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揖摘要铱 摇 目的: 探讨丁苯酞对睡眠剥夺大鼠脑额叶高迁移率族蛋白 1 (HMGB1) 和晚期糖基化终产物受体

(RAGE)表达的影响。 方法: 建立 Sprague Dawley(SD)大鼠慢性睡眠剥夺和丁苯酞干预模型,共分为 3 组(n= 6):
大平台对照组、慢性睡眠剥夺组、慢性睡眠剥夺+丁苯酞组,慢性睡眠剥夺组采用睡眠剥夺箱对大鼠进 28 d,18 h / d
的睡眠剥夺,慢性睡眠剥夺+丁苯酞组在睡眠剥夺 28 d 后腹腔注射丁苯酞 100 mg / (kg·d),共 14 d。 各组大鼠取

脑部标本,免疫组化检测额叶高迁移率族蛋白 1 (HMGB1)、核转录因子 kappB(NF鄄资B) p65 表达,Western blot 检测

大鼠额叶 HMGB1、沉默信息调节因子 1(SIRT1)、晚期糖基化终产物(RAGE)、NF鄄资B 表达。 结果: 与大平台对照

组比较,慢性睡眠剥夺组大鼠额叶 HMGB1、RAGE、细胞核 NF鄄资Bp65 表达显著增多(P 均<0. 05),而 SIRT1 表达显

著减少(P<0. 05);与慢性睡眠剥夺组比较,慢性睡眠剥夺+丁苯酞组大鼠额叶 HMGB1、RAGE、细胞核 NF鄄资Bp65 表

达显著减少(P 均<0. 05),而 SIRT1 表达显著增加(P<0. 05)。 结论: 丁苯酞可通过改变慢性睡眠剥夺大鼠额叶

HMGB1 和 RAGE 表达,减少 NF鄄资Bp65 的核转移,抑制额叶 HMGB1 / RAGE / NF鄄资B 信号通路。
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[ABSTRACT] Objective: To investigate the effects of Butylphthalide on the expressions of HMGB1 and RAGE in frontal lobe of rats after chronic sleep
deprivation. Methods: Chronic sleep deprivation and butylphthalide treatment was performed in Sprague Dawley(SD)rats and the rats were divided into
three groups (n=6): platform control group, chronic sleep deprivation group and chronic sleep deprivation + butylphthalide intervention group. Rats suf鄄
fering chronic sleep deprivation were put in multiple platforms box for 18 h per day and sleep deprivation lasted for 28 days. Rats in butylphthalide inter鄄
vention group were intraperitoneally injected with butylphthalide 100 mg / (kg·d) for 14 days after sleep deprivation. After collecting brains, high鄄mobil鄄
ity group box (HMGB1) and nuclear transcription factor kappB (NF鄄资B)p65 were detected by immunohistochemistry. The expression of HMGB1, silent
information regulator of transcription 1 (SIRT1), receptor for advanced glycation end鄄products (RAGE) and NF鄄资B in frontal lobe were determinated by
Western blot. Results: Compared with platform control group, the expression levels of HMGB1, RAGE and nuclear NF鄄资B p65 were increased signifi鄄
cantly, while the expression of SIRT1 was decreased siginificantly in frontal lobe of chronic sleep deprivation group (all P<0. 05) . Compared with chronic
sleep deprivation group, the expression levels of of HMGB1, RAGE and nuclear NF鄄资B p65 were decreased significantly, while the expression of SIRT1
was increased significantly in chronic sleep deprivation + butylphthalide intervention group ( all P < 0. 05) . Conclusion: Butylphthalide can inhibit
HMGB1 / RAGE / NF鄄资B pathway in frontal lobe of rats after chronic sleep deprivation by changing the expression of HMGB1 and RAGE, and reducing the
nuclear translocation of NF鄄资Bp65.
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摇 摇 高迁移率族蛋白 1 ( high鄄mobility group box,
HMGB1)是危险信号分子家族的成员[1],是一种非

