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大豆异黄酮基于 RhoA/ROCK2信号通路改善MCAO大鼠神经功能损伤 *
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（承德医学院附属医院 河北承德 076020）

摘要 目的：探讨大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠 RhoA/ROCK2信号通路介导的氧化应激反应和神经元凋亡的影响。方法：60只

SD大鼠随机分为 3组，对照组、模型组、大豆异黄酮组。连续给药 7天后，给药剂量 200 mg/kg。应用中动脉栓塞再灌注模型致大

鼠缺血损伤。24 h后评价大鼠神经功能，TTC染色检测脑梗死体积，试剂盒检测脑中氧化因子含量，免疫组化检测神经元损伤，

Western Blotting检测 RhoA / ROCK2相关蛋白含量。结果：与对照组比较，模型组大鼠神经功能评分降低（P＜0.05），脑梗死体积

增加（P＜0.05），氧化因子含量增加（P＜0.05），神经元凋亡显著（P＜0.05），RhoA/ROCK2蛋白表达增加（P＜0.05）。与模型组相比，

大豆异黄酮升高了大鼠神经功能评分（P＜0.05），减少的脑梗死体积（P＜0.05），降低脑中氧化因子含量（P＜0.05），抑制了神经元

凋亡（P＜0.05），抑制了 RhoA/ROCK2蛋白表达（P＜0.05）。结论：大豆异黄酮可以缓解脑缺血再灌注损伤介导的氧化应激及细胞

凋亡，进而减轻神经功能障碍，其机制可能与抑制 RhoA / ROCK2信号通路相关。
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Soybean Isoflavones Improve Neurological Damage in MCAO Rats
Based on RhoA/ROCK2 Signaling Pathway*

To investigate the effect of soybean isoflavones on oxidative stress and neuronal apoptosis in rats with cere-

bral ischemia-reperfusion through RhoA / ROCK2 signaling pathway. Sixty SD rats were randomly divided into three groups:

Control group, Model group and Soybean isoflavone group. After continuous administration of Soybean isoflavone for 7 days, the cere-

bral ischemia / reperfusion operations were performed for neurologic deficit in rats. 24 hours later, the neurological function of rats were

evaluated. The cerebral infarct size was assessed through TTC staining. The content of oxidative factor in the brain was detected through

elisa kit. And neuronal damage was detected through Immunohistochemistry. Compared with Control group, the neurological

function score of Model group significantly decreased (P<0.05), the cerebral infarct size increased (P<0.05), the content of oxidizing factor
increased (P<0.05), and neuronal apoptosis was increased (P<0.05), furthermore, RhoA/ROCK2 protein expression raised (P<0.05).
Compared with Model group, soy isoflavones improved the neurological function (P<0.05), reduced cerebral infarction volume (P<0.05),
lower down the content of oxidative factors in the brain(P<0.05), and inhibited neuronal apoptosis(P<0.05) and decreased RhoA/ROCK2
protein expression (P<0.05). Soybean isoflavone can alleviate oxidative factors and neuronal apoptosis induced by cerebral

ischemia/reperfusion, and further reverse neurological dysfunction which is related to the inhibition of RhoA/ROCK2 signaling pathway.
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前言

缺血性脑卒中是由于脑部血管血液供应不足出现的一种

高发疾病，主要发病人群为 60岁以上老年人[1]。临床上针对缺

血性脑卒中的治疗方式主要为溶栓，但缺血区的血供恢复往往

会介导一系列炎症反应和氧化应激反应，造成脑组织再次损

伤，影响患者后期神经功能恢复，因此需要密切关注[2]。研究证

实，脑卒中患者脑中 ROCK2表达升高与氧化应激诱导的神经

元凋亡密切相关[3]。大豆异黄酮（Soybean Isoflavone, SI）是大豆

生长过程中形成的一类具有生物活性的黄酮类化合物谢产物，

又称植物雌激素，具有广泛抗炎[4]、抗氧化作用[5]，且具有一定的

神经保护作用[6]，但大豆异黄酮是否可以减轻脑缺血再灌注后

氧化应激反应及其机制仍有待研究。本研究拟通过脑缺血再灌

注大鼠模型的建立，探究大豆异黄酮对缺血性脑卒中再灌注的
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保护作用与机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

