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漆黄素在大鼠脑缺血再灌注损伤中的神经保护作用
及可能机制

林俊瀚 林传琦 刘长远

[摘要] 目的 探讨漆黄素在大鼠脑缺血再灌注（I/R）损伤中的治疗效果和可能机制。方法 采用 30只雄性 SD大

鼠建立脑 I/R模型，将其分为五组：Sham组（假手术）、I/R组、FIS组（漆黄素+I/R）、SB203580 组（SB203580+I/R）以及

FIS+SB203580 组（漆黄素+SB203580+I/R）。利用 GEO 数据库中的 GSE202659 和 GSE131193 数据集对脑 I/R 关键

信号通路进行分析，筛选出关键的信号通路。检测比较各组的神经功能评分、大脑组织含水量、脑梗塞面积、神

经元存活率、细胞凋亡和相关蛋白表述差异。结果 GEO 生物信息学分析显示，筛选出 p38 MAPK 为共同的信

号通路。与 I/R 组比较，FIS 组脑梗死面积、细胞凋亡率、脑组织 p-p38、Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 的表达水平

明显降低（t分别=-10.40、-6.74、-6.79、-8.78、-7.27，P均＜0.05），神经细胞计数和脑组织 Bcl-2 的表达水平明显

升高（t分别=3.06、5.11，P均＜0.05）。与 FIS 组比较，FIS+SB203580 组脑梗死面积、脑组织 p-p38、Caspase-3 和

cleaved Caspase-3 的表达水平明显下降（t分别=-3.85、-4.87、-4.57、-6.03，P均＜0.05）。结论 漆黄素通过下调

p-p38 的表达明显减轻了大鼠 I/R 损伤引起的神经元损伤，与 SB203580 联合使用可以增加这一疗效，这为治疗脑

I/R损伤提供了新的思路。
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Neuroprotective effect and possible mechanism of Fisetin in cerebral ischemia-reperfusion injury in rats LIN
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Hospital and Yuying Children’s Hospital of Wenzhou Medical University，Key Laboratory of Pediatric Anesthesiology of
Ministry of Education，Key Laboratory of Anesthesiology of Zhejiang Province，Wenzhou 325027，China.
[Abstract] Objective To investigate the therapeutic effect and possible mechanism of Fisetin in cerebral ischemia-re⁃
perfusion（I/R）injury in rats. Methods A cerebral I/R model was established in 30 male SD rats，which were divided
into five groups：Sham group（sham operation），I/R group，FIS group（Fisetin+I/R），SB203580 group（SB203580+I/R），

and FIS +SB203580 group（Fisetin + SB203580+I/R）.The key signaling pathways in cerebral I/R were analyzed using the
GSE202659 and GSE131193 datasets in the GEO database to screen out the key signaling pathways.The scores of nerve
function，water content of brain tissue，cerebral infarct area，neuronal survival rate，cell apoptosis and relative protain ex⁃
pression were detected and compared among all groups. Results GEO bioinformatics analysis showed that p38 MAPK
was selected as a common signaling pathway.Compared with the I/R group，the cerebral infarction area，apoptosis rate，and
the expression levels of p-p38，Caspase-3，and cleaved Caspase-3 in brain tissue in the FIS group were significantly de⁃
creased（t=-10.40，-6.74，-6.79，-8.78，-7.27，P＜0.05），while the neuronal cell count and the expression level of Bcl-2
in brain tissue were significantly increased（t=3.06，5.11，P＜0.05）.Compared with the FIS group，the cerebral infarction
area and the expression levels of p-p38，Caspase-3，and cleaved Caspase-3 in brain tissue in the FIS + SB203580 group
were significantly decreased（t=-3.85，-4.87，-4.57，-6.03，P＜0.05）. Conclusion Fisetin can significantly reduce the
neuronal damage caused by I /R injury in rats by down-regulating the expression of p-p38，and the combination with

SB203580 can enhance this effect，which provides a
new idea for the treatment of brain I / R injury.
[Key words] Fisetin； reperfusion injury； p38
mitogen-activated protein kinases； neuronal dam⁃
age； rats
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脑血管疾病，尤其是缺血性脑卒中，正严重威

