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依达拉奉对缺氧诱导脑血管内皮细胞损伤的影响及机制研究
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摇 摇 摘要: 目的 明确依达拉奉调控核因子 资B(NF-资B)信号通路对缺氧诱导脑血管内皮细胞损伤的影响。 方法 分离

大鼠脑血管内皮细胞,分成 Control、Model (缺氧处理)、Edaravone - 10 滋mol / L(缺氧和 10 滋mol / L 依达拉奉处理)、
Edaravone-20 滋mol / L(缺氧和 20 滋mol / L 依达拉奉处理)、Edaravone-40 滋mol / L(缺氧和 40 滋mol / L 依达拉奉处理)、
Edaravone-40 滋mol / L+PMA(缺氧和 40 滋mol / L 依达拉奉、NF-资B 信号激活剂 PMA 处理)组,以噻唑蓝(MTT)方法检测

各组细胞增殖活性变化,运用流式细胞术分析各组细胞凋亡水平变化,试剂盒检测活性氧(ROS)、丙二醛(MDA)、乳酸

脱氢酶(LDH)、超氧化物歧化酶(SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)水平,Western blot 法检测半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶(Caspase)-3、裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(C-Caspase)-3、Caspase-9、C-Caspase-9、p65 蛋白表达。 结果 与 Control 组比

较,Model 组脑血管内皮细胞凋亡水平增加,细胞增殖活性降低,细胞中 C-Caspase-3、C-Caspase-9、p65、ROS、MDA、LDH 表达水

平升高,Caspase-3、Caspase-9、SOD、GSH-Px 表达水平降低。 与 Model 组比较,Edaravone-10 滋mol / L、Edaravone-20 滋mol / L、
Edaravone-40 滋mol / L组脑血管内皮细胞凋亡水平逐渐降低,细胞增殖活性逐渐升高,细胞中 C-Caspase-3、C-Caspase-9、p65、
ROS、MDA、LDH 表达水平逐渐降低,Caspase-3、Caspase-9、SOD、GSH-Px 表达水平逐渐升高。 与Edaravone-40 滋mol / L组比较,
Edaravone-40 滋mol / L+PMA 组脑血管内皮细胞增殖活性降低,细胞凋亡率升高,C-Caspase-3、C-Caspase-9、p65、ROS、MDA、
LDH 表达增多,Caspase-3、Caspase-9、SOD、GSH-Px 表达降低。 结论 依达拉奉通过抑制 NF-资B 信号减轻缺氧诱导脑血管

内皮细胞损伤。
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摇 摇 ABSTRACT:Objective To clarify the effect of edaravone-regulated nuclear factor kappa-B (NF-资B) signaling pathway
on hypoxia-induced cerebral vascular endothelial cell injury. Methods Rat cerebral vascular endothelial cells were isolated and
divided into Control, Model (hypoxia treatment), Edaravone-10 滋mol / L (hypoxia and 10 滋mol / L edaravone treatment), Edar鄄
avone-20 滋mol / L (hypoxia and 20 滋mol / L edaravone treatment), Edaravone-40 滋mol / L (hypoxia and 40 滋mol / L edaravone
treatment), Edaravone-40 滋mol / L+PMA (hypoxia and 40 滋mol / L edaravone, NF-资B signal activator PMA treatment) group.
Methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) method was used to detect changes in cell proliferation activity in each group; flow cytometry
was used to analyze changes in cell apoptosis; the kits were used to detect levels of reactive oxygen species (ROS), malondialde鄄
hyde (MDA), lactate dehydrogenase (LDH), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px); Western
blot method was used to detect the expression of cysteine aspartic protease (Caspase)-3, cleaved cysteine aspartic protease (C-
Caspase)-3, Caspase-9 and C-Caspase-9 and p65 protein. Results Compared with the Control group, the apoptosis level of
cerebral vascular endothelial cells in the Model group increased, the cell proliferation activity decreased, the expression levels of
C-Caspase-3, C-Caspase-9, p65, ROS, MDA and LDH were increased, the expression levels of Caspase-3, Caspase-9,
SOD and GSH-Px were decreased. Compared with the Model group, in the Edaravone-10 滋mol / L, Edaravone-20 滋mol / L,

