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依达拉奉右莰醇通过 PKC / ERK 通路对脑缺血再灌注
大鼠发挥脑保护作用

张 静, 钱 倩, 白艳梅
(保定市第一中心医院神经内五科,河北省保定市 071000)

[摘　 要] 　 [目的] 　 观察依达拉奉右莰醇(EDDE)对脑缺血再灌注大鼠神经元凋亡的影响,并探讨其作用机制。
[方法] 　 将 SD 大鼠随机分为假手术组、大脑中动脉闭塞(MCAO)组、低剂量 EDDE 组(EDDE-L 组,3 mg / kg)、高剂

量 EDDE 组(EDDE-H 组,6 mg / kg)、白屈菜红碱(CHE,PKC 抑制剂)组(5 mg / kg CHE)、EDDE+CHE 组(6 mg / kg
EDDE+5 mg / kg CHE),每组 15 只。 除假手术组外,其余各组大鼠采用线栓法构建 MCAO 模型。 对各组大鼠进行神

经功能缺损评分;再灌注 24 h 后,TTC 染色检测大鼠脑梗死体积;HE 染色观察皮质神经细胞病理损伤;TUNEL 染

色检测皮质神经细胞凋亡;免疫组织化学法检测皮质区神经细胞 Bcl-2、Bax 的表达;Western blot 检测脑组织

Caspase-3、cleaved Caspase-3 和蛋白激酶 C(PKC) / 细胞外信号调节激酶(ERK)通路相关蛋白(PKC、p-PKC、ERK1 / 2、
p-ERK1 / 2)的表达。 [结果] 　 与假手术组相比,MCAO 组大鼠神经功能缺损评分、脑梗死体积百分比和神经细胞

凋亡率升高,Bax 阳性表达增加,cleaved Caspase-3 / Caspase-3 比值升高(均 P<0. 05),Bcl-2 阳性表达和 Bcl-2 / Bax 比

值降低,脑组织 p-PKC / PKC、p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比值降低(均 P<0. 05),脑皮质细胞排列稀疏,神经细胞肿胀、空泡

样变性明显、核固缩,组织坏死;与 MCAO 组相比,EDDE-L 组和 EDDE-H 组大鼠神经功能缺损评分、脑梗死体积百

分比和神经细胞凋亡率降低,Bax 阳性表达减少,cleaved Caspase-3 / Caspase-3 比值降低(均 P<0. 05),Bcl-2 阳性表

达升高,Bcl-2 / Bax、p-PKC / PKC 和 p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比值升高(均 P<0. 05),脑皮质病理损伤有不同程度的改善,
神经细胞数量增多,空泡样变性减轻,胞核较清晰,且 EDDE-H 组的改善优于 EDDE-L 组;CHE 可以消除 EDDE 的

