋

白 GSDMD 的表达　 将 SH-SY5Y 细胞放置在 4%多

聚甲醛中固定 30
 

min,PBS 冲洗,加入 0. 3%曲拉通,
在 37 ℃下进行通透处理 30

 

min,PBS 冲洗 3 次,1%
牛血清白蛋白封闭液进行封闭处理 1

 

h,PBS 冲洗 3
次,加入一抗,4 ℃下孵育过夜,PBS 冲洗 3 次,加入

二抗,37 ℃ 下孵育 90
 

min,PBS 冲洗 3 次,DAPI 工

作液在 37 ℃ 下染核 10
 

min,PBS 冲洗,缓冲甘油封

片,并在荧光显微镜下观察荧光的表达强度及定位。
2. 2. 5　 生化检测各组 Fe2+ 、GSH、MDA 铁死亡评价

指标　 取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞接种于细胞

培养板中,常规培养,造模及药物处理后,4
 

℃ 、1
 

000
 

r·min-1离心 5
 

min,用超声破碎破坏细胞膜后,4
 

℃、
1

 

000
 

r·min-1离心 5
 

min 后取上清液检测,严格依照

说明书步骤测定 Fe2+ 、GSH 及 MDA 的含量。
2. 2. 6　 ELISA 检测 IL-1β、IL-18 焦亡炎症因子　 取

对数生长期的 SH-SY5Y 细胞接种于细胞培养板中,
常规培养,造模及药物处理后,4 ℃ 、1

 

000
 

r·min-1离

心 5
 

min,PBS 洗涤,于孔板中加入 1
 

mL 无血清培养

基稀释的 DCFH-DA,于 37 ℃ 下于黑暗中培养 20
 

min。 具体按照试剂盒说明书步骤检测细胞中 IL-
655
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1β、IL-18 的含量。
2. 2. 7　 Western

 

blot 检测各组 Nrf2、GPX4、NLRP3、
GSDMD-N 等铁死亡及焦亡相关蛋白　 取对数生长

期 SH-SY5Y 细胞接种于细胞培养板中,常规培养后

进行造模及药物处理,4
 

℃ 、1
 

000
 

r·min-1 离心 5
 

min,PBS 冲洗后加入裂解液,4
 

℃ 、12
 

000
 

r·min-1离

心 15
 

min 取上清液。 采用 BCA 法测定蛋白浓度。
SDS-PAGE 凝胶进行电泳分离,将蛋白转移至 PVDF
膜上。 电转结束后,将 PVDF 膜浸泡于 PBST 封闭

液中,室温孵育 1
 

h。 将膜与一抗共同孵育,4
 

℃ 过

夜。 PBST 洗膜 3 次,每次 15
 

min。 再将膜与二抗室

温孵育 90
 

min。 孵育结束后,PBST 洗膜 3 次,每次

15
 

min。 将 PVDF 膜与新鲜配制的增强型化学发光

液(ECL)反应数秒,滤纸吸尽多余液体,于暗室中曝

光显影。
2. 2. 8　 透射电镜观察各组细胞超微结构　 取对数

生长期 SH-SY5Y 细胞以 2. 5% 戊二醛固定 12
 

h,
PBS 冲洗后用 1%锇酸后固定 2

 

h;按乙醇梯度脱

水:30%
 

10
 

min、50%
 

10
 

min、70%乙醇(含醋酸铀)
3

 

h、80%
 

10
 

min、95%
 

15
 

min、100%
 

2 次各 50
 

min,
继以环氧丙烷 30

 

min;随后用环氧丙烷-环氧树脂

1 ∶1浸润 2
 

h、纯树脂浸润 3
 

h,纯树脂包埋并于 40 ℃
 

12
 

h、60 ℃
 

48
 

h 固化;修块、超薄切片并以铜网捞

片;2%醋酸铀(乙醇)避光染色 8
 

min,70%乙醇与超

纯水各洗 3 次,再用 2. 6%枸橼酸铅染色 8
 

min,超纯

水洗 3 次后室温干燥过夜;最后在透射电镜下观察

并采集图像。
2. 3　 统计学分析

使用 SPSS
 

26. 0 软件进行统计分析。 实验数据

以均数±标准差( �x±s)表示。 如果数据的方差齐,则
多组间比较采用单因素方差分析( One-way

 

