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藏红花素减轻皮质神经元缺氧复氧损伤与抑制
TLR4 / NF-κB 信号通路有关

胡 科, 李晓蕾, 麻瑞娟
(邯郸市中心医院神经内科,河北省邯郸市 056000)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨藏红花素对皮质神经元缺氧复氧损伤的影响及其分子机制。 [方法] 　 分离并培养 SD
大鼠皮质神经元,设对照组、模型组、藏红花素(50 mg / L)组、藏红花素(50 mg / L)+脂多糖(TLR4 激活剂,100 μg / L)
组。 对照组常规培养,模型组建立缺氧 4 h 复氧 24 h 模型,藏红花素组和藏红花素+脂多糖组分别给药干预 24 h 后

造模。 通过 CCK-8 法、Annexin V-FITC / PI 双染法检测神经元活力和凋亡率,ELISA 法检测培养液中炎症因子水平,
Western blot 检测 Toll 样受体 4(TLR4)、核因子 κB p65(NF-κB p65)、p-NF-κB p65、NF-κB 抑制蛋白 α( IκBα)、p-
IκBα、高迁移率族蛋白 B1(HMGB1)、cleaved Caspase-3、B 淋巴细胞瘤-2 基因(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)表达。
[结果] 　 与对照组比较,模型组大鼠皮质神经元活力明显降低(P<0. 05),凋亡率、培养液中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水

平、神经元 TLR4、HMGB1、cleved Caspase-3 表达量及 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、p-IκBα / IκBα、Bax / Bcl-2 比值均明显

升高(P<0. 05)。 与模型组比较,藏红花素组皮质神经元活力升高 94. 97% (P<0. 05),凋亡率降低 65. 80% (P<
0. 05),培养液中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平分别降低 61. 86% 、78. 34% 、63. 42% (P<0. 05),神经元 TLR4、HMGB1、
cleaved Caspase-3 表达量及 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、p-IκBα / IκBα、Bax / Bcl-2 比值分别降低 73. 43% 、52. 13% 、
81. 52% 、69. 70% 、60. 55% 、95. 05% (P<0. 05)。 脂多糖明显逆转藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元上述各指标

