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摘要 目的 探究灯盏花素( Bre) 对大鼠模型中颅内动脉瘤
( IA) 的形成和对核因子 E2 相关因子 2 ( Nrf2 ) 途径的影响。
方法 通过弹性蛋白酶注射建立大鼠 IA 模型，将大鼠随机
分为假手术组、模型组、Bre 组，每组 15 只。Bre 组每天腹腔
注射 50 mg /kg Bre，假手术组和模型组腹腔注射等体积生理
盐水，持续 3 周，在此期间记录 IA 的发生率、生存率和收缩
压，免疫荧光染色和 qＲT-PCＲ 检测 α-平滑肌肌动蛋白( α-
SMA) 和平滑肌 22α ( SM22α ) 的表达。使用过氧化氢
( H2O2，0． 5 mmol /L) 处理大鼠血管平滑肌细胞( VSMC) 诱导
氧化损伤，然后与 Bre( 100 μmol /L) 或( 和) ML385 ( Nrf2 抑
制剂) 共孵育，Western blot、qＲT-PCＲ、ELISA、DCFH-DA 荧光
染色、流式细胞术分别检测 Nrf2、收缩表型相关蛋白和炎性
细胞因子的表达、活性氧的产生和细胞凋亡率。结果 在
IA大鼠中，Bre处理上调核 Nrf2 的表达，改善 IA 病理变化，
降低 IA的发生率，改善生存率，并降低收缩压。在 H2O2 处

理的 VSMC 中，Bre 预处理升高 Nrf2、抗氧化酶、α-SMA 和
SM22α的表达，降低基质金属蛋白酶( MMP) -2 和 MMP-9 表
达、活性氧的产生和细胞凋亡，减轻脑动脉中炎性细胞浸润
和促炎性细胞因子的表达。抑制 Nrf2 减弱了 Bre 预处理在
H2O2 处理的 VSMC中的治疗效果。结论 Bre 可有效降低
VSMC中的氧化应激和炎症反应，从而减轻大鼠中 IA 的形
成和破裂，其机制可能与 Nrf2 途径的激活有关。
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颅内动脉瘤( intracranial aneurysm，IA) 破裂是
蛛网膜下腔出血的主要原因，通常会导致神经功能

衰竭或死亡。显微外科手术和血管内干预在治疗
IA方面取得了重大进展，但发病率和死亡率仍然很
高［1］。IA发病机制包括 IA 相关的氧化应激、炎症
和血管肌细胞功能障碍［2］。因此，缓解炎症和氧化

应激的策略对于 IA 的治疗是迫切需要的。灯盏花
素( breviscapine，Bre) 是从灯盏花中提取的一种黄酮
类化合物，其基本活性成分是黄酮。它可以扩张血
管，降低血液粘度和改善微循环，并作为氧自由基的

清道夫［3］。此外，Bre 在治疗心血管和中枢神经系
统疾病方面显示出积极的效果［4 － 5］。Li et al［6］研究
发现 Bre通过其抗炎和抗氧化作用减轻短暂性脑缺
血 /再灌注引起的认知障碍。Li et al［7］研究表明 Bre
在创伤性脑损伤后通过调节核因子 E2 相关因子 2
( nuclear factor erythroid-2 related factor 2，Nrf2) 信号
通路提供神经保护作用。但 Bre在颅内动脉瘤中的
药理作用知之甚少。该研究通过建立 IA 大鼠模型
和过氧化氢( H2O2 ) 诱导血管平滑肌细胞( vascular
smooth muscle cell，VSMC) 氧化损伤模型，探究 Bre
对 IA形成及对 Nrf2 途径的影响。

