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桂皮醛对脑缺血小鼠的脑保护作用

及对 Ｔｏｌｌ样受体６／核因子κＢ信号通路的影响
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摘　要：目的　探讨桂皮醛对局灶性脑缺血小鼠的脑保护作用及机制。方法　雄性 ＣＤ１小鼠通过腹腔注射的方法给予
桂皮醛干预，应用改良线栓法建立小鼠右侧永久性大脑中动脉闭塞模型，将成年健康雄性 ＣＤ１小鼠随机分为大脑中动

脉闭塞（ＭＣＡＯ）组及桂皮醛（ＣＡ）低、中、高剂量干预组，即 ＣＡ２５组、ＣＡ５０组和 ＣＡ７５组（在 ＭＣＡＯ小鼠模型基础上腹腔

给予２５ｍｇ／ｋｇ、５０ｍｇ／ｋｇ及７５ｍｇ／ｋｇ桂皮醛）。术后２４ｈ通过测定小鼠神经功能缺损评分、脑梗死体积及脑组织含水量

来评价桂皮醛的脑保护作用。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法和实时荧光定量 ＰＣＲ法测定 Ｔｏｌｌ样受体 ６（ＴＬＲ６）、肿瘤坏死因子受体

相关分子６（ＴＲＡＦ６）和核因子κＢ（ＮＦκＢ）在脑组织中的表达。结果　与 ＭＣＡＯ组相比，ＣＡ５０组神经功能评分显著改善

（中位数２．０ｖｓ．３．５），病变侧脑组织含水量降低［（８３．７２±０．７３）％ ｖｓ．（８５．０９±０．９５）％］，脑梗死体积缩小（０．４５±

０．０６ｖｓ．０．５４±０．０２），均 Ｐ＜０．０５。同样与 ＭＣＡＯ组相比，ＣＡ５０组 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及 ＮＦκＢ基因表达明显下调（ＴＬＲ６：

３．２６±０．０３ｖｓ．６．３２±０．０７；ＴＲＡＦ６：１．８８±０．２１ｖｓ．３．３３±０．４８；ＮＦκＢ：１．４７±０．３３ｖｓ４．２１±０．５７，均 Ｐ＜０．０５）。

ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及胞核 ＮＦκＢ蛋白表达明显下降（ＴＬＲ６：０．１２±０．０１ｖｓ．０．１９±０．０３；ＴＲＡＦ６：０．４５±０．０９ｖｓ．０．６７±

０．０７；胞核 ＮＦκＢ：０．３２±０．０６ｖｓ．０．４６±０．０６，均 Ｐ＜０．０５）。结论　桂皮醛可能通过抑制 ＴＬＲ６／ＴＲＡＦ６／ＮＦκＢ通路

对局灶性脑缺血小鼠发挥脑保护作用。
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　　缺血性脑卒中后继发性脑损伤是患者病情加重
的重要原因，其病理机制主要包括炎症反应、氧化应

激和凋亡等，其中过度炎症反应是加重继发性脑损

伤的主要原因之一，因此抗炎症损伤成为治疗缺血性

脑卒中的重要途径之一［１４］。Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）介导的核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ
Ｂ，ＮＦκＢ）激活在促炎反应中发挥关键作用，并与缺
血性继发性脑损伤密切相关［５，６］。

桂皮醛（ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＣＡ）是具有抗炎、抗氧
化、抗血小板聚集、抗肿瘤和抗凋亡等多种生物学

作用的中药单体。桂皮醛已被证实通过抑制 ＴＬＲ６
信号通路从而抑制果糖介导的心脏炎症反应及纤

维化，对缺血心肌发挥保护作用［７，８］。但桂皮醛是

否具有通过抗炎达到脑保护作用，仍不得而知。

本研究旨在深入探讨桂皮醛是否对局灶性脑

缺血小鼠具有脑保护作用，并探讨其可能的作用机

制，为桂皮醛的开发及临床应用提供依据。

１　材料与方法
１．１　试剂和仪器

桂皮醛（成都艾科生物科技有限公司）；兔抗

ＴＬＲ６、抗肿瘤坏死因子受体相关分子 ６（ＴＲＡＦ６）
和抗 ＮＦκＢ多克隆抗体（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，美国）；经
颅多普勒超声监测仪 ＶＭＳＬＤＦ（ＭｏｏｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
Ｌｔｄ公司，美国）；多功能酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司，美
国）；电泳仪，电泳槽（北京六一仪器厂）；ＰＣＲ扩增
仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，德国）。
１．２　动物分组及给药方式