胁全球健康。虽然及时恢复缺血脑区的血流是关

键，但再灌注过程可能导致脑组织损伤，即缺血-再
灌注（ischemia-reperfusion，I/R）损伤[1]。I/R损伤可

能引发更严重的脑梗死，因此缺血性脑卒中的治疗

复杂且挑战重重。I/R损伤的机制尚不完全明确，但

可能与氧化应激、血脑屏障破坏、补体系统激活等

多种因素相关[2]。

漆黄素是一种类黄酮化合物，具有抗炎、抗氧

化和抗凋亡的作用，并已被证实在神经系统疾病中

具有保护作用，包括缺血性脑损伤和神经退行性疾

病[3]。因此，推测漆黄素可以作为治疗脑 I/R损伤的

潜在药物，其可能通过调节细胞信号传导通路、减

轻神经炎症和抑制细胞凋亡来保护神经细胞。本

次研究旨在通过生物信息学分析技术，探讨漆黄素

在脑 I/R损伤中的作用机制，并利用大数据筛选脑

I/R损伤的可能机制，并验证漆黄素在其中的潜在作

用靶点，为缺血性脑血管疾病的治疗提供新的策

略。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 实验动物 2022 年 4 月至 2022 年 10 月在温

州医科大学动物实验室进行本次实验。选择 30只

健康4～5 个月龄雄性SD大鼠，体重220～280 g，实
验动物许可证号：SCXK（苏）2021-0013。饲养环

境：自由进食和饮水，维持温度在 20°C～28°C，湿
度在50％～70％。

1.2 方法

1.2.1 I/R模型的建立 随机选取 24只大鼠，使用

1％的戊巴比妥钠溶液（50 mg/kg，腹腔注射）进行

麻醉。沿颈部中线切口，暴露和隔离左侧颈总动

脉、颈外动脉和颈内动脉，使用微动脉夹暂时关闭

颈内动脉，并结扎颈总动脉和颈外动脉的近端，通

过在颈总动脉分叉处 4 mm处的小切口将线插入

颈内动脉并固定，维持阻塞 2 h[4]。整个过程中持

续监测大鼠的直肠温度，保持在37°C。
1.2.2 分组处理 I/R模型建模成功的 24 只大鼠

随机分为四组（每组 6 只）：缺血再灌注组（I /R
组）、漆黄素+I/R 处理组（FIS 组）、SB203580+I/R
处理组（SB203580 组）和漆黄素与 SB203580 联合