1 材料与方法

1． 1 试剂和仪器 灯盏花素( breviscapine，Bre，纯
度 ＞ 98% ) ( 美国 Sigma-Aldrich 公司) ; 苏木精伊红
( HE) 染色试剂盒( 货号 C0105 ) 、比辛酸( BCA) 蛋
白浓度测定试剂盒( 货号 P0012 ) 、ECL 发光液( 货
号 P0018S) 、ＲIPA 裂解缓冲液( 货号 P0013B) 和活
性氧检测试剂盒( 货号 S0033S ) ( 碧云天生物公
司) ; TＲIzol试剂、NE-PEＲ核和细胞质提取试剂( 美
国 Thermo Scientific公司) ; One Step PrimeScriptTMⅢ
ＲT-qPCＲ Mix( 大连宝生物工程有限公司) ; 兔来源
一抗 Nrf-2 ( ab137550 ) 、平滑肌 22α ( smooth muscle
22α，SM22α) ( ab14106 ) 、Lamin B1 ( ab16048 ) 、基质
金属 蛋 白 酶 ( matrix metalloproteinase，MMP ) -2
( ab92536 ) 、MMP-9 ( ab76003 ) 、辣根过氧化物酶
( HＲP) 标记的山羊抗兔 IgG( ab205718) 和山羊抗兔
IgG H＆L ( Alexa Fluor ® 488 ) ( ab150077 ) 、源一抗
β-肌动蛋白( β-actin) ( ab8226 ) 、α-平滑肌肌动蛋白
( α-smooth muscle actin，α-SMA) ( ab7817 ) 、山羊抗
小鼠 IgG H＆L( Alexa Fluor ® 647 ) ( ab150115 ) 、兔
抗小鼠 IgG H＆L ( HＲP) ( ab6728 ) ( 英国 Abcam 公
司) ; 白细胞介素 1β( IL-1β) 、IL-6、单核细胞趋化蛋
白 1 ( monocyte chemoattractant protein 1，MCP-1 ) 和
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肿瘤坏死因子 α ( tumor necrosis factor-α，TNF-α )
ELISA试剂盒( 南京建成生物工程研究所) ; ML385
( Nrf2 抑制剂) ( 美国 MCE 公司) ; Annexin V /碘化
丙啶( PI) ( 美国 Invitrogen 公司) 。Gel Doc XＲ +凝
胶成像系统( 美国伯乐公司) ，ＲX51 光学显微镜( 日
本 Olympus 公司) ，多功能紫外酶标仪( 美国 Bio-
Ｒad 公司) ，高速离心机( 德国 Eppendorf 公司) ，荧
光显微镜( 德国徕卡) ，CytoFLEX 流式细胞仪( 美国
Beckman Coulter公司) 。
1． 2 动物建模和给药 SPF 级雄性 SD 大鼠 50
只，6 ～ 8 周龄，体质量 200 ～ 250 g，购自贵州医科大
学实验动物中心。动物饲养在温度 25 ℃左右、湿度
50%左右，12 /12 h光 －暗环境中，实验前适应性喂
养 1 周。将大鼠随机分为 3 组( n = 15 ) : 假手术组、
模型组、Bre组，Bre 剂量( 50 mg /kg) 根据 Li et al［7］

研究确定。
造模方法［8］及给药: 用 3%戊巴比妥钠腹腔注

射麻醉大鼠后，结扎大鼠的右颈总动脉，并将 10 μl
的 10 U /ml 弹性蛋白酶立体定向注入基底池，立即
施用血管紧张素Ⅱ以诱导全身高血压，假手术组大
鼠立体定向注射相等体积的生理盐水。Bre 组以 50
mg /kg的剂量腹腔注射给药，假手术组和模型组腹
腔注射等体积生理盐水，持续 3 周，采用袖带法测量
大鼠尾部收缩压。监测大鼠的存活 3 周，取大鼠颈
总动脉分叉部取动脉瘤组织标本和正常动脉组织标

