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非诺贝特对小鼠急性局灶性脑缺血再灌注损伤的保护作用
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摘要: 目的 研究非诺贝特( fenofibrate，Fen) 对小鼠急性局灶性脑缺血再灌注损伤的保护作用及机制。方法 线栓法制备小

鼠大脑中动脉栓塞模型，缺血 90 min 后再灌注。非诺贝特( 10，80 mg·kg －1 ) 再灌注同时及再灌后 2 h 各灌胃给药 1 次。再灌

注后 24 h，测定小鼠神经功能缺失评分、脑梗死体积及脑水肿程度，实时逆转录多聚酶链反应( RT-PCR) 法检测过氧化物酶体

增殖物激活受体 α( PPARα) mRNA 的表达水平，生化法测定脑组织丙二醛( maiondialdehyde，MDA) 含量及超氧化物歧化酶

( superoxide dismutase，SOD) 的活性，伊文思蓝( Evans blue，EB) 法观察血脑屏障破坏程度; 应用过氧化物酶体增殖物激活受

体 α拮抗剂 MK886( 10 mg·kg －1 ) ，观察过氧化物酶体增殖物激活受体 α 是否参与非诺贝特的脑保护作用。结果 非诺贝

特( 80 mg·kg －1 ) 可改善小鼠神经功能缺失，减小脑梗死体积，减轻脑水肿程度，减少脑缺血后脑内伊文思蓝的渗漏，上调脑

损伤后脑内过氧化物酶体增殖物激活受体 α mRNA 的表达，减轻脑组织的脂质过氧化。MK886 可拮抗非诺贝特的保护作用。
结论 非诺贝特可通过上调过氧化物酶体增殖物激活受体 α mRNA 表达、减轻脂质过氧化损伤而对小鼠急性局灶性脑缺血

再灌注损伤发挥保护作用。
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The Protective Effect of Fenofibrate on Acute Focal Cerebral Ischemia Reperfusion Injury in Mice

MA Ang1，ZHOU Yu1* ，YANG Li-chao1，YANG Wu-shuang2，ZHANG Xue-mei1，JIN Xin1 ( 1. Faculty of Basic Medi-
cine，Medical College，Xiamen University，Xiamen 361005，China; 2. Department of Neurosurgery，Xiamen Traditional Chinese Medi-
cine Hospital，Xiamen 361005，China)

ABSTRACT: OBJECTIVE To investigate the protective effect of fenofibrate ( Fen) on acute focal cerebral ischemia reperfusion in-
jury in mice and its mechanisms. METHODS Cerebral ischemia was induced by middle cerebral artery occlusion in mice for 90min
and then reperfusion. Fen ( 10，80 mg·kg －1 ) was intragastrically administered at the same time of reperfusion and 2 h after reperfu-
sion respectively. The neurological deficit score，infarct volume and brain edema degree were determined 24 h after reperfusion. At the
same time the expression of PPARα mRNA in brain tissue was measured by real-time RT-PCR. The contents of maiondialdehyde
( MDA) and the activity of superoxide dismutase ( SOD) in the brain tissue were measured by biochemical assay. The disruption of
blood-brain barrier( BBB) was evaluated by the extravasations of Evans Blue ( EB) . MK886，an antagonist of PPARα receptor，was
used to investigate the involvement of PPARα in the protective effect of Fen. RESULETS Fen ( 80 mg·kg －1 ) ameliorated neurolog-
ical function，reduced infarct volume，attenuated brain edema degree，decreased the extravasations of EB，increased the expression of
PPARα mRNA，and attenuated the lipid peroxidation in brain tissues. MK886 abolished the protective effect of Fen. CONCLUSION

Fen has protective effect against acute focal cerebral ischemia reperfusion injury in mice by increasing the expression of PPARα mR-
NA and reducing lipid peroxidation in brain tissue.
KEY WORDS: fenofibrate; PPARα; cerebral ischemia; reperfusion injury; blood-brain barrier; mice

