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• 实验研究 • 

基于TMEM240/ARHGDIB通路探讨穗花杉双黄酮改善脑缺血再灌注损伤
小鼠神经炎症的作用机制 

窦海玲，杨改清，赵松耀，李世泽，张  越  

郑州大学附属郑州中心医院 神经内科，河南 郑州  450000 

摘  要：目的  基于神经特异性跨膜蛋白 240（TMEM240）/Rho GDP 解离抑制因子 β（ARHGDIB）通路探讨穗花杉双黄酮

改善脑缺血再灌注损伤小鼠神经炎症的作用机制。方法  采用线栓法建立脑缺血再灌注损伤模型，将造模成功小鼠随机分为

模型组、穗花杉双黄酮组、穗花杉双黄酮＋sh-NC 组、穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240 组，另设假手术组，每组 24 只。检测

Zea-longa 评分、平衡木测试评分、脑梗死体积比、脑组织含水量变化；HE 染色检测缺血侧脑组织病理；免疫荧光染色检测

缺血侧脑组织中离子钙接头蛋白 1（Iba-1）+诱导型一氧化氮合酶（iNOS）+、Iba-1+ 精氨酸酶 1（Arg-1）+阳性细胞数；ELISA

检测缺血侧脑组织中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-1β、IL-6、IL-10、转化生长因子-β1（TGF-β1）含量；Western 

blotting 检测缺血侧脑组织中 TMEM240、ARHGDIB、p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋白表达。结果  与模型组比较，穗花杉双黄

酮组缺血侧脑组织病理损伤明显改善，表现为神经元形态较完整、水肿减轻及炎性浸润减少，Zea-longa 评分、脑梗死体积

比、脑组织含水量、缺血侧脑组织 Iba-1+ iNOS+阳性细胞数，TNF-α、IL-1β、IL-6 水平，p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋白表达显

著降低，平衡木测试评分、缺血侧脑组织 Iba-1+ Arg-1+阳性细胞数、IL-10、TGF-β1 水平、TMEM240、ARHGDIB 蛋白表达

显著升高（P＜0.05）。sh-TMEM240 逆转了穗花杉双黄酮对模型小鼠神经炎症的改善作用。结论  穗花杉双黄酮通过上调

TMEM240/ARHGDIB 信号轴，抑制 NF-κB 通路的过度活化进而改善脑缺血再灌注损伤小鼠的神经炎症。 
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Mechanism of amentoflavone improving neuroinflammation in mice with cerebral 

ischemia-reperfusion injury based on the TMEM240/ARHGDIB pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of amentoflavone improves neuroinflammation in mice with cerebral ischemia-

reperfusion injury based on TMEM240/ARHGDIB pathway. Methods  A cerebral ischemia-reperfusion injury model was established 

using the suture occlusion method. Successfully modeled mice were randomly divided into model group, amentoflavone group, 

amentoflavone + sh-NC group, amentoflavone + sh-TMEM240 group, and sham-operated group with 24 mice in each group. 

Assessments included the Zea-longa score, balance beam test score, cerebral infarction volume ratio, and brain water content. 

Histopathological changes in the ischemic brain tissue were evaluated by HE staining. Immunofluorescence staining was used to detect 

the numbers of Iba-1⁺iNOS⁺ and Iba-1⁺Arg-1⁺ positive cells. ELISA measured the levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, and TGF-β1 in 

the ischemic brain tissue. Western blotting analyzed the protein expression of TMEM240, ARHGDIB, and p-NF-κB p65/NF-κB p65. 

Results  Compared with the model group, the pathological damage of the ischemic side brain tissue in the Zea-longa flavone group 

was significantly improved, manifested as more intact neuronal morphology, reduced edema, and decreased inflammatory infiltration. 

The scores of Zea-longa, the ratio of cerebral infarction volume, the water content of brain tissue, the number of Iba-1+ iNOS+ positive 

cells in the ischemic side brain tissue, the levels of TNF-α, IL-1β, and IL-6, and the protein expression of p-NF-κB p65/NF-κB p65 
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were significantly decreased. The balance beam test score, the number of Iba-1+ Arg-1+ positive cells in the ischemic side brain tissue, 

the levels of IL-10 and TGF-β1, the protein expression of TMEM240 and ARHGDIB were significantly increased (P < 0.05). sh-

TMEM240 reversed the improvement effect of amentoflavone on the neuroinflammation in the amentoflavone group. Conclusion  

Amentoflavone improves neuroinflammation in cerebral ischemia-reperfusion injury mice by upregulating the TMEM240/ARHGDIB 

signaling axis and subsequently inhibiting the overactivation of the NF-κB pathway. 