的调控作用(P<0. 05)。 [结论] 　 藏红花素可抑制缺氧复氧损伤皮质神经元凋亡和炎症反应,对缺氧复氧损伤皮

质神经元起到保护作用,其机制可能与抑制 TLR4 / NF-κB 信号通路有关。
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Crocin attenuates hypoxia-reoxygenation injury in cortical neurons by inhibiting
TLR4 / NF-κB pathway
HU Ke, LI Xiaolei, MA Ruijuan
(Department of Neurology, Handan Central Hospital, Handan, Hebei 056000, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of Crocin on hypoxia / reoxygenation injury of cortical neurons and its
molecular mechanism. 　 　 Methods　 The cortical neurons of SD rats were isolated and cultured, and the control group,
model group, Crocin (50 mg / L) group, Crocin (50 mg / L)+lipopolysaccharide (TLR4 activator, 100 μg / L) group were
set. 　 The cortical neurons in control group were routinely cultured; the cortical neurons in model group were given hypoxia
4 h and reoxygenation 24 h; the cortical neurons in Crocin group and Crocin+lipopolysaccharide group were intervened for
24 h, and then the model was established. 　 The neuronal viability and apoptosis rate were detected by CCK-8 method and
Annexin V-FITC / PI double staining method. 　 The levels of inflammatory factors in the culture medium were detected by
ELISA method. 　 The expression of toll-like receptor 4 (TLR4), nuclear factor-κB p65 (NF-κB p65), p-NF-κB p65, in-
hibitor α of NF-κB (IκBα), p-IκBα, high mobility group box protein B1 (HMGB1), cleaved Caspase-3, B lymphoma-2
gene (Bcl-2), Bcl-2-associated X protein (Bax) were detected by Western blot method. 　 　 Results　 Compared with the
control group, the activity of cortical neurons in the model group decreased significantly (P<0. 05); the apoptosis rate, the
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levels of tumor necrosis factor-α ( TNF-α), interleukin-1β ( IL-1β), IL-6 in the culture medium, the expressions of
TLR4, HMGB1, cleaved Caspase-3 and the ratio of p-NF-κB p65 / NF-κB p65, p-IκBα / IκBα, Bax / Bcl-2 increased signif-
icantly (P< 0. 05). 　 Compared with the model group, the activity of cortical neurons in Crocin group increased by
94. 97% (P<0. 05); the apoptosis rate decreased by 65. 80% (P<0. 05); the levels of TNF-α, IL-1β, IL-6 in the cul-
ture medium decreased by 61. 86% , 78. 34% , 63. 42% (P<0. 05); the expressions of TLR4, HMGB1, cleaved Caspase-
3 and the ratio of p-NF-κB p65 / NF-κB p65, p-IκBα / IκBα, Bax / Bcl-2 decreased by 73. 43% , 52. 13% , 81. 52% ,
69. 70% , 60. 55% , 95. 05% (P<0. 05). 　 Lipopolysaccharide significantly reversed the regulatory effects of Crocin on
hypoxia / reoxygenation injured cortical neurons (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Crocin can inhibit the apoptosis and inflam-
matory response of hypoxia / reoxygenation injured neurons, and has protective effect on hypoxia / reoxygenation injury of cor-
tical neurons, which mechanism may be related to the inhibition of TLR4 / NF-κB signaling pathway activation.
[KEY WORDS] 　 Crocin; 　 cortical neurons; 　 hypoxia / reoxygenation; 　 TLR4 / NF-κB pathway; 　 inflammation re-
sponse;　 cell apoptosis

　 　 脑卒中是导致中国居民残疾和死亡的首位病

因,其中缺血性脑卒中约占 70% [1]。 通过静脉溶栓

或介入治疗及时恢复血流再灌注、挽救缺血半暗带

神经元是临床治疗缺血性脑卒中的首选方案,但血

流再通后往往导致脑功能缺损进一步加重,即脑缺

血再灌注损伤,炎症反应、细胞凋亡等是其发生发

展的重要病理机制[2-3]。 Toll 样受体 4(Toll-like re-
ceptor 4,TLR4) /核因子 κB(nuclear factor-κB,NF-κB)
是调控炎症反应和细胞凋亡的重要信号通路[4],有
研究报道抑制 TLR4 / NF-κB 通路能够减轻大鼠脑缺

血再灌注损伤[5]。 藏红花素提取自鸢尾科植物藏

红花,具有良好的抗炎、抗凋亡等药理学作用[6],通
过抑制 TLR4 / NF-κB 通路能够减轻心力衰竭大鼠炎

症反应和心肌细胞凋亡[7]。 体外研究发现藏红花

素能够抑制过氧化氢损伤视网膜色素上皮细胞凋

亡[8] 。 有研究[9-11]报道藏红花素能够保护缺血性

脑损伤大鼠血脑屏障、降低脑缺血再灌注大鼠脑

梗死体积并改善其神经功能,但其分子机制尚不

明确。 本研究通过分离并体外培养 SD 大鼠皮质

神经元,建立缺氧复氧损伤皮质神经元模型,探讨

藏红花素对皮质神经元缺氧复氧损伤的影响及其

分子机制,以期为临床防治脑缺血再灌注损伤提

供新的思路。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级新生 24 h 内 SD 大鼠乳鼠,由河北伊维

沃生物科技有限公司提供[SCXK(冀)2020-002]。
1. 2　 药物与试剂

藏红花素(纯度≥98% )和 DMEM 高糖培养基

购自 美 国 Sigma 公 司 (批 号 分 别 为 E190513b、
8119284); 脂 多 糖 ( TLR4 激 活 剂 ) 购 自 美 国

Invivogen 公司(批号:511219ps);0. 25% 胰蛋白酶、
青 霉 素-链 霉 素 购 自 美 国 Gibco 公 司 ( 批 号:
R001100、15070-054);胎牛血清购自上海 Excell Bio
公司(批号:FSP500);CCK-8 试剂盒购自上海尚宝