处理组（FIS+SB203580 组）。剩余的 6 只大鼠纳

入 Sham 组，Sham 组仅进行了模拟手术。五组大

鼠均在造模前注射相应的药物或其溶剂。造模

前，FIS 组静脉注射漆黄素 20 mg/kg，SB203580 组

静脉注射 SB203580 10 mg/kg，FIS+SB203580 组静

脉注射漆黄素 20 mg/kg 和 SB203580 10 mg/kg，
Sham 组和 I/R 组作为对照，给予注射 0.9％氯化钠

溶液。

1.3 GEO 数据库的生物信息学分析 数据集

GSE202659 和 GSE131193 从 NCBI GEO 检索获得。

对正常组和 I/R组的差异基因表达进行分析，确定

差异表达的基因。然后，基于这些基因进行富集分

析，旨在发现两个数据集中的共同信号通路，以指

导后续动物实验设计[5]。

1.4 观察指标

1.4.1 行为观察 大鼠的神经功能分析在再灌注

后 24 h内评估，分别选取在再灌注后 2、6、12、24 h
4 个时间点进行评估[6]。评分如下：0 分表示无神经

损伤；1 分表示轻微缺陷，表现为无法伸展对侧前

爪；2 分表示中等缺陷，表现为行走时向左侧转圈；

3 分表示明显缺陷，表现为休息时向左侧倾斜；4 分

表示严重损伤，表现为无法恢复意识。

1.4.2 测量大脑组织水分含量 在再灌注后 24 h，
大鼠被进行安乐死处理，取出部分大脑并立即称重

（湿重）。随后，大脑在 100°C下干燥 24～48 h以获

得干重。大脑水分含量的计算公式=（湿重-干重）/
湿重×100％[7]。

1.4.3 测量大脑梗死面积 在再灌注24 h后，对大

鼠进行安乐死处理，并将其部分大脑进行连续切

片，厚度 2 mm厚的冠状切片。切片在 37°C的 2％
2，3，5-氯化三苯基四氮唑溶液中染色12 min，在多

聚甲醛磷酸盐缓冲液中固定过夜，固定好的脑片取

出晾干，脑梗死区显示白色，正常脑组织显示红色。

染色完成后，用 Imaging J软件对切片进行成像，并

根据这些图像确定梗死体积。

1.4.4 尼氏染色及神经元计数 大脑组织被制作

成石蜡切片以进行尼氏染色。自视交叉后2 mm行

冠状切片，通过双盲对组织切片进行染色并在高倍

光学显微镜下观察拍照。使用 Image J软件计算正

常神经元的数量。

1.4.5 TUNEL染色和凋亡细胞计数 采用 TUNEL
染色，首先，对石蜡切片进行脱蜡、水化并浸入

胰蛋白酶内消化 40 min。再加 TUNEL 反应混合

物在 37 ℃孵育 1 h，清洗，DAPI 避光复染细胞核

20 min，抗荧光淬灭液封片，最后荧光显微镜观

察，在大脑组织的 3 个随机区域对凋亡细胞进行

计数。
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1.4.6 Western blot法检测相关蛋白表达 所有大鼠

脑组织蛋白样本在RIPA缓冲液中制备，并使用牛血

清白蛋白作为标准进行定量。蛋白质通过 SDS-
PAGE分离，转移到膜上，并与一抗和二抗孵育。使

用增强化学发光试剂检测蛋白质表达，使用 Image J
软件进行定量分析。

1.5 统计学方法 采用SPSS 26.0统计学软件进行

数据分析。使用Shapiro-Wilk检验进行正态分布检

验。正态分布数据以均数±标准差（x±s）表示，组间

比较采用 t检验；多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用LSD-t检验。非正态分布数据以

中位数和四分位数表示，比较采用Kruskal-Wallis H
检验。计数资料比较采用χ2检验。设P＜0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 GEO生物信息学分析见封二图1
由封二图1可见，差异基因表达分析识别出492

和 517 个差异表达基因，筛选标准为P＜0.05和绝

对值 log2FC＞0.5。基因富集分析显示Sham组和 I/R
组同时涉及p38 MAPK信号通路。

2.2 五组大鼠在 I/R损伤后 2、6、12、24 h的神经功

能评分比较见图1
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图1 五组大鼠在脑 I/R损伤后2、6、12、24 h的神经功能评

分比较

由图 1 可见，Sham 组在 I/R损伤后 6、12、24 h
的神经功能评分分别为0（0，0）、0（0，0）、0（0，0）分。

在 I / R 损 伤 2、6、12、24 h 时 ，I / R 组 、FIS 组 、

SB203580 组和FIS+SB203580 组的神经功能评分均

高于 Sham 组（Z分别=3.49、3.19、2.90、2.85；3.59、
3.56、3.19、2.83；3.33、3.33、3.75、2.48；3.27、3.68、
3.27、2.58，P均＜0.05）。但 I/R组、FIS组、SB203580
组和FIS+SB203580组之间的神经功能评分比较，差

异均无统计学意义（H分别=3.34、4.97、5.49、7.27，P
均＞0.05）。
2.3 五组大鼠大脑水分含量和大脑梗死面积比较

见图2、3
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图2 五组大鼠大脑水分含量比较
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图3 五组大鼠大脑梗死面积比较

由图 2 可见，Sham 组大鼠大脑组织含水量最

低，I/R组、FIS组、SB203580 组和 FIS+SB203580 组

的大脑水分含量均高于 Sham 组，差异均有统计

学意义（t分别=6.02、3.81、3.45、2.90，P均＜0.05）。
由图 3可见，Sham组没有大脑梗死，I/R组、FIS

组、SB203580 组和 FIS+SB203580 组的大脑梗死面

积均大于 Sham 组，差异均有统计学意义（t分别=
18.16、7.76、7.17、3.90，P 均 ＜0.05）。 FIS 组 、

SB203580 组和FIS+SB203580 组的梗死面积均小于

I/R组，FIS+SB203580 组梗死面积均小于 FIS组和

SB203580 组，差异均有统计学意义（t分别=-10.40、
-10.99、-14.25、-3.85、-3.27，P均＜0.05）。
2.4 五组大鼠的NISSL染色和神经元计数比较见

