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染料木素对实验性脑出血大鼠 PI3K/Akt 通路的影响

吴环立，马现启，赵海洋

(南阳市第二人民医院神经外科，河南 南阳 473000)

[摘　要]	 目的：探讨染料木素对实验性脑出血(intracerebral hemorrhage，ICH)大鼠神经功能损伤的保护作用

及相关的作用机制。方法：随机将大鼠分为假手术组、ICH模型组、染料木素低剂量组(5 mg/kg)、

中剂量组(10 mg/kg)和高剂量组(15 mg/kg)。通过注射IV型胶原酶建立ICH大鼠模型，采用Garcia

法对大鼠进行神经功能缺损评分，湿重法检测脑含水量，比色法检测脑组织中SOD与过氧化氢酶

(catalase，CAT)的含量水平，TUNEL法检测血肿周围脑组织细胞凋亡数，Western印迹法检测脑组

织中p-PI3K与p-Akt蛋白表达水平。结果：与ICH模型组相比，染料木素给药后，大鼠的神经功能

缺损评分显著升高，脑含水量明显下降，脑组织中SOD与CAT的含量水平升高，血肿周围脑组织

的细胞凋亡数降低，p-PI3K与p-Akt的蛋白表达明显上调。结论：染料木素对ICH后的脑损伤具有

一定的保护作用，可能与染料木素的抗氧化作用及调控PI3K/Akt通路有关。
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Effects of genistein on PI3K/Akt pathway in cerebral 
hemorrhage rats
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Abstract Objective: To investigate the protective effects of genistein on neuronal function in cerebral hemorrhage rats 

and explore the underlying mechanisms. Methods: Rats were randomly divided into the following groups: a 
sham group, a model group, and cerebral hemorrhage rats treated with low, medium or high dose of genistein 
groups. Cerebral hemorrhage rat model was induced by injection of type IV collagenase. Neuronal functions were 
determined by Garcia method; the brain water content (BWC) was measured by wet weight method; SOD and 
catalase (CAT) levels in brain tissue were examined with colorimetric method; cell apoptosis was observed by 
TUNEL staining, and the expressions of p-PI3K and p-AKT were detected by Western blot. Results: Compared 
with the model group, neuronal function was significantly improved after genistein treatment. Moreover, the BWC 
and cell apoptosis in the brain were decreased, while the levels of SOD and CAT, and the expression of p-PI3K and 
p-AKT were increased after genistein treatment. Conclusion: Genistein can improve neuronal function in cerebral 
hemorrhage rats, which may be associated with its anti-oxidative effects and regulation of PI3K/Akt pathway.
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脑出血(intracerebral hemorrhage，ICH)是神经

科常见的非外伤性致死性疾病，具有高发病率、

高致残率的特征，近年来ICH发病呈年轻化趋势，

且发病率逐年增高[1]，为社会与患者家庭带来沉重

的经济负担。 I CH发生后，血肿周围脑组织的血

流量减少，乳酸堆积，进一步引起周围脑组织缺

血缺氧，导致细胞进行性凋亡，出现神经组织损

伤。目前ICH的发病机制尚不明确，临床上常以内

科保守治疗为主，但有时预后并不理想[2]。

染料木素(genistein)又称染料木黄酮，属异黄

酮类化合物，在大豆、燕麦、大麦、玉米中的含

量较高 [ 3 ]，具有与雌激素相似的结构，被称为植

物雌激素。研究 [4-5]发现：染料木素有多种药理学

作用，如抗肿瘤，抗糖尿病，预防心血管系统疾

病，抗氧化作用等。此外，染料木素还具有较强

的氧化应激损伤保护作用[6]。研究[7]发现：将染料

木素植入DNA中，可影响DNA结构的完整性，减

少由紫外线辐射引起的8-OHdG的形成，进而起到

抗氧化的作用。但目前国内外关于染料木素对ICH
后脑组织的作用研究和文献报道较少。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  动物