神经保护作用。 [结论] 　 EDDE 可抑制神经细胞凋亡,减轻脑缺血再灌注损伤,其机制可能与激活 PKC / ERK 通路

有关。
[关键词] 　 依达拉奉右莰醇;　 脑缺血再灌注损伤;　 神经细胞;　 蛋白激酶 C;　 细胞外信号调节激酶
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Edaravone dexborneol exerts cerebral protective effect on cerebral ischemia-reperfu-
sion rats through PKC / ERK pathway
ZHANG Jing, QIAN Qian, BAI Yanmei
(Fifth Department of Neurology, Baoding First Central Hospital, Baoding, Hebei 071000, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To observe the effect of edaravone dexborneol (EDDE) on neuronal apoptosis in rats with cere-
bral ischemia-reperfusion, and to explore its mechanism. 　 　 Methods　 SD rats were randomly divided into sham group,
middle cerebral artery occlusion (MCAO) group, low-dose EDDE group ( EDDE-L group, 3 mg / kg), and high-dose
EDDE group (EDDE-H group, 6 mg / kg), chelerythrine (CHE, PKC inhibitor) group (5 mg / kg CHE), EDDE+CHE
group (6 mg / kg EDDE+5 mg / kg CHE), with 15 rats in each group. 　 Except for the sham group, the rats in the other
groups were given the suture method to construct the MCAO model. 　 The rats in each group were scored for neurological
deficits; after 24 hours of reperfusion, TTC staining was used to detect the cerebral infarct volume of rats; HE staining was
used to observe the pathological damage of cortical nerve cells; TUNEL staining was used to detect cortical nerve cells ap-
optosis; immunohistochemical method was used to detect the expression of Bcl-2 and Bax in the cortex nerve cells; Western
blot was used to detect the expression of Caspase-3, cleaved Caspase-3 and protein kinase C (PKC) / extracellular signal-
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regulated kinase (ERK) pathway related proteins (PKC, p-PKC, ERK1 / 2 and p-ERK1 / 2) in brain tissue. 　 　 Results
Compared with sham group, the neurological deficit score, the percentage of cerebral infarction volume and the apoptosis
rate of nerve cells increased, the positive expression of Bax increased and the ratio of cleaved Caspase-3 / Caspase-3 in-
creased (all P<0. 05), the positive expression of Bcl-2 decreased, the ratio of Bcl-2 / Bax, p-PKC / PKC and p-ERK1 / 2 /
ERK1 / 2 decreased in brain tissue (all P<0. 05), the cerebral cortex cells were sparsely arranged, swelling and vacuolar
degeneration of nerve cells were obvious, the nucleus shrank and the tissue becomes necrotic in MCAO group. 　 Compared
with MCAO group, the neurological deficit score, cerebral infarction volume percentage and apoptosis rate of nerve cells de-
creased, the positive expression of Bax decreased, the ratio of cleaved Caspase-3 / Caspase-3 decreased (all P<0. 05), the
positive expression of Bcl-2 increased, the ratio of Bcl-2 / Bax, p-PKC / PKC and the ratio of p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 increased
in brain tissue (P<0. 05) in the EDDE-L group and EDDE-H group, the pathological damage of the cerebral cortex was
improved to varying degrees, the number of nerve cells increased, the vacuolar degeneration was reduced, the nucleus was
clearer, and the EDDE-H group was better than the EDDE-L group. 　 CHE could eliminate the neuroprotective effect of
EDDE. 　 　 Conclusion　 EDDE cloud inhibit neuronal apoptosis and reduce cerebral ischemia / reperfusion injury, and its
mechanism may be related to the activation of PKC / ERK pathway.
[KEY WORDS]　 edaravone dexborneol;　 cerebral ischemia-reperfusion injury;　 nerve cells;　 protein kinase C;　 ex-
tracellular signal-regulated kinase

