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[摘　 要] 　 目的　 基于 ＡＭＰＫ / ｅＮＯＳ / ＮＦ￣κＢ 信号通路探讨虾青素对脑梗死大鼠的影响及作用机制ꎮ 方法　 采用

改良的 Ｌｏｎｇａ 法建立脑梗死大鼠模型ꎬ取 ５０ 只造模成功的 ＳＤ 雄性大鼠随机分为模型对照组、阳性对照组、虾青素

低、中、高剂量组ꎬ每组 １０ 只ꎬ另外未造模的 １０ 只作为空白对照组ꎮ 空白对照组与模型对照组均给予等体积生理

盐水ꎬ阳性对照组给予 ２０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)尼莫地平ꎬ虾青素低、中、高剂量组分别给予 １０、２０、３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)虾青素ꎬ
连续给药 １４ 天ꎮ 检测大鼠神经功能变化ꎻ氯化三苯基四氮唑染色法检测脑梗死面积ꎻ酶联免疫吸附法检测白细胞

介素 １０( ＩＬ￣１０)、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)水平ꎻＴＵＮＥＬ 法检测脑皮质缺血半影区的细胞凋亡情况ꎻ反
转录￣聚合酶链反应检测腺苷酸活化蛋白激酶(ＡＭＰＫ)、内皮型一氧化氮合酶(ｅＮＯＳ)、核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)ｍＲＮＡ 表

达水平ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ＮＦ￣κＢ 蛋白表达ꎮ 结果　 虾青素可明显改善脑梗死大鼠

的神经功能及脑梗死面积(Ｐ<０.０１)ꎻ抑制促炎因子 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 表达ꎬ促进抗炎因子 ＩＬ￣１０ 表达(Ｐ<０.０５)ꎻ
降低皮质缺血半影区细胞凋亡率(Ｐ<０.０１)ꎻ下调 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎬ促进 ＡＭＰＫ 和 ｅＮＯＳ 磷酸化(Ｐ<０.０５)ꎬ
但 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ ｍＲＮＡ 和蛋白表达无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 虾青素能明显改善脑梗死大鼠神经功能、脑梗死

面积、皮质缺血半影区细胞凋亡率及血清细胞因子ꎬ其作用机制可能与 ＡＭＰＫ / ｅＮＯＳ / ＮＦ￣κＢ 信号通路密切相关ꎮ
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　 　 脑梗死是最常见的脑血管疾病ꎬ也是导致患者

死亡和残疾的主要原因ꎬ其发生率占中风 ６０％ ~
８０％[１]ꎮ 患者常因脑组织缺血、缺氧致使大脑局部

坏死或软化ꎬ进而影响神经功能、认知功能、语言功

能及运动功能等[２]ꎮ 研究发现ꎬ脑梗死发病机制较

复杂ꎬ造成脑梗死危险因素有糖尿病、高血压、高血

脂、心房颤动、休克、动脉粥样硬化、酗酒及吸烟

等[３]ꎮ 另有报道称 ７１.８％缺血性脑血管病患者同时

伴有颈动脉粥样硬化斑块和内膜中膜厚度增加的

症状[４]ꎮ 目前ꎬ对于脑梗死常规疗法有溶栓、抗血

小板聚集、脑保护剂、防治并发症、控制高血压和高

血脂ꎬ虽然这些治疗方法可有效改善脑梗死患者缺

血程度ꎬ减轻神经细胞损伤ꎬ但对降低患者致残率

收效甚微[５]ꎮ 因此ꎬ促进脑梗死神经再生是治疗脑

血管疾病的研究热点ꎮ
虾青素(ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎꎬＡＳＴ)是一种脂溶性羟基类

