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［摘要］ 目的 探讨蒺藜治疗高血压病的可能作用机制。 方法 体外原代培养 Wistar 乳鼠下丘脑神经元细
胞，并以血管紧张素Ⅱ ( AngⅡ) 诱导细胞损伤即高血压细胞模型。药效学观察时细胞分为 5 组，模型组
( 2 × 10 －6mol /L AngⅡ) 、蒺藜低剂量组 ( 3μg /ml蒺藜预孵育 2 h后加入 2 × 10 －6mol /L AngⅡ) 、蒺藜高剂量
组 ( 30μg /ml蒺藜预孵育 2 h后加入 2 × 10 －6mol /L AngⅡ) 、缬沙坦组 ( 10 －5mol /L缬沙坦预孵育 2 h 后加入
2 × 10 －6mol /L AngⅡ) 、正常组 ( 无任何干预) ，分别于 AngⅡ作用 24、48、72 h 时检测各组细胞绝对数量、
神经元轴突长度、胞体面积、存活率、凋亡率，并于 72 h 时检测细胞因子 IKK-α、IKK-β、NF-κB p65、
IκBα、JAK2、STAT3、AT1、GnＲH、PKC、PI3K的 mＲNA表达; 药理学观察时细胞分为 6 组，模型组 ( 2 ×
10 －6mol /L AngⅡ) 、蒺藜组 ( 30μg /ml蒺藜预孵育 2 h后加入 2 × 10 －6mol /L AngⅡ) 、缬沙坦组 ( 10 －5mol /L
缬沙坦预孵育 2 h 后加入 2 × 10 －6 mol /L AngⅡ) 、拮抗剂组 ( 20μmol /L TPCA-1 预孵育 2 h 后加入 2 ×
10 －6mol /L AngⅡ) 、蒺藜 +拮抗剂组 ( 30μg /ml 蒺藜 + 20μmol /L TPCA-1 预孵育 2 h 后加入 2 × 10 －6 mol /L
AngⅡ) 、正常组 ( 无任何干预) ，根据药效学观察结果确定 AngⅡ作用时间及相关细胞因子，并检测各组细
胞相关因子 mＲNA及蛋白的表达。 结果 与正常组比较，模型组从 AngⅡ干预 24 h 开始的各时间点细胞绝
对数量、胞体面积、存活率、凋亡率均显著升高，神经元轴突长度显著降低; 与模型组比较，蒺藜高剂量
组、缬沙坦组各时间点细胞绝对数量、胞体面积、存活率、凋亡率均显著下降，神经元轴突长度增加 ( P ＜
0. 05) 。与正常组比较，模型组 IKK-β、NF-κ B p65、JAK2、STAT3、AT1、GnＲH、PKC、PI3K 表达显著上
调，IKK-α、IKBα表达显著下调 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模型组比较，蒺藜高剂量组 IKK-β、NF-κB p65、JAK2、
AT1、GnＲH、PKC表达下降，IKK-α、IκBα 表达升高; 蒺藜低剂量组 IKK-β、NF-κB p65、AT1、PKC 表达
下降，IKK-α、IκBα表达升高; 缬沙坦组 IKK-β、NF-κB p65、AT1、GnＲH、PKC 表达下降，IKK-α、IκBα
表达上调 ( P ＜ 0. 05 ) 。根据以上结果确定药理学观察时 AngⅡ干预时间为 24 h，相关细胞因子为 IκBα、
IKK-β、NF-κB p65、NF-κB p50。与正常组比较，模型组下丘脑神经元细胞 IKK-β、NF-κB p50、NF-κB p65
mＲNA和蛋白表达上调，IκBα表达下调; 与模型组比较，缬沙坦组和蒺藜组 NF-κB p50、NF-κB p65、IKK-β
的表达下调，IκBα表达上调; 与缬沙坦组比较，蒺藜组 NF-κB p65、IKK-β 表达下调，IκBα 表达上调( P ＜
0. 05) 。 结论 蒺藜可有效维持血压调节中枢功能，其降压机制可能与调节下丘脑 IKK-β /NF-κB 信号通路
活性有关。
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高血压病是现代社会的常见病、多发病。《中
国高血压防治指南 2010》［1］指出: “我国 60 岁以上
人群中高血压病患病率为 49%，导致老年高血压
的根本原因是老年动脉硬化性血管壁僵硬度增加和

