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洋葱黄酮类提取物对大鼠脑出血后血肿周围

活化小胶质细胞及炎症因子的抑制作用

罗$岗$黄诺$王建军$赵志军$王新春$李凤仙

王晓雪$王$华$许宏侠$苏亚丽

摘要$目的$研究洋葱黄酮类提取物对不同时间点脑出血模型大鼠血肿周围活化小胶质细胞数量及脑

组织促炎性因子释放的影响!探讨洋葱黄酮类提取物治疗脑出血的可能机制" 方法$

#""

只
+;EF:G

大鼠用

于制备脑出血动物模型!造模成功
?"

只" 其中脑出血组#

6"

只$%洋葱黄酮类提取物干预组#简称干预组!

6"

只$和假手术组#

#"

只$" 造模过程中脑出血组和干预组均向大鼠定位部位注射自体血
#"" !H

!同时干

预组予洋葱黄酮类提取物#

"

!

! 9HD#" I

体重! 每日
!

次$灌胃给药&脑出血组和假手术组未进行药物干预"

造模后各组再以
$

%

!6

%

6>

%

%! J

和
% K

为时间点分
4

个亚组!干预组和脑出血组每个亚组
>

只!共
#"

组!

假手术组每个亚组
!

只!共
4

组" 采用
L:GA;: (<

评分法观察大鼠不同时间点的神经功能&采用
<8

染色观

察各时间点大鼠脑组织的损伤程度&采用免疫组织化学染色法观察不同时间点大鼠血肿周围活化的小胶质

细胞&采用
8H)M5

法检测不同时间点大鼠血肿脑组织促炎因子
*3N

#

"

与
)H

#

##

表达" 结果$脑出血组注入

自体血后!血肿周围出现变性坏死区!细胞排列不整齐!核形态不整!部分核皱缩%髓质均片状间质水肿!且随

着时间推移!变性坏死区域扩大外!细胞周围出现空白区!细胞分布不均匀!神经元细胞数减少!同时有淋巴

细胞及中性粒细胞浸润&洋葱黄酮类提取物干预后!对应时间点的细胞坏死!细胞排列及核形态明显减轻!炎

性细胞浸润减少" 与假手术组比较!脑出血组
4

个时间点行为学评分均降低!活化的小胶质细胞数目增多!

血肿脑组织中
*3N

#

"

及
)H

#

##

表达升高!差异均有统计学意义#

O P"

!

"#

$" 与脑出血组比较!干预组大鼠出

血后
6>

%

%! J

和
% K

时间点行为学评分升高!小胶质细胞的活化数目减少!

*3N

#

"

及
)H

#

##

表达降低!差异

均有统计学意义#

O P"

!

"#

$" 结论$采用乙醇回流法从洋葱中提取的黄酮类物质可能通过抑制脑出血后血

肿周围小胶质细胞的活化及促炎因子的释放!而改善脑出血模型大鼠的症状"

关键词$脑出血&小胶质细胞&洋葱黄酮类提取物&促炎因子
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$$脑血管病$

A7G7TG1Q:EA-.:G K;E7:E7

"

'B

%是

当前的常见病和多发病"是人类三大死亡原因之一"在

所有的脑卒中类型中脑出血的病死率和重度致残率最

高'

#

(

) 其引起的脑损伤约
$"b

以上是以神经纤维为

主的脑深部白质'

!

(

"而神经纤维$树突*轴突*胶质细

胞%在神经系统中起着传递信息"分泌和支撑神经元

等作用'

&

(

) 脑出血后的脑损伤主要是由最初血肿的

扩大导致的机械性压迫所造成的周围组织缺血及在

血块形成过程中和形成后"水肿*炎症对脑组织的进

一步损伤) 而小胶质细胞作为中枢神经系统中白质

的重要组成部分"在神经变性和神经炎性反应过程

中起关键作用'

6

"

4

(

) 因此针对脑出血后小胶质细胞

的药物探索及其机制探讨"对脑出血的治疗及预后

有着重要的意义) 洋葱属百合科葱属植物"除具有

丰富的营养成分外"还是一种具备多种药用价值的

保健食品"主要包含黄酮类物质*挥发油*硫化物等"

近年来逐渐引起广泛重视'

$

"

>

(

) 药理研究表明"生

物类黄酮具有清除自由基*抗氧化*降压*消炎等作

用"同时有实验证实"洋葱黄酮类提取物在体外细胞

培养时能够抑制小胶质细胞的生长'

?