大豆异黄酮（天津尖峰天然产物有限公司）；圆头尼龙线栓

（广州佳灵生物科技公司）；2, 3, 5-三苯基氯化铵（TTC）；水合

氯醛（阿拉丁生物科技公司）；HE（苏木精 -伊红）染色试剂盒

（索莱宝有限公司）；RIPA裂解液、BCA试剂盒、茁-actin抗体
（碧云天生物公司）；TUNEL染色试剂盒（美国罗氏公司）；8-ox-

o-dG抗体（美国 abcam公司）；RhoA抗体、ROCK2抗体（武汉

博士德生物公司）；Cleaved-Caspase-3抗体、Caspase-3抗体（沈

阳万类生物公司）；Bcl-2抗体、Bax抗体（美国 CST生物公司）。

1.2 实验动物与分组

60只 SPF级雄性 SD大鼠，体重 220-230 g，由湖南省实验

动物中心提供，合格证号：SCXK（湘）2016-002，随机分为对照

组（Control）、模型组（Model）、大豆异黄酮组（SI），每组 20只。

饲养条件为 22± 2℃，湿度 50 %-60 %，正常日夜节律，自由饮

食摄水。

1.3 实验给药与造模

大豆异黄酮组手术前 7天持续灌胃给药 200 mg/kg大豆

异黄酮溶液，最后一次给药时间为手术前 2 h，其余各组给予生

理盐水。造模参考文献中中动脉缺血法[7]制备脑缺血再灌注损

伤大鼠模型。使用水合氯醛麻醉大鼠，仰卧位固定于操作台上，

颈部皮肤消毒。颈部正中切开皮肤，钝性分离出各血管，结扎颈

外动脉，暂时性封闭颈总与颈内动脉。颈外动脉开口插入圆头

线栓，前进至颈内动脉，圆头距离分叉处 18 mm为终点，固定

线栓。90 min后退出线栓并进行 24 h再灌注。

1.4 神经功能检测

脑缺血再灌注 24 h后，采用 18分标准法[8]来评估脑缺血

再灌注后大鼠神经功能损伤。评分基于以下六项测试：（1）将大

鼠放入鼠笼中观察 5 min内自发运动（0~3分）；（2）提起尾部悬

空，观察四肢状态（0~3分）；（3）提起后肢悬空，前肢移向桌子，

使之仅靠前肢行走，观察前爪伸展运动（0~3分）；（4）网屏实验

观察攀爬能力（1~3分）；（5）两侧身体触觉反射（1~3分）；（6）两

侧触须触觉反射（1~3分）。最高得分 18分，最低得分 3分

1.5 TTC染色

神经功能检测结束后，各组随机挑选 4只大鼠，水合氯醛

深度麻醉。取出全脑组织，于 -20℃条件下冰冻 10 min，将脑组

织连续切成 4个连续厚度为 1 mm的冠状切片，在 2 % 2, 3, 5-

三苯基氯化铵（TTC）中，于 37℃水浴中孵育 15 min。转移脑组

织至 4 %多聚甲醛中固定。梗死区域 TTC染色后呈白色，未梗

死区域呈红色。

1.6 脑组织切片

神经功能检测结束后，各组随机挑选 4只大鼠，水合氯醛

深度麻醉，打开胸腔，自心尖推注 PBS溶液，自心耳流出至液

体无血色，序贯推注 4 %多聚甲醛溶液固定，取出脑组织，浸入

4 %多聚甲醛溶液中 4℃条件下过夜。冰乙醇梯度脱水后透明、

浸蜡、透明石蜡包埋，切片机切成 5~8 滋m冠状切片。
1.7 8-oxo-dG染色

石蜡切片经脱蜡、水化处理后，置于抗原修复盒中，滴加

5% BSA溶液封闭。30 min后洗净 BSA溶液，在 4℃条件下与

8-oxo-dG一抗稀释液孵育过夜，次日使用 HRP标记的二抗稀

释液孵育 30 min，最后滴加 DAB溶液进行染色，再滴加苏木素

进行复染并使用中性树胶封片，光学显微镜收集图像。

1.8 TUNEL染色