生物科技有限公司 (批号: 210527 ); Annexin V-
FITC / 碘化丙啶(propidium iodide,PI)试剂盒购自美

国 Bio-Rad 公司(批号:551908);酶联免疫吸附法

(enzyme linked immunosorbent assay,ELISA)肿瘤坏

死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)、白细胞介

素 1β( interleukin-1β,IL-1β)、IL-6 检测试剂盒购自

北京索莱宝生物科技有限公司(批号:SEKR-0009、
SEKR-0002、SEKR-0005);TLR4 抗体、NF-κB p65 抗

体、p-NF-κB p65 抗体、NF-κB 抑制蛋白 α( inhibitor
α of NF-κB,IκBα)抗体、p-IκBα 抗体、高迁移率族

蛋白 B1(high mobility group protein B1,HMGB1)抗

体购自美国 Affinity 公司(批号:AF7017、AF5006、
AF5019、AF6428、AF5281、AF4119);激活型 Caspase-3
(cleaved Caspase-3)抗体、B 淋巴细胞瘤-2 基因(B-
lymphocytoma-2, Bcl-2) 抗 体、 Bcl-2 相 关 X 蛋 白

(Bcl-2 related X protein,Bax)抗体购自英国 Abcam
公司(批号:ab54426、ab28517、ab31005);二辛可宁

酸(bicinchoninic acid,BCA)法蛋白浓度检测试剂

盒、β 肌动蛋白(β-actin)抗体、二抗、增强型化学发

光( enhanced chemiluminescence,ECL)试剂盒购自

北京博奥森生物技术有限公司(批号:C05-07004、
bs-0061R、bs-0295G、C05-07004)。
1. 3　 实验仪器

ZCP-50 型 CO2 细胞培养箱(上海喆图科学仪

器有限公司);Synergy H1 型酶标仪(德国 Biotec 公

司);FACSCalibur 型流式细胞仪、Tetra 型电泳仪、
Blot SD 型转膜仪(美国 Bio-Rad 公司);Avanti J-26XP
型低温高速离心机(美国 Beckman Coulter 公司)。
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1. 4　 皮质神经元分离、培养及分组处理

取新生 24 h 内 SD 大鼠乳鼠大脑皮质组织,冰
上去除脑膜和血管、剪碎后置于 DMEM 高糖培养基

中,加入 2 滴胰蛋白酶,置于细胞培养箱(37 ℃、5%
CO2)中消化20 min,经200 目筛网过滤后1 000 r / min
离心 10 min 取沉淀,即为 SD 大鼠皮质神经元;以
1×106 个 / mL 接种于含 10% 胎牛血清和 1% 双抗

(青霉素-链霉素)的 DMEM 高糖培养基,置于细胞

培养箱(37 ℃、5% CO2)中培养,每 2 天换液一次,
融合至 70% ~80%时按 1 ∶ 3 传代培养,7 天后通过

神经元微管相关蛋白免疫荧光染色检测皮质神经

元纯度。 取培养 7 天后且纯度>90% 的皮质神经

元,经胰酶消化后调整为 1×106 个 / mL,50 μL / 孔接

种于 96 孔板和 500 μL / 孔接种于 6 孔板,设对照

组、模型组、藏红花素 ( 50 mg / L) 组、 藏红花素

(50 mg / L) + 脂多糖 ( TLR4 激活剂, 100 μg / L)
组[12]。 置细胞培养箱(37 ℃、5% CO2)中培养 24 h
后,对照组继续常规培养;模型组置于细胞培养箱