脑卒中是导致全球人口死亡的第三大原因和致

残率最高的疾病，其中缺血性脑卒中约占 80%。旨

在恢复患者脑部血液供应的溶栓疗法是临床上治疗

缺血性脑卒中的主要疗法。但溶栓疗法在恢复脑部

血液供应的同时，却可造成再灌注损伤，破坏血脑屏

障( blood brain barrier，BBB ) ，加重脑水肿和脑梗

死，增加死亡率和致残率［1］。
以非诺贝特( fenofibrate，Fen) 为代表的贝特类

降脂药在临床中使用了 40 多年，是一种选择性过氧

化物酶体增殖物激活受体 α ( PPARα ) 激动剂［2］。
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研究表明，Fen 不仅能在外周调节糖脂代谢，降血

脂，预防动脉粥样硬化的发生［3］，对中枢神经系统

损伤也具有保护作用。研究报道 Fen 对脑外伤［4］及

脑缺血损伤［5-6］具有预防性保护作用。但 Fen 对急

性脑缺血再灌注损伤是否具有保护作用尚无明确报

道。并且鉴于 BBB 在脑缺血再灌注损伤中的重要

作用，很有必要进一步评价 Fen 对 BBB 的影响。
本实验在小鼠局灶性脑缺血再灌注损伤模型

上，观察 Fen( 10，80 mg·kg －1，ig) 在脑缺血再灌注

后给药对急性脑缺血再灌注损伤的保护作用，特别

是对 BBB 的影响。进一步，我们应用 PPARα 选择

性拮抗剂 MK886，研究 PPARα 是否介导了 Fen 的脑

保护作用。并且从 Fen 对 PPARα 基因表达的调节

及抗氧化应激作用方面来阐明其脑保护作用机制。

1 材 料

1. 1 实验动物

健康昆明种小鼠，♂，体重 25 ～ 30 g［厦门大学医

学院实验动物中心，合格证号: SYXK( 闽) 2008-0003］。
自然光照周期饲养，术前 12 h 禁食，自由饮水。
1. 2 药品与试剂

Fen ( Sigma 公 司，批 号 019K1157 ) ; MK886
( Cayman Chemical 公司，批号 0410322-39 ) ; 2，3，5-
三苯基氯化四氮唑( 2，3，5-triphenyltetrazolium chlo-
ride，TTC) ，伊文思蓝( Evans blue，EB，Sigma 公司) ;

Trizol( Invitrogen 公司) ; 逆转录试剂盒，DNA 聚合

酶，dNTP ( Fermentas 公司) ; SYBR Green PCR 混合

液( ABI 公司) ; 丙二醛( malondialdehyde，MDA) 及

超氧化物歧化酶( superoxide dismutase，SOD) 试剂

盒( 南京建成生物工程研究所) 。其余均为市售分

析纯产品。
1. 3 实验仪器

显微手术器械( 上海医疗器械有限公司手术器械

厂) ; DKZ －2 型电热恒温振荡水浴槽( 上海精宏实验

设备有限公司) ; 数码相机( FinePix 公司) ; 冷冻高速

离心机( Sigma 公司) ; 多功能酶标仪( Molecular De-
vices 公司) ; DU800 核酸蛋白测定仪( Beckman Coul-
ter 公司) ; 7300 型荧光定量 PCR 仪( ABI 公司) 。

2 方 法

2. 1 局灶性脑缺血再灌注模型制备

应用线 栓 法 制 备 小 鼠 右 侧 大 脑 中 动 脉 栓 塞

( middle cerebral artery occlusion，MCAO ) 模 型［7-8］。
小鼠用 10% 的水合氯醛( 400 mg·kg －1 ) 腹腔注射