Key words: amentoflavone; cerebral ischemia-reperfusion injury; neuroinflammation; TMEM240; ARHGDIB 

 

脑缺血再灌注损伤是脑梗死治疗中的关键病

理环节，虽然恢复血流对于挽救缺血半暗带神经元

至关重要，但该过程本身可能引发一系列级联反

应，导致比单纯缺血更为复杂的继发性损伤[1]。作

为中枢神经系统固有的免疫细胞，小胶质细胞持续

监测并维持脑内稳态[2]。脑缺血再灌注损伤发生后，

静息态的小胶质细胞被迅速激活，并聚集至缺血区

域及其半暗带，其活化后的功能具有双重性，既可

发挥神经保护作用，也可能启动并加剧神经炎症反

应[3-4]。因此，靶向调控活化后小胶质细胞的炎症反

应，是一种极具潜力的治疗策略。穗花杉双黄酮作

为一种具有抗氧化、抗炎及神经保护活性的天然双

黄酮化合物[5]，已有研究报道其可减轻脑缺血再灌

注损伤模型大鼠的神经炎症[6]。研究提示，神经特

异性跨膜蛋白 240（TMEM240）可作为上游调控因

子，显著上调其下游分子 Rho GDP 解离抑制因子 β

（ARHGDIB）的表达，而后者能通过负向调控核因

子 κB（NF-κB）信号通路来抑制机体炎症反应[7-8]。

为此，本研究通过建立小鼠脑缺血再灌注损伤模

型，并结合 RNA 干扰技术，旨在多维度验证穗花

杉双黄酮的神经保护作用，并深入探究其潜在的分

子机制，以期为脑缺血再灌注损伤的临床治疗提供

新的理论依据和潜在干预靶点。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

125 只 8～10 周龄成年雄性 C57BL/6 小鼠，体

质量 23～27 g，购自维通达（苏州）生物技术有限

公司，生产许可证号 SCXK（苏）2024-0010。小鼠

饲养于标准光暗周期环境中，自由摄食饮水。本实

验已获得郑州市中心医院医学伦理委员会批准（编

号 202508002）。 

1.2  试剂 

穗花杉双黄酮（质量分数≥98%，批号 DS0046，

成都德思特生物技术有限公司）；靶向 TMEM240 的

短发夹 RNA（sh-TMEM240）慢病毒及阴性对照短

发夹 RNA（sh-NC）慢病毒（批号 A50272，赛默飞

世尔科技有限公司）；2,3,5-氯化三苯基四氮唑

（TTC）染色液（批号 BP-DL512，南京森贝伽生物

科技有限公司）；小鼠肿瘤坏死因子-α（TNF-α，批

号 GOY-E0293）、白细胞介素（IL）-1β（批号 GOY-

E1087）、IL-6（批号 GOY-E3026）、IL-10（批号 GOY-

E1098）、转化生长因子-β1（TGF-β1，批号 GOY-

E0336）ELISA 试剂盒（上海谷研生物科技有限公

司）；兔源一抗离子钙接头蛋白 1（Iba-1，批号

ab178846）、诱导型一氧化氮合酶（ iNOS，批号

ab178945）、精氨酸酶 1（Arg-1，批号 ab96183）、

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH，批号 ab181603）

（英国 Abcam 公司）；兔源一抗 TMEM240（批号

PA5-80139）、ARHGDIB（批号 H00000397-D01P）、

核因子 κB p65 亚基（NF-κB p65）（批号 51-0500）、

p-NF-κB p65（批号 MA5-15160）（赛默飞世尔科技

公司）。 

1.3  脑缺血再灌注损伤模型的构建 

采用线栓法建立脑缺血再灌注损伤模型[9]。小

鼠 ip 1%戊巴比妥钠溶液（40 mg/kg）麻醉后，于颈

部正中切口，分离并暴露右侧颈总动脉；在结扎颈

外动脉后，将线栓从颈总动脉插入，经颈内动脉向

前推送至大脑中动脉起始部，以阻断大脑中动脉供

血区的血流；缺血 45 min 后，缓慢拔出线栓以恢复

再灌注。术后以神经功能缺损评分达到 1～3 分作

为模型构建成功的判定标准[10]。其中 96 只被成功

建模，造模成功率为 95.05%。 

1.4  分组与处理 

将造模成功的 96 只小鼠随机分为模型组、穗

花杉双黄酮组、穗花杉双黄酮＋sh-NC 组、穗花杉

双黄酮＋sh-TMEM240 组，每组 24 只。另设假手术

组 24 只，该组小鼠仅接受麻醉、颈部手术暴露，不

进行线栓血管阻塞。所有分组在造模成功后开始给

药干预，持续 7 d，1 次/d。穗花杉双黄酮组 ig 60 

mg/kg 穗花杉双黄酮[6]并侧脑室注射等量生理盐

水；穗花杉双黄酮＋sh-NC 组 ig 60 mg/kg 穗花杉双

黄酮并侧脑室注射 2 μL（滴度为 1×109 TU/mL）
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sh-NC 慢病毒；穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240 组 ig 