本，检查 IA的发病率和破裂。
1． 3 免疫组化和 HE 染色 将动脉瘤组织和正常
动脉组织固定在 10%中性甲醛溶液中 24 h后，常规
脱水、透明和石蜡包埋，并切成 5 μm 截面，置于聚
赖氨酸涂覆的载玻片上，行 HE 染色。对于免疫组
织化学分析，用一抗 Nrf2 ( 1 ∶ 200 ) 4°C 孵育过夜，
PBS 洗涤，DAB 显色 5 min，PBS 洗 3 次，显微镜下观
察。
1． 4 免疫荧光染色 用 SM22α( 1 ∶ 400) 和 α-SMA
( 1 ∶ 200 ) 一抗在 4 ℃下孵育 5 μm 切片过夜，PBS
洗涤 3 次，加入荧光标记的二抗( 1 ∶ 1 000) ，室温孵
育 2 h，PBS洗涤 3 次，封片，荧光显微镜下观察。
1． 5 分离培养大鼠 VMSC 和细胞分组 向雄性
SD大鼠( n = 5 ) 注射肌肉松弛剂和麻醉剂，处死后
分离大鼠胸主动脉。去除组织的结缔外层，并使用
微型镊子剥离外膜。用镊子轻轻刮擦血管的内表
面，以除去内膜。然后，将中膜切成 1 mm3 的碎片，

并均匀地铺在 25 cm2 的培养瓶中。将所得 VMSC
在含有 10%胎牛血清( FBS) 、100 U /ml 青霉素和

100 mg /ml链霉素的 DMEM中培养，置于 37 ℃、5%
CO2 的条件下。实验仅使用第 4 ～ 6 代的 VSMC。
用单克隆 α-SMA 抗体进行的免疫荧光染色用于
VSMC的鉴定和表征。
1． 6 细胞分组和处理 本研究中用 H2O2 0. 5
mmol /L 处理 VSMC 12 h，以诱导氧化损伤。VSMC
分组情况如下: 对照组、H2O2 ( 0． 5 mmol /L) 组、H2O2

+ Bre( 100 μmol /L) 组、H2O2 + Bre( 100 μmol /L) +
ML385( Nrf2 抑制剂) 组。上述分组 Bre( 根据 He et
al［5］研究确定浓度) 和 ML385 ( 5 mmol /L) 分别预处
理 VSMC 24 h，然后用 H2O2 0. 5 mmol /L处理 12 h，
收获 VSMC用于后续实验。
1． 7 实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 检测谷氨酸
－半胱氨酸催化亚基( glutamate-cysteine ligase cat-
alytic subunit，GCLC )、NAD ( P ) H 醌脱氢酶 1
［NAD( P) H quinone dehydrogenase 1，NQO-1］、超
氧化物歧化酶 1 ( superoxide dismutase 1，SOD1 )、
α-SMA、SM22α mＲNA 水平 使用 TＲIzol 试剂从
VSMC或脑动脉中提取总 ＲNA，然后反转录成 cD-
NA，进行实时 PCＲ，引物序列见表 1。使用 β-actin
作为内参，使用 2 － ΔΔCt法计算相对 mＲNA水平。

