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芒柄花素磺酸钠调节 NETs 减轻脑缺血再灌注损伤作用机制  
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摘  要：目的  探究芒柄花素磺酸钠（Sul-F）调节中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）减轻脑缺血再灌注（I/R）损伤的作用机

制。方法  SD大鼠随机分为 5组：对照组、模型组、精氨酸阿司匹林组（AAFI，200 mg·kg−1）和 Sul-F低、高剂量组（20、

40 mg·kg−1）。除对照组外，其余各组均采用大脑中动脉栓塞（MCAO）法造模，缺血 2 h、再灌注 24 h后处死。于再灌注 0、

12 h后 ip给药，对照组和模型组给予等体积 0.9%氯化钠溶液。Bederson评分法评估神经功能；TTC染色法测定脑梗死率；

Western blotting检测脑匀浆磷脂酶 C-β3（PLC β3）和磷酸化 PLC β3（p-PLC β3）的表达；酶联免疫法检测脑匀浆血栓素 B2

（TXB2）及炎症因子白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）含量；免疫荧光检测血小板活化相关分子 P选择素（P-

selectin）、中性粒细胞活化相关分子中性粒细胞表面黏附分子（CD11b）的表达；三色免疫荧光联合检测组蛋白 3B（H3B）、

髓过氧化物酶（MPO）和脱氧核糖核酸（DNA），以标识 NETs。结果  与对照组相比，模型组大鼠神经功能评分、脑指数、

脑梗死率以及脑匀浆 IL-1β、IL-6、TXB2蛋白表达显著升高（P＜0.01），p-PLC β3蛋白表达显著降低（P＜0.01），大量 NETs

形成，P-selectin和 CD11b表达均升高（P＜0.01）。与模型组比较，Sul-F显著降低神经功能评分、脑指数、脑梗死率以及脑

匀浆 IL-1β、IL-6、TXB2蛋白表达（P＜0.05、0.01）；显著升高 p-PLC β3蛋白表达（P＜0.05、0.01）；NETs产生明显减少，

显著降低 P-selectin和 CD11b蛋白表达（P＜0.05、0.01）。结论  Sul-F通过促进 p-PLC β3蛋白表达，减少血小板活化，抑

制血小板介导的 NETs形成，减轻炎症反应，进而改善脑 I/R损伤。 
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Abstract: Objective  To study the mechanism of sodium formononetin-3'-sulphonate (Sul-F) in regulating neutrophil extracellular 

traps (NETs) to alleviate cerebral ischemia/reperfusion (I/R) injury. Methods  SD rats were randomly divided into five groups: control 
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group, model group, arginine aspirin group (AAFI, 200 mg·kg−1), Sul-F low and high dose groups (20, 40 mg·kg−1). Except for the 

control group, the other groups were modeled by middle cerebral artery occlusion, and sacrificed after ischemia for 2 h and reperfusion 

for 24 h. The drugs were given by ip injection at 0 h and 12 h after reperfusion, and the control group and the model group were given 

the same volume of 0.9% sodium chloride solution. Neurological function was assessed by the Bederson score. TTC staining was used 

to determine the cerebral infarction volume. Western blotting was used to detect the expression of phospholipase C-β3(PLC β3) and 

phosphorylated PLC β3(p-PLC β3) in brain homogenate, and to verify its signaling pathway. The contents of thromboxane B2 (TXB2), 

interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) in brain homogenate were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. The 

expression of P-selectin and neutrophil surface adhesion molecule (CD11b) on platelet activation and neutrophil activation was detected 

by immunofluorescence. H3BB (H3B), myeloperoxidase (MPO) and deoxyribonucleic acid (DNA) were detected by three-color 

immunofluorescence. Results  Compared with the control group, the neurological function score, brain index, cerebral infarction rate, 

and the protein expressions of IL-1β, IL-6, and TXB2 in brain homogenate of rats in the model group were significantly increased 

(P < 0.01), while the protein expression of p-PLC β3 was significantly decreased (P < 0.01), and a large number of NETs were formed. 

