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姜黄素对大鼠缺血再灌注损伤的保护作用

徐丙发, 吴华璞,祝晓光

[摘要 ]目的:探讨不同浓度的姜黄素 (Cur)对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。方法:采用线栓法阻塞大鼠大脑

中动脉 (MCAO), 建立大鼠局灶性脑缺血实验模型,观察不同浓度姜黄素 ( 20 mg/kg、 40 mg/kg、 60 mg/kg)对脑缺血再灌注损

伤后大鼠神经学评分 、脑梗死体积的改变, 并用免疫组化法检测热休克蛋白 70(HSP70)的表达情况。结果:假手术组无神经

行为改变;各用药组神经学评分明显低于缺血再灌组。各用药组脑梗死体积明显小于缺血再灌组;Cur20 mg/kg组明显大于

其它两组。各用药组 HSP70阳性率较缺血再灌注组明显增多;Cur40 mg/kg组优于其它两组。结论:姜黄素对大鼠局灶性脑

缺血再灌注损伤有保护作用;其机制可能与增加脑缺血再灌注损伤时 HSP70的表达, 增强其对神经细胞的保护作用有关。
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Protectiveeffectofcurcuminonratsafterfocalcerebralischemia/reperfusiondamage
XUBing-fa, WUHua-pu, ZHUXiao-guang

(DepartmentofPharmocology, BengbuMedicalCollege, Bengbu233030, China)

[ Abstract] Objective:Toexploretheprotectiveeffectofcurcumin(Cur) ontheinjurycausedbyfocalcerebralischemia/reperfusion

(I/R) ofratsanditsmechanism.Methods:Themodelofmiddlecerebralarteryocclusion(MCAO) andreperfusionwassetup.Curof

20 mg/kg, 40mg/kgand60mg/kgwasintraperitoneallyinjectedintotheratsrespectively, andthechangesoftheneurologicdeficiency

scoresandtheinfarctvolumewereobserved.TheexpressionofHSP70 inbraintissuewasdetectedbythemethodofimmuno-

histochemistry.Results:Sham-operatedgrouppresentednoneurologicchanges.TheneurologicdeficiencyscoresinCurgroupswere

obviouslyelevated, comparedwiththoseinI/Rgroup.TheinfarctvolumeinCurgroupswasobviouslylessthanthatofI/Rgroup, and

theinfarctvolumeofCur20mg/kggroupwasobviouslylargerthanthatoftheothertwogroups.ComparedwithI/Rgroup, thenumber

andtherateofHSP70positivecellsincreasedobviouslyinCurgroups, andCur40 mg/kggroupwassupiortotheothertwogroups.

Conclusions:Curcanpreventratsfromfocalcerebralischemia/reperfusiondamage.ThemechanismmaybethatCurcanelevatethe

expressionofHSP70 inlocalcerebralischemia/reperfusiondamage, thusprotectingtheneuronsmoreeffectively.

[ Keywords] cerebralischemia;reperfusion;curcumin;embolism;middlecerebralartery;infarctvolume;heatshockprotein70;rats

　　缺血性脑血管病又称脑卒中,是临床常见病,死

亡率及致残率高,预防和治疗缺血性脑血管疾病,减

少其致残,加强脑缺血后的脑保护已成为当前最重

要的公共健康问题之一。其损伤机制涉及脂质过氧

化 、自由基损伤
[ 1]
、兴奋性氨基酸毒性 、细胞内钙超

载
[ 2]
、血液流变学改变及神经细胞凋亡等多环节 。

这些因素互为因果 、共同作用, 形成损伤级联反应,

最终导致神经细胞损伤 。姜黄素 (curcumin, Cur)

是从姜科姜黄属植物姜黄 (curcumalonga) 根茎中

提取的一种酚性色素, 由于其色泽稳定, 且毒性很

低,目前已广泛应用于食品添加剂和染料中 。研究

表明, 姜黄素是以保护正常细胞免受各种不良因素

的损伤为基础, 发挥其抗炎
[ 3]
、抗肿瘤

[ 4]
、抗氧

化
[ 5]
、抗真菌等药理作用, 还可用于重要器官缺血

性损伤的治疗
[ 6]