表 1 引物序列

基因 引物序列( 5'-3')
SOD-1 上游: CCTCGGCAACGTGACTGCTA

下游: ACTTGGCTATTCCGATGACACC
GCLC 上游: GATGCCATCTAGCTCTAGCACATAGC

下游: CCGCTCGAGCCCAATTCGGCTTATG
NQO-1 上游: ACGGCGATGAGACGATG

下游: CTGAAACCCGCAGAAGT
α-SMA 上游: AGTCGCCATCAGGAACCTCGAG

下游: ATCTTTTCCATGTCGTCCCAGTTG
SM22α 上游: TTCTGCCTCAACATGGCCAAC

下游: CACCTTCACTGGCTTGGATC
GAPDH 上游: TGCCTCCTGCACCACCAACT

下游: CGCCTGCTTCACCACCTTC

1． 8 核质分离 按照 1. 6 项分组处理细胞后，用胰
蛋白酶消化收获 VSMC，用 PBS洗涤，并通过离心沉
淀。根据制造商的说明，使用 NE-PEＲ 核和细胞质
提取试剂从细胞中制备核和细胞质提取物。蛋白质
水平以相对于 Lamin B1( 核组分内参) 或 β-actin( 质
组分内参) 的相对比值进行测量。
1． 9 Western blot检测蛋白表达 ＲIPA 裂解液提
取 VSMC中总蛋白，BCA 测定总蛋白浓度。每孔上
样量 40 μg，用十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶
电泳分离并电转至 PVDF 膜，室温下用 5%脱脂奶
粉液封闭膜 2 h，加入一抗 Nrf2 ( 1 ∶ 500) 、Lamin B1
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( 1 ∶ 1 000) 、β-actin( 1 ∶ 1 000 ) 、α-SMA ( 1 ∶ 200 ) 、
SM22α ( 1 ∶ 250 ) 、MMP-2 ( 1 ∶ 1 000 ) 、MMP-9
( 1 ∶ 1 000) ，4 ℃孵育过夜，加 HＲP 标记的山羊抗
兔 IgG ( 1 ∶ 3 000 ) 和 兔 抗 小 鼠 IgG ( HＲP )
( 1 ∶ 2 000) ，室温孵育 2 h，洗膜，ECL 发光显色，拍
照。采用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值。
1． 10 ELISA 检测 VSMC 中细胞因子水平 按照
1. 6 项分组处理细胞后，1 062 r /min 离心 5 min，收
集细胞上清液，按照试剂盒说明书操作，检测 IL-
1β、IL-6、MCP-1 和 TNF-α含量。
1． 11 流式检测细胞凋亡 按照 1. 6 项分组处理细
胞后，收集细胞，用 PBS洗涤，再悬浮在 100 ml结合
缓冲液中。然后用 Annexin V 和 PI 在黑暗中孵育
10 min，用流式细胞仪进行分析。
1． 12 DCFH-DA 荧光染色检测活性氧( reactive
oxygen species，ＲOS) 产生 将细胞以 1 × 105 个 /
孔密度接种在 6 孔板中，按照 1. 6 项分组处理细胞
后，加入 DCFH-DA荧光探针( 1 ∶ 1 000 ) ，将细胞在
37 ℃ 下孵育 1 h。然后，用无血清 DMEM 洗涤
VSMC 3 次并悬浮在 PBS中。在流式细胞仪 488 nm
( 激发) 和 525 nm( 发射) 的波长下测量 DCFH 的荧
光强度。

1． 13 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行统计
分析，计量资料以平均值 ±标准差( ■x ± s) 表示，使用
对数秩检验分析 Kaplan – Meier 曲线，以确定生存
曲线之间存在统计学意义; 多组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 LSD-t检验，以 P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 灯盏花素可以防止大鼠模型中 IA 的形成和
破裂 在假手术组中，Nrf2 表达主要在细胞质中，IA
大鼠 Nrf2 表达下调且转移至细胞核中，Bre 治疗后
Nrf2 在核内表达增多。HE 结果显示，假手术组未
发现动脉内膜、VSMC和外膜损伤，并且细胞排列整
齐，结构完整。模型组大鼠内膜受损，VSMC 数量和
层数减少，动脉壁变薄，弹性纤维断裂和炎性细胞浸

润。Bre治疗减轻 IA 大鼠的病理损伤和炎性细胞
浸润程度，见图 1A。与假手术组比较，模型组 IA发
生率( 14 vs 0) 升高( P ＜ 0. 01) ，生存率降低，收缩压
升高( P ＜ 0. 01) ; 与模型组相比，Bre组的 IA发生率
( 12 vs 14) 降低( P ＜ 0. 01) ，见图 1B，生存率改善( P
＜ 0. 01 ) ，见图 1C，收缩压降低( P ＜ 0. 01 ) ，见图
1D。

图 1 灯盏花素可以防止大鼠模型中 IA的形成和破裂
A: Nrf2 免疫组化和 HE染色 × 400; B: 颅内动脉瘤发生率; C; 各组大鼠生存率; D; 各组大鼠收缩压; 与假手术组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模

