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基于 RIP1/RIP3/MLKL 通路研究桑色素对缺血性脑卒中大鼠神经元坏死性
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摘  要：目的  基于受体相互作用蛋白激酶 1（receptor interacting protein kinase 1，RIP1）/RIP3/混合谱系激酶结构域样蛋白

（mixed lineage kinase domain-like protein，MLKL）通路探讨桑色素对缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）大鼠神经元坏死性

凋亡的影响。方法  采用改良 Zea-Longa 法建立 IS 大鼠模型，将造模成功的大鼠随机分为模型组及桑色素低、高剂量（15、

30 mg/kg）组和依达拉奉（1.35 mL/kg）组、桑色素（30 mg/kg）＋重组蛋白 RIP1（recombinant protein RIP1，rRIP1，8 µg/kg）

组，每组 10 只，另取 10 只正常大鼠作为假手术组。给予药物干预 1 周后，对大鼠进行神经功能损伤评分，测定脑梗死面积

比；检测血清中炎症因子水平；采用苏木素-伊红（hematoxylin eosin，HE）和 Nissl 染色检测脑组织病理变化及神经元数目；

采用免疫组化法检测脑组织小胶质细胞数量；采用免疫荧光法检测脑组织神经元核抗原（neuronal nucleoprotein，NeuN）表

达；采用 TUNEL 染色检测神经元细胞凋亡情况；采用 qRT-PCR 检测脑组织 B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）、活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cleaved cystein-asparate protease-3，

cleaved Caspase-3）mRNA 表达；采用 Western blotting 检测脑组织 RIP1/RIP3/MLKL 通路相关蛋白表达。结果  与模型组比

较，桑色素组神经功能损伤评分及血清中肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，

IL-1β）水平和脑梗死面积百分比、脑组织小胶质细胞数、神经元细胞凋亡率显著降低（P＜0.05），血清中 IL-10 水平、神经

元数和 NeuN 表达显著升高（P＜0.05），脑组织 Bax mRNA 表达、磷酸化 RIP1（phosphorylated RIP1，p-RIP1）/RIP1、RIP3、

MLKL 蛋白表达水平显著下调（P＜0.05），cleaved Caspase-3、Bcl-2 mRNA 表达显著上调（P＜0.05）。rRIP1 可以显著逆转

桑色素对 IS 大鼠的保护作用（P＜0.05）。结论  桑色素通过抑制 RIP1/RIP3/MLKL 通路改善 IS 大鼠神经元坏死性凋亡。 
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Abstract: Objective  To explore the effect of morin on neuronal necrotic apoptosis in rats with ischemic stroke (IS) based on receptor 

interacting protein kinase 1 (RIP1)/RIP3/mixed lineage kinase domain like protein (MLKL) pathway. Methods  An improved Zea-
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Longa method was used to establish an IS rat model. The successfully modeled rats were randomly divided into model group, morin 

low-, high-dose (15, 30 mg/kg) groups, edaravone (1.35 mL/kg) group and morin (30 mg/kg) + recombinant protein RIP1 (rRIP1, 8 

µg/kg) group, with 10 rats in each group. Additionally, 10 normal rats were selected as sham group. After one week of drug intervention, 

rats were evaluated for neurological damage and the infarct area ratio was measured; The levels of inflammatory factors in serum was 

detected; Hematoxylin-eosin (HE) and Nissl staining were used to detect pathological changes and neuronal numbers in brain tissue; 

Immunohistochemistry was used to detect the number of microglia in brain tissue; Immunofluorescence method was used to detect the 

expression of neuronal nuclear protein (NeuN) in brain tissue; TUNEL staining was used to detect neuronal cell apoptosis; qRT-PCR 

was used to detect the mRNA expressions of B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein (Bax) and activated cysteine 

aspartate protease-3 (cleaved Caspase-3) in brain tissue; Western blotting was used to detect the expressions of RIP1/RIP3/MLKL 

pathway related proteins in brain tissue. Results  Compared with model group, the neurological function damage score, levels of tumor 

necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) in serum, percentage of cerebral infarction area, number of microglia in brain tissue 

and neuronal apoptosis rate were significantly reduced of rats in morin group (P < 0.05), the level of IL-10 in serum, number of neurons 

and NeuN expression were significantly increased (P < 0.05), expression levels of Bax mRNA, phosphorylated RIP1(p-RIP1)/ RIP1, 

RIP3 and MLKL proteins in brain tissue were significantly down-regulated (P < 0.05), and expressions of cleaved Caspase-3 and Bcl-

2 mRNA were significantly up-regulated (P < 0.05). rRIP1 could significantly reverse the protective effect of morin on IS rats (P < 

0.05). Conclusion  Morin improve neuronal necrotic apoptosis in IS rats by inhibiting RIP1/RIP3/MLKL pathway.  