Edaravone - 40 滋mol / L groups, the apoptosis level of cerebral
vascular endothelial cells gradually decreased, and the cell
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proliferation activity gradually increased, the expression levels of C-Caspase-3, C-Caspase-9, p65, ROS, MDA and LDH
gradually decreased, the expression levels of Caspase-3, Caspase-9, SOD and GSH-Px gradually increased. Compared with the
Edaravone-40 滋mol / L group, in the Edaravone-40 滋mol / L+PMA group, the proliferation activity of cerebral vascular endotheli鄄
al cells was reduced, the apoptosis rate was increased, and the expression of C-Caspase-3, C-Caspase-9, p65, ROS, MDA
and LDH were increased, the expression of Caspase-3, Caspase-9, SOD and GSH-Px were decreased. Conclusion Edaravone
reduces hypoxia-induced cerebral vascular endothelial cell damage by inhibiting NF-资B signaling.
摇 摇 Key words:Edaravone; NF-资B signaling; Cerebral vascular endothelial cells; Hypoxia

摇 摇 脑组织损伤在临床上极为常见,脑血管内皮细
胞在脑组织损伤中发挥重要作用也1页。 在外界因素
的刺激下,脑血管内皮细胞能够产生大量的活性氧
(ROS),诱导氧化损伤和细胞凋亡,破坏脑组织完整
结构,影响脑组织功能发挥也2页。 依达拉奉是一种氧
自由基清除剂,临床上主要应用于脑水肿、神经功能
障碍等神经系统疾病的治疗也3页。 有研究显示,依达
拉奉对过氧化氢诱导的血管内皮细胞损伤有改善作
用,其可以减少氧化应激引起的细胞凋亡也4页。 依达
拉奉对缺血性脑损伤大鼠有治疗作用也5页。 目前尚
未发现关于依达拉奉在缺氧诱导的脑血管内皮细胞
损伤中的作用研究。 研究显示,依达拉奉改善心脑
血管系统疾病机制与信号转导通路有关也6页。 有实验
表明,依达拉奉通过降低核因子 资B(NF-资B)信号通
路激活水平减轻脑缺氧大鼠氧化损伤;依达拉奉抑制
脑出血大鼠细胞过度凋亡的同时抑制 NF-资B 信号通
路的激活;依达拉奉作用机制可能与 NF-资B 信号通
路有关也7-8页。 NF-资B 是一个具有广泛作用的信号转
导通路,参与炎症、细胞凋亡、氧化损伤、细胞衰老等
多个生理活动的调节也9页。 研究显示,NF-资B 在缺氧
诱导的脑血管内皮细胞中过度激活,并且激活 NF-
资B 信号加重脑血管内皮细胞损伤也10页。 本实验旨在
探讨依达拉奉调控 NF-资B 信号对缺氧诱导的脑血管
内皮细胞损伤的影响,以期为依达拉奉治疗缺氧诱导
的脑血管损伤提供理论支撑。

1摇 资料与方法

1. 1摇 材料摇 SD 大鼠,体质量 200 ~ 220 g,购自河南
省实验动物中心,本研究遵循 3R 原则,且实验方案
符合实验动物护理和使用指南;ROS 检测试剂盒购
自武汉艾美捷科技有限公司;乳酸脱氢酶(LDH)、
谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)检测试剂盒购自江
苏艾迪生生物科技有限公司;依达拉奉购自中国药
品生物制品检定所;半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
(Caspase)-3、裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(C-
Caspase)-3 抗体购自北京百奥莱博科技有限公司;
超氧化物歧化酶(SOD)活性检测试剂盒购自上海康
朗生物科技有限公司;Caspase-9、C-Caspase-9 抗
体购自北京普利莱基因技术有限公司;p65 抗体购
自美国 Abcam;丙二醛(MDA)含量检测试剂盒购自