型组比较: ##P ＜ 0. 01
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2． 2 灯盏花素恢复 IA 大鼠中收缩相关基因的表
达 如图 2 所示，与假手术组比较，模型组脑动脉瘤
中 α-SMA和 SM22α 荧光密度降低( t = 36. 63，P ＜
0. 01; t = 23. 73，P ＜ 0. 01) ，α-SMA 和 SM22α mＲNA
水平( t = 23. 90，P ＜ 0. 01; t = 23. 70，P ＜ 0. 01 ) 和蛋
白表达水平 ( t = 34. 08，P ＜ 0. 01; t = 31. 52，P ＜
0. 05) 均下调; 与模型组比较，Bre 预处理增加 α-
SMA和 SM22α的荧光密度( t = 25. 36，P ＜ 0. 01; t =
23. 63，P ＜ 0. 01 ) ，上调 α-SMA 和 SM22α mＲNA 水
平( t = 15. 45，P ＜ 0. 01; t = 13. 51，P ＜ 0. 01 ) 和蛋白
表达水平( t = 7. 40，P ＜ 0. 01; t = 8. 52，P ＜ 0. 05) 。
2． 3 在 H2O2 诱导的 VSMC 中灯盏花素可激活

Nrf2 途径 如图 3 所示，在 H2O2 处理后，VSMC 中
的核 Nrf2 表达上调( t = 5. 04，P ＜ 0. 05 ) ，胞质 Nrf2
表达下调( t = 5. 71，P ＜ 0. 01) ，Bre 预处理 VSMC 上
调核 Nrf2 表达( t = 13. 51，P ＜ 0. 01) ，下调胞质 Nrf2
表达( t = 6. 28，P ＜ 0. 01 ) 。与假手术组比较，虽然
模型组表现出 SOD-1、GCLC和 NQO1 mＲNA水平的
升高，但 Bre组表现出更高的上调 ( F = 231. 50，P ＜
0. 01; F = 101. 60，P ＜ 0. 01; F = 61. 34，P ＜ 0. 01) 。
2． 4 灯盏花素通过 Nrf2 途径抑制 H2O2 诱导的

VSMC表型切换和促炎细胞因子的产生 如图 4
所示，H2O2 处理下调 VSMC 中 α-SMA 和 SM22α 的
表达( t = 25. 25，P ＜ 0. 01; t = 34. 08，P ＜ 0. 01) ，上调

图 2 灯盏花素对 IA大鼠中收缩相关基因表达的影响
A: 免疫荧光染色检测 α-SMA和 SM22α 表达 × 400; B: 荧光强度统计; C: α-SMA 和 SM22α mＲNA 水平; D: Western blot 检测 α-SMA 和

SM22α蛋白表达; E: 蛋白相对表达量; 与假手术组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01
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MMP-2 和 MMP-9 的表达( t = 24. 58，P ＜ 0. 01; t =
20. 75，P ＜ 0. 01 ) ; Bre 预处理组上调 VSMC 中 α-
SMA 和 SM22α 的表达 ( t = 11. 28，P ＜ 0. 01; t =
13. 80，P ＜ 0. 01 ) ，下调 MMP-2 和 MMP-9 的表达( t
= 18. 73，P ＜ 0. 01; t = 17. 23，P ＜ 0. 01 ) ; 抑制 Nrf2

可逆转 Bre的治疗作用。如表 2 所示，H2O2 处理的

VSMC 中炎性因子含量增加，Bre 预处理降低了
H2O2 诱导的高炎性因子水平; 抑制 Nrf2 减弱了 Bre
的抗炎效果。
2． 5 灯盏花素通过Nrf2途径抑制H2 O2诱导的

图 3 灯盏花素对 Nrf2 途径的影响
A: Western blot检测各组核 Nrf2 和胞质 Nrf2 的表达; B: 核 Nrf2 蛋白相对表达量; C: 胞质 Nrf2 蛋白相对表达量; D: SOD1 转录水平; E: GCLC

转录水平; F: NQO-1 转录水平; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 H2O2 组比较:
##P ＜ 0. 01

图 4 灯盏花素通过 Nrf2 途径对 H2O2 诱导的 VSMC损伤的影响
A: Western blot检测各组 α-SMA、SM22α、MMP-2 和 MMP-9 蛋白表达; B: α-SMA和 SM22α 蛋白相对表达量; C: MMP-2 和 MMP-9 蛋白相对