Key words: ischemic stroke; morin; RIP1/RIP3/MLKL pathway; neuron; necrotic apoptosis 

缺血性卒中“（ischemic stroke，IS）以脑动脉梗

死为特征，是全球残疾和死亡的主要原因之一，迅

速恢复脑血流以防止永久性损伤是其主要治疗措

施，常见方法是溶栓、介入治疗，但时间狭窄是其

限制因素[1-2]，因此仍需探索新的治疗方案。坏死性

凋亡是一种新型的程序性细胞死亡，在 IS 过程中可

被刺激激活，促进 IS 发展[3]。因此，抑制 IS 过程

中坏死性凋亡为治疗 IS 的潜在机制。桑色素是一种

天然生物类黄酮，毒性极低，长期给药耐受性良好，

具有抗氧化、抗炎和神经保护等多种生物活性，是

治疗神经系统、心血管及代谢性疾病等领域的天然

药物[4]。研究表明，桑色素对缺血性神经元损伤有

治疗作用[5]，但其机制有待进一步阐明。受体相互

作用蛋白激酶 1（receptor interacting protein kinase 

1，RIP1）/RIP3/混合谱系激酶结构域样蛋白“（mixed 

lineage kinase domain-like protein，MLKL）通路是

坏死性凋亡的经典调节通路，在 IS 过程中可被刺激

激活，RIP1 与 RIP3 相互作用形成坏死体，诱导

MLKL 的激活和易位，导致细胞裂解[6]。本研究通

过建立 IS 大鼠模型，探讨桑色素对 IS 大鼠坏死性

凋亡的影响及潜在机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 200～220 g，6 周

龄，购自斯贝福“（北京）生物技术有限公司，许可

证号 SCXK“（京）2024-0001。动物饲养于河南中医

药大学，实验动物使用许可证号 SYXK“（豫）2021-

0015，室内温度 22 ℃、12 h 光照/12 h 黑暗循环，

大鼠自由进食饮水。本研究经河南中医药大学实验

动物伦理委员会批准“（批准号 IACUC-202505005）。 

1.2  药品与试剂 

桑色素“（批号 ST221616，质量分数为 98.5%）、

2,3,5-三苯基氯化四氮唑（2,3,5-triphenyltetrazolium 

chloride solution，TTC）染液“（批号 SLCM0523）购

自郑州点睛科技有限公司；肿瘤坏死因子-α“（tumor 

necrosis factor-α，TNF-α）试剂盒“（批号 GB19301）、

白细胞介素-1β“（interleukin-1β，IL-1β）试剂盒“（批

号 GB20228）、重组蛋白 RIP1“（recombinant protein 

RIP1，rRIP1，批号 GB056511）购自武汉赛维尔生

物科技有限公司；IL-10 试剂盒“（批号 202125020）、

TUNEL 凋亡试剂盒“（批号 202206235）购自河南天

驰生物科技有限公司；依达拉奉注射液（批号

241001）购自昆明积大制药股份有限公司；神经元

核抗原“（neuronal nucleoprotein，NeuN）抗体“（批号

177487）、磷酸化 RIP1（phosphorylated RIP1，p-

RIP1）抗体（批号 ab300618）、RIP1 抗体（批号

ab42126）、RIP3 抗体“（批号 ab62344）、MLKL 抗体

“（批号 ab243142）、离子钙结合衔接分子 1 蛋白

“（ionized calcium binding adapter molecule 1 protein，

Iba1）抗体（批号 ab178846）、β-actin 抗体（批号

ab8266）、山羊抗鼠 IgG 二抗（批号 ab205719）购

自英国 Abcam 公司。 

1.3  仪器 

EVOS M5000 型荧光显微镜、Multiskan FC 酶
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标仪、ABI Prism 7500 型 qRT-PCR 仪“（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；SYD-K4080A 型切片机“（沈