健康SD大鼠50只，雌雄各半，清洁级，体重

180~250 g，购自河北医科大学实验动物中心，饲

养于2 2 ~ 2 5  ℃室温中，昼夜各1 2  h，自由饮水进

食，进行适应性饲养1周。

1.1.2  试剂

染料木素购自江苏碧云天生物技术研究所；

胶原酶IV购自Sigma公司；TUNEL试剂盒购自瑞士

Roche公司；p-PI3K，PI3K，p-Akt，Akt和GADPH
抗体购自美国Santa Cruz公司。

1.2  方法

1.2.1  实验分组

将大鼠随机分为 5 组：假手术组 ( S h a m 组 ) 、

ICH模型组(ICH组)、染料木素低剂量组(Gen-L组， 
5 mg/kg)、中剂量组(Gen-M组，10 mg/kg)和高剂量

组(Gen-H组，15 mg/kg)。临用前用蒸馏水将配置成

悬浮液，造模成功后每天灌胃1次，共给药14 d，假

手术组与ICH模型组分别给予等容量生理盐水。

1.2.2  ICH 大鼠模型建立

参考R osenberg等 [8]采用大鼠尾状核微量注射

IV型胶原酶建立大鼠ICH模型，采用10%水合氯醛

(0.5 mL/100 g)腹腔麻醉大鼠，俯卧位将大鼠固定

在立体定位仪，固定门齿调整使前后卤门在同一直

线上，切开头皮，以前卤前右侧0.2 mm中旁3 mm
进针，钻孔，采用微量注射器吸取2 μL 0.30 U/μL
的IV型胶原酶，注射完后留针数分钟，退针后缝合

皮肤；假手术组大鼠注射等体积生理盐水，其余操

作与ICH模型组相同。术后24 h，麻醉大鼠，取脑

组织，观察造模情况。造模成功判定标准：术后 
24 h见明显肢体瘫痪，沿针道冠状切面切开脑组织

可见血肿形成。术后分笼饲养，正常进食饮水。

1.2.3  神经功能缺损评分

采用 G a r c i a 法对各组大鼠进行神经功能行为

学 评 分 ， 分 数 越 低 代 表 神 经 功 能 障 碍 越 严 重 ，

共 进 行 6 项 测 试 ： 自 主 运 动 0 ~ 3 分 、 活 动 对 称 性

0 ~ 3 分 、 触 摸 触 须 反 应 1 ~ 3 分 、 金 属 丝 鼠 笼 攀 援

1 ~ 3 分 、 前 肢 对 称 性 0 ~ 3 分 、 触 摸 双 侧 躯 干 反 应 
1~3分，各项得分相加即为神经功能评分。

1.2.4  脑含水量的测定

末次给药后，处死大鼠，冰盘上取出全脑，采

用湿重法测定脑组织含水量(brain water content，

BWC)，BWC=(湿重−干重)/湿重×100%。

1.2.5  脑组织 SOD 与过氧化氢酶含量测定

采用比色法，测定各组大鼠脑组织中SO D与

过氧化氢酶(catalase，CAT)的含量。

1.2.6  TUNEL 染色检测脑组织细胞凋亡情况

末次给药后，处死大鼠，将脑血肿组织制作成

石蜡切片，浸入二甲苯I，II各30 min，依次浸入梯

度乙醇(100%，95%，90%，80%和70%)各5 min，PBS
洗2次；3%过氧化氢室温孵育5 min，PBS洗涤3次；

0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液100 ℃修复5 min，PBS
洗2次；5%BSA室温封闭30 min，甩去多余液体。

