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$摘要%
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目的
!

探究清热化痰解毒方预处理对脑缺血再灌注损伤大鼠的保护作用及其对硫氧还蛋白结合

蛋白"
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炎性体"
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#通路的影响%方法
!

大鼠按照随机数字表法分为假手术组!模型组

"大脑中动脉线栓法制备#!尼莫地平预处理组"
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#!清热化痰解毒方低&中&高剂量预处理组!造模后对

各组大鼠神经功能缺损进行评定!

E&

染色法观察各组大鼠脑组织病理学变化!
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GH9IHJ/K+.I

检测关

节组织中
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&白细胞介素
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#&凋亡相关斑点样蛋白"

CLF

#&半胱天冬酶
!
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#表达%

结果
!

与假手术组相比!模型组神经功能缺损评分&大鼠脑梗死面积&
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蛋白表达明显升高"
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#%与模型组相比!尼莫地平组&清热化痰

解毒方各组能明显降低神经功能缺损评分&大鼠脑梗死面积!呈剂量依赖性"
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#'与模型组相比!尼莫地

平组&清热化痰解毒方各剂量组
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表达及
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蛋白表达水平&蛋白阳性表达率明显降低!呈剂量依赖性!差异有统计学意义"
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#%结论
!

清

热化痰解毒方预处理对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑具有保护作用!可能与抑制
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通路蛋白表达

有关%

$关键词%
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清热化痰解毒方'脑缺血'再灌注损伤'硫氧还蛋白结合蛋白'
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炎性体'作用机制
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缺血性脑卒中属于临床常见脑损伤疾病#近年来

发病率逐渐升高#对人类健康造成严重的威胁#给患

者带来经济*心理负担'

!

(

$近年来中药在治疗脑出血

方面取得较好的疗效#其中清热化痰解毒方具有清热

解毒效果#在脑缺血治疗中应用较多'
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$硫氧还蛋白

结合蛋白!

<=>?@

"是机体内重要的氧化应激因子#在

心肌缺血及脑缺血中研究较多#有文献报道机体处于

疾病状态时#其能够结合
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炎性体#激活

>CA@3

信号通路#进而激活炎性反应导致脑梗死'
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然而清热化痰解毒方对
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通路的作用

机制#目前尚不清楚$本研究通过制备脑缺血再灌注

损伤大鼠模型#观察清热化痰解毒方预处理后对大鼠

神经功能及
<=>?@
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>AB@3

通路的影响#以探究清

热化痰解毒方的药理机制$
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材料与方法
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#由北京生命科学研究所动物实验中心

提供#合格证号
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#所有动物均严

格按照动物饲养规则喂养#温度为
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#湿度为
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$本研究经北京动物伦理委员会批准同意#批号

为
?CF\F'7!

!

;7!27"!#

"$

H4I

!

药品及试剂
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动物分组与给药
!

所有大鼠按照随机数字表

法分为假手术组*模型组*尼莫地平预处理组!
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"#清热化痰解毒方低*中*高剂量预处理组#每

组
!N

只预处理组大鼠在进行造模前
3

天开始每天
;

次!每天上午
"

%
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和下午
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%
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"灌胃给药#最后一次

给药于造模前
3-

#共计给药
#

次#假手术组*模型组

大鼠均灌胃等量
74"[

生理盐水$预处理对应给药剂

量为成人的
24;N

倍#所有大鼠平均体质量
;;7
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#则

大鼠每天给药剂量为
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#设置清热化痰解毒

方低*中*高剂量药物剂量为
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脑缺血再灌注损伤模型大鼠制备
!

于大鼠腹

腔注射
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水合氯醛麻醉#参考文献

'
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(#依次使右颈总动脉及颈外*颈内动脉暴露#在颈

外动脉远端处结扎#在其残端处插入直径为
74;:((

栓线#穿过颈总动脉进入内动脉#进而阻断大脑中动

脉血流#持续
!7(*/

后#完成预缺血处理$

36

后重

新麻醉大鼠#并推进栓线#

;-

后将栓线完全抽出#模

型制备结束$假手术组大鼠仅进行右颈总动脉分离

处理$
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大鼠神经功能缺损评分
!