(

"而且在动物

实验中其血脑屏障透过率较高"因此洋葱黄酮类有

可能成为减轻脑出血后炎性反应导致继发性脑损伤

的新药'

#"

(

) 本研究采用洋葱黄体酮提取物干预大鼠

脑出血模型"观察其对血肿周围小胶质细胞及炎性因

子的影响"为洋葱黄体酮提取物治疗脑出血提供新的

理论依据)

材料与方法

#

$动物$

#""

只健康雄性成年
+;EF:G

大鼠"河

南大学动物试验中心提供"动物合格证号#

M'Za

$豫%

!"#4

"

"""#

& 清洁级"鼠龄
&

&

6

个月"体重 $

!4"

'

#4

%

I

)

!

$药物$洋葱中黄酮类化合物提取'

##

(

) 将

!" I

新鲜洋葱$市售黄皮洋葱%去皮捣碎"选出乙醇浓

度*提取时间*提取次数*溶媒量
6

个提取因素"每个因

素
&

个水平的正交设计方案实验筛选出最佳工艺组合

结果"用
>

倍体积的
4"b

的乙醇溶液
#""

(水浴回流

#

!

4 J

"抽提
&

次"

6 >"" G D9;=

转速离心
#" 9;=

"取上

清液) 将该上清液减压蒸馏"冻干保存) 使用时以无

血清培养基溶解) 采用槲皮素作为标准品"三氯化铝

$

5H'.

&

%法制作含量测定标准曲线) 取上清液
! 9H

检测"得到
4#" =9

处的
5

值"按照标准曲线计算其

中黄酮类物质含量 $

&

!

?$ 9ID #"" I

%"配制成

!" !ID9H

)
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$试剂与仪器$

*3N

#% 试剂盒$

5TA:9

公司"

批号#

:T#""%6%

%"

)H

#

##

试剂盒$

5TA:9

公司"批号#

:T>&!"

%" 兔 抗 鼠
)T:#

$

5TA:9

公 司" 批 号#

:T#4$?"

%" 山羊抗兔
)IL

$

5TA:9

公司" 批号#

:T$6!4$

%"槲皮素标准品$上海源叶生物科技有限公

司"货号#

?"">&

%"大鼠脑立体定位仪$上海奥尔科特

生物科技有限公司"型号
5H'

#

<

%&

#"" !H

微量注射

器$伯齐科技有限公司"

353CN)H

#

#""

%&多功能酶标

仪$美谷分子仪器有限公司"

N.7RMF:F;1= &

%)

6

$动物分组及动物模型的建立$参照
Z-7 ,

等'

#!

(方法制备大鼠脑出血模型) 取
#""

只
+;EF:G

大

鼠分为假手术组$

#"

只%*脑出血组$

64

只%和洋葱黄

体酮提取物干预组$简称干预组"

64

只%) 各组均给

予腹腔注射
#"b

水合氯醛$

"

!

& 9ID#"" 9I

%麻醉

后"俯卧固定于立体定位仪上"据大鼠立体定位仪图

谱'

#&

(

"调整立体定位仪使门齿沟平面比耳线平面低

!

!

6 99

"此时前囟和后囟基本在同一平面上"先固定

耳间线"听到水平针穿破耳鼓膜的破裂声后"移头部至

正中"接着固定大鼠门齿于定向仪的门齿钩上&顶部皮

肤被毛*消毒*切开"用
&"b

双氧水腐蚀颅骨外膜"调

整立体定向仪"使其上的微量注射仪套管尖端定位于

前囟后
"

!

#4 99

"右侧中线旁开
!

!