ANO-
VA);组间两两比较时, 使用最小显著差值法

(LSD);如果数据的方差不齐,则采用 Dunnett′s 检

验进行分析。 采用
 

GraphPad
 

Prism
 

7. 0 软件绘制图

表。 P<0. 05 表示差异具有统计学意义,P<0. 01 表

示差异具有显著性统计学意义。
3　 结果

3. 1　 神经功能评分

sham 组大鼠活动正常,无神经损伤症状,model
组及各治疗组出现不同程度的神经功能损伤症状,
与 sham 组比较,model 组大鼠神经功能评分显著升

高(P<0. 01);与 model 组比较,NTF-L 组大鼠神经

功能评分降低(P < 0. 05),NTF-M 组、NTF-H 组及

NBP 组大鼠神经功能评分显著降低(P< 0. 01),见
图 1。

sham. 假手术组;model. 模型组;NTF-L. 脑泰方低剂量组;NTF-M. 脑
泰方中剂量组;NTF-H. 脑泰方高剂量组;NBP. 丁苯酞组;2 组间比

较∗P<0. 05,∗∗P<0. 01(图 2 ~ 11 同)。

图 1　 各组大鼠 Zea-Longa 神经功能评分( �x±s,n= 12)
Fig. 1　 Zea-Longa

 

neurological
 

function
 

score
 

for
 

each
 

group
 

of
 

rats
 

( �x±s,n= 12)

3. 2　 NTF 对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血侧脑梗死

体积的影响

与 sham 组比较,model 组脑梗死体积明显增大

(P<0. 01);与 model 组比较,各治疗组脑梗死体积

明显减少(P<0. 01);与 NTF-L 组比较,NTF-M 组脑

梗死体积减少(P<0. 05),NTF-H 组脑梗死体积明显

减少(P<0. 01);与 NTF-M 组比较,NTF-H 组脑梗死

体积明显减少(P<0. 01),见图 2。
3. 3　 NTF 对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血侧海马

CA3 区神经细胞损伤的影响

sham 组海马 CA3 区神经细胞结构完整、排列整

齐,细胞核呈圆形或椭圆形,核仁清晰,胞质均匀染

色,无明显病理改变;model 组海马 CA3 区神经细胞

结构被破坏,形成空泡,细胞间隙增宽、排列紊乱,细
胞肿胀、破裂,核固缩并深染。 不同剂量脑泰方治疗

后,神经细胞数量增加,形态结构改善,细胞肿胀、核
固缩减轻,空泡样改变减少,以 NTF-H 组效果最为

明显,见图 3。
3. 4　 NTF 对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血侧海马

Fe2+ 、MDA 及 GSH 的影响

与 sham 组比较,model 组海马 Fe2+及 MDA 含量

显著升高(P<0. 01),GSH 含量显著降低(P<0. 01);
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图 2　 各组大鼠 TTC 染色( �x±s,n= 3)
Fig. 2　 TTC

 

staining
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats( �x±s,n= 3)

图 3　 各组大鼠缺血侧海马 CA3 区 HE 染色( ×200)
Fig. 3 　 HE

 

staining
 

of
 

CA3
 

area
 

in
 

ischemic
 

hippocampus
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( ×200)

与 model 组比较,各治疗组海马 Fe2+及 MDA 含量显

著降低(P<0. 01),GSH 含量显著升高(P<0. 01);与
NTF-L 组比较, NTF-M 组、 NTF-H 组海马 Fe2+ 及

MDA 含量显著降低(P<0. 01),NTF-H 组海马 MDA
含量显著升高(P<0. 01),见图 4。
3. 5　 ELISA 检测 IL-1β、IL-18 焦亡炎症因子

 

与 sham 组比较,model 组 IL-1β、IL-18 水平显著

升高(P<0. 01);与 model 组比较,各治疗组 IL-1β 和

IL-18 水平显著降低(P< 0. 01);与 NTF-L 组比较,
NTF-M 组与 NTF-H 组 IL-1β、IL-18 水平显著降低

(P<0. 01),见图 5。

图 4　 各组大鼠缺血侧海马 Fe2+ 、MDA 及 GSH 含量( �x±s,n= 6)
Fig. 4　 Levels

 

of
 

Fe2+ ,
 

MDA,
 

and
 

GSH
 

in
 

ischemic
 

hippocampus
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,n= 6)

