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甘草查尔酮 A对局灶性脑缺血再灌注小鼠 Nrf2/HO-1信号通路
和神经炎症反应的影响 *
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摘要 目的：探讨甘草查尔酮 A对局灶性脑缺血再灌注小鼠 Nrf2/HO-1信号通路和神经炎症反应的影响。方法：体重 23~25 g的雄

性 C57BL/6小鼠总计 96只，随机分为 4组（n=24）：假手术对照组（Sham组）、脑缺血再灌注组（MCAO组）、溶剂组（Vehicle组）、

甘草查尔酮 A组（LA组）。采用大脑中动脉栓塞（MCAO）模型致大鼠脑缺血损伤。72 h后行神经功能学评分，2,3,5-三苯基氯化铵

（TTC）染色检测脑梗死体积，Western blot法检测脑 Nrf2、HO-1、TNF-琢、IL-6蛋白表达水平，TUNEL染色法检测凋亡细胞数。结
果：与 Sham组比较，MCAO组和 Vehicle组小鼠神经功能评分明显降低（P<0.05），脑梗死体积显著增加（P<0.05），而核蛋白 Nrf2

和胞浆蛋白 HO-1蛋白表达水平较低（P<0.05），炎症因子 IL-6和 TNF-琢表达水平明显增加（P<0.05），脑实质炎性细胞浸润显著
增多（P<0.05）；与MCAO组和 Vehicle组比较，LA组小鼠神经功能评分明显增加（P<0.05），脑梗死体积显著减少（P<0.05），而核
蛋白 Nrf2和胞浆蛋白 HO-1蛋白表达水平更高（P<0.05），炎症因子 IL-6和 TNF-琢表达水平明显减少（P<0.05），脑实质炎性细胞
浸润明显减少（P<0.05）。结论：甘草查尔酮 A可缓解脑缺血再灌注损伤后出现的神经炎症反应及细胞凋亡，进而减轻神经功能障

碍和脑梗死体积，其机制可能与激活 Nrf2/HO-1信号通路相关。
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Effects of Licochalcone A on the Nrf2/HO-1 Signaling Pathway and
Neuroinflammation after Cerebral Ischemia/Reperfusion in Mice*

To investigate the effect of licochalcone A on the Nrf2/HO-1 signaling pathway and neuroinflammation af-

ter cerebral ischemia/reperfusion in mice. A total of 96 male C57BL/6 mice weighing 23~25 g were randomly divided into 4

groups: sham-operated control group (Sham group), cerebral ischemia/reperfusion group (MCAO group), Vehicle group, licochalcone A

group (LA group). The middle cerebral artery occlusion (MCAO) model was used to produce acute cerebral ischemia in the mice. Seven-

ty-two hours after MCAO surgery, the neurological function was evaluated, the infarct volume was estimated by using triphenyltetrazoli-

um (TTC) staining, the cellular apoptosis was calculated by applying the TUNEL assay, the protein levels of Nrf2, HO-1, TNF-琢 and

IL-6 were determined in the ischemia brain by western blot. Compared with the Sham group, the neurological scores of the

MCAO group and the Vehicle group were significantly lower(P<0.05), the cerebral infarction volume was significantly increased (P<0.05),
and the nuclear protein Nrf2 and cytosolic protein HO-1 protein expression levels were lower(P<0.05), IL-6 and TNF-琢 expression levels
increased significantly (P<0.05), and the infiltration of inflammatory cells in the brain parenchyma was increased(P<0.05); In comparison
with theMCAO group and Vehicle group, the mice in the LA group exhibited a significant increase in neurological function scores(P<0.05),
the cerebral infarct volume was significantly reduced (P<0.05), the expression levels of nuclear protein Nrf2 and cytosolic protein HO-1
were elevated(P<0.05), the expression levels of IL-6 and TNF-琢 were substantially decreased(P<0.05), and the infiltration of inflammatory
cells in the brain parenchyma was reduced (P<0.05). The treatment of licochalcone A can alleviate neuroinflammation and

apoptosis, thereby reducing neurological dysfunction and infarction volume after cerebral ischemia/reperfusion injury. Its mechanism

may be associated with activation of Nrf2/HO-1 signaling pathway.
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前言