4 99

"钻孔至硬

脑膜表面"不损伤脑组织&假手术组只用微量注射器插

入"不注射自体血) 脑出血组与干预组加温*剥离尾动

脉&用微量注射器自尾动脉分
&

次取自体非肝素不凝

血
"

!

# 9H

"轻轻抽拉数次后插入已钻好的孔内"向内

进针
$

!

4 99

$相当于内囊部位%"调节注射速度约

"

!

#&

&

"

!

#4 !HD E

"在
#" 9;=

内缓慢分段注入自体

血共计
#"" !H

'

#6

"

#4

(

" 注血结束后"留针
4 9;=

后缓

慢退针"骨石蜡封闭钻孔"缝合皮肤后消毒) 最后用

$" +

的白炽灯距离大鼠
4" A9

高度持续照射"待清

醒后再撤除) 脑出血组和干预组参照
H1=I: 8Y

'

#$

(

评分标准筛选"同时以大鼠脑横断面中有明显的圆形*

椭圆形或不规则血肿存在"血液无针道反流"无蛛网膜

下腔出血"无血肿破入脑室视为造模成功)

?"

只大鼠

造模成功"成功率为
?"b

)

#"

只未成功的模型中"

&

只造模过程中死亡$脑出血组
!

只"干预组
#

只%"

%

只经综合评价不符合标准予以排除$脑出血组
&

只"

干预组
6

只%)

4

$干预方法$干预组从脑出血模型制备成功后"

立刻以灌胃方式给药"每次
"

!

! 9HD#" I

体重$人和

大鼠按体表面积折算的等效剂量
$

!

&

倍"相当于临床

上每天
4

!

"6 9ID`I

%"每日
!

次"至处死前停止给药)

脑出血组和假手术组未进行任何药物干预) 造模后脑

出血组$

6"

只%和干预组$

6"

只%大鼠每个组分为
$

*

!6

*

6>

*

%! J

和
% K 4

个时相"每个亚组
>

只"共

#"

组)假手术组$

#"

只%"每个时间点取
!

只"共
4

组)

$

$检测指标及方法$

$

!

#

$大鼠不同时间点神经功能$参照
L:GA;:

(<

评分法'

#%

(

)

L:GA;: (<

评分详细评价大鼠的运动

和感觉功能"从大鼠自主运动*体态对称性*前肢伸展功

能*网屏实验*身体双侧触觉*双侧胡须反射等
$

个方面

评定大鼠神经功能损伤程度"功能正常时得分最高为

#>

分"功能损伤最严重者得分最低为
&

分$表
#

%)

$

!

!

$不同时间点脑组织的病理变化$采用
<8

染色法) 石蜡切片于
$"

(烤箱烘烤
!" 9;=

) 二甲苯

$

*

%

*

&

脱蜡各
#" 9;=

"

#""b

*

?"b

*

%"b

乙醇依次

脱水
! 9;=

"双蒸水
& 9;=

"

O\M

洗涤
! 9;=

)

&

次)

苏木素染液
& 9;=

"自来水洗
# 9;=

"

#b

盐酸酒精分

化
#4 E

"自来水洗
# 9;=

"

"

!

!b

氨水返蓝
#4 E

"自来

水洗
# 9;=

$显微镜下控制染色时间"以细胞核染色清

晰为准%"伊红染液
#" E

) 梯度酒精脱水"

?4b

乙醇

#4 E

"无水乙醇脱水
#" 9;=

"二甲苯
$

*

%

透明各

#" 9;=

"中性树胶封片干燥)

表
#

$

L:GA;: (<

大鼠神经功能评分标准

项目
"

分
#

分
!