3. 6 　 Western
 

blot 检测 Nrf2、 GPX4、 NLRP3、 GSD-
MD-N 蛋白

与 sham 组比较,model 组 Nrf2、GPX4 蛋白表达

显著降低(P<0. 01),NLRP3、GSDMD-N 蛋白表达显

著升高(P<0. 01);与 model 组比较,各治疗组 Nrf2、

GPX4 蛋白表达升高(P< 0. 05),NLRP3、GSDMD-N
蛋白表达显著降低(P < 0. 01);与 NTF-L 组比较,
NTF-H 组 Nrf2、 GPX4 含量显著升高 (P < 0. 01),
NTF-M 组与 NTF-H 组 NLRP3、GSDMD-N 含量显著

降低(P< 0. 01),见图 6。 以上研究结果表明,NTF
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图 5　 各组大鼠缺血侧海马 IL-1β、IL-18 含量( �x±s,n= 4)
Fig. 5　 Levels

 

of
 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

ischemic
 

hippocampus
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

( �x±s,n= 4)

可能通过干预 Nrf2 抑制铁死亡以及脑缺血再灌注

后神经元焦亡。

图 6　 大鼠缺血侧海马 Nrf2、GPX4、NLRP3 及 GSDMD-N 蛋

白表达( �x±s,n= 3)
Fig. 6　 Protein

 

expression
 

of
 

Nrf2,
 

GPX4,
 

NLRP3,
 

and
 

GSD-
MD-N

 

in
 

the
 

ischemic
 

hippocampus
 

of
 

rats( �x±s,n= 3)

3. 7　 NTF 对各组细胞 Hoechst / PI 荧光染色及 LDH
活性的影响

与 si-con 组比较,si-con +OGD / R 组细胞 PI 显

示的红色荧光强度明显增强(P<0. 01)、LDH 活性

明显升高(P< 0. 01);与 si-con +OGD / R 组比较,si-
con+OGD / R+NTF 组细胞 PI 显示的红色荧光强度

明显减弱(P<0. 01)、LDH 活性明显降低(P<0. 01),
si-Nrf2+OGD / R 组细胞 PI 显示的红色荧光强度明

显增强(P<0. 01)、LDH 活性明显升高(P<0. 01);与
si-con+OGD / R +NTF 组比较,si-Nrf2 +OGD / R +NTF
组细胞 PI 显示的红色荧光强度明显增强 ( P <
0. 01)、LDH 活性明显升高(P< 0. 01);与 si-Nrf2 +
OGD / R 组比较,si-Nrf2+OGD / R+NTF 组细胞 PI 显

示的红色荧光强度明显减弱(P<0. 01)、LDH 活性

明显降低(P<0. 01),见图 7。
3. 8　 NTF 对各组细胞铁死亡蛋白 GPX4 及焦亡蛋

白 GSDMD 免疫荧光的影响

与 si-con 组比较,si-con +OGD / R 组细胞 GPX4
荧光强度明显减弱(P<0. 01)、GSDMD 荧光强度明

显增强(P<0. 01);与 si-con+OGD / R 组比较,si-con+
OGD / R+NTF 组细胞 GPX4 荧光强度明显增强(P<
0. 01)、 GSDMD 荧光强度明显减弱(P < 0. 01), si-
Nrf2+OGD / R 组细胞 GPX4 荧光强度明显减弱(P<
0. 01)、GSDMD 荧光强度明显增强(P<0. 01);与 si-
con+OGD / R+NTF 组比较,si-Nrf2+OGD / R+NTF 组

细胞 GPX4 荧光强度明显减弱(P< 0. 01)、GSDMD
荧光强度明显增强(P<0. 01);与 si-Nrf2+OGD / R 组

比较,si-Nrf2+OGD / R+NTF 组细胞 GPX4 荧光强度

明显增强(P < 0. 01)、 GSDMD 荧光强度明显减弱

(P<0. 01),见图 8。
3. 9　 NTF 对各组细胞 Fe2+ 、MDA、GSH 含量的影响

与 si-con 组比较,si-con +OGD / R 组细胞 Fe2+ 、
MDA 含量明显增多(P<0. 01),GSH 含量明显减少

(P<0. 01);与 si-con+OGD / R 组比较,si-con+OGD /
R+NTF 组细胞 Fe2+ 、MDA 含量明显减少(P<0. 01),
GSH 含量明显增多(P<0. 01),si-Nrf2+OGD / R 组细

胞 Fe2+ 、MDA 含量明显增多(P<0. 01),GSH 含量明

显减少(P<0. 01);与 si-con+OGD / R+NTF 组比较,
si-Nrf2+OGD / R+NTF 组细胞 Fe2+ 、MDA 含量明显增

多(P<0. 01),GSH 含量明显减少(P<0. 01);与 si-
Nrf2+OGD / R 组比较,si-Nrf2+OGD / R+NTF 组细胞

Fe2+ 、MDA 含量明显减少(P<0. 01),GSH 含量明显
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si-con. 敲低对照组;si-con+OGD / R. 模型组;si-con+OGD / R+NTF. 脑泰方组;si-Nrf2+OGD / R. 敲低 Nrf2 组;si-Nrf2+OGD / R+NTF.
 