缺血性脑卒中是世界上人类致残和死亡的主要原因之一[1]。

大量研究证实，氧化应激是导致缺血性脑卒中神经损伤的重要

原因[2]。核因子(红细胞衍生 2)-样 2 [Nuclear factor (erythroid-

derived 2)-like 2，Nrf2] 是抗氧化应激反应的重要转录因子，可

以和下游转录因子如血红素加氧酶 -1（HO-1）协同作用，发挥

抗氧化及抗炎作用[3,4]。甘草查尔酮 A（Licochalcone A）是从甘

草根中分离的黄酮类化合物之一[5]。甘草查尔酮 A具有抗炎、

抗寄生虫、抗氧化和抗癌等多种生物活性[5,6]。研究表明，甘草查

尔酮类物质可通过激活 Nrf2/HO-1介导的防御机制缓解细胞

氧化应激及炎症反应[7,8]。因此，本研究旨在观察甘草查尔酮 A

对大脑中动脉栓塞（Middle Cerebral Artery Occlusion，MCAO）

模型小鼠神经功能恢复、梗死体积、细胞凋亡及 Nrf2/HO-1信

号通路的影响，从而明确甘草查尔酮 A对脑缺血再灌注损伤

的影响及其具体机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料及设备

甘草查尔酮 A购自美国 Cayman Chemical公司；核蛋白提

取试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司；Nrf2、HO-1、

核蛋白内参 Lamin B、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）、白介素 -6

（IL-6）抗体购自美国 Abcam公司；TUNEL染色试剂盒购自美

国 Roche公司；2,3,5-三甲基氯化四氮唑（TTC）购自美国 Sig-

ma公司；苏木精 -伊红（HE）染色试剂盒购自南京建成生物工

程公司。

1.2 大脑中动脉栓塞（MCAO）模型制备

参照文献[9]，建立小鼠MCAO模型。用 6-0尼龙线栓栓塞

右侧大脑中动脉诱导局灶性脑缺血。氯胺酮（100 mg/kg，腹腔

注射）麻醉后于显微镜下，分离右颈总动脉、右颈外动脉和右颈

内动脉，并在右颈外动脉的起点和远端系上 6-0缝线。将线栓

引入右颈外动脉并向上推入右颈内动脉，直至感觉到阻力（距

离颈动脉分叉约 9-10 mm），阻断大脑中动脉。将线栓保持插入

60 min，然后移除线栓并将右颈外动脉永久结扎。Sham组动物

仅暴露动脉但不作栓塞。

1.3 实验分组

体重 23~25 g雄性 C57BL/6小鼠，购自西安交通大学医学

院实验动物中心。将其随机分为 4组（n=24），包括假手术对照

组（Sham 组）、脑缺血再灌注组（MCAO 组）、溶剂组（Vehicle

组）、甘草查尔酮 A组（LA组）。Sham组动物仅暴露动脉但不

栓塞任何动脉；MCAO组小鼠按前述方法制备 MCAO模型；

Vehicle组小鼠于模型制备前 1h腹腔注射无菌 PBS溶液 100滋L，
之后制备 MCAO模型；LA 组小鼠于模型制备前 1 h 腹腔注

射甘草查尔酮 A（溶于无菌 PBS）60 mg/kg[5]，之后制备MCAO

模型。

1.4 神经功能学检测

模型建立后 72 h，使用 Garcia的 18分评分法来评估脑缺

血再灌注后小鼠神经功能[10]。量表基于以下六项测试：（1）自发

活动性（0~3分）；（2）四肢运动的对称性（0~3分）；（3）前爪伸展

能力（0~3分）；（4）攀爬能力（1~3 分）；（5）身体本体感知能力

（1~3分）；（6）对触须触摸的反应（1~3分）。该评分最小评分为

3分，最大评分为 18分。

1.5 TTC染色

于缺血再灌注后 72 h后取出大脑，将大脑组织切成 5个

连续的厚度为 1 mm冠状切片，并在 2% 2,3,5-三苯基氯化铵

（TTC）中于 37℃温育 15 min，然后转移到含有 4%多聚甲醛的

PBS液中，在 4 ℃下进行固定。梗死区域 TTC染色后呈白色，

未梗死区域仍呈红色。使用 Image J软件计算梗死体积。梗死体

积 =梗死面积× 1 mm。校正梗死体积 =健侧半球体积 -（患侧

半球体积 -患侧梗死体积），校正梗死体积百分比（%）＝（校正