造模后待大鼠醒后

观察其行为变化#参照
Aa>]C
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(分级法对神经功能

进行评定#大鼠无神经功能缺损为
7

分)出现不能完

全伸展对侧前爪等轻度神经功能缺损为
!

分)行走出

现对侧旋转等轻中度神经功能缺损为
;

分)行走出现

对侧倾倒等轻重度神经功能缺损为
3

分)意识完全丧

失#不能行走为
:

分$重复评定
3

次#取平均值作为

最终评分#评分为
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#
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分说明模型制备成功$
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大鼠脑梗死面积测定
!

造模后
;:-

#随机选

取
2

只大鼠#断头取脑后#将额极*枕极切除#沿冠状

切面切割为
N

片#置于
;[

三苯基氯化四氮唑!

<<F

"

磷酸盐缓冲液中#放置
3#Z

恒温水浴锅中#黑暗下孵

育
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#染色均匀后#弃去
<<F

#将脑切片放置于

:[

多聚甲醛中#

: Z

固定
;:-

#拍照后#采用
?()

0

H

M

J.

软件进行分析处理#计算大鼠脑梗死面积$脑梗

死面积
b

全脑梗死面积&全脑片面积
c!77[
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苏木素
'

伊红!

E&

"染色观察大鼠脑组织病理

学变化'

N

(
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造模后选取
2

只大鼠#处死后将脑组织放

置于
:[

多聚甲醛溶液固定#制备石蜡切片#在二甲苯

中固定
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#随后在质量分数为
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的乙醇溶液中分别脱水
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)蒸馏水冲洗后#加

入苏木素染色
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#随后置于
![

盐酸
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后#蒸馏

水进行冲洗$滴加伊红染液进行复染
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#在不同

浓度的乙醇溶液中脱水
;(*/

#加入二甲苯进行透明

处理#滴加中性树脂封片#置于光学显微镜下进行
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观察$
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法检测脑皮质中
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表达
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大鼠处死后取大鼠缺血

侧脑皮质#参照
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提取试剂盒提取总
B>C

#用反

转录试剂盒反转录为
5U>C

#

@FB

引物序列见下表
!

$

反应体系为
;7

$

A

%

;cLT̂ B_*1!747

$

A

#

E

;

a$47

$

A

#上*下游引物各
74N

$

A

#

!7c5U>C

模板
!47

$

A

$

反应条件设定为%

"NZ

预变性
N(*/

)

"NZ

变性
!79

*

27Z

退火
379

#

#; Z ;(*/

#

:7

个循环)

#; Z !7

(*/

$以
]CU@E

作为内参基因根据
;

'

%%

FI算法计算

各组
(B>C

表达水平$

表
!

!!

@FB

引物序列

基因名称 方向 序列!

Nd'3d

"

引物长度

!

K

M

"

>AB@3

正向
C<<CFFF]FFF]CFCC<C]] !3"

反向
FC<]C]<FC]F<C]]F<C]CC

CLF

正向
]C<]F<F<]<CF]]]CC]]<F !!2

反向
<FFC]<<FFC]]F<]]<]<

5)9

M

)9H'!

正向
<C]FC]C]<F]]<CC]CFC<] !;;

反向
]]]]F<<F<<<]CC]]FCFC<

?A'!

"

正向
<]FC<]F<F<F]F<C]]CFC] !!"

反向
<C]<]]<]]<F]]C]C<<

]CU@E

正向
<]<]<FF]<F]<]]C<F<]C !37

反向
<<]F<]<<]CC]<F]FC]]C]

H4J4N

!

GH9IHJ/K+.I

检测脑皮质中
<=>?@

*

>A'

B@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!

蛋白表达
!

将缺血侧脑皮

质剪碎#添加蛋白裂解液置于冰上放置
37(*/

#离心

后收集上清液#参照
F̂C

试剂盒测定脑皮质蛋白总

浓度#配制
!7[

分离胶和
N[

浓缩胶#取
N7

$

0

蛋白上

样进行电泳和转膜反应#结束后用
<̂ L<

溶液清洗#

加入
N[

脱脂牛奶室温下进行
!-

封闭#

<̂ L<

溶液

清洗后#加入一抗 !

