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·基础研究·

疏血通注射液对局灶性脑梗死大鼠缺血周围区

细胞凋亡和ＴＬＲ４表达的影响
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　　摘　要：目的　观察疏血通注射液（ＳＸＴ）对局灶性脑梗死大鼠缺血周围区细胞凋亡和Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）表达的影响，探

讨ＳＸＴ对缺血脑损伤的神经保护机制。方法　采用线栓法制作ＳＤ大鼠大脑中动脉闭塞模型（ＭＣＡＯ），随机分为３组：假手术

组、模型组、ＳＸＴ治疗组；分别在缺血１２、２４、４８ｈ及７２ｈ采用ＤＮＡ原位末端缺口标记法（ＴＵＮＥＬ）、逆转录聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）和免疫组化法检测缺血周围区神经细胞凋亡、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达。结果　在模型组中，ＴＵＮＥＬ阳性细胞数、ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ和蛋白表达在缺血１２ｈ逐渐增加，２４ｈ达到峰值后表达有所下降，较假手术组仍维持高位表达（犘＜０．０１）；在ＳＸＴ治疗

组中，上述表达在缺血２４ｈ后均较模型组降低（犘＜０．０５），并随着治疗时间延长呈下降趋势（犘＜０．０５）。结论　在脑缺血损伤亚

急性期，细胞凋亡与ＴＬＲ４表达有关，ＳＸＴ能抑制细胞凋亡，下调缺血周围区ＴＬＲ４表达，这可能是其发挥神经保护作用的机制

之一。
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　　近年来研究表明，Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，

ＴＬＲ４）作为中枢神经系统固有免疫反应的模式识别受体，在脑

缺血损伤亚急性期，不但能调节促炎症介质的产生，还能通过

诱导细胞凋亡维持神经损伤与保护之间的平衡［１］。疏血通注

射液具有抗凝、促纤溶、细胞保护的多重作用，能多环节、多途

径、多靶点发挥抗脑缺血损伤作用。本研究通过观察疏血通注

射液对大鼠脑缺血损伤后细胞凋亡及ＴＬＲ４表达的影响，探讨

其可能的神经保护机制。

１　材料和方法

１．１　动物分组　健康成年雄性ＳＤ大鼠５６只，体质量２３０～

２８０ｇ（由重庆医科大学动物中心提供）。用抽签法将动物分为

３组：假手术组（狀＝８）、模型组（狀＝２４）、疏血通注射液（ＳＸＴ）

治疗组（狀＝２４）；再根据缺血时间（即线栓法阻断血管至取材的

时间）随机分为１２、２４、４８ｈ及７２ｈ共４个亚组。

１．２　药品与试剂　疏血通注射液（牡丹江友博药业有限公司，

批号为１２０６１９９）；细胞凋亡检测试剂盒、兔抗大鼠ＴＬＲ４单克

隆抗体（北京博奥森生物技术有限公司）；逆转录聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）试剂盒（Ｔａｋａｒａ公司）；ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒（武

汉博士德生物技术公司）；ＤＡＢ显色试剂盒（北京中杉生物技

术公司）。

１．３　动物模型制备与给药　参照Ｌｏｎｇａ等
［２］的插线方法，采

用线栓法制备大鼠右侧大脑中动脉闭塞（ＭＣＡＯ）模型，假手术

组操作步骤同模型组，但线栓只插入距离ＣＣＡ分叉５ｍｍ处

的ＩＣＡ内。在大鼠麻醉苏醒后，采用 Ｌｏｎｇａ等
［２］的５分制评

分标准进行评分，评分为１～３分的大鼠纳入实验。ＳＸＴ治疗

组在造模成功后按照０．７ｍＬ／ｋｇ剂量对大鼠进行腹腔注射，
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１２ｈ和２４ｈ亚组：每天１次，持续１ｄ；４８ｈ亚组：每天１次，持