北京索莱宝科技有限公司。
1. 2摇 脑血管内皮细胞分离培养也11页 摇 脱颈处死大
鼠,分离脑血管,用磷酸盐缓冲液(PBS)将脑组织洗
涤 3 次,以眼科剪将组织剪碎,转移到离心管内,添
加 2 g / L 的胶原酶,混合,放在 37益水浴中充分消化
0. 5 h。 将消化以后的溶液用滤网过滤,3000伊g 离
心 10 min。 弃掉上清,留取细胞沉淀。 添加含有
20%胎牛血清的细胞培养液继续培养。
1. 3摇 噻唑蓝(MTT)方法检测依达拉奉对脑血管内
皮细胞增殖影响摇 脑血管内皮细胞种植到 96 孔板
中,每个孔内 100 滋L 的细胞培养液、5000 个细胞,
同时在细胞内添加依达拉奉使其终浓度为 0、10、
20、40、80 滋mol / L,常规培养 24 h,取出细胞培养板,
分别添加 MTT 溶液,在 37益继续培养 4 h。 将上清
溶液吸弃,添加 150 滋L 的二甲基亚砜,孵育 10 min。
转移到酶标仪上,检测 490 nm 的光密度(OD)值。
1. 4 摇 细胞分组 摇 脑血管内皮细胞分成 Control、
Model、 Edaravone-10 滋mol / L、 Edaravone-20 滋mol / L、
Edaravone-40 滋mol / L 组,处理方法如下:(1) Control
组正常培养;(2)Model 组给予缺氧条件(95%氮气、
5%CO2、1%氧气)刺激;(3)Edaravone-10 滋mol / L 组
给予缺氧条件 (95% 氮气、 5% CO2、 1% 氧气) 和
10 滋mol / L的依达拉奉刺激;(4)Edaravone-20 滋mol / L
组给予缺氧条件(95% 氮气、5% CO2、1% 氧气) 和
20 滋mol / L的依达拉奉刺激;(5)Edaravone-40 滋mol / L
组给予缺氧条件(95% 氮气、5% CO2、1% 氧气) 和
40 滋mol / L的依达拉奉刺激。 各组细胞培养 24 h 以后,
按照 1. 3 中MTT 方法检测细胞增殖活性的变化。
1.4.1摇 流式细胞术检测细胞凋亡摇 分别用 PBS 将 Con鄄
trol、Model、Edaravone-10 滋mol / L、Edaravone-20 滋mol / L、
Edaravone-40 滋mol / L组细胞反复洗涤 2 次,然后将细胞
悬浮在 PBS 中,调整细胞浓度为 2伊106 个 / mL,每个样品
取1 mL 细胞溶液,离心,留取细胞沉淀,添加 300 滋L 的
结合缓冲液,继续添加5 滋L 的碘化丙锭(PI)和膜联蛋白
V-异硫氰酸荧光素(Annexin V-FITC)。 在用流式细胞
仪测定以前,再添加200 滋L 的结合缓冲液。
1.4.2摇 ROS、MDA、LDH、SOD、GSH-Px 水平检测摇 收集
Control、Model、Edaravone-10 滋mol / L、Edaravone-20 滋mol / L、
Edaravone-40 滋mol / L 组细胞,按照试剂盒说明书检
测 ROS、MDA、LDH、SOD、GSH-Px 水平。
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1.4. 3 摇 Western blot 检测 Caspase -3、C-Caspase -3、
Caspase-9、C-Caspase-9、p65 蛋白表达摇 分别在 Con鄄
trol、Model、Edaravone-10 滋mol / L、Edaravone-20 滋mol / L、
Edaravone-40 滋mol / L 组细胞中添加放射免疫沉淀测定
(RIPA)溶液,放在冰上,充分裂解。 4益、12000伊g 离心
10 min,将上清溶液转移至干净的 EP 管中,经过二辛可
宁酸 ( BCA) 方法测定蛋白浓度以后,用于后续
Western blot 操作。 在蛋白中添加 2 伊上样缓冲液,
放在 100益煮沸 5 min。 按照每个孔中添加 30 滋g 蛋
白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
(SDS-PAGE),本次实验采用 10% 的分离胶和 5%
的浓缩胶行 SDS-PAGE。 首先设置 70 V 的电压电
泳,观察溴酚蓝指示剂将要进入分离胶时,把电压设
置为 120 V 继续电泳,等到指示剂已经进入凝胶的
下端边缘时,把电源关闭。 将凝胶放在转膜液内平
衡 20 min。 裁剪硝酸纤维素膜(NC),浸泡在甲醇中
孵育 15 s,置于转膜液中备用。 将转膜槽装置放在
冰上,300 mA 电流进行转膜,2 h 后,关闭电源,取出
NC 膜。 把 NC 膜放在封闭液(含 5%牛血清白蛋白
的 TBST)内,摇床结合 2 h。 把 NC 膜放在稀释以后
的一抗内,在 4益孵育过夜。 Caspase-3、C-Caspase-3、
Caspase-9、C-Caspase-9、p65 一抗均按照 1:600 稀
释。 把 NC 膜放在二抗溶液内,室温结合 2 h。 配制
电化学发光溶液,滴加到 NC 膜上,利用 Quantity
One 分析条带的灰度值。 GAPDH 为内参,以灰度值
分析目的蛋白相对表达水平。
1.5摇 激活NF-资B信号通路对依达拉奉影响脑血管内皮
细胞的作用检测 摇 脑血管内皮细胞培养在含有
40 滋mol / L的依达拉奉、1 滋mol / L 的 NF-资B 信号通路激
活剂 PMA细胞培养液内,同时给予缺氧条件(95%氮气、
5%CO2、1%氧气)处理,记为 Edaravone-40 滋mol / L+PMA
组,以 Edaravone-40 滋mol / L 组为参照,分析细胞增殖
(步骤按照1.3 进行)、凋亡(步骤按照1.4.1进行)和细胞
中 Caspase-3、C-Caspase-3、Caspase-9、C-Caspase-9、p65