<=>?@

*

>AB@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!

抗体#稀释倍数
!eN77

"#

: Z

过夜#

<̂ L<

溶液清洗后加入羊抗鼠
?

0

]

二抗!稀释倍数
!e

!7777

"#室温下孵育
;-

#

<̂ L<

清洗后
&FA

显色后

置于凝胶成像仪中观察各组蛋白表达情况$

H4K

!

统计学处理
!

采用
L@LL;;47

软件进行数据统

计分析#计量资料以
/f?

表示#采用
:

检验#多组间比

较采用单因素方差分析#以
!

#

747N

为差异有统计学

意义$

I

!

结
!!

果

I4H

!

清热化痰解毒方对大鼠神经功能缺损评分的影

响
!

假手术组#模型组#尼莫地平组#清热化痰解毒方

低*中*高剂量组大鼠神经功能缺损评分分别为
7

*

!

;4N2f74:$

"*!

!4:#f74;"

"*!

;47;f743!

"*

!

!4#Nf74;#

"*!

!43Nf74!"

"分$与假手术组比较#

模型组大鼠神经功能缺损评分升高#差异有统计学意

义!

!

#

747N

")与模型组比较#尼莫地平组#清热化痰

解毒方低*中*高剂量组神经功能缺损评分均下降#呈

剂量依赖性#差异有统计学意义!

!

#

747N

"$

I4I

!

清热化痰解毒方对大鼠脑梗死面积的影响
!

假

手术组#模型组#尼莫地平组#清热化痰解毒方低*中*

高剂量组大鼠脑梗死面积分别为
7

*!

334:#f34

;!

"

[

*!

"43$f!4;2

"

[

*!

;2432f34!"

"

[

*!

!N4#:f

34;#

"

[

*!

!!4;2f;4!3

"

[

$与假手术组比较#模型

组大鼠脑梗死面积升高#差异有统计学意义!

!

#

747N

")与模型组比较#尼莫地平组和清热化痰解毒方

低*中*高剂量组大鼠脑梗死面积均下降#呈剂量依赖

性#差异有统计学意义!

!

#

747N

"#见图
!

$

!!

C

%假手术组)

^

%模型组)

F

%尼莫地平组)

U

%清热化痰解毒方低剂

量组)

&

%清热化痰解毒方中剂量组)

X

%清热化痰解毒方高剂量组

图
!

!!

各组大鼠脑组织
<<F

染色情况

I4J

!

清热化痰解毒方对大鼠脑皮质组织病理学的影

响
!

假手术组大脑皮质细胞未出现明显病理学损害#

细胞形态规则#排列紧密$模型组大脑皮质细胞出现

明显破裂*排列紊乱#细胞核固缩#且周围出现较大空

泡#细胞明显坏死)清热化痰解毒方各剂量组细胞损

害有所降低#随着药物处理浓度的升高#细胞出现肿

胀减轻#坏死细胞数量逐渐减少#见图
;

$

!!

C

%假手术组)

^

%模型组)

F

%尼莫地平组)

U

%清热化痰解毒方低剂

量组)

&

%清热化痰解毒方中剂量组)

X

%清热化痰解毒方高剂量组

图
;

!!

清热化痰解毒方对大鼠脑皮质组织病理学的

影响&

E&c!77

'

I4K

!

清热化痰解毒方对脑皮质中
>AB@3

*

CLF

*

?A'

!

"

*

5)9

M

)9H'!(B>C

的影响
!

与假手术组比较#模型

组大鼠脑皮质中
>AB@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!(B'

#723
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;7!$

年
!7
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:#

卷第
;$
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>C

表达升高#差异有统计学意义!

!

#

747N

")与模型

组比较#尼莫地平组#清热化痰解毒方低*中*高剂量

组
>AB@3

*

?A'!

"

*

CLF

*

5)9

M

)9H'!(B>C

表达降低#

呈剂量依赖性#差异有统计学意义!

!

#

747N

"$见

表
;

$

I4L

!

清热化痰解毒方对脑皮质中
<=>?@

*

>AB@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!

蛋白的影响
!