实验动物采用健康雄性 ＣＤ１小鼠，体重约 ２７
～３０ｇ，购自北京维通利华公司。随机将 ＣＤ１小
鼠分为 ４组：大脑中动脉闭塞组（ＭＣＡＯ）：小鼠大
脑中动脉闭塞后即刻腹腔注射等量 ０．２％ ＤＭＳＯ；
桂皮醛低、中、高剂量组（ＣＡ２５、ＣＡ５０及 ＣＡ７５）：
小鼠大脑 中 动 脉 闭 塞 后 即 刻 腹 腔 注 射 桂 皮 醛

２５ｍｇ／ｋｇ、５０ｍｇ／ｋｇ及 ７５ｍｇ／ｋｇ。
１．３　动物模型的建立

采用改良线栓法制作小鼠右侧大脑中动脉闭

塞模型（ＭＣＡＯ）［９，１０］。手术过程中应用经颅多普勒
超声监测大脑中动脉血流，当血流下降 ７０％ ～
８０％说明模型成功。
１．４　动物模型神经功能缺损的评价

各组小鼠在术后 ２４ｈ采用 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分法［１１］

测定小鼠神经功能缺失。在动物麻醉清醒后 ２４ｈ
进行评分并记录神经功能缺失症状，评分标准如

下：０分（无神经损伤症状）；１分（提尾时病灶对侧
前肢不能完全伸直）；２分（行走时向瘫痪侧转
圈）；３分（向病灶对侧跌倒）；４分（不能自发行
走）。

１．５　脑组织含水量测定
采用干湿重法［１２］，去 除额极后取病变侧约

２ｍｍ厚的脑组织，将脑组织放入事先称重（Ａ）的
锡纸中，立即称重（Ｂ），ＢＡ即得湿重，然后用锡纸
包裹脑组织，放入 ９５℃烤箱内烘干 ２４ｈ后取出恢
复到室温，称重（Ｃ），ＣＡ即得干重，反复称量至恒
重。最终代入公式计算脑组织含水量：（脑组织湿

重 －脑组织干重）／湿重 ×１００％，即（ＢＣ）／（Ｂ
Ａ）×１００％。
１．６　脑梗死体积百分比测定

脑缺血 ２４ｈ后，将小鼠麻醉后断头处死并迅
速取脑，切除额极，将大脑均匀切为冠状切片。脑

片浸入 ２％ ＴＴＣ溶液，３７℃孵育 １５ｍｉｎ。再置于
４％ 多聚甲醛中固定 ２４ｈ，将图像导入计算机（Ｉｍ
ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１软件进行图像分析）。测定脑梗
死面积和脑梗死体积（红色区域为正常脑组织，苍

白色区域为梗死区），水肿修正后梗死体积百分比

（％）：＝｛［总梗死体积 －（梗死侧半球体积 －梗
死对 侧 半 球 体 积）］／梗 死 对 侧 半 球 体 积｝×
１００％［１３］。

１．７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ及 ＲＴｑＰＣＲ法测定小鼠大脑
皮质缺血区 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６和 ＮＦκＢ表达

各实验组动物取皮质脑组织，置 －８０℃储存备
用，采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６和 ＮＦκＢ
蛋白表达，远红外荧光扫描成像系统扫描，ＴＬＲ６／
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ＧＡＰＤＨ、ＴＲＡＦ６／ＧＡＰＤＨ和胞核 ＮＦκＢ／ＧＡＰＤＨ比
值代表相对表达水平。采用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ＲＴｑＰＣＲ）检测 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及 ＮＦκＢｍＲＮＡ表
达量。以 ＧＡＰＤＨ作为内参基因，与对照组相比，得
到目的基因表达 ＣＴ值并进行数据定量分析。
１．８　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分析，多
组数据比较采用方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），当方
差齐并具有显著性差异时，进一步运用 ＳＮＫ检
验两两比较，当方差不齐时，采用非参数的秩和检

验。神经功能缺损评分使用 ｃｈｉｓｑｕａｒｅ（χ２）检验进
行多组数据比较，并进一步用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验
两两比较，除了神经功能缺损学评分，数据均以均

数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，检验水准取 α＝０．０５，当
Ｐ＜０．０５时差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　桂皮醛对局灶性脑缺血小鼠神经功能的影响

和 ＭＣＡＯ组比较，ＣＡ７５和 ＣＡ５０组的神经功能
缺损评 分 明 显 降 低，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜
０．０５），ＣＡ２５组神经功能评分与 ＭＣＡＯ组比较无明
显降低，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表 １。