敲低 Nrf2+脑

泰方(图 8 ~ 11 同)。

图 7　 各组细胞荧光染色及 LDH 活性( ×100;�x±s,n= 3)
Fig. 7　 Fluorescence

 

staining
 

and
 

LDH
 

activity
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells( ×100;�x±s,n= 3)

增多(P<0. 01),见图 9。
3. 10　 NTF 对各组细胞 IL-1β、IL-18 炎症因子表达

的影响

与 si-con 组比较,si-con+OGD / R 组细胞 IL-1β、
IL-18 浓度明显升高(P<0. 01);与 si-con+OGD / R 组

比较,si-con+OGD / R+NTF 组细胞 IL-1β、IL-18 浓度

明显降低(P<0. 01),si-Nrf2+OGD / R 组细胞 IL-1β、
IL-18 浓度明显升高(P<0. 01);与 si-con+OGD / R+
NTF 组比较,si-Nrf2+OGD / R+NTF 组细胞 IL-1β、IL-
18 浓度明显升高(P< 0. 01);与 si-Nrf2 +OGD / R 组

比较,si-Nrf2+OGD / R+NTF 组细胞 IL-1β、IL-18 浓度

明显降低(P<0. 01),见图 10。
3. 11　 NTF 对各组细胞 Nrf2、GPX4、NLRP3、GSD-
MD-N 等铁死亡及焦亡相关蛋白表达的影响

与 si-con 组比较, si-con + OGD / R 组细胞 NL-
RP3、GSDMD-N 蛋白表达明显增多(P<0. 01),Nrf2、
GPX4 蛋白表达明显减少 ( P < 0. 01); 与 si-con +

OGD / R 组比较, si-con + OGD / R + NTF 组细胞 NL-
RP3、GSDMD-N 蛋白表达明显减少(P<0. 01),Nrf2、
GPX4 蛋白表达明显增多(P<0. 01),si-Nrf2+OGD /
R 组细胞 NLRP3、GSDMD-N 蛋白表达明显增多(P<
0. 01),Nrf2 蛋白表达明显减少(P<0. 01),GPX4 蛋

白表达减少(P<0. 05);与 si-con+OGD / R+NTF 组比

较,si-Nrf2+OGD / R+NTF 组细胞 NLRP3、GSDMD-N
蛋白表达明显增多(P<0. 01),Nrf2、GPX4 蛋白表达

明显减少(P<0. 01);与 si-Nrf2+OGD / R 组比较,si-
Nrf2+OGD / R +NTF 组细胞 NLRP3、GSDMD-N 蛋白

表达明显减少(P<0. 01),Nrf2、GPX4 蛋白表达明显

增多(P<0. 01),见图 11。 以上研究结果表明,敲减

Nrf2 加剧了细胞铁死亡以及细胞焦亡。 NTF 干预后

可以激活 Nrf2 及相关通路,抑制神经细胞铁死亡和

焦亡。
3. 12　 NTF 对各组细胞超微结构的影响

si-con 组细胞核大而圆,胞膜、核膜清晰连续,
065
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图 8　 各组细胞 GPX4 及 GSDMD 荧光染色( ×400;�x±s,n= 3)
Fig. 8　 Fluorescence

 

staining
 

of
 

GPX4
 

and
 

GSDMD
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells( ×400;�x±s,n= 3)

图 9　 各组细胞 Fe2+ 、MDA 及 GSH 含量( �x±s,n= 3)
Fig. 9　 Levels

 

of
 

Fe2+ ,
 

MDA,
 

and
 

GSH
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells( �x±s,n= 3)