组蛋白结合蛋白。 在正常生理条件下,HMGB1 位于

多种细胞的细胞核内,与 DNA 结合,稳定染色体结

构,调节转录和翻译[2]。 在应激情况下,HMGB1 的

赖氨酸残基被乙酰化,并从细胞核转移到细胞外空

间,可与跨膜受体晚期糖基化终产物( receptor for
advanced glycation end鄄products, RAGE ) 受 体 结

合[3]。 RAGE 受体是第一个被发现的 HMGB1 受

体,HMGB1 与 RAGE 受体结合后可触发核转录因子

kappB(nuclear transcription factor kappB, NF鄄资B)通
路[4],引起炎症反应。 HMGB1 已被证实与脑缺血
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缺氧、癫痫等多种疾病相关[5, 6],可导致神经炎症的

级联反应。 丁苯酞与芹菜籽中提取的左旋芹菜甲素

结构相同,具有广泛的化学作用,本课题组的前期研

究表明,丁苯酞可抑制慢性睡眠剥夺导致的大鼠额

叶小胶质细胞活化和炎症因子生成[7],丁苯酞也可

抑制脑缺血时 NF鄄资B 表达[8],但丁苯酞对慢性睡眠

剥夺后脑部 HMGB1 和 NF鄄资B 的影响尚不明确。 基

于 HMGB1 在神经炎症中的作用,推测慢性睡眠剥

夺可能影响大鼠额叶 HMGB1 表达。 本研究拟通过

动物实验探讨丁苯酞对慢性睡眠剥夺大鼠脑部额叶

HMGB1 及信号通路的影响,为今后治疗措施的提出

提供理论支持。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物及分组

成年雄性 Sprague Dawley(SD)大鼠 18 只,购自

上海斯莱克动物公司,许可证号为 SCXK 沪 2012—
0002。 大鼠饲养的室温为(20依1)益,每日 12 h 光

照,可自由获得水和食物。 SD 大鼠共分为 3 组:大
平台对照组、慢性睡眠剥夺组、慢性睡眠剥夺+丁苯

酞组,每组 6 只。
1. 2摇 试剂

细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒(碧云天

生物技术公司, 产品编号 P0027 ); 二喹啉甲酸

(bicinchoninic acid,BCA)蛋白浓度测定试剂盒(碧
云天生物技术公司,产品编号 P0009);HMGB1 多克

隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司,产品编号

bs鄄55098R);沉默信息调节因子 1(silent information
regulator of transcription 1, SIRT1)多克隆抗体(北京

博奥森生物技术有限公司,产品编号 bs鄄0291R);
RAGE 多克隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司,
产品编号 bs鄄4999R);NF鄄资B p65 多克隆抗体(北京

博奥森生物技术有限公司,产品编号 bsm鄄33117M);
肌动蛋白多克隆一抗(actin,北京博奥森生物技术有

限公司,产品编号 bs鄄10966R);核纤层蛋白 B 多克

隆一抗(Lamin B,碧云天生物技术公司,产品编号

AF1408);二氨基联苯胺(diaminobenzidine,DAB)显
色试剂盒(碧云天生物技术公司,产品编号 P0202);
辣根过氧化物酶标记多克隆二抗(北京博奥森生物