表１　桂皮醛对局灶性脑缺血小鼠神经功能的影响

组别 １分 ２分 ３分 ４分 中位数 ９５％可信区间
ＭＣＡＯ组 ０ ０ ４ ４ ３．５ ３．０５～３．５０
ＣＡ２５组 ０ １ ６ １ ３．０ ２．５５～３．４５
ＣＡ５０组 ０ ６ ２ ０ ２．０ １．８６～２．６４
ＣＡ７５组 ４ ４ ０ ０ １．５ １．０５～１．９５

注：每组神经功能缺损评分，χ２＝８４．４，ｄ．ｆ．＝１６，Ｐ＜０．００１；

为与 ＭＣＡＯ组比较，Ｐ＜０．０５（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验）。

２．２　桂皮醛对局灶性脑缺血小鼠脑组织含水量的
影响

ＭＣＡＯ组小鼠病变侧脑组织含水量明显升高，
而与 ＭＣＡＯ组［（８５．０９±０．９５）％］相比，ＣＡ５０及
ＣＡ７５组 ２４ｈ病 变 侧 脑 组 织 含 水 量 明 显 降 低
［（８３．７２±０．７）３％，（８１．６９±０．９３）％］，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＣＡ２５组病变侧脑组织
含水量在２４ｈ与 ＭＣＡＯ组比较无明显降低［（８５．４２
±０．８６）％］，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），这也
和桂皮醛对神经功能的作用是相一致的（图１）。基
于桂皮醛对脑缺血小鼠神经功能及脑水肿的改善，我

们推断桂皮醛中、高剂量（５０ｍｇ／ｋｇ和７５ｍｇ／ｋｇ）能
够显示较好的脑保护作用，因此，接下来的研究我们

主要关注桂皮醛的最低有效给药剂量５０ｍｇ／ｋｇ。
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图 １　桂皮醛对脑组织含水量的影响

注：＃为与 ＭＣＡＯ组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　桂皮醛对局灶性脑缺血小鼠脑梗死体积的影响
ＭＣＡＯ组缺血脑组织 ＴＴＣ染色出现大范围苍白

色梗死区域。与 ＭＣＡＯ组相比，给予桂皮醛干预后
（５０ｍｇ／ｋｇ），小鼠脑梗死体积明显缩小，ＣＡ５０组
ｖｓ．ＭＣＡＯ组：０．４５±０．０６ｖｓ．０．５４±０．０２，Ｐ＜
０．０５，差异有统计学意义 （见图 ２）。
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图 ２　桂皮醛对脑梗死体积的影响

注：Ａ：ＴＴＣ染色示脑梗死处为苍白色；Ｂ：两组脑梗死体

积柱形图；＃为与 ＭＣＡＯ组比较，Ｐ＜０．０５。

２．４　桂皮醛对 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及 ＮＦκＢ蛋白和基
因表达的影响

２．４．１　桂皮醛降低 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及胞核 ＮＦκＢ的
蛋白表达　脑缺血后２４ｈ，与 ＭＣＡＯ组（ＴＬＲ６：０．１９
±０．０３；ＴＲＡＦ６：０．６７±０．０７；胞核 ＮＦκＢ：０．４６±
０．０６）相比，ＣＡ５０组 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及胞核 ＮＦκＢ蛋
白表达明显下降（ＴＬＲ６：０．１２±０．０１；ＴＲＡＦ６：０．４５
±０．０９；胞核 ＮＦκＢ：０．３２±０．０６），差异具有统计
学意义，均 Ｐ＜０．０５。见图３Ａ图３Ｃ。
２．４．２　桂皮醛降低 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及 ＮＦκＢ的 ｍＲ
ＮＡ水 平 　 与 ＭＣＡＯ 组 （ＴＬＲ６：６．３２±０．０７；
ＴＲＡＦ６：３．３３±０．４８；ＮＦκＢ：４．２１±０．５７）相比，
ＣＡ５０组 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及 ＮＦκＢｍＲＮＡ水平明显减
低（ＴＬＲ６：３．２６±０．０３；ＴＲＡＦ６：１．８８±０．２１；
ＮＦκＢ：１．４７±０．３３），差异有统计学意义，均 Ｐ＜
０．０５。见图 ４Ａ图 ４Ｃ。

·７６·
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图 ３　桂皮醛对 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及胞核 ＮＦκＢ蛋白表达的影响