续２ｄ；７２ｈ亚组：每天１次，持续３ｄ；假手术组和模型组在相

同时间点则给予等量生理盐水替代。

１．４　标本制备　每个亚组中一半大鼠在各观察时间点用３．５％

水合氯醛（１ｍＬ／１００ｇ）进行深度麻醉，经左室灌注生理盐水２００

ｍＬ和４％多聚甲醛溶液（ＰＦＡ）２００ｍＬ进行内固定，断头取视交

叉前后各２ｍｍ的脑组织进行石蜡包埋后作连续冠状切片。每

个脑组织共取片３套，分别进行 ＨＥ染色、ＴＵＮＥＬ和ＴＬＲ４免

疫组化染色。另一半大鼠则断头取脑，分离缺血周围区残存的

大脑皮质，提取ＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ检测。

１．５　指标检测

１．５．１　ＨＥ染色　标本切片常规脱蜡、水化、ＨＥ染色、封片、

光镜下观察。

１．５．２　凋亡细胞表达检测　标本切片常规脱蜡、水化，按照

ＴＵＮＥＬ试剂盒提供的实验步骤进行操作，ＤＡＢ显色，光镜下

观察到ＴＵＮＥＬ阳性细胞表现为：细胞体积缩小，包膜发泡，核

内染色质浓聚，细胞核内可见棕黄色的ＴＵＮＥＬ反应产物。用

图像信号采集分析系统分别测量计数各亚组缺血周围区阳性

细胞高表达的部位中５个互不重叠视野（１０×２０倍）下的阳性

细胞数，将所得平均值作为统计资料。

１．５．３　ＴＬＲ４蛋白表达检测　标本切片常规脱蜡、水化，按照

ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒提供的实验步骤进行操作，ＤＡＢ显色，

光镜下观察到细胞质或细胞膜上中出现粗细不等的棕黄色颗

粒为阳性细胞。用图像信号采集分析系统分别测量计数各亚

组中缺血周围区皮层阳性细胞高表达部位中互不重叠的３个

视野（１０×４０倍）下的阳性细胞数，将所得平均值作为统计

资料。

１．５．４　ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达检测　按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书

提取缺血脑组织中的总 ＲＮＡ，用紫外分光光度计检测 ＲＮＡ

浓度。用反转录试剂盒将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ第一链：３７℃

孵育１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ终止反应，灭活反转录酶。ＴＬＲ４引物

序列上游为５′ＴＡＡＡＴＧＣＣＡＡＣＴＧＧＡＡＣＡ３′，下游为

５′ＴＣＴＧＣＴＡＡＧＡＡＧＧＣＧＡＴＡ３′（８６２ｂｐ）。内参采用

ＧＡＰＤＨ，上游为５′ＧＴＧＧＡＧＴＣＴＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴ３′，

下游为５′ＡＴＣＡＴＡＣＴＴＧＧＣＡＧＧＴＴＴＣＴ３′（４８３ｂｐ）。

反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，进入循环９４℃变性３０ｓ，５７℃

退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共进行３５次循环，最后７２℃延伸５

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在琼脂糖凝胶上进行电泳，运用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ

凝胶自动成像仪成像，以看家基因 ＧＡＰＤＨ 为内对照进行质

控和标化，测定ＴＬＲ４／ＧＡＰＤＨ 的灰度比值作为 ＴＬＲ４ｍＲ

ＮＡ的相对表达量。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统计学分

析，正态分布数据采用狓±狊表示，组间差异采用单因素方差分

析，即犉检验；其中两两比较采用ＬＳＤ检验。犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＥ染色结果　假手术组未见缺血梗死灶，皮层神经细

胞排列整齐，层次分明，包膜完整，核仁清楚，无核固缩、核碎裂

及核溶解，神经间质无水肿（图１Ａ）。模型组可见白色梗死灶，

表现为组织结构疏松，间质水肿，呈海绵状，有炎性细胞浸润，

神经细胞结构模糊，胞体缩小，胞核固缩，碎裂及溶解，胞质尼

氏小体减少或消失（图１Ｂ）。ＳＸＴ治疗组可见缺血坏死区范围

明显缩小，皮层神经细胞结构清楚，胞体肿胀、核固缩、核碎裂

及核溶解现象较模型组明显减轻（图１Ｃ）。

２．２　凋亡细胞表达结果　在假手术组中可见零星散在分布的

凋亡细胞；模型组中可见大量凋亡细胞，以缺血灶边缘区内侧

及皮层分布最明显，呈簇状分布，在缺血２４ｈ表达达到峰值后

随着缺血时间的延长，表达开始下降，但在各缺血时间点较假

手术组仍维持高水平表达（犘＜０．０１）。ＳＸＴ治疗组中细胞凋

亡表达情况与模型组基本一致，在缺血２４ｈ达到峰值后，在各

对应时间点ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达均较模型组低，二者比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。并且，随着治疗时间的延长，

ＳＸＴ治疗组中ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达呈进行性下降，与前一

时间点比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．３　ＴＬＲ４蛋白表达结果　假手术组中可见少量ＴＬＲ４阳性