血压调节中枢的功能减退。”中药蒺藜具有补肾平
肝、化湿祛痰、活血化瘀的功效，现代药理学研究
证实其具有降压、抗动脉硬化、改善中风后遗症、
利尿、提高睾酮水平等作用［2］。本研究旨在观察
蒺藜超微粉对血管紧张素Ⅱ ( AngⅡ) 诱导的下丘
脑神经元损伤是否具有保护作用，并通过观察其对

下丘脑神经元 IKK-β /NF-κB 通路活性的影响初步
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探究其降压的作用机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
出生 24 h 内的 Wistar 乳鼠 20 只，雌雄不限，

体重 5 ～ 7 g，清洁级，购自山东大学动物实验中
心，实验动物合格证号: SCXK ( 鲁) 2013-0009。
1. 2 药物
蒺藜购于山东中医药大学附属医院中药房，空

气干燥，控制水分含量 ＜ 6%，经普通研磨式粉碎
机、贝利粉碎机依次粉碎，介质填充率 60% ～
70%，振幅 5 mm，粉碎温度 10 ～ 15℃，粉碎时间
25 min，得超微粉，颗粒度 1 ～ 30μm，水提 3 次，
经高效液相色谱法 ( HPLC) 鉴定同批药材蒺藜总
皂苷含量范围 1. 7% ～ 5. 0%，萃取液低温真空蒸
发，实验前以培养基溶解，0. 22μm 一次性除菌滤
器过滤除菌，4℃冰箱保存; 缬沙坦胶囊，诺华制
药生产，批号: X1763，80 mg /粒，实验前先经
DMSO溶解、培养基稀释 ( DMSO 与培养基比例≤
1 ∶ 1000 ) ，0. 22μm 一次性除菌滤器过滤除菌，
4℃冰箱保存。
1. 3 主要试剂和仪器
神经细胞培养基 ( Neurobasal-A，批号 10888-

022 ) 、B27 神经营养因子添加剂 ( 批号 17504-
044 ) ，美国 Gibco 公司; IKK-2 选择性抑制剂
( TPCA-1，批号 S2824 ) ，Selleckchem 公司; 兔抗
大鼠 IKBKB 受体 ( IKK-β ) 多克隆抗体 ( 批号
15649-1-AP) 、兔抗大鼠 NF-κB1 受体( NF-κB p50)
多克隆抗体 ( 批号 14220-1-AP ) 、兔抗大鼠 p65
ＲELA 受体 ( NF-κB p65 ) 多克隆抗体 ( 批号
10745-1-AP) 、兔抗大鼠 IκBα 受体 ( IκBα ) 多克
隆抗体( 批号 18220-1-AP) ，均购于武汉 Proteintech
公司; 二甲基亚砜 ( DMSO，批号 INAF20050 ) ，
北京伊诺凯科技有限公司; AngⅡ ( 批号 A9525 ) ，
Sigma公司; DNA 酶 ( 批号 D8070 ) 、木瓜蛋白酶
( 批号 G8430) 检测试剂盒，北京索莱宝科技有限
公司; 多聚赖氨酸 ( 批号: 25988630 ) ，Sigma 公
司; 3- ( 4 5-二甲基噻唑-2 ) -2 5 二苯基四氮唑
嗅盐 ( MTT，批号 XY-100896 ) ，AMＲESCO 公司;
引物由上海生工生物工程有限公司合成。

BB16uV /BB5060uV CO2 培养箱，Heraeus 公
司; Axiovert 40 倒置相差显微镜，德国蔡司公司;
BD Accuri C6 流氏细胞仪，美国 BD 公司; Light
Cycler 480 Ⅱ实时荧光定量 PCＲ 仪，瑞士罗氏公

司; Multiskan GO 酶标仪，美国 Thermo Scientific
公司; Fluor Chem Q Protein simple 数字成像系统，
美国普诺森生物科技有限公司。
1. 4 细胞培养

50μg /ml多聚赖氨酸孵育过夜预包被培养瓶、
培养板，用前超净工作台内吹干。冰上无菌分离剪
取 Wistar乳鼠大脑，预冷 PBS 漂洗 1 次，剥除脑
膜和血管，逐层剥离皮层海马等无关脑组织，暴露

