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氯沙坦对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用及分子机制
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[摘　 要] 　 目的　 研究氯沙坦对大鼠脑缺血再灌注( IR)损伤的保护作用及分子机制。 方法　 80 只成年雄性 SD
大鼠随机分为假手术组、IR 组、2. 5 mg / kg 氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组。 2. 5 mg / kg 氯

沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组在造模前连续给予氯沙坦灌胃干预 14 天,5. 0 mg / kg 氯沙坦

+LY 组在造模前 30 min 给予磷脂酰肌醇 3 激酶(PI3K)抑制剂 LY294002 侧脑室注射。 采用线栓法建立大鼠脑 IR
损伤模型,在再灌注后 24 h 评价神经功能缺损并测定脑组织含水量、细胞凋亡情况、凋亡相关基因表达水平。 结果

与假手术组比较,IR 组大鼠的脑组织含水量、神经功能缺损评分、TUNEL 阳性率及脑组织中 Bcl-2 相关 X 蛋白

(Bax) / GAPDH、细胞色素 C(CytC) / GAPDH、Cleaved-caspase-3 / Pro-caspase-3 的水平均显著增加,脑组织中 B 淋巴

细胞瘤 2 蛋白(Bcl-2) / GAPDH、p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT 的水平显著减少;与 IR 组比较,2. 5 mg / kg 氯沙坦组和

5. 0 mg / kg 氯沙坦组大鼠的脑组织含水量、神经功能缺损评分、TUNEL 阳性率及脑组织中 Bax / GAPDH、CytC / GAP-
DH、Cleaved-caspase-3 / Pro-caspase-3 的水平均显著减少,脑组织中 Bcl-2 / GAPDH、p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT 的水平

显著增加;与 5. 0 mg / kg 氯沙坦组比较,5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组大鼠的脑组织含水量、神经功能缺损评分、TUNEL
阳性率及脑组织中 Bax / GAPDH、CytC / GAPDH、Cleaved-caspase-3 / Pro-caspase-3 的水平均显著增加,脑组织中 Bcl-2 /
GAPDH、p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT 的水平显著减少。 结论　 氯沙坦通过上调 PI3K / AKT 通路减轻大鼠脑 IR 损伤。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the protective effect and molecular mechanism of losartan on cerebral ischemia reper-
fusion (IR) injury in rats. 　 　 Methods　 80 adult male SD rats were randomly divided into sham group, IR group, 2. 5
mg / kg losartan group, 5. 0 mg / kg losartan group and 5. 0 mg / kg losartan+LY group. 　 2. 5 mg / kg losartan group, 5. 0
mg / kg losartan group, 5. 0 mg / kg losartan+LY group were given losartan intragastrically for 14 days before modeling, and
5. 0 mg / kg losartan + LY group was given phosphatidylinositol 3-kinase ( PI3K) inhibitor LY294002 intraventricular
injection 30 minutes before modeling. 　 The model of cerebral IR injury was established by thread embolism method. 　 At
24 hours after reperfusion, the neurological deficit was evaluated, and the water content of brain tissue, cell apoptosis and
expression of apoptosis related genes were measured. 　 　 Results　 Compared with sham group, the brain water content,
neurological deficit score, TUNEL positive rate and the levels of Bcl-2 associated X protein (Bax) / GAPDH, cytochrome C
(CytC) / GAPDH, cleaved cysteinyl aspartate specific proteinase-3 (caspase-3) / pro-caspase-3 in brain tissue of rats in IR
group were significantly increased, while the levels of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) / GAPDH, p-PI3K / PI3K, p-AKT / AKT
in brain tissue were significantly decreased. 　 Compared with IR group, the levels of the brain water content, neurological
deficit score, TUNEL positive rate and the levels of Bax / GAPDH, CytC / GAPDH, cleaved-caspase-3 / pro-caspase-3 in
brain tissue of rats in 2. 5 mg / kg losartan group, 5. 0 mg / kg losartan group were significantly decreased, while the levels of
Bcl-2 / GAPDH, p-PI3K / PI3K, p-AKT / AKT in brain tissue were significantly increased. 　 Compared with 5. 0 mg / kg
losartan group, the levels of the brain water content, neurological deficit score, TUNEL positive rate and the levels of Bax /
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GAPDH, CytC / GAPDH, cleaved-caspase-3 / pro-caspase-3 in brain tissue of rats in 5. 0 mg / kg losartan+LY group were
significantly increased, while the levels of Bcl-2 / GAPDH, p-PI3K / PI3K, p-AKT / AKT in brain tissue were significantly
decreased. 　 　 Conclusion　 Losartan can alleviate cerebral IR injury by up-regulating PI3K / AKT pathway in rats.