加入TUNEL检测液(1:500)室温孵育90 min，PBS洗

3次；加入抗荧光素抗体(1:500)37 ℃孵育45 min，

PBS洗涤3次；加入Hoechst 33258染色5 min，PBS洗

涤3次，甘油封片，置于显微镜下观察。

1.2.7  Western 印迹法检测蛋白表达

末 次 给 药 后 ， 处 死 大 鼠 ， 剪 取 大 鼠 脑 血 肿

组织，冰上裂解3 0  m i n，1 2  0 0 0  r / m i n  4  ℃离心 
5 min，收集细胞并提取细胞总蛋白，定量，调整

蛋白量。取等量裂解产物，加入体积：上样缓冲

液( 1 : 4 )进行1 2 % SD S -PAG E。转膜，5 %脱脂奶粉

室温放置1  h，加入一抗，4  ℃孵育过夜，P B S洗 
3次，每次5 min；再加入相应二抗37 ℃孵育1 h，

PBS洗3次，每次5 min，增强化学发光法(enhanced 
chemiluminescence assay，ECL)显色凝胶成像系统扫

描灰度值进行分析。
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1.3  统计学处理

采用SPSS 16.0统计软件进行分析，结果以均

数±标准差( x± s)表示，组内数据采用单因素方差

分析，两组间数据采用B e n f e r ro n i校正的 t检验，
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  模型建立与神经功能缺损评分

术后2 4  h，取大鼠脑组织，血肿形成则表明

模型建立成功(图1)。采用Garcia法对各组大鼠在

给药后 2 4  h ， 7 2  h ， 5  d ， 7  d 时进行神经功能评

分，结果显示：假手术组大鼠极少神经功能缺损

情况，评分较高，各时间点间差异无统计学意义

(P>0.05)；ICH模型组大鼠的神经功能缺损明显，

评分低于假手术组，在72 h时最显著，差异有统计

学意义(P<0.05)。与ICH模型组相比，染料木素给

药后，大鼠神经功能缺损情况明显好转，并随药

物浓度加大而评分上升(表1)。

2.2  BWC 的比较

与假手术组相比， I CH模型组大鼠BW C显著

升高，差异有统计学意义(P<0.05)；与ICH模型组

相比，采用染料木素给药后，大鼠BWC随药物剂

量增大而明显下降(表2)。

2.3  脑组织中 SOD 与 CAT 含量水平

与假手术组相比， I C H模型组大鼠脑组织中

SOD与CAT的含量均显著下降，差异有统计学意义

(P<0.05)；与模型组相比，采用染料木素给药后，

大鼠脑组织中SOD与CAT的含量随给药剂量增加而

上升(表3)。

2.4  脑组织细胞凋亡情况

与假手术组相比，ICH模型组脑组织细胞凋亡

数显著增加；与模型组相比，采用染料木素给药

后，随药物剂量增大，大鼠脑组织细胞凋亡数明

显减少(图2)。

2.5  脑组织中 p-PI3K 与 p-Akt 蛋白表达的变化

与假手术组相比，ICH模型组脑组织中p-PI3K
与p-Akt的蛋白表达显著下调；与模型组相比，采

用染料木素给药后，大鼠脑组织中p-PI3K与p-Akt
的蛋白表达明显上调(图3)。

Sham组 ICH组

图1 ICH造模术后24 h血肿形成情况

Figure 1 Hematoma formed of 24 h after ICH induction

表1 染料木素对ICH大鼠神经功能缺损评分的影响(n=10)

Table 1 Effect of genistein treatment on neurological deficit scores of ICH rats (n=10)

组别
神经功能缺损评分

24 h 72 h 5 d 7 d

假手术组 16.50±0.88 16.90±0.78 17.20±0.81 17.60±0.74

ICH模型组 8.50±0.72* 7.20±0.64* 9.80±0.82* 12.20±0.78*

染料木素低剂量组 9.20±0.88*# 8.40±0.76*# 11.80±0.92*# 13.90±0.84*#

染料木素中剂量组 9.60±0.67*# 9.10±0.78*# 12.70±0.79*# 14.40±0.86*#

染料木素高剂量组 9.70±0.92*# 9.60±0.89*# 14.20±0.96*# 15.80±0.93*#

同一时间点，与假手术组相比，*P<0.05；与ICH模型组相比，#P<0.05。

At the same time point, compared with the sham group, *P<0.05; compared with the ICH group, #P<0.05.
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表3 染料木素对脑组织中SOD与CAT含量水平的影响

(n=6)
Table 3 Effect of genistein treatment on the levels of SOD 
and CAT in brain tissue (n=6)