下丘脑，培养基漂洗 1 次，剪碎成 1 mm3 左右组织

块。加入 2 mg /ml木瓜蛋白酶 2 ml、42μg /ml DNA
酶 2μl，37℃消化 30 min，每 5 min 轻微震荡 1 次，
之后吹打收集滤液于离心管里，800 r /min 离心
5 min。弃上清，加入 Neurobasal-A或 B27 神经营养
因子添加剂 0. 5 mmol /L 谷氨酰胺培养基，镜下计
数板计数，以上述培养基调整细胞密度，6 孔板和
96 孔板分别种板，接种密度 7 × 105 /孔，饱和湿
度、5%CO2、37℃培养箱培养，种板后 4 ～ 6 h 换
液。培养 5 ～ 7 天后加各组药物干预。每组设 6 个
复孔。
1. 5 细胞分组与处理方法
1. 5. 1 药效学观察 细胞分为 5 组: 模型组 ( 2 ×
10 －6mol /L AngⅡ) 、蒺藜低剂量组 ( 3μg /ml 蒺藜
预孵育 2 h 后加入 2 × 10 －6mol /L AngⅡ［3］) 、蒺藜
高剂量组 ( 30μg /ml 蒺藜预孵育 2 h 后加入 2 ×
10 －6mol /L AngⅡ) 、缬沙坦组 ( 10 －5mol /L 缬沙坦
预孵育 2 h 后加入 2 × 10 －6mol /L AngⅡ) 、正常组
( 无任何干预) 。

1) 细胞形态学观察: AngⅡ作用 24、48、72 h
后，光学显微镜 200 倍下观察计数下丘脑神经元细
胞数量，每组选取 5 个视野，取平均值; 采用
Image J 1. 48U 软件测量神经元轴突长度、胞体
面积。

2) 细胞存活率: 各组细胞分别于加 AngⅡ后
20、44、68 h时加入 5 g /L MTT 20μl，再继续培养
4 h，弃去培养液，加入 DMSO 150μl，震荡、混匀
后于酶标仪 490 nm 波长下测吸光度 ( OD) ，细胞
存活率以 OD值来表示。

3) 细胞凋亡率: 各组细胞分别于加 AngⅡ后
24、48、72 h胰酶消化收集细胞，预冷的 PBS 洗 1
次，按照说明书依次以 Annexin V-FITC /PI 孵育，
上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

4) 细胞因子检测: AngⅡ作用 72 h 后，对
IκBα、IKK-α、IKK-β、NF-κBp65、JAK2、STAT3、
AT1、GnＲH、PKC、PI3K的 mＲNA表达进行初筛。
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采用实时荧光定量 PCＲ 法检测，检测步骤根据试
剂盒说明书进行，数据采用 2 － ΔΔCt 法分析，以

2 － ΔΔCt表示各药物干预组与对照组间对应基因的表

达差异［4 － 5］。
1. 5. 2 药理学观察 细胞分为 6 组: 模型组 ( 2 ×
10 －6mol /L AngⅡ ) 、蒺藜组 ( 30μg /ml 蒺藜预孵
育 2 h后加入 2 × 10 －6 mol /L AngⅡ ) 、缬沙坦组
( 10 －5mol /L缬沙坦预孵育 2 h 后加入 2 × 10 －6mol /L
AngⅡ) 、拮抗剂组 ( 20μmol /L TPCA-1 预孵育 2 h
后加入 2 × 10 －6mol /L AngⅡ ) 、蒺藜 + 拮抗剂组
( 30μg /ml蒺藜 + 20μmol /L TPCA-1 预孵育 2 h 后
加入 2 × 10 －6mol /L AngⅡ ) 、正常组 ( 无任何干
预) 。AngⅡ作用时间根据 1. 5. 1 结果确定。神经
元对 AngⅡ的消耗分解作用较快［3］，每 6 h 补充 1
次 AngⅡ以维持培养液中 AngⅡ的作用浓度。
细胞因子 mＲNA及蛋白表达检测: 根据 1. 5. 1

