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布托啡诺调节 PKA / CREB 信号通路对缺血性脑卒中
大鼠神经元焦亡的影响
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨布托啡诺对缺血性脑卒中大鼠神经元焦亡的影响及其在蛋白激酶 A(PKA) / 环磷酸腺

苷(cAMP)反应元件结合蛋白(CREB)通路中的作用。 [方法] 　 使用 SD 大鼠建立缺血性脑卒中大鼠模型,所有大

鼠分为对照组、模型组、布托啡诺低剂量组(布托啡诺 L 组)、布托啡诺高剂量组(布托啡诺 H 组)、布托啡诺+PKA
抑制剂(H-89)组,对大鼠行神经功能评分,TTC 染色检测脑梗死体积,HE 染色观察脑组织病理特征,铀铅双染色海

马区观察神经元焦亡,免疫荧光检测 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3(NLRP3)炎症小体、Caspase-1 的表达,
酶联免疫吸附法(ELISA)检测白细胞介素 1β( IL-1β)、IL-18、cAMP 的含量,Western blot 检测磷酸化 PKA(p-PKA)、
PKA、p-CREB、CREB 蛋白表达水平。 [结果] 　 与对照组比较,模型组大鼠脑组织间隙变大,神经元细胞膜缺损,细
胞核核膜凹陷、固缩,神经功能评分升高,脑梗死体积增加,NLRP3、Caspase-1、IL-1β 和 IL-18 水平增加,cAMP、p-
PKA / PKA、p-CREB / CREB 蛋白表达水平下降(P<0. 05);与模型组比较,布托啡诺 L、H 组脑组织结构较完整,神经

元细胞结构异常改善,神经功能评分降低,脑梗死体积减小,NLRP3、Caspase-1、IL-1β 和 IL-18 水平降低,cAMP、p-
PKA / PKA、p-CREB / CREB 蛋白表达水平升高(P<0. 05);与布托啡诺 H 组比较,布托啡诺+H-89 组脑组织细胞空泡

变性增加,神经元结构异常,神经功能评分升高,脑梗死体积增加,NLRP3、Caspase-1、IL-1β 和 IL-18 水平增加,
cAMP、p-PKA / PKA、p-CREB / CREB 蛋白表达水平下降(P<0. 05)。 [结论] 　 布托啡诺显著抑制缺血性脑卒中大鼠

神经元焦亡,可能与激活 PKA / CREB 信号通路有关。
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The effect of butorphanol on neuronal pyroptosis in ischemic stroke rats by regulating
the PKA/ CREB signaling pathway
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of butorphanol on neuronal pyroptosis in ischemic stroke rats and its
role in protein kinase A (PKA) / cyclic adenosine phosphate ( cAMP) response element binding protein (CREB). 　 　
Methods　 A rat model of ischemic stroke was established using SD rats. 　 All rats were divided into control group, model
group, butorphanol low-dose group (butorphanol L group), butorphanol high-dose group (butorphanol H group) and butor-
phanol+PKA inhibitor (H-89) group. 　 Neurological function was scored, TTC staining was used to detect cerebral infarc-
tion volume, and pathological characteristics of brain tissue were detected by HE staining. 　 Neuronal pyroptosis was ob-
served by uranium lead double staining in hippocampus. 　 The expression of inflammassome NOD-like receptor thermal pro-
tein domain associated protein 3(NLRP3) and Caspase-1 were detected by immunofluorescence, and the contents of inter-
leukin-1β (IL-1β), IL-18 and cAMP were detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 　 The expression
levels of phosphorylated PKA (p-PKA), PKA, p-CREB and CREB protein were detected by Western blot. 　 　 Results　
Compared with the control group, the brain space of rats in the model group was enlarged, the neuron cell membrane was
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defective, the nucleus and nuclear membrane were sunken and constricted, and the nerve function scores, cerebral infarc-
tion volume, NLRP3, Caspase-1, IL-1β and IL-18 levels were increased; the expression levels of cAMP, p-PKA / PKA
and p-CREB / CREB protein were decreased (P<0. 05). 　 Compared with the model group, the brain structure of butorpha-
nol L and H groups was more complete, the neuronal cell structure was improved, the neural function scores, cerebral in-
farction volume, NLRP3, Caspase-1, IL-1β and IL-18 levels were decreased, and the protein expression levels of cAMP,
p-PKA / PKA and p-CREB / CREB were increased (P<0. 05). 　 Compared with butorphanol H group, butorphanol+H-89
group increased vacuolar degeneration of brain tissue, abnormal neuronal structure, neural function scores, cerebral infarc-
tion volume, NLRP3, Caspase-1, IL-1β and IL-18 levels; and the expression levels of cAMP, p-PKA / PKA and p-CREB /
CREB protein were decreased (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Butorphanol significantly inhibits neuronal pyroptosis in is-
chemic stroke rats, which may be related to the activation of PKA / CREB signaling pathway.
[KEY WORDS] 　 butorphanol; 　 ischemic stroke; 　 protein kinase A / cAMP-response element binding protein; 　
neuronal pyroptosis