The expressions of P-selectin and CD11b were both increased (P < 0.01). Compared with the model group, Sul-F significantly reduced 

the neurological function score, brain index, cerebral infarction rate, and the protein expressions of IL-1β, IL-6, and TXB2 in brain 

homogenate (P < 0.05, 0.01); Significantly increased the protein expression of p-PLC β3 (P < 0.05, 0.01); The production of NETs 

was significantly reduced, and the protein expressions of P-selectin and CD11b were significantly decreased (P < 0.05, 0.01). 

Conclusion  Sul-F improves cerebral I/R injury by promoting the expression of p-PLC β3 protein, inhibiting PLC β3 expression, 

reducing platelet activation, inhibiting NETs formation, and reducing inflammatory response. 

Key words: ischemic stroke; formononetin; neutrophil extracellular trap; ischemia-reperfusion injury; inflammatory factor 

 

脑卒中是严重危害人类健康的脑血管疾病之

一[1]。缺血性脑卒中是最常见的脑卒中类型，占全

部卒中的 87%左右[2]，具有高发病率、高致残率和

高复发率等特点。在临床上，尽快恢复缺血脑组织

的灌注是治疗缺血性脑卒中的关键。然而，脑组织

的血管再通与复流复氧常造成更严重的脑组织损

伤，即缺血再灌注（（I/R）损伤[3-4]。I/R是一个复杂

的过程，与兴奋性氨基酸毒性、氧化应激、离子失衡、

自由基损伤、炎症、细胞凋亡等多个因素有关[5]。 

中性粒细胞胞外诱捕网（（NETs）在缺血性心脑

血管疾病的发生发展过程中扮演着重要角色。研究

表明，在脑 I/R急性期，血栓素 A2（TXA2）与 G

蛋白耦联受体结合，引起磷脂酶 C（（PLC）β活化，

细胞内钙离子浓度增加，引起血小板聚集，血小板

释放的高迁移率族蛋白组 1 与晚期糖基化末端受体

结合，激活中性粒细胞释放 NETs，从而加重脑 I/R

损伤[6]。 

补阳还五汤由清代名医王清任所创，记载于

（ 医林改错》，是治疗卒中后遗症的代表方剂。方中

以生黄芪为君药，补益元气，对卒中之气虚血瘀证

有显著疗效。现代药理学证实芒柄花素是黄芪的重

要组分之一，经磺化后得到的芒柄花素磺酸钠（（Sul-

F），具有抗炎[7]、抗氧化[8]、神经保护[9]等作用。目

前，Sul-F对脑 I/R损伤的改善作用机制尚不明确。

本研究通过建立大鼠大脑中动脉栓塞（（MCAO）模

型，考察 Sul-F是否通过抑制血小板介导的 NETs形

成减轻炎症反应，进而改善脑 I/R损伤。 

1  材料 

1.1  动物 

SD大鼠（（雄），体质量（（230±10）g，清洁级，

购自斯贝福（（北京）有限公司，实验动物生产许可

证号 SYXK（冀）2021-006。大鼠饲养于动物房，

温度（（25±1）℃，相对湿度（（50±10）%，昼夜周

期为 12 h，自由摄食饮水，实验开展前适应性饲养

1 周。本实验所有操作均严格按照动物伦理要求进

行，且经河北中医学院实验动物管理和伦理委员会

批准（批准号 DWLL202306001）。 

1.2  药品与主要试剂 

Sul-F（（质量分数＞95%，批号 160901）购自河

北国金药业有限责任公司；注射用精氨酸阿司匹林

（（AAFI，批号 23111301）购自瑞阳制药股份有限公

司；异氟烷（（批号 LAT2021033）购自北京莱艾特科

技发展有限公司；2，3，5-氯化三苯基四氮唑（（TTC，

货号 SAB1407906-50UG）购自美国 Sigma 公司；

PLC β3（（货号 AF4754）和 p-PLC β3（（货号 AF2383）

均购自江苏亲科生物研究中心有限公司；白细胞介

素 1β（IL-1β）（货号 ab255730）和 IL-6（货号

ab234570）ELISA 试剂盒，抗 CD62P 抗体（货号

ab202983）、抗 CD11b抗体（（货号 ab133357）、抗髓

过氧化物酶（MPO）抗体（货号 ab90812）均购自
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英国 Abcam公司；血栓素 B2（（TXB2）酶联免疫吸