结果确定相关因子，mＲNA 表达检测方法同 1. 5. 1
中细胞因子检测方法，蛋白表达检测如下: 加入预

冷的含 1% PMSF 的 ＲIPA 裂解液冰上裂解 5 min，
12000 r /min离心 15 min，提取总蛋白。BCA 法检
测蛋白浓度。12% SDS-PAGE电泳，上样量 50μg;
半干法电转印后，以含 5%脱脂奶的 PBS-T 室温封
闭 1 h。分别加入兔抗大鼠 IKK-β一抗 ( 1 ∶ 500 稀
释) 、兔抗大鼠 NF-κB p50 一抗 ( 1 ∶ 500 稀释 ) 、
兔抗大鼠 NF-κB p65 一抗 ( 1 ∶ 1000 稀释) 、兔抗
大鼠 IκBα一抗 ( 1 ∶ 800稀释) ，以 β-actin为内参，
4℃孵育过夜。次日 PBS 洗涤 5 次，每次 5min，加
入山羊抗兔 IgG 二抗( 1 ∶ 20000) 室温孵育 1 h。化

学发光显色，Fluor Chem Q曝光，条带半定量分析。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 软件进行统计分析，数据以

( 珋x ± s) 表示，组间比较采用单因素方差分析。

2 结果

2. 1 各组不同时间细胞存活率、凋亡率、细胞绝
对数量、轴突长度和胞体面积比较
表 1 示，模型组各时间点细胞存活率、凋亡

率、细胞绝对数量、胞体面积均显著高于正常组，
神经元轴突长度显著低于正常组 ( P ＜ 0. 05 ) 。因
此，认为 AngⅡ干预 24 h即可表现出下丘脑神经元
细胞被诱导造模的细胞学特征，故在 1. 5. 2 药理学
观察中选择 24 h 为观察时间点。与模型组比较，
蒺藜高剂量组、缬沙坦组各时间点存活率、凋亡
率、细胞绝对数量、胞体面积均显著下降，神经元
轴突长度增加，蒺藜低剂量组各时间点细胞凋亡率

下降 ( P ＜ 0. 05 ) ; 蒺藜高剂量组各指标与缬沙坦
组比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 在 24 h 时
蒺藜低剂量组细胞存活率显著低于缬沙坦组 ( P ＜
0. 05) 。蒺藜高剂量组各时间点细胞绝对数量、细
胞胞体面积明显小于蒺藜低剂量组 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 2 蒺藜调节下丘脑神经元可能的相关因子
mＲNA表达的初筛
表 2 示，与正常组比较，模型组 AT1、GnＲH、

IKK-β、NF-κ B p65、JAK2、STAT3、PKC、PI3K
表达显著上调，IKK-α、IκBα 表达显著下调 ( P ＜
0. 05) 。与模型组比较，蒺藜高剂量组 AT1、IKK-β、

表 1 各组下丘脑神经元细胞不同时间细胞存活率、凋亡率、绝对数量、轴突长度和胞体面积比较 ( 珋x ± s)

组别 时间 样本数 存活率 ( OD值) 凋亡率 ( % )
绝对数量
( 个 /mm2 )

轴突长度 ( μm) 胞体面积 ( μm2 )

正常组 24 h 6 0. 41 ± 0. 02 3. 21 ± 0. 48 90. 62 ± 11. 25 98. 65 ± 12. 34 163. 39 ± 21. 05
48 h 6 0. 63 ± 0. 03 3. 58 ± 0. 37 141. 23 ± 17. 81 135. 22 ± 20. 66 254. 31 ± 24. 36
72 h 6 0. 74 ± 0. 05 3. 97 ± 0. 52 162. 33 ± 20. 32 182. 67 ± 25. 18 317. 52 ± 19. 34

模型组 24 h 6 0. 56 ± 0. 04* 9. 49 ± 1. 12* 123. 19 ± 13. 56* 70. 34 ± 8. 68* 247. 82 ± 28. 25*

48 h 6 0. 81 ± 0. 05* 14. 86 ± 1. 41* 198. 58 ± 22. 67* 94. 55 ± 13. 07* 324. 68 ± 29. 81*

72 h 6 0. 95 ± 0. 04* 25. 71 ± 2. 16* 231. 74 ± 30. 18* 128. 84 ± 15. 06* 420. 36 ± 27. 31*

蒺藜高剂量组 24 h 6 0. 47 ± 0. 02△ 5. 37 ± 0. 64△▲ 92. 87 ± 9. 18△▲ 93. 48 ± 10. 39△ 170. 36 ± 22. 67△▲

48 h 6 0. 70 ± 0. 04△ 8. 95 ± 0. 81△▲ 145. 87 ± 17. 64△▲ 129. 54 ± 15. 31△ 261. 31 ± 26. 15△▲