阳誉德电子仪器有限公司）；BX51 型显微镜“（日本

Olympus 公司）；DYCZ-24FN 型电泳仪“（北京六一

生物科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  IS 大鼠模型的制备、分组与给药 

大鼠适应性喂养 7 d，随机选取 10 只作为假手

术组，其余大鼠通过改良 Zea-Longa 法建立 IS 大鼠

模型[7]。大鼠麻醉后，将其仰卧位放在恒温控制的

加热垫上，在颈部脱去毛发，作 1 个中线切口，分

离并结扎左侧颈总动脉和颈外动脉，通过颈外动脉

将涂有硅胶的线栓轻轻插入颈内动脉，有阻力时停

止，对伤口消毒，缝合皮肤；缺血 2 h 后，将线轻

轻抽出，大鼠苏醒后，自由进食饮水，若 Longa 评

分≥1 分，则 IS 大鼠模型制备成功。假手术组仅分

离动脉但无线插入，其余步骤相同。将造模成功的

大鼠随机分为模型组及桑色素低、高剂量“（15、30 

mg/kg）[8]组和依达拉奉“（1.35 mL/kg）[9]组、桑色素

“（30 mg/kg）＋rRIP1（8 µg/kg）[10]组，每组 10 只。

假手术组和模型组给予生理盐水，1 次/d，连续给药

1 周；桑色素组 ip 桑色素，1 次/d，连续给药 1 周；

依达拉奉组尾 iv 依达拉奉注射液，1 次/d，连续给

药 1 周；桑色素＋rRIP1 组 ip 桑色素，1 次/d，连续

给药 1 周，同时尾 iv rRIP1，隔日 1 次，连续给药

1 周。 

2.2  神经功能损伤评分 

给药结束后，采用改良的 Longa 评分标准[11]对

各组大鼠神经功能进行评估。 

2.3  血清中炎症因子水平检测 

对大鼠进行神经功能损伤评分后，麻醉，收集

腹部主动脉血液，离心后按照试剂盒说明书检测血

清中 TNF-α、IL-1β、IL-10 水平。 

2.4  脑梗死面积比测定 

每组随机选取 3 只大鼠，迅速取出全脑冷冻，

制备 2 mm 厚的连续冠状切片，并将其浸入含 0.05% 

TTC 的 PBS 溶液中，加入 4%多聚甲醛，4 ℃避光

保存，采用 Image J 软件测量切片的红色正常面积

及白色梗死面积，以梗死面积百分比表示缺血性脑

损伤面积。 

2.5  苏木素-伊红（hematoxylin eosin，HE）和 Nissl

染色检测脑组织病理变化及神经元数目 

处死剩余大鼠后，立即取部分脑组织至 4%多

聚甲醛中，石蜡包埋后，切成 5 μm 厚切片，脱蜡后

将切片浸入 Nissl 染液或进行 HE 染色，封片后，于

显微镜下观察脑组织病理变化，并统计完整的神经

元数目。 

2.6  免疫组化法检测脑组织小胶质细胞数量 

取各组脑组织切片，于 3%过氧化氢中孵育 0.5 h

以阻断过氧化物酶活性，用 3%牛血清白蛋白于

37 ℃孵育；加入 Iba1 抗体，4 ℃孵育过夜，洗涤

切片，在 37 ℃下孵育二抗。用二氨基联苯胺染色，

梯度乙醇脱水，二甲苯澄清，封固盖玻片，于显微

镜下观察并拍照，采用 Image J 软件统计 Iba1 阳性

细胞数，其中阳性细胞呈现棕黄色颗粒。 

2.7  TUNEL 染色检测神经元细胞凋亡情况 

取各组脑组织切片，在二甲苯中脱蜡并在梯度

乙醇中脱水，加入 TUNEL 反应试剂、蛋白酶 K 孵

育，抗荧光猝灭剂封片，通过荧光显微镜观察

TUNEL 阳性凋亡细胞，凋亡细胞显示为绿色，使用

Image J 软件进行定量分析。 

2.8  免疫荧光法检测神经元 NeuN 表达 

取各组脑组织切片，脱蜡水化，经抗原修复、

透化及封闭后，加入 NeuN 抗体孵育，随后加入荧

光二抗孵育，DAPI 复染，封片后，于倒置显微镜下

观察并拍照。 

2.9  qRT-PCR 检测凋亡相关基因表达 

取各组脑组织，按照试剂盒说明书提取脑组织

中总 RNA 并逆转录为 cDNA，进行 qRT-PCR 分析。

引物序列：B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，

Bcl-2）正向引物 5’-GAACTGGGGGAGGATGTGG-

3’，反向引物 5’-GCATGCTGGGGCCATATAGT-3’；

Bcl-2 相关 X 蛋白“（Bcl-2 associated X protein，Bax）

正向引物 5’-CTGGATCCAAGACCAGGGTG-3’，反

向引物 5’-GTGAGGACTCCAGCCACAAA-3’；活化

的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3（cleaved cystein-

asparate protease-3，cleaved Caspase-3）正向引物 5’-

GAGCGATGAAGCAGACGACT-3’，反向引物 5’-

GCTCCACCATACATCTCACC-3’；β-actin 正向引物

5’-CCTGCCTCTACTGGCGCTGC-3’，反向引物 5’-

GCAGTGGGGACACGGAAGGC-3’。以 β-actin 为

内参基因，采用 2−ΔΔCt 法计算各基因的相对表达量。 

2.10  Western blotting 检测 RIP1/RIP3/MLKL 通

路相关蛋白表达 

