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【摘要】目的 探讨姜黄素对颅脑损伤（TBI大鼠）的神经保护作用及其机制。方法 48只成年雄性SD大鼠随机分成假手术

组、TBI组、溶媒组、姜黄素组，每组12只。采用重物撞击法制作控制皮质冲击伤模型。造模后，姜黄素组腹腔注射姜黄素（60
mg/kg），溶媒组腹腔注射姜黄素溶媒磷酸缓冲盐溶液；姜黄素干预72 h采用改良神经功能损伤量表（mNSS）评分评估神经功能；

每组取6只大鼠采用Nissl染色评估损伤面积，采用TUNEL染色评估细胞凋亡率；另取6只大鼠免疫印迹法检测PI3K/AKT信号

通路以及细胞自噬相关蛋白（LC3、Beclin-1、P62蛋白）表达水平。结果 与假手术组比较，TBI组和溶媒组mNSS评分显著增加

（P<0.05），损伤面积和神经元凋亡率均明显增加（P<0.05），LC3、Beclin-1表达水平明显增高（P<0.05），P62表达水平明显降低

（P<0.05），而PI3K和AKT蛋白表达水平无明显变化（P>0.05）；TBI组和溶媒组均无统计学差异（P>0.05）。与溶媒组相比，姜黄

素组mNSS评分明显下降（P<0.05），损伤面积和神经元凋亡率显著降低（P<0.05），磷酸化 PI3K/AKT水平明显增高（P<0.05），

LC3、Beclin-1表达水平明显增高（P<0.05），P62表达水平明显降低（P<0.05）。结论 姜黄素对TBI大鼠具有显著神经保护作用，

机制可能是通过PI3K/AKT信号通路激活自噬。
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【Abstract】Objective To explore the neuroprotective effect of curcumin on rats after traumatic brain injury (TBI). Methods Forty-
eight male SD rats were randomly divided into sham operation group, TBI group, viechle group and curcumin group, 12 rats in each
group. A heavy object impact method was used to establish the model of controlled cortical impact injury. After injury, the curcumin
group was intraperitoneally injected with curcumin (60 mg/kg), and the vehicle group was intraperitoneally injected with curcumin
solvent phosphate buffered saline solution. Seventy-two hours after curcumin treatment, the neurological function was evaluated using
the modified neurological impairment scale (mNSS). Six rats in each group were used to evaluate the damage area by Nissl staining and
the apoptosis rate by TUNEL staining after the evaluation of neurological function. Six rats in each group were used to detect PI3K/AKT
signaling pathway and the expression level of autophagy- related proteins (LC3, Beclin- 1, P62 protein) by western blotting. Results
Compared with the sham operation group, the mNSS score, the injury area, the neuronal apoptosis rate and the expression levels of LC3
and Beclin-1 were significantly increased (P<0.05), the expression level of P62 was significantly reduced (P<0.05), and the expression
levels of PI3K and AKT protein did not significantly change (P>0.05) in TBI and vehicle groups. There was no statistical difference
between the TBI and vehicle groups (P<0.05). Compared with the vehicle group, the mNSS score, the damage area and the neuronal
apoptosis rate were significantly reduced (P<0.05), the phosphorylated PI3K/AKT level was significantly increased (P<0.05), the LC3
and Beclin-1 expression levels were significantly increased (P<0.05), and the expression level of P62 was significantly decreased (P<
0.05) in curcumin group. Conclusion The curcumin has neuroprotective effect on rats after TBI by activating autophagy via PI3K/AKT
signaling pathway.
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姜黄素通过PI3K/AKT信号通路激活细胞自噬对
大鼠颅脑损伤的神经保护作用

杨伟科 孙林林 李小亮

颅脑损伤（traumatic brain injury，TBI）至今仍然 是危害人们健康的主要外伤之一，包括原发性损伤

和继发性损伤，其中继发性损伤的危害更大，主要机

制有细胞凋亡、自由基生成和炎症反应等[1]。研究表

明，在脑损伤模型中，细胞自噬与细胞凋亡同时发生
[2]。细胞自噬是一个高度调控的过程，细胞成分在饥
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饿期间被降解和再循环，细胞质中受损的细胞器和