72 h 6 0. 83 ± 0. 04△ 17. 13 ± 1. 82△ 170. 31 ± 21. 34△▲ 169. 51 ± 20. 62△ 334. 25 ± 27. 68△▲

蒺藜低剂量组 24 h 6 0. 50 ± 0. 03 7. 38 ± 0. 78△ 117. 54 ± 12. 31 77. 69 ± 8. 98 209. 21 ± 25. 14
48 h 6 0. 75 ± 0. 04 11. 19 ± 1. 28△ 189. 69 ± 20. 16 106. 64 ± 17. 91 301. 64 ± 27. 34
72 h 6 0. 88 ± 0. 05 20. 47 ± 2. 33△ 220. 36 ± 26. 46 145. 63 ± 16. 18 380. 91 ± 28. 34

缬沙坦组 24 h 6 0. 44 ± 0. 03△▲ 6. 24 ± 0. 77△ 97. 89 ± 9. 98△ 91. 61 ± 9. 12△ 183. 47 ± 21. 34△

48 h 6 0. 68 ± 0. 03△ 9. 67 ± 1. 36△ 156. 45 ± 16. 48△ 124. 87 ± 15. 02△ 264. 33 ± 22. 18△▲

72 h 6 0. 79 ± 0. 05△ 18. 54 ± 2. 14△ 175. 97 ± 20. 67△ 162. 89 ± 17. 08△ 361. 67 ± 25. 54△

注: 与正常组同时间点比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组同时间点比较，△P ＜ 0. 05; 与蒺藜低剂量组同时间点比较，▲P ＜ 0. 05
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NF-κB p65、JAK2、GnＲH、PKC 表达下降，IKK-α、
IκBα 表达升高; 蒺藜低剂量组 IKK-β、NF-κB
p65、AT1、PKC 表达降低，IKK-α、IκBα 表达升
高; 缬沙坦组显著下调 IKK-β、NF-κB p65、AT1、
GnＲH、PKC，上 调 IKK-α、 IκBα 表 达 ( P ＜
0. 05) 。与缬沙坦组比较，蒺藜高剂量组差异无统
计学意义 ( P ＞ 0. 05) ，蒺藜低剂量组上调 IKK-β、
NF-κB p65 表达，下调 IKK-α、IκBα 表达 ( P ＜
0. 05) 。与蒺藜低剂量组比较，蒺藜高剂量组显著
降低 IκBα、IKK-β、NF-κB p65、Gn ＲH、P13K 表
达，上调 IKK-α、IκBα表达 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 3 各组下丘脑神经元相关因子 mＲNA 和蛋白质
表达比较

根据 2. 2 初筛结果，我们推测 IKK-β /NF-κB
通路是蒺藜调节下丘脑神经元数量、形态、功能的

主要通路之一，因此，在 1. 5. 2 药理学观察中确定
相关因子为 IκBα、IKK-β、NF-κB p65，为了全面
研究，同时确定 NF-κB p50 这一重要因子。表 3、
表 4 示，与正常组比较，模型组下丘脑神经元细胞
IKK-β、NF-κB p50、NF-κB p65 mＲNA和蛋白表达
显著上调，IκBα表达显著下调 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模
型组比较，缬沙坦组和蒺藜组 IKK-β、NF-κB p50、
NF-κB p65 的表达显著下调，IκBα 表达显著上调
( P ＜ 0. 05) 。与缬沙坦组比较，蒺藜组 NF-κB p65、
IKK-β表达下调，IκBα表达上调 ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

下丘脑中核转录因子 NF-κB 家族分布广泛，
通常与抑制蛋白 IκB 结合呈非激活状态。AngⅡ与
其受体AT1结合后，可以激活 IKK-β / NF-κB通路

表 2 各组下丘脑神经元细胞相关因子 mＲNA表达初筛比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 IκBα IKK-α IKK-β NF-κB p65 JAK2

正常组 6 1. 01 ± 0. 03 1. 03 ± 0. 05 1. 02 ± 0. 04 1. 06 ± 0. 03 1. 04 ± 0. 07
模型组 6 0. 33 ± 0. 04* 0. 21 ± 0. 06* 14. 58 ± 0. 31* 15. 31 ± 0. 36* 2. 15 ± 0. 07*