梗死体积 /大脑总体积）× 100%。

1.6 Western blot检测

每组取 6只小鼠，缺血再灌注后 72 h，过量注射戊巴比妥

钠（150 mg/kg）处死小鼠。取出大脑组织，称重后加入裂解液于

4℃充分匀浆。离心后用核蛋白提取试剂盒分别提取出核蛋白

和胞浆蛋白。核蛋白提取物用于检测 Nrf2核蛋白表达水平，胞

浆蛋白提取物用于检测脑胞浆 HO-1、TNF-琢、IL-6的蛋白表达
水平。12%凝胶电泳后将蛋白电转至 PVDF膜上，5%脱脂牛奶

室温封闭后，加入抗 茁-actin 抗体（1:500）、抗 Nrf2 抗体（1:

1000）、抗 HO-1 抗体（1:800）、抗 TNF-琢 抗体（1:600）、抗 IL-6

抗体（1:500）及抗 Lamin B抗体（1:500），4 ℃孵育过夜。次日，

HRP标记二抗室温孵育 0.5 h，加入显影液并曝光，用 Quantity

one软件分析条带灰度值。Nrf2核蛋白表达水平以 Nrf2条带

灰度值 / Lamin B（核蛋白内参）条带灰度值表示。胞浆蛋白表

达水平以目标蛋白条带灰度值 /茁-actin条带灰度值表示。
1.7 TUNEL凋亡检测

每组取 6只小鼠，手术后 72 h用 100 mL冰 PBS液经心脏

灌注小鼠，取出全脑并在 4％多聚甲醛溶液中后固定，石蜡包

埋后使用切片机切成约 5 滋m厚的切片。TUNEL染色试剂盒

检测脑石蜡包埋切片的凋亡细胞数。室温下用 20 滋g/mL蛋白
酶 K处理 20 min。最后，在室温下加入 4',6-二脒基 -2-苯基吲

哚（4',6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）10 min。每个切片在荧

光显微镜（Leica，德国）200倍镜下计数受损半球三个不同区域

中 TUNEL阳性细胞个数并计算密度（/mm2）。荧光显微镜下

DAPI染色细胞核发蓝色荧光，TUNEL阳性细胞发绿色荧光。

1.8 统计学方法

使用 SPSS 17.0统计软件行统计学分析，所有数据以均

数± 标准差（x± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，两
组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 四组小鼠脑缺血再灌注后神经功能评分的比较

在整个实验过程中，各组实验动物未发生死亡，体重也未

明显减轻。与 Sham组（18.5± 4.0分）比较，MCAO组（7.5± 0.9

分）和 Vehicle组（7.6± 1.3分）小鼠神经功能评分明显降低

（P<0.05）；与 MCAO组和 Vehicle组比较，LA组（13.3± 1.6

分）小鼠神经功能评分明显改善（P<0.05），见图 1。

2.2 四组小鼠脑缺血再灌注后梗死体积的比较

Sham组小鼠未观察到梗死灶，而MCAO组（32.1± 5.3 %）

和 Vehicle组（30.9± 6.0 %）小鼠脑缺血再灌注后梗死明显；与
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图 2 四组小鼠脑缺血再灌注后梗死体积的比较（%, n=6, x± s）
Fig.2 Comparison of the infarct area after cerebral ischemia-reperfusion among the four experimental groups (%, n=6, x± s)

Note: Sham: the Sham group, MCAO: the MCAO group, Vehicle: the vehicle group, LA: the licochalcone A group; Compared with Sham group, aP<0.05;
Compared with MCAO group, bP<0.05; Compared with Vehicle group, cP<0.05. The representative infarct area was encircled by dotted lines.