胡萝卜素ꎬ主要存在于各种微生物、浮游植物、海洋

动物中[６]ꎬ药理研究表明ꎬ其具有预防癌症、抗氧化

应激、增强免疫、抗炎、改善视力、保护心肌、抗肿瘤

及改善动脉粥样硬化等作用[７]ꎻ也有报道称虾青素

可降低脑缺血患者和神经退行性患者脑部神经损

伤ꎬ且可透过血脑屏障起到保护神经及治疗疾病的

作用[８￣９]ꎮ 近些年ꎬ对于虾青素的神经保护作用研

究较多ꎬ但鲜见其改善脑梗死方面的有关报道ꎮ 本

研究旨在基于 ＡＭＰＫ / ｅＮＯＳ / ＮＦ￣κＢ 途径探讨虾青

素改善脑梗死大鼠神经损伤的作用机制ꎬ为虾青素

在脑梗死方面的应用提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

本实验所用大鼠均从北京维通利华实验动物

有限公司购买ꎮ 选择鼠龄均在 ６ ~ ７ 周龄的 ＳＰＦ 级

健康雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只ꎬ体质量为 １８０~２２０ ｇꎬ在恒

温(２４±１ ℃)下每笼饲养 ５ 只ꎬ湿度条件为 ４５％ ~

５５％ꎬ暗 / 光循环 １２ ｈꎬ所有大鼠自由饮食和饮水ꎮ
适应性喂养 １ 周后开始实验ꎮ
１.２　 主要药品、试剂与仪器

(１)主要药品与试剂:虾青素(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司)ꎻ尼莫地平(ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ)片(亚宝药业集团股

份有限公司ꎬ国药准字 Ｈ１４０２２８２１)ꎻ生理盐水(常
州兰陵制药有限公司ꎬ生产批号:Ｈ５２０２００６９)ꎻ白细

胞介素 １０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬＩＬ￣１０)、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和肿瘤

坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)试剂盒

(美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司)ꎻ ＴＵＮＥＬ 试剂盒 (美国

Ｒｏｃｈｅ 公 司 )ꎻ 腺 苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶 ( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＡＭＰＫ)、磷酸

化 ＡＭＰＫ(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＭＰＫꎬｐ￣ＡＭＰＫ)、内皮型

一氧 化 氮 合 酶 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ｅＮＯＳ)、 磷 酸 化 ｅＮＯＳ ( ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅＮＯＳꎬ ｐ￣
ｅＮＯＳ)、核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣κＢ)和 β￣
ａｃｔｉｎ 鼠单克隆抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ辣根过氧

化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记的羊抗鼠

ＩｇＧ 二抗(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ
(２)仪器:ＣＳ￣１５Ｒ 冷冻离心机(美国 Ｂｅｃｋｍａｎ

公司)ꎻＢＳ１１０Ｓ 型电子分析天平、ＢＣＤ￣６２９ＷＤＥＹＵ１
型冰箱(赛多利斯科学仪器有限公司)ꎻ５０１０ 全自动

染色机(德国徕卡公司)ꎻＢＸ５０ 生物显微镜(日本奥

林巴斯公司)ꎻ脱水机(型号:ＪＪ￣１２Ｊ)、包埋机(型号:
ＪＢ￣Ｐ５)、病理切片机(型号:ＲＭ￣Ｐ６)、超声雾化器

(型号:ＪＢ￣Ｌ５)(上海斯科茨曼有限公司)ꎻ凝胶电泳

和电转仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎮ
１.３　 实验分组与动物模型建立

将 ６０ 只 ＳＤ 雄性大鼠按体质量均衡的原则分

组ꎬ其中 ５０ 只大鼠运用改良的 Ｌｏｎｇａ 法建立脑梗死

大鼠模型ꎬ并将其分为模型对照组(Ｍｏｄｅｌ)、阳性对

照组 (Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ)、虾青素低 (ＡＳＴ￣１０)、中 (ＡＳＴ￣
２０)、高(ＡＳＴ￣３０)剂量组ꎮ 各组大鼠[空白对照组