蒺藜高剂量组 6 0. 86 ± 0. 07△▲ 0. 75 ± 0. 04△▲ 8. 57 ± 0. 12△▲ 7. 79 ± 0. 12△▲ 1. 93 ± 0. 08△

蒺藜低剂量组 6 0. 62 ± 0. 06△ 0. 64 ± 0. 08△ 11. 88 ± 0. 08△ 12. 48 ± 0. 15△ 1. 96 ± 0. 18
缬沙坦组 6 0. 85 ± 0. 02△▲ 0. 83 ± 0. 06△▲ 6. 63 ± 0. 11△▲ 7. 94 ± 0. 13△▲ 1. 79 ± 0. 09△

组别 样本数 STAT3 AT1 GnＲH PKC PI3K

正常组 6 1. 02 ± 0. 09 1. 03 ± 0. 07 1. 05 ± 0. 05 1. 07 ± 0. 06 1. 06 ± 0. 04
模型组 6 1. 67 ± 0. 19* 2. 01 ± 0. 14* 2. 35 ± 0. 17* 1. 66 ± 0. 04* 1. 86 ± 0. 13*

蒺藜高剂量组 6 1. 55 ± 0. 03 1. 44 ± 0. 05△ 1. 69 ± 0. 06△▲ 1. 48 ± 0. 04△ 1. 88 ± 0. 05▲

蒺藜低剂量组 6 1. 64 ± 0. 09 1. 52 ± 0. 05△ 2. 13 ± 0. 14 1. 37 ± 0. 07△ 1. 72 ± 0. 09
缬沙坦组 6 1. 45 ± 0. 12 1. 48 ± 0. 05△ 1. 88 ± 0. 14△ 1. 47 ± 0. 06△ 1. 85 ± 0. 07

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05; 与蒺藜低剂量组比较，▲P ＜ 0. 05

表 3 各组下丘脑神经元细胞相关因子 mＲNA表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 IκBα IKK-β NF-κB p50 NF-κB p65

正常组 6 1. 06 ± 0. 08 1. 01 ± 0. 09 1. 05 ± 0. 07 1. 03 ± 0. 05
模型组 6 0. 23 ± 0. 08* 15. 92 ± 1. 86* 11. 82 ± 1. 03* 16. 46 ± 1. 67*

拮抗剂组 6 0. 67 ± 0. 06 5. 21 ± 0. 79 3. 27 ± 0. 47 6. 26 ± 0. 71
蒺藜组 6 0. 54 ± 0. 06△▲ 7. 68 ± 1. 12△ 5. 45 ± 0. 68△ 8. 51 ± 0. 71△▲

蒺藜 +拮抗剂组 6 0. 78 ± 0. 05 4. 18 ± 0. 63 2. 22 ± 0. 67 4. 17 ± 0. 84
缬沙坦组 6 0. 43 ± 0. 03△ 8. 61 ± 1. 09△ 6. 55 ± 0. 72△ 10. 63 ± 0. 65△

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05; 与缬沙坦组比较，▲P ＜ 0. 05

表 4 各组下丘脑神经元细胞相关因子蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 IκBα IKK-β NF-κB p50 NF-κB p65

正常组 6 0. 72 ± 0. 05 0. 26 ± 0. 03 0. 24 ± 0. 04 0. 29 ± 0. 03
模型组 6 0. 31 ± 0. 04* 0. 67 ± 0. 06* 0. 77 ± 0. 07* 0. 81 ± 0. 09*

拮抗剂组 6 0. 61 ± 0. 07 0. 39 ± 0. 04 0. 36 ± 0. 06 0. 46 ± 0. 05
蒺藜组 6 0. 51 ± 0. 04△ 0. 41 ± 0. 03△▲ 0. 49 ± 0. 05△ 0. 56 ± 0. 06△

蒺藜 +拮抗剂组 6 0. 68 ± 0. 06 0. 32 ± 0. 03 0. 31 ± 0. 03 0. 37 ± 0. 04
缬沙坦组 6 0. 48 ± 0. 04△ 0. 51 ± 0. 04△ 0. 47 ± 0. 05△ 0. 61 ± 0. 07△