60 mg/kg 穗花杉双黄酮并侧脑室注射 2 μL（滴度为

1×109 TU/mL）sh-TMEM240 慢病毒；模型组与假

手术组则 ig 并侧脑室注射等量的生理盐水。 

1.5  Zea-longa 评分检测 

对各组小鼠进行进行Zea-longa评分。Zea-longa

神经功能缺损评分标准[11]：0 分代表无任何神经功

能缺损症状；1 分代表术侧对侧前肢不能完全伸展，

伴身体向该侧轻度偏斜；2 分代表行走时向术侧对

侧持续转圈；3 分代表行走时身体向术侧对侧倾倒；

4 分代表意识丧失或无自主行走能力。 

1.6  平衡木实验评估运动协调功能 

对各组小鼠进行平衡木测试，评分标准[12]：0 分

代表小鼠完全无法在横杆上行走；1 分代表小鼠能

抓住横杆但无法移动；2 分代表小鼠试图通过横杆

但中途掉落；3 分代表小鼠在通过时脚滑次数超过

50%；4 分代表小鼠在通过时脚滑次数少于 50%；5

分代表小鼠仅依靠单脚通过横杆；6 分代表小鼠能

无脚滑地顺利通过横杆。 

1.7  TTC 染色检测脑梗死体积比 

每组随机取 6 只小鼠完整脑组织，制备脑组织

冠状切片，将脑组织冠状切片浸入 2% TTC 染液中，

37 ℃孵育 30 min。采用 Image J 软件对脑组织总体

积及梗死体积进行定量分析。 

梗死体积比＝梗死体积/脑组织总体积 

1.8  干湿质量法检测脑组织含水量 

从每组剩余的 18 只小鼠中随机取 6 只小鼠的

完整脑组织标本，使用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）

冲洗以去除残留血液；随后用吸水纸吸去表面多余

液体，立即置于培养皿中称质量，记录脑组织湿质

量。将脑组织放入干燥箱，于 100 ℃下干燥 36 h 后

再次称质量，记录脑组织干质量。 

脑组织含水量＝（湿质量－干质量）/湿质量 

1.9  HE 染色检测缺血侧脑组织病理 

从每组剩余的 12 只小鼠中随机取 6 只小鼠的

缺血侧脑组织标本，脑组织标本经 4%多聚甲醛固

定、石蜡包埋后，制备厚度为 4 μm 的病理切片。切

片经 HE 染色后，采用光学显微镜采集图像。 

1.10  免疫荧光染色检测缺血侧脑组织中 Iba-1+ 

iNOS+、Iba-1+ Arg-1+阳性细胞数 

取缺血侧脑组织切片，切片经 PBS 洗涤后，置

于 60 ℃烘箱干燥 1 h；随后使用含 10%山羊血清及

0.5% Triton X-100 的封闭液室温封闭 1 h。封闭结束

后，将切片与一抗 Iba-1、iNOS（或 Arg-1）在 4 ℃

孵育过夜；经 PBS 洗涤 3 次后，加入二抗避光室温

孵育 1 h。最后使用 DAPI 对切片进行复染 5 min，

滴加封片剂后封片保存。使用荧光显微镜观察缺血

侧脑组织中 Iba-1+ iNOS+、Iba-1+ Arg-1+阳性表达情

况，并统计 Iba-1+ iNOS+、Iba-1+ Arg-1+阳性细胞数

变化。 

1.11  ELISA 检测脑组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、

IL-10、TGF-β1 含量 

取每组剩余的 6 只小鼠的缺血侧脑组织，严格

按照 ELISA 试剂盒说明检测缺血侧脑组织中 TNF-

α、IL-1β、IL-6、IL-10、TGF-β1 含量。 

1.12  Western blotting 检测脑组织中 TMEM240、

ARHGDIB、p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋白表达 

使用RIPA裂解液裂解组织样本以提取总蛋白。

随后，取等量蛋白提取物上样至 SDS-PAGE 凝胶中

进行分离，电泳结束后将蛋白转印至聚偏氟乙烯

膜。使用 5%脱脂奶粉封闭液封闭膜上非特异性结

合位点，之后将转印后的膜与一抗在 4 ℃孵育过

夜，一抗如下：TMEM240、ARHGDIB、p-NF-κB p65、

GAPDH、NF-κB p65。孵育结束后，将膜与二抗于

室温孵育 2 h，采用增强化学发光显色液在化学发

光成像系统上进行条带显影。最后使用 Image J 软

件对蛋白条带的灰度值进行定量分析。 

1.13  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行数据分析。

实验数据以x ± s 表示。组间均值比较采用单因素

方差分析结合事后 SNK-q 检验。 

2  结果 

2.1  穗花杉双黄酮对小鼠 Zea-longa 评分、平衡木

