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　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨注射用丹参多酚酸（ＳＡ）对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用及其与 ｐ５３ 诱导的死亡结构域蛋白

（ＰＩＤＤ）通路的关系。 　 方法　 选择 ４０ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠，随机均分为 ４ 组： 假手术组、缺血模型组、丹参多酚酸组、抑制剂

组，每组 １０ 只。 采用改良线栓法构建大鼠右侧大脑中动脉栓塞模型，改良的神经功能缺损评分（ｍＮＳＳ） 法评估神经功能缺损

程度，逆转录⁃聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ） 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组大鼠缺血再灌注后不同时间点（１ ｄ、３ ｄ、７ ｄ）脑组织匀浆

中 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 及蛋白表达变化，以及 ７ ｄ 半胱氨酸天冬氨酸酶 ２（ｃａｓｐａｓｅ⁃２）、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素 Ｃ、半胱氨酸天冬氨酸酶 ３
（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）蛋白表达。 取缺血再灌注后 ７ ｄ 脑组织，采用 ＴＵＮＥＬ 法检测神经细胞凋亡情况，计算梗死灶脑组织神经细胞凋亡

指数 （ＡＩ）。 　 结果　 与缺血模型组比较，丹参多酚酸组在缺血再灌注后 ３ ｄ、７ ｄ 时神经功能缺损评分明显降低（Ｐ＜０． ０１）；
与抑制剂组比较，丹参多酚酸组缺血再灌注后 ３ ｄ、７ ｄ 神经功能缺损评分高于抑制剂组（Ｐ＜０． ０１） 。 丹参多酚酸组 ＰＩＤＤ ｍＲ⁃
ＮＡ 和蛋白的表达显著低于缺血模型组，高于抑制剂组（Ｐ＜０􀆰 ０１）；丹参多酚酸组 ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

的表达显著低于缺血模型组，高于抑制剂组（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 缺血模型组 ＡＩ［（５３􀆰 ２５± ４􀆰 １６）％］显著增加，丹参多酚酸组 ＡＩ
［（３５􀆰 １３±４􀆰 ２３）％］和抑制剂组 ＡＩ［（２４􀆰 ５±５􀆰 １４）％］均低于缺血模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　 结论　 丹参多酚酸通过下调 ＰＩＤＤ 及其

下游 半胱氨酸天冬氨酸酶 ２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃Ｃ 和半胱氨酸天冬氨酸酶 ３ 的表达改善大鼠脑缺血损伤。
　 　 ［关键词］ 　 丹参多酚酸；缺血性脑损伤；ｐ５３ 诱导的死亡结构域蛋白
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０　 引　 　 言

脑梗死作为神经系统的常见疾病，发病率高和

致死、致残率高以及复发频率高是它的主要特

点［１］，而神经细胞凋亡是脑缺血再灌注损伤的主要

形式。 目前，溶栓治疗是有效治疗手段，但其存在

严格的治疗时间窗限制以及再灌注后出血等并发

症［２］。 丹参多酚酸 （ ｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅ，ＳＡ） 是丹参的提

取物，ＳＡ 主要包括丹酚酸 Ｂ、丹酚酸 Ｅ、紫精酸和迷

迭香酸。 已报道 ＳＡ 具有微循环、抗炎、抗氧化、清
除氧自由基等作用［３⁃４］。 我们课题组的既往研究表

明：ＳＡ 可以通过促进沉默信息调节因子 １（ＳＩＲＴ１）
转录、抑制高迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）迁移和表

达，减少下游的炎症因子 ｐ５３、核转录因子（ＮＦ⁃κＢ）
的释放，与此同时抑制神经细胞凋亡，进而减轻大

鼠脑缺血损伤［５］。
ｐ５３ 诱导死亡结构域蛋白（ｐ５３⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｗｉｔｈ ａ ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ，ＰＩＤＤ）是 Ｌｉｎ 等［６］和 Ｔｅｌｌｉｅｚ 等［７］

