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齐墩果酸抑制 NLRP3 炎症小体对蛛网膜下腔出血大鼠早期脑损伤的改善
作用 

韩雨薇，王晨辰，李晓明*
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摘  要：目的  探讨齐墩果酸抑制 NLRP3 炎症小体对蛛网膜下腔出血大鼠早期脑损伤的改善作用。方法  颈内动脉穿刺法

构建蛛网膜下腔出血模型。成年雄性大鼠随机分为 3 组：假手术组、模型组、齐墩果酸 20 mg/kg 组，24 h 后观察脑组织细胞凋

亡情况；并利用 Western blotting 和 ELISA 方法检测 NLRP3、caspase1、IL-1β 和 TNF-α 的表达水平。结果  齐墩果酸 20 mg/kg

可以明显减少凋亡细胞的产生，能够降低 NLRP3、caspase1、IL-1β 和 TNF-α 的表达（P＜0.01）。结论  齐墩果酸能够抑制

NLRP3 炎症小体的形成，从而改善蛛网膜下腔出血后的脑损伤。 
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Improvement of oleanolic acid against brain cells in rats with subarachnoid 

hemorrhage by the suppression of NLRP3 inflammatory bodies 

HAN Yu-wei, WANG Chen-chen, LI Xiao-ming 

Department of Neurosurgery, General Hospital of Northern Theater Command of PLA, Shenyang 110016, China 

Abstract: Objective  To investigate the improvement of oleanolic acid against brain cells in rats with subarachnoid hemorrhage by 

the suppression of NLRP3 inflammatory bodies. Methods  The subarachnoid hemorrhage model was constructed by internal carotid 

artery puncture. SD rats were randomly divided into sham group, model group, and oleanolic acid 20 mg/kg group. The apoptosis of 

subarachnoid hemorrhage cells was observed, and NLRP3, caspase1, IL-1β, and TNF-α levels were detected by Western blotting and 

ELISA methods. Results  Oleanolic acid 20 mg/kg could significantly decrease the production of apoptotic cells, and reduce the 

expression of NLRP3, caspase1, IL-1β, and TNF-α (P < 0.01). Conclusion  Oleanolic acid can inhibit the formation of NLRP3 

inflammatory bodies, and can improve the brain damage after subarachnoid hemorrhage. 
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早期脑损伤是蛛网膜下腔出血患者高发病率和

死亡率的重要原因[1]。已经研究了许多药物在蛛网

膜下腔出血后抑制早期脑损伤的有效性，并且那些

作用于多种途径的药物具有更好的治疗效果。齐墩

果酸广泛存在于食品和药用植物中，具有许多生物

活性，包括抗炎、抗肿瘤和神经保护作用[2-4]。前期

研究证明齐墩果酸对蛛网膜下腔出血后的早期脑损

伤具有显著的保护作用，改善脑水肿，保护血脑屏

障[5]。因此，本研究采用大鼠蛛网膜下腔出血模型，

探讨了齐墩果酸对蛛网膜下腔出血后Nod样受体蛋

白 3（NLRP3）炎症小体形成的影响。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

齐墩果酸质量分数为 98%，购自天津士兰科技

有限公司，批号 20150311；NLRP3、caspase-1 抗体

购自 Abcam 公司；IL-1β、β-actin 购自 Santa Cruz

公司；BCA 蛋白定量试剂盒、TUNEL 染色试剂盒、

RIPA 裂解液、5×loading buffer 均购自碧云天公司； 
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IL-1β ELISA 试剂盒购于欣博盛公司。 

1.2  实验动物和分组 

雄性 SD 大鼠，体质量 250～300 g，购自北部

战区总医院实验动物中心，实验动物生产许可证号

SCXK（辽）2014-0002。动物饲养于恒温室中，12 h/ 

12 h 光暗交替，实验前自由进食进水。给予充足食

物和水。动物实验严格按照“National Institutes of 

Health Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals”标准进行。根据之前的研究，齐墩果酸在