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05; 与缬沙坦组比较，▲P ＜ 0. 05
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导致炎症反应［6 － 8］。研究证实，IKK-β /NF-κB通路
的活化及其所诱发的炎症反应参与高血压、神经退
行性变、肥胖等多种中枢调节异常疾病的关键环
节［9］。随着年龄的增长，脑细胞逐渐衰老，脑重
量下降、神经元数量减少、脑功能减退，而下丘脑
衰老的具体表现之一即是对血压调节能力的降

低［10］。激活下丘脑内侧基底部和背内侧核 IKK-β /
NF-κB信号通路可加强小鼠促阿片黑皮素前体神经
元合成与释放、加强黑皮素 4 受体的表达，导致小
鼠血压快速增高［11］，且增龄和高血压在激活下丘

脑 IKK-β /NF-κB通路过程中具有协同作用［12］，而
下丘脑低度炎症状态和 IKK-β /NF-κB 通路的活化
亦可加剧老年高血压的发生、发展，造成恶性循环。
神经元结构和功能的完整性是维持神经正常功

能的基础，其轴突是神经元易于受损的细胞部位。
本研究中，在 AngⅡ的诱导下，下丘脑神经元出现
轴突长度减小、胞体肿胀等形态改变，且细胞数量
增多、凋亡率上升，应用蒺藜干预后，下丘脑神经
元细胞数量和凋亡率下降、神经元轴突长度增加、
胞体肿胀减轻，提示其可有效改善 AngⅡ诱导的下
丘脑神经元细胞损伤，并呈现一定的剂量依赖性。
蒺藜味苦辛、性温，功善补肾平肝、化湿祛

痰、活血化瘀，为补肾平肝要药，是中医心血管内
科和神经内科的常用药。既往研究发现，蒺藜可以
改善 AngⅡ、氧化型低密度脂蛋白 ( ox-LDL) 所诱
导的血管内皮细胞增生、功能紊乱和内皮损伤，证
实了其降压、抗动脉粥样硬化的药效［3］，但其作
用机制是以中枢降压为主抑或是以改善血管功能为

主尚未明确。本研究结果显示，蒺藜可有效抑制
AngⅡ诱导的下丘脑神经元细胞中 NF-κ B p65 的活
化，升高 IKK-α、IκBα 表达，降低 IKK-β /NF-κB
通路活性，改善下丘脑神经元的炎症状态。在以
IKK-β 拮抗剂 TPCA-1 阻断了 IKK-β /NF-κB 通路
后，细胞 IKK-β /NF-κB 通路相关基因、蛋白改变
基本恢复正常，说明 IKK-β /NF-κB 通路的活化在
AngⅡ诱导的下丘脑神经元病理改变中具有重要的
作用; 应用蒺藜和 TPCA-1 同时干预时，下丘脑神
经元 IKK-β /NF-κB 通路重要的基因、蛋白改变基
本恢复正常，蒺藜药效表现不明显，推测一方面由

于 TPCA-1 作用强大，另一方面也说明 IKK-β /
NF-κB通路可能是蒺藜的作用靶点。因此，我们推
测蒺藜降压可能与其调节下丘脑 IKK-β /NF-κB 信
号通路活性密切相关。但是，蒺藜和 TPCA-1 同时
干预细胞时，下丘脑神经元的凋亡率低于蒺藜或

TPCA-1 单独干预，推测蒺藜和 TPCA-1 可能具有
一定的协同作用，或 IKK-β /NF-κB 通路只是其作
用靶点之一，蒺藜还有其他的靶点和作用通路有待

深入研究。本研究中以蒺藜全药材超微粉进行观
察，未能充分明确其有效成分，复杂成分导致药物

表现出多靶点效应，因此，其药理机制和确切的作

用靶点尚有待进一步研究。
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Effects of Jili［Tribulus terrestris L． 蒺藜］on IKK-β/NF-κB Signaling Pathway in Hypothalamic Neuron Injury
Induced by Angiotensin Ⅱ
GUO Jinhao1，JIANG Yuehua2，YANG Chuanhua2，WANG Zhen1，2