麻醉后，分离颈总动脉，将头端用聚氨酯处理的直径

约为 0. 108 mm 的尼龙丝线经颈总动脉切口插入颈

内动脉，线栓插入长度自颈总动脉分叉部记为( 1. 6
± 0. 1) cm。缺血后 1. 5 h 取出线栓，即恢复供血形

成再灌注。动物术中及术后麻醉清醒前给予保温。
以动物苏醒后出现手术对侧肢体运动障碍为模型成

功的标准。
2. 2 动物分组及给药

所有实验共分 4 批动物完成，第 1 批动物于再

灌注后 24 h 进行神经功能缺失评分，处死后取脑进

行 TTC 染色; 第 2 批动物于再灌注后 6 h 用于脑内

EB 渗透量测定; 第 3 批动物于再灌注后 24 h 用于

Real-time RT-PCR 实验; 第 4 批动物于再灌注后 24
h 用于脑组织匀浆生化测定。

除假手术组外，将手术成功的动物于再灌注后

随机分为溶媒组及给药组，造模成功率为 80%。每

批动物 40 只，具体分为: ①假手术组( sham 组) : 仅

手术暴露右侧颈总动脉及颈内动脉，不做缺血处理;

②溶媒组( vehical 组) : 线栓法制备小鼠右侧大脑中

动脉栓塞模型，缺血 90 min 后再灌注;③④Fen 给药

组( Fen10，Fen80) : 脑缺血再灌注同时及再灌注后 2
h，灌胃给予 Fen 10 或 80 mg·kg －1 ; ⑤MK886 干预

组( MK + Fen80) : 在 Fen 80 mg·kg －1给予前 30 min
灌胃给予 MK886 10 mg·kg －1。每组实验动物数为

8 只。
其中 Real-time RT-PCR 实验，Fen 给药组仅观

察一 个 剂 量 ( Fen 80 mg· kg －1 ) ，并 增 设 正 常 组

( normal 组，n = 8) ，该组小鼠不给药及溶媒，作为空

白对照组。Fen 及 MK886 临用前用体积百分比为

10%的吐温-80 生理盐 水 配 成 相 应 的 浓 度，按 10
mL·kg －1灌胃给药。假手术组和溶媒组以相同的

方式给予相应的溶媒。
2. 3 神经功能缺失评分

脑缺血再灌后 24 h，按照 Longer 法［9］对小鼠的

神经功能缺失进行评分。评分标准，0 分: 无神经缺

损症状; 1 分: 提尾时损伤对侧前肢内收屈曲，不能

完全伸直; 2 分: 爬行时向损伤对侧旋转、划圈; 3
分: 站立时向损伤对侧倾倒; 4 分: 不能自发行走或

昏迷。
2. 4 脑梗死灶体积及脑水肿程度的测定

采用小鼠脑片 TTC 染色法。小鼠于再灌后 24
h 断头取脑，切成 5 片 2 mm 厚冠状切片，置于质量

分数为 1%的 TTC 磷酸盐缓冲液中，避光 37 ℃恒温

孵育 20 min。正常脑组织染为红色，梗死组织不着
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色。在 4%的多聚甲醛溶液中避光固定 24 h 后，数

码相机拍照，照片输入计算机并应用图像分析处理

系统计算脑梗死体积和左右脑半球体积。脑水肿程

度用( 损伤侧脑半球体积 － 非损伤侧脑半球体积) /
非损伤侧脑半球体积来表示。
2. 5 BBB 破坏程度的观察和测定

应用 EB 渗漏法观察脑缺血再灌注后 6 h BBB
的破坏情况。小鼠在处死前 1 h 尾静脉注射质量浓

度为 5% 的 EB( 10 mL·kg －1 ) ，在再灌注后 6 h，小

鼠给予水合氯醛麻醉后打开胸腔，于右心耳部剪一

小口，从左心室插入导管至主动脉，向主动脉内缓慢

注入生理盐水，至右心房流出液体变清亮，断头取

脑，切成 5 片 2 mm 厚的冠状切片，拍照并输入计算

机。应用图像分析处理系统计算 EB 渗漏体积。收

集损伤侧脑组织，称重并记录。脑组织中加入 50%
三氯醋酸溶液匀浆，3 000 × g 离心 15 min 后，取 150
μL 上清液于酶标板中，620 nm 下测定吸光度，通过