技术有限公司,产品编号 bs鄄40295G鄄HRP);超敏电

化学发光(Electro鄄Chemi鄄Luminescence,ECL)底物试

剂盒(碧云天生物技术公司,产品编号 P0018AS)。
1. 3摇 大鼠慢性睡眠剥夺和丁苯酞干预模型的建立

参照既往方法[9] 建立大鼠慢性睡眠剥夺模型。
睡眠剥夺箱中有 8 个圆柱状小平台,小平台的直径

为 6. 5 cm,高度为 8. 0 cm,小平台间的距离为 15
cm,箱内注满水,水面位于平台下 1. 5 cm 处。 从每

日 16:00 至次日 10:00 将大鼠放入睡眠剥夺箱内,
大鼠可在小平台上摄取水和食物,并可在小平台间

活动,当大鼠进入睡眠时会因为肌肉松弛跌入水中

而清醒,从而达到睡眠剥夺的目的,每日余下的 6 h
将大鼠放回饲养笼中休息,共进行 28 d 的睡眠剥

夺。 大平台对照组所使用的大平台箱和睡眠剥夺箱

类似,但在小平台间有细密的铁丝网,避免大鼠睡眠

时落入水中,大鼠位于大平台箱的时间和睡眠剥夺

组相同。 慢性睡眠剥夺+丁苯酞组大鼠在睡眠剥夺

28 d 后腹腔注射丁苯酞 100 mg / (kg·d) [10],共 14
d。 慢性睡眠剥夺组和大平台对照组为腹腔注射同

等量的生理盐水。
1. 4摇 取材

各组大鼠于干预结束后随机选取 3 只,麻醉后

迅速取新鲜额叶脑组织,用于 Western blot 检测,余
下 3 只于麻醉后中性甲醛心脏灌注,取脑后石蜡包

埋。
1. 5摇 免疫组化检测大鼠额叶 HMGB1、NF鄄资B p65
表达

大鼠额叶蜡块切成 4 滋m 厚度,烘烤脱蜡后行

抗原修复并对内源性酶进行灭活,分别与 1 颐 200 的

多克隆 HMGB1 或 1 颐 400 的多克隆 NF鄄资B p65 一

抗孵育过夜,冲洗后与 1 颐 1 000 的多克隆二抗孵

育,DAB 显色后封片。 显微镜下观察 HMGB1、NF鄄
资B 表达,阳性细胞呈棕黄色,每张切片于 400 倍下

随机选取额叶的 3 个视野,拍照后对 HMGB1 阳性

信号采用 Image鄄Pro Plus 5. 0 软件分析累积光密度

(integrated optical density,IOD),而对 NF鄄资B p65 阳

性细胞,则计数每个视野的细胞核 NF鄄资B p65 阳性

细胞数并取其平均值。
1. 6摇 Western blot 检测大鼠额叶 HMGB1、SIRT1、
RAGE、NF鄄资B 表达

取部分新鲜大鼠额叶脑组织,按细胞核蛋白与

细胞浆蛋白抽提试剂盒说明书操作,即新鲜组织切

成细小碎片后,加入配制好的组织匀浆液,混合并在

低温下充分匀浆,冰浴静置后低温离心,分离上清液

和沉淀,在沉淀中按说明要求先后加入细胞浆蛋白

抽提试剂、细胞核蛋白抽提试剂,并多次剧烈振荡、
低温离心后得到细胞浆和细胞核蛋白,并进行蛋白

定量后用于检测 NF鄄资B 表达。 其他新鲜额叶组织

于低温下提取总蛋白。 使用 BCA 法对细胞核、浆蛋

白及总蛋白进行浓度测定。 在蛋白样品中加适量的

上样缓冲液后,使用配制好的聚丙烯酰胺凝胶进行
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电泳分离,随后将蛋白印迹转移到硝酸纤维素膜上,
5%脱脂奶粉封闭。 含有核、浆蛋白的膜与 NF鄄资B(1
颐 800)一抗或 Lamin 一抗(1 颐 1 000),含总蛋白的

膜与 HMGB1(1 颐 800)、SIRT1(1 颐 500)、RAGE(1 颐
500)或 Actin(1 颐 1 000)一抗低温孵育过夜后,与稀

释后的辣根过氧化物酶标记二抗孵育后 ECL 显影,
凝胶成像系统分析条带灰度。 以目的条带与相应内

参的灰度比为目的蛋白的表达量。
1. 7摇 统计学处理

计量资料以均数依标准差(軃x依s)表示,使用 SPSS
20. 0 软件对结果进行统计学分析,对数据进行单因

素方差分析,组间两两比较采用 SNK 检验。

2摇 结果

2. 1摇 丁苯酞对睡眠剥夺大鼠脑额叶 HMGB1 表达

的影响

HMGB1 表达于细胞核和细胞质中,大平台对照

组大鼠额叶皮质 HMGB1 阳性细胞呈淡棕色,数量

较少; 与大平台对照组比较, 慢性睡眠剥夺组

HMGB1 阳性细胞数量增多,呈深棕色,IOD 显著增

加(P<0. 05,图 1A鄄C,表 1);慢性睡眠剥夺+丁苯酞

组大鼠的 HMGB1 阳性细胞染色较慢性睡眠剥夺组

浅,IOD 明显减少(P<0. 05,图 1A鄄C,表 1)。 West鄄
ern blot 检测表明,与大平台对照组比较,慢性睡眠

剥夺大鼠额叶 HMGB1 表达显著增加;而丁苯酞可

显著抑制慢性睡眠剥夺引起的 HMGB1 表达增加(P
均<0. 05,图 1D,表 1)。

Fig. 1 摇 The expressions of HMGB1 in frontal lobe of rats in
three groups by immunohistochemistry (A鄄C) and Western
blot (D)