首次在其研究课题中描述的一种蛋白质，作为 ｐ５３ 蛋

白的靶基因，ＰＩＤＤ 能调节细胞周期与细胞凋亡，决定

ｐ５３ 基因能否响应下游的应激反应。 既往多项研究

表明，ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 等细胞蛋白与 ＰＩＤＤ 相互作

用可以调节细胞的凋亡与存活。 ＰＩＤＤ 的研究大多数

关注于肿瘤的治疗，ＰＩＤＤ 与脑缺血性损伤中神经细

胞凋亡的关系较少报道。 因此，我们推测 ＳＡ 可以通

过介导 ＰＩＤＤ 途径改善大鼠脑缺血损伤。
本实验采用建立大鼠大脑中动脉栓塞模型的

方式进行研究，通过大鼠尾静脉注入 ＳＡ 及 ＰＩＤＤ 抑

制剂 ＢｕｂＲ１（Ｂｕｂ⁃ｒａｌａｔｅｄ１，即纺锤体检测点 ｓｐｉｎｄｌｅ
ａｓｓｅｍｂｌｙ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎ 的重要组成成分），观察缺血再

灌注大鼠脑组织中 ＰＩＤＤ 表达变化及其与 ｃａｓｐａｓｅ⁃
２、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 等下游靶标分子的关系，以及 ＳＡ 能否

通过介导 ＰＩＤＤ 表达而发挥抗凋亡作用，从而减轻

脑缺血神经功能损伤，为缺血性脑损伤的临床治疗

提供有力的探索。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与分组　 所有动物协议均经安徽医

科大学临床学院动物护理和使用机构委员会批准

（批准号：ＬＬＳＣ２０１８０１４９）。 ４０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大

鼠，７～８ 周龄，体重在 ２５０ ～ ２８０ ｇ 之间，购于安徽医

科大 学 实 验 动 物 中 心 （ 实 验 动 物 许 可 证 号：
３４０７２９２２０１０００２５５４）。 将大鼠置于自然光照环境

下，给予自由饮水及进食 １ 周。 随机将所有大鼠分

为 ４ 组： 假手术组、缺血模型组、丹参多酚酸组、
ＰＩＤＤ 抑制剂组，每组 １０ 只。
１􀆰 ２　 动物模型制备及干预　 脑缺血模型按照 Ｍｉａｏ
等［８］的方法建立。 通过腹侧、中线切口暴露出右侧颈

总动脉 （ ＣＣＡ）、颈外动脉 （ ＥＣＡ） 和颈内动脉

（ＩＣＡ）。 将具有圆形尖端（头端直径 ０􀆰 ５３ ｍｍ）的尼

龙单丝缝合线引入 ＣＣＡ 管腔并轻轻推进到 ＩＣＡ 中，
直到它阻塞大脑中动脉（ＭＣＡ）的分叉起点。 闭塞后

２ ｈ，通过撤回缝合线直到其尖端清除 ＣＣＡ 的管腔，对
动物进行重新麻醉和再灌注。 所有的实验都是随机

的。 在缺血期间，死亡、昏迷或抽搐的大鼠被排除在

实验之外。 将 ＳＡ（天津天士力子娇药业有限公司）和
ＰＩＤＤ 抑制剂（ＢｕｂＲ１）分别溶于 ５％二甲基亚砜（ＤＭ⁃
ＳＯ）中，丹参多酚酸组和抑制剂组于术前 １ ｈ １００ ｍｇ ／
ｋｇ 腹腔注射。 在同样的时间点给假手术组和缺血模

型组大鼠腹腔注射等量的等渗盐水。
１􀆰 ３　 神经功能缺损评分　 模型制备成功后分别在

缺血再灌注后 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 对 ３ 组大鼠进行评分，采
用改良的神经功能缺损评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅｓ， ｍＮＳＳ） ［９］，共 １８ 分，其中轻度：１ ～ ６
分； 中度：７～１２ 分；重度：１３～１８ 分。
１􀆰 ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测梗死灶脑组织 ＰＩＤＤ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的蛋白表