EB 标准 曲 线 计 算 相 应 含 量。脑 组 织 EB 含 量 以

μg·g －1组织表示。
2. 6 PPARα mRNA 测定

应用 Real-time RT-PCR 法 测 定 脑 内 PPARα
mRNA 的表达水平。脑缺血再灌注 24 h 后，小鼠断

头处死，迅速剥离脑组织，予预冷的生理盐水清洗，

冰上快速分离缺血侧脑组织，称重，液氮速冻 5 s，置

－ 80 ℃冰箱保存。按照 Trizol 说明书提取脑组织总

RNA，取 1 μg RNA 应用逆转录试剂盒逆转成 cD-
NA。在 T7300 Realtime PCR 仪进行 PCR 反应，反应

体系为: 样本 cDNA 0. 5 μL; SYBR Green PCR 混合

液 10 μL; 引物( 10 μmol·L －1 ) 各 0. 5 μL; H2O 8. 5
μL，反应总体积 20 μL。引物序列为:

PPARα: 上 游: 5' AAGTGCCTGTCTGTCGG-
GATG3'

下游: 5'CCAGAGATTTGAGGTCTGCAGTTTC3'
GAPDH: 上 游: 5' TGTGTCCGTCGTGGATCT-

GA3'
下游: 5'TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 3'
循环条件如下: 起始变性 95 ℃ 10 min; 两步循