(37 ℃、5% CO2、95% N2 )中缺氧处理 4 h 后复氧

24 h,即可建立缺氧复氧损伤皮质神经元模型;藏红

花素组和藏红花素+脂多糖组分别给药干预 24 h
后,按照模型组处理方法造模。
1. 5　 CCK-8 法检测神经元活力

各组分别取 12 孔(96 孔板)复氧 24 h 后的皮

质神经元,每孔 10 μL 加入 CCK-8 工作液,置细胞

培养箱(37 ℃、5% CO2)培养 4 h 后,通过酶标仪检

测 490 nm 处吸光度 (A) 值,神经元活力 (% ) =
[(A实验组-A空白组) / (A对照组-A空白组)]×100% 。
1. 6　 Annexin V-FITC / PI 双染法检测神经元凋亡

状况

各组分别取 12 孔(6 孔板)复氧 24 h 后的皮质

神经元,经不含乙二胺四乙酸(ethylene diamine tet-
raacetic acid,EDTA) 的胰蛋白酶消化后收集神经

元,按试剂盒操作说明制备单细胞悬液,每孔加入

5 μL Annexin V-FITC 染液、5 μL PI 染液后混匀,避
光孵育 15 min,通过流式细胞仪检测细胞凋亡状况。
流式细胞图的右上象限为凋亡晚期细胞,右下象限

为凋亡早期细胞,凋亡率(% )= [(右上象限细胞数+
右下象限细胞数) / 细胞总数]×100% 。
1. 7 　 ELISA 法检测培养液中 TNF-α、 IL-1β、 IL-6
水平

各组分别取 12 孔(6 孔板)复氧 24 h 后的皮质

神经元培养液,3 000 r / min 离心 5 min 取上清液,按
ELISA 法试剂盒操作说明,通过酶标仪检测 TNF-α、
IL-1β 和 IL-6 水平。

1. 8　 Western blot 法检测 TLR4、NF-κB p65、p-NF-
κB p65、 IκBα、 p-IκBα、HMGB1、 cleaved Caspase-3、
Bcl-2 和 Bax 蛋白表达

各组分别取 12 孔(6 孔板)复氧 24 h 后的皮质

神经元,经胰蛋白酶消化后收集神经元,加入裂解

液后冰上静置 30 min, 4 ℃、 12 000 r / min 离心

20 min 提取总蛋白,BCA 法检测总蛋白浓度后,沸
水浴 10 min 使蛋白变性,采用 Western blot 法检测

蛋白相对表达量。 SDS-PAGE 分离蛋白、转膜、5%
脱脂奶粉封闭后,目标蛋白和内参(β-actin)一抗

4 ℃孵育过夜,洗膜后加入二抗室温孵育 1 h,洗膜

后加入 ECL 显影,通过 Image-Pro Plus 6. 0 图像分

析软件分析条带灰度值。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS 17. 0 软件进行数据分析,计量数据

以 x±s 表示,多组间比较采用单因素方差分析,组间

多重比较采用 LSD-t 法,P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元活力的

影响

与对照组比较,模型组皮质神经元活力降低

62. 98% (P<0. 05);与模型组比较,藏红花素组和藏

红花素 + 脂多糖组皮质神经元活力分别升高

94. 97%和 18. 62% (P<0. 05);与藏红花素组比较,
藏红花素+脂多糖组皮质神经元活力降低 39. 16%
(P<0. 05;图 1)。

图 1. 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元

活力的影响(n=12)
a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;

c 为 P<0. 05,与藏红花素组相比。

Figure 1. Effect of Crocin on the viability of cortical
neurons injured by hypoxia / reoxygenation (n=12)
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2. 2　 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元凋亡的

影响

与对照组比较,模型组皮质神经元凋亡率升高

1 437. 87% (P<0. 05);与模型组比较,藏红花素组

和藏红花素+脂多糖组皮质神经元凋亡率分别降低

65. 80%和 20. 61% (P<0. 05);与藏红花素组比较,
藏红花素 + 脂多糖组皮质神经元凋亡率升高

132. 15% (P<0. 05;图 2)。

图 2. 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元凋亡的影响(n=12)
A 为流式细胞术检测皮质神经元凋亡率;B 为皮质神经元凋亡率柱状统计图。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,与藏红花素组相比。