, 对缺血性脑血管病产生影响
[ 7]
。

本文通过大鼠局灶性脑缺血模型观察姜黄素对脑缺

血再灌注损伤的保护作用,并探讨其机制。

1　材料与方法

1.1　药品和试剂　姜黄素, BIOMOL公司生产, 二

甲亚砜助溶,配制成浓度为 0.4%的姜黄素溶液;氯

化-2, 3, 5-三苯基四氮唑 (TTC, 分析纯 ):中国医药

(集团 )上海化学试剂公司生产, 批号:20030815。

HSP70免疫组化试剂盒:福州迈新生物技术开发

公司 。

1.2　动物　健康雄性 SD大鼠,清洁级,体重 260 ～

310 g,购于郑州大学医学院实验动物中心。

1.3　大鼠局灶性脑缺血模型的制备及实验分组　

取 SD大鼠 96只,随机分成 6组,每组 16只,即假手

术组 、缺血再灌注 (I/R)组 、尼莫地平 ( 0.4 mg/kg)

组 、姜黄素 ( 20 mg/kg、40mg/kg、60 mg/kg)组,其中

8只用于 TTC染色检测,另 8只用于免疫组化检测。
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按 Zea-Longa法
[ 8]
稍加改进制作 MCAO动物模型 。

大鼠称重后用水合氯醛 400 mg/kg腹腔注射麻醉,

仰卧位固定, 分离右侧颈总动脉 (CCA) 、颈外动脉

(ECA) 、颈内动脉 (ICA)及翼颚动脉 (ICA分支 ) ,用

动脉夹暂时阻断 CCA,在距 CCA分叉 0.8 ～ 1.0 cm

处用双重丝线结扎并剪断 ECA。在 ECA近心端剪

一小口,用直径 0.2 mm的尼龙线经小口插入, 经分

叉处轻轻推入 ICA。当将尼龙线插入距 CCA分叉

1.8 ～ 2.0 cm处并有轻微阻力, 表明栓线穿过大脑

中动脉起始端至近端, 阻塞了大脑中动脉主干的起

始部。假手术组只需将栓线插入 5 mm左右。 1 h

后将栓线抽至 ECA起始部实现再灌注 。

1.4　行为学评分　在大鼠清醒后参考 Longa等
[ 9]