表达量; a: 对照组; b: H2O2 组; c: H2O2 + Bre组; d: H2O2 + Bre + ML385 组; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 H2O2 组比较:
##P ＜ 0. 01; 与 H2O2

+ Bre组比较: ＆＆P ＜ 0. 01

表 2 ELISA法检测 VMSC细胞中促炎因子水平( ■x ± s)

组别 MCP-1 ( pg /ml) TNF-α ( ng /ml) IL-1β ( ng /ml) IL-6 ( pg /ml)
对照 34． 35 ± 5． 23 1． 35 ± 0． 41 49． 38 ± 7． 11 71． 68 ± 15． 43
H2O2 87． 72 ± 9． 31＊＊ 4． 31 ± 1． 25＊＊ 118． 54 ± 16． 42＊＊ 169． 51 ± 22． 78＊＊

H2O2 + Bre 54． 57 ± 6． 44## 2． 44 ± 0． 47## 80． 47 ± 10． 96## 123． 76 ± 17． 23##

H2O2 + Bre + ML385 73． 81 ± 7． 23＆＆ 3． 67 ± 1． 16＆＆ 97． 68 ± 12． 47＆＆ 143． 17 ± 18． 05＆＆

F值 31． 17 6． 29 17． 23 14． 90
P值 0． 000 0． 017 0． 001 0． 001

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 H2O2 组比较:
##P ＜ 0. 01; 与 H2O2 + Bre组比较: ＆＆P ＜ 0. 01
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图 5 灯盏花素通过 Nrf2 途径对 H2O2 诱导的 ＲOS产生和 VSMC凋亡的影响
A: DCFH-DA染色检测 ＲOS的产生 × 400; B: 流式检测细胞凋亡; a: 对照组; b: H2O2 组; c: H2O2 + Bre组; d: H2O2 + Bre + ML385 组; 与

对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 H2O2 组比较:
#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与 H2O2 + Bre组比较: ＆P ＜ 0. 05，＆＆P ＜ 0. 01

ＲOS产生和 VSMC凋亡 如图 5 所示，在 H2O2 处

理的 VSMC 中 ＲOS 的产生较高 ( t = 9. 03，P ＜
0. 01) ，Bre预处理降低了 ＲOS的产生( t = 6. 78，P ＜
0. 01) 。H2O2 处理导致 VSMC 凋亡率增加 ( t =
8. 42，P ＜ 0. 01) ，Bre 预处理降低了 H2O2 诱导的凋

亡( t = 4. 31，P ＜ 0. 05 ) 。此外，Nrf2 被抑制时减弱
了 Bre对 H2O2 处理的 VSMC细胞 ＲOS 产生和凋亡
的抑制作用( P ＜ 0. 01) 。

3 讨论

IA是一种脑血管疾病，具有很高的病死率和发
病率。 IA 病理过程包括内部弹性层板的破坏、
VSMC 表型的转换和细胞外基质( extracellular ma-
trix，ECM) 的重塑［9］。既往研究［10］表明 Nrf-2 信号
途径通过调节 VSMC表型和功能来抑制颅内动脉瘤
形成和进展。在本研究中，通过注射弹性蛋白酶到
基底池建立的 IA 大鼠动脉瘤壁中 Nrf2 的表达减
少，且 VSMC 发生病变和炎性细胞浸润。Bre 上调
Nrf2 的表达，减轻 VSMC 的病理损伤，降低大鼠 IA
的发生和破裂，增加大鼠生存率。此外，Bre 上调 IA
大鼠脑动脉瘤中收缩表型标志物 SM22α 和 α-SMA
的表达［11］，提示 VSMC表型恢复正常。因此上述结
果表明，Bre 在颅内动脉瘤的形成和发展中起到保
护作用，其机制可能与 Nrf2 的高表达有关。
既往研究［12］表明 Nrf2 是主要的内源性抗氧化

系统之一，在正常生理条件下，kelch 样 ECH相关蛋
白 1 ( Kelch-like ECH associating protein1，Keap1 ) 与
Nrf2 在细胞质中结合。在应激条件下，Nrf-2 从细胞