取各组脑组织，加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA

裂解液提取蛋白，加热使蛋白变性。蛋白样品经
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10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至

PVDF 膜，封闭后，分别加入 p-RIP1、RIP1、RIP3、

MLKL 抗体，4 ℃孵育过夜；加入二抗，室温孵育

2 h，洗涤后，加入 ECL 化学发光试剂进行显影，

采用 Image J 软件对条带的灰度值进行分析。 

2.11  统计学分析 

采用 SPSS 27.0 软件分析数据，计量资料以

x s 表示，采用单因素方差分析进行多组间比较，

以 snk-q 检验进一步两两比较。 

3  结果 

3.1  桑色素对 IS 大鼠神经功能损伤评分的影响 

如表 1 所示，与假手术组比较，模型组大鼠神

经功能损伤评分显著升高（P＜0.05）；与模型组比

较，桑色素各剂量组和依达拉奉组大鼠神经功能损

伤评分显著降低（P＜0.05）；与桑色素低剂量组比

较，桑色素高剂量组和依达拉奉组大鼠神经功能损

伤评分显著降低（P＜0.05）；与桑色素高剂量组比

较，桑色素高剂量＋rRIP1 组大鼠神经功能损伤评

分显著升高“（P＜0.05）。表明桑色素可改善 IS 大鼠

神经功能损伤。 

3.2  桑色素对 IS 大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-

10 水平的影响 

如表 2 所示，与假手术组比较，模型组大鼠血

清中 TNF-α、IL-1β 水平显著升高（P＜0.05），IL-  

表 1  桑色素对 IS 大鼠神经功能损伤评分的影响 

( x s , n = 10) 

Table 1  Effect of morin on neurofunctional injury score of 

IS rats ( x s , n = 10) 

组别 剂量 神经功能损伤评分 

假手术 — 0.00±0.00 

模型 — 2.25±0.24# 

桑色素 15 mg·kg−1 1.52±0.16* 

 30 mg·kg−1 0.75±0.09*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 0.69±0.07*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 1.49±0.16
■
 

与假手术组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05；与桑色素

低剂量组比较：
△

P＜0.05；与桑色素高剂量组比较：
■

P＜0.05，

下表同。 

#P < 0.05 vs sham group; *P < 0.05 vs model group; 
△

P < 0.05 vs morin 

low-dose group; 
■

P < 0.05 vs morin high-dose group, same as below 

tables. 

10 水平显著降低“（P＜0.05）；与模型组比较，桑色

素各剂量组和依达拉奉组大鼠 TNF-α、IL-1β 水平

显著降低（P＜0.05），IL-10 水平显著升高（P＜

0.05）；与桑色素低剂量组比较，桑色素高剂量组和

依达拉奉组 TNF-α、IL-1β 水平显著降低“（P＜0.05），

IL-10 水平显著升高“（P＜0.05）；与桑色素高剂量组

比较，桑色素高剂量＋rRIP1 组 TNF-α、IL-1β 水平

显著升高（P＜0.05），IL-10 水平显著降低（P＜

0.05）。表明桑色素可抑制 IS 大鼠炎症反应。 

表 2  桑色素对 IS 大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-10 水平的影响 ( x s , n = 10) 

Table 2  Effect of morin on levels of TNF-α, IL-1β and IL-10 in serum of IS rats ( x s , n = 10) 

组别 剂量 TNF-α/(pg·mL−1) IL-1β/(pg·mL−1) IL-10/(pg·mL−1) 

假手术 — 43.52±4.95 21.66±2.84 92.64±9.91 

模型 — 134.62±14.05# 97.52±10.54# 21.34±2.74# 

桑色素 15 mg·kg−1 92.37±9.94* 68.85±7.15* 43.51±4.86* 

 30 mg·kg−1 61.24±6.83*△ 39.75±4.51*△ 71.52±7.71*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 59.67±6.34*△ 34.52±3.95*△ 72.53±7.84*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 91.85±9.88
■
 70.18±7.85

