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黄芪多糖对蛛网膜下腔出血大鼠神经元凋亡因子及脑积水的影响
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摘 要： 目的 通过研究黄芪多糖对蛛网膜下腔出血（SAH）大鼠神经元凋亡因子及脑积水的影响，探讨黄芪多糖发挥作

用可能存在的机制。方法 以雄性SD大鼠为研究对象，随机分为假手术组、模型组、黄芪多糖组。采用颅内血管刺破法建

立SAH模型后，黄芪多糖组 ip给予黄芪多糖40 mg/kg，1次/d，模型组给予和假手术组相同容量的生理盐水，24 h后进行神

经功能评分，采用免疫组化和免疫蛋白印迹法检测各组大鼠海马部核因子（NF）-κB、Bcl2、Caspase3、AQP4的阳性细胞

数及灰度值，应用核磁共振技术分别扫描各组大鼠脑室，统计脑室大小指数变化情况。结果 免疫组化和免疫蛋白印迹结果

显示，与假手术组相比，黄芪多糖组和模型组大鼠海马部凋亡相关因子 Bcl2、Caspase3、NF-κB 均有明显的表达（P＜

0.01），但模型组上调Bcl2的表达和抑制Caspase3及NF-κB表达的效果弱于黄芪多糖组（P＜0.01）。与假手术组对比，黄芪

多糖组和模型组海马部AQP4的表达和脑室指数均明显提高（P＜0.01），黄芪多糖组与模型组相比海马部AQP4表达无统计

学意义，而黄芪多糖组脑室指数小于模型组（P＜0.01）。结论 黄芪多糖能通过调节NF-κB、Bcl2、Caspase3的表达来抑制

SAH大鼠海马部位神经元的凋亡，而减轻因SAH引起的脑积水，在早期可能不是主要通过调节AQP4表达而发挥作用的。
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Abstract: Objective To study the effect of astragalus polysaccharide on neuronal apoptosis factor and hydrocephalus in rats with

subarachnoid hemorrhage and explore the possible mechanism of astragalus polysaccharide.Methods Male SD rats were randomly

divided into sham operation group, model group and astragalus polysaccharide group. After the SAH model was established by

intracranial vascular puncture, the astragalus polysaccharide group was intraperitoneally injected with astragalus polysaccharide (40

mg/kg, once a day). The model group was given the same volume of saline as the sham-operated group. After 24 hours, the

neurological function was scored. The positive cells of NF-κB, Bcl 2, Caspase 3 and AQP4 in the hippocampus of each group were

detected by immunohistochemistry and Western blotting. The ventricles of rats in each group were scanned by magnetic resonance

technology, and the changes of ventricular size index were counted.Results The results of immunohistochemistry and Western blot

showed that the expression of Bcl 2, caspase 3 and NF-κB in the hippocampus of ASP group and model group were significantly

higher than those of sham operation group (P < 0.01), but the effect of up-regulating the expression of Bcl 2 and down-regulating the
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expression of caspase 3 and NF- κB in model group was weaker than that of ASP group (P < 0.01). Compared with the sham

operation group, the expression of AQP4 in hippocampus and ventricular index in Astragalus polysaccharide group and model group

were significantly increased (P < 0.01). The expression of AQP4 in hippocampus of astragalus polysaccharide group was not

statistically significant, but the ventricular index in astragalus polysaccharide group was lower than that in model group (P < 0.01).

Conclusion Astragalus polysaccharide can inhibit neuronal apoptosis in the hippocampus of SAH rats by regulating the expression

of NF-κB, Bcl 2 and caspase 3, and alleviate hydrocephalus caused by SAH. It may not play a major role in the early stage by

regulating the expression of AQP4.