分
&

分

自主运动$将大鼠放入鼠笼中观察

4 9;=

%

无自主运动 很少运动 运动并触及至少一侧笼壁 运动并触及至少三侧笼壁

体态的对称性$提起尾部使之悬空"观

察四肢状态%

患侧无运动 患侧轻微运动 患侧运动较迟缓 双侧体态对称

前肢伸展运动$悬尾使后肢悬空"前肢

移向桌子"使之仅靠前肢行走"观察前

肢伸展运动%

左前肢无

伸展运动
左前肢轻微伸展 左前肢有伸展运动但不及右侧 双侧伸展对称

网屏实验 + 不能爬上 左侧劣势 正常攀爬

两侧身体触觉反射 + 左侧无反应 左侧反应弱于右侧 反应性相同

两侧胡须触觉反射 + 左侧无反应 左侧反应弱于右侧 反应性相同
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$$
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&

$不同时间点血肿周围活化的小胶质细胞变

化$采用免疫组织化学法) 切片常规脱蜡至水&

"

!

"# 991HDH O\M

漂洗
$ 9;=

&

&"b <

!

C

!

一份加蒸

馏水
#"

份混合"室温
4

&

#" 9;=

以灭活内源性酶) 蒸

馏水漂洗
$ 9;=

&将
"

!

"# 91.DH

枸椽酸盐缓冲液

$

[< $

!

"

% 放入高压锅中烧至
#""

("将切片置于其中

高压修复
#" E

&

#

)

O\M

漂洗
$ 9;=

&滴加
4b\M5

封

闭液"室温
!" 9;=

) 甩去多余液体"不洗) 加抗
)T:#

抗体"

6

(孵育过夜&复温
&" 9;=

"

#

)

O\M

液洗

4 9;=

"共
&

次" 加 二 抗"

&%

( 孵 育
!" 9;=

&

"

!

"# 991H O\M

漂洗"

$ 9;=

&滴加过氧化物酶标记的

链酶卵白素$

M5\'

%"

&%

(孵育
!" 9;=

&

"

!

"# 991H

O\M

漂洗"

!" 9;=

&使用
B5\

显色试剂盒显色) 显色

后"应用图像分析仪"每一切片取同一高倍阳性视野两

个"每个阳性视野取细胞
&

个"对其进行灰度值测定)

$

!

6

$不同时间点血肿脑组织
*3N

#

"

与
)H

#

##

表

达水平$采用
8H)M5

检测法) 每份切取含血肿脑组织

约
#"" 9I

"放入
8O

管中"每份加入适量生理盐水"在

超声波粉碎机以
& """ GD9;=

"离心
#" 9;=

"取上清液)

标准品的稀释&标本用标本稀释液
#

*

#

稀释后加入

4" !H

于反应孔内&加入稀释好后的标准品
4" !H

于反

应孔"加入待测样品
4" !H

于反应孔内) 立即加入

4" !H

的生物素标记的抗体) 盖上膜板"轻轻振荡混

匀"

&%

(温育
# J

&甩去孔内液体"每孔加满洗涤液"

振荡
&" E

"甩去洗涤液"用吸水纸拍干) 重复此操作

&

次&每孔加入
$" !H

的亲和链霉素#

<UO

"轻轻振荡

混匀"

&%

(温育
&" 9;=

&甩去孔内液体"每孔加满

洗涤液"振荡
&" E

"甩去洗涤液"用吸水纸拍干) 重

复此操作
&

次&每孔加入底物
5

*

\

各
4" !H

"轻轻振

荡混匀"

&%

(温育
#" 9;=

) 避免光照&取出酶标板"

迅速加入
4" !H

终止液"立即测定结果&在
64" =9

波长处测定各孔的
CB

值)

%

$统计学方法$运用
MOMM #%

!

"

统计软件分

析"数据采用
R

'

E

表示"运用用
aG-E`:.

#

+:..;E

法分

析"组间两两比较采用
\1=S7GG1=;

法)

O P"

!

"4

为差

异有统计学意义)

结$$果

#

$各组大鼠干预前后不同时间点行为学比较

$图
#

%$与假手术组比较"脑出血组
4

个时间点行为学

评分均降低"差异有统计学意义'

N

$

4

"

%4

%

^!6

!

?4

"

O P

"

!

"#

(&与脑出血组比较"干预组干预后在
6>

*

%! J

和

% K

时间点行为学评分升高"差异有统计学意义'

N

$

!