Tab. 1摇 Expressions of HMGB in three groups (軃x依s, n=3 )

Group HGMB IOD HMGB
Platform 231. 80依14. 41 0. 20依0. 02
Sleep deprivation 404. 91依12. 89* 0. 65依0. 02*

Sleep deprivation+
butylphthalide intervention 296. 81依 5. 19*# 0. 38依0. 03*#

摇 摇 *P<0. 05 vs platform group; #P<0. 05 vs sleep deprivation
group

2. 2摇 丁苯酞对睡眠剥夺大鼠脑额叶 SIRT1、RAGE
表达的影响

Western blot 检测提示,与大平台对照组比较,
慢性睡眠剥夺组大鼠额叶 SIRT1 表达显著减少,而
RAGE 表达显著增加(P<0. 05,图 2,表 2);丁苯酞

可逆转慢性睡眠剥夺引起的额叶 SIRT1 和 RAGE 表

达的改变(P<0. 05,图 2,表 2)。

Fig. 2摇 The expressions of SIRT1 and RAGE in frontal lobe of
rats three groups by Western blot

Tab. 2摇 Expressions of SIRT1 and RAGE in three groups (軃x依
s, n=3 )

Group SIRT1 RAGE
Platform 0. 54依0. 03 0. 22依0. 01
Sleep deprivation 0. 25依0. 04* 0. 63依0. 03*

Sleep deprivation+
butylphthalide intervention 0. 49依0. 02*# 0. 55依0. 02*#

摇 摇 *P<0. 05 vs platform group; #P<0. 05 vs sleep deprivation
group

2. 3摇 丁苯酞对睡眠剥夺大鼠脑额叶 NF鄄资B p65 表

达的影响

NF鄄资B p65 在细胞质和细胞核均有表达,呈棕

黄色。 在大平台对照组,NF鄄资B p65 主要表达于神

经细胞的细胞质,细胞核表达较少(图 3A)。 与大

平台对照组比较,慢性睡眠剥夺组细胞核 NF鄄资B
p65 阳性细胞明显增多(P<0. 05,图 3B, 表 3),细胞

核染色增强,部分呈棕黑色表达;慢性睡眠剥夺+丁
苯酞组细胞核 NF鄄资B p65 阳性细胞较慢性睡眠剥夺

组显著减少(P<0. 05,图 3C,表 3)。
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Western blot 检测结果表明,与大平台对照组比

较,慢性睡眠剥夺组大鼠额叶细胞核 NF鄄资B p65 表

达显著增加;丁苯酞可抑制慢性睡眠剥夺引起的细

胞核 NF鄄资B p65 表达增加(P<0. 05,图 3D,表 3)。
与大平台对照组比较,慢性睡眠剥夺组大鼠额叶细

胞质 NF鄄资B p65 表达量显著减少(P<0. 05,图 3D,
表 3);慢性睡眠剥夺+丁苯酞组细胞质 NF鄄资B p65
表达量较慢性睡眠剥夺组增加,但差异无统计学意

义。

Fig. 3摇 The expressions of NF鄄资B p65 in frontal lobe of rats in
three groups by immunohistochemistry (A鄄C) and Western
blot (D)

3摇 讨论

本研究结果表明,慢性睡眠剥夺可导致大鼠额

叶 HMGB1 表达的增加,而丁苯酞可减少该表达。
HMGB1 是一种多功能蛋白,不仅可以结合 DNA 并

促进转录,还可以作为细胞因子诱导早期炎症反应,
并被 认 为 是 晚 期 炎 症 反 应 中 心 组 成 部 分[11]。
HMGB1 的功能受 其 乙 酰 化 水 平 调 节, 乙 酰 化

HMGB1 可从细胞核释放到细胞质及细胞外,与

RAGE 受体结合,激活 RAGE / NF鄄资B 信号通路,最
终导致神经炎症[4]。 SIRT1 作为一种去乙酰化酶,
广泛存在于机体的细胞核内,可以通过促进 HMGB1
的赖氨酸脱乙酰化来抑制 HMGB1 向细胞外的释