　 　 急性脑梗死是由脑动脉血管阻塞引起的脑组

织局部缺血缺氧,进而引起一系列神经功能障碍的

疾病,具有很高的致残、死亡和复发风险,且呈年轻

化趋势,给社会和家庭带来了严重的负担[1-2]。 静

脉内重组组织型纤溶酶原激活剂溶栓和机械性动

脉血栓切除术是目前开放闭塞血管和恢复脑血液

灌注最有效的治疗方法。 然而,脑缺血后的快速再

灌注可引起继发性损伤,称为脑缺血再灌注( ische-
mia / reperfusion,I / R)损伤,比单纯脑缺血损伤更为

严重。 脑 I / R 损伤常导致大量的神经元死亡,导致

广泛的脑梗死和严重的认知功能障碍。 因此,迫切

需要明确脑 I / R 损伤的发病机制并寻找有效的治疗

方法[3]。 依达拉奉右莰醇 ( edaravone dexborneol,
EDDE)是由依达拉奉和右莰醇两种活性成分组成

的复合制剂,是一种新型多靶点神经保护剂,用于

治疗急性缺血性脑卒中,能有效改善患者的神经功

能[4-5],然而,其作用机制仍未阐明。
研究表明,蛋白激酶 C(protein kinase C,PKC) /

细胞外信号调节激酶 ( extracellular signal-regulated
kinase,ERK)通路对大脑神经系统调节起着重要的

作用, 与神经发育有关[6]。 ERK 包括 ERK1 和

ERK2,据报道,ERK1 / 2 的激活在脑梗死后发挥神

经保护作用[7-8]。 PKC 是 ERK 激活的调节因子,参
与突触重塑、蛋白质合成的诱导以及许多其他对学

习和记忆很重要的过程[9]。 PKC / ERK 通路的激活

可增强 Bcl-2 活性,抑制细胞色素 C 的释放,增加神

经元对缺氧 /缺血应激的耐受性[10]。 依达拉奉可通

过激活 ERK1 / 2 减轻缺氧 /复氧诱导的神经细胞损

伤[11],但 EDDE 对急性脑梗死的保护机制是否与

PKC / ERK 通路有关还未见相关报道。 因此,本研

究旨在探究 EDDE 的神经保护机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

90 只 SD 大鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司[合格证号为 SCXK(湘)2019-0004],SPF 级,
雄性,体质量(300±20) g,饲养在温度为(24±2) ℃,湿
度为 50% ~ 60% 的动物房中,保持 12 h 的光暗循

环,并按照 3R 原则给予人道关怀。 本研究经医院

动物伦理与使用委员会批准并遵循中国《实验动物

管理条例》(2017 年 3 月 1 日修正版)。
1. 2　 药品、试剂及主要仪器

EDDE 注射液,商品名先必新,购自先声药业有

限公司,批准文号为国药准字 H20200007,规格为

5 mL ∶ 10 mg ∶ 2. 5 mg; PKC 抑制剂白屈菜红碱

(chelerythrine,CHE)购自美国 MedChemExpress 公

司,纯度为 98. 56% ,货号为 HY-12048;TTC 购自美

国 Sigma 公司,货号为 T8877;TUNEL 细胞凋亡检测

试剂盒购自武汉博士德公司,批号为 20200517A;兔
源一抗 Caspase-3(#9662)、cleaved Caspase-3(#9661)
购自美国 Cell Signaling Technology 公司;兔源一抗

PKC ( ab181558 )、 p-PKC ( ab109539 )、 ERK1 / 2
(ab184699)、p-ERK1 / 2(ab201015)、Bcl-2(ab194583)、
Bax(ab32503)、GAPDH(ab181602)购自英国 Abcam 公

司。 电动显微镜(BX61,日本 Olympus 公司)。
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1. 3　 模型制备与分组

采用随机数字表法将 SD 大鼠分为 6 组:假手

术组、大脑中动脉闭塞(middle cerebral artery occlu-
sion,MCAO) 组、 低 剂 量 EDDE 组 ( EDDE-L 组,
3 mg / kg)、高剂量 EDDE 组(EDDE-H 组,6 mg / kg)、
CHE 组(5 mg / kg CHE)和 EDDE+CHE 组(6 mg / kg
EDDE+5 mg / kg CHE) [12],每组 15 只。 于再灌注前

15 min,EDDE-L 组、EDDE-H 组分别经尾静脉注射

相应剂量的 EDDE,CHE 组经腹腔注射 5 mg / kg
CHE,EDDE+CHE 组在尾静脉注射 6 mg / kg EDDE
的同时腹腔注射 5 mg / kg CHE,假手术组和 MCAO
组给予等量的生理盐水经尾静脉和腹腔注射。 除

假手术组外,其余各组大鼠采用线栓法构建 MCAO
模型[7]:用 50 mg / kg 戊巴比妥钠麻醉大鼠,分离右

颈总动脉( common carotid artery,CCA)、颈外动脉

(external carotid artery,ECA) 和颈内动脉 ( internal
carotid artery,ICA);夹闭颈内动脉,结扎颈总动脉和