细胞表达（图２Ａ）；在模型组中，ＴＬＲ４蛋白在缺血１２ｈ表达逐

渐增加，２４ｈ时达到高峰，颜色加深（犘＜０．０１）（图２Ｂ）；随着缺

血时间延长，其表达逐渐下降，但与假手术组比较仍维持高位

表达。ＳＸＴ治疗组在缺血２４ｈ后ＴＬＲ４蛋白表达均较模型组

下调，二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）（图２Ｃ）；随着治

疗时间延长，与前一时间点比较，其表达呈下降趋势（犘＜

０．０５），见表２。

表１　　各组大鼠不同缺血时间点凋亡细胞表达情况比较（狓±狊）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

假手术组 ２．３４±０．８２ ２．７８±０．４９ ３．０２±０．２７ ３．２９±０．５７

模型组 ３２．４８±０．２４ ６８．９３±０．３８△ ６７．４２±０．５４ ６５．３２±０．３７

ＳＸＴ治疗组 ３１．８９±０．６８ ５１．７３±０．９３△▲ ４３．２６±０．２８△▲ ３７．２８±０．７５△▲

　　：犘＜０．０１，与假手术组比较；△：犘＜０．０５，与前一时间点比较；▲：犘＜０．０５，与模型组比较。

表２　　各组大鼠不同缺血时间点ＴＬＲ４蛋白表达情况比较（狓±狊）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

假手术组 １．０５±０．２４ １．３２±０．３９ １．８３±０．１３ １．８９±０．１８

模型组 ３．３２±０．８７ ２８．３２±０．４９△ ２２．７２±０．３６△ １８．５３±０．２４△

ＳＸＴ治疗组 ３．０２±０．４２ ２１．０７±０．２９△▲ １６．７２±０．３８△▲ １５．３２±０．７５△▲

　　：犘＜０．０１，与假手术组比较；△：犘＜０．０５，与前一时间点比较；▲：犘＜０．０５，与模型组比较。
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表３　　各组大鼠不同缺血时间点ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达情况比较（狓±狊）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

假手术组 ０．４２８±０．０３７ ０．４５７±０．０７４ ０．４３１±０．０５２ ０．４８７±０．０２３

模型组 ０．５８２±０．０２７ １．１２４±０．０３８△ １．０１２±０．０４６ △ ０．８２３±０．０４７△

ＳＸＴ治疗组 ０．５１２±０．０４６ ０．８７９±０．０５６△▲ ０．７９３±０．０２８△▲ ０．７６２±０．０８３▲

　　：犘＜０．０１，与假手术组比较；△：犘＜０．０５，与前一时间点比较；▲：犘＜０．０５，与模型组比较。

　　Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＳＸＴ治疗组。

图１　　各组 ＨＥ染色情况

　　Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＳＸＴ治疗组。

图２　　各组第２４小时缺血周围区大脑皮层ＴＬＲ４蛋白表达（ＡＢＣ×４００）

　　１：假手术组；２：模型组缺血１２ｈ；３：模型组缺血２４ｈ；４：模型组缺

血４８ｈ；５：模型组缺血７２ｈ。

图３　　各缺血时间点模型组大鼠ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达

　　１：假手术组；２：ＳＸＴ治疗组缺血１２ｈ；３：ＳＸＴ治疗组缺血２４ｈ；４：

ＳＸＴ治疗组缺血４８ｈ；５：ＳＸＴ治疗组缺血７２ｈ。

图４　　各缺血时间点ＳＸＴ治疗组大鼠ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达

２．４　ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达结果　在模型组中，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ在