(Ｎｏｒｍａｌ)１０ 只大鼠除外]于术前禁食 １２ ｈ 后ꎬ采取

腹腔注射 １０％水合氯醛溶液进行麻醉ꎬ仰卧位固定

２２２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



大鼠ꎬ沿颈部正中央剪开大鼠的皮肤与筋膜ꎬ将右

侧颈总动脉、颈外动脉及颈内动脉分开ꎬ结扎右侧

颈总动脉与颈外动脉ꎬ分离颈内动脉ꎬ并用手术剪

在右侧颈总动脉的近心端处剪一小口ꎬ将预先处理

的线栓从右侧颈总动脉的小口处穿入颈内动脉ꎬ穿
至有明显阻力感时停止ꎬ插入深度约为 １８ ｍｍꎬ结扎

并剪去线栓尾端ꎬ缝合切口后消毒ꎮ
１.４　 给药剂量及途径

各组大鼠于造模成功后 ３ ｈ 给予相应的药物ꎬ
虾青 素 低、 中、 高 剂 量 组 分 别 给 予 １０、 ２０、 ３０
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)虾青素灌胃给药ꎬ阳性对照组给予 ２０
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)尼莫地平灌胃给药ꎬ模型对照组和空白

对照组用 ５ ｍＬ / ｋｇ 的生理盐水灌胃ꎬ连续灌胃 １４ 天

后进行后续试验ꎮ
１.５　 大鼠神经功能检测

于灌胃第 ７、１４ 天ꎬ将各组大鼠放于地面ꎬ观察

大鼠的行走状况及活动情况ꎬ根据 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ 等[１０]的

５ 级分类法评价各组大鼠神经功能变化ꎬ０ 分表示大

鼠可正常活动ꎬ没有相关症状ꎻ１ 分表示大鼠左前肢

无法完全展开ꎬ提尾ꎻ２ 分表示大鼠置于地面向左侧

推动ꎬ爬行阻力较右侧下降ꎻ３ 分表示大鼠爬行时不

自主向左侧转圈ꎻ４ 分表示大鼠丧失意识ꎬ不能

行走ꎮ
１.６　 氯化三苯基四氮唑染色检测大鼠脑梗死面积

各组大鼠连续灌胃 １４ 天后ꎬ麻醉ꎬ断头处死ꎬ取
脑ꎬ将大脑从额极开始纵切 ５ 个冠状脑片ꎬ放于氯化

三苯基四氮唑染液中ꎬ于 ３７ ℃ 恒温避光孵育 ２０
ｍｉｎꎬ用 ４％多聚甲醛溶液固定 ２４ ｈ 后拍摄照片ꎬ并
用 ＨＰＩＡＳ￣１０００ 软件分析后计算大鼠脑梗死面积ꎮ
１.７　 酶联免疫吸附法检测大鼠血清 ＩＬ￣１０、ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平

各组大鼠连续灌胃 １４ 天后ꎬ麻醉ꎬ断头处死ꎬ收
集外周血 １０ ｍＬꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上层

血清ꎬ置于― ２０℃冰箱内低温保存ꎮ 严格按试剂盒

说明书采用酶联免疫吸附法测定大鼠血清中 ＩＬ￣１０、
ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平ꎮ
１.８　 ＴＵＮＥＬ 法检测大鼠脑皮质缺血半影区的细胞

凋亡情况

将各组大鼠的石蜡标本切成 ５ μｍ 薄片后ꎬ附着

于玻片上ꎬ并用 ４％多聚甲醛固定ꎬ严格按照 ＴＵＮＥＬ
试剂盒说明书进行后续操作ꎮ 借助实验细胞计数器

对创伤侧皮质周围半影区内神经细胞计数ꎬ每组随机

选取 ５ 个视野ꎬ放大 ４００ 倍后统计凋亡细胞与总细胞

的数目ꎬ依据下列公式计算脑组织细胞的凋亡率:凋
亡率＝(凋亡细胞数 / 总细胞数)×１００％ꎮ

１.９ 　 反转录￣聚合酶链反应检测大鼠脑组织中

ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ、ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平

各组大鼠连续灌胃 １４ 天后ꎬ麻醉ꎬ断头处死ꎬ取
脑ꎬ并放入去酶 ＥＰ 管中ꎮ 反转录￣聚合酶链反应

( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣
ＰＣＲ)操作如下:提取大鼠脑组织的总 ＲＮＡꎬ反转录