颈外动脉,用血管剪在颈总动脉上剪一小口,将线

栓插入右颈内动脉,感觉有轻微阻力时停止;2 h
后,拔出线栓,实现再灌注,缝合伤口。 假手术组大

鼠除不将线栓插入颈内动脉阻塞血管外,其余操作

同上。
1. 4　 神经功能缺损评分

在大鼠清醒后,进行神经功能缺损评分[8],分
数越高表示神经功能缺损越严重,评分 1 ~ 3 分表示

模型制备成功。 评分标准:0 分为无神经功能缺损,
1 分为不能完全伸展对侧前肢,2 分为向对侧转圈,3
分为向对侧倾倒,4 分为意识丧失。
1. 5　 TTC 染色检测大鼠脑梗死体积

再灌注 24 h 后,每组随机选取 6 只大鼠,经颈

椎脱臼处死后迅速断头取脑,在-20 ℃下迅速冷冻,
然后连续进行冠状切片(2 mm 厚),将切片用 1%
TTC 染色溶液在 37 ℃下避光孵育 15 min,4% 多聚

甲醛固定后拍照。 正常的大脑区域被染成深红色,
梗死区域被染成白色。 采用 Image Pro Plus 6. 0 软

件计算脑梗死体积百分比[13]。 脑梗死体积百分比

(% )= 2 mm×(对侧半球面积-同侧非梗死区域面

积) / (2 mm×对侧半球面积)×100% 。
1. 6　 HE 染色观察皮质神经细胞病理损伤

各组剩余的大鼠,经断头取脑后分为两部分,
一部分于-80 ℃冰箱保存,另一部分用 4% 多聚甲

醛固定,石蜡包埋,石蜡切片(4 μm 厚)进行 HE 染

色,光学显微镜下观察脑缺血半暗带皮质神经细胞

病理损伤情况。

1. 7　 TUNEL 染色检测皮质神经细胞凋亡

取制备的脑组织切片,二甲苯脱蜡并梯度乙醇

水合,按照 TUNEL 原位细胞凋亡检测试剂盒说明书

进行检测。 使用光学显微镜观察呈棕色的 TUNEL
阳性细胞,计算 TUNEL 阳性细胞百分比。 每张切片

随机选择 5 个视野,取平均值。
1. 8　 免疫组织化学法检测皮质区神经细胞 Bcl-2、
Bax 的表达

取脑组织石蜡切片,用 5% BSA 封闭 15 min,滴
加兔抗大鼠 Bcl-2(1 ∶ 100)或 Bax(1 ∶ 100)一抗,
4 ℃孵育过夜,洗去一抗,加入 HRP 标记的山羊抗

兔二抗(1 ∶ 200),37 ℃孵育 1 h,DAB 显色。 于光

学显微镜下观察神经细胞中 Bcl-2、Bax 的阳性表达

(目的蛋白染色为棕色,细胞核为蓝紫色)。 Image
Pro Plus 6. 0 软件计算阳性表达的积分光密度( inte-
grated optical density,IOD)值。 每张切片随机选择 5
个视野,取平均值。
1. 9 　 Western blot 检测脑组织 cleaved Caspase-3、
Caspase-3 和 PKC、ERK 及其磷酸化蛋白表达

将脑组织在 RIPA 裂解液中匀浆,并进一步以

12 000×g 在 4 ℃下离心 10 min,收集上清液。 随后

用 BCA 蛋白测定法测定蛋白质浓度,然后用 SDS-
PAGE 分离等量蛋白质样品,并转移到 PVDF 膜上。
5%脱脂牛奶封闭蛋白条带 1 h,与一抗(Caspase-3、
cleaved Caspase-3、PKC、p-PKC、ERK1 / 2、p-ERK1 / 2
及 GAPDH,1 ∶ 1 000)在 4 ℃下孵育过夜。 之后加

二抗(1 ∶ 2 000)孵育 1 h,ECL 试剂盒使印迹可视

化,使用 Image Pro Plus 6. 0 软件分析目的蛋白的相

对表达。
1. 10　 统计学分析

实验数据采用 GraphPad Prism 8. 0 软件分析,
以 x±s 表示。 采用单因素方差分析进行多组间比

较,组间多重比较用 SNK-q 检验,P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 EDDE 对大鼠神经功能的影响

