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补骨脂酚通过抑制凋亡、氧化应激和炎症反应缓解小鼠脓毒症脑病
魏毅君 张荣军 罗文颖 杨晓亮 李孝伟 唐 政 王晓峰△
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摘要 目的：探究补骨脂酚能否抵抗小鼠脓毒症脑病。方法：通过小鼠盲肠结扎穿孔法建立脓毒症脑损伤模型。盲肠结扎穿孔

后通过腹腔注射补骨脂酚（10 mg/kg）。小鼠随机分为以下 4组：假手术（Sham）组；单纯补骨脂酚处理（BAK）组；盲肠结扎穿孔

（CLP）组；盲肠结扎穿孔 +补骨脂酚处理（CLP+BAK）组。盲肠结扎穿孔 48小时后检测脑组织水含量、血脑屏障通透性、凋亡

率、IL-1茁与 TNF-琢表达量、MDA含量、SOD与 CAT活性。结果：与 Sham组相比，CLP组小鼠脑组织水含量（增加 21.20%）、脑

组织 Evans蓝含量（增加 237.05%）、凋亡率、MDA含量、IL-1茁与 TNF-琢表达量均明显增高，而 SOD与 CAT活性明显降低（P
< 0.05）。与 CLP组相比，补骨脂酚处理可明显降低脑组织水含量（下降 10.94%）、Evans蓝含量（下降 39.40%）、凋亡率、MDA

含量、IL-1茁与 TNF-琢表达量，而增加 SOD与 CAT活性（P < 0.05）。结论：补骨脂酚通过抑制凋亡、氧化应激和炎症反应，最终
减轻脓毒症脑损伤。
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Bakuchiol Alleviates Septic Encephalopathy in Mice via Attenuating
Apoptosis, Oxidative Stress and Inflammation

To elucidate whether bakuchiol (BAK) could protect against septic encephalopathy in adult mice.

In this study, cecal ligation and puncture (CLP) was introduced to establish the septic encephalopathy mouse model. BAK (10 mg/kg)

was intraperitoneally administrated following CLP. The mice were randomly divided into four groups: Sham group, BAK group, CLP

group and CLP+BAK group. The brain water content, blood-brain barrier permeability, apoptotic ratio, IL-1茁 and TNF-琢 expression,

MDA content, SOD activity and CAT activity in each group were measured. Compared with the Sham group, the brain water

content (increased by 21.20%), Evans blue content (increased by 237.05%), apoptotic ratio, MDA content, and IL-1茁 and TNF-琢
expression were significantly increased, while the activities of SOD and CAT were significantly decreased in the CLP group (P < 0.05).
Compared with the CLP group, BAK treatment significantly decreased the brain water content (decreased by 10.94%), Evans blue

content (decreased by 39.40%), apoptotic ratio, MDA content, and IL-1茁 and TNF-琢 expression, and increased the activities of SOD and

CAT (P < 0.05). BAK ameliorates septic encephalopathy mainly through inhibiting apoptosis, oxidative stress and

inflammation.
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前言

脓毒症是感染导致的严重全身性炎症反应，是危重症患者

致死的重要因素。脓毒症是一种全身性疾病，可能会出现多种

并发症，包括心脏功能障碍[1]、肾损伤[2]、肝损伤[2]和脑损伤[3]等。

在这些并发症中，脓毒症脑病发生最早且发生率最高[4]。大量研

究证实神经炎症、氧化应激和凋亡在脓毒性脑病的发生发展中

起关键作用[5-8]。因此，寻找可有效抑制脓毒症引起的炎症、氧化

应激和凋亡的药物是治疗脓毒症脑病的重要研究方向。

补骨脂酚（Bakuchiol，BAK）是从植物补骨脂中提取的一

种有效单体成分，可用于治疗神经系统疾病[9]、心肌缺血再灌注

损伤[10]、骨质疏松症[11]、糖尿病[12]和肿瘤[13]等多种疾病。此外，研

究发现 BAK具有多种生物学活性，如抗氧化、抗炎、抗凋亡、抗

菌和抗衰老等[14]。然而，BAK是否能够缓解脓毒症诱导的脑损

害尚无人研究。因此，本研究旨在评估 BAK是否具有缓解 CLP

诱发的脑损害作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 主要试剂 补骨脂酚、Evans蓝（Sigma-Aldrich公司）；
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BCA蛋白定量试剂盒（Pierce公司）；丙二醛（malondialdehyde，

MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、谷胱甘

肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，CAT）、IL-1茁、TNF-琢检
测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；TUNEL检测试剂盒

（Roche公司）。

1.1.2 实验动物 C57BL/6小鼠（雄性，体重 20-25 g，8-10 周

龄）购由北京维通利华实验动物技术有限公司。小鼠饲养于清

洁级环境，自由进食进水。

1.2 实验方法

1.2.1 动物模型的建立 如前所述，我们采用盲肠结扎穿孔

法建立脓毒症脑损伤模型[7]。具体操作步骤如下：术前禁食 8小

时；腹腔注射戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉小鼠；将小鼠固定于

无菌操作台上；沿小鼠腹部正中线剪开皮肤，切口大小约 1

cm，分离脂肪组织，找到盲肠；在回盲瓣以下部位结扎盲肠并

用 20 G针头穿刺肠管；挤压盲肠末端，挤出部分肠内容物；回

纳肠管；用 6-0尼龙缝合线缝合腹部皮肤和肌肉；将动物放回

笼中，自由进食进水。假手术组小鼠除不进行盲肠结扎穿孔外

其余操作与手术组一致。

1.2.2 实验分组及给药方式 将 80只 C57BL/6小鼠随机分为

4组，每组 20只，即：假手术（Sham）组；补骨脂酚处理（BAK）

组；盲肠结扎穿孔（CLP）组；盲肠结扎穿孔 + 补骨脂酚处理

（CLP+BAK）组。我们前期实验观察了不同剂量（1、2、5、10和

20 mg/kg，腹腔注射）补骨脂酚对小鼠脓毒症后脑组织水肿的

作用，补骨脂酚剂量为 10 mg/kg时保护效果最佳，因此本实验

采用此剂量探究补骨脂酚的脑保护作用。

1.2.3 脑组织水含量测定 盲肠结扎穿孔 48小时后，通过脊

椎脱臼法处死小鼠；迅速取全脑并称量湿重；随后将脑组织置

于 100℃烘箱内烘干 24小时，测量全脑干重。脑组织水含量的

计算方法为：（湿重 -干重）/湿重× 100 %。

1.2.4 脑组织 HE染色 盲肠结扎穿孔 48小时后取全脑；常

规进行脱水包埋石蜡切片，切片厚度为 5 滋m；HE染色并用光
镜拍照。

1.2.5 血脑屏障通透性测定 血脑屏障被破坏后，Evans蓝可

透过被破坏的血脑屏障，迅速与脑组织中的白蛋白结合，使脑

组织染色。因此，我们通过 Evans蓝染色法检测各组小鼠血脑

屏障通透性。具体操作如下：盲肠结扎穿孔 48小时后，通过尾

静脉注射 Evans蓝染液（3 mL/kg），待染料在血液中循环 2 小

时后处死小鼠；迅速取全脑并称重，随后将脑组织置于甲酰胺

中匀浆，37℃孵育 48小时；离心后取上清，用酶标仪测量 625

nm波长吸光度。计算各组小鼠脑组织内 Evans蓝的含量。

1.2.6 脑组织凋亡率检测 盲肠结扎穿孔 48小时后，通过脊

椎脱臼法处死小鼠；迅速取全脑；将脑组织固定于 4 %多聚甲

醛内 48 小时；石蜡包埋切片（5 滋m）；每张切片上滴加 50 滋L