Figure 2. Effect of Crocin on the apoptosis of cortical neurons injured by hypoxia / reoxygenation (n=12)

2. 3　 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元培养液

中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平的影响

与对照组比较,模型组皮质神经元培养液中

TNF-α、 IL-1β 和 IL-6 水 平 分 别 升 高 293. 73% 、
702. 69% 、305. 31% (P<0. 05);与模型组比较,藏红

花素组皮质神经元培养液中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水

平分别降低 61. 86% 、78. 34% 、63. 42% (P<0. 05),
藏红花素+脂多糖组皮质神经元培养液中 TNF-α、
IL-1β、 IL-6 水 平 分 别 降 低 23. 49% 、 31. 02% 、
27. 52% (P<0. 05);与藏红花素组比较,藏红花素+
脂多糖组皮质神经元培养液中 TNF-α、IL-1β、IL-6
水平分别升高 100. 61% 、218. 43% 、98. 12% ( P <
0. 05;表 1)。
2. 4　 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元 TLR4、
NF-κB p65、p-NF-κB p65、IκBα、p-IκBα 蛋白表达的

影响

与对照组比较,模型组皮质神经元 TLR4、p-NF-
κB p65、p-IκBα 表达量及 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、
p-IκBα / IκBα 比值分别升高 1 063. 64% 、425. 00% 、
560. 00% 、407. 69% 、541. 18% (P<0. 05);与模型组

比较,藏红花素组 TLR4、p-NF-κB p65、p-IκBα 表达

量及 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、p-IκBα / IκBα 比值分

别降低 73. 43%、69. 84%、61. 36%、69. 70%、60. 55%

(P<0. 05),藏红花素+脂多糖组 TLR4、p-NF-κB p65、
p-IκBα 表达量及 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、p-IκBα /
IκBα 比 值 分 别 降 低 41. 41%、 41. 27%、 29. 55%、
34. 85%、22. 02%(P<0. 05);与藏红花素组比较,藏
红花素+脂多糖组 TLR4、p-NF-κB p65、p-IκBα 表达

量及 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、p-IκBα / IκBα 比值分

别 升 高 120. 59% 、 94. 74% 、 82. 35% 、 115. 00% 、
97. 67% (P<0. 05;图 3)。

表 1. 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元培养液中

TNF-α、IL-1β和 IL-6水平的影响(n=12)
Table 1. Effect of Crocin on the levels of TNF-α, IL-1β,

IL-6 in cultured medium of cortical neurons injured
by hypoxia / reoxygenation (n=12)

单位:ng / L

分组 TNF-α IL-1β IL-6

对照组 85. 47±10. 29 61. 70±6. 82 114. 28±10. 53

模型组 336. 52±51. 48a 495. 26±61. 05a 463. 19±58. 22a

藏红花素组 128. 34±17. 65b 107. 28±13. 94b 169. 45±21. 08b

藏红花素+
脂多糖组

257. 46±38. 19bc 341. 61±42. 58bc 335. 72±43. 90bc

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c
为 P<0. 05,与藏红花素组相比。
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图 3. 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元 TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、IκBα、p-IκBα蛋白

表达及 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、p-IκBα/ IκBα比值的影响(n=12)
A 为 Western blot 检测 TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、IκBα、p-IκBα 蛋白表达;B 为各组 TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65、

IκBα、p-IκBα 蛋白相对表达量柱状统计图;C 为各组 p-NF-κB p65 / NF-κB p65、p-IκBα / IκBα 比值柱状统计图。
1 为对照组,2 为模型组,3 为藏红花素组,4 为藏红花素+脂多糖组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,与藏红花素组相比。

Figure 3. Effects of Crocin on the expression of TLR4, NF-κB p65, p-NF-κB p65, IκBα, p-IκBα and the ratio of
p-NF-κB p65 / NF-κB p65, p-IκBα/ IκBα in cortical neurons injured by hypoxia / reoxygenation (n=12)

