
·论　　著·

人参皂苷Ｒｂｌ对大鼠脑缺血再灌注ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号转导通路的影响

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（泸州医学院：１．基础医学院；２．神经生物研究室，四川泸州６４６０００）

　　摘　要：目的　探讨人参皂苷Ｒｂｌ对脑缺血再灌注损伤ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３胞内信号通路的影响，明确其保护机制。方法　建立

大脑中动脉缺血再灌注（ＭＣＡＯ／Ｒ）模型，将大鼠随机分为假手术组、溶媒组、人参皂苷Ｒｂｌ低剂量组、人参皂苷Ｒｂ１高剂量组，观

察大鼠神经行为学障碍程度，ＥＬＩＳＡ检测脑组织肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素６（ＩＬ６）的含量，免疫组织化学染色法观察

缺血侧大脑ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３的表达。结果　（１）与溶媒组比较，人参皂苷Ｒｂｌ高剂量组显著降低大鼠神经行为学评分（犘＜

０．０５）。（２）人参皂苷Ｒｂｌ高剂量组明显减少ＴＮＦα、ＩＬ６的含量（犘＜０．０５或犘＜０．０１），而在低剂量组，ＴＮＦα含量显著减少

（犘＜０．０５），ＩＬ６的含量也有所降低但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。（３）人参皂苷Ｒｂｌ高剂量组、低剂量组显著降低ｐＪＡＫ２和

ｐＳＴＡＴ３的表达（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。结论　人参皂苷Ｒｂｌ可能通过调控细胞因子介导的ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号途径保护脑缺

血再灌注损伤。
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　　脑卒中为目前世界上致死率和致残率排名第２位的疾

病［１］，缺血性脑卒中占卒中病例的７０％～８０％，是脑卒中的主

要类型，严重威胁人类健康与生命安全。因此，开发安全、有效

的治疗药物、寻找确切的治疗靶点已是当前迫切需要。人参是

中国传统中药之精品，人参皂苷（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ，ＧＲ）是人参的主

要有效成分，在临床上尤其是神经科得到广泛的应用。ＧＲ按

苷元的不同分多种类型，其中，ＧＲｂｌ含量最为丰富。研究表

明，ＧＲｂｌ能通过抗炎、抗氧化、抗凋亡等保护脑缺血再灌注损

伤。Ｊａｎｕｓ激酶／信号转导和转录激活因子（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅｓ／ｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＪＡＫｓ／ＳＴＡＴｓ）是细胞

因子及氧化应激的一条重要的胞内信号转导途径，与脑缺血等

中枢神经系统疾病的病理生理过程密切相关［２］。本实验通过建

立大鼠大脑中动脉缺血再灌注（ＭＣＡＯ／Ｒ）模型，探讨ＧＲｂｌ对

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３胞内信号通路的影响，明确其保护机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　药物与试剂　ＧＲｂｌ（纯度大于或等于９８％，白色粉末，

批号：ＺＬ２０１００７０５Ａ），由南京泽朗植提技术有限公司提供。磷

酸化ＪＡＫ２多克隆抗体，磷酸化ＳＴＡＴ３单克隆抗体（Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司产品）。ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德生物工程有限公