模型制作完成 1 h 后，灌胃给药，剂量为 20 mg/kg
[5]。

72 只大鼠随机分成 3 组：假手术组（n＝18）、模型

组（n＝30）、齐墩果酸组（n＝24）。 

1.3  模型建立 

蛛网膜下腔出血大鼠模型建立如之前所述[6]。

10%水合氯醛麻醉后，暴露出右侧颈动脉，结扎颈

外动脉，止血夹阻断颈总动脉和颈内动脉，颈外动

脉剪一小口，鱼线从中穿入并推进至大脑前动脉和

中动脉分叉处，然后刺破，即成功建立蛛网膜下腔

出血模型。假手术组不刺破，其余操作相同。 

1.4  对蛛网膜下腔出血大鼠脑组织细胞凋亡的影响 

每组动物各取 4 只，手术 24 h 后进行生理盐水

灌注，多聚甲醛灌注，取脑组织包埋蜡块。将蜡块

切成 4 mm 厚的切片，二甲苯中脱蜡 10 min×2，无

水乙醇 5 min，90%乙醇 2 min，70%乙醇 2 min，蒸

馏水 2 min。滴加蛋白酶 K，37 ℃，20 min。PBS

洗涤 3 次，滴加 TUNEL 检测液，37 ℃避光孵育

60 min。PBS 洗涤 3 次，滴加抗荧光猝灭封片液封

片，荧光显微镜下观察。 

1.5  对蛛网膜下腔出血大鼠 NLRP3 的影响 

取脑组织加入 1 mL 裂解液，匀浆裂解 30 min，

4 ℃，12 000 r/min 离心 10 min，取上清；BCA 法

测定蛋白浓度，加入 5×loading buffer，100 ℃煮

沸 5 min；10% SDS-聚丙烯胺凝胶电泳，每孔加入

40 μg 总蛋白样品；5%脱脂牛奶室温封闭 1 h；一抗

NLRP3（Abcam，1∶500）、caspase 1（CST，1∶500）、

IL-1β（CST，1∶500）、TNF-α（CST，1: ∶500）

和 β-actin（Santa，1∶1 000）4 ℃过夜；1∶8 000

稀释二抗，温孵育 1 h；Pro-light HRP 发光试剂盒

检测，用 X-ray 显影。 

1.6  对蛛网膜下腔出血大鼠 caspase-1 和 IL-1β 表

达的影响 

Western blotting 检测，方法同 1.5 项，caspase 1

（CST，1∶500）、IL-1β（CST，1∶500）和 β-actin

（Santa，1∶1000）。取各组大鼠血清，按照欣博盛

大鼠 IL-1β ELISA 试剂盒说明书步骤进行操作。 

1.7  对蛛网膜下腔出血大鼠 TNF-α 表达的影响 

Western blotting 检测，方法同 1.5 项，TNF-α

（CST，1∶500）和 β-actin（Santa，1∶1000）。取

各组大鼠血清，按照欣博盛大鼠 TNF-α ELISA 试剂

盒说明书步骤进行操作。 

1.8  统计学分析 

GraphPad Prism 4.0 软件进行统计学分析，实验

数据以x±s 表示。均采用单因素方差分析进行比

较；组间比较采用 one-way ANOVA 分析。 

2  结果 

2.1  对蛛网膜下腔出血大鼠脑组织细胞凋亡的影响 

与假手术组比较，模型组脑组织细胞凋亡数目

增加；与模型组比较，齐墩果酸组脑组织细胞凋亡

数目明显减少，结果表明齐墩果酸可以明显抑制细

胞凋亡的发生，见图 1。 
 

 

图 1  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠脑组织细胞凋亡的影响 

Fig. 1  Effects of oleanolic acid against apoptosis of brain 

cells in rats with subarachnoid hemorrhage 

2.2  对蛛网膜下腔出血大鼠 NLRP3 的影响 

Western blotting 结果显示，与假手术组比较，

模型组的 NLRP3 水平明显增加（P＜0.001）；与模

型组比较，齐墩果酸组 NLRP3 水平明显降低（P＜

0.01），见图 2、表 1。免疫组化结果也表明齐墩果

酸能够显著减少 NLRP3 的表达，见图 3。 

2.3  对蛛网膜下腔出血大鼠 caspase-1 和 IL-1β 表

达的影响 

Western blotting 结果显示，与假手术组比较，

模型组的 caspase-1 水平明显增加（P＜0.001）；与

模型组比较，齐墩果酸组 caspase-1 水平明显降低

（P＜0.01），见图 4、表 2。 
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图 2  Western blotting 检测齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大

鼠 NLRP3 的影响 

Fig. 2  Effects of oleanolic acid against NLRP3 in rats with 

subarachnoid hemorrhage detected by Western blotting 

表 1  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠 NLRP3 的影响 

Table 1  Effects of oleanolic acid against NLRP3 in rats 

with subarachnoid hemorrhage 

组别 剂量/(mg∙kg−1) NLRP3 水平 

假手术 — 1.015 0±0.225 0 

模型 — 3.542 0±0.614 5### 

齐墩果酸 20 2.468 0±0.325 6** 

与假手术组比较：###
P＜0.001；与模型组比较：**

P＜0.01 
###

P < 0.001 vs sham group; 
**

P < 0.01 vs model group 

 

图 3  免疫组化检测齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠

NLRP3 的影响 

Fig. 3  Effects of oleanolic acid against NLRP3 in rats with 

subarachnoid hemorrhage by immunohistochemistry 

 

图 4  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠 caspase-1 的影响 

Fig. 4  Effects of oleanolic acid against caspase-1 in rats 

with subarachnoid hemorrhage 

表 2  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠 caspase-1 的影响 

Table 2  Effects of oleanolic acid against caspase-1 in rats 

with subarachnoid hemorrhage 

组别 剂量/(mg∙kg−1) caspase-1 水平 

假手术 — 1.056 0±0.369 4 

模型 — 3.469 0±0.768 9### 

齐墩果酸 20 1.897 0±0.579 1** 

与假手术组比较：###
P＜0.001；与模型组比较：**

P＜0.01 

###
P < 0.001 vs sham group; 

**
P < 0.01 vs model group 

Western blotting 和 ELISA 结果显示，与假手术

组比较，模型组的 IL-1β 水平明显增加（P＜0.001）；

与模型组比较，齐墩果酸组 IL-1β 水平明显降低（P＜

0.01），见图 5、表 3。 

 