环 95 ℃变性 1 s，60 ℃退火延伸 1 min，循环 40 次。
应用 2ΔΔCT法处理数据，以正常组为对照，反映脑内

PPARα 基因的表达水平。
2. 7 MDA 含量及 SOD 活性测定

脑缺血再灌注后 24 h，取缺血侧脑组织，用冰生

理盐 水 制 成 10% 脑 组 织 匀 浆，离 心 取 上 清，置 于

－80 ℃保存。按照试剂盒说明书分别测定脑组织中

MDA 含量和 SOD 活性。MDA 含量测定采用硫代巴

比妥酸法按操作步骤进行，于 532 nm 处，测定吸光

度; SOD 活性采用黄嘌呤氧化酶法测定，于 550 nm 处

测定吸光度。蛋白含量按照考马斯亮蓝法测定。
2. 8 统计学分析

所有实验数据均以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，

采用 Prism 4 for windows 软 件 ( GraphPad Software
Inc，USA) 进行单因素方差分析，当方差分析有显著

性差异时，进一步用 Turkey 检验作两两比较。

3 结 果

3. 1 Fen 对小鼠急性局灶性脑缺血再灌注损伤的

影响

脑缺血再灌后 24 h，小鼠出现明显的神经功能

障碍，神经功能缺失评分较假手术组明显升高，Fen
10，80 mg· kg －1 均 能 减 少 神 经 功 能 缺 失 评 分，

MK886( 10 mg·kg －1 ) 可拮抗 Fen 的神经功能保护

作用( 图 1A) 。
脑缺血再灌注后 24 h，脑冠状切片可见损伤侧

组织出现明显的苍白梗死灶和脑水肿( 图 1B) ，Fen
( 80 mg·kg －1 ) 可明显减小脑梗死体积，减轻脑水

肿程度，与溶媒组相比降低脑梗死体积达 59. 2%
( 图 1C) ，减轻脑水肿程度达 57. 23% ( 图 1D) 。给

予 MK886 组小鼠的脑梗死体积及脑水肿程度与溶

媒组小鼠相近，表明 Fen 对缺血后脑组织的保护作

用为 MK886 所拮抗。
3. 2 Fen 对小鼠脑缺血再灌注后 BBB 通透性的影

响

应用 EB 渗漏法观察小鼠 BBB 通透性的变化，

结果表明，脑缺血再灌注后 6 h，脑内 EB 渗漏体积

( 图 2A) 及渗漏量( 图 2B) 明显增大。脑组织冠状

切片可见损伤侧皮层和皮层下区大量 EB 渗漏( 图

2C) ，Fen 80 mg·kg －1可减小 EB 在脑内渗透体积和

渗透量，与溶媒组比降低程度达 75%。提示 Fen 80
mg·kg －1可减轻脑缺血再灌注后 BBB 的破坏程度。
MK886 可拮抗 Fen 对 BBB 的保护作用。
3. 3 Fen 对 PPARα mRNA 表达的影响

脑缺血再灌注 24 h，应用 Real-time RT-PCR 法

测定小鼠损伤侧脑组织内 PPARα mRNA 的表达水

平。脑缺血再灌注后小鼠脑内 PPARα mRNA 的表

达水平与假手术 组 比 降 低 41. 2% ; Fen ( 80 mg·
kg －1 ) 可增加脑内 PPARα mRNA 的表达，恢复至假

手术水 平; MK886 ( 10 mg· kg －1 ) 可 拮 抗 Fen 对

PPARα mRNA 的升高作用( 图 3) 。
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图 3 Fen 对小鼠局灶性脑缺血再灌注 24 h 后脑组织内

PPARα mRNA 表达的影响 . n = 8，珋x ± s
1) P ＜0. 01，与假手术组比较; 2) P ＜0. 01，与溶媒组比较

Fig. 3 Effect of Fen on PPARα mRNA expression in brain tis-
sues 24 h after focal cerebral ischemia reperfusion in mice. n =
8，珋x ± s
1) P ＜0. 01，vs sham group; 2) P ＜0. 01，vs vehicle

3. 4 Fen 对脑缺血再灌注后脑内 MDA 含量和 SOD
活性的影响

脑缺血再灌注后 24 h，小鼠脑组织内脂质过氧

化物产物 MDA 含量明显增加，抗氧化酶 SOD 活性

降低; Fen 10 mg·kg －1可降低脑内 MDA 含量，提高

SOD 活 性 ( 图 4 ) 。Fen 80 mg· kg －1 可 降 低 脑 内

MDA 含量，但不能升高脑缺血组织内 SOD 活性。
MK886( 10 mg· kg －1 ) 可部 分 拮 抗 Fen ( 80 mg·
kg －1 ) 对 MDA 的降低作用( 图 4) 。

4 讨 论

本实验结果表明，Fen( 80 mg·kg －1，ig) 在脑缺

血再灌注同时及再灌后 2 h 给药可改善小鼠神经功

能缺失，减小脑梗死体积，减轻脑水肿程度，对急性

脑缺血再灌注损伤具有保护作用。
Fen 对脑缺血再灌注损伤的保护作用可能和其

减轻 BBB 的损伤有关。BBB 是存在于血液和脑组

织之间的一道屏障，对维持中枢神经系统内环境的

稳定起重要作用。本实验应用 EB 为示踪剂，观察

脑缺血再灌注后脑内 BBB 通透性的变化，选择 EB
在脑内渗漏最明显的时间即再灌注后 6 h［10］作为观

察药物作用的时间点。研究结果表明 Fen( 80 mg·
kg －1，ig) 脑缺血再灌注后给药可明显减少 EB 在脑

内的渗漏，表明 Fen 对脑缺血再灌注后的 BBB 具有

保护作用。体外研究也发现，Fen 的活性代谢产物

非诺贝特酸( fenofibric acid ，FA) 对小鼠大脑微动脉

内皮细胞的缺糖缺氧损伤具有保护作用［11］。脑缺

血再灌注破坏 BBB 的完整性，导致血液中的成分渗

入到脑组织内，形成血管源性脑水肿，可进一步加重

图 4 Fen 对小鼠局灶性脑缺血再灌注 24 h 后脑组织内丙

二醛( MDA) 含量( A) 和超氧化物歧化酶( SOD) 活性( B) 的

影响 . n = 8，珋x ± s
1) P ＜0. 01，与假手术组比较; 2) P ＜0. 01，与溶媒组比较

Fig. 4 Effect of Fen on MDA content ( A) and SOD activity
( B) in brain tissues 24 h after focal cerebral ischemia reperfu-
sion in mice. n = 8，珋x ± s
1) P ＜0. 01，vs sham group; 2) P ＜0. 01，vs vehicle