的方法进行行为障碍评分:无神经功能缺失症状,活

动正常者 0分;提尾时病灶对侧前肢不能完全伸直

者 1分;爬行时出现向对侧转圈者 2分;爬行时身体向

对侧倾倒者 3分;不能自行行走,意识丧失者 4分。

1.5　TTC染色和脑梗死体积测定　缺血再灌注后

24 h立即断颅处死大鼠, 取出脑组织, 置于 -20 ℃

冰箱 10 min, 取出后间隔 2 mm连续作 6个脑冠状

粗切片,立即将切片置于 37 ℃2%TTC中避光恒温

孵育 30 min, 后用 10%甲醛固定 24 h, 正常组织染

色呈红色,坏死组织呈白色 。

1.6　HSP70表达测定　将再灌 24 h的大鼠麻醉,

用 37℃生理盐水 200ml经左心室插管快速灌注冲

洗出血液, 再用 4 ℃ 4%甲醛 (pH7.4、0.01 mol/L

PBS) 400 ml灌注 30 ～ 40 min, 固定脑组织 。灌注完

毕后立即断头取脑, 置 4%甲醛溶液保存备用 。常

规石蜡包埋,自视交叉前缘向后作连续冠状切片,片

厚 4 μm。取相同层面切片 5张分别做苏木精-伊红

染色和免疫组织化学染色。 HSP70免疫组化染色参

照试剂盒说明书进行, DAB显色后显微镜观察并摄

片 。胞质被染成棕黄色环状者为阳性细胞 。每张切

片各取 5个相互不重叠的高倍视野 ( 10 ×40) , 计

HSP70阳性细胞数及神经细胞总数, 取平均值, 并计

算阳性率 (阳性率 =阳性细胞数 /神经细胞总数 ×

100%)。

1.7　统计学方法　采用多个样本比较的秩和检验

和 Poission分布资料的 u检验 。

2　结果

2.1　大鼠神经学评分　假手术组大鼠肢体活动自

如,无神经功能缺失,行为学评分均为 0分, 余 5组

动物均在再灌清醒后即有症状, 并在 3 ～ 6 h达到高

峰, 再灌后 12h症状开始减轻, 主要表现为提尾时

左前肢屈曲,爬行时向左侧倾倒并有右侧 Horner' s

征阳性。缺血再灌注组与 Cur组比较有统计学意义

(P<0.05), Cur组间两两比较无统计学意义 (P>

0.05) (见表 1) 。

表 1　Cur对大鼠神经学评分的影响 (x±s;ni=16)

分组
剂量

(mg/kg)
神经学评分 Hc P

假手术组 0.0 0.00±0.00

缺血再灌 (I/R)组 0.0 2.73±0.59 5.134＊ 0.000

I/R+尼莫地平组 0.4 1.53±0.64 3.867■ 0.000

I/R+Cur组 20.0 2.07±0.70 2.766■ 0.010

I/R+Cur组 40.0 1.60±0.74 3.604■ 0.000

I/R+Cur组 60.0 1.93±0.70 3.090■ 0.003

　　两两比较秩和检验:＊与假手术组比较, ■与缺血再灌组比较

2.2　脑梗死体积测定　假手术组未发现梗死;缺血

再灌注组脑梗死明显,与假手术组比较有统计学意

义 (P<0.01);各用药组脑梗死体积明显小于缺血

再灌注组;Cur20mg/kg组脑梗死体积明显大于 Cur

40 mg/kg组 ( P<0.01 ) 、Cur60 mg/kg组 (P<

0.01) 。说明 Cur能减少脑梗死体积, Cur40 mg/kg

组 、Cur60mg/kg组优于 Cur20 mg/kg组 (见表 2) 。

表 2　Cur对大鼠脑梗死体积的影响 (x±s;ni=8)

分组
剂 量

(mg/kg)

脑梗死体积

(mm3 )
Hc P

假手术组 0.0 0.0±0.0

缺血再灌 (I/R)组 0.0 306.0±58.0 3.590＊ 0.000

I/R+尼莫地平组 0.4 107.0±30.0 3.361# 0.001

I/R+Cur组 20.0 183.0±37.0 3.361■ 0.001

I/R+Cur组 40.0 118.0±34.0 3.361# 0.001

I/R+Cur组 60.0 125.0±18.0 3.361# 0.001

　　两两比较秩和检验:＊与假手术组比较;■与缺血再灌组比较, #

与 Cur20mg/kg组比较

2.3　HSP70表达　假手术组见少许散在 HSP70阳

性细胞;缺血再灌注组可见较多 HSP70阳性细胞;

各用药组可见许多 HSP70阳性细胞,阳性率均较缺

血再灌注组明显增多 (见图 1)。组间比较可见 Cur

40mg/kg组阳性细胞率高于 Cur20 mg/kg组和 Cur

60 mg/kg组 ( P<0.05) 。这表明 Cur可增强脑缺

血再灌注组织 HSP70的表达, 其中以 40 mg/kg组

效果为优 (见表 3) 。

3　讨论

　　姜黄为姜黄属植物,药用其根茎,是常用的天然

食品添加剂。中医认为姜黄能行气 、散风活血 、通经

止痛 。姜黄的黄色物质为略带酸性的酚性物质, 是
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　表 3　Cur对 HSP70阳性细胞数和阳性细胞率 (% )的影

响 (ni=8)

分组
剂量

(mg/kg)