　 　 由于大脑供血严重不足,导致大脑供氧不足,
神经元死亡,极易引起缺血性脑卒中。 炎症反应是

缺血性损伤的基础,且上调了神经元细胞焦亡相关

基因的表达,目前仍缺乏改善缺血性脑卒中后功能

恢复的有效方法[1-2]。 布托啡诺(butorphanol)属于

阿片受体部分激动剂,常用于缓解中、重度疼痛。
已有研究指出,布托啡诺可以通过降低炎症因子的

含量减轻脓毒症大鼠的脑损伤[3];另有研究显示,
布托啡诺还可以降低神经元炎症反应和细胞凋亡,
从而促进神经功能的恢复[4],但对缺血性脑卒中神

经元焦亡的研究较少。 环磷酸腺苷( cyclic AMP,
cAMP)可以直接调控细胞生物学行为,蛋白激酶 A
(protein kinase A,PKA)是 cAMP 的下游因子,cAMP
反应元件结合蛋白( cAMP response element binding
protein,CREB)是 PKA 的底物之一。 Yan 等[5] 发现

激活 PKA / CREB 信号通路改善脑出血小鼠神经元

细胞焦亡和神经功能缺损。 布托啡诺对 PKA /
CREB 轴的调控作用还不清楚。 因此,本研究将构

建缺血性脑卒中动物模型,探讨布托啡诺对缺血性

脑卒中大鼠神经元焦亡的影响以及对 PKA / CREB
轴的调控作用,以期为布托啡诺的临床应用提供理

论参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

7 ~8 周龄 SD 雄性大鼠,购自四川大学(许可证

号:SCXK(川)2018-026),饲养环境为 SPF 级动物房。
1. 2　 药物和试剂

布托啡诺注射液(每毫升含布托啡诺 1 mg;国药

准字 H20020454)购自江苏恒瑞;PKA 抑制剂(H-89,
HY-15979) 购自美国 MCE 公司;戊二醛固定 液

(P1126 ) 购 自 北 京 索 莱 宝; 白 细 胞 介 素 1β

( interleukin-1β, IL-1β) ( J22380 )、 IL-18 ( J22389 )、
cAMP(J22907)ELISA 试剂盒购自吉利德生物;炎症

小体 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3(NOD-like
receptor thermal protein domain associated protein 3,
NLRP3)一抗(AF2155)购自碧云天生物;半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶 1(cysteinyl aspartate specific proteinase-1,
Caspase-1)一抗(22915-1-AP)、PKA(55382-1-AP)和
CREB(12208-1-AP)一抗购自武汉三鹰。
1. 3　 建模及分组

参照 Zea Longa 线栓法建立缺血性脑卒中模

型[6]:大鼠禁食不禁水 12 h,乙醚麻醉,仰卧位固

定,暴露左侧颈总动脉,剥离颈内、外动脉,行动脉

栓塞,结扎颈总和颈外动脉近心端,颈总动脉近分

叉处剪一小口,向颈内动脉处插入线栓约 16 ~
18 mm,遇阻力时停止,结扎,留线栓尾部,缝合切

口;缺血 1 h 后,拔出线栓。 造模完成后,大鼠左侧

肢疼痛回缩迟钝、行进中身体左倾 / 向左转圈、倒悬

时左上肢屈曲以及神经损伤评分在 1 ~ 3 分之间,表
示建模成功[7]。

所有大鼠分为对照组、模型组、布托啡诺低剂

量组(布托啡诺 L 组)、布托啡诺高剂量组(布托啡

诺 H 组)、布托啡诺+PKA 抑制剂(H-89)组,每组 25
只大鼠。 除对照组外,其余组大鼠均构建缺血性脑

卒中模型,对照组大鼠仅暴露颈总、内、外动脉,不
插线栓。 建模完成 24 h 后,布托啡诺 L、H 组大鼠分

别静脉注射 20 μg / (kg·d)、50 μg / (kg·d)布托啡

诺[8];布托啡诺+H-89 组大鼠静脉注射 50 μg / (kg·d)
布托啡诺及腹腔注射 1 mg / (kg·d) H-89[9];对照

组和模型组静脉注射等量生理盐水。 给药持续 14
天,建模和给药过程中损失动物及时补充。
1. 4　 神经功能评分

给药结束后,根据大鼠神经功能缺损评判标准

对各组大鼠神经功能评分[10]:0 分表示无神经学损
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伤症状;6 分表示有明显意识障碍,无自发活动。 根