合成 ｃＤＮＡꎬ根据引物进行扩增(表 １)ꎬ反应条件如

下:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ退火 ３０ ｓꎬ
７２ ℃反应 ６０ ｓꎬ共进行 ４０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ
４ ℃反应 ５ ｍｉｎꎻ每组进行 ３ 次独立测定ꎬ图像分析

仪扫描凝胶密度ꎬ分析得到 ｍＲＮＡ 的相对含量ꎮ

表 １. ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因 引物序列

β￣ａｃｔｉｎ 正向:５′￣ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧ￣３′
反向:５′￣ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ￣３′

ＡＭＰＫ 正向:５′ＡＧＣＡＣＡＣＣＴＣＡＣＴＧＡＴＧＡＡＣＣＣ３′
反向:５′ＡＧＡＣＡＧＣＣＴＧＡＣＡＣＣＴＡＴＧＧＡＡＡ￣３′

ｅＮＯＳ 正向:５′￣ＴＧＣＡＣＣＣＴＴＣＣＧＧＧＧＡＴＴＣＴＧＧＣＡ￣３′
反向:５′￣ＧＧＡＴＣＣＣＴＧＧＡＡＡＡＧＧＣＧＧＴＧＡＧＧ￣３′

ＮＦ￣κＢ 正向:５′￣ＴＧＣＡＡＧＧＧＡＴＡＡＧＧＡＴＧＴＴＡＧＧＡＧ￣３′
反向:５′￣ＣＣＡＡＣＧＡＧＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＴ￣３′

１.１０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠脑组织 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ、
ｐ￣ｅＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ＮＦ￣κＢ 蛋白表达

各组大鼠连续灌胃 １４ 天后ꎬ麻醉ꎬ断头处死ꎬ取
脑组织ꎬ于液氮中保存ꎬ将脑组织在研钵中充分研

磨ꎬ加入裂解液置冰上充分裂解ꎬ４ ℃、１４０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清液即为蛋白质提取物ꎮ 采用

ＢＣＡ 试剂盒测量蛋白质含量ꎬ取适量蛋白质用上样

缓冲液进行处理ꎬ通过电泳、转膜、封闭、孵育抗体

等步骤后ꎬ用 ＥＣＬ 化学发光试剂显色后ꎬ化学发光

仪成像ꎮ 分别依次使用 ＡＭＰＫ、ｐ￣ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ、ｐ￣
ｅＮＯＳ、ＮＦ￣κＢ 和 β￣ａｃｔｉｎ 鼠单克隆抗体作为一抗ꎬ
ＨＲＰ 标记羊抗鼠作为二抗ꎮ
１.１１　 统计方法

计量资料用 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组数据比较采用单因

素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ 法ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差

异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组大鼠神经功能的变化

　 　 神经功能评分模型对照组明显高于空白对照
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组(Ｐ<０.０１)ꎬ阳性对照组、虾青素低、中、高剂量组

明显低于模型对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ虾青素中、高剂量

组明显低于阳性对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ阳性对照组与虾

青素低剂量组差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结果

表明ꎬ虾青素可显著改善大鼠的神经功能(图 １)ꎮ

图 １. 各组大鼠神经功能评分比较(ｎ＝ １０)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与阳

性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １.Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １０)

２.２　 各组大鼠脑梗死面积比较

脑梗死面积模型对照组明显大于空白对照组

(Ｐ<０.０１)ꎬ阳性对照组、虾青素低、中、高剂量组明

显小于模型对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ虾青素中、高剂量组

明显小于阳性对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ阳性对照组与虾青

素低剂量组差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结果表

明ꎬ虾青素可显著减少脑梗死面积(图 ２)ꎮ

图 ２. 各组大鼠脑梗死面积比较(ｎ＝ １０)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空

白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与阳性

对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １０)

２.３　 各组大鼠血清 ＩＬ￣１０、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６和 ＴＮＦ￣α 水平