司），ＴＮＦα、ＩＬ６ＥＬＩＳＡ试剂盒（北京环亚泰克生物医学技术

有限公司）；考马斯亮兰蛋白测定试剂盒（南京建成生物工程研

究所），其他试剂均为国产分析纯。

１．１．２　实验动物及分组　雄性ＳＤ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，

购自第三军医大学动物饲养中心。随机分为４组：假手术组、

溶媒组、ＧＲｂｌ高剂量组（４０ｍｇ／ｋｇ）、ＧＲｂｌ低剂量组（２０ｍｇ／

ｋｇ）。假手术组和溶媒组给予等量的生理盐水，药物和溶媒均

在再灌时立即腹腔注射。
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１．２　方法

１．２．１　ＭＣＡＯ／Ｒ模型的建立　大鼠用１０％水合氯醛（３５０

ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，将其仰卧固定于手术台上，从颈部正

中切口，依次小心分离右侧颈总动脉（ＣＣＡ）、颈外动脉（ＥＣＡ）

及颈内动脉（ＩＣＡ），结扎并剪断ＥＣＡ，在ＥＣＡ近分叉处用眼科

手术剪剪一小口，从ＥＣＡ往ＩＣＡ插入制备好的栓线，栓线头

端圆润，直径约０．３４ｍｍ，插入深度为１８～２０ｍｍ，感到有阻力

时停止插入，然后将栓线尾端固定于ＥＣＡ上，逐层缝合肌肉皮

肤。缺血２ｈ后，将栓线头端拉出实现再灌注。术中由红外灯

照射使大鼠体温维持在３７℃。假手术组除不插入线栓外，其

余步骤相同。

１．２．２　神经行为学评分　缺血后２ｈ，参照Ｌｏｎｇａ等
［３］方法对

大鼠进行神经功能缺失评分。０分：无任何神经功能缺损；

１分：右前肢不能完全伸展；２分：向左侧转圈；３分：行走或静

止时向左侧倾倒；４分：不能自主活动；５分：死亡。在初次评分

后满足１～３分的大鼠纳入后继的实验组。再灌注后２４ｈ，再

次对大鼠进行神经行为学评分并进行统计学处理。

１．２．３　ＴＮＦα、ＩＬ６的含量测定　每组８只大鼠，再灌２４ｈ

后，将大鼠麻醉，剖开胸腔，剪破右心耳，用生理盐水从左心室

灌流至流出液为澄清，取出大脑缺血侧－８０℃保存，测定前称

重，以１∶１０比例加入冰生理盐水匀浆，３５００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，取出上清液，严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测

ＴＮＦα、ＩＬ６的含量。

１．２．４　ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３免疫组织化学的检测　每组４只

大鼠，再灌注２４ｈ后，先用冰冻的ＰＢＳ溶液（ｐＨ为７．２～７．４）

约２００ｍＬ快速灌流，再用４％的多聚甲醛溶液灌流。然后迅

速剪开颅骨，取出大脑，用１０％中性甲醛固定２４～４８ｈ，从大

脑前囟－２．３ｍｍ处向后切取厚约３ｍｍ的冠状脑组织，用石

蜡包埋，制作厚度约５μｍ的脑部冠状切片，用于免疫组织化

学染色。免疫组织化学采用ＳＡＢＣ法。将石蜡切片脱蜡、复

水，３％的 Ｈ２Ｏ２ 灭活内源性过氧化物酶，然后用微波进行抗原

修复、５％ＢＳＡ液封闭，清洗后加一抗（ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３），

３７℃孵育２ｈ，移置于４℃冰箱过夜。加二抗孵育１ｈ，清洗后

滴加ＳＡＢＣ，３７℃孵育１ｈ后，清洗。ＤＡＢ显色，苏木素复染，

盐酸乙醇分化、氨水返蓝、脱水封片。

１．３　统计学处理　免疫组织化学染色后，取缺血侧皮层额叶

４个不重叠的区域采图，然后用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ５．０软件分析免

疫组织化学阳性表达的累积光密度值（ＩＯＤ）并计算每组平均

值。所有实验数据以狓±狊表示，实验结果采用ＳＰＳＳ１６．０软件

进行统计分析，组间比较采用单因素方差分析的方法进行，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＲｂｌ对缺血再灌注大鼠神经行为学评分的影响　再灌２４

ｈ后，大鼠出现明显的神经运动功能障碍，其主要表现为 Ｈｏｒｎｅｒ

综合征即右侧瞳孔缩小、眼睑下垂、眼裂狭小甚至眼底出血呈红

肿，肢体障碍即提尾时左前肢内收、肩内旋、肌张力明显降低，爬

行时向右侧划圈、追尾，甚至倾倒或不能自行行走。与溶媒组比

较，ＧＲｂｌ高剂量组神经行为学评分明显降低（犘＜０．０５），ＧＲｂｌ

低剂量组评分也有所降低，但差异无统计学意义，见表１。

２．２　ＧＲｂｌ对脑缺血再灌注大鼠脑组织中ＴＮＦα和ＩＬ６的影

响　缺血２ｈ再灌注２４ｈ后，溶媒组ＴＮＦα、ＩＬ６含量明显增

高。与溶媒组比较，ＧＲｂｌ低剂量组、高剂量组 ＴＮＦα含量均

显著降低（犘＜０．０５或犘＜０．０１），ＩＬ６的含量也有所降低，其

中，高剂组显示差异有统计学意义（犘＜０．０５），结果见表２。

表１　　ＧＲｂｌ对脑缺血再灌注大鼠神经功能

　　　评分的影响（狓±狊，狀＝１２）

组别 神经行为学评分

假手术组 ０．００±０．００

溶媒组 ２．７５±０．９６

ＧＲｂｌ低剂量组 ２．２８±０．５１

ＧＲｂｌ高剂量组 １．６６±０．６５

　　：犘＜０．０５，与溶媒组比较。

表２　　各组大鼠脑组织中ＴＮＦα、ＩＬ６的含量

　　　　比较（狓±狊，狀＝８）

组别
ＴＮＦα含量

（ｐｇ／ｇ．ｐｒｏ）

ＩＬ６的含量

（ｐｇ／ｇ．ｐｒｏ）

假手术组 ７５．８３±９．２０ ４４．６７±１６．４２

溶媒组 １４２．１８±２２．４３ ８２．４１±２１．３３

ＧＲｂｌ低剂量组 １２０．３５±１７．０４ ７５．５８±２３．０９

ＧＲｂｌ高剂量组 ９８．２９±２０．６２ ６１．４２±１６．６７

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与溶媒组比较。

　　Ａ：假手术组；Ｂ：溶媒组；Ｃ：ＧＲｂｌ低剂量组；Ｄ：ＧＲｂｌ高剂量组。Ａ１～Ｄ１为ｐＪＡＫ２的免疫组织化学染色，Ａ２～Ｄ２ 为ｐＳＴＡＴ３的免疫组织化

学染色。→：阳性细胞。

图１　　ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３免疫组织化学染色影像学表现（×４００）
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２．３　ＧＲｂｌ对大鼠脑缺血再灌注损伤后ｐＪＡＫ２，ｐＳＴＡＴ３表