附测定试剂盒（（货号 GV-E13489）购自上海极威生

物科技公司；Tris（（货号 105897A）、甘氨酸（（货号

65953D）、3% H2O2（（货号 82427G）、过硫酸胺（（货

号 82463A）、组蛋白 3B（（H3B）免疫荧光抗体（（货

号 P4232-50 μL）购自上海 Adamas试剂有限公司；

显影液（货号 R30152-100 mL）购自上海源叶生物

科技有限公司；5×protein Loading Buffer缓冲液（（货

号 20316ES05）、DAPI染液（货号 40728ES03）购

自翌圣生物科技（上海）股份有限公司；β-肌动蛋

白（（β-actin）一抗（（货号 sc-47778）购自美国 SANTA

公司；辣根过氧化酶（HRP）标记的免疫球蛋白 G

（（Ig G）二抗（（货号 ZB-2301）购自北京中杉金桥生

物技术有限公司；抗荧光淬灭剂（（E-IR-R119-5 mL）

购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司。 

1.3  主要仪器 

AE160 电子天平购自瑞士 Mettler Toledo 公

司；M200酶标仪购自日本 TECA公司；JYO2S凝

胶成像系统购自北京君意东方电泳设备有限公

司；LF-2000 SDS-PAGE电泳系统购自北京龙方科

技有限公司；XS-2100光学显微镜购自 NOVEL公

司；LEICA CM 1850冰冻切片机购自德国徕卡仪

器公司；5418R离心机购自德国 Eppendorf公司；

6100化学发光成像系统购自上海勤翔科学仪器有

限公司。 

2  方法 

2.1  MCAO 诱导大鼠脑 I/R 模型的制备 

采用异氟烷吸入麻醉大鼠，沿颈部中线暴露颈

前区，分离左侧颈总动脉（（CCA）、颈外动脉（（ECA）

和颈内动脉（ICA）。结扎 ECA，并用动脉钳夹住

CCA。为阻断左大脑中动脉血供，将尖圆的单丝尼

龙缝线经 CCA 插入 ICA，深度为 18～20 mm。缺

血 2 h后，将缝线塞取出约 0.5 cm，恢复血流灌注。 

2.2  分组及给药 

SD 雄性大鼠 125 只，随机分成 5 组：对照

组、模型组、AAFI（阳性药，200 mg·kg−1）组及

Sul-F低、高剂量（20、40 mg·kg−1）组，每组 25

只。除对照组外，其余各组均采用 MCAO法造模，

缺血 2 h、再灌注 24 h后处死。于再灌注 0 h、12 h

后 ip 给药，对照组和模型组给予等体积 0.9%氯化

钠溶液，体积为 10 mL·kg−1，自由饮食水。 