据大鼠神经功能损伤严重程度匹配 0 ~ 6 分,总分最

大值 18 分。
1. 5　 TTC 染色检测脑梗死体积

神经功能评分结束后,每组取 5 只大鼠,用戊巴

比妥钠麻醉迅速取脑,于-20 ℃ 冰箱速冻 20 min,
20 min 后将脑组织行冠状切片(厚度 2 mm),放入

TTC 染液中染色 30 min,染色后 4%多聚甲醛固定,
拍照记录,Image J 软件分析各组大鼠脑梗死体积,
正常大脑区域被染成深红色,梗死区域被染成白

色。 相对脑梗死体积 =切片苍白色缺血区体积 / 切
片总体积×100% 。
1. 6　 脑组织病理变化检测

每组取 5 只大鼠,麻醉,处死,采集脑组织,多聚

甲醛固定,制作石蜡切片,HE 染液染色后观察脑组

织病理变化。
1. 7　 神经元焦亡观察

使用铀铅双染色海马区神经元。 每组选取 5 只

大鼠,断头取脑,使用 2. 5%戊二醛固定 4 h;再置于

1%锇酸中固定 2 h;脱水,包埋,切片,铀铅双染色,
电镜下观察缺血侧海马区神经元。
1. 8　 脑组织 NLRP3、Caspase-1 表达检测

每组取 5 只大鼠,心脏灌流,采集脑组织,多聚

甲醛固定,制作冰冻切片;修复抗原,封闭 30 min,滴
加一抗 NLRP3、Caspase-1 孵育过夜,荧光二抗孵育

1 h, DAPI 染 色 5 min, 显 微 镜 下 统 计 NLRP3、
Caspase-1 阳性染色细胞比例。
1. 9　 脑组织 IL-1β、IL-18、cAMP 的含量检测

取每组剩余 5 只大鼠,麻醉后处死,剪取脑梗死

交界区域脑组织,匀浆后分装储存。 取一份脑组织

匀浆液,使用 ELISA 试剂盒检测焦亡标志蛋白 IL-
1β、IL-18、cAMP 的含量。
1. 10　 脑组织 p-PKA、PKA、p-CREB、CREB 蛋白表

达检测

取 1. 8 脑组织匀浆液,定量总蛋白浓度;配制凝

胶,上样 10 μg,电泳,转膜,封闭 PVDF 膜,剪切目的

条带,分别置于磷酸化 PKA(phosphorylated PKA, p-
PKA)、PKA、p-CREB、CREB 抗体稀释液中过夜,二抗

和 ECL 超敏化学发光液孵育,分析蛋白表达水平。
1. 11　 统计学分析

所有数据符合正态分布并以 x ± s 表示,使用

GraphPad Prism 8. 0. 2 分析,多组间差异采用单因

素方差分析比较,组间两两比较采用 LSD-t 检验,
P<0. 05 认为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 神经功能评分和脑梗死体积

与对照组比较,模型组大鼠神经功能评分升

高,脑梗死体积增加,差异有统计学意义 (均 P <
0. 05);与模型组比较,布托啡诺 L、H 组大鼠神经功

能评分约减小 33. 24% 、47. 95% ,脑梗死体积约减

小 37. 19% 、65. 38% (均 P<0. 05);与布托啡诺 H 组

比较,布托啡诺+H-89 组大鼠神经功能评分约升高

61. 80% ,脑梗死体积约增加 126. 24% (均 P<0. 05;
图 1 和表 1)。

图 1. 各组大鼠脑组织 TTC 染色结果

Figure 1. TTC staining results of brain tissue of
rats in each group

表 1. 各组大鼠神经功能评分和脑梗死体积比较

Table 1. Comparison of neural function scores and
cerebral infarction volume in each group

分组
神经功能评分 /分

(n=25)
脑梗死体积 / %

(n=5)