图 1 四组小鼠脑缺血再灌注后神经功能评分的比较（%, n=6, x± s）
Fig.1 Comparison of neurological scores after cerebral

ischemia-reperfusion among the four experimental groups (%, n=6, x± s)
Note: Sham: the Sham group, MCAO: the MCAO group, Vehicle: the

vehicle group, LA: the licochalcone A group; Compared with Sham group,
aP<0.05; Compared with MCAO group, bP<0.05; Compared with Vehicle

group, cP<0.05

MCAO组和 Vehicle组比较，LA组（16.5± 2.7 %）小鼠梗死体

积显著减少（P<0.05），见图 2。

2.3 四组小鼠脑缺血再灌注后核蛋白 Nrf2 和胞浆蛋白 HO-1

的比较

与 Sham 组（Nrf2：0.183± 0.013；HO-1：0.291± 0.038）比

较，MCAO 组（Nrf2：0.104± 0.020；HO-1：0.154± 0.026）和 Ve-

hicle 组（Nrf2：0.116± 0.011；HO-1：0.148± 0.020）小鼠脑核蛋

白 Nrf2和胞浆蛋白 HO-1蛋白表达水平明显较低（P<0.05）；与
MCAO组和 Vehicle组比较，LA组（Nrf2：0.158± 0.030；HO-1：

0.208± 0.025）小鼠脑核蛋白 Nrf2和胞浆蛋白 HO-1蛋白表达

水平相对增加（P<0.05），见图 3。

2.4 四组小鼠脑缺血再灌注后 TUNEL阳性凋亡细胞数的比较

与 Sham组（2.3± 0.2 个 /mm2）比较，MCAO组（19.0± 2.5

个 /mm2）和 Vehicle 组（21.5± 3.7 个 /mm2）小鼠脑 TUNEL 阳

性凋亡细胞明显增多（P<0.05）；与MCAO组和 Vehicle组比

较，LA组（8.9± 1.4个 /mm2）小鼠脑 TUNEL阳性凋亡细胞明

显减少（P<0.05），见图 4。

2.5 四组小鼠脑缺血再灌注后炎症因子 IL-6和 TNF-琢表达水
平的比较

与 Sham 组（IL-6：0.099± 0.014；TNF-琢：0.200± 0.014）比

较，MCAO组（IL-6：0.463± 0.049；TNF-琢：0.591± 0.075）和 Ve-

hicle组（IL-6：0.456± 0.069；TNF-琢：0.522± 0.086）小鼠脑炎症

因子 IL-6和 TNF-琢表达水平明显增加（P<0.05）；与 MCAO组

和 Vehicle组比较，LA组（IL-6：0.217± 0.013；TNF-琢：0.315±
0.034）小鼠脑炎症因子 IL-6 和 TNF-琢 表达水平显著下降
（P<0.05），见图 5。

2.6 四组小鼠脑缺血再灌注后脑实质炎性细胞浸润情况的比较

与 Sham组（12.5± 2.0 个 /mm2）比较，MCAO 组（101.5 ±

19.7）和 Vehicle组（91.3± 12.9个 /mm2）小鼠脑实质炎性细胞

浸润显著增多（P<0.05）；与MCAO组和 Vehicle组比较，LA组

（54.7± 11.4个 /mm2）小鼠脑实质炎性细胞浸润显著减少（P<0.05），
见图 6。

3 讨论

甘草查尔酮 A是一种源自甘草根和根茎的天然查尔酮，

具有多种生物活性 [5,6]。甘草查尔酮 A属于甘草物种的酚类成

分，具有显著的抗氧化和氧清除活性[11]。体外实验研究还表明，

甘草查尔酮 A具有显著的抗炎活性[7,12]。例如，甘草查尔酮 A作

为促炎反应的有效抑制剂，可抑制脂多糖诱导的粒细胞氧化爆

发、前列腺素 E2和白三烯素 B4的释放，及粒细胞和单核细胞

衍生的树突细胞分泌的促炎因子 IL-6和 TNF琢的产生[7,13]。

然而，甘草查尔酮 A在脑缺血再灌注模型中是否具有保

护作用尚不清楚。据报道，在自身免疫性脑脊髓炎和肾损伤动

物模型中，甘草查尔酮 A 可通过抑制 NF资B 信号通路及
TNF-琢的产生以减轻炎症反应[14,15]。最新的体外研究表明，甘草

查尔酮 A可缓解氧糖剥夺造成的皮层神经元凋亡及炎症因子
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图 5 四组小鼠脑缺血再灌注后炎症因子 IL-6和 TNF-琢表达水平的比较（n=6, x± s）
Fig.5 Comparison of the protein levels of IL-6 and TNF-琢 after cerebral ischemia-reperfusion among the four experimental groups (n=6, x± s)

Note: Sham: the Sham group, MCAO: the MCAO group, Vehicle: the vehicle group, LA: the licochalcone A group; Compared with Sham group, aP<0.05;
Compared with MCAO group, bP<0.05; Compared with Vehicle group, cP<0.05.