蛋白表达(步骤按照1.4.3 进行)以及MDA、SOD、ROS 水
平(步骤按照1.4.2 进行)。
1. 6摇 统计学方法摇 数据经过 SPSS 21. 0 软件分析,
以 軃x依s 表示,组间比较采用 t 检验,多组差异比较用
单因素方差,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 摇 结果

2. 1 摇 依达拉奉对脑血管内皮细胞增殖的影响摇 结
果见表 1,与 0 滋mol / L 比较,10、20、40 滋mol / L 依达
拉奉作用后的脑血管内皮细胞增殖活性没有变化,
而 80 滋mol / L 依达拉奉作用后的脑血管内皮细胞增
殖活性明显降低。 选取对细胞增殖活性没有影响的
10、20、40 滋mol / L 依达拉奉进行后续研究。
表 1摇 不同浓度的依达拉奉刺激后脑血管内皮细胞

增殖活性比较(軃x依s,n=9)
依达拉奉作用浓度(滋mol / L) 增殖活性(OD 值)
0 0. 75依0. 07
10 0. 74依0. 06
20 0. 73依0. 08
40 0. 71依0. 06
80 0. 60依0. 05*

F 7. 993
P <0. 001

与 0 滋mol / L 相比,*P<0. 05。 OD:光密度

2.2摇 依达拉奉对缺氧诱导的脑血管内皮细胞凋亡的影响
摇 结果见图1和表2,与 Control 组相比,Model组脑血管内
皮细胞凋亡水平增加,细胞增殖活性降低,细胞中
C-Caspase-3、C-Caspase -9 表达水平升高,Caspase -3、
Caspase-9表达水平降低。 与Model组相比,Edaravone -
10 滋mol / L、Edaravone-20 滋mol / L、Edaravone-40 滋mol / L组
脑血管内皮细胞凋亡水平逐渐降低,细胞增殖活性逐渐升
高,细胞中C-Caspase-3、C-Caspase-9表达水平逐渐降低,
Caspase-3、Caspase-9 表达水平升高。 提示依达拉奉抑制
缺氧诱导的脑血管内皮细胞凋亡。

图 1摇 依达拉奉刺激后缺氧条件下脑血管内皮细胞凋亡以及细胞中 C-Caspase-3、C-Caspase-9 蛋白表达情
况(n = 9)。 A:以流式细胞术检测脑血管内皮细胞凋亡;B:以 Western blot 方法检测脑血管内皮细胞中
Caspase-3、C-Caspase -3、Caspase -9、C-Caspase -9 蛋白表达。 Caspase:半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶;C -
Caspase:裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶;GAPDH:甘油醛-3-磷酸脱氢酶
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表 2摇 依达拉奉刺激后缺氧条件下脑血管内皮细胞增殖活性、凋亡率和细胞中 Caspase-3、C-Caspase-3、
Caspase-9、C-Caspase-9 蛋白水平比较(軃x依s,n=9)

组别 增殖活性(OD 值) 凋亡率(% ) Caspase-3 C-Caspase-3 Caspase-9 C-Caspase-9

Control 0. 74依0. 09 6. 52依5. 47 0. 76依0. 08 0. 25依0. 02 0. 92依0. 11 0. 30依0. 03
Model 0. 42依0. 04* 29. 58依2. 14* 0. 14依0. 02* 0. 89依0. 09* 0. 34依0. 02* 0. 92依0. 10*