与空白对照组相比ꎬ模型对照组大鼠血清 ＩＬ￣１β、

ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 含量明显升高ꎬＩＬ￣１０ 含量明显降低(Ｐ<
０.０５)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组、虾青素低、
中、高剂量组大鼠血清 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 含量明显

降低ꎬＩＬ￣１０ 含量明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与阳性对照组相

比ꎬ虾青素中、高剂量组大鼠血清 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α
含量明显降低ꎬＩＬ￣１０ 含量明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 结果

表明ꎬ虾青素可抑制促炎因子 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α
的表达ꎬ促进抗炎因子 ＩＬ￣１０ 的表达(图 ３)ꎮ

图 ３. 各组大鼠血清 ＩＬ￣１０、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α水平(ｎ ＝
１０)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型对照

组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阳性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣１０ꎬ ＩＬ￣１βꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ
ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １０)

２.４　 各组大鼠皮质缺血半影区的细胞凋亡情况

ＴＵＮＥＬ 结果显示ꎬ大鼠皮质缺血半影区的细胞

凋亡率ꎬ模型对照组明显高于空白对照组 ( Ｐ <
０.０１)ꎬ阳性对照组、虾青素低、中、高剂量组明显低

于模型对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ虾青素中、高剂量组明显

低于阳性对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ阳性对照组与虾青素低

剂量组差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结果表明ꎬ虾
青素可降低皮质缺血半影区的细胞凋亡(图 ４)ꎮ
２.５　 各组大鼠脑组织 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ、ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ
表达水平

ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ各组间 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ ｍＲＮＡ
表达水平无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 与空白对照组相

比ꎬ模型对照组大鼠脑组织 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平

明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性对照

组、虾青素低、中、高剂量组大鼠脑组织 ＮＦ￣κＢ
ｍＲＮＡ 表达水平明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与阳性对照组

相比ꎬ虾青素中、高剂量组大鼠脑组织 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ
表达水平明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结果表明ꎬ虾青素可

明显降低大鼠脑组织 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 水平(图 ５)ꎮ

４２２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



图 ４. 各组大鼠皮质缺血半影区的细胞凋亡率(４００×) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与阳性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｅｎｕｍｂｒａ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (４００×)

图 ５. 各组大鼠脑组织 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ 和 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达

水平(ｎ＝ １０)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
模型对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阳性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＭＰＫꎬ ｅＮＯＳ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡｓ
ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １０)

２.６　 各组大鼠脑组织 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ、ｅＮＯＳ
和 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ各组间 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ 蛋

白表达无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎮ 与空白对照组相比ꎬ
模型对照组大鼠脑组织 ｐ￣ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ 和 ＮＦ￣κＢ
表达明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型对照组相比ꎬ阳性

对照组、虾青素低、中、高剂量组大鼠脑组织 ｐ￣
ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ 表达明显升高ꎬＮＦ￣κＢ 蛋白表达明显

降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与阳性对照组相比ꎬ虾青素中、高剂

量组大鼠脑组织 ｐ￣ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ 表达明显升高ꎬ
ＮＦ￣κＢ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结果表明ꎬ虾
青素可促进 ＡＭＰＫ 和 ｅＮＯＳ 的磷酸化ꎬ抑制 ＮＦ￣κＢ
蛋白表达ꎬ进而促进神经再生(图 ６)ꎮ

图 ６. 各组大鼠脑组织 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ、ｅＮＯＳ 和 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达(ｎ＝ １０)　 　 Ａ 为 ＮｏｒｍａｌꎬＢ 为 ＭｏｄｅｌꎬＣ 为 Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅꎬ
Ｄ 为 ＡＳＴ￣１０ꎬＥ 为 ＡＳＴ￣２０ꎬＦ 为 ＡＳＴ￣３０ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阳性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ￣ＡＭＰＫꎬ ＡＭＰＫꎬ ｐ￣ｅＮＯＳꎬ ｅＮＯＳ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １０)