　 　 急性脑梗死是临床上常见的脑血管疾病,缺血

缺氧过程及再灌注治疗后的缺血再灌注( ischemia
reperfusion,IR)过程均会造成神经损伤[1]。 在临床

实践中,通过院前急救、急诊绿色通道及卒中单元

的开展,从脑梗死发生到接受再灌注治疗的时间大

大缩短,因而脑组织经历缺血缺氧的时间也相应缩

短,缺血缺氧所造成的神经损伤也显著减轻[2-3]。
但是,再灌注治疗的开展不可避免的会造成脑组织

的 IR,由 IR 损伤所引起的神经功能损害是脑梗死

遗留神经后遗症的重要原因,减轻脑 IR 损伤是改善

脑梗死患者预后的有效方式。 氯沙坦是临床广泛

使用的降血压药物,近年来也被证实能够缩小心肌

梗死、脑梗死的范围[4-5],但具体的机制仍未明确。
磷脂酰肌醇 3 激酶 ( phosphatidylinositol 3-kinase,
PI3K) /蛋白激酶 B(protein kinase B,PKB / AKT)是
细胞内重要的促增殖及抗凋亡信号通路,已有国内

外相关的动物实验表明,该通路的激活在脑梗死及

脑 IR 大鼠模型的脑组织中显著受到抑制,而激活该

通路能够减轻脑梗死过程中的神经损伤程度[6-7]。
那么,氯沙坦是否通过 PI3K / AKT 在脑 IR 过程中发

挥神经保护作用,本文将针对此展开研究,具体分

析氯沙坦减轻大鼠脑 IR 损伤的效应及分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

选择成年雄性 SD 大鼠作为实验动物,共 80
只,SPF 级,体质量 220 ~ 280 g,由锦州医科大学附

属第三医院实验动物中心提供,合格证号:SYXK
(辽)2016-0004。
1. 2　 试剂与仪器

氯沙坦及 PI3K 抑制剂 LY294002(简称 LY)购
自 Sigma 公司,TUNEL 染色试剂盒购自上海碧云天

公司。 B 淋巴细胞瘤 2 蛋白(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X
蛋白(Bax)、细胞色素 C(CytC)、天冬氨酸蛋白水解

酶 3 ( Caspase-3 )、 PI3K、 AKT、 p-PI3K、 p-AKT、
GAPDH 的单克隆抗体均购自 Abcam 公司。 荧光显

微镜购自 Nikon 公司,蛋白显影仪购自天能公司。
1. 3　 动物分组及处理

SD 大鼠随机分为假手术组、 IR 组、2. 5 mg / kg
氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦+

LY 组。 IR 组、2. 5 mg / kg 氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙

坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组按照下列方法制作

脑 IR 损伤模型:腹腔注射 10% 水合氯醛(400 mg /
kg)麻醉后摆放仰卧位,做颈正中切口并分离左侧

颈总、颈内、颈外动脉,用缝线结扎颈外动脉后离

断,用动脉夹暂时夹闭颈总动脉,在颈外动脉离断

处做一小切口,置入线栓,深度约 1. 8 ~ 2. 0 cm,以
遇到阻力为准,固定线栓并缝合切口;缺血 2 h 后拔

出线栓,再灌注 24 h 后进行检测。 假手术组按照相

同方法进行麻醉及左侧颈总、颈内、颈外动脉的分

离,同样结扎并离断颈外动脉,暂时夹闭颈总动脉,
但不置入线栓。

干预前配置氯沙坦和 LY294002 溶液(10 mmol / L),
用生理盐水溶解。 2. 5 mg / kg 氯沙坦组在造模前 14
天,每日给予 2. 5 mg / kg 氯沙坦灌胃;5. 0 mg / kg 氯

沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组大鼠在造模前 14
天,每日给予 5 mg / kg 氯沙坦灌胃;假手术组和 IR
组给予等剂量生理盐水灌胃。 5. 0 mg / kg 氯沙坦+
LY 组大鼠在造模前进行颅骨钻孔、侧脑室定位,预
先抽出脑脊液 500 μL,而后在侧脑室内注入 500 μL
的 LY294002。
1. 4　 神经功能缺损评价

每组大鼠随机选择 8 只,均按照 ZeaLonga 评分法

评价神经功能缺损:无神经损伤症状为 0 分,对侧前爪

无法完全伸展为 1 分,行走时向对侧旋转为 2 分,行走

时向对侧倾斜为 3 分,不能行走且意识丧失为 4 分。
1. 5　 脑组织含水量测定

完成神经功能缺失评价后的 8 只大鼠,断头后

去除嗅球、小脑、脑干,保留大脑,称量湿重;脑组织

在 107 ℃烤箱中烘烤 72 h 后称量干重。 计算公式:
脑组织含水量(% )= (湿重-干重) / 湿重×100% 。
1. 6　 脑组织中细胞凋亡测定

每组用于脑组织含水量检测后剩余的 8 只大鼠

进行凋亡及基因表达检测,断头后取梗死部位的脑

组织并分为两份,一份用 4% 多聚甲醛固定后制作

石蜡切片,另一份用液氮冷冻后在-80 ℃冰箱保存。
取石蜡切片后用 TUNEL 试剂盒进行染色,在显微镜

下观察 TUNEL 阳性染色细胞所占百分比。
1. 7　 脑组织中凋亡相关基因表达测定

取-80 ℃冰箱保存的脑组织,加入蛋白裂解液

后在研钵中充分研磨、裂解,提取蛋白质后用 BCA
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试剂盒对总蛋白含量进行测定,每份样本取 50 μg
蛋白进行 Western blot 检测,将样本加入点样孔内并

通过电泳、转膜、封闭、孵育抗体、显影等步骤后得

到 Bcl-2、Bax、CytC、Caspase-3、PI3K、AKT、p-PI3K、
p-AKT、GAPDH 蛋白条带的图像,用 Image J 软件计

算蛋白条带的灰度值,而后计算 Bax / GAPDH、CytC /
GAPDH、 Cleaved-caspase-3 / Pro-caspase-3、 Bcl-2 /
GAPDH、p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT 的比值,依次作

为基因的蛋白表达量。
1. 8　 统计学方法

采用 SPSS 21. 0 软件录入数据,计量资料经方

差齐性检查后均符合方差齐性,多组间比较采用方

差分析,用 LSD 检验进行两两比较,2 组间比较采用

t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 氯沙坦对大鼠脑组织含水量及神经功能缺损

评分的调节作用

与假手术组比较,IR 组大鼠的脑组织含水量及

神经功能缺损评分均显著增加;与 IR 组比较,2. 5
mg / kg 氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙坦组大鼠的脑组织

含水量及神经功能缺损评分均显著减少(P<0. 05);

与 5. 0 mg / kg 氯沙坦组大鼠比较,5. 0 mg / kg 氯沙坦

+LY 组大鼠的脑组织含水量及神经功能缺损评分

均显著增加(P<0. 05;表 1)。

表 1. 5组间脑组织含水量及神经功能缺损评分的比较(n=8)
Table 1. Comparison of water content in brain tissue and
neurological deficit score among 5 groups (n=8)

分组
脑组织含水量

(% )
神经功能缺损

评分

假手术组 71. 32±9. 94 0
IR 组 84. 56±11. 17a 3. 26±0. 62a

2. 5 mg / kg 氯沙坦组 80. 62±10. 85b 2. 67±0. 52b

5. 0 mg / kg 氯沙坦组 77. 41±9. 69b 2. 18±0. 42b

5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组 82. 12±10. 93c 3. 04±0. 52c

a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 IR 组比较;c 为 P<
0. 05,与 5. 0 mg / kg 氯沙坦组比较。