TUNEL染液；在 37℃条件下避光湿盒内反应 1小时；DAPI染

色显示细胞核。凋亡率 =TUNEL染色阳性细胞核 /全部细胞

核× 100 %。

1.2.7 脑组织氧化应激水平检测 盲肠结扎穿孔 48小时后，

取脑组织，并按照 1:9的比例用生理盐水制备成脑组织匀浆。

严格按照试剂盒说明书检测各组小鼠脑组织内 MDA 含量、

SOD与 CAT活性。

1.2.8 脑组织炎症分子 IL-1茁和 TNF-琢水平测定 盲肠结扎

穿孔 48小时后，取脑组织，并按照 1:9的比例用生理盐水制备

成脑组织匀浆。严格按照试剂盒说明书检测各组小鼠脑组织内

IL-1茁和 TNF-琢水平。
1.3 统计分析

实验数据均以均数± 标准差（x± SD）表示。差异显著性检

验采用单因素方差分析，比较两组间差异用 LSD-t检验。P< 0.05
表示有统计学意义。用 Graphpad prism 5软件进行统计分析。

2 结果

2.1 补骨脂酚可缓解脓毒症小鼠脑水肿程度

与 Sham组小鼠相比，CLP组小鼠脑组织内水分含量明显

增加（P < 0.05）。与 CLP组相比，BAK处理可以明显降低脑组

织内水含量，缓解脑水肿程度（P < 0.05）。单纯给予 BAK组小

鼠脑组织内水含量与 Sham 组小鼠相比无统计学差异（P >
0.05，见图 1A）。此外，我们通过 HE染色进一步明确脑组织水

肿情况。结果显示，CLP 后小鼠脑组织内出现明显水肿，而

BAK处理可改善组织水肿情况（见图 1B）。

2.2 补骨脂酚可改善 CLP术后小鼠血脑屏障通透性

小鼠脓毒症脑损伤 48 小时后 Evans 蓝染色检测各组小

鼠血脑屏障通透性。与 Sham组小鼠相比，CLP组小鼠血脑屏

障通透性明显增加（P < 0.05）。与 CLP组相比，BAK处理可

以明显降低血脑屏障通透性（P < 0.05）。单纯给予 BAK组小

鼠血脑屏障通透性与 Sham 组小鼠相比无统计学差异（P >
0.05，见图 1C）。

2.3 补骨脂酚可明显减轻 CLP术后脑组织氧化应激水平

盲肠结扎穿孔 48小时后检测脑组织中 MDA 含量、SOD

活性和 CAT活性。我们发现，与 Sham组小鼠相比，CLP组小

鼠脑组织中MDA含量明显增加，而 SOD活性和 CAT活性明

显降低（P < 0.05）。与 CLP组相比，BAK处理可以明显降低

MDA含量，而提高 SOD活性和 CAT活性（P < 0.05）。单纯给
予 BAK组小鼠脑组织中MDA含量、SOD活性和 CAT活性与

Sham组小鼠相比无统计学差异（P > 0.05，见图 2A-C）。

2.4 补骨脂酚可明显减轻 CLP术后脑组织炎症反应

盲肠结扎穿孔 48小时后检测各组小鼠脑组织内 IL-1茁和
TNF-琢水平。我们发现，与 Sham组小鼠相比，CLP组小鼠脑组

织内 IL-1茁和 TNF-琢水平明显增加（P < 0.05）。与 CLP组相

比，BAK处理可以明显降低脑组织内 IL-1茁和 TNF-琢水平（P
< 0.05）。单纯给予 BAK组小鼠脑组织内 IL-1茁和 TNF-琢水平
与 Sham组小鼠相比无统计学差异（P > 0.05，见图 2D-E）。