测试评分的影响 

与模型组比较，穗花杉双黄酮组 Zea-longa 评

分显著降低，平衡木测试评分升高（P＜0.05）；与

穗花杉双黄酮组、穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较，

穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240 组 Zea-longa 评分升

高，平衡木测试评分降低（P＜0.05），见表 1。 

2.2  穗花杉双黄酮对小鼠脑梗死体积比、脑组织含

水量的影响 

与模型组比较，穗花杉双黄酮组脑梗死体积

比、脑组织含水量显著降低（P＜0.05）；与穗花杉

双黄酮组、穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较，穗花杉

双黄酮＋sh-TMEM240 组脑梗死体积比、脑组织含

水量显著升高（P＜0.05），见图 1、表 2。 
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表 1  各组小鼠 Zea-longa 评分、平衡木测试评分比较 

（x ± s，n = 24） 

Table 1  Comparison of Zea-longa scores and balance beam 

test scores among different groups of mice (x ± s, n = 24 ) 

组别 剂量 Zea-longa评分 平衡木测试评分 

假手术组 — 0.00±0.00 6.00±0.00 

模型 — 2.89±0.16* 3.46±0.13* 

穗花杉双黄酮 60 mg·kg−1 1.46±0.11# 4.67±0.14# 

穗花杉双黄酮＋ 

sh-NC 

60 mg·kg−1＋ 

2 μL 

1.50±0.12 4.63±0.13 

穗花杉双黄酮＋ 

sh-TMEM240 

60 mg·kg−1＋ 

2 μL 

2.09±0.13&@ 3.94±0.11&@ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与穗花杉

双黄酮组比较：&P＜0.05；与穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较：

@P＜0.05。 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 

0.05 vs amentoflavone group; &P < 0.05 vs amentoflavone + sh-NC 

group. 

 

图 1  TTC 染色检测脑梗死 

Fig. 1  TTC staining for detecting cerebral infarction 

表 2  各组小鼠脑梗死体积比、脑组织含水量比较    

（x ± s，n = 6） 

Table 2  Comparison of cerebral infarction volume ratios 

and brain tissue water content among different groups of 

mice (x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量 脑梗死体积比/% 脑组织含水量/% 

假手术组 — 0.00±0.00 77.63±1.23 

模型 — 32.89±1.95* 85.16±1.45* 

穗花杉双黄酮 60 mg·kg−1 14.65±0.88# 79.83±1.03# 

穗花杉双黄酮＋ 

sh-NC 

60 mg·kg−1＋ 

2 μL 

14.93±0.91 80.01±1.05 

穗花杉双黄酮＋ 

sh-TMEM240 

60 mg·kg−1＋ 

2 μL 

25.96±1.57&@ 83.22±0.76&@ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与穗花杉

双黄酮组比较：&P＜0.05；与穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较：

@P＜0.05。 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 

0.05 vs amentoflavone group; &P < 0.05 vs amentoflavone + sh-NC 

group. 