Edaravone-10 滋mol / L 0. 49依0. 02# 20. 32依1. 78# 0. 28依0. 04# 0. 70依0. 05# 0. 49依0. 04# 0. 65依0. 05#

Edaravone-20 滋mol / L 0. 58依0. 04#& 15. 06依1. 12#& 0. 43依0. 05#& 0. 50依0. 05#& 0. 68依0. 05#& 0. 42依0. 03#&

Edaravone-40 滋mol / L 0. 69依0. 05#&吟 11. 65依1. 71#&吟 0. 62依0. 06#&吟 0. 34依0. 04#&吟 0. 86依0. 07#&吟 0. 31依0. 02#&吟

F 56. 504 83. 552 194. 214 103. 930 125. 205 213. 827
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

与 Control 组相比,*P<0. 05;与 Model 组相比,#P<0. 05;与 Edaravone-10滋mol / L 组相比,&P<0. 05;与 Edaravone-20滋mol / L 组

相比,吟P<0. 05

2. 3摇 依达拉奉对缺氧诱导的脑血管内皮细胞氧化

损伤的影响摇 结果见表 3,与 Control 组比较,Model
组脑血管内皮细胞 MDA、 ROS、 LDH 水平升高,
SOD、GSH-Px 水平降低。 与 Model 组相比,Edara鄄

vone-10 滋mol / L、Edaravone-20 滋mol / L、Edaravone-
40 滋mol / L 组脑血管内皮细胞 ROS、MDA、LDH 水平

逐渐降低,SOD、GSH-Px 水平逐渐升高。 提示依达

拉奉抑制缺氧诱导的脑血管内皮细胞氧化损伤。
表 3摇 依达拉奉刺激后缺氧条件下脑血管内皮细胞 ROS、MDA、LDH、SOD、GSH-Px 水平比较(軃x依s,n=9)

组别 ROS(相对荧光强度) MDA(mmol / g) LDH(U / L) SOD(U / mg) GSH-Px(U / mg)

Control 1. 00依0. 09 1. 56依0. 14 24. 16依1. 22 2. 84依0. 12 1. 12依0. 08
Model 2. 15依0. 16* 4. 78依0. 13* 96. 52依7. 53* 0. 56依0. 04* 0. 32依0. 03*

Edaravone-10 滋mol / L 1. 72依0. 12# 3. 62依0. 11# 83. 35依5. 23# 0. 91依0. 08# 0. 49依0. 05#

Edaravone-20 滋mol / L 1. 40依0. 11#& 2. 48依0. 10#& 62. 23依3. 17#& 1. 42依0. 10#& 0. 68依0. 05#&

Edaravone-40 滋mol / L 1. 15依0. 13#&吟 1. 85依0. 12#&吟 32. 58依3. 56#&吟 2. 13依0. 14#&吟 0. 93依0. 10#&吟

F 124. 337 1097. 026 407. 335 736. 589 210. 814
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

与 Control 组相比,*P<0. 05;与 Model 组相比,#P<0. 05;与 Edaravone-10 滋mol / L 组相比,&P<0. 05;与 Edaravone-20 滋mol / L 组

相比,吟P<0. 05。 ROS:活性氧;MDA:丙二醛;LDH:乳酸脱氢酶;SOD:超氧化物歧化酶;GSH-Px:谷胱甘肽过氧化物酶。

2. 4摇 依达拉奉对缺氧诱导的脑血管内皮细胞中 NF-
资B 信号通路影响摇 结果见图 2 和表 4,与 Control 组
比较,Model 组脑血管内皮细胞 p65 蛋白水平升高。
与 Model 组相比,Edaravone-10 滋mol / L、Edaravone-
20 滋mol / L、Edaravone-40 滋mol / L组脑血管内皮细胞

p65 蛋白水平逐渐降低。 可见依达拉奉抑制缺氧诱

导的脑血管内皮细胞中 NF-资B 信号通路激活。

图 2摇 Western blot 方法检测依达拉奉刺激后缺氧条件

下脑血管内皮细胞中 p65 蛋白表达变化(n=9)

表 4摇 依达拉奉刺激后缺氧条件下脑血管内皮细胞
p65 蛋白水平比较(軃x依s,n=9)