　 　 与假手术组相比,MCAO 组大鼠出现不同程度

的神经功能缺损症状,主要表现为提尾时不能完全

伸展对侧前爪,行走时不能走直线,并向对侧转圈,
甚至向一侧倾倒,神经功能缺损评分显著升高(P<
0. 05);与 MCAO 组相比,EDDE-L 组和 EDDE-H 组

大鼠上述神经功能缺损症状明显改善,神经功能缺

损评分显著降低(P<0. 05),而 CHE 组大鼠神经功
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能缺损评分显著升高(P<0. 05),且 EDDE-H 组优于

EDDE-L 组,EDDE-H 组大鼠神经功能缺损评分较

EDDE-L 组降低 ( P < 0. 05 );与 EDDE-H 组相比,
EDDE+CHE 组大鼠神经功能缺损评分显著升高

(P<0. 05;表 1)。
2. 2　 EDDE 对大鼠脑梗死体积的影响

与假手术组相比,MCAO 组大鼠脑梗死体积百

分比显著升高(P<0. 05);与 MCAO 组相比,EDDE-L
组和 EDDE-H 组大鼠脑梗死体积百分比显著降低

(P<0. 05),而 CHE 组大鼠脑梗死体积百分比显著

升高(P <0. 05),且 EDDE-H 组优于 EDDE-L 组,
EDDE-H 组大鼠脑梗死体积百分比较 EDDE-L 组

降低(P<0. 05);与 EDDE-H 组相比,EDDE+CHE
组大鼠脑梗死体积百分比显著升高(P<0. 05;图 1

和表 2)。

表 1. EDDE 对大鼠神经功能缺损评分的影响

Table 1. Effect of EDDE on neurological deficit scores in rats
单位:分

分组 n 神经功能缺损评分

假手术组 15 0. 00±0. 00

MCAO 组 15 2. 33±0. 28a

EDDE-L 组 15 2. 01±0. 25bc

EDDE-H 组 15 1. 64±0. 22b

CHE 组 15 2. 57±0. 30b

EDDE+CHE 组 15 2. 08±0. 26c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 MCAO 组比
较;c 为 P<0. 05,与 EDDE-H 组比较。

图 1. 各组大鼠脑组织 TTC 染色

Figure 1. TTC staining of rat brain tissue in each group

表 2. 各组大鼠脑梗死体积百分比

Table 2. Percentage of cerebral infarction volume
of rats in each group 单位:%

分组 n 脑梗死体积百分比

假手术组 6 0. 00±0. 00

MCAO 组 6 30. 51±3. 40a

EDDE-L 组 6 24. 92±2. 97bc

EDDE-H 组 6 16. 37±2. 38b

CHE 组 6 37. 15±4. 06b

EDDE+CHE 组 6 25. 24±3. 12c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 MCAO 组比
较;c 为 P<0. 05,与 EDDE-H 组比较。

2. 3　 EDDE 对大鼠脑皮质神经细胞病理学变化的

影响

假手术组大鼠脑组织神经细胞轮廓清晰,结构

致密,核仁清晰可见,未出现明显的损伤;MCAO 组

大鼠脑组织神经细胞排列稀疏,结构紊乱,细胞肿

胀、空泡样变性明显,核固缩和组织坏死;与 MCAO
组相比,EDDE-L 组和 EDDE-H 组大鼠脑组织病理

损伤有不同程度的改善,神经细胞数量增多,空泡

样变性减轻,细胞核较清晰,染色较为均匀,而 CHE
组大鼠脑组织病理损伤进一步加重,神经细胞肿

胀、排列稀疏,空泡变性增加,且 EDDE-H 组优于

EDDE-L 组,而 EDDE+CHE 组大鼠脑组织损伤程度

较 EDDE-H 组加重(图 2)。
2. 4　 EDDE 对大鼠皮质神经细胞凋亡的影响

与假手术组相比,MCAO 组大鼠神经细胞凋亡

率显著升高(P<0. 05);与 MCAO 组相比,EDDE-L
组和 EDDE-H 组大鼠神经细胞凋亡率显著降低(P<
0. 05),而 CHE 组大鼠神经细胞凋亡率显著升高