"

#4

%

^!6

!

&6

"

O P"

!

"#

()

$$注#与假手术组比较"

!

O P"

!

"#

&与脑出血组比较"

"

O P"

!

"#

&图
6 c$

同

图
#

$各组大鼠干预前后不同时间点行为学比较

!

$各组大鼠不同时间点脑组织变化$图
!

%$假

手术组针道周围细胞排列相对整齐"核形态规整"髓质

有轻微水肿"各时相间无明显差别) 脑出血组
$ J

血

肿周围可见变性坏死区域"细胞排列不整齐"核形态不

整"部分核皱缩*髓质均可见片状间质水肿"但未见炎

性细胞浸润&出血
!6 J

除可见变性坏死区域扩大外"

细胞周围出现空白区"细胞分布不均匀"神经元细胞数

减少"可见散在淋巴细胞浸润&出血
6> J

损伤程度较

!6 J

进一步加重&出血
%! J

可见组织水肿明显"神经

元细胞数明显减少"可见细胞崩解小体"中性粒细胞及

淋巴细胞浸润"有中性粒细胞附壁现象&出血
% K

仅见

少量中性粒细胞及淋巴细胞浸润"无中性粒细胞附壁

现象"其余改变与
%! J

无明显变化) 干预组对应时间

点的细胞坏死"细胞排列及核形态明显减轻"炎性细胞

浸润减少)

&

$各组大鼠干预前后不同时间点活化小胶质细

胞数目比较$图
&

*

6

%$与假手术组比较"脑出血组
4

个时间点活化的小胶质细胞数且增多"差异有统计学

意义'

N

$

4

"

%4

%

^>?

!

#?

"

O P"

!

"#

() 与脑出血组比

较"干预组
6>

*

%! J

和
% K &

个时间点活化小胶质细

胞数目减少"差异有统计学意义'

N

$

!

"

#4

%

^&&

!

$6

"

O P"

!

"#

()

6

$各组不同时间点含血肿脑组织
*3N

#

"

及

)H

#

##

表达比较$图
4

*

$

%$与假手术组比较"脑出血组

4

个时间点
*3N

#

"

表达升高"

%! J

达到最高峰"差异

有统计学意义'

N

$

4

"

%4

%

^%%

!

%"

"

O P"

!

"#

() 与脑

出血组比较"洋葱黄酮类提取物干预后在
6>

*

%! J

和

% K &

个时间点
*3N

#

"

表达水平降低"差异有统计学

意义'

N

$

!

"

#4

%

^6>

!

!$

"

O P"

!

"#

()

与假手术组比较"脑出血组
4

个时间点
)H

#

##

表

达升高"

%! J

达到最高峰"差异有统计学意义'

N

$

4

"
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%

%

%

^?%

!

"$

"

O P"

!

"#

() 与脑出血组比较"洋葱黄酮

类提取物干预后
6>

*

%! J

和
% K

时间点
)H

#

##

表达降

低"差异有统计学意义 '

N

$

!

"

#4

%

^ 6"

!

?$

"

O P

"

!

"#

()

$$注#

5

为假手术组"

\ c N

为脑出血
$

*

!6

*

6>

*

%! J

和
% K

组"

L

&

a

分别为干预组干预后
$

*

!6

*

6>

*

%! J

和
% K

组&图中箭头所指

为病变处

图
!

$各组大鼠不同时间点脑组织病理结果比较$$

<8

染色" )

6""

%

$$注#

5

为假手术组"

\ c N

为脑出血
$

*

!6

*

6>

*

%! J

和
% K

组"

L

&

a

分别为干预组治疗后
$

*

!6

*

6>

*

%! J

和
% K

组&图中箭头所指

为染色阳性细胞

图
&

$各组大鼠不同时间点脑出血组织活化小胶质细胞的变化$$免疫组化" )

#""

%
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图
6

$各组大鼠不同时间点脑组织活化

小胶质细胞灰度值比较

图
4

$各组大鼠干预前后不同时间点脑出血组织

*3N

#

"