石蜡切片脱蜡水化后，置于 3 %过氧化氢甲醇中浸泡

10-15 min，用蛋白酶 K室温孵育 15~30 min，PBS溶液洗涤，滴

加 TUNEL反应混合液，湿盒中孵育 60 min，PBS洗涤后滴加

DAB溶液染色，再以苏木精复染，中性树胶封片。

1.9 Western Blotting检测

取剩余大鼠，水合氯醛麻醉后，取大脑组织，镊取缺血区前

额皮层组织，加入 RIPA裂解液，裂解 30 min后，匀浆并离心取

上清液，BCA试剂盒检测蛋白浓度。加入 5× 上样缓冲液，沸水

浴 10 min使蛋 Q白变性。震荡仪混匀后等量蛋白上样，进行

SDS凝胶电泳，结束后半干法转膜将蛋白转移至 PVDF膜上。

使用脱脂牛奶封闭两小时，洗净牛奶后一抗稀释液孵育过夜，次

日 PBS洗净一抗稀释液，二抗稀释液孵育 2 h，显影仪下显影。

1.10 氧化应激因子检测

取缺血侧脑组织，加入等体积 PBS溶液，匀浆后离心取上

清液，BCA测蛋白浓度，根据 MDA、SOD、ROS、GSH等试剂盒

说明书检测大鼠脑中氧化因子水平。

1.11 数据统计学

各组实验数据均采用 SPSS 20.0统计软件进行处理，所有

实验数据采用均数± 标准差（x± s）表示。多组之间比较采用单
因素方差分析（One way ANOVA），两组之间比较采用独立样

本 t检验分析。

2 结果

2.1 大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠神经功能评分影响

本研究利用 18分标准法对脑缺血再灌注大鼠进行神经功

能评分，如图 1所示，与对照组相比，模型组大鼠神经功能评分

显著降低（P＜0.05），多数大鼠表现出自发活动减少，提起后一

侧前爪无法完全伸展，且前肢运动困难，爬笼抓力不足的现象。

与模型组相比，大豆异黄酮显著增加了大鼠行为学评分（P＜0.05），

大鼠自主运动增加，虽然多数大鼠前爪仍无法伸展，但提起后

肢，多数大鼠可利用前肢向前运动，且部分大鼠有爬笼现象。

图 1 各组大鼠神经功能评分（与 Control组相比：*P<0.05，与Model组

相比：#P<0.05）
Fig.1 Neurological scores of rats in each group (*P<0.05 vs. Control

group, #P<0.05 vs. Model group)
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Note: *P<0.05 vs. Control group, #P<0.05 vs. Model group.

2.2 大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠脑中梗死面积的影响

TTC染色反映了脑缺血再灌注后脑中梗死面积。如图 2所

示，对照组大鼠脑中未出现梗死，模型组大鼠脑中出现显著的

梗死，大豆异黄酮的干预则显著减少了大鼠脑中梗死面积（P＜
0.05）。

图 2 各组大鼠脑组织梗死面积及量化统计（与 Control组相比：*P<0.05，与Model组相比：#P<0.05）
Fig.2 Infarct area and quantitation of brains in each group (*P<0.05 vs. Control group, #P<0.05 vs. Model group)