2.3  穗花杉双黄酮对 CIRI 小鼠缺血侧脑组织病理

的影响 

假手术组脑组织神经元形态正常，结构清晰；

模型组缺血侧脑组织神经元固缩深染、细胞周围空

泡增多、组织水肿及炎性细胞浸润；穗花杉双黄酮

组缺血侧脑组织病理损伤明显改善，表现为神经元

形态较完整、水肿减轻及炎性浸润减少；穗花杉双

黄酮＋sh-TMEM240 组缺血侧脑组织出现明显的神

经元损伤和炎症加剧现象，见图 2。 

2.4  穗花杉双黄酮对小鼠缺血侧脑组织中小胶质

细胞极化的影响 

与模型组比较，穗花杉双黄酮组缺血侧脑组织

中 Iba-1+ iNOS+阳性细胞数降低，Iba-1+ Arg-1+阳性 

 

图 2  大鼠缺血侧脑组织病理的 HE 染色检测（×400） 

Fig. 2  HE staining of the pathological changes of the ischemic side brain tissue in rats (×400) 

细胞数升高（P＜0.05）；与穗花杉双黄酮组、穗花

杉双黄酮＋sh-NC 组比较，穗花杉双黄酮＋sh-

TMEM240 组缺血侧脑组织中 Iba-1+ iNOS+阳性细

胞数升高，Iba-1+ Arg-1+阳性细胞数降低（P＜0.05），

见图 3、4 和表 3。 

2.5  穗花杉双黄酮对小鼠缺血侧脑组织中炎症反

应的影响 

与模型组比较，穗花杉双黄酮组脑组织中 TNF-

α、IL-1β、IL-6 水平降低，IL-10、TGF-β1 水平升高

（P＜0.05）；与穗花杉双黄酮组、穗花杉双黄酮＋sh- 

假手术                     模型                 穗花杉双黄酮        穗花杉双黄酮＋sh-NC    穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240 

假手术 
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图 3  免疫荧光染色检测 Iba-1 与 iNOS 共表达（×400） 

Fig. 3  Immunofluorescence staining for detecting the co-expression of Iba-1 and iNOS (×400) 

 

图 4  免疫荧光染色检测 Iba-1 与 Arg-1 共表达（×400） 

Fig. 4  Immunofluorescence staining for detecting the co-expression of Iba-1 and Arg-1 (×400) 
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表 3  各组小鼠缺血侧脑组织中 Iba-1+ iNOS+阳性细胞数、Iba-1+ Arg-1+阳性细胞数比较（x ± s，n = 6） 

Table 3  Comparison of the number of Iba-1+ iNOS+ positive cells and Iba-1+ Arg-1+ positive cells in the ischemic side brain 

tissue of each group of mice (x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量 Iba-1+ iNOS+阳性细胞数/个 Iba-1+ Arg-1+阳性细胞数/个 

假手术 — 7.23±0.41 12.68±0.71 

模型 — 29.84±1.65* 3.01±0.14* 

穗花杉双黄酮 60 mg·kg−1 12.68±0.81# 9.73±0.52# 

穗花杉双黄酮＋sh-NC 60 mg·kg−1＋2 μL 12.81±0.90 9.96±0.61 

穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240 60 mg·kg−1＋2 μL 20.44±1.36&@ 5.21±0.34&@ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与穗花杉双黄酮组比较：&P＜0.05；与穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较：@P＜0.05。 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs amentoflavone group; &P < 0.05 vs amentoflavone + sh-NC group. 