图 5  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠 IL-1β 的影响 

Fig. 5  Effects of oleanolic acid against IL-1β in rats with 

subarachnoid hemorrhage 

表 3  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠 IL-1β 的影响 

Table 3  Effects of oleanolic acid against IL-1β in rats with 

subarachnoid hemorrhage 

组别 
剂  量 

/(mg∙kg−1) 

IL-1β 水平 

Western blotting ELISA 

假手术 — 0.987 0±0.105 6 7.460 0±0.396 5 

模型 — 4.212 0±0.654 1### 36.840 0±0.998 2### 

齐墩果酸 20 2.359 0±0.296 5** 17.020 0±0.591 3** 

与假手术组比较：###
P＜0.001；与模型组比较：**

P＜0.01 

###
P < 0.001 vs sham group; 

**
P < 0.01 vs model group 

2.4  对蛛网膜下腔出血大鼠炎症因子 TNF-α 表达

的影响 

Western blotting 和 ELISA 结果显示，与假手术

组比较，模型组的 TNF-α 水平明显增加（P＜0.001）；

与模型组比较，齐墩果酸组TNF-α 水平明显降低（P＜

0.01），见图 6、表 4。 
 

 

图 6  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠 TNF-α 的影响 

Fig. 6  Effects of oleanolic acid against TNF-α in rats with 

subarachnoid hemorrhage 

3  讨论 

蛛网膜下腔出血是一种复杂的具有高死亡率和

高发病率的疾病[7]。早期脑损伤是由初始动脉瘤性

出血引起并且在蛛网膜下腔出血后 72 h 内发生的，

是与预后密切相关的主要因素[8]。齐墩果酸广泛存

在于食品和药用植物中，具有许多生物活性，包括 
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表 4  齐墩果酸对蛛网膜下腔出血大鼠 TNF-α 的影响 

Table 4  Effects of oleanolic acid against TNF-α in rats 

with subarachnoid hemorrhage 

组别 
剂  量 

/(mg∙kg−1) 

TNF-α 水平 

Western blotting ELISA 

假手术 — 1.034 0±0.298 7 22.584 0±0.667 3 

模型 — 4.097 0±0.681 2### 48.960 0±0.734 1### 

齐墩果酸 20 1.873 0±0.595 5** 31.254 0±0.587 1** 

与假手术组比较：###
P＜0.001；与模型组比较：**

P＜0.01 

###
P < 0.001 vs sham group; 

**
P < 0.01 vs model group 

抗炎、抗肿瘤、抗糖尿病和神经保护作用。前期研

究发现齐墩果酸对蛛网膜下腔出血后的早期脑损伤

具有显著的保护作用，改善脑水肿，提高神经功能

学评分[5]。但齐墩果酸对炎症小体的影响尚不清楚，

所以本文采用大鼠蛛网膜下腔出血模型，探讨齐墩

果酸对 NLRP3 炎症小体形成的影响。 

研究表明细胞质内模式识别受体 NLRP3 在炎

症反应中发挥着关键作用，并且在蛛网膜下腔出血

后引起的神经炎症中也发挥着重要的调控作用[9]。

NLRP3 炎症小体为多蛋白复合物，主要是由 Nod

样受体、caspase-1 和衔接蛋白 ASC 组成[10]。NLRP3

炎症小体形成，迅速导致 caspase-1 激活，活化的

caspase-1 裂解 IL-1β 前体，并促使其活化成熟，诱

导炎症生发，是炎症反应的关键因素[11]。 

几项关于蛛网膜下腔出血、缺血性中风和阿尔

茨海默病的研究表明 NLRP3 炎症是神经炎症和细

胞凋亡的关键组成部分[12-14]。NLRP3 炎症小体已被

证明在炎症反应中发挥关键作用，导致蛛网膜下腔

出血后神经炎症的发生[9]。IL-1β 可诱导神经炎症和

神经变性[15]。本研究发现蛛网膜下腔出血 24 h 后

NLRP3 炎症小体和 caspase-1 被激活，IL-1β 和

TNF-α 表达水平显着增强，齐墩果酸 20 mg/kg 给药

能够抑制炎症小体的形成及相关炎性介质的表达。

此外，蛛网膜下腔出血可刺激炎症反应并导致细胞

凋亡。TUNEL 染色结果表明齐墩果酸给药可以减

弱蛛网膜下腔出血诱导的细胞凋亡。 

综上所述，齐墩果酸对蛛网膜下腔出血诱导的

NLRP3 炎症小体的形成和细胞凋亡有显著的抑制

作用，为齐墩果酸治疗蛛网膜下腔出血后的早期脑

损伤提供了一种新的潜在机制。 
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