对照组 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00

模型组 6. 84±0. 72a 32. 70±2. 89a

布托啡诺 L 组 4. 60±0. 54b 20. 54±2. 16b

布托啡诺 H 组 3. 56±0. 43bc 11. 32±1. 77bc

布托啡诺+H-89 组 5. 76±0. 56d 25. 61±2. 40d

F 527. 346 185. 518

P <0. 001 <0. 001
　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与布托啡诺 L 组比较;d 为 P<0. 05,与布托啡诺 H 组
比较。

2. 2　 脑组织病理变化

对照组脑组织结构完整,细胞排列整齐;模型

组脑组织间隙变大,可见细胞空泡变性;与模型组
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比较,布托啡诺 L、H 组大鼠脑组织结构较完整,细
胞间隙减少;与布托啡诺 H 组比较,布托啡诺+H-89

组细胞空泡变性增加(图 2)。

图 2. 各组大鼠脑组织 HE 染色结果(n=5)
箭头表示细胞空泡变性。

Figure 2. HE staining results of brain tissue of rats in each group(n=5)

2. 3　 神经元焦亡变化

对照组神经元细胞形态结构正常;模型组细胞

膜缺损,细胞核核膜凹陷模糊、固缩增多,线粒体及

粗面内质网明显扩张;与模型组比较,布托啡诺 L、H

组细胞膜较完整,细胞核核膜凹陷和固缩减少,线
粒体及粗面内质网明显扩张得到改善;布托啡诺+
H-89 组细胞超微结构形态发生改变,染色结果与模

型组类似(图 3)。

图 3. 各组大鼠神经元焦亡电镜图(n=5)
箭头表示细胞核核膜凹陷模糊、固缩。

Figure 3. Electron microscopic images of neuronal pyroptosis in each group(n=5)

2. 4　 脑组织 NLRP3、Caspase-1 表达水平

与对照组比较,模型组 NLRP3、Caspase-1 表达

增加近 10 倍(P<0. 05);与模型组比较,布托啡诺

L、 H 组 NLRP3 表 达 约 减 少 14. 36% 、 37. 43% ,
Caspase-1 表达约减少 20. 51% 、35. 62% (P<0. 05);
与布托啡诺 H 组比较,布托啡诺+H-89 组 NLRP3、
Caspase-1 表达约增加 52. 04% 、48. 83% (P<0. 05;
图 4)。
2. 5　 脑组织 IL-1β、IL-18、cAMP 含量比较

与对照组比较,模型组 IL-1β、IL-18 含量升高约

3. 58 倍、2. 80 倍,cAMP 含量下降约 71. 71% (均 P<
0. 05);与模型组比较,布托啡诺 L、H 组 IL-1β 含量

约 降 低 32. 92% 、 60. 38% , IL-18 含 量 约 降 低

25. 85% 、51. 85% ,cAMP 含量升高约 1. 96 倍、3. 26
倍(均 P<0. 05);与布托啡诺 H 组比较,布托啡诺+
H-89 组 IL-1β、IL-18 含量升高约 2. 43 倍、1. 91 倍,
cAMP 含量约降低 68. 55% (P<0. 05;表 2)。

表 2. 各组大鼠脑组织 IL-1β、IL-18、cAMP 含量比较(n=5)
Table 2. Comparison of IL-1β, IL-18 and cAMP contents

in brain tissues of rats in each group(n=5)

分组 IL-1β / (ng / L) IL-18 / (ng / L) cAMP / (nmol / L)

对照组 21. 26±2. 85 58. 92±4. 85 8. 52±0. 91

模型组 76. 13±6. 74a 164. 86±16. 78a 2. 45±0. 24a

布托啡诺 L 组 51. 07±5. 15b 122. 25±13. 47b 4. 81±0. 45b

布托啡诺 H 组 30. 16±2. 76bc 79. 38±7. 66bc 7. 98±0. 83bc

布托啡诺+H-89 组 73. 14±6. 28d 151. 34±14. 56d 2. 51±0. 28d

F 119. 877 68. 280 113. 470

P <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与布托啡诺 L 组比较;d 为 P<0. 05,与布托啡诺 H 组
比较。

2. 6　 细胞蛋白表达水平

与对照组相比,模型组 p-PKA / PKA、p-CREB /
CREB 蛋白表达水平约降低 60. 71% 、61. 22% (P<
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0. 05);与模型组比较,布托啡诺 L、H 组 p-PKA /
PKA 蛋白表达水平约升高 75. 76% 、139. 39% ,p-
CREB / CREB 蛋 白 表 达 水 平 约 升 高 60. 53% 、