达　 在脑梗死区域取脑组织标本。 第一步：提取组

织匀浆及蛋白。 剪取组织并称重，每个样品重量控

制在 １００ ｍｇ 左右，加入 １ ｍＬ ＲＩＰＡ 细胞裂解液（内
含 １ ｍＭ ＰＭＳＦ）进行裂解，采取 １１ ２８０×ｇ，保持４ ℃
离心１５ ｍｉｎ，收集含有组织总蛋白的上清液。 第二

步：电泳。 配制 １０％ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶备用，在收集的

上清液中按照１ ∶４加入 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液，
经上样后进行垂直电泳；分离后采用湿法转膜至聚

偏二氟乙烯膜上，漂洗 ５ ｍｉｎ 后加入 ４％牛血清白蛋

白（ＢＳＡ），在摇床上缓慢摇动，室温封闭 ２ ｈ；分别加

入一抗维持 ４ ℃孵育过夜，洗涤后加入二抗室温再
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孵育 ２ ｈ，并再次洗涤；最后使用化学发光试剂盒来

检测蛋白。
１􀆰 ５　 荧光定量实验检测梗死灶脑组织中 ＰＩＤＤ
ｍＲＮＡ 表达　 取标本于梗死灶脑组织，按试剂盒说

明书提取总 ＲＮＡ。 第一步：ＲＴ 反应。 在 ０􀆰 ２ ｍＬ 离

心管中，加入总 ＲＮＡ（质量为 １ μｇ）、１０ μＭ 低聚核

苷酸（Ｏｌｉｇｏ） （ ｄＴ） １ μＬ、焦碳酸二乙酯水补足至

１２ μＬ，混匀、点动离心，ＰＣＲ 仪上 ６５ ℃加热 ５ ｍｉｎ，
立即冰浴 ３ ｍｉｎ，在上述 ＥＰ 管中加入各种试剂，置
于 ４２ ℃ ６０ ｍｉｎ，７０ ℃ ５ ｍｉｎ，最后取出上述反应液，
即为 ｃＤＮＡ，－ ８０ ℃ 保存备用。 第二步：荧光定量

ＰＣＲ 反应。 取出 ｃＤＮＡ 作为荧光定量的模板，反应

条件为 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ、９５ ℃５ ｓ、６０ ℃３０ ｓ、４０ 个循环。
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参物，２－ΔΔＣＴ计算所得结果。
１􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 法检测各组梗死灶脑组织神经细胞

凋亡情况　 为了研究 ＳＡ 是否可以改善脑缺血引起

的神经细胞凋亡，使用大鼠局灶性脑缺血模型计算

梗死灶脑组织神经细胞凋亡指数 （ＡＩ）。 ４ 组分别

取 １０ 只大鼠于缺血再灌注 ７ ｄ 后取缺血脑组织，制
成石蜡切片，根据操作说明使用 ＡｐｏｐＴａｇ 荧光素原

位凋亡检测试剂盒 （Ｒｏｃｈｅ） 进行 ＴＵＮＥＬ 法检测，
显微镜下观察细胞核中含有棕褐色颗粒者为凋亡

细胞，计算 ４ 组神经细胞凋亡率进行比较，细胞凋亡

指数（ＡＩ） 为视野内凋亡细胞数占总细胞数的百

分比。
１􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行结果分析，
计量资料数据以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，方差齐时

采用单因素方差分析处理数据，组间对比采用 ＬＳＤ⁃
ｔ 检验处理，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １ 　 各组在不同时间点神经功能损伤评分结

果　 假手术组在各时间点评分均为 ０ 分。 其余 ３ 组

在缺血再灌注后 １ ｄ 的评分比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与缺血模型组比较，丹参多酚酸组神经

功能缺损评分在 ３ ｄ、７ ｄ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与抑

制剂组比较，丹参多酚酸组的神经功能缺损评分在

３ ｄ、７ ｄ 明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 １。
２􀆰 ２　 ＳＡ 对梗死灶脑组织 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 表达的影

响　 与假手术组比较，缺血模型组缺血再灌注后

１ ｄ、３ ｄ 和 ７ ｄ 的 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 水平显著升高（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 与缺血模型组比较，丹参多酚酸组缺血再

