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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate whether formononetin exerts neuroprotective effects in cerebral ischemia-reperfusion
injury (CIRI) by regulating the ACSL4/LPCAT3/GPX4 signaling axis to inhibit neuronal ferroptosis. Methods The modified suture
method was used to establish a rat model of middle cerebral artery occlusion/reperfusion (MCAO/R). A sham operation group, a
model group, low-, medium-, and high-dose formononetin (FMN) groups, and an edaravone control group were set up. Neurological
function was assessed using the modified neurological severity score (mNSS). Histopathological changes in brain tissue were evaluated
by HE, Nissl, and silver staining. Neuronal apoptosis was detected by TUNEL staining. The levels of Fe2+, MDA, LPO, GSH/GSSG,
and ROS were simultaneously measured to assess ferroptosis, while Western blot, flow cytometry, and immunofluorescence were
used to detect the expression of key ferroptosis-related proteins. Results Compared with the model group, formononetin significantly
improved the neurological deficits and histopathological changes in rats, reduced the proportion of apoptotic cells and ferroptosis-
related indicators (Fe2+, MDA, LPO, ROS), and increased antioxidant level (GSH/GSSG) (P<0.05, P<0.01). flow cytometry results showed
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that formononetin significantly reduced the expression ratio of ACSL4/LPCAT3 double-positive cells (P<0.01); immunofluorescence
results showed that formononetin reduced the expression levels of ACSL4 and LPCAT3 in brain tissue (P<0.05, P<0.01). Conclusion
Formononetin can inhibit ferroptosis by regulating the expression of ACSL4/LPCAT3/GPX4, alleviate nerve injury caused by CIRI,
and provide theoretical support for its application in the adjuvant treatment of ischemic stroke.

也运藻赠憎燥则凿泽页 cerebral ischemia-reperfusion injury; formononetin; ferroptosis; ACSL4/LPCAT3/GPX4 axis; neuroprotection
脑缺血再灌注损伤渊cerebral ischemia-reperfu鄄

sion injury, CIRI冤是急性脑卒中袁特别是缺血性脑

卒中的重要发病机制之一袁其发生机制复杂袁涉及多

种细胞死亡方式尧炎症反应尧氧化应激与自由基损伤

等环节[1-2]遥 目前袁尽管溶栓和血管再通治疗可在一

定程度上挽救缺血半暗带的脑组织袁但再灌注过程

往往伴随氧化应激加剧尧炎症因子释放尧线粒体功

能障碍以及细胞程序性死亡激活等病理过程袁进而

造成继发性神经损伤袁严重影响预后[3]遥 因此袁寻找

有效的神经保护策略以减轻 CIRI 仍是当前中枢神

经系统疾病防治研究的热点和难点遥
近年来袁铁死亡作为一种新型细胞程序性死亡

方式袁在 CIRI 中的重要作用逐渐受到关注[4]遥铁死亡

不同于凋亡尧坏死和自噬袁具有铁离子依赖性和脂质

过氧化积聚两大特征袁其关键调控因子包括乙酰辅

酶 A 合成酶长链家族成员 4渊acetyl-CoA synthetase
long-chain family member 4, ACSL4冤尧溶血磷脂酰

胆碱酰基转移酶 3渊lysophosphatidylcholine acyltrans鄄
ferase 3, LPCAT3冤尧15-脂加氧酶渊arachidonate 15-
lipoxygenase, ALOX15冤及谷胱甘肽过氧化物酶4渊glu鄄
tathione peroxidase 4, GPX4冤等[5-6]遥研究表明袁ACSL4
可促进多不饱和脂肪酸渊polyunsaturated fatty acids,
PUFAs冤整合入膜脂质袁为铁死亡提供底物基础 [7]曰
LPCAT3 可进一步将磷脂酰乙醇胺修饰为铁死亡靶

向底物曰ALOX15 可催化 PUFAs 氧化生成脂质过氧

化物曰而 GPX4 则作为抑制铁死亡的关键酶袁能够清

除细胞内的过氧化脂质[8-9]遥 上述因子的动态变化共

同决定了铁死亡的发生与进展遥 因此袁从铁死亡信号

通路入手袁干预关键因子表达袁有望成为缓解 CIRI
的重要靶点[10]遥

芒柄花素渊formononetin, FMN冤是一种广泛存在

于豆科植物中的天然异黄酮类化合物袁具有良好的

脂溶性和生物活性袁已在多种神经系统疾病模型中

显示出抗氧化尧抗炎及抗凋亡等神经保护作用[11]遥已

有研究表明袁芒柄花素可通过调节核因子 E2 相关因

子 2渊nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2冤
通路尧清除活性氧渊reactive oxygen species, ROS冤尧
稳定线粒体功能等机制减轻神经元损伤[12-13]遥 然而袁
芒柄花素是否可通过调控铁死亡通路发挥神经保护