( 1． First School of Clinical Medicine，Shandong University of Traditional Chinese Medicine，Jinan，250355; 2． Affiliated Hospital of
Shandong University of Traditional Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To explore the potential mechanism of Jili［Tribulus terrestris L． 蒺藜］in the treatment of
hypertension． Methods The hypertension cell model was induced by angiotensin Ⅱ ( AngⅡ ) in the primary
cultured hypothalamic neurons from neonatal Wistar rats． During the pharmacodynamics observation，the cells were
divided into 5 groups: model group ( 2 × 10 －6mol /L AngⅡ) ，low dose Jili group ( preincubated with 3μg /ml Jili for
2 hours，then 2 × 10 －6mol /L AngⅡ was added) ，high dose Jili group ( preincubated with 30 μg /ml Jili for 2 hours，
then 2 × 10 －6mol /L AngⅡ was added) ，Valsartan group ( preincubated with 10 －5mol /L Valsartan for 2 hours，then
2 × 10 －6mol /L AngⅡ was added ) and control group ( with no intervention ) ． Then the cell number，the axonal
length，the soma area，the survival rate and the apoptosis rate in each group were detected at the 24th，48th and 72nd
hour after AngⅡ intervention． Also，the mＲNA expression level of some cytokines，such as IκBα，IKK-α，IKK-β，
NF-κB p65，JAK2，STAT3，AT1，GnＲH，PKC and PI3K，were detected at the 72nd hour． During the pharmacolo-
gical observation，the cells were divided into 6 groups: model group ( 2 ×10 －6mol /L AngⅡ) ，Jili group ( preincubated
with 30μg /ml Jili for 2 hours，then 2 ×10 －6mol /L AngⅡwas added) ，Valsartan group ( preincubated with 10 －5mol /L
Valsartan for 2 hours，then 2 × 10 －6mol /L AngⅡ was added ) ，antagonist group ( preincubated with 20 μmol /L
TPCAK-1 for 2 hours，then 2 × 10 －6mol /L AngⅡ was added) ，Jili plus antagonist group ( preincubated with 30μg /
ml Jili and 20μmol /L TPCA-1 for 2 hours，then 2 × 10 －6mol /L AngⅡ was added) and control group ( with no inter-
vention) ． Then based on the results of pharmacodynamics observation，the action time of AngⅡ and the related cyto-
kines were determined． Also，the expression level of mＲNA and protein of related cytokines of each group were detected．
Ｒesults Compared with those in the control group，the cell number，the soma area，the survival rate and the apopto-
sis rate in the model group increased significantly，while the axonal length deceased significantly at each time point
after 24 hours after AngⅡ intervention; compared with those in the model group，the cell numbers，the soma areas，
the survival rates and the apoptosis rates in the high dose Jili group and Valsartan group decreased significantly，while
the axonal lengths increased significantly ( P ＜ 0. 05) ． Compared with those in the control group，the expression levels
of IKK-β，NF-κB p65，JAK2，STAT3，AT1，GnＲH，PKC and PI3K increased significantly，while the levels of IKK-α
and IκBα decreased significantly in the model group ( P ＜ 0. 05 ) ． Compared with those in the model group，the
expression levels of IKK-β，NF-κB p65，JAK2，AT1，GnＲH and PKC decreased，and the levels of IKK-α and IκBα
increased in the high does Jili group; the expression levels of IKK-β，NF-κB p65，AT1 and PKC decreased，and the
levels of IKK-α and IκBα increased in the low does Jili group; the expression levels of IKK-β，NF-κB p65，AT1，
GnＲH and PKC decreased，and the levels of IKK-α and IκBα increased in Valsartan group ( P ＜ 0. 05) ． Based on
the results above，the intervention time of AngⅡ was determined as 24h，and the related cytokines were determined
as IκBα，IKK-β，NF-κB p65 and NF-κB p50． Compared with those in the control group，the expression levels of the
mＲNA and the protein of IKK-β，NF-κB p50 and NF-κB p65 increased，while those of IκBα decreased in the model
group; compared with those in the model group，the expressions of IKK-β，NF-κB p50 and NF-κB p65 decreased，
while the expression of IκBα increased in Valsartan group and Jili group; compared with those in Valsartan group，the
expressions of NF-κB p65 and IKK-β decreased，while the expression of IκBα increased in Jili group ( P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusion Jili could maintain the function of the blood pressure regulation center，and its potential mechanism of
anti-hypertension might be related to regulating the IKK-β /NF-κB signaling pathway in hypothalamic neurons．
Keywords hypertension; Jili［Tribulus terrestris L． 蒺藜］; hypothalamic neuron; IKK-β /NF-κB signaling pathway;
mechanism of anti-hypertension; angiotensin Ⅱ
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