Key words: APS; SAH; apoptosis; hydrocephalus

中药及其提取物因具有多靶点作用，所以常被

临床医生用来治疗在诸多病因不明或病情复杂多

变的疾病。黄芪是中医临床常用药物，具有益气固

表、敛汗固脱、托疮生肌、利水消肿之功效，而黄芪

多糖（astragalus polysaccharide，APS）是发挥药理作

用的重要物质基础之一，现代药理学证明黄芪多糖

具有抗氧化、调节免疫力、抑制脑损伤等作用［1-3］。

蛛网膜下腔出血（subarachnoid hemorrhage，

SAH）主要继发症状及病理变化为脑积水、凋亡因

子释放等［4-5］，其中脑积水发生发展因素诸多，但与

水通道蛋白 4（AQP4）的表达关系密切，而核因子-

κB（NF-κB）蛋白表达的变化可以影响凋亡相关因

子如 Bcl 2、Caspase3等表达的变化，最终调节神经

元产生凋亡或死亡［6-7］。前期研究证实黄芪多糖对

蛛网膜下腔出血后神经元凋亡具有抑制作用，但是

具体发挥作用机制及对脑积水改善情况不清楚，且

已有报道称 NF-κB 信号通路对神经元凋亡具有调

节作用。基于此，拟探讨黄芪多糖对SAH大鼠海马

部位中 NF-κB、Bcl 2、caspase3、AQP4 表达的影响，

以期丰富黄芪多糖发挥抑制神经元凋亡的作用机

制，为黄芪多糖进一步的临床应用奠定实验基础。

1 材料

1.1 主要试剂

黄芪多糖购于西安文竹生物科技公司，批号

HK-20171421，分子式为 C10H7ClN2O2S，相对分子质

量 254.69，质量分数 90%，用前用生理盐水配制 1%

溶液，用时稀释为 40 mg/kg使用［3］。兔抗大鼠Bcl-2

抗体（Santa Cruz 公司，货号 SC493）、兔抗大鼠 NF-

κB 抗体（Abcam 公司，货号 ab-16502）、兔抗大鼠

Caspase3 抗体（Santa Cruz 公司，货号 sc-492）、兔抗

大鼠AQP4抗体（Cell Signaling Technology公司，货

号#9661S）、兔抗大鼠Caspase-3多克隆抗体（睿瀛生

物公司）；兔抗大鼠Bcl-2多克隆抗体、NF-κB多克隆

抗体和AQP4多克隆抗体和小鼠抗大鼠 β-actin多克

隆抗体（北京普利莱基因技术有限公司）；兔抗小

鼠、兔抗山羊和山羊抗兔抗体（北京普利莱基因技

术有限公司）；ECL发光液（北京普利莱基因技术有

限公司）。

1.2 实验动物

雄性 SD大鼠，体质量 280～300 g，由重庆腾鑫

比尔实验动物销售公司提供。合格证号SCXK（军）

2012-0011。

2 方法

2.1 制备大鼠SAH模型

本实验采用颈内动脉刺破的方法制作模型，具

体步骤参照 Bederson 法［8］，经 ip 水合氯醛（浓度

10%，剂量 1 mL/kg）麻醉后，把SD大鼠仰卧固定，逐

层钝性分离并夹闭颈内动脉和颈总动脉。在颈外

动脉剪“V”型切口，一次性将 4 号尼龙线从切口导

入到大脑中动脉与大脑前动脉分叉处至出现落空

感后（深度 20～22 mm），停约 10 s左右，抽出并结扎

颈外动脉，逐层缝合消毒。

2.2 分组与给药

将 SD 大鼠随机分为 3 组，每组 20 只。黄芪多

糖组于术后 ip给予注射黄芪多糖 40 mg/kg；SAH模

型组术后予同剂量的生理盐水；假手术组在线栓遇

到阻力后立即拔出，并给予同剂量的生理盐水。因

SAH模型而死亡、神经功能评分和MRI显示不合格

的动物均予以补充。

2.3 观察指标

2.3.1 神经功能评分 各实验组大鼠模型制备 24 h

后，参照 Garcia［9］评分原则，从自主运动、前肢伸展

功能、身体触觉、触须反射、体态对称性、网屏实验 6

个方面进行神经功能评分，每项最低为 0分，最高为

3分，满分为18分。

2.3.2 免疫组织化学染色 取切片，0.3% Triton X-

100，37℃温箱 30 min；0.3% H2O2室温孵育 15 min，

5% BSA室温孵育 1 h；分别依次滴加兔抗大鼠Bcl-2

抗体（1∶200），兔抗大鼠 NF-κB 抗体（1∶100），兔抗

大鼠 Caspase3 抗体（1∶200），兔抗大鼠 AQP4 抗

体（1∶500），4oC过夜；次日滴加二抗工作液，37oC孵

育 1 h；DAB显色并苏木精复染，梯度酒精脱水，二
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甲苯透明后中性树脂封片。上述每步骤间均用