128. 95% (P<0. 05);与布托啡诺 H 组比较,布托啡

诺+H-89 组 p-PKA / PKA、p-CREB / CREB 蛋白表达

水平约降低 50. 63% 、36. 78% (P<0. 05;图 5)。

图 4. 各组大鼠脑组织 NLRP3、Caspase-1表达水平(n=5)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与布托啡诺 L 组比较;d 为 P<0. 05,与布托啡诺 H 组比较。

Figure 4. The expression levels of NLRP3 and Caspase-1 in brain tissue of rats in each group(n=5)

图 5. Western blot 检测 p-PKA、PKA、p-CREB、CREB 蛋白表达水平(n=5)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与布托啡诺 L 组比较;d 为 P<0. 05,与布托啡诺 H 组比较。

Figure 5. The protein expression levels of p-PKA, PKA, p-CREB and CREB were detected by Western blot(n=5)
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3　 讨　 论

缺血性脑卒中是全球第二大死亡原因和后天

性长期残疾的第一大原因,给全球造成严重的经济

负担[11]。 临床研究指出,缺血性脑卒中患者发病后

神经 功 能 损 伤, 脑 皮 质 呈 层 状 分 布 的 坏 死 形

式[12-13]。 本研究建立缺血性脑卒中大鼠模型,与既

往研究结果一致,大鼠脑组织细胞间隙变大,神经

功能评分升高,脑梗死体积增加,说明建模成功,可
以在此基础上进行下一步实验。 已被证明,布托啡

诺可以调节心肌缺血再灌注大鼠受损伤心肌的恢

复,具有潜在的神经保护作用[14]。 本研究使用布托

啡诺干预缺血性脑卒中大鼠,显著减少大鼠脑组织

细胞空泡变性,降低神经功能评分并减小脑梗死体

积,说明布托啡诺对缺血性脑卒中大鼠具有保护

作用。
细胞焦亡是一种由消皮素 D(gasdermin D,GS-

DMD)介导的调节细胞死亡形式,其特征是细胞膜

破裂, 释 放 内 容 物 并 引 起 强 烈 的 炎 症 反 应。
Caspase-1 依赖性通路是细胞焦亡的主要机制之一:
病原体相关的模式分子被模式识别受体识别后组

装成 NLRP3 炎症小体,募集 Caspase-1 进行自我剪

接;激活的 Caspase-1 裂解 GSDMD,形成 GSDMD 氮

端和碳端,与细胞膜上的磷脂蛋白结合形成孔,释
放内容物,诱导细胞焦亡;活化的 Caspase-1 还裂解

pro-IL-1β 和 pro-IL-18,形成活性 IL-1β 和 IL-18,并
将它们释放到细胞外, 引起炎症反 应。 因 此,
NLRP3、Caspase-1、IL-1β 和 IL-18 是细胞焦亡的标

志性蛋白[15]。 研究发现,降低细胞焦亡蛋白的表达

与缺血性脑卒中后大鼠相关症状的改善有关[16]。
本研究显示,缺血性脑卒中大鼠脑组织神经元细胞

膜缺损,细胞核核膜凹陷,NLRP3、Caspase-1、IL-1β
和 IL-18 表达水平升高,说明神经细胞焦亡程度增

加;布托啡诺能够降低缺血性脑卒中大鼠焦亡蛋白

的表达,其可能通过抑制神经元焦亡,保护神经,进
而降低神经功能评分和减小脑梗死体积,但其作用

机制需进一步讨论。
cAMP 直接调控细胞代谢、分化、生长、焦亡和

基因表达等生物学行为[17]。 cAMP 可以通过调节

多种靶基因的转录, PKA 是 cAMP 的下游因子,
CREB 是 PKA 的底物,通过诱导细胞内 cAMP 的表

达以及 PKA、CREB 的磷酸化可以预防缺血性脑损

伤和神经损伤[18]。 本研究发现缺血性脑卒中大鼠

cAMP、p-PKA / PKA、p-CREB / CREB 表达水平下降,
说明 PKA / CREB 信号通路被抑制,布托啡诺干预可

以激活缺血性脑卒中大鼠 PKA / CREB 轴,而使用

PKA 抑制剂 H-89 可显著逆转布托啡诺对缺血性脑

卒中大鼠神经元焦亡的抑制作用,验证了布托啡诺

可能通过激活 PKA / CREB 轴抑制神经元焦亡。
综上,布托啡诺显著抑制缺血性脑卒中大鼠神

经元焦亡,这可能与其激活 PKA / CREB 信号通路有

关。 影响缺血性脑卒中神经元焦亡及神经功能的

机制比较复杂,本文仅讨论了 PKA / CREB 的调控作

用,后续需要更加广泛、深入的探索。
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