图 3 四组小鼠脑缺血再灌注后核蛋白 Nrf2和胞浆蛋白 HO-1的比较（n=6, x± s）
Fig. 3 Comparison of the protein levels of nucleic Nrf2 and cytosolic HO-1 after cerebral ischemia-reperfusion among the four experimental groups

(n=6, x± s)
Note: Sham: the Sham group, MCAO: the MCAO group, Vehicle: the vehicle group, LA: the licochalcone A group; Compared with Sham group, aP<0.05;

Compared with MCAO group, bP<0.05; Compared with Vehicle group, cP<0.05.The nuclear protein level of Nrf2 was normalized to Lamin B;
The cytosolic protein level of HO-1 was normalized to 茁-actin.

图 4 四组小鼠脑缺血再灌注后 TUNEL阳性凋亡细胞数的比较（/mm2，n=6, x± s）
Fig.4 Comparison of TUNEL-positive cells among the four experimental groups (/mm2, n=6, x± s)

Note: Sham: the Sham group, MCAO: the MCAO group, Vehicle: the vehicle group, LA: the licochalcone A group; Compared with Sham group, aP<0.05;
Compared with MCAO group, bP<0.05; Compared with Vehicle group, cP<0.05. Scale bars = 50 滋m.
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图 6 四组小鼠脑缺血再灌注后脑实质炎性细胞浸润情况的比较（n=6, x± s）
Fig.6 Comparison of inflammatory cells in the parenchyma among the four experimental groups (n=6, x± s)

Note: Sham: the Sham group, MCAO: the MCAO group, Vehicle: the vehicle group, LA: the licochalcone A group; Compared with Sham group, aP<0.05;
Compared with MCAO group, bP<0.05; Compared with Vehicle group, cP<0.05. The representative inflammatory cells in the brain parenchyma are

indicated by black arrows. Scale bars = 50 滋m.