功能失调的蛋白质在自噬过程中被包装成膜泡，然

后被蛋白酶体处理并最终降解[3]。姜黄素具有抗炎

症、抗氧化及诱导细胞自噬的作用[4]。本文探讨姜黄

素对TBI大鼠的保护作用及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 健康雄性 SD大鼠 48只，体重

250~300 g，购于沈阳长生生物技术有限公司[许可证

号：SCXK（辽）2019-0003]。按随机数字表法随机分

为假手术组、TBI组、溶媒组、姜黄素组，每组12只。

1.2 模型制作及干预 按程世翔等[5]报道的方法制作

控制性皮质冲击伤模型。2%戊巴比妥（50 mg/kg）腹

腔注射进行麻醉。用手持式环钻进行颅骨钻孔，直

径约4.0 mm，暴露硬脑膜后，在颞顶叶皮质硬脑膜表

面进行单次挫伤。伤后，头盖骨放回原位，并用骨蜡

固定。假手术组大鼠只钻骨孔，不进行重物撞击。

溶媒组造模后腹腔注射姜黄素溶媒磷酸缓冲盐

溶液（phosphate buffer saline，PBS），姜黄素组造模后

腹腔注射姜黄素（60 mg/kg；美国Sigma公司）。

1.3 神经功能评估 造模后 72 h，采用改良神经功能

损伤量表（modified neurological severity scale，mNSS）
评分评估神经功能[6]，总分0~18分，0分正常，得分越

高，受伤越严重。

1.4 Nissl染色和 TUNEL染色观察神经元损伤情况

神经功能评估结束后，每组取6只大鼠灌注固定，分

离脑组织，石蜡包埋、切片。根据试剂盒说明书进行

Nissl染色（北京索莱宝生物技术有限公司）和 TU⁃
NEL染色（瑞士Roche公司），然后显微镜下观察并

拍照。用 Image J软件计算 400倍视野下Nissl染色

神经元损伤的面积数和 TUNEL染色的阳性细胞数

（其与总细胞数比值的百分比即为细胞凋亡率）。

1.5 免疫印迹法检测脑组织自噬通路相关蛋白的表

达 神经功能评估结束后，每组取 6只大鼠，断头处

死并分离伤侧大脑皮层组织匀浆，提取蛋白。BCA
法（江苏凯基生物技术有限公司）测量蛋白浓度，取

40 μg蛋白体系进行 SDS-PAGE电泳，然后转移至

PVDF膜上，用5%脱脂奶粉室温封闭2 h。然后用磷

酸化磷酸肌醇 3激酶（phosphorylated phosphoinositol
3 kinase，p-PI3K；1:800；美国Abcam公司）、PI3K（1:
800；美国 Abcam 公司）、蛋白激酶 B（proteinkinase
B，AKT；1:1 000；美国 Abcam 公司）、p-AKT（1∶1
000；美国Abcam公司）、自噬相关基因Beclin-1（1∶1
000；美国 Santa Cruz公司）、微管相关蛋白 1 轻链蛋

白 3（ microtubule- associated protein light chain 3，
LC3；1∶1 000；美国 Santa Cruz公司）、选择性自噬接

头蛋白 p62（sequestosome1，P62；1∶1000；美国 Santa
Cruz公司）、内参甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceralde⁃
hyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH；1:2 000；
北京中杉金桥公司）等抗体覆盖 PVDF膜，4 ℃孵育

过夜。洗膜缓冲液洗涤三遍，每次 10 min。加入二

抗（1∶5 000）室温孵育2 h。洗膜缓冲液洗涤三遍，发

光显影，然后用 Image J软件分析灰度值。

1.6 统计学方法 采用SPSS 22.0软件分析；定量资料

用x±s表示，采用单因素方差分析和 t检验；P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 姜黄素对TBI大鼠mNSS评分的影响 与假手术