■
 44.42±4.99

■
 

 

3.3  桑色素对 IS 大鼠脑梗死面积百分比的影响 

如图 1 和表 3 所示，与假手术组比较，模型组

大鼠脑梗死面积百分比显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，桑色素各剂量组和依达拉奉组大鼠脑梗

死面积百分比显著降低（P＜0.05）；与桑色素低剂

量组比较，桑色素高剂量组和依达拉奉组大鼠脑梗

死面积百分比显著降低（P＜0.05）；与桑色素高剂

量组比较，桑色素高剂量＋rRIP1 组大鼠脑梗死面

积百分比显著升高（P＜0.05）。表明桑色素可减轻

IS 大鼠脑梗死。 

3.4  桑色素对 IS 大鼠脑组织病理损伤及神经元数

目的影响 

如图 2所示，假手术组大鼠脑组织无炎性浸润，

神经细胞排列紧密；细胞无皱缩现象；模型组脑组

织炎性细胞浸润明显，细胞核固缩，神经细胞排列

杂乱无章；给予桑色素或依达拉奉注射液干预后，

IS 大鼠脑组织病理损伤得到改善；桑色素＋rRIP1

组脑组织病理损伤较桑色素高剂量组加重。 

如图 3 和表 4 所示，与假手术组比较，模型组

大鼠神经元数显著减少“（P＜0.05）；与模型组比较， 
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图 1  TCC 染色检测各组大鼠脑梗死情况 

Fig. 1  Cerebral infarction of rats in each group detected by TCC staining 

表 3  桑色素对 IS 大鼠脑梗死面积百分比的影响 

( x s , n = 3) 

Table 3  Effect of morin on percentage of cerebral 

infarction area in IS rats ( x s , n = 3) 

组别 剂量 梗死面积百分比/% 

假手术 — 0.00±0.00 

模型 — 28.37±2.95# 

桑色素 15 mg·kg−1 16.77±1.75* 

 30 mg·kg−1 8.82±0.93*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 8.34±0.88*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 15.27±1.62
■
 

桑色素各剂量组和依达拉奉组大鼠神经元数显著

增加（P＜0.05）；与桑色素低剂量组比较，桑色素

高剂量组和依达拉奉组神经元数显著增加（P＜

0.05）；与桑色素高剂量组比较，桑色素高剂量＋

rRIP1 组神经元数显著减少“（P＜0.05）。表明桑色素

可增加 IS 大鼠神经元数目。 

3.5  桑色素对 IS 大鼠脑组织小胶质细胞数和

NeuN 表达的影响 

 如图 4、5 和表 5 所示，与假手术组比较，模 

 

黑色箭头表示核固缩，黄色箭头表示炎性细胞浸润。 

Black arrow indicates nuclear condensation, yellow arrow indicates inflammatory cell infiltration. 

图 2  各组大鼠脑组织病理变化 (HE, ×100) 

Fig. 2  Pathological changes of brain tissue of rats in each group (HE, × 100) 

 

图 3  各组大鼠脑组织神经元数目 (尼氏染色, ×100) 

Fig. 3  Number of neurons in brain tissue of rats in each group (Nissl staining, × 100) 

 
假手术              模型        桑色素 15 mg·kg−1  桑色素 30 mg·kg−1       依达拉奉        桑色素＋rRIP1 

假手术               模型           桑色素 15 mg·kg−1     桑色素 30 mg·kg−1          依达拉奉          桑色素＋rRIP1 

假手术               模型          桑色素 15 mg·kg−1     桑色素 30 mg·kg−1        依达拉奉          桑色素＋rRIP1 

100 μm 

100 μm 
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表 4  各组大鼠脑组织神经元数比较 ( x s , n = 7) 

Table 4  Comparison of number of neurons in brain tissue 

of rats in each group ( x s , n = 7) 

组别 剂量 神经元数 

假手术 — 215.32±22.35 

模型 — 89.65±9.06# 

桑色素 15 mg·kg−1 125.34±12.64* 

 30 mg·kg−1 189.62±19.11*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 198.53±20.06*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 119.85±12.34
■
 

型组大鼠脑组织小胶质细胞数显著增加“（P＜0.05），

NeuN 表达显著降低“（P＜0.05）；与模型组比较，桑

色素各剂量组和依达拉奉组大鼠脑组织小胶质细胞

数显著降低（P＜0.05），NeuN 表达显著升高（P＜

0.05）；与桑色素低剂量组比较，桑色素高剂量组和

依达拉奉组脑组织小胶质细胞数显著降低（P＜

0.05），NeuN 表达显著升高（P＜0.05）；与桑色素

高剂量组比较，桑色素高剂量＋rRIP1 组脑组织小 

 