神经细胞

总数

阳性细胞

数

阳性细胞

率 (% )
u P

假手术组 0.0 22.08 1.37 6.13 — —

缺血再灌 (I/R)组 0.0 17.88 4.38 24.258 — —

I/R+尼莫地平组 0.4 23.44 12.50 49.00■■ 4.822＊ 0.000

I/R+Cur组 20.0 21.70 9.00 37.88■■#△ 　 2.963＊ 0.010

I/R+Cur组 40.0 25.40 13.63 49.25■■ 4.433＊ 0.001

I/R+Cur组 60.0 22.02 8.75 36.38＊＊■#△ 2.674＊ 0.018

　　u检验:与 I/R组比较■P<0.05, ■■P<0.01;与尼莫地平组比较, #P

<0.05;与 Cur40 mg/kg组比较△P<0.05;与 I/R组比较＊P<0.05

姜黄素 、去甲氧基姜黄素 、双去甲氧基姜黄素的混合

体,称之为姜黄色素, 是姜黄发挥药理作用的主要成

分,而姜黄素是其中最重要的活性成分,其分子式为

C21H20O6, 主链为不饱和脂族及芳香族基团。近年

来,随着对姜黄素的深入研究, 发现其除具有抗癌 、

抗凝 、抗炎 、抗病毒 、抗氧化 、调血脂等作用外, 还可

用于重要器官缺血性损伤的治疗, 对缺血性脑血管

病多个环节产生影响 。

　　本研究结果显示, 姜黄素可改善脑缺血再灌注

损伤大鼠的神经症状,并减少梗死体积,表明姜黄素

对脑缺血再灌注损伤有明显保护作用;同时发现

Cur可进一步增强缺血再灌注后大鼠 HSP70的表达。

热休克蛋白 ( HSP)是生物体 (或离体培养细

胞 )在不良环境因素作用下所产生的一组特殊蛋白

质,具有保护机体 (或细胞 )不受或少受伤害的功

能 。HSP70是 HSP家族中最保守 、最丰富和最主要

的一种, 根据其表达形式的不同可分为结构型

HSP70(在未应激前即已存在 )及诱生型 HSP70(在

未应激的细胞中很少, 应激后明显增加 ) 两大类 。

HSP70对细胞有明显的保护作用:( 1)HSP70作为

分子伴侣,可帮助新合成的蛋白质肽链正确折叠和

装配以维持蛋白质的正确构型,同时也可以帮助修

复蛋白质的可复性损伤;( 2 )HSP70通过抑制凋亡

基因表达 、抗氧化作用及免疫调节作用等产生细胞

保护作用。 Hata等
[ 10]
观察到, HSP70mRNA在大鼠

MCAO1h末于皮质半暗带已开始轻度表达,再灌注

后 3 h达到高峰,继而下降,直到 3天后消失。范德

义等
[ 11]
通过夹闭双侧颈总动脉 2、6和 12min后,发

现脑缺血 6min和 12 min组脑组织 HSP70的表达

较正常组明显增高,提示 HSP70在脑缺血时的脑组

织存在高表达, 脑缺血时间越长, HSP70的表达越

高 。结扎沙土鼠双侧颈动脉引起的脑缺血, 可造成

海马 CA1区神经元死亡 。与单纯 5min缺血组相

比, 先给予 2min缺血预处理后 7天内再给予 5 min

缺血组的海马 CA1区神经元出现选择性 HSP70表

达。 HSP70合成增加能减轻细胞凋亡, 并阻止细胞

开启自杀途径,而应用 HSP70的抑制剂则能促使细

胞凋亡
[ 12]
。 HSP70可通过抑制 NF-κB的表达, 抑

制细胞凋亡
[ 13]
。本实验观察到缺血再灌注后大鼠

HSP70的表达增加, 与文献报道一致;Cur可进一步

增强缺血再灌注后大鼠 HSP70的表达, 其中 Cur40

mg/kg对其影响最大,与尼莫地平 ( 0.4 mg/kg)作用

相当 。以上实验提示 Cur增强 HSP70的表达可能

是其抗脑缺血再灌注损伤的新的机制之一。

　　(本文图 1见封三 )
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