３　 讨　 论

脑梗死是临床上常见的缺血性脑血管疾病ꎬ也是

一种因能量代谢障碍导致的疾病ꎬ因其有较高的发生

率、死亡率及致残率ꎬ给人类健康与生命造成了严重

的影响[１１]ꎮ 目前ꎬ有关脑梗死的发病机制学说有脑
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组织细胞内钙离子超载、炎症因子过量表达、兴奋性

氨基酸毒性作用、体内能量代谢失衡、酸性物质中毒、
脑组织细胞凋亡及体内自由基损伤等[１２]ꎮ 大量研究

表明ꎬ长期脑缺血会导致脑部神经元损伤和凋亡[１３]ꎮ
ＡＭＰＫ 作为重要的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬ主要负

责外围能量平衡ꎬ当细胞能量供应降低时ꎬＡＭＰＫ 可

被激活ꎬ进而增强能量产生[１４]ꎮ 在外周组织ꎬＡＭＰＫ
通过减少能量来维持细胞代谢稳态ꎬ并提高能量利用

率ꎮ 有报道称ꎬＡＭＰＫ 的激活是促进脑卒中修复的重

要因素[１５ ]ꎮ 此外ꎬＡＭＰＫ 和 ＮＯ 增加可导致 ｅＮＯＳ 磷

酸化的增加ꎬ进而促使神经再生[１６]ꎮ 也有研究表明ꎬ
ＡＭＰＫ 具有明显抗炎作用ꎬＡＭＰＫ 激活可抑制转录因

子 ＮＦ￣κＢ 信号传导ꎬ从而抑制炎症因子的表达[１７]ꎮ
因此ꎬＡＭＰＫ / ｅＮＯＳ / ＮＦ￣κＢ 信号通路可能参与脑梗死

后脑血管、脑细胞及神经的再生ꎬ对缺血性脑血管具

有一定的保护作用ꎮ
神经功能缺损及脑梗死是脑梗死大鼠脑组织受

损后的表现ꎬ本研究发现虾青素干预后可显著改善大

鼠神经功能缺损情况ꎬ并减少大鼠脑梗死面积ꎮ 脑梗

死后脑组织中白细胞浸润可导致促炎细胞因子和抗

炎细胞因子的活化ꎬ进而致使脑组织发生炎症反应ꎬ
促炎细胞因子(如 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 等)可促进神经

损伤ꎬ抗炎细胞因子(如 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β１、ＩＬ￣３ 等)可降

低神经损伤[１８]ꎬ本研究发现虾青素可降低大鼠血清

中 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 含量ꎬ增加 ＩＬ￣１０ 含量ꎬ具有保

护神经的作用ꎮ 细胞凋亡是细胞主动“自杀”的过

程ꎬ脑梗死后ꎬ脑组织内外环境发生了一定的变化ꎬ凋
亡基因受多种因素的影响被激活ꎬ促进细胞凋亡[１９]ꎻ
本研究发现虾青素可降低大鼠皮质缺血半影区细胞

凋亡率ꎮ 本研究通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

发现各组大鼠脑组织中 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达无显著差异ꎬ但脑梗死后 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达、
ｐ￣ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ 和 ＮＦ￣κＢ 的表达均明显升高ꎬ虾青

素治疗后 ＮＦ￣κＢ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低ꎬ ｐ￣
ＡＭＰＫ、ｐ￣ｅＮＯＳ 表达升高ꎬ结果表明ꎬ脑梗死后 ＡＭＰＫ
被激活ꎬ使 ＡＭＰＫ 磷酸化及 ｅＮＯＳ 磷酸化增加ꎬ抑制

ＮＦ￣κＢ 表达ꎬ进而促使神经再生ꎮ
综上所述ꎬ虾青素能明显改善脑梗死大鼠神经

功能、脑梗死梗死面积、脑皮质缺血半影区细胞凋

亡率及血清细胞因子ꎬ可有效促进脑梗死大鼠的神

经再生ꎬ其作用机制可能与 ＡＭＰＫ / ｅＮＯＳ / ＮＦ￣κＢ 信

号通路密切相关ꎮ
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