0.01 mol/mL PBS洗涤5 min×3。

2.3.3 Western blotting 检测 取各组 SD 大鼠腹腔

麻醉后，断头取脑的海马部放入装有放有射免疫沉

淀裂解液、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的试管

中，超声粉碎，用BCA法测定蛋白浓度。电泳上样

每孔的蛋白量为 90 μg，12% SDS-PAGE 分离蛋白

质，电转移至 PVDF膜（100 V，100 min），5%BSA室

温封闭 1 h，兔抗大鼠 Caspase-3 多克隆抗体（1∶

500），等比例的兔抗大鼠Bcl-2多克隆抗体、NF-κB

多克隆抗体和 AQP4 多克隆抗体和小鼠抗大鼠 β-

actin多克隆抗体（1∶4 000）过夜。复温 1 h后分别加

相应二抗，HRP标记兔抗小鼠、兔抗山羊和山羊抗

兔抗体（1∶2 000），室温孵育 2 h。洗涤后，在 PVDF

膜上滴加ECL发光液，暗室曝光后将蛋白印迹条带

扫描，经 Image J 5.1 图像软件分析读取灰度值并

比较。

2.3.4 磁共振成像结果 在造模后 24 h，采用

Siemens Trio 3.0 TMR 扫描仪，8 通道腕关节线圈，

采用 T1W 三维磁化准备快速采集梯度回波序列，

TR 1 500 ms，TE 3.7 ms，翻转角 12o，翻转时间 900

ms，厚度 0.5 mm，视野 267 mm，像素 0.5 mm×0.5

mm×0.5 mm，采 集 时 间 300 s。 以 冠 状 位 利 用

RadiAnt DICOM Viewer 软件观察分析各组脑室指

数比值（r/R）［10-11］。

2.4 统计学处理

采用Sigma Plot 10.0统计学软件进行实验数据

的统计分析，数据以 sx ±      
     表示。应用单因素方差

分析（ANOVA）对神经功能评分、免疫组化阳性细

胞和 Western blotting 蛋白条带灰度值进行组间

比较。

3 结果

3.1 神经功能评分

24 h后，对各组大鼠进行神经功能评分，结果见

表 1。假手术组的神经功能评分的平均分均高于其

他两组，差异具有显著性（P＜0.01）；与模型组相比，

模型大鼠给予黄芪多糖后，大鼠的神经功能评分值

显著升高（P＜0.05），说明给予黄芪多糖后 24 h，蛛

网膜下腔出血大鼠的神经功能有所恢复。

3.2 免疫组化结果

与假手术组相比，黄芪多糖组和模型组NF-κB、

AQP4、Casepase3、Bcl2阳性细胞均增高（P＜0.01）；

与模型组相比，黄芪多糖组大鼠海马部抗凋亡蛋白

Bcl 2表达增强（P＜0.01），而 Caspase3、NF-κB表达

的阳性细胞数明显弱于模型组（P＜0.01），说明黄芪

多糖能能够提高抑制凋亡蛋白Bcl2的表达，降低促

凋亡因子Caspase3、NF-κB表达进而抑制神经神经

元的凋亡；与模型组相比，黄芪多糖组大鼠海马部

AQP4的阳性细胞数没有统计学差异，说明在 SAH

早期，黄芪多糖不是主要通过调节AQP4表达而影

响脑积水发展的。见表2与图1。

3.3 Western blotting

与假手术组相比，模型组和黄芪多糖组大鼠海马的

凋亡相关因子NF-κB、Caspase3、Bcl2的灰度值均明显上

调（P＜0.01），与模型组相比，黄芪多糖组大鼠海马部的

NF-κB、Caspase3的灰度值显著降低（P＜0.01），而Bcl2

的表达明显增强（P＜0.01）。与假手术组相比，模型组和

黄芪多糖组大鼠海马部水通道蛋白AQP4的灰度值均明

显上调（P＜0.01），模型组与黄芪多糖组比较无统计学差

异，表明黄芪多糖可以通过调节AQP4的表达来影响脑

积水的发展变化，但可能不是主要因素。结果见图 2。

表1 APS对大鼠神经功能评分的影响（
-x±s ，n=6）

Table 1 Effect of APS on neurological function score in
rats（-x±s，n=6）

组别

假手术

模型

黄芪多糖

剂量/（mg∙kg-1）

—

—

40

神经功能评分

16.5±1.05

9.83±1.47**

11.67±1.21**#

与假手术组比：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05
**P＜0.01 vs sham group；#P＜0.05 vs model group

表2 免疫组织化学染色结果（
-x±s，n=5）

Table 2 Immunohistochemical staining results（-x±s，n=5）

组别

假手术

模型

黄芪多糖

剂量/（mg·kg-1）

—

—

40

NF-κB

2.4 ±1.12

17.6±1.52**

13.6±1.52**##

Bcl-2

9.4±1.14

20.2±1.92**

27±2.74**##

Caspase3

6.4±1.15

17.4±1.52**

11±1.58**##

AQP4

7.6±1.14

52.8±3.42**

50.8±3.56**

与假手术组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01
**P＜0.01 vs sham group；##P＜0.01 vs model group
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图1 免疫组织化学染色结果（400×）