作用袁目前研究尚不充分袁尤其是在脑缺血再灌注

背景下对铁死亡关键靶点的影响仍需进一步明确遥
本研究以改良线栓法构建大鼠脑缺血再灌注

渊middle cerebral artery occlusion/reperfusion, MCAO/
R冤模型袁系统评估芒柄花素对神经功能尧组织形态

及细胞死亡的干预效果袁并结合 TUNEL 染色尧铁死

亡相关指标检测[亚铁离子渊ferrous ion, Fe2+冤尧丙二

醛渊malondialdehyde, MDA冤尧脂质过氧化物渊lipid per鄄
oxidation, LPO冤尧还原型/氧化型谷胱甘肽比值渊reduced
glutathione/Oxidized glutathione ratio, GSH/GSSG ra鄄
tio冤]尧二氢乙啶荧光探针渊dihydroethidium, DHE冤检
测 ROS袁全面揭示其抗氧化及抗铁死亡潜力遥 同时袁
采用流式细胞术尧免疫荧光和 Western blot 等多种

手段袁检测铁死亡关键蛋白 ACSL4尧LPCAT3尧ALOX15
和 GPX4 的表达变化袁进一步结合分子对接技术袁预
测芒柄花素与上述蛋白的结合位点和亲和力袁以从

结构水平验证其潜在靶向机制遥 旨在从多层面揭示

芒柄花素对 CIRI 的保护作用及其分子机制袁为临床

脑卒中辅助治疗提供实验依据和理论支持遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

实验所用雄性 SD 大鼠袁SPF 级袁体质量渊220依
20冤 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司袁动
物合格证号为 SCXK渊湘冤2021-0002遥 大鼠饲养于湖

南中医药大学实验动物中心袁许可证号院SYXK渊湘冤
2024-0014袁室温控制在 22~24 益袁相对湿度 50%~
60%袁昼夜节律为 12 h 光照/12 h 黑暗袁自由饮水尧
进食标准饲料袁适应性饲养 1 周后开展实验遥动物实

验方案已获湖南中医药大学第一附属医院实验动物

伦理委员会批准渊ZYFY20231110-209冤遥
1.2 实验试剂

芒柄花素渊质量分数逸98%袁货号院HY-N0183冤和
依达拉奉渊Edaravone, EDA袁货号院HY-B0099冤购自美

国MedChemExpress公司曰MCAO栓线渊型号院2636A2袁
线径 0.36 mm 系列冤 购自北京西浓科技有限公司曰
脑组织染色试剂包括HE 染色液渊货号院G1120冤尧
尼氏染色液渊货号院G1434冤尧银染试剂盒渊货号院
G3260冤袁均购自北京索莱宝科技有限公司曰TUNEL 细
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胞凋亡试剂盒渊显色法袁货号院C1098冤尧MDA 检测试剂

盒渊货号院S0131冤尧GSH 检测试剂盒渊货号院S0053冤尧
RIPA 裂解液渊货号院P0013B冤尧BCA 蛋白定量试剂盒

渊货号院P0010冤及 ECL 发光液渊货号院P0018S冤均购自

Beyotime公司曰DHE ROS检测试剂盒渊货号院HR8821冤
购自北京百奥莱博科技有限公司曰Fe2+检测试剂盒

渊货号院E-BC-K773-M冤购自 Elabscience 公司曰PVDF
膜渊货号院IPVH00010冤购自Millipore 公司曰ACSL4 抗

体渊货号院ab155282冤尧LPCAT3 抗体渊货号院ab189830冤尧
ALOX15抗体渊货号院ab244205冤尧GPX4 抗体渊货号院
ab125066冤尧茁-actin 抗体渊货号院ab8226冤及 HRP 标

记二抗渊货号分别为院ab205718尧ab205719冤均购自

Abcam公司曰免疫荧光相关抗体 Cy3-标记羊抗兔IgG
渊货号院bs-0295G-Cy3冤尧FITC-标记羊抗鼠 IgG渊货
号院bs-0296G-FITC冤及 DAPI 染色液渊货号院C02-
04001冤均购自 Bioss 公司遥
1.3 实验设备

电热恒温水浴锅渊型号院HH-4冤购自上海精宏实

验设备有限公司曰高速冷冻离心机渊型号院5424R冤购
自德国 Eppendorf 公司曰全波长酶标仪渊型号院Multi鄄
skan FC冤购自美国 Thermo Scientific 公司曰电泳仪

及转膜系统渊型号院Mini-PROTEAN Tetra System冤和
凝胶成像系统渊型号院ChemiDoc XRS+冤均购自美国

Bio-Rad 公司曰荧光显微镜渊型号院BX53冤购自日本

Olympus 公司曰石蜡切片机渊型号院RM2016冤与冰冻

切片机渊型号院CM1950冤均购自德国 Leica 公司曰组
织匀浆器渊型号院Mini-Beadbeater冤购自美国 Biospec
公司袁流式细胞仪渊BD FACSCanto 域冤购自 BD Bio鄄
sciences遥
1.4 实验方法

1.4.1 大鼠 CIRI渊MCAO/R冤模型建立及分组处理 采

用改良线栓法建立 MCAO/R 模型院使用戊巴比妥钠

渊50 mg窑kg-1冤麻醉大鼠后取仰卧位袁颈部正中切开袁
钝性分离暴露右侧颈总动脉渊common carotid artery,
CCA冤尧颈内动脉渊internal carotid artery, ICA冤和颈