组比较，TBI组和溶媒组mNSS评分均显著增加（P<
0.05），而 TBI组和溶媒组无统计学差异（P>0.05）。

与溶媒组比较，姜黄素组mNSS评分明显下降（P<
0.05），但仍明显高于假手术组（P<0.05）。见图1。

组别

假手术组

TBI组
姜黄素组

溶媒组

损伤面积（×100 mm2/
每个400倍视野）

13±1.9
31±2.6*

20±3.1*#&

29±3.5*

细胞凋亡率（%）

9.11±3.14
47.86±2.73*

32.17±4.01*#&

48.02±4.53*

表1 各组大鼠Nissl染色评估损伤面积和TUNEL染色评

估细胞凋亡率比较

注：与假手术组相应值比，* P<0.05；与TBI组相应值比，#
P<0.05；与溶媒组相应值比，& P<0.05；TBI. 颅脑损伤

图1 姜黄素对颅脑损伤大鼠mNSS评分的影响

与假手术组相应值比，* P<0.05；与TBI组相应值比，# P<0.05；
与溶媒组相应值比，& P<0.05；TBI. 颅脑损伤；mNSS. 改良神经

功能损伤量表
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图4 各组大鼠伤侧脑皮层组织自噬相关蛋白的表达水平比较

与假手术组相应值比，* P<0.05；与TBI组相应值比，# P<0.05；与溶媒组相应值比，& P<0.05；TBI. 颅脑损伤；LC3. 微管相关蛋白 1 轻链蛋白

3；LC3-Ⅰ. 胞浆型LC3；LC3-Ⅱ. 膜型LC3；Beclin-1. 自噬相关基因Beclin-1；P62. 选择性自噬接头蛋白p62；GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶

图3 各组大鼠伤侧脑皮层组织PI3K/AKT信号通路相关蛋白的表达水平比较

与假手术组相应值比，* P<0.05；与TBI组相应值比，# P<0.05；与溶媒组相应值比，& P<0.05；TBI. 颅脑损伤；p-PI3K. 磷酸化磷酸肌醇3激

酶；PI3K. 磷脂酰肌醇激酶；AKT. 蛋白激酶B；p-AKT. 磷酸化蛋白激酶B；GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶

图2 各组大鼠脑组织Nissl染色和TUNEL染色结果（×400）
A. Nissl染色；B. TUNEL染色；TBI. 颅脑损伤
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2.2 姜黄素对TBI大鼠脑组织损伤和神经元凋亡的