2.5 补骨脂酚可明显减轻 CLP术后脑组织凋亡水平

盲肠结扎穿孔 48小时后检测各组小鼠脑组织凋亡情况。

TUNEL染色显示，与 Sham组小鼠相比，CLP组小鼠脑组织凋

亡率明显增加（P < 0.05）。与 CLP组相比，BAK处理可以明显

降低脑组织凋亡率（P < 0.05）。单纯给予 BAK组小鼠脑组织凋

亡率与 Sham组小鼠相比无统计学差异（P > 0.05，见图 3）。

3 讨论

脓毒症是宿主对感染的反应失调引起的一种具有高发病
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图 1 补骨脂酚对脓毒症小鼠脑组织水含量、血脑屏障通透性的影响

Fig. 1 The effects of bakuchiol on the brain water content, blood-brain barrier permeability following cecal ligation and puncture

Note: Data were expressed as x± SD, n=8, aP < 0.05, compared with the Sham group, bP < 0.05, compared with the CLP group.

图 2 补骨脂酚对脓毒症小鼠脑组织氧化应激和炎症的影响

Fig. 2 The effects of bakuchiol on cerebral oxidative stress and inflammation following cecal ligation and puncture

Note: Data were expressed as x± SD, n=8, aP < 0.05, compared with the Sham group, bP < 0.05, compared with the CLP group.
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率和死亡率的危重疾病[15]。自 20世纪 80年代初以来，在临床