外动脉渊external carotid artery, ECA冤遥在 CCA 和ICA
近心端暂时夹闭袁结扎 ECA 远心端并剪开小口袁插
入 MCAO 拴线渊线径为 0.36 mm冤袁从 ECA 插入 ICA袁
沿 ICA缓慢推进至大脑中动脉渊middle cerebral artery,
MCA冤起始部位[约渊18依0.5冤 mm]袁松开动脉夹袁固定

线栓袁维持缺血 2 h 后轻柔拔出线栓恢复 ICA 血

流袁再灌注 24 h遥 假手术组仅分离血管袁不插线栓遥
术中保持动物体温在渊37.0依0.5冤 益遥 术后动物清醒

后转移至温暖笼盒袁自由饮水和进食遥 造模成功标

准为院mNSS 评分逸1 分袁且 TTC 染色显示明显梗死

区域[13]遥
实验大鼠随机分为 6 组袁每组 10 只袁具体分组

及干预措施如下遥渊1冤假手术组院仅分离颈动脉袁不插

线栓袁每日腹腔注射生理盐水曰渊2冤模型组院制备

MCAO/R 模型袁每日腹腔注射生理盐水曰渊3冤芒柄花

素低剂量组院MCAO/R 模型袁每日腹腔注射芒柄花素

渊10 mg窑kg-1冤曰渊4冤 芒柄花素中剂量组院MCAO/R 模

型袁每日腹腔注射芒柄花素渊20 mg窑kg-1冤曰渊5冤芒柄

花素高剂量组院MCAO/R 模型袁每日腹腔注射芒柄花

素渊40 mg窑kg-1冤[12]曰渊6冤依达拉奉组院MCAO/R 模型袁
每日腹腔注射依达拉奉渊3.5 mg窑kg-1冤遥 各组均连续

给药 7 d遥
1.4.2 改良神经功能缺损评分渊modified neurologi鄄
cal severity score, mNSS冤 采用 mNSS 对大鼠CIRI
后的神经功能进行评估遥 mNSS 评分包括运动功能

渊0~6 分冤尧感觉功能渊0~2 分冤尧平衡功能渊0~6 分冤和反

射渊0~4 分冤4 个方面袁总分为 0~18 分袁分数越高表

示神经功能缺损越严重袁评分细则详见参考文献[13]袁
并结合本课题组前期研究实际操作流程加以实施遥
于治疗后 1尧3尧7 d袁由两名对实验分组情况不知情

的研究人员分别独立评分袁并取平均值用于统计分

析袁评分越高表明大鼠神经功能损伤越严重遥
1.4.3 HE尧尼式尧镀银染色 取 4%多聚甲醛固定保

存的 5 只大鼠脑组织袁经梯度乙醇脱水袁二甲苯透

明袁石蜡包埋并连续切成 4 滋m 厚冠状切片遥分别进

行 HE 染色和尼氏染色遥HE 染色院切片脱蜡水化后袁
苏木素染色 5 min袁自来水冲洗袁盐酸乙醇分化袁流
水冲洗后伊红染色 2 min曰尼氏染色院切片脱蜡水化

后袁置于 0.5%甲苯胺蓝染液37 益孵育 15 min袁蒸
馏水冲洗曰镀银染色院切片脱蜡水化后置于银氨溶液

37 益孵育 25耀30 min袁0.5%甲醛溶液显色袁5%硫代

硫酸钠定影遥染色后切片均经梯度乙醇脱水尧二甲苯

透明尧中性树胶封片袁在光学显微镜下观察并记录神

经元形态尧核固缩尧坏死尧尼氏小体变化以及神经元

轴突和神经纤维损伤情况袁综合评估脑组织病理损

伤程度遥 参照课题组前期[13]袁对 HE 染色切片中的神

经元排列尧形态尧出血尧水肿及坏死等指标进行综合

判定袁评分范围为 0~4 分袁分值越高表示病理损伤

越严重遥 采用 ImageJ 计算尼式小体数目和银染阳性

面积比遥
1.4.4 TUNEL 染色 取 4%多聚甲醛固定保存的 5
只大鼠脑组织袁采用 TUNEL 染色试剂盒检测脑组织

石蜡切片袁严格按说明书操作遥 组织经 4%多聚甲醛
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固定 24 h 后石蜡包埋袁切片厚度为4 滋m遥切片经二

甲苯脱蜡 2次渊每次 5~10 min冤袁依次经无水乙醇尧90%
乙醇尧70%乙醇及蒸馏水梯度水化遥 滴加 20 滋g窑mL-1

无 DNA 酶污染的蛋白酶 K袁37 益孵育 20 min 进行

抗原修复袁PBS 冲洗 3 次遥 随后于 3% H2O2/PBS 中

室温孵育 20 min 封闭内源性过氧化物酶袁PBS 洗涤

3 次遥 按比例配制 TdT 酶与 Biotin-dUTP 的生物素

标记液袁每张切片滴加 50 滋L袁37 益避光孵育 60 min袁
终止液终止反应后 PBS 冲洗 3 次遥 滴加 Strepta鄄
vidin-HRP 工作液袁室温孵育 30 min袁PBS 洗涤后加