2. 5 　 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元

HMGB1、cleaved Caspase-3、Bcl-2、Bax 蛋白表达的

影响

与 对 照 组 比 较, 模 型 组 HMGB1、 cleaved
Caspase-3、Bax 表达量和 Bax / Bcl-2 比值分别升高

308. 70% 、1 050. 00% 、840. 00% 、5 378. 57% ( P <
0. 05),Bcl-2 表达量降低 83. 78% (P<0. 05)。 与模

型组比较,藏红花素组 HMGB1、cleaved Caspase-3、
Bax 表达量和 Bax / Bcl-2 比值分别降低 52. 13% 、

81. 52% 、82. 98% 、95. 05% (P<0. 05),Bcl-2 表达量

升高 250. 00% ( P < 0. 05);藏红花素 +脂多糖组

HMGB1、cleaved Caspase-3、Bax 表达量和 Bax / Bcl-2
比值分别降低 14. 89% 、30. 43% 、31. 91% 、62. 06%
(P<0. 05),Bcl-2 表达量升高 83. 33% (P<0. 05)。
与藏红花素组比较,藏红花素+脂多糖组 HMGB1、
cleaved Caspase-3、Bax 表达量和 Bax / Bcl-2 比值分

别升高 77. 78% 、276. 47% 、287. 50% 、665. 79% (P<
0. 05),Bcl-2 表达量降低 47. 62% (P<0. 05;图 4)。

图 4. 藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元 HMGB1、cleaved Caspase-3、Bcl-2、Bax 蛋白表达及

Bax / Bcl-2比值的影响(n=12)
A 为 Western blot 检测 HMGB1、cleaved Caspase-3、Bcl-2、Bax 蛋白表达;B 为各组 HMGB1、cleaved Caspase-3、Bcl-2、

Bax 蛋白相对表达量柱状统计图;C 为各组 Bax / Bcl-2 比值柱状统计图。
1 为对照组,2 为模型组,3 为藏红花素组,4 为藏红花素+脂多糖组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,与藏红花素组相比。

Figure 4. Effects of Crocin on the expression of HMGB1, cleaved Caspase-3, Bcl-2, Bax and the ratio of
Bax / Bcl-2 in cortical neurons injured by hypoxia / reoxygenation (n=12)
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3　 讨　 论

缺血再灌注损伤是影响缺血性脑卒中患者预

后的重要原因,是脑卒中相关防治研究的热点。 缺

血性脑卒中在中医属于中风范畴,其病机主要在于

“痰热腑实、气虚血瘀、风痰阻络”。 藏红花(又名番

红花)以莺尾科多年生草本植物番红花的干燥柱头

入药,是我国药典收录的一味传统中药,首载于《本
草纲目》,味甘、性平,具有活血化瘀、凉血解毒、散
郁开结等功效。 藏红花素为藏红花主要有效成分,
具有抗炎、抗凋亡等多种生物学活性,温彬等[10] 报