图 4  各组大鼠脑组织小胶质细胞数 (免疫组化, ×100) 

Fig. 4  Number of microglia in brain tissue of rats in each group (immunohistochemistry, × 100) 

 

图 5  各组大鼠脑组织 NeuN 表达 (免疫荧光, ×100) 

Fig. 5  Expression of NeuN in brain tissue of rats in each group (immunofluorescence, × 100) 

表 5  各组大鼠脑组织小胶质细胞数及 NeuN 表达比较 ( x s , n = 7) 

Table 5  Comparison of microglia number and NeuN expression in brain tissue of rats in each group ( x s , n = 7) 

组别 剂量 Iba1阳性细胞数 NeuN表达量 

假手术 — 35.26±3.72 148.62±15.04 

模型 — 112.64±11.35# 55.32±5.67# 

桑色素 15 mg·kg−1 86.64±8.81* 79.52±8.19* 

 30 mg·kg−1 52.06±5.33*△ 118.64±12.18*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 51.35±5.23*△ 121.05±12.35*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 85.97±8.66
■
 80.53±8.26

■
 

 

胶质细胞数显著增加“（P＜0.05），NeuN 表达显著降

低“（P＜0.05）。表明桑色素可减少 IS 大鼠脑组织中

小胶质细胞数，增加 NeuN 表达。 

3.6  桑色素对 IS 大鼠神经元细胞凋亡的影响 

如图 6 和表 6 所示，与假手术组比较，模型组

大鼠神经元细胞凋亡率显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，桑色素各剂量组和依达拉奉组大鼠神经

元细胞凋亡率显著降低（P＜0.05）；与桑色素低剂

量组比较，桑色素高剂量组和依达拉奉组神经元细

胞凋亡率显著降低（P＜0.05）；与桑色素高剂量组

比较，桑色素高剂量＋rRIP1 组神经元细胞凋亡率

显著升高“（P＜0.05）。表明桑色素可抑制 IS 大鼠脑

组织中神经元凋亡。 

3.7  桑色素对 IS 大鼠脑组织 Bax、Bcl-2 及 cleaved 

Caspase-3 mRNA 表达的影响 

如表 7 所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

组织中 Bax mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05），

Bcl-2、cleaved Caspase-3 mRNA 表达水平显著降低

“（P＜0.05）；与模型组比较，桑色素各剂量组和依达

拉奉组大鼠脑组织中Bax mRNA表达水平显著降低 

假手术                模型           桑色素 15 mg·kg−1     桑色素 30 mg·kg−1          依达拉奉           桑色素＋rRIP1 

500 μm 

假手术                模型           桑色素 15 mg·kg−1     桑色素 30 mg·kg−1          依达拉奉           桑色素＋rRIP1 

50 μm 
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图 6  各组大鼠脑组织神经元细胞凋亡情况 (TUNEL 染色, ×200) 

Fig. 6  Apoptosis of neuronal cells in brain tissue of rats in each group (TUNEL staining, × 200) 

表 6  各组大鼠脑组织神经元细胞凋亡率比较 

( x s , n = 7) 

Table 6  Comparison of neuronal apoptosis rate in brain 

tissue of rats in each group ( x s , n = 7) 

组别 剂量 细胞凋亡率/% 

假手术 — 4.53±0.48 

模型 — 25.74±2.71# 

桑色素 15 mg·kg−1 15.73±1.61* 

 30 mg·kg−1 9.52±0.11*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 9.43±0.98*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 14.53±1.51
■
 

“（P＜0.05），Bcl-2、cleaved Caspase-3 mRNA 表达水

平显著升高（P＜0.05）；与桑色素低剂量组比较，

桑色素高剂量组和依达拉奉组Bax mRNA表达水平

显著降低（P＜0.05），Bcl-2、cleaved Caspase-3 

mRNA 表达水平显著升高“（P＜0.05）；与桑色素高

剂量组比较，桑色素高剂量＋rRIP1 组 Bax mRNA

表达水平显著升高（P＜0.05），Bcl-2、cleaved 

Caspase-3 mRNA 表达水平显著降低“（P＜0.05）。表

明桑色素可抑制 IS 大鼠脑组织中细胞凋亡。 

表 7  各组大鼠脑组织 Bax、Bcl-2 及 cleaved Caspase-3 mRNA 表达的比较 ( x s , n = 7) 