2. 2　 氯沙坦对大鼠脑组织细胞凋亡的调节作用

与假手术组比较,IR 组大鼠脑组织的 TUNEL
阳性率显著增加;与 IR 组比较,2. 5 mg / kg 氯沙坦

组、5. 0 mg / kg 氯沙坦组大鼠脑组织的 TUNEL 阳性

率显著减少(P<0. 05);与 5. 0 mg / kg 氯沙坦组比

较,5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组大鼠脑组织的 TUNEL
阳性率显著增加(P<0. 05;图 1)。

图 1. 5 组间脑组织中细胞凋亡率的比较(400×;n=8)　 　 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 IR 组比较;c 为 P<0. 05,与
5. 0 mg / kg 氯沙坦组比较。

Figure 1. Comparison of apoptosis rate in brain tissue among 5 groups (400×; n=8)

512CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2020 年第 28 卷第 3 期



2. 3　 氯沙坦对大鼠脑组织线粒体凋亡相关基因表

达的调节作用

与假手术组比较, IR 组大鼠脑组织中 Bcl-2 /
GAPDH 的 水 平 显 著 减 少, Bax / GAPDH、 CytC /
GAPDH、Cleaved-caspase-3 / Pro-caspase-3 的水平均

显著增加;与 IR 组比较,2. 5 mg / kg 氯沙坦组、5. 0
mg / kg 氯沙坦组大鼠脑组织中 Bcl-2 / GAPDH 的水

平显著增加, Bax / GAPDH、 CytC / GAPDH、 Cleaved-
caspase-3 / Pro-caspase-3 的水平均显著减少 ( P <
0. 05);与 5. 0 mg / kg 氯沙坦组比较,5. 0 mg / kg 氯

沙坦+LY 组大鼠脑组织中 Bcl-2 / GAPDH 的水平显

著 减 少, Bax / GAPDH、 CytC / GAPDH、 Cleaved-
caspase-3 / Pro-caspase-3 的水平均显著增加 ( P <
0. 05;图 2)。

图 2. 5 组间脑组织中线粒体凋亡相关基因表达的比较(n=8)　 　 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 IR 组比较;c 为 P<
0. 05,与 5. 0 mg / kg 氯沙坦组比较。

Figure 2. Comparison of mitochondrial apoptosis related gene expression in brain tissue among 5 groups (n=8)

2. 4　 氯沙坦对大鼠脑组织中 PI3K / AKT 通路的调

节作用

与 假 手 术 组 比 较, IR 组 大 鼠 脑 组 织 中 p-
PI3K / PI3K、p-AKT / AKT 的水平均显著减少;与
IR 组比较,2. 5 mg / kg 氯沙坦组、5. 0 mg / kg 氯沙

坦组大鼠脑组织中 p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT 的

水平显著增加( P < 0. 05 ) ;与 5. 0 mg / kg 氯沙坦

组比较,5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组大鼠脑组织中

p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT 的水平显著减少( P <
0. 05;图 3) 。
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图 3. 5 组间脑组织中 PI3K 及 AKT 表达的比较(n=8)　 　 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 IR 组比较;c 为 P<0. 05,与
5. 0 mg / kg 氯沙坦组比较。

Figure 3. Comparison of PI3K and AKT expressions in brain tissue among 5 groups (n=8)

3　 讨　 论

脑 IR 损伤是影响脑梗死患者病情转归、遗留神

经功能缺损的重要病理因素,针对 IR 过程进行干预

被认为是改善脑梗死患者预后的潜在靶点。 氯沙

坦是临床上广泛使用的降压药物,通过竞争性结合

血管紧张素Ⅱ的 I 型受体来起到舒张血管、降低血

压的作用,近年来有临床资料显示,氯沙坦能够降

低脑卒中的发生率[8-9];另有动物实验表明,氯沙坦

用于心肌梗死大鼠及脑梗死大鼠能够显著减少梗

死面积[4-5]。 为了明确氯沙坦用于脑 IR 过程的效

果,本研究通过线栓法建立脑 IR 模型,观察到 IR 组

大鼠的脑组织含水量及神经功能缺损评分均显著

高于假手术组,提示脑 IR 过程能够引起显著的脑水

肿及神经功能损害。 进一步将氯沙坦用于脑 IR 过

程的干预并观察到:氯沙坦组大鼠的脑组织含水量

及神经功能缺损评分均显著低于 IR 组,提示氯沙坦

能够减轻脑 IR 损伤。
在脑 IR 过程中,神经细胞内线粒体凋亡途径的

过度激活是引起神经损害的重要生物学环节[10-11]。
本研究通过 TUNEL 染色检测细胞凋亡的结果显示:
IR 组大鼠脑组织中 TUNEL 阳性率显著升高,提示