DAB 显色 5~10 min袁显色结束后立即终止并 PBS
冲洗遥 可选苏木素复染细胞核袁脱水尧透明后中性树

胶封片遥 TUNEL 阳性细胞核呈棕黄色袁非凋亡细胞

核呈蓝色袁通过 ImageJ 软件计算阳性率渊TUNEL 阳

性细胞数/总细胞数冤以定量评估细胞凋亡水平遥
1.4.5 Fe2+尧MDA尧LPO尧GSH 含量检测 取-80 益冰

冻保存的 5 只大鼠缺血侧脑组织袁使用预冷生理盐

水清洗去血袁吸干后称重遥 按 1颐9 的组织质量与裂解

液体积比例袁加入试剂盒提供的裂解液制备 10%脑

组织匀浆遥 于 4 益下匀浆后袁以 12 000 r/min渊半径

8.4 cm冤离心 10 min袁取上清用于各项指标检测遥
Fe2+含量采用亚铁离子比色法袁组织匀浆与显

色液反应后于 593 nm 波长测定 OD 值袁通过标准曲

线计算铁离子浓度袁评估铁积聚水平曰MDA 含量采

用硫代巴比妥酸法袁匀浆上清与检测液反应后 100 益
加热 15 min袁离心后于 532 nm 波长测定吸光度袁反
映脂质过氧化水平曰LPO 含量采用比色法袁匀浆上

清与显色剂反应袁95 益加热 40 min 后在 535 nm
处测定吸光度袁计算 LPO 浓度曰GSH 含量通过 GSH/
GSSG 检测试剂盒测定袁匀浆经蛋白去除后与 DTNB
反应袁412 nm 测吸光度袁结合标准曲线换算 GSH 浓

度袁反映组织抗氧化能力遥
1.4.6 ROS 含量检测 取-80 益冰冻保存的 5 只大

鼠缺血侧脑组织袁于冰冻切片机上切成厚度为 10 滋m
的冰冻切片袁贴附于载玻片上遥 参照 DHE活性氧检测

试剂盒说明书进行操作院切片自然晾干片刻后袁滴加

10 滋mol窑L-1 的 DHE 荧光探针工作液袁37 益避光孵

育 30 min曰用 PBS 洗涤 3 次袁每次 5 min袁以充分去

除未进入组织内的多余探针遥 用抗荧光淬灭封片剂封

片后袁于荧光显微镜下渊激发波长约 518 nm袁发射波

长约 605 nm冤观察并拍照记录红色荧光信号遥采用

ImageJ 软件对图像中平均荧光强度进行半定量分

析袁平均荧光强度与组织内 ROS 水平呈正相关遥

1.4.7 流式细胞术检测 ACSL4 与 LPCAT3 的共表

达 取-80 益保存的 5 只大鼠缺血侧脑组织袁加入

含蛋白酶抑制剂的预冷 RIPA 裂解液按质量体积比

1颐10进行匀浆袁4 益尧12 000 r/min渊84 cm冤离心 10 min袁
取上清袁使用 BCA 法测定蛋白浓度遥 细胞悬液经

PBS重悬尧调整浓度后袁封闭液封闭 30 min 以减少

非特异性结合遥 随后加入兔抗 ACSL4 抗体渊Abcam袁
1颐200冤和小鼠抗 LPCAT3 抗体渊Abcam袁1颐200冤袁4 益
避光孵育 1 h遥 PBS 洗涤后分别加入 PE 标记的羊

抗兔 IgG 和 FITC 标记的羊抗鼠 IgG 二抗渊Bioss袁
1颐300冤袁室温避光孵育 30 min遥 经 PBS 充分洗涤尧过
滤后袁使用 BD FACSCanto 域流式细胞仪进行检测遥
数据通过 FlowJo 10.0 软件分析袁共表达细胞比例

以 Q2象限表示袁用于评估铁死亡相关蛋白 ACSL4和

LPCAT3 的表达变化遥
1.4.8 ACSL4/LPCAT3 免疫荧光染色 取 4%多聚

甲醛固定的脑组织石蜡切片渊厚度 4 滋m冤袁于二甲

苯脱蜡尧梯度乙醇水化后 PBS 洗涤遥 将切片置于

pH 6.0 柠檬酸缓冲液中微波修复 15 min袁自然冷却

后 PBS 洗涤袁0.3% Triton X-100 处理 10 min 以增

加通透性遥 5% BSA 室温封闭 1 h 后袁加入兔抗

ACSL4渊1颐200冤与小鼠抗 LPCAT3渊1颐200冤一抗混合

液袁4 益孵育过夜遥 次日复温 30 min 后 PBS 洗涤袁
加入 Cy3 标记羊抗兔 IgG 和 FITC 标记羊抗鼠 IgG二

抗渊1颐300冤袁避光孵育 1 h遥 DAPI 复染细胞核 5 min袁
PBS 洗净后封片遥荧光显微镜下观察袁ACSL4 阳性呈

红色袁LPCAT3 阳性呈绿色袁细胞核呈蓝色遥 采用

ImageJ 软件对荧光强度进行半定量分析遥
1.4.9 Western blot 检测 取-80 益冰冻保存的大

鼠缺血侧脑组织袁加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解

液袁按质量体积比 1颐10 制备匀浆袁4 益尧12 000 r/min
渊84 mm冤离心 10 min袁取上清 BCA 法测定蛋白浓

度遥 取 40 滋g 等量蛋白加入加载缓冲液袁95 益变性

5 min 后进行 SDS-PAGE 电泳分离袁并转膜至PVDF
膜遥 使用 5%脱脂奶粉在室温封闭 1 h袁分别孵育一

抗院ACSL4渊1颐3 000冤尧LPCAT3渊1颐2 000冤尧ALOX15
渊1颐2 000冤尧GPX4渊1颐3 000冤和 茁-actin渊1颐5 000冤袁4 益
孵育过夜遥 次日回温 30 min 后用 TBST 洗膜 3 次袁
每次 10 min袁加入 HRP 标记二抗渊1颐8 000冤袁室温孵