（如 TNF-琢和 IL-6）释放[16]。本研究结果表明，与MCAO模型组

比较，LA组小鼠神经功能评分更高且梗死体积更小，说明甘草

查尔酮 A对脑缺血再灌注损伤小鼠有神经保护作用。同时，甘

草查尔酮 A可显著减少 MCAO后小鼠脑炎症因子 TNF-琢和
IL-6的表达及 TUNEL阳性细胞数，提示甘草查尔酮 A可能通

过缓解脑缺血再灌注损伤后出现的炎症反应缓解神经元细胞

凋亡。

但是，甘草查尔酮 A的抗炎及神经保护作用的分子机制

尚不清楚。本研究结果提示，甘草查尔酮 A的脑保护作用可能

与 Nrf2/HO-1信号通路的激活相关。已有文献表明，甘草查尔

酮类化合物可通过激活神经元和小胶质细胞内 Nrf2信号通路

缓解帕金森综合征模型小鼠的神经退行性改变[7]。与之一致，本

研究结果显示，MCAO 后 72 h，MCAO 模型组小鼠脑核蛋白

Nrf2及胞浆蛋白 HO-1的表达水平显著低于 Sham组，而 LA

组小鼠脑核蛋白 Nrf2及胞浆蛋白 HO-1的表达水平较 MCAO

模型组小鼠显著增加。

Nrf2是 CNC转录因子家族的成员，也是一种碱性亮氨酸

拉链（bZIP）蛋白，其在细胞核中与一些效应蛋白结合发生异二

聚化，再与称为抗氧化反应元件特定 DNA位点结合[3,17]。Nrf2

激活后可以启动数百种细胞保护基因的转录，包括谷胱甘肽防

御系统和蛋白酶体亚基中的酶[17]。研究发现，Nrf2激活所导致

的神经保护作用与提高抗氧化能力及促进保护性蛋白质（如脑

源性神经营养因子、HO-1、抗凋亡 Bcl-2分子、抗炎症白细胞介

素（IL）-10、线粒体转录因子 NRF-1和过氧化物酶体增殖物激

活受体 酌共激活因子 1-琢、铁输出蛋白铁转运蛋白 1和自噬蛋

白 p62等的表达有关）[17-19]。目前已有越来越多的临床及科研工

作者尝试通过激活 Nrf2激活来治疗神经系统疾病。这些临床

实例包括使用激活褪黑激素激活 Nrf2以治疗儿童和青少年睡

眠障碍，及使用丙戊酸钠恢复脑 Nrf2以治疗癫痫[17,20]。

新的研究发现，Nrf2系统的激活可通过与炎症转录因子

NF-资B发挥相互作用，从而发挥抗炎作用[21]。转录因子 NF-资B

是炎症的关键调节因子，也可抑制 Nrf2下游依赖性基因的转

录[22]。在生理条件下，NF-资B通过与抑制性激酶，核因子 资-B激
酶亚基 茁蛋白的抑制剂结合而在细胞质中无活性和隔离[22]。已

有研究显示，NF-资B亚基 p65通过从 Nrf2剥夺 CREB结合蛋

白（CBP）或募集组蛋白去乙酰化酶 3（HDAC3）来作为 Nrf2活

化的负调节剂来发挥作用[22]。在另一项研究中，显示 NF-资B亚
基 p65可降低 Nrf2与其同源 DNA序列的结合并增强了 Nrf2

泛素化，p65增强 Nrf2内源性抑制分子 Keap1的核转位[23]。而

Keap1可通过抑制核因子 资-B激酶亚基 茁磷酸化和通过自噬
作用介导核因子 资-B激酶亚基 茁的降解来调节 NF-资B信号传
导的负调节因子。这就说明，Nrf2不仅是中枢神经系统中关键

的保护性生存因子，也是抗炎的重要调节因子[24,25]。此外，Nrf2

的下游信号通路分子 HO-1也具有显著的脑保护及抗细胞凋

亡效果。HO-1属于应激反应蛋白，可将促氧化血红素降解为游

离铁、胆绿素（胆红素）和一氧化碳发挥其各种生物活性[3,26]。研

究表明，HO-1基因缺失可导致凋亡细胞率显着增加[26]。此外，

HO-1可通过激活抗凋亡因子并维持线粒体功能来预防细胞

凋亡[27]。

已有研究表明，MCAO后 3 h至 24 h Nrf2的表达快速增

加，表明启动 Nrf2蛋白的表达可能是脑缺血早期的一种保护

机制[28]。但由于 Nrf2内源性抑制分子（如 Keap1）的作用，Nrf2

及其下游转录因子 HO-1在 48 h和 72 h逐渐下降[28]。而本研究

结果显示，甘草查尔酮 A可增加 MCAO小鼠脑皮质核蛋白

Nrf2和胞浆蛋白 HO-1蛋白表达水平，同时抑制炎症因子 IL-6

和 TNF-琢表达。这就说明，甘草查尔酮 A在此脑缺血再灌注损

伤模型中的保护机制可能和 Nrf2/HO-1信号激活所诱发的抗

炎和抗氧化应激作用相关。

除了 Nrf2/HO-1信号通路外，甘草查尔酮 A还有可能通过

其他机制发挥脑保护及抗炎作用。淤据报道，甘草查尔酮 A可

抑制多种信号传导途径发挥抗炎作用，如 p38 MAPK、STAT3、

mTOR信号通路[29]。于甘草查尔酮 A可通过直接作用于小胶质
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细胞，阻断激活的小胶质细胞中的 ERK1/2和 NF-资B信号通
路，抑制小胶质细胞的过度激活，减少促炎因子（如 TNF-琢、
IL-1茁和和 IL-6）的释放[5]。然而，这些机制在甘草查尔酮 A脑

保护中的作用还有待进一步实验证实。

综上所述，甘草查尔酮 A可缓解脑缺血再灌注损伤后出

现的神经炎症反应及细胞凋亡，进而减轻神经功能障碍和脑梗

死体积，其机制可能与激活 Nrf2/HO-1信号通路相关。
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