缺血１２ｈ后表达逐渐增强，２４ｈ达到峰值，４８～７２ｈ表达有所

下降，与假手术组比较仍维持高水平表达（犘＜０．０１），见图３。

在ＳＸＴ治疗组中，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达规律与模型组一致，在缺

血２４ｈ后ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达在各缺血时间点均较模型组低，

二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表３、图４。

３　讨　　论

脑缺血损伤是一个复杂的病理生理过程，可分为３个阶

段：急性期兴奋毒性产生和血脑屏障破坏；亚急性期免疫炎症

反应和神经细胞凋亡；慢性期神经修复和再生。近年来研究表

明，在亚急性期阶段（缺血后数小时至数天），促炎症介质的产

生和释放作为介导细胞凋亡的主要因素之一，能加重缺血半暗

带区神经细胞的损伤［３４］。ＴＬＲｓ作为固有免疫反应关键的模

式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）之一，在诱导炎

症反应和炎症介质产生中扮演着重要角色［５］。其中，ＴＬＲ４主

要表达在小胶质细胞，在神经元及星形胶质细胞中也有表

达［６］。当脑缺血损伤释放大量内源性激活物，ＴＬＲ４能通过识

别相应的配体诱导 ＭｙＤ８８依赖和ＴＲＩＦ依赖的两个信号通路

触发一系列级联免疫炎症反应，引起相关细胞因子和炎症因子

的表达，最终导致炎症反应失控［７］。本实验研究发现：ＴＬＲ４

基因水平和蛋白表达规律一致，模型组在缺血１２ｈ表达逐渐

增强，２４ｈ达到峰值后逐渐回落，４８～７２ｈ较假手术组仍然维

持高位表达，其表达规律与国内外研究结果相符［８９］，提示
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ＴＬＲ４作为炎性损伤因子与缺血后脑损伤有关。ＴＵＮＥＬ检测

结果显示：模型组在缺血１２ｈ时阳性细胞表达明显升高，２４ｈ

达到高峰后有所减少，至７２ｈ仍高于假手术组。上述研究结

果显示ＴＬＲ４表达与细胞凋亡达到高峰的时间基本一致，说明

在脑缺血损伤亚急性期，由ＴＬＲ４介导的炎症信号通路的过度

激活，能引起大量与脑损伤密切相关的炎性介质的释放，并且

可能通过诱导细胞凋亡加重脑组织损伤。这与Ｊｕｎｇ等
［９］用革

兰阴性菌的脂多糖（ＬＰＳ）作为外源性配体激活ＴＬＲ４信号通

路刺激试管内培养的鼠的小胶质细胞，导致细胞凋亡的结果相

符，提示ＴＬＲ４与细胞凋亡之间可能存在关联。

ＴＬＲ４作为启动炎症反应的跨膜蛋白受体之一，在非生物

性炎症损伤过程中发挥着重要作用。研究证实多种具有明确

抗炎疗效的中药能以ＴＬＲ４为作用靶点，通过抑制相关炎症因

子的释放发挥抗炎效应。相关实验研究［８，１０］均以 ＭＣＡＯ大鼠

为模型，分别采用黄芩苷、木犀草素和氧化苦参碱腹腔注射给

药，发现在缺血２４ｈ后ＴＬＲ４表达都出现下调，脑梗死体积缩

小和脑水肿减轻，提示中药能通过抑制ＬＰＳ介导的ＴＬＲ４炎

症信号通路发挥神经保护作用。疏血通注射液是由水蛭和地

龙两味动物药材按科学配方提取的复方中药制剂，其有效成分

为水蛭中的水蛭素和地龙中的蚓激酶。水蛭素作为凝血酶抑

制剂具有强大的抗凝作用，而蚓激酶具有类纤溶酶原激活物

（ｔＰＡ）作用，能发挥很强的溶栓作用。动物实验及临床研究均

证明该药抗凝、溶栓作用显著。本研究结果显示：ＳＸＴ治疗组

在缺血２４ｈ后，ＴＵＮＥＬ阳性细胞、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达

在各时间点均较模型组降低；并且随着治疗时间的延长，ＴＬＲ４

蛋白及ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达均呈下降趋势，说明疏血通注射

液能使ＴＬＲ４表达下调，抑制神经细胞凋亡，提示疏血通注射

液可能通过抑制ＴＬＲ４信号通路调节促炎症介质的产生和神

经细胞的凋亡，这可能是其发挥脑保护作用的机制之一。

综上所述，本研究结果从分子水平证实了脑梗死亚急性

期，在缺血周围区存在细胞凋亡和免疫炎症反应能加重脑缺血

损伤。疏血通注射液可能通过抑制细胞凋亡和下调启动炎症

免疫反应的上游核心因子ＴＬＲ４的表达发挥神经保护作用，但

该药抗脑缺血损伤的具体作用机制还有待进一步研究论证。
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统计资料类型

统计资料共有三种类型：计量资料、计数资料和等级资料。按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料。

定量资料又称计量资料，指通过度量衡的方法，测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小，得到的一系列数据资

料，其特点为具有度量衡单位、多为连续性资料、可通过测量得到，如身高、红细胞计数、某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料。

定性资料分为计数资料和等级资料。计数资料为将全体观测单位（受试对象）按某种性质或特征分组，然后分别清点各

组观察单位（受试对象）的个数，其特点是没有度量衡单位，多为间断性资料，如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组，男性组有７２例，女性组有７０例，即为计数资料。等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料，可通过

半定量的方法测量，其特点是每一个观察单位（受试对象）没有确切值，各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同，如根据

某种药物的治疗效果，将患者分为治愈、好转、无效或死亡。
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