2.3  神经功能评分 

神经功能评分是评估脑损伤后神经功能缺损

程度的重要方法。各组大鼠在脑 I/R损伤 24 h后，

按 Bederson[10]的 5级评分法进行分级评价。0级：

运动正常，未见神经功能缺损表现；1 级：提尾悬

空时，动物的手术对侧前肢表现为腕肘屈曲，肘外

展，肩内旋，紧贴胸壁；2 级：将动物放置于光滑

平面上，推手术侧肩向对侧移动时，阻力降低，两

侧阻力不同；3 级：动物自由行走时向手术对侧旋

转或者转圈；4 级：无法自行行走或表现为意识障

碍。提前死亡及处死时发现蛛网膜下腔出血的动物

均弃之不用。 

2.4  脑指数的检测 

脑水肿是缺血性脑卒中的常见病理特征之一，

通常是由于血脑屏障破坏和细胞内外水分失衡引

起的。在神经功能评分后，采用异氟烷吸入麻醉大

鼠，立即断头取脑，去除小脑、脑干和嗅脑，称脑

湿质量，计算脑指数。脑指数升高表明脑组织含水

量增加，提示损伤加重。 

脑指数＝脑质量/体质量 

2.5  脑梗死率的测定 

脑梗死率直接反映 I/R后脑组织坏死的范围，

是评估脑损伤严重程度的重要指标。大鼠脑称质量

后，立即放于−20 ℃冰箱冷冻 10～15 min，时间以

脑的硬度适宜为准。将冻好的大脑取出，沿冠状面

连续均匀切取 6 张脑片，厚度约为 2 mm，置于配

制好的 2% TTC溶液中，并于 37 ℃水浴锅中孵育

20 min，严格避光。缺血脑组织呈苍白色，正常脑

组织呈鲜红色。相机拍照扫描入电脑后，用 Image 

J软件测量脑梗死面积，计算脑梗死率。 

脑梗死率＝Σ梗死面积/Σ全脑片面积 

2.6  Western blotting 检测脑匀浆 p-PLC β3、PLC 

β3 蛋白表达 

取缺血半暗带脑组织，−80 ℃保存备用。采用

BCA 法定量蛋白浓度，经过聚丙烯酰胺凝胶电泳

（（PAGE）分离蛋白质样品，并转移到聚偏二氟乙烯

（（PVDF）膜上。5%脱脂牛奶封闭后，分别加 PLC β3、

p-PLC β3抗体。4 ℃孵育过夜，次日洗膜后，加入

二抗室温孵育 1 h，再次洗膜后采用化学发光成像

系统显影。 

2.7  脑匀浆细胞因子检测 

测定大鼠 I/R后脑匀浆中 IL-1β、IL-6和 TXB2

的水平可以评估炎症反应和血小板活化的程度。在

脑 I/R损伤 24 h后，用异氟烷麻醉，立即断头取脑，

取缺血侧梗死灶边缘相同部位脑组织称质量，按
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1∶10的比例加入 0.9%氯化钠溶液，在匀浆机上进