灌注后 １ ｄ、３ ｄ 和 ７ ｄ 的 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 水平显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１），并且抑制剂组 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 水平降低得

更多（Ｐ＜０􀆰 ０１），表明 ＳＡ 可以显著抑制缺血模型大

鼠 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 表达。 见表 ２。

表 １　 各组大鼠缺血再灌注后不同时间神经功能缺损评分

比较（􀭵ｘ±ｓ，分）

组别 ｎ
神经功能缺损评分

１ ｄ ３ ｄ ７ｄ
假手术组 １０ ０ ０ ０
缺血模型组 １０ １１􀆰 ００±０􀆰 ８１ ９􀆰 ５０±０􀆰 ７０ ８􀆰 ６０±０􀆰 ５１
丹参多酚酸组 １０ １０􀆰 ４０±０􀆰 ８４ ９􀆰 ４０±０􀆰 ６９∗ ８􀆰 ３０±０􀆰 ６７∗

抑制剂组 １０ １０􀆰 ３０±０􀆰 ９４ ８􀆰 ３０±０􀆰 ６７ ７􀆰 ４０±０􀆰 ６９
　 与缺血模型组和抑制剂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１

表 ２　 各组大鼠缺血再灌注不同时间 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 表达水

平比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ

１ ｄ ３ ｄ ７ ｄ
假手术组 １０ １􀆰 ００±０􀆰 １５ １􀆰 ００±０􀆰 １５ １􀆰 ００±０􀆰 １５
缺血模型组 １０ ４􀆰 １０±０􀆰 ３９∗ ３􀆰 １６±０􀆰 ３０∗ １􀆰 ８６±０􀆰 ２２∗

丹参多酚酸组 １０ ２􀆰 ５９±０􀆰 １９∗＃ ２􀆰 ６１±０􀆰 ３０∗＃ １􀆰 ６０±０􀆰 １６∗＃

抑制剂组 １０ １􀆰 ２４±０􀆰 １９∗＃ １􀆰 ２３±０􀆰 ２６∗＃ １􀆰 ３７±０􀆰 ２８∗＃

　 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与缺血模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１

２􀆰 ３　 ＳＡ 对梗死灶脑组织 ＰＩＤＤ、ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、
细胞色素⁃ｃ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达　 缺血模型组、丹
参多酚酸组和抑制剂组缺血再灌注后 ＰＩＤＤ 表达明

显高于假手术组（Ｆ ＝ ６６３􀆰 ３９８、２３１􀆰 ５８４、１８２􀆰 ７１１，
Ｐ＜０􀆰 ０１），丹参多酚酸组缺血再灌注后 ＰＩＤＤ 蛋白

表达低于缺血模型组，高于抑制剂组（Ｆ ＝ ６７􀆰 ７００、
１４１􀆰 １６８、８７１􀆰 ００９，Ｐ＜ ０􀆰 ０１），见图 １。 丹参多酚酸

组、缺血模型组和抑制剂组缺血再灌注后 ７ｄ 的

ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达均

显 著 高 于 假 手 术 组 （ Ｆ ＝ ２０１９􀆰 ９８０、 ３０４􀆰 ８６４、
２９９􀆰 ９６９、６９９􀆰 ５４８，Ｐ＜０􀆰 ０１），丹参多酚酸组再灌注

后 ７ｄ 的 ｃａｓｐａｓｅ⁃２、 ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白的表达显著低于缺血模型组但略高于抑制剂

组（ Ｆ ＝ ２１０􀆰 ９９７、 １０２７􀆰 ４８０、 ６１３􀆰 ９１７、 ６１２􀆰 ４６２， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），见图 ２。
２􀆰 ４　 ＳＡ对梗死灶脑组织神经细胞凋亡的影响　 假