Fig.1 Immunohistochemical staining results（400×）
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图2 APS对大鼠神经元凋亡和脑积水的影响（
-x±s，n=5）

Fig.2 Effects of APS on nerve apoptosis and hydrocephalus in rats（
-x±s，n=5）
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3.4 磁共振成像结果

各组大鼠T1W结果见图 3和 4。假手术组MRI

显示无明显变化，模型组和黄芪多糖组显示出异常

亮信号；脑室大小指数显示，与假手术相比，黄芪多

糖组与模型组大鼠脑室指数均高于假手术组（P＜

0.05），而黄芪多糖组脑室指数小于模型组（P＜

0.05），表明黄芪多糖能够降低 SAH 大鼠脑积水的

产生。

3 讨 论

蛛网膜下腔出血是临床上脑卒中较常见的一

种疾病形式，发病急，发病迅速且死亡率高，极大影

响着病人康复及生活质量，因此也是目前临床治疗

和基础研究都注重的热点之一。

它发生后的病理变化和继发症状诸多，如脑积

水、脑血管痉挛、凋亡因子及炎症因子释放等，引起

的分子机制也复杂多变，这些最终会激活凋亡信号

通路和水通道蛋白的表达异常，引起神经凋亡的及

脑积水的产生。凋亡的发生是受凋亡相关基因控

制的自主有序的过程，NF-κB是细胞内信号传递的

重要桥梁，静息状态以三聚体形式存在胞浆中，脑

出血后NF-κB活化入核内进而激活该信号通路，参

与介导炎症、凋亡的发生发展［12-13］。其中 Bcl2 和

Caspase3在细胞凋亡发生中的的作用早已被证实，

Bcl2蛋白主要通过抑制凋亡基因、稳定细胞器Ca2+、

调控细胞周期蛋白等发挥阻止凋亡信号的转导［14］。

而Casepase3是诸多凋亡通路中共同的下游作用蛋

白，它存在于胞浆中，只有在损伤因子作用下活化，

通过线粒体释放细胞色素C和肿瘤坏死因子受体两

条途径诱发细胞凋亡的发生。脑出血后脑部水平

衡被打破，造成颅内脑脊液增加而形成脑积水，影

响脑积水的发生发展的因素非常复杂，如炎症因

子、补体等［15-17］，而水通道蛋白AQP4的分布在毛血
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图3 APS对大鼠脑积水的影响

Fig.3 Effect of APS on hydrocephalus in rats

A、A1-黄芪多糖组；B、B1-模型组；C、C1-假手术组

A，A1- APS group；B，B1- model group；C，C1- sham group

图4 大鼠脑部MRI检查

Fig. 4 Brain MRI examination in rats

··1513



Drug Evaluation Research 第42卷第8期 2019年8月

管处，具有水分子跨膜转运功能，参与液体的转运，

证实与脑积水的发生发展有关联［18］。

前期研究证实黄芪多糖对 SAH大鼠神经元凋

亡起到抑制作用［3］，具体作用机制尚不清楚，而NF-

κB 信号通路参与调节神经元凋亡的发生及 AQP4

的表达，但黄芪多糖是否通过该信号路通发挥抑制

神经凋亡作用及脑积水的产生研究未有报道。本

实验通过免疫组化和免疫蛋白印迹等方法检测大

鼠海马部位神经凋亡蛋白NF-κB、Bcl2、Caspase3的

表达，其结果表明黄芪多糖可以影响NF-κB信号通

路上的蛋白如上调凋亡抑制蛋白 Bcl-2 的表达，减

少NF-κB和Caspase-3表达而起到减少神经元凋亡

的作用。MRI结果显示，黄芪多糖可以降低脑积水

的发生，但免疫组化和免疫蛋白印迹显示黄芪多糖

虽然能调节水通道蛋白AQP4的表达，但没有统计

学意义，说明在蛛网膜下腔出血引起脑积水的早

期，黄芪多糖不是主要通过调节AQP4蛋白的表达

来降低 SAH大鼠脑积水产生的。关于黄芪多糖是

直接通过NF-κB信号通路来发挥抑制 SAH大鼠神

经元凋亡的，还是通过其他途径间接影响NF-κB信

号通路来调节相关凋亡因子表达及黄芪多糖降低

SAH大鼠脑积水的具体机制有待进一步深入探究。
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