组别 p65 蛋白

Control 0. 29依0. 03
Model 0. 86依0. 08*

Edaravone-10 滋mol / L 0. 63依0. 06#

Edaravone-20 滋mol / L 0. 41依0. 04#&

Edaravone-40 滋mol / L 0. 32依0. 03#&吟

F 194. 004
P <0. 001

与 Control 组相比,*P<0. 05;与Model 组相比,#P<0. 05;与 Edar鄄
avone-10 滋mol / L 组相比,&P<0. 05;与Edaravone-20 滋mol / L组
相比,吟P<0. 05。
2.5摇 NF-资B信号通路激活剂对脑血管内皮细胞中NF-资B
信号通路的影响摇 结果见图3,与Edaravone-40 滋mol / L组
比较,Edaravone-40 滋mol / L+PMA 组脑血管内皮细胞 p65
蛋白水平升高(0.76依0.09 vs 0.34依0.05,t=12.238,P<0.001)。
2.6摇 激活 NF-资B信号通路对依达拉奉影响脑血管内
皮细胞增殖、凋亡和氧化损伤的逆转作用摇 结果见图
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4、表 5 和表 6,与 Edaravone-40 滋mol / L 组比较,Edara鄄
vone-40 滋mol / L+PMA 组脑血管内皮细胞增殖活性降

低,细胞凋亡率升高,C-Caspase-3、C-Caspase-9、ROS、
MDA、LDH 表达水平升高,Caspase-3、Caspase-9、SOD、
GSH-Px 表达水平降低。

图 3摇 Western blot 方法检测 NF-资B 信号激活剂 PMA
对脑血管内皮细胞中 p65 蛋白表达影响(n=9)。
NF-资B:核因子 资B

图 4摇 激活 NF-资B信号对依达拉奉影响脑血管内皮细

胞凋亡以及细胞中 C-Caspase-3、C-Caspase-9 蛋白表

达影响。 A:以流式细胞术检测脑血管内皮细胞凋亡;
B:以Western blot 方法检测脑血管内皮细胞中Caspase-3、
C-Caspase-3、Caspase-9、C-Caspase-9蛋白表达

表 5摇 激活 NF-资B信号和依达拉奉刺激后缺氧条件下脑血管内皮细胞增殖活性、凋亡率和细胞中 Caspase-3、
C-Caspase-3、Caspase-9、C-Caspase-9 蛋白水平比较(軃x依s,n=9)

组别 增殖活性(OD 值) 凋亡率(% ) Caspase-3 C-Caspase-3 Caspase-9 C-Caspase-9

Edaravone-40 滋mol / L 0. 68依0. 06 10. 85依1. 02 0. 64依0. 07 0. 33依0. 02 0. 83依0. 05 0. 32依0. 03
Edaravone-40 滋mol / L+PMA 0. 56依0. 05 18. 63依1. 74 0. 36依0. 03 0. 65依0. 06 0. 53依0. 04 0. 64依0. 05
t 4. 609 11. 572 11. 030 15. 179 14. 056 16. 464
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

表 6摇 激活 NF-资B 信号和依达拉奉刺激后缺氧条件下脑血管内皮细胞 ROS、MDA、LDH、
SOD、GSH-Px 水平比较(軃x依s,n=9)

组别 ROS(相对荧光强度) MDA(mmol / g) LDH(U / L) SOD(U / mg) GSH-Px(U / mg)

Edaravone-40 滋mol / L 1. 00依0. 08 1. 82依0. 14 30. 21依2. 18 2. 11依0. 16 0. 95依0. 12
Edaravone-40 滋mol / L+PMA 1. 67依0. 14 3. 41依0. 25 76. 36依6. 16 1. 25依0. 13 0. 54依0. 04
t 12. 465 16. 647 21. 118 12. 515 9. 724
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

ROS:活性氧;MDA:丙二醛;LDH:乳酸脱氢酶;SOD:超氧化物歧化酶;GSH-Px:谷胱甘肽过氧化物酶

3摇 讨论

摇 摇 缺氧诱导脑血管内皮细胞中 ROS 水平升高,
细胞内大量的 ROS 不能被及时清除,导致过量的

ROS 将细胞内的脂质过氧化,引起氧化损伤也12页。
MDA 是脂质过氧化的产物,其表达水平升高后,氧
化损伤程度加重也13页。 ROS 水平过度增加与抗氧化

酶 SOD 的活性有关,SOD 活性越高,ROS 水平降

低也14页。 另外,ROS 还能够激活细胞凋亡途径,诱导
细胞凋亡发生也15页。 LDH 在脑缺血损伤时会释放到
血液中,增加乳酸的积累也16页。 GSH-Px 是一种天然
抗氧化酶,可清除细胞内 ROS。 Caspase 蛋白家族