道藏红花素能够缩短全脑缺血再灌注大鼠脑电图

恢复时间和翻正反射恢复时间。 Zhao 等[13] 体外实

验研究发现,50 mg / L 藏红花素能够明显提高缺氧

复氧损伤海马神经元活力并降低其凋亡率,本研究

开展前进行的预实验结果显示,50 mg / L 藏红花素

可明显提高缺氧复氧损伤皮质神经元活力并降低

其凋亡率,因此,本研究设置藏红花素质量浓度为

50 mg / L。 本实验通过缺氧复氧损伤皮质神经元模

拟在体脑缺血再灌注损伤,研究发现缺氧复氧损伤

皮质神经元活力明显降低,与巩雨等[14] 报道一致。
本研究结果显示,藏红花素预处理能够明显提高缺

氧复氧损伤皮质神经元活力。 脂多糖为 TLR4 激活

剂,本研究发现脂多糖能够明显逆转藏红花素对缺

氧复氧损伤皮质神经元活力的提高作用,这与 Du
等[15]报道的脂多糖激活 TLR4 可逆转芦荟苷对缺

氧复氧损伤肝细胞起到保护作用的结果相似,提示

藏红花素对缺氧复氧损伤皮质神经元的保护作用

可能与调节 TLR4 表达有关。
炎症反应和继发性神经元凋亡是脑缺血再灌

注损伤的重要病理机制。 侯家保等[16] 研究发现脑

缺血再灌注损伤能够病理性刺激 TNF-α、IL-1β、IL-6
等炎症因子分泌,从而诱发炎症反应。 此外,TNF-α
能够趋化其他炎症因子释放而加重炎症反应损伤,
IL-1β 则能够刺激内皮细胞上调表达黏附分子而促

进炎症细胞浸润[17]。 细胞凋亡是一种细胞程序化

死亡过程,多种蛋白参与其调控。 Bcl-2 和 Bax 同为

Bcl-2 家族蛋白成员,二者均定位于线粒体膜,其中

Bax 能够激发线粒体膜通透性转变孔道开放而促使

细胞色素 C(CytC)进入细胞质,CytC 则能够诱导

Caspase-3 活化,cleaved Caspase-3 通过破坏结构蛋

白、膜蛋白、核酸等分子结构而诱导细胞凋亡[18];
Bcl-2 可抑制线粒体膜通透性转变孔道开放而减少

CytC 进入细胞质,间接抑制 Caspase-3 活化,并且

Bcl-2 可抑制钙超载和 p53 活化,从而表现为抑制细

胞凋亡的作用[19]。 并且 Bcl-2 与 Bax 能够形成无活

性的异源二聚体,所以 Bax / Bcl-2 比值能够说明二

者共同对细胞凋亡的影响[20]。
TLR4 是一种模式识别受体,在脑神经系统神经

元、小胶质细胞、星型胶质细胞、少突胶质细胞等广

泛表达。 NF-κB 为 p65 / p50 二聚体,在脑神经系统

广泛表达,生理状态下以“p65 / p50-IκBα”聚合态形

式存在而无生理活性。 TLR4 能够诱导 IκBα 和 NF-
κB p65 亚基磷酸化,使“ p65 / p50-IκBα”聚合态解

离,游离态 p-NF-κB p65 核转位后能够诱导 TNF-α、
IL-1β、IL-6 等炎症因子表达[21]。 Chen 等[22] 研究发

现,阻断 TLR4 / NF-κB 通路抑制 TNF-α、IL-1β、IL-6
过度分泌,能够减轻脑缺血再灌注损伤。 HMGB1 是

一种内源性损伤分子,能够促进 TNF-α、IL-1β 等炎

症因子表达,并且王华杰等[23] 研究发现 HMGB1 抑

制剂能够抑制 TLR4 / NF-κB 通路活化而减轻大鼠心

肺复苏所致脑缺血再灌注损伤。 任娟等[24] 研究发

现 NF-κB 能够调控 Bcl-2、Bax 蛋白表达而促进细胞

凋亡。 本研究发现,藏红花素预处理能够明显降低

缺氧复氧损伤皮质神经元凋亡率,降低皮质神经元

培养液中 TNF-α、 IL-1β 和 IL-6 水平,降低 TLR4、
HMGB1、cleaved Caspase-3 表达量和 p-NF-κB p65 /
NF-κB p65、p-IκBα / IκBα、Bax / Bcl-2 比值,而脂多糖

能够明显逆转藏红花素的上述作用。 提示藏红花素

预处理能够抑制缺氧复氧损伤皮质神经元炎症反应

和凋亡,该作用可能与藏红花素抑制 TLR4 / NF-κB 通

路活化有关。
综上所述,藏红花素可抑制缺氧复氧损伤神经

元凋亡和炎症反应,对皮质神经元缺氧复氧损伤起

到保护作用,其机制可能与抑制 TLR4 / NF-κB 信号

通路活化有关。 本研究结果为藏红花素防治脑缺

血再灌注损伤提供了理论支持。
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