封二图2
由封二图2A可见，脑组织海马区NISSL染色显

示，Sham组存在数量较多、体积较大、结构清晰的神

经元，且观察到更多的深蓝色NISSL小体。I/R组的

神经元出现明显萎缩，细胞间隙增加，并且神经元

数量减少。FIS组、SB203580 组和FIS+SB203580 组

细胞间隙相对致密，神经元细胞较多。
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由封二图 2B可见，与 Sham组相比，I/R组、FIS
组、SB203580 组和 FIS+SB203580 组中的神经元表

现出明显的萎缩、细胞间隙增加和神经元数量减

少（t分别=-8.79、-5.73、-5.59、-4.77，P均＜0.05）。

与 I / R 组 相 比 ，FIS 组 、SB203580 组 和 FIS +
SB203580 组神经元数量明显增加（t分别=3.06、
3.19、4.02，P均＜0.05），而这三组间神经元计数比

较，差异均无统计意义（t分别=-0.96、-0.83、-0.13，
P均＞0.05）。

2.5 五组大鼠的TUNEL染色和凋亡细胞计数比较

见图封三图3
由封三图 3 可见，TUNEL 染色的结果显示，

Sham组几乎没有凋亡细胞，明显少于 I/R组、FIS组、

SB203580 组和 FIS+SB203580 组（t分别=-21.27、
-14.53、-13.44、-11.05，P均＜0.05）。I/R组的凋亡

细胞比例较高，明显高于 FIS 组、SB203580 组和

FIS+SB203580 组（t分别=6.74、7.83、10.21，P均＜

0.05），且 FIS+SB203580 组凋亡细胞计数小于 FIS
组，差异有统计学意义（t=-3.48，P＜0.05）。
2.6 五组大鼠的p38和p-p38蛋白表达比较见图4
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注：A：p38和p-p38的蛋白条带；B：p38蛋白定量图；C：p-p38蛋白定量图。

图4 五组大鼠大脑组织中p38和p-p38蛋白表达水平比较

由图4可见，Western blot检测结果显示，五组间

p38 蛋白表达水平比较，差异无统计学意义（F=
2.72，P＞0.05）。与 Sham 组相比，I /R 组、FIS 组、

SB203580 组和FIS+SB203580 组的p-p38蛋白表达

水平明显更高（t分别=16.57、9.78、10.95、4.91，P均

＜0.05）。与 I/R组相比，FIS组、SB203580 组和FIS+
SB203580 组的 p-p38 表达明显水平减少（t分别=
- 6.79、- 5.62、- 11.67，P 均＜0.05）。与 FIS 组和

SB203580 组相比，FIS+SB203580 组的p-p38蛋白表

达水平进一步下降（t分别=-4.87、-6.04，P均＜0.05）。
2.7 五组大鼠的凋亡相关蛋白的表达比较见图5

由图 5 可见，Western blot 检测结果显示，与

Sham 组相比，I /R 组、FIS 组、SB203580 组和 FIS+
SB203580 组的Bcl-2蛋白表达均明显降低（t分别=
-15.74、-10.63、-9.53、-7.69，P均＜0.05）；与 I/R组

相比，FIS组、SB203580 组和FIS+SB203580 组Bcl-2
表达蛋白表达水平明显升高（t分别=5.11、6.20、
8.04，P均＜0.05）。与 Sham组相比，I/R组、FIS组、

SB203580 组和 FIS + SB203580 组的 Caspase -3 和

cleaved Caspase-3 的蛋白表达水平升高（t分别=
18.82、10.04、10.96、5.47；18.68、11.41、13.71、5.38，

P均＜0.05）；与 I/R组相比，FIS组、SB203580 组和

FIS+SB203580 组的Caspase-3和 cleaved Caspase-3
的蛋白表达水平明显下降（t分别=-8.78、-7.86、
-13.35；-7.27、-4.97、-13.30，P均＜0.05）；此外，

FIS+SB203580 组的Caspase-3和 cleaved Caspase-3
的蛋白表达水平明显低于 FIS 组和 SB203580 组

（t分别=-4.57、-5.49；-6.03、-8.33，P均＜0.05）。
3 讨论

脑 I/R是一种常见的临床疾病，其特点是脑血

流的中断和恢复，由于大脑对缺氧的高度敏感性，

使这一临床疾病治疗上面临巨大挑战。脑缺血触

发一系列复杂的反应，而来自再灌注的继发性损伤

则通过释放神经毒素、放大炎症反应和扰乱脑微环

境来加剧这一状况，这些都会明显影响患者的预

后[8]。本次研究对GEO数据库中两个脑 I/R数据集

进行了差异和富集分析，识别出 p38 MAPK信号通

路在脑 I/R发病中的重要作用。鉴于目前已知的漆

黄素的治疗效力，漆黄素可能通过降低 I/R大鼠脑

组织中 p38的表达水平达到其神经保护功效，本次

研究结果显示，FIS组相比 I/R组，脑水肿和梗塞面

积显著减小，且神经功能评分提高，表明漆黄素在
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减轻大脑水肿和梗塞面积方面有积极作用，这与漆