行冰浴匀浆 5次，每次 2 min，将匀浆液在 4 ℃、

高速离心机 3 000 r·min−1离心 15 min，取其上清，

首先采用 BCA法测定蛋白含量，根据 IL-1β、IL-6、

TBX2试剂盒说明书进行检测，计算细胞因子浓度。 

细胞因子浓度＝细胞因子含量/蛋白含量 

2.8  荧光免疫组化检测 P-selectin、CD11b、NETs 

在脑 I/R 损伤 24 h 后，用异氟烷麻醉，先用

0.9%氯化钠溶液经心脏灌注（（开胸，将灌注针头插

入左心室，止血钳固定，剪开右心耳，使血液经右

心耳流出），待大鼠组织器官泛白，血液基本流出

（（大约 50 mL 0.9%氯化钠溶液），换用 4%多聚甲醛

溶液进行固定，方法和灌注 0.9%氯化钠溶液手法相

同，待大鼠身体僵直（大约 50 mL 4%多聚甲醛溶

液），迅速取脑，去除小脑、脑干和嗅脑，放置于 4%

多聚甲醛溶液 24 h以上，然后换置于 20%的蔗糖溶

液中，取脑缺血半暗带组织，当脑组织沉入瓶底，

换置于 30%的蔗糖溶液中，当脑组织沉入瓶底后，

即可冰冻切片，进行荧光染色，抗荧光淬灭剂封固，

荧光显微镜观察。 

2.9  统计学分析 

应用 SPSS 20.0统计软件进行统计学分析，计

量资料以 x s 表示，多组间比较采用采用单因素方

差分析，进一步两组间比较采用 LSD-t检验。 

3  结果 

3.1  Sul-F 对神经功能评分的影响 

神经功能评分能够直观反映脑 I/R损伤对动物

行为学和运动功能的影响。如图 1所示，与对照组

相比，模型组大鼠神经功能评分显著升高（P＜

0.01）；与模型组相比，AAFI组和 Sul-F（（40 mg·kg−1）

组大鼠神经功能评分均显著降低（（P＜0.05、0.01）。 

3.2  Sul-F 对脑指数的影响 

脑 I/R损伤后，血脑屏障破坏和细胞毒性水肿

会导致患侧脑组织水分增加，质量增加，脑指数升

高。如表 1所示，与对照组相比，模型组脑指数显

著升高（P＜0.01），脑损伤加重；与模型组相比，

Sul-F（（20、40 mg·kg−1）组与 AAFI组脑指数均显著

降低（P＜0.05、0.01），脑损伤减轻。 

3.3  Sul-F 对脑梗死率的影响 

TTC染色常是检测脑梗死率的常用检测技术。

TTC与活细胞线粒体中的脱氢酶反应，生成红色产

物；梗死区域因细胞死亡而不染色，呈白色。如图

2所示，对照组脑组织 TTC染色呈均匀红色，模型 

  

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜

0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 1  大鼠神经功能评分 ( ±s，n＝6) 

Fig. 1  Neurological function score of rats ( ±s，n＝6) 

表 1  大鼠脑指数 (n＝6) 

Table 1  Brain index of rats (n＝6) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 脑指数/% 

对照 — 57.40±2.45 

模型 — 70.76±3.09## 

AAFI 200 68.23±2.06* 

Sul-F 20 64.95±2.18* 

 40 67.95±1.28** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

组脑组织出现大面积白色梗死区。与模型组比较，

Sul-F（（20、40 mg·kg−1）组与 AAFI组脑梗死率均显

著降低（P＜0.05、0.01）。 

3.4  Sul-F 对脑匀浆中 p-PLC β3、PLC β3 蛋白表

达的影响 

如图 3所示，与对照组相比，模型组 p-PLC β3

蛋白表达显著降低（（P＜0.01）；与模型组相比，Sul-

F（（20、40 mg·kg−1）组 p-PLC β3蛋白表达显著升高

（（P＜0.05、0.01），Sul-F（20、40 mg·kg−1）组 PLC 

β3蛋白表达降低，但差异无统计学意义。 

3.5  Sul-F 对脑匀浆细胞因子含量的影响 

测定脑匀浆细胞因子含量可评估炎症反应和

血小板活化的程度，IL-1β 和 IL-6 反映 I/R 后脑组

织的炎症状态，TXB2 可以反映 I/R 后血小板活化

和血栓形成的程度。如图 4 所示，与对照组相比，

模型组脑匀浆 IL-1β、IL-6、TXB2含量均显著升高

（P＜0.01）；与模型组比较，Sul-F（（20、40 mg·kg−1）

组和 AAFI组脑匀浆 IL-1β、IL-6、TXB2含量均显

著降低（P＜0.05、0.01）。 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 2  大鼠脑梗死率 ( ±s，n＝6) 

Fig. 2  Rate of cerebral infarction in rats ( ±s，n＝6)

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 3  大鼠脑组织中 p-PLC β3 和 PLC β3 蛋白表达情况 ( ±s，n＝5) 

Fig. 3  Expression of p-PLC β3 and PLC β 3 protein in brain tissue of rats ( ±s，n＝5) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 4  大鼠脑组织 IL-1β、IL-6、TXB2 蛋白水平 ( ±s，n＝8) 

Fig. 4  Expression of IL-1β, IL-6 and TXB2  in brain tissue of rats ( ±s，n＝8) 

3.6  Sul-F 对 NETs 形成的影响 

H3B、MPO和 DNA是 NETs结构和形成过程

中的关键成分。H3B反映染色质解聚，MPO反映中

性粒细胞活化，DNA反映 NETs的骨架结构。三者
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共同检测可以全面评估 NETs 的形成过程和功能状