育 1 h遥 洗膜后使用 ECL 显色液显色袁并在化学发

光成像系统下拍照遥 使用 ImageJ 软件对各条带灰度

值进行分析袁以目标蛋白/茁-actin 灰度值比值表示

相对表达水平袁用于后续统计分析遥
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1.4.10 统计学方法 所有实验数据以野曾依s冶表示遥
正态性检验采用 Shapiro-Wilk 检验袁方差齐性检验

采用 Levene 检验遥对于同时满足正态分布和方差齐

性的多组数据袁采用单因素方差分析袁并进行 Tukey
法或其他多重比较法的事后检验曰对于不满足正态

性或方差齐性的数据袁采用 Kruskal-Wallis 秩和检

验袁并进行校正后的两两比较遥mNSS 评分在第 1尧3尧
7 天分别进行组间比较袁依据数据特性选择相应方

法分析干预效果遥以 P<0.05 为差异具有统计学意义遥
2 结果

2.1 芒柄花素改善 CIRI 的神经功能缺损

与假手术组相比袁模型组在各时间点均显示mNSS
评分显著升高渊P<0.01冤袁干预组中袁芒柄花素各剂量

组及依达拉奉阳性组在不同程度上均可降低 mNSS
评分袁与模型组比较袁芒柄花素中剂量和芒柄花素高

剂量组在第 3 天和第 7 天均显著降低 mNSS 评分

渊P<0.01冤袁芒柄花素低剂量组在第 7 天亦明显降低

mNSS 评分渊P<0.01冤曰依达拉奉组在第 3 天和第 7天
亦呈现 mNSS 评分显著降低渊P<0.01冤遥 此外袁芒柄

花素中剂量尧高剂量组及依达拉奉组在干预后呈现

出时间依赖性的神经功能恢复趋势渊P<0.01冤遥 详

见表 1遥
2.2 芒柄花素减轻 CIRI 大鼠脑组织病理损伤

假手术组海马区组织结构完整袁神经元排列紧

密有序袁胞体圆整袁核染色清晰袁无明显病理损伤曰模
型组神经元排列紊乱袁数量减少袁胞体固缩尧轮廓模

糊袁部分细胞出现核固缩尧溶解及空泡变性袁提示明

显的脑组织病理损伤曰芒柄花素低剂量组病理损伤

略有缓解袁神经元数量略增加袁但仍有结构紊乱曰芒
柄花素中剂量组细胞排列较为规整袁神经元密度提

高曰芒柄花素高剂量组组织结构明显改善袁神经元形

态完整袁排列接近正常袁病理改变显著减轻曰依达拉

奉组亦表现出良好的神经保护作用袁神经元结构较

为清晰袁排列较整齐遥 详见图 1遥
假手术组海马 CA1 区神经元排列紧密袁胞体饱

满袁尼氏小体着色深且分布均匀曰模型组神经元数量

明显减少袁排列紊乱袁尼氏小体染色变浅甚至消失袁
提示神经元受损严重曰芒柄花素低剂量组尼氏小体

染色略增强袁但神经元排列仍不规整曰芒柄花素中

剂量组神经元数量较模型组明显增多袁染色增强袁
神经元形态逐渐恢复曰芒柄花素高剂量组尼氏小体

显著增多袁染色加深袁细胞排列规整袁接近假手术组

水平曰依达拉奉组亦表现出良好的神经保护作用遥 详

芒柄花素中剂量组 芒柄花素高剂量组 依达拉奉组

假手术组 模型组 芒柄花素低剂量组

图 1 芒柄花素改善 MCAO/R大鼠脑组织病理损伤的 HE染色结果

Fig.1 HE staining results showing the improvement of pathological damage in brain tissue of MCAO/R
rats by formononetin

表 1 各组大鼠不同时间点 mNSS 评分比较渊分袁曾依s袁n=10冤
Table 1 mNSS scores of rats in each group at different

time points (score, 曾依s, n=10)
分组

假手术组

模型组

芒柄花素低剂量组

芒柄花素中剂量组

芒柄花素高剂量组

依达拉奉组

1 d
0.00依0.00

14.00依0.67**
13.80依0.92**
12.70依0.82**
12.70依0.48**
13.40依1.26**

3 d
0.00依0.00

13.10依0.57**
12.50依0.85**#

10.80依0.79**##吟

10.40依0.52**##吟吟

9.90依1.10**##吟吟

7 d
0.00依0.00

12.10依0.57**
10.80依0.92**#吟&

8.60依0.84**##吟吟&&

7.60依0.52**##吟吟&&

7.20依0.92**##吟吟&&

注院与假手术组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰
组内不同时间点间比较袁1 d 比较袁吟P<0.05袁吟吟P<0.01曰3 d 比较袁
&P<0.05袁&&P<0.01遥
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见图 2遥
假手术组神经纤维排列整齐致密袁走向规整袁染