黄素抗炎特性的研究报道相一致[9]。漆黄素与

SB203580的联合使用进一步增强了其治疗效果，这

表现为梗死面积的更大幅度减少，从而突出了在 I/R
损伤治疗中两种药物治疗效力相辅相成。

本次研究TUNEL染色显示，FIS组相比 I/R组神

经元凋亡明显减少，这表明漆黄素具有抗凋亡的能

力。凋亡是缺血性脑卒中病理生理学中的一个基

本过程，涉及激活半胱氨酸蛋白酶家族的蛋白质。

本次研究结果显示，FIS组相比 I/R组中Caspase-3
和 cleaved Caspase-3的表达降低，这表明漆黄素的

神经保护作用可能也包括抑制凋亡途径，与之前在

多种细胞模型中报道的漆黄素抗凋亡效果一致[10]。

此外，漆黄素处理组中Bcl-2表达的上调证实了其

在抑制凋亡中的作用。

本次研究也阐明了 p38 MAPK通路在 I/R损伤

中的重要作用。在应激反应中被激活的p38 MAPK

涉及细胞死亡和存活过程。相较 I/R组，漆黄素处

理组中的 p-p38表达减少，表明漆黄素可能通过调

节这一通路发挥其保护效果，为漆黄素的神经保护

提供了实验数据支持，并为使用 p38 MAPK抑制剂

作为辅助治疗开辟了新的探索途径。在探究漆黄

素和SB203580联合治疗潜力时，本次深入研究了它

们的分子交互作用及对关键靶点的调控。p338
MAPK通路在细胞应激反应中起着关键作用，包括

脑 I /R，它被认为能够促进神经元凋亡和炎症反

应[11]。本次研究结果，FIS+SB203580组相较 FIS组

有更少的脑梗死面积和凋亡细胞，表明漆黄素与

SB203580联合使用，在抗凋亡和抗炎症方面相得益

彰，通过降低促凋亡蛋白的表达和提高抗凋亡蛋白

的表达，有效地抑制凋亡。另外，有研究报道，它们

在减少氧化应激方面的作用也进一步促进了神经

元的生存和恢复[12]。

本次研究的局限性在于使用的大鼠模型，啮齿
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图5 五组大鼠大脑组织中凋亡相关蛋白表达水平比较
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动物和人脑血管系统存在差异；其次研究主要集中

在急性 I/R损伤上，未探讨漆黄素治疗的长期效果。

综上所述，本次研究为漆黄素在大鼠脑 I/R损

伤模型中的神经保护效果提供了充分证据。然而，

进一步研究仍然需要克服当前的局限性，以验证这

些结果在临床中的适用性。
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和跟踪观察。特殊情况下抗肿瘤药物循证医学证

据采纳根据依次是：其他国家或地区药品说明书中

已注明的用法，国际权威学协会或组织发布的诊疗

规范、临床诊疗指南，国家级学协会发布的经国家

卫生健康委员会认可的诊疗规范、临床诊疗指南和

临床路径等。

6 重视药物相关性不良反应

抗肿瘤药物的相关性不良反应发生率较高，也

容易产生罕见的不良反应，因此抗肿瘤药物不良反

应报告尤为重要。医疗机构应当建立药品不良反

应、药品损害事件监测报告制度，并按照国家有关

规定向相关部门报告。医疗机构应当将抗肿瘤药

物不良反应，尤其是新型抗肿瘤药物不良反应报告

纳入医疗质量考核体系，定期分析和报告新型抗肿

瘤药物不良反应的动态和趋势。临床医师、护理人

员和临床药师应当密切随访患者的用药相关毒性，

并及时上报不良反应，尤其是严重的和新发现的不

良反应。

摘自国卫办医政函[2025]2 号国家卫生健康委

办公厅关于印发新型抗肿瘤药物临床应用指导原

则（2024年版）的通知
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