(P<0. 05),且 EDDE-H 组优于 EDDE-L 组,EDDE-H
组大鼠神经凋亡率较 EDDE-L 组降低(P<0. 05);与
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EDDE-H 组比,EDDE+CHE 组大鼠神经细胞凋亡率 显著升高(P<0. 05;图 3 和表 3)。

图 2. 各组大鼠脑组织皮质神经细胞病理学变化

Figure 2. Pathological changes of cortical neurons in the brain tissue of rats in each group

图 3. TUNEL 染色检测各组大鼠脑皮质神经细胞凋亡

Figure 3. TUNEL staining was used to detect apoptosis of rat cerebral cortical neurons in each group

表 3. 各组大鼠神经细胞凋亡率

Table 3. Apoptosis rate of neurons in each group of rats
单位:%

分组 n 细胞凋亡率

假手术组 9 5. 31±1. 02

MCAO 组 9 32. 64±4. 75a

EDDE-L 组 9 21. 38±3. 26bc

EDDE-H 组 9 16. 79±2. 85b

CHE 组 9 40. 24±4. 32b

EDDE+CHE 组 9 27. 65±3. 29c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 MCAO 组比
较;c 为 P<0. 05,与 EDDE-H 组比较。

2. 5　 EDDE 对大鼠脑皮质神经细胞 Bcl-2、Bax 表达

的影响

与假手术组相比,MCAO 组大鼠脑皮质神经细

胞中 Bax 的阳性表达显著升高,Bcl-2 的阳性表达和

Bcl-2 / Bax 比值显著降低(均 P<0. 05);与 MCAO 组

相比,EDDE-L 组和 EDDE-H 组大鼠脑皮质神经细

胞中 Bax 的阳性表达显著降低,Bcl-2 的阳性表达和

Bcl-2 / Bax 比值显著升高(均 P<0. 05),而 CHE 组脑

皮质神经细胞中 Bax 的阳性表达显著升高,Bcl-2 的

阳性表达和 Bcl-2 / Bax 比值显著降低(均 P<0. 05),
且 EDDE-H 组优于 EDDE-L 组,EDDE-H 组脑皮质

神经细胞中 Bax 的阳性表达较 EDDE-L 组降低,Bcl-
2 的阳性表达和 Bcl-2 / Bax 比值升高(均 P<0. 05);
与 EDDE-H 组相比,EDDE+CHE 组脑皮质神经细胞

中 Bax 的阳性表达显著升高,Bcl-2 的阳性表达和

Bcl-2 / Bax 比值显著降低(均 P<0. 05;图 4 和表 4)。
2. 6　 EDDE对大鼠脑组织 cleaved Caspase-3、Caspase-3
蛋白表达的影响

与假手术组相比,MCAO 组 cleaved Caspase-3 /
Caspase-3 比值显著升高(P<0. 05);与 MCAO 组相

比, EDDE-L 组和 EDDE-H 组 cleaved Caspase-3 /
Caspase-3 比值显著降低(均 P<0. 05),而 CHE 组

cleaved Caspase-3 / Caspase-3 比 值 显 著 升 高 ( P <
0. 05),EDDE-H 组 cleaved Caspase-3 / Caspase-3 比

值较 EDDE-L 组降低(P<0. 05);与 EDDE-H 组相

593CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2023 年第 31 卷第 5 期



比,EDDE+CHE 组 cleaved Caspase-3 / Caspase-3 比值 显著升高(P<0. 05;图 5 和表 4)。

表 4. 各组大鼠脑皮质神经细胞 Bcl-2、Bax 的表达和 cleaved Caspase-3 / Caspase-3比值

Table 4. The expressions of Bcl-2 and Bax and the ratio of cleaved Caspase-3 / Caspase-3 in
cerebral cortex of rats in each group