色均匀袁结构完整曰模型组神经纤维明显断裂尧排列

紊乱袁染色不均匀且变浅袁出现大量颗粒状或斑片状

沉积袁提示神经纤维变性严重遥 与模型组相比袁芒柄花

素干预各组均表现出不同程度的改善袁其中芒柄花

素低剂量组纤维结构略有修复袁但仍存在断裂和染

色减弱现象曰芒柄花素中剂量组神经纤维排列较为

整齐袁染色增强袁断裂减少曰而芒柄花素高剂量组神

经纤维走向清晰尧染色加深袁与依达拉奉组表现相

近袁提示其可有效减轻神经损伤遥 详见图 3遥
与假手术组相比袁模型组大鼠脑组织病理学评

分显著升高渊P约0.01冤袁尼氏小体数目显著减少渊P约
0.01冤袁银染面积比显著降低渊P约0.01冤遥 经芒柄花素

干预后袁各组病理学评分均不同程度下降袁神经元数

量和神经纤维完整性得到改善遥其中袁芒柄花素低剂

量组病理评分较模型组明显下降袁尼氏小体数目和

银染面积明显升高渊P约0.01冤曰芒柄花素中剂量组病

理评分明显降低渊P约0.01冤袁尼氏小体数目和银染面

积进一步升高渊P约0.01冤曰芒柄花素高剂量组高剂量

组评分下降渊P约0.01冤袁尼氏小体数量明显增多渊P约
0.01冤袁银染阳性面积显著增加渊P约0.01冤曰而依达拉

奉组作为阳性对照袁亦表现出明显神经保护作用袁病
理学评分明显下降渊P约0.01冤袁尼氏小体数量明显增

多渊P约0.01冤袁银染阳性面积显著增加渊P约0.01冤遥 详见

表 2遥
2.3 芒柄花素抑制 CIRI大鼠脑组织神经元凋亡

TUNEL 染色结果显示袁假手术组脑组织中几乎

未见凋亡细胞袁细胞核均呈蓝色曰而模型组则出现大

量棕黄色 TUNEL 阳性细胞渊P<0.01冤遥 与模型组比

图 2 芒柄花素对 MCAO/R 大鼠脑组织神经元的保护作用渊尼氏染色冤
Fig.2 Protective effects of formononetin on neurons in brain tissue of MCAO/R rats (Nissl staining)

芒柄花素中剂量组 芒柄花素高剂量组 依达拉奉组

假手术组 模型组 芒柄花素低剂量组

图 3 芒柄花素对 MCAO/R大鼠脑组织神经纤维损伤的影响渊镀银染色冤
Fig.3 Effects of formononetin on nerve fiber damage in brain tissue of MCAO/R rats (silver staining)

芒柄花素中剂量组 芒柄花素高剂量组 依达拉奉组

假手术组 模型组 芒柄花素低剂量组
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较袁芒柄花素各剂量组均能有效减少 TUNEL 阳性