放[12, 13]。 在本研究中,慢性睡眠剥夺使大鼠额叶

SIRT1 表达减少,可导致 HMGB1 脱乙酰化减少,促
进乙酰化的 HMGB1 向细胞外释放,从而激活下游

信号通路。 已有研究表明,丁苯酞可上调慢性脑部

低灌注时 SIRT1 的表达[8],在本研究中,丁苯酞可

抑制慢性睡眠剥夺所致的 SIRT1 表达减少,提示丁

苯酞不仅可以减少慢性睡眠剥夺后的 HMGB1 表

达,还通过上调慢性睡眠剥夺后的 SIRT1 表达,促进

HMGB1 去乙酰化,减少其释放。 不仅如此,SIRT1
还参与各种与维持大脑生理功能相关的过程,包括

氧化应激、神经元分化和神经生成[14],在应激条件

和神经损伤时发挥对脑的保护和修复作用,已被认

为是神经退行性疾病的潜在的治疗靶点[15]。 据报

道,慢性睡眠剥夺与阿尔茨海默病相关[16],因此,丁
苯酞抑制慢性睡眠剥夺所致的 SIRT1 减少,不仅可

能减轻慢性睡眠剥夺后的脑部炎症反应,还可能对

睡眠剥夺诱发的神经退行性变发挥干预作用。
RAGE 是一种跨膜蛋白,在巨噬细胞、单核细胞

和神经细胞等多种细胞的膜上广泛表达。 在正常生

理情况下,RAGE 在细胞中的表达量较低,本实验中

慢性睡眠剥夺可使 RAGE 表达上调,这与既往的研

究结果一致[16]。 RAGE 与 HMGB1 的亲和力很高,
两者结合后可激活多种通路,包括 MAPK(丝裂原活

化蛋白激酶)、PI3K(磷脂酰肌醇 3 激酶)、Akt(蛋白

激酶 B)和 ERK 通路的激活[1],最终导致 NF鄄资B 活

化。 NF鄄资B 是细胞中重要的转录调节因子,通常以

p50鄄p65 异二聚体的形式存在。 在静息的细胞中,
NF鄄资B 与其抑制蛋白( inhibitor kappaB,I资B)形成复

合体,以无活性形式存在于胞浆中。 当细胞受细胞

外信号刺激后,I资B 激酶复合体( I资B kinase, IKK)
活化将 I资B 磷酸化,使 NF鄄资B 暴露核定位位点。 游

离的 NF鄄资B,即 p50鄄p65 异二聚体,迅速移位到细胞

核,与特异性 资B 序列结合,诱导相关基因转录[17]。
NF鄄资B 的核移位后,出现大量炎性细胞因子的表达,

Tab. 3摇 Expressions of NF鄄资B p65 in three groups (軃x依s, n=3 )

Group
Nuclear NF鄄资B p65

positive cells
(number / per field)

Nuclear NF鄄资B p65 Cytoplasmic NF鄄资B p65

Platform 7. 33依1. 52 0. 30依0. 02 0. 70依0. 01
Sleep deprivation 18. 67依2. 08* 0. 60依0. 04* 0. 48依0. 01*

Sleep deprivation+ butylphthalide intervention 12. 67依2. 08*# 0. 49依0. 02*# 0. 53依0. 03*

摇 摇 *P<0. 05 vs platform group; #P<0. 05 vs sleep deprivation group
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以及炎症反应的级联扩增[18鄄20]。 在本实验中,也观

察到慢性睡眠剥夺增加额叶神经细胞核中 NF鄄资B
p65 的表达,提示 NF鄄资B 的核移位,可能是既往实验

中观察到的神经炎症的原因[7],而丁苯酞不仅减少

睡眠剥夺所致的 RAGE 上调,而且抑制睡眠剥夺后

NF鄄资Bp65 的核内转移。
综上所述,本研究结果表明,丁苯酞可通过抑制

慢性睡眠剥夺后大鼠额叶 HMGB1 的表达增加并促

进 HMGB1 去乙酰化,及减少睡眠剥夺后的 RAGE
表达上调,从而减少 NF鄄资B p65 的核转移,抑制额叶

HMGB1 / RAGE / NF鄄资B 信号通路。 HMGB1 / RAGE /
NF鄄资B 信号通路在神经炎症中具有重要意义,并与

多种神经退行性疾病相关,因此本研究可能为丁苯

酞治疗慢性睡眠剥夺后脑部的神经病理改变提供依

据。
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