成员被活化后能够诱导细胞凋亡发生,并且不同的

Caspase 成员在凋亡级联反应中的作用不同,例如,
Caspase-3 位于凋亡级联反应的下游,其被活化后

形成的 C-Caspase -3 被认为是细胞凋亡的标志;
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Caspase-9 位于凋亡级联反应的上游,其活化后能

够加快凋亡级联反应的激活,诱导细胞凋亡发

生也17-18页。 本次实验显示,缺氧刺激后的脑血管内皮

细胞增殖活性降低,细胞凋亡水平增加,细胞中 C-
Caspase-3、C-Caspase -9、ROS、MDA、LDH 表达水

平升高,Caspase-3、Caspase-9、SOD、GSH-Px 表达

水平降低,表明缺氧诱导脑血管内皮细胞损伤,加
快细胞凋亡和氧化损伤,提示成功构建了缺氧脑血

管内皮细胞损伤模型。
依达拉奉化学结构是 3-甲基-1-苯基-2-吡唑

啉-5-酮,其通透性良好,能够清除氧自由基,依达

拉奉可通过抑制脂质过氧化、保护内皮细胞、抑制

血管痉挛等方法发挥神经保护作用也19页。 以前的研

究显示,依达拉奉对脑出血、脑缺血损伤具有改善

作用,依达拉奉降低脑组织中细胞凋亡水平,减轻

氧化损伤,改善脑水肿也7-8页。 依达拉奉可降低过氧

化氢诱导的血管内皮细胞损伤,提高 SOD 活性,降
低 MDA 含量也4页。 本次实验结果显示,依达拉奉处

理后的缺氧脑血管内皮细胞增殖活性升高,细胞凋

亡率降低,细胞中 C -Caspase - 3、C - Caspase - 9、
ROS、MDA、LDH 表达减少,Caspase-3、Caspase-9、
SOD、GSH-Px 表达升高,表明依达拉奉可通过减少

细胞凋亡、调节氧化应激标志物水平来抑制缺氧脑

血管内皮细胞损伤。
信号通路在人体组织中具有十分广泛的作用,

不仅直接调控疾病进程,还参与药物发挥药理学作

用的过程也20页。 NF-资B 是一种真核细胞转录因子,
在生命体的不同组织和器官中均广泛存在,参与细

胞增殖、凋亡、炎症等生理过程也21-22页。 p65 是 NF-
资B 信号通路的亚单位,p65 表达水平升高标志着

NF-资B 信号激活水平增加也23页。 有研究显示,依达

拉奉能够通过抑制 NF-资B 信号通路的激活发挥脑

组织保护作用也7-8页。 在脑组织损伤中发现,NF-资B
过度激活加重脑组织损伤也24页。 缺氧诱导的脑血管

内皮细胞中 NF -资B 信号激活水平增加,而抑制

NF-资B信号减轻细胞损伤,减少细胞凋亡也10页。 本次

实验表明,依达拉奉降低了缺氧脑血管内皮细胞中

p65 表达水平,并且 NF-资B 信号激活剂可逆转依达

拉奉抗缺氧脑血管内皮细胞损伤作用,这提示依达

拉奉作用机制与下调 NF-资B 信号有关。
总而言之,依达拉奉可通过下调 NF-资B 信号

抑制缺氧脑血管内皮细胞损伤,这为研究依达拉奉

抗脑组织损伤作用机制提供了资料,为依达拉奉治

疗脑组织损伤提供了理论支撑。 在以后的实验中

会继续研究依达拉奉通过何种靶向机制影响 NF-
资B 信号进而改善脑血管内皮细胞损伤。
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患者机体的氧化应激损伤。 川芎嗪与倍他司汀联用

可协同增效,从多方面发挥治疗效果,最终有效缓解

患者眩晕症状。 本研究还表明,两组不良反应发生

率对比无显著差异,说明两药联用安全性较好。
综上所述,川芎嗪联合倍他司汀可有效减轻老

年 PCIV 患者眩晕症状,调节脑血流动力学,改善血

液流变学,减轻氧化应激损伤,安全可靠,值得临床

借鉴。
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