细胞袁其中高剂量组抑制效果最显著袁且与依达拉奉

组接近渊P<0.01冤遥 详见图 4尧表 3遥
2.4 芒柄花素调节 CIRI大鼠脑组织铁死亡相关指标

与假手术组相比袁模型组大鼠脑组织中 Fe2+浓

度尧MDA及 LPO水平显著升高渊P<0.01冤袁而 GSH/GSSG
比值明显下降渊P<0.01冤遥芒柄花素干预后袁各剂量组

均可不同程度降低 Fe2+尧MDA 及 LPO 水平袁提高

GSH/GSSG 比值渊P<0.05袁P<0.01冤袁其中高剂量组在

降低 Fe2+尧MDA尧LPO 水平及提高 GSH/GSSG 比值方

面效果最佳袁与模型组相比差异显著渊P<0.01冤遥详见

表 4遥
2.5 芒柄花素降低 CIRI 大鼠脑组织 ROS 积累

与假手术组相比袁模型组大鼠脑组织中 ROS 平

均荧光强度显著升高渊P<0.01冤遥芒柄花素干预后袁各
剂量组 ROS 水平均明显下降袁芒柄花素低剂量尧芒

柄花素中剂量和芒柄花素高剂量袁均显著低于模型

组渊P<0.01冤遥 阳性对照组依达拉奉亦显著降低 ROS
表达水平渊P<0.01冤袁与芒柄花素高剂量组接近遥 详见

图 5尧表 5遥
2.6 芒柄花素调控 ACSL4/LPCAT3信号通路的表达

与假手术组相比袁模型组脑组织 ACSL4/LPCAT3
双阳性细胞比例显著升高渊P<0.01冤遥 芒柄花素干预

后袁芒柄花素低剂量尧芒柄花素中剂量尧芒柄花素高

剂量组双阳性表达水平均显著低于模型组渊P<0.01冤遥
依达拉奉组亦降低至 52.30%依0.16%袁与芒柄花素高

剂量组接近遥 详见图6尧表 6遥
假手术组中ACSL4 与 LPCAT3 表达均较弱袁荧

光信号稀疏尧分布均匀遥 与假手术组相比袁模型组脑

组织中 ACSL4 和 LPCAT3 表达水平显著增强袁荧光

强度明显升高渊P<0.01冤袁提示 MCAO/R 可诱导铁死

亡相关分子上调遥芒柄花素干预后袁两者荧光强度显

著下降袁芒柄花素各剂量组 ACSL4尧LPCAT3 荧光强

表 2 各组大鼠病理学评分尧尼氏小体数目及银染

面积比较渊曾依s袁n=5冤
Table 2 Pathological scores, number of Nissl bodies, and
silver-stained area ratio in each group of rats (曾依s, n=5)

分组

假手术组

模型组

芒柄花素低剂量组

芒柄花素中剂量组

芒柄花素高剂量组

依达拉奉组

病理学评分/分
0.00依0.00
3.60依0.55**
3.00依0.82#

2.40依0.55##

2.00依0.71##

1.67依0.52##

尼氏小体数目/个
81.80依7.28
49.80依9.53**
59.40依4.72##

63.60依8.26##

65.00依1.58##

72.40依7.23##

银染面积比/%
28.31依2.44
2.56依0.24**
8.50依0.52##

9.90依1.28##

16.46依2.12##

23.49依1.21##

注院与假手术组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

表 3 各组大鼠 TUNEL 细胞比例渊%袁曾依s袁n=5冤
Table 3 TUNEL cell proportion of rats in each group

(%, 曾依s, n=5)

注院与假手术组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

分组

假手术组

模型组

芒柄花素低剂量组

芒柄花素中剂量组

芒柄花素高剂量组

依达拉奉组

TUNEL 阳性细胞比例

2.43依0.81
45.86依3.94**
38.67依3.29#

28.24依2.79##

18.83依2.17##

15.61依1.84##

图 4 TUNEL 染色显示各组大鼠脑组织细胞凋亡情况

Fig.4 TUNEL staining showing neuronal apoptosis in brain tissues of rats in each group

芒柄花素中剂量组 芒柄花素高剂量组 依达拉奉组

假手术组 模型组 芒柄花素低剂量组
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度均明显低于模型组渊P<0.01 或 P<0.05冤遥 依达拉奉

组 ACSL4 和 LPCAT3 荧光强度与芒柄花素高剂量

组相近遥 详见图 7尧表 6遥
2.7 芒柄花素调控铁死亡相关蛋白的表达

与假手术组相比袁模型组中 ACSL4尧LPCAT3 和

ALOX15 蛋白表达显著上调渊P<0.01冤袁而 GPX4 表

达显著下调渊P<0.01冤袁提示铁死亡通路被激活遥经芒

柄花素干预后袁ACSL4尧LPCAT3和 ALOX15表达下降

渊P<0.01冤袁GPX4 表达水平上调渊P<0.01冤遥 详见图 8遥
3 讨论

CIRI 作为缺血性脑卒中治疗中不可避免的继

发性病理过程袁是导致卒中后神经功能持续恶化和

恢复受限的重要原因[14]遥 缺血性脑卒中占全部脑卒

中的 80%以上袁且卒中后 1 年致残率高达 70%袁复
发率超过 25%[15-17]遥 尽管现有以阿替普酶溶栓尧机械

取栓为代表的血管再通治疗在急性期发挥一定作

用袁但随后的氧化应激尧炎症级联反应与细胞程序性

死亡激活所导致的二次损伤仍未被有效遏制[18]遥 近

年来袁铁死亡作为一种新型程序性细胞死亡方式袁因
其在 CIRI 中介导继发性神经元损伤的关键作用袁逐
渐成为该领域研究的热点[2,19]遥 在 CIRI 早期袁细胞内

铁负荷迅速升高袁GPX4 表达下调袁脂质 ROS 大量积

聚袁协同驱动铁死亡过程袁是继发性神经损伤的重要

推力之一[4袁20]遥
本研究以 MCAO/R 动物模型为基础袁从行为

学尧组织学尧生化和分子水平系统评估了芒柄花

注院与假手术组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

分组

假手术组

模型组

芒柄花素低剂量组

芒柄花素中剂量组

芒柄花素高剂量组

依达拉奉组

Fe2+/渊滋mol窑g-1冤
0.29依0.02
0.55依0.04**
0.46依0.02#

0.45依0.01##

0.33依0.01##

0.31依0.02##

MDA/渊nmol窑mg-1 prot冤
56.42依4.56

109.23依7.05**
99.23依3.27#

83.51依5.52##

65.66依4.39##

59.29依2.59##

LPO/渊nmol窑mg-1 prot冤
1.62依0.12
3.49依0.21**
3.15依0.14#

2.62依0.21##

2.22依0.24##

1.99依0.13##

GSH/GSSG
8.62依0.49
3.08依0.47**
4.35依0.32##

6.07依0.85##

6.83依0.17##

7.95依0.50##

表 4 各组大鼠脑组织中铁死亡相关指标比较渊曾依s袁n=5冤
Table 4 Ferroptosis-related indicators in brain tissues of rats in each group (曾依s, n=5)