影响 与假手术组比较，TBI组和溶媒组脑组织损伤

面积和神经元凋亡率都显著增加（P<0.05），TBI组和

溶媒组无统计学差异（P>0.05）。与溶媒组对比，姜

黄素组损伤面积明显缩小（P<0.05），神经元凋亡率

明显降低（P<0.05）。见表1。
2.3 姜黄素对PI3K/AKT信号通路的影响 与假手术

组比较，TBI组和溶媒组PI3K/AKT信号通路相关蛋

白表达水平没有显著增加（P>0.05）。与溶媒组相

比，姜黄素组 p-PI3K、p-AKT 水平显著增加（P<
0.05）。见图3。
2.4 姜黄素对Beclin-1、LC3及P62蛋白表达的影响

与假手术组比较，TBI组和溶媒组LC3、Beclin-1表达

水平明显增高（P<0.05），P62表达水平明显降低（P<
0.05）；TBI组和溶媒组无统计学差异（P>0.05）。与

溶媒组相比，姜黄素组LC3、Beclin-1表达水平明显

增高（P<0.05），P62表达水平明显降低（P<0.05）。见

图4。
3 讨 论

TBI的治疗主要是针对继发性损伤，而细胞凋

亡、炎症反应以及自由基的形成等是导致 TBI继发

性损伤的主要机制。姜黄素具有抗氧化、抗炎症反

应等作用，对肺、心肌细胞和肝脏等组织缺血再灌注

损伤具有保护作用[7]。本文结果表明，姜黄素可显著

改善 TB大鼠神经功能，机制可能是通过 PI3K/AKT
信号通路激活自噬。

细胞自噬作为一个进化上保守的过程，涉及到

细胞质物质和受损细胞器的分离和降解，以供循环

利用[8]。在营养素缺乏[9]、蛛网膜下腔出血[10]等应激

条件下，自噬被进一步诱导并提供营养物质，如游离

脂肪酸和氨基酸，以维持必要的代谢和促进生存
[11]。研究表明，自噬是一种生物进化保守的溶酶体

降解途径，能够清除细胞内异常或功能障碍的大分

子或细胞器，维持细胞能量平衡和内环境稳定 [12]。

自噬在TBI中具有神经保护作用[13]。本文发现大鼠

TBI后，膜型LC3和Beclin-1蛋白表达明显增加，P62
表达明显降低，表明机体为了保护皮层细胞免于凋

亡亦或是凋亡激活了自噬，以期尽可能的维持细胞

稳态，这可能是机体自身的一种对抗外界刺激的保

护机制。姜黄素处理的大鼠自噬途径的激活明显增

加，表现为膜型 LC3和Beclin-1蛋白表达进一步增

加，P62表达进一步降低。

研究表明 PI3K/AKT信号通路在调节细胞存活

方面具有非常重要的作用 [14]。同时，一些神经保护

剂，如雌二醇[15]和他汀类药物[16]，能够激活PI3K/AKT
通路，对 TBI发挥潜在的治疗作用。本文实验结果

显示，TBI后，大鼠脑组织PI3K/AKT信号通路相关蛋

白并未出现显著变化，但却出现了自噬现象。我们

推测可能是创伤使体内自由基、炎症的积聚通过另

外信号通路调介自噬途径。先前研究表明，大鼠弥

漫性脑创伤中，JNK通路可以通过介导p53的磷酸化

调控自噬因子DRAM、Beclin-1的表达，达到调控神

经元自噬的目的 [17]。本文姜黄素组 PI3K/AKT磷酸

化水平明显增加。因此，PI3K/AKT信号通路可能参

与姜黄素调控自噬来发挥神经保护的作用。
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颈动脉内膜斑块剥脱术后颈部急性血肿抢救2例
游慧超 李文琦 欧阳和平 孙登江 王利容

1 病例资料

病例 1：72岁女性，因头晕 1 d入院。DSA示左侧颈动脉

重度狭窄，排除手术禁忌后行左侧颈动脉内膜斑块剥脱术

（carotid endarterectomy，CEA）。术后 6 h出现胸闷、呼吸困

难。紧急行颈部CT检查，示颈部大量血肿形成（图1）。胸闷

半小时内手术，期间呼吸困难逐渐加重，血氧饱和度急剧下

降，伴全身紫绀、浅昏迷。进入手术室后立即气管插管，但气

道狭窄明显，插管困难，遂在球囊辅助呼吸的同时迅速剪开

颈部缝线，吸引器吸除部分血肿后顺利完成插管，血氧饱和

度逐渐好转，继续清除颈部血肿，见软组织内小动脉活动性

出血，予以结扎止血。术后7 d出院，无后遗症。

病例2：56岁男性，因头晕伴四肢乏力1个月入院。CTA
示左侧颈内动脉重度狭窄、右侧颈内动脉闭塞。排除手术禁

忌后行左侧CEA。术后 1 d起床时伤口突发涌血，立即送至

手术室行气管插管并麻醉，迅速开放伤口并探查，见颈总动

脉近分叉处部分缝线撕裂，伴搏动性出血，予以按压颈动脉

止血，并同时缝合撕裂处颈动脉。术后9 d出院，无后遗症。

2 讨 论

颈部伤口急性血肿形成是CEA后严重并发症之一，因血

肿进展可迅速压迫气管，在短时间内窒息而危及病人生命。

术后出血的常见原因为颈动脉缝线撕裂、软组织内小血管出

血及凝血功能异常等，因此术中在缝合动脉时，针距、边距应

适宜，打结要牢固，周围软组织止血需彻底，缝线结扎小动脉

及静脉，减少因电凝不彻底致术后小动脉再出血的几率。再

者，颈部组织疏松，间隙多，术后纱布覆盖伤口，不利于颈部

血肿观察，当出现胸闷不适时，已经有大量血肿形成，提示气

管受压。因此术后应仔细观察颈部周围组织肿胀范围及程

度，注意伤口引流及渗血情况，尽早发现颈部血肿。同时，根

据伤口渗血速度及血肿范围迅速判断是否为活动性出血及

出血速度，及时决定手术干预。当出血呼吸困难时，宜紧急

气管插管、改善通气，必要时可拆除颈部缝线，清除部分血

肿，减轻气道狭窄以改善通气。

（2018-09-11收稿，2018-09-26修回）
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