NC 组比较，穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240 组脑组

织中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平升高，IL-10、TGF-

β1 水平降低（P＜0.05），见表 4。 

2.6  穗花杉双黄酮对小鼠脑组织中 TMEM240/ 

ARHGDIB 通路关键蛋白的影响 

与模型组比较，穗花杉双黄酮组缺血侧脑组织

中 TMEM240、ARHGDIB 蛋白表达升高，p-NF-κB 

p65/NF-κB p65 蛋白表达降低（P＜0.05）；与穗花杉

双黄酮组、穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较，穗花杉

双黄酮＋sh-TMEM240 组脑组织中 TMEM240、

ARHGDIB 蛋白表达降低，p-NF-κB p65/NF-κB p65

蛋白表达升高（P＜0.05），见图 5、表 5。 

表 4  各组小鼠缺血侧脑组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10、TGF-β1 含量比较（x ± s，n = 6） 

Table 4  Comparison of levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, and TGF-β1 in the ischemic brain tissue of each group of mice   

(x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量 TNF-α/(pg·mg−1) IL-1β/(pg·mg−1) IL-6/(pg·mg−1) IL-10/(pg·mg−1) TGF-β1/(pg·mg−1) 

假手术 — 27.25±1.56 41.61±2.78 91.15±7.73 96.67±5.19 156.68±10.14 

模型 — 69.88±4.54* 95.03±5.12* 168.85±10.18* 34.56±2.36* 58.57±3.35* 

穗花杉双黄酮 60 mg·kg−1 36.67±1.96# 58.73±3.56# 119.64±7.05# 75.68±4.03# 123.45±7.06# 

穗花杉双黄酮＋ 

sh-NC 

60 mg·kg−1＋2 μL 37.05±2.03 59.27±3.78 121.33±8.43 76.82±4.16 125.64±7.12 

穗花杉双黄酮＋ 

sh-TMEM240 

60 mg·kg−1＋2 μL 54.45±2.98&@ 80.44±6.73&@ 143.56±8.96&@ 50.57±2.83&@ 78.79±4.84&@ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与穗花杉双黄酮组比较：&P＜0.05；与穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较：@P＜0.05。 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs amentoflavone group; &P < 0.05 vs amentoflavone + sh-NC group. 

 

A-假手术，B-模型，C-穗花杉双黄酮，D-穗花杉双黄酮＋sh-NC，

E-穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240。 

A-sham operation, B-model, C-amentoflavone, D-amentoflavone+ sh-

NC, E-amentoflavone+ sh-TMEM240. 

图 5  缺血侧脑组织中 TMEM240、ARHGDIB、p-NF-κB 

p65/NF-κB p65 蛋白表达检测 

Fig. 5  Detection of protein expressions of TMEM240, 

ARHGDIB, and p-NF-κB p65/NF-κB p65 in the ischemic 

side brain tissue 

3  讨论 

脑缺血再灌注损伤是缺血性脑损伤中的一种

关键病理机制，涉及神经炎症、氧化应激及脑血管

受损等多种复杂的进程[13-15]。天然产物中的活性成

分在减轻此类损伤方面展现出独特优势[16]。本研究

通过线栓法构建了小鼠脑缺血再灌注损伤模型，结

果显示，与假手术组相比，模型组小鼠 Zea-longa 评

分升高，平衡木测试评分降低，提示模型构建成功

且小鼠出现了明显的神经功能缺损。TTC 染色与脑

组织含水量检测进一步证实，脑缺血再灌注损伤小

鼠脑梗死体积与脑组织含水量均显著升高。HE 染

色结果则显示，缺血侧脑组织出现神经元排列紊

乱、核固缩明显以及显著的炎性细胞浸润，这反映

了该损伤引发了严重的脑组织梗死、水肿及病理损

伤。此外，神经炎症的核心特征在于小胶质细胞极

化失衡与炎症因子分泌紊乱[17]。活化的小胶质细胞 
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表 5  各组小鼠缺血侧脑组织中 TMEM240、ARHGDIB、p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋白表达比较（x ± s，n = 6） 

Table 5  Comparison of protein expression of TMEM240, ARHGDIB, and p-NF-κB p65/NF-κB p65 in the ischemic brain 

tissue of each group of mice (x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量 TMEM240/GAPDH ARHGDIB/GAPDH p-NF-κB p65/NF-κB p65 