随机对照试验中已经评估了多种用于治疗脓毒症的药物。除少

数药物外，大多数临床试验的结果令人失望，目前还没有特定

的药物被批准用于治疗脓毒症。脓毒症可引起多种并发症，如

肾损伤、肝损伤、脑损伤和心脏功能障碍[1-3]。其中，脓毒症患者

发生脑损伤最常见且最早发生，是导致脓毒症患者预后不良的

重要因素。寻找新的治疗药物有效缓解脓毒症脑病并阐明其具

体机制对于改善脓毒症患者预后具有非常重要的临床意义。

补骨脂酚是中药补骨脂的有效成分之一，具有抗炎、抗氧

化和抗凋亡等多种生物学活性[14]。氧化应激是促进心肌缺血再

灌注损伤发生发展的关键因素，最新研究发现，补骨脂酚可显

着增加线粒体琥珀酸脱氢酶、细胞色素 c氧化酶和线粒体超氧

化物歧化酶的活性，并降低丙二醛的产生，抑制心肌缺血再灌

注诱发的氧化应激，减少心肌凋亡，进而减轻心肌缺血再灌注

损伤 [15]。Seo 等发现补骨脂酚可明显改善过氧化氢引起的

HepG2细胞线粒体功能障碍[16]。值得注意的是，补骨脂酚可有

效减轻脓毒症引起的肺水肿、抑制氧化应激与炎症反应、改善

脓毒症诱发的肺组织内皮细胞屏障破坏，最终减轻肺损伤[14]。

但补骨脂酚是否能够减轻脓毒症引起的脑损伤尚无相关报道。

我们的研究首次证实，补骨脂酚可以显著改善脓毒症引起的脑

水肿、减轻脓毒症对血脑屏障的破坏，其具体作用机制可能与

抑制脓毒症引起的炎症反应、凋亡与氧化应激有关。

小鼠脑组织内炎症反应与脓毒症脑损伤密切相关。从理论

上讲，系统性炎症可以通过至少四种途径影响大脑：1)、外周器

官合成并释放细胞因子，作用于存在于自主神经系统的神经纤

维中的受体以调节脑功能；2)、循环中炎症因子通过血脑屏障

扩散；3)、细胞因子可能通过缺乏血脑屏障的特定区域（如室周

器官）进入大脑；4)、细胞因子可能通过可饱和运输机制进入大

脑[18]。研究发现，外周产生促炎性细胞因子，特别是 IL-1茁和
TNF-琢，可启动中枢神经系统的炎症因子合成[19]。在几种不同的

动物模型中，当神经元受到炎症因子刺激后，均观察到发热和

神经行为改变（如厌食、嗜睡和抑郁等）[18]。褪黑素是一种调节

睡眠 -觉醒周期的、具有强效抗炎、抗氧化能力的内源性小分

子物质。Ji等在盲肠结扎和穿刺后连续三天以 10 mg/kg的剂

量腹腔注射褪黑素，结果证实，褪黑素可降低炎性因子 IL-1茁
水平，抑制脑组织炎症反应，提高小鼠生存率[20]。Savio等研究

发现，敲除或者用药物阻断 P2X7嘌呤受体可明显降低脓毒症

诱发的脑组织内 IL-1茁和 IL-6水平，进而改善脓毒症脑损伤
[21]。Tang等发现，二甲双胍可以通过 PI3K/Akt信号通路抑制神

经炎症，进而改善脓毒症脑损伤[22]。在本研究中我们发现，CLP

术后 48小时，小鼠脑组织内 IL-1茁和 TNF-琢的水平明显增高，
提示发生炎症反应。而 BAK 处理可以明显降低 IL-1茁 和
TNF-琢水平，抑制炎症反应。

线粒体消耗细胞内 85-90 %氧气进行氧化磷酸化，这是维

持细胞功能和代谢稳态所需 ATP的主要方式。氧化磷酸化是

通过位于线粒体内膜的一系列酶复合物进行的，这些复合物统

称为电子传递链（Electron transport chain，ETC）。但 ETC同时

是 ROS产生的主要部位，如超氧化物、过氧化氢或羟基自由

基。正常情况下，机体内只有少量代谢消耗的氧气被转化为

ROS，且可以被机体内抗氧化酶及时清除。但在脓毒症时，机体

可产生过量活性氧和活性氮，进而引起脂质、DNA和蛋白质等

过氧化[23]。脂质过氧化可损伤细胞膜和线粒体膜，最终导致细

胞凋亡和坏死[24]。ROS也可激活多种细胞内信号途径，最终导

致固有免疫系统的激活[25]。此外，氧化蛋白和脂质可通过激活

膜受体刺激巨噬细胞释放炎症因子[26]。除了 ROS过量产生之

外，脓毒症还会引起机体抗氧化酶活性下降，导致氧化还原失

衡。Zhao等证实褪黑素可以通过清除脓毒症小鼠脑组织内过

量产生的 ROS并增加脑组织抗氧化应激能力，进而缓解脓毒

症脑损伤[7]。Cassol-Jr等发现大麻二酚可通过逆转氧化应激损

伤，从而减轻脓毒症引起的脑损伤[27]。SOD和 CAT是在机体内

清除 ROS的关键酶。SOD和 CAT活性是机体 ROS清除能力

的标志。而MDA是脂质过氧化的产物[28]。通过检测各组小鼠脑

组织内MDA含量、SOD活性以及 CAT活性，我们发现脓毒症

小鼠脑组织内MDA的表达量明显增加，而 SOD和 CAT的活

性明显降低，提示 CLP术后小鼠脑组织内氧化应激水平明显

增高。而给予补骨脂酚可以明显逆转上述改变。在多种病理情

况下，过量产生的 ROS是引起细胞凋亡的重要诱因。通过

TUNEL染色，我们发现，脓毒症小鼠脑组织出现明显凋亡。而

图 3 补骨脂酚对脓毒症小鼠脑组织凋亡的影响

Fig. 3 The effects of bakuchiol on cerebral apoptosis following cecal ligation and puncture

Note: Data were expressed as x± SD, n=8, aP < 0.05, compared with the Sham group, bP < 0.05, compared with the CLP group.
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给予补骨脂酚后，小鼠脑组织凋亡率明显降低。

综上所述，我们的研究首次证实补骨脂酚是减轻脓毒症脑

损伤新的有效措施，其保护作用的发挥主要由其抗炎症、抗氧

化和抗凋亡作用介导。我们的研究为临床上应用补骨脂酚治疗

脓毒症脑病患者提供了新的理论依据。
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