组别
SOD/ 

(U·mg prot−1)

CAT/ 

(nmol·mg prot−1)

假手术组 75.67±1.18 28.91±2.11

ICH 模型组 86.27±0.98* 9.17±0.83*

染料木素低剂量组 82.68±0.87*# 15.83±1.34*#

染料木素中剂量组 80.67±0.99*# 19.82±1.64*#

染料木素高剂量组 78.86±0.95*# 23.58±2.27*#

与假手术组相比，*P<0.05；与ICH模型组相比，#P<0.05。
Compared with the sham group, *P<0.05; compared with the 
ICH group, #P<0.05.

表2 染料木素对BWC的影响(n=6)

Table 2 Effect of genistein on BWC (n=6)

组别 BWC/%

假手术组 75.67±1.18

ICH模型组 86.27±0.98*

染料木素低剂量组 82.68±0.87*#

染料木素中剂量组 80.67±0.99*#

染料木素高剂量组 78.86±0.95*#

与假手术组相比，*P<0.05；与ICH模型组相比，#P<0.05。

Compared with the sham group, *P<0.05; compared with the 

ICH group, #P<0.05.

图2 染料木素对ICH后脑组织细胞凋亡的影响(×200)

Figure 2 Effect of genistein treatment on ICH-induced cell apoptosis in brain tissue (×200)

与假手术组相比，*P<0.05；与ICH模型组相比，#P<0.05。

Compared with the sham group, *P<0.05; compared with the ICH group, #P<0.05. 
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Figure 3 Effect of genistein treatment on ICH-induced protein expressions of p-PI3K and p-Akt in brain tissue
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3  讨论

脑水肿主要指脑组织液体增多导致脑容积增

加，根据血脑屏障是否受损，将脑水肿分为血管源

型水肿与细胞毒性水肿。ICH后血肿组织周围脑水

肿有血管源性，也有细胞毒性。脑水肿是颅内压增

高的主要原因，同样也是ICH继发病理变化的主要

因素之一[9]。因此，脑组织的含水量在某种程度上

可以反映ICH后脑损伤的严重程度与药物的治疗作

用。本实验结果显示：染料木素随剂量增大而不同

程度地降低ICH后的脑含水量，提示染料木素可能

具有抑制ICH后脑含水量的增加，从而改善脑组织

的损伤程度的作用。

正常情况下，机体通过非酶系统和酶系统不断

生成自由基，另一方面自由基通过脂质过氧化反应

诱导组织损伤，同时机体具有抗氧化防御系统，如

SOD与非酶体系的维生素C，E等，可将自由基清

除，维持动态平衡[10]。SOD能够有效抑制脂质过氧

化，是体内的抗氧化酶；同样CAT也可催化细胞内

过氧化氢的分解，具有保护细胞的作用，是机体抗

氧化能力的指标之一。本实验结果显示：染料木素

能够增加ICH后脑组织中SOD与CAT的含量，提示

染料木素可能通过增加脑组织抗氧化酶的含量，清

除自由基，从而减少脑细胞膜结构的损伤，这可能

与染料木素的多羟基酚的结构有关[11]。

PI3K/Akt信号转导通路是细胞生存的主要信号

通路之一，在细胞增殖、分化与凋亡中发挥重要作

用。当机体发生ICH后，释放出ROS等物质，进一步

激活PI3K活性，激活的PI3K与下游Akt的PH结构域结

合，使Akt产生磷酸化，进一步激活下游凋亡靶点，

如Bad，NF-κB，糖原合成激酶3等蛋白磷酸化发挥抗

凋亡作用[12]。本研究发现：染料木素具有抑制ICH
后脑组织细胞凋亡的作用，同时下调p-PI3K与p-Akt
蛋白表达，推测染料木素可能通过下调PI3K/Akt信
号来发挥抑制ICH后脑组织细胞凋亡的作用。

综上所述，染料木素对ICH后的神经功能损伤

具有一定的保护作用，可能与通过下调PI3K/Akt信
号转导通路和增加脑组织抗氧化酶的含量有关。
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