态。如图 5所示，模型组大鼠 I/R脑组织区域可观

察到 H3B、MPO及 DNA的共存。与完整的中性粒

细胞不同，这 3种物质相互融合，分散分布，没有

完整的细胞形态，提示该区域有 NETs产生，对照

组大鼠相应区域则不存在该现象。与模型组相比，

AAFI组和 Sul-F（40 mg·kg−1）组 NETs产生明显

减少。 

 

DNA染色呈蓝色（×100）；H3B染色呈红色（×100）；MPO染色呈绿色（×100）。 

DNA staining showed blue (×100); H3B staining showed red (×100); MPO staining showed green (×100). 

图 5  大鼠脑缺血半暗带组织 NETs 形成情况 

Fig. 5  Formation of NETs in brain tissue of rats 

3.7  Sul-F 对 P-selectin、CD11b 表达的影响 

如图 6所示，对照组 I/R脑组织区域有微量 P-

selectin表达，未见 CD11b表达，模型组 P-selectin

和 CD11b均表达升高（P＜0.01）。与模型组相比，

Sul-F（（20、40 mg·kg−1）组与 AAFI组 P-selectin表

达显著降低（P＜0.05、0.01），Sul-F（40 mg·kg−1）

组与AAFI组CD11b表达显著降低（（P＜0.05、0.01）。 

4  讨论 

脑卒中是全球第二大死亡原因，55岁以下人群

脑卒中的发病率逐年上升，对人类健康和社会经济

造成的负担不断扩大[11]。缺血性脑卒中发生时，血

流中断导致大脑代谢所需的氧气和葡萄糖缺乏，能

量产生不足，毒性代谢产物如兴奋毒性氨基酸、酸

性代谢产物、氧化应激产物和炎症介质等在局部堆

积，造成组织损害和神经元死亡，死亡的神经元通

过释放损伤相关分子模式（（DAMPs）进一步诱发炎

症反应[12]。 

中性粒细胞是缺血性脑卒中急性炎症反应的

重要组成部分，在缺血性脑卒中后，中性粒细胞首

先从血液循环系统进入缺血灶，分泌炎症因子和蛋

白酶，并形成 NETs，加重内皮损伤和血脑屏障损

害，与缺血性脑卒中不良预后成正相关[13]。同时，

中性粒细胞和 NETs参与血栓形成，阻碍血管重构，

加剧缺血性神经元损伤[14]。 

 

DNA                       H3B                   MPO                   Merge 
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模型        
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P-selectin呈绿色（×50），CD11b呈红色（×50）；与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

P-selectin showed green (×50)，CD11b showed red (×50)；##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 6  大鼠脑缺血半暗带组织 P-selectin、CD11b 蛋白表达情况 ( ±s，n＝5) 

Fig. 6  Expression of P-selectin and CD11b protein in brain tissue of rats ( ±s，n＝5) 