假手术 — 2.18±0.16 1.43±0.15 0.14±0.02 

模型 — 0.83±0.10* 0.61±0.08* 0.73±0.08* 

穗花杉双黄酮 60 mg·kg−1 1.46±0.13# 1.05±0.12# 0.32±0.04# 

穗花杉双黄酮＋sh-NC 60 mg·kg−1＋2 μL 1.51±0.15 1.08±0.14 0.36±0.03 

穗花杉双黄酮＋sh-TMEM240 60 mg·kg−1＋2 μL 1.17±0.12&@ 0.83±0.09&@ 0.51±0.06&@ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与穗花杉双黄酮组比较：&P＜0.05；与穗花杉双黄酮＋sh-NC 组比较：@P＜0.05。 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs amentoflavone group; &P < 0.05 vs amentoflavone + sh-NC group. 

能够响应微环境变化，极化为两种功能截然不同的

表型：即经典的促炎 M1 型和替代活化的抗炎 M2

型。M1 型小胶质细胞可产生 TNF-α、IL-1β、IL-6

等多种促炎介质；而 M2 型则主要分泌 IL-10、TGF-

β1 等具有抗炎特性的细胞因子[18]。越来越多的证据

表明，在脑缺血再灌注损伤中，活化的小胶质细胞

扮演着双刃剑的角色，其最终作用取决于其向 M1

型还是 M2 型极化——M1 型极化会加重神经炎症

与脑损伤，而 M2 型极化则可促进神经元存活与组

织修复[19-20]。本研究结果显示，模型组缺血侧脑组

织中 Iba-1+iNOS+阳性细胞数显著增多，Iba-1+Arg-

1+阳性细胞数减少；同时促炎因子 TNF-α、IL-1β、

IL-6 水平升高，抗炎因子 IL-10、TGF-β1 水平降低。

这些数据一致表明，脑缺血再灌注损伤诱导小胶质

细胞向促炎 M1 型极化，从而引发了炎症反应的失

衡。这也提示，促进小胶质细胞由促炎的 M1 型向

抗炎的 M2 型转换，或可成为治疗脑缺血再灌注损

伤的一种极具潜力的策略。 

穗花杉双黄酮在多种缺血再灌注损伤模型中

均被证实具有明确的保护效应，如已有研究报道其

可改善大鼠的心肌缺血再灌注损伤[21]。在本研究

中，经过穗花杉双黄酮干预后，模型小鼠的神经功

能得到显著改善，具体表现为脑梗死体积缩小、脑

水肿减轻以及神经元形态的恢复。进一步研究发

现，穗花杉双黄酮能够促进小胶质细胞向具有抗炎

作用的 M2 表型极化，并重新平衡促炎与抗炎因子

的分泌，从而发挥关键的抗炎作用。这一系列效应

是穗花杉双黄酮改善脑缺血再灌注损伤的重要途

径，研究结果为将穗花杉双黄酮应用于脑缺血再灌

注损伤的临床治疗提供了更为坚实的理论依据。 

已有文献表明，TMEM240能够上调ARHGDIB

的表达，后者通过负向调控核心促炎转录因子 NF-

κB 的活性，最终实现对炎症反应的抑制[8]。本研究

中，模型组小鼠缺血侧脑组织中 TMEM240 与

ARHGDIB 的蛋白表达水平显著降低，同时 p-NF-

κB p65/NF-κB p65 蛋白表达升高，提示脑缺血再灌

注损伤能够抑制 TMEM240/ARHGDIB 通路的激

活，并同时激活 NF-κB 炎症通路。而经穗花杉双黄

酮干预后，TMEM240 和 ARHGDIB 的蛋白表达均

得到上调，p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋白表达降低。

关键的是，sh-TMEM240 组中，穗花杉双黄酮对

ARHGDIB 的上调作用，对 NF-κB 活化的抑制、对

小胶质细胞 M1/M2 表型的调控、以及对神经炎症

和神经功能的保护效应被显著逆转，这直接证实了

穗花杉双黄酮对 NF-κB 通路的抑制作用及其神经

炎症改善功效，是依赖于 TMEM240 的介导。 

综上所述，穗花杉双黄酮通过上调 TMEM240/ 

ARHGDIB 信号轴抑制 NF-κB 通路过度活化，从而

驱动小胶质细胞由促炎的 M1 型向抗炎的 M2 型转

化，改善脑缺血再灌注损伤小鼠的神经炎症。 
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