光度值比较

图
$

$各组大鼠干预前后不同时间点脑出血组织

)H

#

##

光度值比较

讨$$论

脑出血是卒中的一种特别严重的类型"占所有卒

中的
#"b c#4b

'

#>

(

"至今尚无有效的治疗措施"因此

积极探索脑出血的发病机制"寻找合理有效的药物显

得尤为重要"目前有研究提示"炎症反应被认为是脑

出血后急性期和继发性脑损伤的主要病理生理机

制"而炎症反应的主要标志为炎性细胞浸润和炎性

因子的表达"脑部的炎性细胞主要为小胶质细胞及

外周血迁移的白细胞"同时由其分泌一系列潜在的

促炎因子例如肿瘤坏死因子 $

*3N

#% % 和
)H

#

##

等'

#?

"

!"

(

) 黄酮类化合物是广泛存在于自然界中的多

酚类化合物"它在植物的生长*发育*开花*结果以及

抗菌防病等方面起着重要的作用'

!#

"

!!

(

) 洋葱属于百

合科草本植物"含有黄酮类*挥发油*硫化物*前列腺

素类等化学成分) 黄酮类作为其主要的生物活性成

分"其生理作用一直受到人们的关注"经研究发现"

洋葱中的黄酮类化合物生物活性主要表现在消炎*

抗癌*降压*降血脂*抗菌*抗氧化*抗衰老等多方

面'

!&

(

) 因此推断"洋葱黄酮类提取物可能通过减轻

炎症反应而减轻脑出血后脑损伤)

小胶质细胞为中枢神经系统中胶质细胞的一种类

型"约占所有脑细胞的
#"b c#4b

'

!6

(

"其在神经系统

炎症发生过程中起神经保护和神经损伤双重作用"在

神经系统炎性初发期"它可以迁移到炎性部位吞噬坏

死的细胞核碎片"起到保护神经细胞的作用"而此期往

往较短"后期活化的小胶质细胞可分泌很多物质"导致

神经细胞坏死凋亡"扩大损伤面积'

!4

(

"

)H

#

##

与

*3N

#

"

就是比较重要的促炎因子"他们表达增多可直

接导致局部炎性反应增强和神经细胞退变'

!$

(

) 本实

验中"大鼠脑出血模型制备成功后"大鼠的行为学损伤

程度与脑组织病理学变化相一致"时间相吻合"并且在

对应时间点血肿周围小胶质细胞的活化及炎性因子的

释放程度相互重叠"在
$ J

出现差异"可能已经过了初

期小胶质细胞对神经细胞的保护作用时间"保护作用

相对变弱"而小胶质细胞分泌的促炎因子作用则相对

较强所致"提示脑出血后炎性因子的表达对于脑损伤

起着重要的作用&同时用洋葱黄酮类提取物干预后"在

观察时间点"脑出血模型鼠行为学*病理组织有所改

善"小胶质细胞的活化及炎性因子的释放有所下降"在

初期无差异"

6> J

出现差异"可能与初期活化的小胶

质细胞释放促炎因子的时间*洋葱黄体酮提取物稳定

的血药浓度以有关) 进一步提示洋葱黄酮类提取物对

于脑出血模型鼠的神经功能行为学及脑组织病理学的

改善与抑制脑出血后血肿周围小胶质细胞的活化及促

炎性因子的释放有关)

本研究在成功制备了大鼠脑出血模型及提取了洋

葱黄酮类物质"首次用洋葱黄酮类提取物在动物模型

上治疗脑出血"取得了一定的疗效"并进一步探索了洋

葱黄酮类提取物对脑出血的治疗作用可能与其抑制小

胶质细胞的活化及炎性因子的表达有关"为洋葱黄酮

类提取物的在临床脑出血的应用提供实验依据"但脑

出血本身是一个复杂的病理过程"洋葱黄酮类提取物

对于脑出血的治疗可能还有有潜在的药理作用"因此
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%

需要更深的研究进步揭示洋葱黄酮类提取物治疗脑出

血的作用机制)
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