达的影响　假手术组未见ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３免疫阳性细胞

的表达，而在溶媒组可见到缺血侧大量的深棕色阳性细胞的表

达，主要集中在缺血半暗带，在缺血核心区也有少量表达。

ＧＲｂｌ高剂量组、低剂量组ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３蛋白表达量明

显减少（犘＜０．０５或犘＜０．０１），结果见图１～２。

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与溶媒组比较。

图２　　ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３免疫组织化学染色阳性

表达累积光密度值

３　讨　　论

缺血性卒中损伤涉及的病理机制极为复杂。诸多证据显

示，炎症事件介导缺血再灌注损伤的病理进程［４］。炎症级联反

应中，细胞因子、转录因子等扮演着重要角色，最终导致神经损

伤与功能障碍。ＪＡＫｓ／ＳＴＡＴｓ是细胞因子、氧化应激等介导

的重要胞内信号转导途径［５］。ＪＡＫｓ蛋白家族包括ＪＡＫ１、

ＪＡＫ２、ＪＡＫ３、ＴＹＫ２，而 ＳＴＡＴｓ 蛋 白 家 族 包 括 ＳＴＡＴ１、

ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ５ａ、ＳＴＡＴ５ｂ、ＳＴＡＴ６。其中

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３与脑缺血密切相关。脑缺血及再灌注损伤导致

大量炎性细胞因子如肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素１

（ＩＬ１）、白细胞介素６（ＩＬ６），生长因子以及活性氧的产生和释

放，这些因子与特异受体结合激活ＪＡＫｓ使其酪氨酸残基磷酸

化，识别ＳＴＡＴｓ的ＳＨ２区域并转移至细胞核，调节靶基因的

表达，引起白细胞聚集于梗死外周区域，进一步参与迟发性炎

性反应，导致神经毒性作用，造成恶性循环。

人参是珍贵的多年生草本植物，具有补气生血、安神益智、

生津止渴之功效。ＧＲ是人参、三七等中药材的主要有效成

分，在临床上尤其是神经科得到广泛的应用。ＧＲ按二元的结

构可分为齐墩果酸型、原人参二醇型（如Ｒｂ１、Ｒ３）和原人参三

醇型（Ｒｇ１），ＧＲｂｌ是其中含量最丰富的人参皂苷单体之一，其

具有广泛的药理学活性，作用于中枢神经系统、心血管系统、免

疫系统等［６］。研究表明，ＧＲｂｌ能通过抗凋亡等保护脑缺血再

灌注损伤［７８］，而缺血后ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路异常激活导致

神经元凋亡的发生，应用ＪＡＫ２特异性抑制剂 ＡＧ４９０阻断

ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ３的磷酸化，而且具有抗细胞凋亡作用
［９］。

ＧＲｂｌ能抑制缺血再灌注炎性反应
［１０］，而ＩＬ６、活性氧是选择

性激活ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３的细胞因子。有研究发现，

ＧＲｂｌ通过ＪＮＫ／ｐ３８ＭＡＰＫ信号途径减轻神经元ｔａｕ蛋白的

过度磷酸化，而阻断 ＭＡＰＫ的作用后，ＳＴＡＴ的转录活性明显

降低，表明 ＭＡＰＫ 可能激活ＳＴＡＴ的转录活性
［１１］。因此，

ＧＲｂｌ有可能作用于脑缺血损伤中的ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路。

本实验研究发现，大脑缺血２ｈ再灌２４ｈ后，大鼠有明显

的神经行为学缺失症状，缺血侧脑组织可见明显的水肿以及苍

白色的梗死灶，脑组织中细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６的含量明显增

加。Ａｃａｌｏｖｓｃｈｉ等
［１２］研究表明，ＩＬ６加重脑缺血损伤，其水平

与脑梗死体积相关，是神经功能恶化的预警器。本实验免疫组

织化学染色发现，缺血侧皮层ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３免疫阳性

表达提高，而先前文献报道，缺血再灌注２４ｈ，磷酸化ＳＴＡＴ３

蛋白在缺血半暗带区达高峰。本实验在给予人参皂苷处理后，

大鼠神经功能障碍减轻，脑组织中炎性细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６

含量降低，ｐＪＡＫ２和ｐＳＴＡＴ３的表达也明显减少，表明ＧＲｂｌ

可能通过抑制细胞因子介导的ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号途径保护

脑缺血再灌注损伤。
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