染色质分布均匀,无聚集,线粒体形态结构正常。 si-
con+OGD / R 组胞膜、核膜不连续,染色质不规则凝

聚,内质网肿胀明显,线粒体内膜密度增加,外膜破

裂,嵴减少或消失,形态异常;si-con +OGD / R +NTF
组胞膜、核膜稍不连续,染色质不规则凝聚,线粒体

内膜密度增加,外膜破裂,嵴减少或消失,形态异常;
si-Nrf2+OGD / R 组细胞肿胀,胞膜明显不连续,染色

质浓缩、分布不均,线粒体肿胀,嵴结构变粗,嵴出现

溶解或消失,内质网肿胀明显。 si-Nrf2 + OGD / R +
NTF 组胞膜、核膜尚清晰连续,染色质分布不均匀发

生聚集,线粒体稍肿胀,嵴结构变粗,内质网微肿胀,
见图 12。
4　 讨论

CIRI 是缺血性脑卒中的关键损伤环节,CIRI 会
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图 10　 各组细胞 IL-1β、IL-18 炎症因子含量( �x±s,n= 3)
Fig. 10　 Levels

 

of
 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells( �x±s,
n= 3)

图 11　 各组细胞 Nrf2、GPX4、NLRP3 及 GSDMD-N 蛋白表达

( �x±s,n= 3)
Fig. 11　 Protein

 

expression
 

of
 

Nrf2,
 

GPX4,
 

NLRP3,
 

and
 

GSD-
MD-N

 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

( �x±s,n= 3)

图 12　 各组细胞透射电镜超微结构

Fig. 12　 Transmission
 

electron
 

microscopy
 

ultrastructure
 

of
 

each
 

group
 

of
 

cells

使脑组织细胞产生氧化应激、炎症反应、细胞死亡等

一系列损伤级联反应[18-19] 。 卒中发生后,血脑屏障

被破坏,游离铁和铁蛋白进入脑实质后通过 Fenton
反应将过氧化氢转化为羟基自由基,ROS 大量产

生,导致细胞发生铁死亡[20] 。 CIRI 时,ROS 二次暴

发,进一步加剧了氧化应激、炎症和神经元死亡[21] 。
研究表明:铁死亡中铁过载、GSH 消耗和 GPX4 失

活、脂质过氧化等都参与缺血性卒中过程[22] 。 Nrf2
信号通路通过增加谷氨酸-胱氨酸转运体的转运,增
强 GPX4 的还原能力,抑制细胞铁死亡的发生[23] 。
最新研究表明:通过激活 Nrf2 / SLC7A11 / GPX4 轴能

改善 OGD / R 诱导的神经元铁死亡[24] 。 细胞焦亡在

缺血性脑损伤的进展中起着至关重要的作用[25] 。
脑缺血及再灌注损伤后,脑缺血区出现 ASC 增多,
依次激活 NLRP3 炎症小体和 caspase-1,伴随 IL-1β
和 IL-18 的活化及 GSDMD-N 的破膜作用,引发了细

胞焦亡[6] 。 NLRP3 炎症小体是引起细胞焦亡的主

要炎性复合物,在细胞焦亡中起着核心作用[26] 。 研

究表明[27] ,通过抑制 NLRP3 炎症小体介导的细胞

焦亡对脑缺血再灌注损伤的神经起保护作用。 在

CIRI 中,Nrf2 表达的降低增强了 NLRP3 炎症小体

的活性[28] 。 研究发现,激活 Nrf2 / GPX4 能抑制神经

元细胞铁死亡[23] ;激活 Nrf2 / NLRP3 能抑制细胞焦

亡[29] 。 那么,Nrf2 可能是缺血性脑卒中后铁死亡与

焦亡的关联靶点。
本课题组临床研究表明,由黄芪、川芎、僵蚕和
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地龙组成的 NTF 具有益气活血、化痰通络之功效,
是治疗气虚血瘀型脑梗死的有效方剂[14] 。 前期研

究表明,NTF 可能通过激活 HSF1 / HSPB1 途径,调
控铁代谢稳态平衡,抑制过量铁参与的 Fenton 反应

所产生的 ROS 和随后脂质过氧化产物引起的缺血

性脑卒中神经元铁死亡[15] 。 NTF 能够通过提高

GPX4 蛋白与基因的表达量,抑制不饱和脂肪酸的

氧化反应,减少脂质过氧化产物的累积以及 ROS 的

沉积,减轻脑缺血造成的神经损伤[30] 。 NTF 及其加

味方通过激活 SIRT1 信号通路,抑制 NF-κB 介导的

炎症反应发挥脑缺血再灌注损伤大鼠脑保护作

用[16] 。 NBP 是从芹菜籽中提取并人工合成的光学

异构体,目前被广泛应用于急性缺血性脑卒中的治

疗[31] 。 NBP 及其衍生物通过抑制氧化应激[32] 、炎
症反应[33] 、细胞死亡等发挥 CIRI 的保护作用。 研

究发现,NBP 衍生物 10a 可通过 Nrf2 途径调节下游

的抗氧化酶以减轻氧化损伤[32] ;NBP 衍生物 CD21
可以 抑 制 组 织 蛋 白 酶 B 介 导 的 NLRP3 / ASC /
caspase-1 通路, 进而阻止 NLRP3 炎性小体的激