质转到细胞核，调节抗氧化和抗炎基因的表达［13］。
Nrf-2 途径的激活在 IA 中具有抗氧化应激和防止
VSMC表型切换的保护作用［14］。Liu et al［15］研究发
现 Bre 在 CCl4 诱导的急性肝损伤中可通过激活
Nrf2 途径及下游抗氧化酶、减少 ＲOS 产生和抑制炎
症反应。本研究结果表明 Bre 可上调 H2O2 处理的

VSMC中核 Nrf2 的表达并增加下游抗氧化酶转录水
平，减少 ＲOS 的产生和细胞凋亡，并抑制 VMSC 中
炎性细胞因子的分泌。而加入 Nrf2 抑制剂减弱了
Bre 的抗炎、抗氧化和恢复 VSMC 收缩表型作用。
因此，Bre 通过激活 Nrf2 途径减轻 H2O2 诱导的

VSMC氧化损伤和表型转换。
综上所述，本研究表明 Bre 通过改善大鼠动脉

壁病理损伤、IA 发生率和存活率起到有效保护作
用。体外研究表明 Bre 能够激活 Nrf2 信号，促进抗
氧化酶的表达，抑制促炎性细胞因子、ＲOS 的产生
和细胞凋亡。
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Breviscapine inhibits the formation and mechanism of intracranial
aneurysms by regulating the Nrf2 pathway
Ai Qiyuan，Wang Yong，Xu Ｒuichun，Peng Zhen，Li Jinsong

( Dept of Neurosurgery，The Third Affiliated Hospital of Guizhou Medical University，Duyun 558000)

Abstract Objective To explore the effect and mechanism of breviscapine ( Bre) on the formation of intracranial
aneurysm ( IA) and its influence on nuclear factor erythroid 2-related factor 2 ( Nrf2 ) pathway in a rat model．
Methods The rat model of IA was established by elastase injection． The rats were randomly divided into Sham
group，Model group and Bre group with 15 rats in each group． The Bre group was intraperitoneally injected with 50
mg / kg Bre every day，the Sham group and Model group were intraperitoneally injected with the same volume of nor-
mal saline for 3 weeks． During this period，the incidence of IA，survival rate and systolic blood pressure were re-
corded，immunofluorescence staining and qＲT-PCＲ were employed to assay the expression of α-smooth muscle ac-
tin ( α-SMA) and smooth muscle 22α ( SM22α) ． Hydrogen peroxide ( H2O2，0. 5 mmol /L) was used to treat rat
vascular smooth muscle cells ( VSMC) to induce oxidative damage，and then co-incubated with Bre ( 100 μmol /L)
or /and ML385 ( Nrf2 inhibitor) ，Western blot，qＲT-PCＲ，ELISA，DCFH-DA fluorescence staining and flow cy-
tometry were used to detect the expression of Nrf2，contractile phenotype-related protein and inflammatory cytokine，
reactive oxygen species ( ＲOS) production and cell apoptosis rate，respectively． Ｒesults In IA rats，Bre treatment
up-regulated the expression of nuclear Nrf2，improved the pathological changes of IA，reduced the incidence of IA，
improved the survival rate，and lowered the systolic blood pressure． In VSMC treated with H2O2，Bre pretreatment
increased the expression of Nrf2，antioxidant enzymes，α-SMA and SM22α，reduced the expression of matrix met-
alloproteinases ( MMP) -2 and MMP-9，the production of ＲOS and cell apoptosis，and reduced inflammation in
cerebral arteries cell infiltration and expression of pro-inflammatory cytokines． Inhibition of Nrf2 weakened the ther-
apeutic effect of Bre pretreatment in H2O2 treated VSMC． Conclusion Bre can effectively reduce the oxidative
stress and inflammation in VSMC，thereby reducing the formation and rupture of IA in rat． The mechanism may be
related to the activation of the Nrf2 pathway．
Key words intracranial aneurysm; breviscapine; α-smooth muscle actin; nuclear factor erythroid 2 related factor
2; vascular smooth muscle cells
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