注：Ａ：ＴＬＲ６蛋白电泳图及与 ＧＡＰＤＨ密度比；Ｂ：ＴＲＡＦ６蛋白电泳图及与 ＧＡＰＤＨ密度比；Ｃ：胞核 ＮＦκＢ

蛋白电泳图及与 ＧＡＰＤＨ密度比；＃为与 ＭＣＡＯ组比较，Ｐ＜０．０５。
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图 ４　桂皮醛对 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及 ＮＦκＢ基因表达的影响

注：Ａ：两组 ＴＬＲ６ｍＲＮＡ平均差异倍数；Ｂ：两组 ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ平均差异倍数；Ｃ：两组 ＮＦκＢｍＲＮＡ平均差

异倍数；＃为与 ＭＣＡＯ组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
ＴＬＲｓ作为模式识别受体，通过激活 ＴＬＲｓ信号

通路诱导炎症介质的释放，发挥其促炎作用［１４］。

ＴＬＲｓ信号转导通路主要由两条胞内信号传导途径
介导：髓样分化因子 ８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
８８，ＭｙＤ８８）依赖型途径及 ＭｙＤ８８非依赖型途径。
细胞膜表面的 ＴＬＲｓ胞外段被相应的配体激活后，
ＴＬＲｓ胞内段招募胞浆内的接头蛋白 ＭｙＤ８８，ＭｙＤ８８
的氨基末端死亡结构域与白介素受体相关激酶

（ＩＬ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＲＡＫ）的死亡结构
域相互作用，导致 ＩＲＡＫ的磷酸化。并转而与肿瘤
坏死因子受体相关分子 ６（ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ６，ＴＲＡＦ６）形成复合物。ＴＲＡＦ６激活活化激酶
１（ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＴＡＫ１），ＴＡＫ１进一步激活 ＩκＢ
激酶（ＩκＢｋｉｎａｓｅ，ＩＫＫ）复合体和活化有丝分裂原激
活蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）。
激活 ＩＫＫ复合体导致 ＩｋＢα磷酸化降解，被解除抑制
的核转录因子 ＮＦκＢ转位入核，从而最终诱导炎症
介质的大量表达（如 ＴＮＦα和 ＩＬ１β）。激活 ＭＡＰＫ
可以导致转录因子 ＡＰ１的活化，并诱导其他炎症
介质的释放（如 ＭＭＰｓ）［１５１７］。在 ＴＬＲｓ介导的信号

转导途径中，ＴＲＡＦ６同时介导了 ＭｙＤ８８依赖和非依
赖信号通路，位于 ＮＦκＢ和 ＭＡＰＫｓ信号通路的交叉
点，且 ＴＲＡＦ６介导的炎症信号通路与血管闭塞性疾
病密切相关［１８，１９］。

已有研究证实 ＴＬＲｓ／ＴＲＡＦ６／ＮＦκＢ信号通路与
缺血后继发性脑损伤及炎症反应密切相关［６，２０２２］。

因此，ＴＬＲｓ／ＴＲＡＦ６／ＮＦκＢ炎性信号通路就成为研
究缺血性脑卒中治疗的重要靶点。

在心肌缺血的动物模型中，桂皮醛通过抗炎发挥

心脏保护作用［７］。桂皮醛还能够通过抑制 ＴＬＲ６信号
通路从而抑制果糖介导的心脏炎症反应及纤维化［８］。

本研究显示桂皮醛能够通过改善神经功能评

分，减轻脑组织含水量并减小脑梗死体积，进而对

局灶性脑缺血小鼠发挥脑保护作用，在分子生物学

试验中发现桂皮醛降低 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及 ＮＦκＢ的
ｍＲＮＡ水平，同时下调 ＴＬＲ６、ＴＲＡＦ６及胞核 ＮＦκＢ
蛋白的表达，因此，我们推测桂皮醛的脑保护作用

可能与其抑制 ＴＬＲ６／ＴＲＡＦ６／ＮＦκＢ通路相关蛋白
表达相关。当然，我们也不否认桂皮醛可能通过作

用于其他完全不同的信号通路发挥其抗炎及脑保

护作用，因此，仍然需要对其脑保护作用机制做出

·８６·
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更为深入的研究。ＴＲＡＦ６已经被证实在脑缺血的
病理生理机制中发挥作用［２３，２４］，而本研究也显示桂

皮醛降低了脑缺血后 ＴＲＡＦ６在脑组织的表达，这也
进一步揭示 ＴＲＡＦ６和缺血性脑损伤有着紧密联系，
其可能成为独立的作用靶点在缺血性脑损伤中发

挥重要作用，不过关于 ＴＲＡＦ６和缺血性脑卒中甚至
炎症相关疾病的关系，仍然需要更为深入的研究。
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