Table 7  Comparison of Bax, Bcl-2 and cleaved Caspase-3 mRNA expressions in brain tissues of rats in each group 

( x s , n = 7) 

组别 剂量 
mRNA相对表达量 

Bax Bcl-2 cleaved Caspase-3 

假手术 — 1.06±0.11 0.98±0.10 1.08±0.11 

模型 — 2.56±0.27# 0.25±0.03# 0.15±0.03# 

桑色素 15 mg·kg−1 1.85±0.19* 0.51±0.06* 0.42±0.06* 

 30 mg·kg−1 1.16±0.13*△ 0.78±0.08*△ 0.75±0.09*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 1.11±0.12*△ 0.82±0.09*△ 0.79±0.09*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 1.79±0.18
■
 0.49±0.05

■
 0.48±0.06

■
 

 

3.8  桑色素对 IS 大鼠脑组织 p-RIP1、RIP1、RIP3、

MLKL 蛋白表达的影响 

如图 7 和表 8 所示，与假手术组比较，模型组

大鼠脑组织中 p-RIP1/RIP1、RIP3、MLKL 蛋白表

达水平显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，桑色

素各剂量组和依达拉奉组脑组织中 p-RIP1/RIP1、

RIP3、MLKL 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）；

与桑色素低剂量组比较，桑色素高剂量组和依达拉

奉组 p-RIP1/RIP1、RIP3、MLKL 蛋白表达水平显

著降低（P＜0.05）；与桑色素高剂量组比较，桑色

素高剂量＋rRIP1 组 p-RIP1/RIP1、RIP3、MLKL 蛋

白表达水平显著升高（P＜0.05）。表明桑色素可抑

制 IS 大鼠脑组织中 p-RIP1/RIP1、RIP3、MLKL 蛋

白表达。 

 

图 7  各组大鼠脑组织 p-RIP1、RIP1、RIP3 和 MLKL 蛋

白表达 

Fig. 7  Protein expressions of p-RIP1, RIP1, RIP3 and 

MLKL in brain tissues of rats in each group 

假手术                模型           桑色素 15 mg·kg−1     桑色素 30 mg·kg−1          依达拉奉           桑色素＋rRIP1 

50 μm 

假手术  模型   15     30 依达拉奉 桑色素＋rRIP1 

          桑色素/(mg·kg−1) 

p-RIP1 

 

 

RIP1 

 

 

RIP3 

 

 

MLKL 

 

 

β-actin 

7.5×104 

 

 

7.5×104 

 

 

5.7×104 

 

 

5.4×104 

 

 

4.2×104 
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表 8  各组大鼠脑组织 p-RIP1/RIP1、RIP3、MLKL 蛋白表达的比较 ( x s , n = 7) 

Table 8  Comparison of protein expressions of p-RIP1/RIP1, RIP3 and MLKL in brain tissues of rats in each group 

( x s , n = 7) 

组别 剂量 p-RIP1/RIP1 RIP3/β-actin MLKL/β-actin 

假手术 — 0.15±0.02 0.34±0.05 0.44±0.05 

模型 — 0.78±0.08# 1.25±0.13# 1.67±0.18# 

桑色素 15 mg·kg−1 0.49±0.06* 0.87±0.09* 0.91±0.10* 

 30 mg·kg−1 0.25±0.03*△ 0.59±0.07*△ 0.61±0.07*△ 

依达拉奉 1.35 mL·kg−1 0.22±0.03*△ 0.52±0.06*△ 0.55±0.06*△ 

桑色素＋rRIP1 30 mg·kg−1＋8 µg·kg−1 0.51±0.06
■
 0.82±0.09

■
 0.89±0.09

■
 

 