脑损伤。因此保护 BBB 的完整性将有助于减轻脑

缺血再灌注损伤。我们的研究也表明 Fen 在改善

BBB 的同时可减少脑梗死体积，减轻脑水肿程度并

改善神经功能缺失。提示 Fen 可通过保护 BBB 发

挥抗急性脑缺血再灌注损伤作用。
Fen 对急性脑缺血再灌注损伤的保护作用可被

PPARα 的拮抗剂 MK886 所阻断，并且 Fen 可明显

上调脑缺血再灌注后脑内 PPARα mRNA 的表达，提

示 PPARα 介 导 了 Fen 的 保 护 作 用。研 究 报 道，

PPARα 是一种内源性神经保护因子［12-13］，脑缺血后

PPARα 基因敲除小鼠脑梗死体积较野生型小鼠扩

大［14］，PPARα 激动剂 WY14643［15］和白藜芦醇［16］对

脑缺血损伤均具有保护作用。我们前期研究也发现

新型 PPARα 激动剂油酰乙醇胺在脑缺血再灌注后

给药也可发挥脑保护作用［8］。本实验发现，PPARα
激动剂 Fen 对急性脑缺血再灌注损伤的保护作用也

为阐明 PPARα 在脑内的功能提供新的线索。
研究表明，氧化应激是脑缺血再灌注后最早出

现和最重要的损伤机制［17-19］。正常情况下，机体可

产生少量的氧自由基，但很快被体内的自由基清除

系统迅速清除，不会造成组织细胞损伤。脑缺血再
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灌注时产生大量的自由基，而体内 SOD 等抗氧化

酶的清除能力下降，导致氧自由基大量堆积，引发

细胞 膜 的 脂 质 过 氧 化，破 坏 膜 的 结 构 和 功 能。
MDA 是脂质过氧化终产物，可间接反映机体受自

由基攻击的严重程度。本实验结果表明，Fen 可明

显降低脑组织内 MDA 含量，并且这一作用可部分

被 MK886 所阻断，提示 Fen 可通过激动 PPARα，

减轻脑缺血再灌注引起的脂质过氧化损伤。SOD
是体内重要的抗氧化酶，但本研究发现大剂量 Fen
( 80 mg·kg － 1 ) 不能升高脑缺血后脑内 SOD 活性，

这一结 果 与 已 有 报 道 一 致，Wang［20］ 报 道 大 剂 量

Fen( 100 mg·kg － 1 ) 不能上调脑缺血后 SOD mR-
NA 的表达及提高 SOD 活性，具体机制有待进一步

研究。该结果也提示大剂量 Fen 可能通过其他机

制如增加谷胱甘肽还原酶的活性来抗氧化应激损

伤。此外 Fen 的保护作用也可能和其抗炎作用相

关。研究报道 PPARα 激活可抑制炎症因子如 LT-
6 和 TNFα 等的合成及释放，并抑制炎症介质合成

酶类如 COX-2，iNOS 的表达［21］。
总之，我们的实验表明，Fen 可对抗急性局灶性

脑缺血再灌注损伤，这一作用和 Fen 对 BBB 的保护

有关。PPARα 介导了 Fen 的脑保护作用，并且 Fen
可上调 PPARα mRNA 表达，减轻脂质过氧化损伤。
但 Fen 激动 PPARα 发挥保护作用的机制还有待进

一步研究。
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