2.3 大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠大脑皮层神经元的影响

脑缺血再灌注往往会造成大鼠脑中出现显著的神经元凋

亡现象。如图 3所示，对照组大鼠皮层中细胞众多，细胞染色较

浅，神经元轮廓清晰，界限分明，细胞呈椭圆或圆形分布。与对

照组相比，模型组大鼠脑中大量神经元细胞膜破裂，轮廓模糊

不清，细胞核皱缩且染色较深。与模型组相比，大豆异黄酮干预

后大鼠脑中仍有不少神经元有细胞膜破裂现象，但多数细胞呈

现出椭圆或圆形分布，轮廓清晰且染色较浅。

图 3 各组大鼠脑中神经元状态

Fig.3 The state of neurons in the brains of rats in each group

2.4 大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠脑中氧化应激反应的影响

氧化因子与抗氧化因子的含量反映了各组大鼠脑中氧化

应激水平。与对照组相比，模型组大鼠脑中抗氧化因子超氧歧

化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）含量显著降低（P＜0.05），氧化因

子丙二醛（MDA）、活性氧（ROS）含量显著增加（P＜0.05），大豆

异黄酮显著逆转了脑缺血造成的抗氧化因子含量降低（P＜
0.05），氧化因子含量升高（P＜0.05）。

表 1 各组大鼠脑中 SOD、GSH、MDA、ROS含量

Table 1 SOD, GSH, MDA, ROS content in the brain of rats in each group

Control Model SI

MDA(nmoL/mg) 9.38± 2.27 38.29± 11.37* 21.87± 5.84#

ROS(nmoL/mg) 4.27± 0.64 10.25± 1.37* 6.41± 0.75#

SOD(U/mg) 299.28± 44.43 118.75± 33.76* 265.11± 35.41#

GSH(nmoL/mg) 7.76± 1.81 2.69± 0.80* 5.19± 1.39#

2.5 大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠脑中 8-oxo-dG的影响

8-羟基 -脱氧鸟苷（8-oxo-dG）氧化应激反应诱导 DNA损

伤的标记。如图 4所示，与对照组相比，模型组大鼠脑中 8-oxo-dG

表达显著升高（P＜0.05），与模型组相比，大豆异黄酮显著降低
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了脑中 8-oxo-dG表达。

2.6 大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠脑中神经元凋亡的影响

TUNEL染色反映了神经元凋亡情况。如图 5所示，与对照

组相比，模型组大鼠脑中 TUNEL染色阳性细胞数显著增加

（P＜0.05），与模型组相比，大豆异黄酮显著降低了模型组大鼠

脑中 TUNEL染色阳性细胞数（P＜0.05）。

图 4 各组大鼠脑中 8-oxo-dG表达及量化统计（与 Control组相比：*P<0.05，与Model组相比：#P<0.05）
Fig.4 8-oxo-dG expression and quantitation in the brains of rats in each group (*P<0.05 vs. Control group, #P<0.05 vs. Model group)

图 5各组大鼠脑中 TUNEL染色及量化统计（与 Control组相比：*P<0.05，与Model组相比：#P<0.05）
Fig.5 TUNEL staining and quantitation in the brains of rats in each group (*P<0.05 vs. Control group, #P<0.05 vs. Model group)

2.7 大豆异黄酮对脑缺血再灌注大鼠脑中 RhoA/ROCK2相关

蛋白的影响

如图 6所示，与对照组相比，模型组大鼠脑中 RhoA蛋白、

ROCK2蛋白表达显著升高（P＜0.05），Caspase-3蛋白剪切显

著升高（P＜0.05），抗凋亡蛋白 Bcl-2 蛋白表达显著降低（P＜

0.05），促凋亡蛋白 Bax蛋白表达显著升高。与模型组相比，大

豆异黄酮显著降低了大鼠脑中 RhoA蛋白、ROCK2蛋白表达

（P＜0.05），增加了 Caspase-3 蛋白剪切（P＜0.05），升高 Bcl-2

蛋白表达水平（P＜0.05），降低 Bax蛋白表达（P＜0.05）。

图 6 各组大鼠脑中 RhoA/ROCK2相关蛋白表达及量化统计（与 Control组相比：*P<0.05，与Model组相比：#P<0.05）
Fig.6 RhoA / ROCK2 related protein expression and quantitation in the brains of rats in each group (*P<0.05 vs. Control group, #P<0.05 vs. Model group)
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3 讨论