活[33] 。 因此,动物实验中以 NBP 为阳性对照药物。
本研究结果发现,各剂量组 NTF 均能降低 CIRI

大鼠脑梗死体积,改善海马 CA3 区神经细胞损伤,
其中以 NTF-H 组效果最佳。 缺血区 Nrf2 表达明显

增加,Fe2+ 、MDA 表达减少,GSH、GPX4 蛋白表达显

著增加;表明 NTF 可能是通过干预 Nrf2 显著减少

Fe2+聚集、提高 GSH 及 GPX4,减少脂质过氧化物生

成,抑制铁死亡。 同时实验研究发现,NTF 干预可降

低大鼠缺血侧海马 IL-1β、IL-18 炎症因子表达,并显

著减少大鼠缺血侧海马 NLRP3、GSDMD-N 焦亡蛋

白含量;提示 NTF 可能通过干预 Nrf2 抑制脑缺血再

灌注后神经元焦亡。 为进一步探究 Nrf2、铁死亡和

焦亡三者之间的调控机制,使用 siRNA 技术敲减了

SH-SY5Y 细胞中 Nrf2 的表达(即 si-Nrf2),并检测

si-Nrf2 组 SH-SY5Y 细胞对铁死亡和焦亡的影响及

NTF 的干预作用。 研究结果显示,si-Nrf2 后,一方面

降低了 GPX4 及 GSH 表达,提高了 Fe2+ 及 MDA 水

平,加剧了细胞铁死亡;另一方面提高了 NLRP3、
GSDMD 和 GSDMD-N 表达及 IL-1β、IL-18 炎症因子

水平,加剧了细胞焦亡;Hoechst / PI 荧光染色及 LDH
释放试验表明细胞膜受到较严重的损伤;透射电镜

显示细胞膜明显不连续,染色质浓缩、分布不均,线
粒体肿胀,嵴出现溶解或消失,内质网肿胀等铁死亡

及焦亡改变。 而 NTF 干预后,可以激活 Nrf2 及相关

通路,同时抑制神经细胞铁死亡和焦亡。
综上所述,NTF 能提高 Nrf2 的表达,抑制神经

元铁死亡和焦亡,发挥 CIRI 神经保护的双重机制,
揭示了 NTF 协同抑制 2 种程序性细胞死亡方式的分

子机制。 最后要说明的是,本实验中 si-Nrf2+OGD / R+
NTF 组的设置,验证了中药 NTF 在治疗 CIRI 中具

有多靶点、多途径的独特优势:NTF 不仅能通过激活

Nrf2 信号通路抑制神经细胞铁死亡和焦亡,同时也

能通过其他作用途径和靶点发挥神经保护作用。 与

NBP 相比,NTF 不仅在动物实验中展现出与 NBP 相

当的保护作用,而且在细胞实验中构建了以 Nrf2 为

枢纽,同步抑制铁死亡与焦亡的“同轴双控” 机制

链,呈明确的剂量依赖与多靶点调控。 因此,NTF 在

以“Nrf2 为枢纽,铁死亡与焦亡双轴”调控上较丁苯

酞更占优势。 这一发现为进一步研究 NTF 的作用

机制提供了广阔的思路和空间,也展示了对 NTF 进

行精准深入研究的挑战性和复杂性,这正是葛金文

教授团队几十年来持续研究 NTF 治疗 IS、不断探索

NTF 脑保护作用的动力所在,也是中医学赋予研究

者的信心所在。 然而,本研究仍有以下不足:一是时

间点设置单一,有必要设置脑缺血再灌注后 24
 

h、48
 

h、72
 

h 等早期时间点的指标检测,以动态评估 NTF
的疗效;二是机制验证不够深入,还需进一步明确

Nrf2 与 GPX4、NLRP3 三者之间的上下游调控网络

及铁死亡和焦亡的交互机制。 课题组将进一步完善

后续的实验,为 NTF 抗 CIRI 的作用机制提供更为

全面的理论基础。
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