手术组、缺血模型组、丹参多酚酸组和抑制剂组大鼠

脑缺血再灌注后 ７ ｄ 神经细胞 ＡＩ 分别为（５􀆰 ０２ ±
１􀆰 ３２）％、（５３􀆰 ２５±４􀆰 １６）％、（３５􀆰 １３±４􀆰 ２３）％、（２４􀆰 ５±
５􀆰 １４）％。 ４００ 倍光镜下可见假手术组皮质区仅有少

数或无凋亡细胞，细胞结构完整。 缺血模型组可见大

量凋亡神经细胞，细胞的胞核明显固缩，胞浆可见
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浓缩深染，核仁模糊不清，细胞浆及细胞核内呈棕褐

色，与假手术组比较凋亡指数明显增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
抑制剂组神经细胞凋亡情况最轻，凋亡指数明显低于

缺血模型组和丹参多酚酸组（Ｐ＜０􀆰 ０５），丹参多酚酸

组细胞凋亡情况介于抑制剂组和缺血模型组之间，
凋亡指数明显低于缺血模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ３。

与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与丹参多酚酸组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 各组大鼠缺血再灌注后 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 梗死灶脑组织

ＰＩＤＤ 蛋白表达

与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与缺血模型组及抑制剂

组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ２　 各组大鼠缺血再灌注后 ７ ｄ 梗死灶脑组织 ｃａｓｐａｓｅ⁃２、

ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达

ａ：假手术组；ｂ：缺血模型组；ｃ：丹参多酚酸组；ｄ：抑制

剂组

图 ３　 各组大鼠缺血再灌注 ７ ｄ 后脑组织皮质神经细胞凋

亡情况

３　 讨　 　 论

ＰＩＤＤ 即 ｐ５３ 诱导的死亡结构域蛋白，ＤＮＡ 损

伤后可产生含有富含亮氨酸重复序列的 ４８ ｋＤａ Ｎ⁃
末端片段（ＬＲＲｓ，ＰＩＤＤ⁃Ｎ）和含有死亡结构域（ＤＤ，
ＰＩＤＤ⁃Ｃ）的 ５１ｋＤａ Ｃ 端片段，后者进一步裂解产生

３７ ｋＤａ 片段（ＰＩＤＤ⁃ＣＣ） ［１０］。 可分别介导两种信号

传导途径，其中一种是触发 ｃａｓｐａｓｅ⁃２ 活化，可形成

称为 ＰＩＤＤｏｓｏｍｅ 的复合物，从而造成细胞凋亡［１１］。
Ｎｉｉｚｕｍａ 等［１２］在短暂性全脑缺血（ ｔＧＣＩ）模型中

利用小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）处理来测试对 ＰＩＤＤ 表达

的抑制，ｓｉＲＮＡ 的施用对 ＰＩＤＤ 的抑制作用不仅减

少了 ＰＩＤＤ⁃ＣＣ 的表达，还降低了 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ⁃２ 和 Ｂｉｄ
的活性，导致 ｔＧＣＩ 后海马 ＣＡ１ 亚区的组织学神经

元损伤和 ＤＮＡ 断裂减少。 研究者提出 ＰＩＤＤ 是

ｔＧＣＩ 后神经元死亡的假设分子靶点。 研究结果显

示 ＰＩＤＤ 在 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ⁃２ 激活和延迟 ｔＧＣＩ（短暂性全

脑缺血）后 ＣＡ１ 神经元死亡中起重要作用。 Ｊａｎｇ
等［１３］ 研究中发现， 新型 ＴＡＴ 融合肽， ＲＤＨ３ 和

ＰＤＨ３，它们对 ＰＩＤＤｏｓｏｍｅ 的形成产生强烈的负面

影响，并能够拯救鱼藤酮处理的神经元细胞死亡，
提示 ＰＩＤＤｏｓｏｍｅ 是神经细胞凋亡过程的重要角色。
Ｗａｎ 等［１４］ 研究显示，ＰＩＤＤ 在损伤后的脑组织中表