4  讨论 

IS 发生过程中，脑缺血可导致细胞凋亡，引发

神经损伤，严重威胁人们的健康[12]。虽然目前关于

IS 的研究较多，但其分子机制和治疗方法仍有待广

泛探索。神经元凋亡被广泛认为是 IS 病理过程中的

关键因素，在病理条件下，加速细胞凋亡可导致神

经退行性疾病或缺血性损伤[13]。细胞凋亡的发生和

发展受多种基因的调控，cleaved Caspase-3 为凋亡

蛋白，可激活凋亡程序，Bcl-2 及其家族成员是通过

内源性途径进行细胞凋亡所必需的蛋白，Bcl-2 与

Bax 共同修饰线粒体膜电位和通透性，在脑缺血期

间，抗凋亡蛋白 Bcl-2 被抑制，促凋亡蛋白 Bax 被

激活并转移到线粒体，导致线粒体膜通透性增加，

从而释放激活半胱氨酸蛋白酶家族蛋白表达[12,14]。

本研究通过建立 IS 大鼠模型，结果显示模型组大鼠

神经功能损伤评分、脑梗死面积百分比、神经元细

胞凋亡率均显著增加，完整的神经元细胞数量减

少，提示神经元凋亡参与 IS 过程。qRT-PCR 检测结

果显示，IS 大鼠脑组织中 Bcl-2 mRNA 表达下调，

cleaved Caspase-3、Bax mRNA 表达上调，进一步证

实 IS 过程涉及神经元凋亡。小胶质细胞是中枢神经

系统中的一类重要细胞，在神经系统的发育、学习

与记忆以及衰老中发挥关键作用，其活化会导致促

炎细胞因子的释放，进一步加重神经元死亡，而 Iba-

1 是小胶质细胞的特异性标志物[15]，NeuN 是成熟

神经元的公认标志物[16]。免疫组化结果显示，模型

组大鼠脑组织小胶质细胞数明显增加，NeuN 表达

降低。IS 损伤的原因与小胶质细胞诱导的神经炎症

息息相关，IS 后，被过度激活小胶质细胞会释放高

水平的炎性细胞因子（如 TNF-α、IL-1β），抑制抗

炎因子水平“（如 IL-10），加重炎症反应进而导致脑

损伤[17]。神经炎症的机制研究需结合多维度样本

“（脑、血、脑脊液），当脑组织发生炎症“（如脑卒中、

神经退行性疾病）时，血脑屏障通透性增加，脑组

织中的炎症因子可通过受损的血脑屏障进入外周

血，血清中神经炎症因子的检测对研究 IS 具有重要

意义[18]，本研究结果同样发现 IS 大鼠血清中 TNF-

α、IL-1β 水平升高，IL-10 水平降低，提示神经炎症

参与 IS 发展。中药及其天然药用化合物因其低毒、

多靶点、疗效准确的特点而受到关注，并被广泛用

于疾病预防和治疗[19]。桑色素是一种类黄酮，存在

于许多可食用水果中，多项研究显示桑色素在神经

病理学中发挥神经保护作用[20]，推测其可能在 IS 中

发挥作用。结果显示，桑色素明显抑制了 IS 大鼠神

经元凋亡及小胶质细胞活化，减轻神经炎症，改善

神经功能，减轻大鼠脑损伤，表明桑色素在 IS 治疗

中发挥神经保护作用。 

神经元死亡是一个复杂的病理过程，涉及多种

细胞死亡机制，其中坏死性凋亡作为一种程序性坏

死形式，在 IS 神经元死亡中扮演关键角色。RIP1/ 

RIP3/MLKL 通路被认为是坏死性凋亡的典型信号

通路，当细胞受到能量代谢紊乱、细胞膜损伤等刺

激时，细胞死亡受体会激活 RIP1 激酶，与 RIP3 相

互作用，形成““坏死体”，随后可激活 MLKL，MLKL

转位以诱导坏死性凋亡[21-22]。本研究结果显示，IS

大鼠脑组织中 p-RIP1/RIP1、RIP3、MLKL 蛋白表

达上调，证明神经元凋亡中的坏死性凋亡参与 IS 发

展。坏死性凋亡在脑部疾病起着重要作用，而

RIP1/RIP3/MLKL 通路的抑制可在疾病中发挥保护

作用[23]。本研究显示给予桑色素干预后，抑制了 p-

RIP1/RIP1、RIP3、MLKL 蛋白表达，抑制了细胞坏

死性凋亡发展，脑损伤得到改善，推测桑色素在 IS

中的神经保护作用通过抑制 RIP1/RIP3/MLKL 通路

介导的神经元坏死性凋亡实现。为验证桑色素在 IS

中的作用机制是否与 RIP1/RIP3/MLKL 信号通路有

关，采用加入 rRIP1 作为回补实验，结果显示，rRIP1

可激活 RIP1/RIP3/MLKL 通路，其加入逆转了桑色

素对 IS 大鼠的神经保护作用，证实桑色素通过抑制
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RIP1/RIP3/MLKL 通路介导的神经元坏死性凋亡保

护 IS 大鼠脑损伤。 

综上，桑色素能够改善 IS 大鼠神经功能，减轻

脑损伤，其机制可能与抑制 RIP1/RIP3/MLKL 通路

介导的神经元坏死性凋亡有关。后续将通过加入坏

死性凋亡抑制剂，并检测脑组织炎症指标，进一步

完善研究结果。 
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