分组 n Bcl-2 Bax Bcl-2 / Bax cleaved Caspase-3 / Caspase-3
假手术组 9 20. 50±2. 11 5. 81±1. 05 3. 52±0. 34 0. 23±0. 04
MCAO 组 9 8. 04±1. 28a 15. 75±1. 62a 0. 51±0. 08a 0. 64±0. 08a

EDDE-L 组 9 11. 38±1. 35bc 10. 63±1. 14bc 1. 07±0. 15bc 0. 47±0. 06bc

EDDE-H 组 9 15. 49±1. 76b 8. 54±1. 20b 1. 81±0. 22b 0. 35±0. 05b

CHE 组 9 3. 75±0. 51b 20. 28±2. 13b 0. 18±0. 03b 0. 79±0. 08b

EDDE+CHE 组 9 10. 03±1. 24c 14. 91±1. 58c 0. 67±0. 09c 0. 60±0. 07c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 MCAO 组比较;c 为 P<0. 05,与 EDDE-H 组比较。

图 4. 各组大鼠脑皮质神经细胞 Bcl-2、Bax 的表达

Figure 4. Expression of Bcl-2 and Bax in cerebral cortex of rats in each group

图 5. 各组大鼠脑组织 cleaved Caspase-3、
Caspase-3的蛋白表达

A 为假手术组,B 为 MCAO 组,C 为 EDDE-L 组,
D 为 EDDE-H 组,E 为 CHE 组,F 为 EDDE+CHE 组。

Figure 5. Expression of cleaved Caspase-3 and
Caspase-3 protein in brain tissue of rats in each group

2. 7　 EDDE 对大鼠脑组织 PKC、ERK 及其磷酸化蛋

白表达的影响

与假 手 术 组 相 比, MCAO 组 p-PKC / PKC、
p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比值显著降低(均 P<0. 05);与
MCAO 组相比, EDDE-L 组和 EDDE-H 组 p-PKC /
PKC、 p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比值显著升高 (均 P <
0. 05),而 CHE 组 p-PKC / PKC、p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2

比值显著降低 (均 P < 0. 05),EDDE-H 组 p-PKC /
PKC、 p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比值较 EDDE-L 组升高

(均 P<0. 05);与 EDDE-H 组相比,EDDE+CHE 组

p-PKC / PKC、p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比值显著降低(P<
0. 05;图 6 和表 5)。

图 6. 各组大鼠脑组织 PKC / ERK 通路相关蛋白的表达

A 为假手术组,B 为 MCAO 组,C 为 EDDE-L 组,
D 为 EDDE-H 组,E 为 CHE 组,F 为 EDDE+CHE 组。

Figure 6. Expression of PKC / ERK pathway-related
proteins in brain tissue of rats in each group

693 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 31,No. 5,2023



表 5. 各组 p-PKC / PKC 和 p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比值比较

Table 5. Comparison of p-PKC / PKC and p-ERK1 / 2 /
ERK1 / 2 ratio in each group

分组 n p-PKC / PKC p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2

假手术组 9 0. 69±0. 08 0. 55±0. 07

MCAO 组 9 0. 31±0. 05a 0. 26±0. 04a

EDDE-L 组 9 0. 42±0. 06bc 0. 35±0. 05bc

EDDE-H 组 9 0. 55±0. 06b 0. 43±0. 06b

CHE 组 9 0. 20±0. 04b 0. 12±0. 02b

EDDE+CHE 组 9 0. 39±0. 05c 0. 30±0. 05c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与 MCAO 组比
较;c 为 P<0. 05,与 EDDE-H 组比较。