缺血性脑卒中会引发患者多种病理级联反应，影响患者的

脑中神经元状态，严重情况下会破坏血脑屏障，造成神经、认知

功能损伤[9]。缺血性脑卒中是由多种途径介导的神经、认知功能

损伤，患者多以半侧身体瘫痪、思维意识迟缓为主要特征，患者

的日常生活受到极大的影响。本研究中，中动脉缺血再灌注成

功造成大鼠神经功能评分降低，缺血侧大脑梗死严重，且 HE

染色显示神经元凋亡较多，提示本次实验中大鼠缺血性脑卒中

模型造模成功。大豆异黄酮的干预有效改善了大鼠神经功能损

伤，提高了大鼠认知功能评分总分，减少了缺血侧大脑梗死面

积，改善了皮层中神经元状态，提示大豆异黄酮对于脑缺血再

灌注大鼠神经功能损伤具有显著改善功效。

大量研究显示，脑缺血再灌注介导的氧化应激反应和炎症

反应在血管性痴呆的病理生理过程中起重要作用[10,11]。脑缺血

再灌注过程中，氧化因子大量产生，如何有效降低或缓解脑缺

血再灌注后氧化应激水平，是目前治疗缺血性脑卒中的重点[12]。

ROS属于脂质氧化过程中间产物，能够破坏细胞膜、损伤核酸、

引发 DNA断裂[13]等。MDA为脂质过氧化终产物，会引起蛋白

质、核酸等大分子交联聚合、并且具有细胞毒性 [14]。MDA 及

ROS水平与氧化应激反应呈正相关[15]。本研究中，脑缺血再灌

注成功造成大鼠脑中 ROS含量、MDA含量显著升高，提示脑

缺血再灌注成功造成大鼠脑中氧化应激反应增加。SOD是一

种源于生命体的重要活性成分，可消除有害物质，维持良好的

新陈代谢状态[16]，其水平降低意味着机体抗氧化功能的减弱。

GSH是一种整合解毒、抗氧化的三肽，也是衡量机体抗氧化能

力的重要指标[17]。本研究中，脑缺血再灌注组大鼠脑中 SOD活

性、GSH含量显著降低，提示大鼠脑中抗氧化因子水平降低。

然而，大豆异黄酮显著降低了脑中 ROS、MDA含量，升高了脑

中 SOD活性与 GSH含量，提示大豆异黄酮对于脑缺血再灌注

大鼠术后脑中氧化应激反应有显著的抑制作用。

脑中过量的氧化因子积累、抗氧化因子水平降低会导致

DNA片段化和损伤。在氧化损伤过程中，由于羟自由基攻击

DNA，引起鸟嘌呤 8 位羟基化而产生 8-oxo-dG[18]，因此，8-ox-

o-dG是 DNA氧化损伤后产物。TUNEL染色是基因组 DNA断

裂时，暴露的 3'-OH在末端脱氧核苷酸转移酶的催化下，dUTP

被荧光素标记显色[19]。8-oxo-dG染色与 TUNEL染色一方面反

映了机体脑中神经元凋亡水平，另一方面也反应了机体内氧化

应激的真实情况[20]。本研究中，脑缺血再灌注介导的氧化应激

造成大鼠脑中 DNA断裂增加，神经元凋亡显著，而大豆异黄酮

则显著改善了大鼠脑中神经元凋亡。

脑缺血疾病中，RhoA与其下游效应因子 ROCK2活性不

仅在血管平滑肌和内皮细胞中，而且在炎性细胞和神经元内普

遍增加。RhoA/ ROCK2广泛参与调节突触可塑性、神经元凋

亡、运动神经、局部血流、学习和记忆等过程，在中枢神经系统

中起着重要的生理和病理作用[21]。RhoA/ROCK2表达抑制具有

维持机体的氧化还原平衡及抗炎的作用，可以减少细胞死亡、

蛋白质氧化及脂质过氧化，促进细胞增殖，降低血管性痴呆的

发病危险[22]。RhoA/ROCK2调节氧化反应机制涉及降低细胞内

一氧化氮合成酶（endothelial nitric oxide synthese, eNOS）的活

性，减少内源性 NO生成，抑制血管扩张从而加重脑组织缺血

缺氧，造成缺血再灌注后脑中氧化应激反应增加 [23]。此外，

ROCK2激活可以将肌球蛋白轻链酶（MLC）磷酸化而发生肌丝

收缩作用，同时增加肌球蛋白轻链磷酸酶（MLCP）磷酸化水平，

从而使MLCP失活，间接促进 MLC磷酸化从而促进平滑肌收

缩介导血管收缩[24]。因此，脑组织中 ROCK2表达减少，微细血

管扩张有利于调节局部脑组织血供，改善脑组织缺氧，减少氧

化应激反应的同时减少脑中神经元凋亡[25]。本研究中，脑缺血

再灌注成功造成大鼠脑中 RhoA/ROCK2表达活性增加，诱导

氧化应激反应增加，此外 RhoA/ROCK2介导凋亡相关蛋白表

达升高，抗凋亡蛋白表达抑制，造成大鼠脑中神经元损伤。而大

豆异黄酮有效抑制了脑中 ROCK2蛋白表达，并逆转了凋亡相

关蛋白表达增加。

综上所述，大豆异黄酮介导 RhoA/ROCK2蛋白表达降低，

逆转脑中缺血再灌注诱导的氧化应激反应，减少神经元凋亡，

改善大鼠神经功能损伤。
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