脑 IR 损伤模型中存在细胞的过度凋亡。 在不同剂

量氯沙坦干预后观察到:氯沙坦组大鼠脑组织中

TUNEL 阳性率均显著低于 IR 组,提示氯沙坦能够

在脑 IR 过程中发挥抗凋亡作用。 相关的临床研究

证实,使用氯沙坦等血管紧张素受体拮抗剂类药物

治疗,对脑梗死的发生具有预防价值,对脑梗死发

生后的神经功能损害也具有一定的减轻作用[12-13];
我们本次动物实验中的观察结果与此吻合,表明氯

沙坦在脑梗死防治中具有积极价值。
线粒体膜上的 Bcl-2 及 Bax 是调节线粒体凋亡

的关键分子,两者维持动态平衡,使细胞凋亡处于

受抑制的状态[14]。 在 IR 过程中,Bcl-2 和 Bax 的平

衡被打破,Bcl-2 减少和 Bax 增多会使线粒体内的

CytC 释放进入细胞质,进入细胞质的 CytC 能够通

过启动 Caspase 的级联反应来使无活性的 Pro-
caspase-3 裂解为有活性的 Cleaved-caspase-3 并最终

促进细胞凋亡[15-16]。 脑 IR 组织中 Bcl-2 的表达水

平显著减少,Bax、CytC、Cleaved-caspase-3 的表达水

平显著增多,提示脑 IR 过程存在线粒体凋亡途径的

过度激活。 在氯沙坦干预后脑组织中 Bcl-2 的表达

水平显著高于 IR 组,Bax、CytC、Cleaved-caspase-3 的

表达水平显著低于 IR 组。 由此表明氯沙坦能够调

节脑 IR 过程中线粒体凋亡相关基因的表达,增加抗

凋亡基因表达,减少促凋亡基因表达,最终起到抗
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凋亡、减轻神经损伤的作用。
PI3K / AKT 通路是细胞内起到抗凋亡、促增殖

作用的信号通路,该通路活化后 PI3K、AKT 大量发

生磷酸化,进而能够靶向调节线粒体凋亡相关基因

的表达[17-18]。 本研究对脑 IR 组织中 PI3K / AKT 通

路的分析显示:IR 组脑组织中 p-PI3K、p-AKT 的表

达水平均显著减少,而氯沙坦组脑组织中 p-PI3K、
p-AKT 的表达水平均显著增多,由此表明脑 IR 能够

使 PI3K / AKT 通路受到抑制,氯沙坦则能在 IR 过程

中促进 PI3K / AKT 通路发生活化,由此也提示氯沙

坦可能通过 PI3K / AKT 通路来调节 IR 过程中的线

粒体凋亡。 为了进行验证,本研究在氯沙坦干预的

基础上联合使用了 PI3K 抑制剂 LY294002 进行侧

脑室注射,在抑制 PI3K 后观察到:与 5. 0 mg / kg 氯

沙坦组比较,5. 0 mg / kg 氯沙坦+LY 组大鼠的脑组

织含水量、神经功能缺损评分、TUNEL 阳性率及脑

组织中 Bax / GAPDH、CytC / GAPDH、Cleaved-caspase-
3 / Pro-caspase-3 的水平均显著增加,脑组织中 Bcl-
2 / GAPDH、p-PI3K / PI3K、 p-AKT / AKT 的水平显著

减少。 这一结果表明 PI3K 抑制剂能够削弱氯沙坦

减轻神经功能损害、调节线粒体凋亡相关基因表达

的效果,进而也提示氯沙坦减轻大鼠脑 IR 损伤的效

应部分由 PI3K / AKT 通路介导。
综上所述,氯沙坦能够减轻大鼠脑 IR 损伤,抑

制脑 IR 过程中的线粒体凋亡且该效应能够被 PI3K
抑制剂部分逆转,因此 PI3K / AKT 通路的激活参与

了氯沙坦减轻大鼠脑 IR 损伤的过程。
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