达明显上升，损伤后 ３ ｄ 左右表达达到顶峰，之后表

达下降，在约 １４ ｄ 左右回到正常水平，并且主要定

位于神经元之中，推测 ＰＩＤＤ 可能是决定脑损伤神

经元命运的重要调节因子。
本研究中大鼠脑缺血模型制备成功后，缺血模

型组、丹参多酚酸组和抑制剂组 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ ＰＩＤＤ
ｍＲＮＡ 表达高于假手术组，说明急性脑缺血后可诱

导脑组织中 ＰＩＤＤ ｍＲＮＡ 表达上调，介导神经细胞

凋亡过程。 丹参多酚酸组 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ ＰＩＤＤｍＲＮＡ
表达明显低于缺血模型组，但稍高于抑制剂组。 抑

制剂 ＢｕｂＲ１，一种有丝分裂监视蛋白，是一种直接的

ＰＩＤＤｏｓｏｍｅ 抑制剂，可以结合 ＰＩＤＤ ＤＤ，与 ＲＡＩＤＤ
募集竞争，在 ＰＩＤＤ 对接站点上超越了 ＲＡＩＤＤ，抑制

ＰＩＤＤｏｓｏｍｅ 介导的细胞凋亡［１５］。 本研究实验结果

显示丹参多酚酸也能抑制 ＰＩＤＤ 表达从而发挥抑制

细胞凋亡的作用，它是否也如 ＢｕｂＲ１ 一样，通过与

ＲＡＩＤＤ 竞争招募来抑制 ＰＩＤＤｏｓｏｍｅ 的形成而产生

作用有待进一步研究。 但仍可说明注射用丹参多

酚酸可通过抑制 ＰＩＤＤ 的表达，从而发挥改善神经

功能的作用， 虽然未能达到和 ＰＩＤＤ 的抑制剂

ＢｕｂＲ１ 同等水平的作用，但作用效果是一致的。
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ＰＩＤＤ 诱导细胞凋亡可通过 ＰＩＤＤ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃２ ／ ｔ⁃
ＢＩＤ ／细胞 色 素⁃ｃ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信 号 通 路 进 行［１５⁃１７］，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是凋亡级联反应过程中关键的蛋白酶，受
上游蛋白酶的活化，活化的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 又参与激活下

游底物，诱发细胞凋亡，而细胞色素 ｃ（ｃｙｔ⁃ｃ）从线粒

体释放到细胞质中，可诱导神经细胞凋亡［１８］。 Ｒａｙ
等［１５］在结直肠癌细胞凋亡机制研究中发现，ＰＩＤＤ
表达激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃２，后者继而裂解 ＢＩＤ 以产生活性

ｔ⁃ＢＩＤ，进而引起 ＭＴＰ 损失，细胞色素 ｃ 从线粒体间

隙释放及下游 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的激活。 而 Ｗａｎｇ 等［１６］ 研

究发现碘⁃１３１ 通过 ＰＩＤＤ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃２ ／ ｔ⁃ＢＩＤ ／细胞色

素⁃ｃ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路诱导心肌细胞凋亡。 Ｓｈｉ
等［１７］也发现 ＰＩＤＤ 的表达与肝细胞癌细胞增殖和

凋亡有关。
本研究中丹参多酚酸组、缺血模型组、抑制剂

组第 ７ 天 ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白表达均明显高于假手术组，显示在脑缺血损伤后

凋亡相关因子 ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ、ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 蛋白表达显著升高，而丹参多酚酸组第 ７ 天

ＰＩＤＤ、ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

表达明显低于缺血模型组，提示注射用丹参多酚酸

改善大鼠神经功能缺损，对大鼠脑缺血再灌注损伤

的保护机制可能与 ＰＩＤＤ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃２ ／ ｔ⁃ＢＩＤ ／细胞色

素⁃ｃ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路有关。
综上所述，本实验研究结果表明：注射用丹参

多酚酸可能通过介导 ＰＩＤＤ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃２ ／ ｔ⁃ＢＩＤ ／细胞色

素⁃ｃ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路，下调 ＰＩＤＤ 及其下游凋亡

相关因子 ｃａｓｐａｓｅ⁃２、ｔ⁃ＢＩＤ、细胞色素⁃ｃ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的

表达，发挥改善神经功能缺损的作用。
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