NETs 形成是区别于凋亡和坏死的另一种细胞

死亡方式，通过还原型辅酶Ⅱ（（NADPH）及 RAF-丝

裂原活化蛋白激酶激酶（（MEK）-细胞外调节蛋白激

酶（（ERK）途径使细胞核核膜及颗粒膜溶解、染色

质与胞浆内颗粒蛋白结合，随后被排至细胞外形成

网络状结构以捕获致病原可防止其扩散[15]，与此同

时利用高浓度的蛋白质杀灭细菌[16]。NETs 的形成

受多种生物和化学刺激，如激活的血小板、细菌以

及活性氧（（ROS）等[17]。正常条件下，NETs是固有

免疫的一部分，在对抗病原微生物入侵过程中发挥

重要作用。但在脑卒中病理条件下，NETs 扮演了

（ 双刃剑”的角色。多数研究认为 NETs会加剧脑损

伤，对脑卒中的预后有着不良影响[18]。有研究指出

血小板、影响 NETs 形成的物质以及 NETs 组成成

分等都可以成为调控 NETs形成的潜在靶标[19]。 

NETs的网状结构可以网络血小板，其中的组

蛋白可以引起血小板聚集，刺激血栓形成 DNA网

状结构，与组蛋白共同促进深静脉血栓的形成。因

此 NETs连接了炎症反应与血栓形成，二者相互促

进。相关研究表明激活 PLC β3，可能会通过血小

板聚合加重脑 I/R 损伤[20]。Yang 等[21]通过大鼠心

肌 I/R模型证实 I/R过程中 NETs过量形成，导致

心肌衰弱，说明 I/R 引起的损伤可能是由于 NETs

的作用。 

P-selectin是血小板活化的重要标志物，静息状

态下主要储存于血小板的 α-颗粒中，血小板活化后

可以在血小板膜表面表达并且分泌到血液中[22]。脑

I/R 过程中，P-selectin 的表达会进一步增加，导致

白细胞在微血管中的滞留和炎症反应的加剧，从而

加重脑组织损伤[23]。CD11b是中性粒细胞活化和迁

移的重要分子，属于 β2整合素家族，与 CD18结合

形成异二聚体，在中性粒细胞的免疫反应中起重要

作用[24]。Sreeramkumar等[25]通过活体显微成像技术

发现活化的血小板表面 P-selectin 可以与中性粒细

胞表面 P-selectin配体 PSGL-1结合，介导血小板与

中性粒细胞相互作用，引起中性粒细胞迁移、黏附

和形成 NETs 等，并且通过小鼠急性肺炎与脑缺血

模型证明这种相互作用可以引起炎症反应，血小

板、中性粒细胞缺失或者抑制 PSGL-1、CD11b 可

以减轻这种损伤，降低死亡率。对富含 P-selectin配

体的小鼠研究表明，P-selectin 与中性粒细胞表面

PSGL-1 相互作用能增加血浆中凝血因子产生，从

而刺激 NETs 生成[23]。本研究表明 Sul-F 能够抑制

P-selectin 和 CD11b 的产生，发挥对血小板和中性

粒细胞活化的抑制作用，进而抑制 NETs 形成，减

轻脑 I/R损伤。 

前期研究表明[26]，Sul-F 干预能够降低脑组织

氧化应激水平，降低细胞凋亡，改善脑梗死体积和

神经功能评分，Sul-F具有保护大鼠脑 I/R损伤的作

用。本研究制备MCAO诱导的脑 I/R损伤模型，通

过评估神经功能、脑指数、脑梗死率等指标，考察

Sul-F对脑 I/R的保护作用，表明 Sul-F显著改善神
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经功能缺损，降低脑水肿、脑梗死率，与已有文献

报道一致。本研究通过荧光免疫组化证实 Sul-F 能

够降低 MCAO 诱导模型脑组织 P-selectin、CD11b

表达，提示 Sul-F可抑制血小板、中性粒细胞活化。 

在脑卒中发生发展过程中，NETs 的形成对机

体有较大的危害，减少 NETs 产生对于预防和减轻

脑 I/R损伤具有重要意义。本研究旨在探讨 Sul-F是

否通过调控 NETs产生发挥脑保护作用。研究发现，

Sul-F能够促进 p-PLC β3蛋白表达，减少血小板活

化，进而使 P-selectin、CD11b等促 NETs因子释放

减少，削弱血小板-中性粒细胞相互作用，减轻炎症

反应和血栓形成，促进脑 I/R 时血管再通，改善微

循环血液供应，降低脑梗死体积，发挥脑保护作用。 

本研究以大鼠MCAO模型模拟脑 I/R损伤，发

现 Sul-F干预能够促进 p-PLC β3蛋白表达，减少血

小板活化，进而抑制血小板介导的 NETs 形成，降

低炎症反应，改善脑 I/R损伤。 

志谢：天津中医药大学中药学院庄朋伟教授为本实验提

供的帮助。 
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