表 5 各组大鼠脑组织中 ROS 表达水平比较渊曾依s袁n=5冤
Table 5 ROS expression levels in brain tissues of

rats in each group (曾依s, n=5)

注院与假手术组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

分组

假手术组

模型组

芒柄花素低剂量组

芒柄花素中剂量组

芒柄花素高剂量组

依达拉奉组

ROS 平均荧光强度

18.59依1.62
82.4依7.91**

67.06依3.64##

48.37依7.34##

30.97依2.78##

27.86依2.65##

图 5 芒柄花素对 MCAO/R大鼠脑组织 ROS 荧光的影响渊伊63冤
Fig.5 Effects of formononetin on ROS fluorescence in brain tissue of MCAO/R rats 渊伊63冤

Merge

DAPI

ROS
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素在缓解 CIRI 中的神经保护作用遥 mNSS 评分显

示袁芒柄花素可显著改善神经功能缺损袁尤其在

术后第 3 天和第 7 天疗效持续遥 组织学结果进一步

证实其病理保护效应院高剂量芒柄花素可显著减轻

神经元排列紊乱尧尼氏小体丢失及神经纤维断裂袁
神经结构接近假手术组袁提示其具备促进组织修复

的潜力遥 TUNEL 染色进一步表明袁芒柄花素可有效

抑制 CIRI 所致的神经元凋亡袁表现出良好的抗细

胞死亡能力袁且中高剂量效果接近阳性药物依达拉

奉遥 此外袁芒柄花素显著降低 Fe2+浓度尧MDA 与 LPO

图 6 流式细胞术检测大鼠脑组织中 ACSL4+LPCAT3 共表达情况

Fig.6 The co-expression of ACSL4 and LPCAT3 in rat brain tissues by flow cytometry

图 7 免疫荧光染色检测大鼠脑组织中 ACSL4/LPCAT3 表达情况渊伊63冤
Fig.7 Expression of ACSL4/LPCAT3 in rat brain tissues by immunofluorescence staining 渊伊63冤

表 6 大鼠脑组织中 ACSL4和 LPCAT3 的定位定量表达

渊曾依s袁n=5冤
Table 6 Localization and quantitative expressions of
ACSL4 and LPCAT3 in rat brain tissues (曾依s, n=5)

注院与假手术组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

分组

假手术组

模型组

芒柄花素低剂量组

芒柄花素中剂量组

芒柄花素高剂量组

依达拉奉组

ACSL4+LPCAT3/%
39.94依0.24
63.90依0.27**
60.72依0.32##

56.36依0.27##

53.24依0.29##

52.30依0.16##

ACSL4 强度

15.34依1.12
48.71依2.65**
42.05依2.01##

36.86依2.23##

27.58依1.74##

24.97依1.39##

LPCAT3 强度

22.68依1.39
66.43依3.18**
60.27依2.74##

52.74依2.61##

38.65依1.97##

35.48依2.08##
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等脂质过氧化产物水平袁同时提升GSH/GSSG 比值袁
提示其具有调节铁稳态与抗氧化应激的双重作用遥
ROS 荧光检测进一步佐证了其清除氧自由基尧缓解

氧化应激的能力袁且表现出剂量依赖性遥 与前期报

道的芒柄花素具有抗凋亡尧抗氧化的多重神经保护

作用一致[21-22]遥
在机制层面袁本研究发现芒柄花素可显著下调

ACSL4尧LPCAT3尧ALOX15 铁死亡正调因子的表达袁
并上调 GPX4 这一关键抗铁死亡蛋白的表达袁形成

野调脂-抗氧-抑铁冶多靶点调控机制网络遥 流式细胞

术与免疫荧光染色结果一致性地证实了其在蛋白表

达与细胞共表达水平上的抑制作用遥
研究发现袁GPX4 基因过表达可显著抑制MCAO/

R 模型中神经元铁死亡进程袁并提高动物生存率[23]曰
ACSL4 敲减可逆转缺血诱导的脂质过氧化损伤并改

善神经功能[24]遥此外袁研究表明袁芒柄花素可通过激活

Nrf2/血红素氧合酶-1 通路缓解氧化应激和线粒体

功能障碍[25-26]遥 本研究则进一步在铁死亡通路深度

上拓展了其作用机制袁首次系统验证其对 ACSL4/
LPCAT3/ALOX15/GPX4 轴的调控潜力遥 本研究结

果支持芒柄花素具有传统抗氧化尧抗凋亡的特性袁且
可直接靶向铁死亡核心因子袁是一种兼具多靶点尧低

毒性和天然来源优势的潜在神经保护候选药物遥 其

良好的分子结构基础及稳定的亲靶能力袁使其在野天
然小分子抑铁死亡药物冶开发领域具有重要的应用

前景[27]遥
综上所述袁本研究从行为学尧病理学尧生化指标尧

信号蛋白调控及结构结合等多个层面系统验证了芒

柄花素通过调控铁死亡通路缓解 CIRI 的作用机制袁
丰富了 CIRI 铁死亡病理机制的研究内涵袁也为芒柄

花素在脑卒中后的辅助治疗提供了坚实的理论基础

与应用前景遥
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