3　 讨　 论

依达拉奉是第一个对缺血性脑卒中患者具有

神经保护作用的临床药物,是一种有效的自由基清

除剂,可清除自由基,缓解脑水肿,抑制延迟性神经

元死亡,被证明是缓解脑缺血损伤的有效药物[14]。
右莰醇是双环单萜类化合物,可抑制脑 I / R 引起的

炎症相关蛋白的产生或表达,对炎症具有抑制作

用,防止脑损伤[15]。 EDDE 是一种新型的神经保护

剂,由依达拉奉和右莰醇按 4 ∶ 1 的比例组成,这两

种成分之间存在互补性,其组合具有协同的神经保

护作用,对缺血性脑卒中具有更好的治疗效果[16]。
细胞凋亡是与 I / R 相关的重要病理生理机制,再灌

注可以加速缺血诱导的细胞凋亡过程,抑制细胞凋

亡是预防脑 I / R 损伤的关键保护机制[17]。 本研究

结果发现,经 EDDE 干预的 MCAO 大鼠,神经功能

缺损症状和脑组织神经细胞病理损伤明显改善,脑
梗死体积百分比、神经细胞凋亡率降低,抗凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达升高,促凋亡蛋白 Bax 的表达降低。
提示 EDDE 可抑制脑组织神经细胞凋亡,减轻

MCAO 大鼠的脑损伤,且 EDDE 对 MCAO 大鼠神经

细胞凋亡的抑制作用可能与其对凋亡相关蛋白的

调控有关。 然而,其调控细胞凋亡的机制尚不明确。
ERK1 / 2 信号通路在脑 I / R 损伤中具有潜在的

重要作用[18],ERK1 / 2 磷酸化在脑梗死后发挥神经

保护作用[7-8,19]。 本研究中,Western blot 检测结果

也证实 MCAO 大鼠脑组织 ERK1 / 2 通路受到抑制,
表现为 ERK1 / 2 磷酸化减少。 PKC 是 ERK 信号通

路的上游调节因子,据报道,PKC / ERK 信号通路在

全身广泛表达,一旦 PKC 被激活就会磷酸化并激活

ERK,而 ERK1 / 2 的磷酸化可引起 Bad 蛋白磷酸化,
使其失去与 Bcl-2 结合的能力,导致 Bcl-2 与 Bax 结

合形 成 二 聚 体, 最 终 增 加 细 胞 对 凋 亡 的 抵 抗

力[19-20]。 在缺氧神经元中,PKC / ERK 通路的激活

可增强 Bcl-2 的活性,抑制细胞色素 C 的释放,保护

神经元[10];在小鼠脑出血模型中,PKC 活性的降低

减少了 p-ERK1 / 2、Bcl-2 的表达,升高了 Caspase-3
的表达,并导致氧化应激反应加重及神经元凋亡,
而激活 PKC / ERK 通路则表现出相反的作用[21],说
明 PKC / ERK 通路在神经细胞凋亡中具有重要的影

响。 本研究结果发现,EDDE 干预可增加 PKC 和

ERK1 / 2 磷酸化,表明激活了 PKC / ERK 信号通路。
为了进一步明确 EDDE 的神经保护机制,使用 PKC
特异性抑制剂 CHE 进行了实验,结果显示,CHE 可

以消除 EDDE 对脑 I / R 损伤的保护作用。 基于这些

研究,推测 EDDE 在脑 I / R 损伤中的抗凋亡作用可

能是通过激活 PKC / ERK 通路实现的。
综上所述,EDDE 可抑制神经细胞凋亡,减轻大

鼠脑 I / R 损伤,其机制可能与激活 PKC / ERK 通路

有关。 本研究只关注了 EDDE 对 MCAO 后神经细

胞凋亡的影响,EDDE 是否干扰了脑 I / R 期间炎症

反应或氧化应激仍有待确定。 此外,本研究主要针

对缺血半暗带皮质神经细胞凋亡进行了初步探究,
EDDE 能否影响其他脑组织区域,如海马区,有待于

进一步研究。
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