与假手术组比

较#模型组大鼠脑皮质中
<=>?@

*

>AB@3

*

CLF

*

?A'

!

"

*

5)9

M

)9H'!

蛋白表达升高#差异有统计学意义!

!

#

747N

")与模型组比较#尼莫地平组#清热化痰解毒方

低*中*高 剂 量 组
<=>?@

*

>AB@3

*

?A'!

"

*

CLF

*

5)9

M

)9H'!

蛋白表达降低#呈剂量依赖性#差异有统计

学意义!

!

#

747N

"$见图
3

*表
3

$

I4M

!

清热化痰解毒方对脑皮质中
<=>?@

*

>AB@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!

蛋白阳性表达率的影响
!

与假

手术组比较#模型组大鼠脑皮质中
<=>?@

*

>AB@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!

蛋白阳性表达率升高#差异有

统计学意义!

!

#

747N

")与模型组相比#尼莫地平组#

清热化痰解毒方低*中*高剂量组
<=>?@

*

>AB@3

*

?A'!

"

*

CLF

*

5)9

M

)9H'!

蛋白阳性表达率降低#呈剂量

依赖性#差异有统计学意义!

!

#

747N

"#见表
:

$

!!

C

%假手术组)

^

%模型组)

F

%尼莫地平组)

U

%清热化痰解毒方低剂

量组)

&

%清热化痰解毒方中剂量组)

X

%清热化痰解毒方高剂量组

图
3

!!

清热化痰解毒方对脑皮质中
<=>?@

(

>AB@3

(

CLF

(

?A'!

"

(

5)9

M

)9H'!

蛋白的影响

表
;

!!

清热化痰解毒方对脑皮质中
>AB@3

(

CLF

(

?A'!

"

(

5)9

M

)9H'!(B>C

表达影响&

/f?

'

组别 剂量!

(

0

&

D

0

"

- >AB@3 CLF ?A'!

"

5)9

M

)9H'!

假手术组
!N 743#f7472 74;:f747N 7433f7472 74!#f7473

模型组
!N !4!$f74;3

)

74"#f74!;

)

!472f74!$

)

74"!f7472

)

尼莫地平组
$47 !N 74NNf747"

5

743$f7472

5

74:Nf747"

5

74:;f74!3

5

清热化痰解毒方低剂量组
24N !N 74$Nf74;!

)K

74#!f74!2

)K

74#"f74!2

)K

74#!f74!:

)K

清热化痰解毒方中剂量组
!347 !N 74N2f74!"

5

74N2f74!;

5

74N:f74!3

5

74:"f747#

5

清热化痰解毒方高剂量组
;247 !N 74::f747N

5

74:!f747#

5

743$f747N

5

743"f7472

5

!!

)

%

!

#

747!

#与假手术组比较)

K

%

!

#

747N

#

5

%

!

#

747!

#与模型组比较

表
3

!!

清热化痰解毒方对脑皮质中
<=>?@

(

>AB@3

(

CLF

(

?A'!

"

(

5)9

M

)9H'!

(

"

')5I*/

蛋白表达影响&

/f?

'

组别 剂量!

(

0

&

D

0

"

- <=>?@ >AB@3 CLF ?A'!

"

5)9

M

)9H'!

假手术组
!N 74;2f747: 743Nf747N 74;;f747: 74;"f7473 743!f747N

模型组
!N !43:f74;"

)

!4N#f74!2

)

74"$f7472

)

!4!;f743;

)

!4!$f74!2

)

尼莫地平组
$47 !N 74:!f747"

5

74:#f74!:

5

743Nf7472

5

74:!f747"

5

743"f747#5

清热化痰解毒方低剂量组
24N !N 74""f74;!

K

!47!f74!2

K

74#3f747:

K

74$$f74!#

K

74$#f74!;

K

清热化痰解毒方中剂量组
!347 !N 742$f74!;

5

74N"f747$

5

74N;f747"

5

74#:f74!"

5

7422f74!N

5

清热化痰解毒方高剂量组
;247 !N 74:Nf747#

5

74:!f747:

5

743#f7472

5

74N;f747$

5

74:!f7472

5

!!

)

%

!

#

747!

#与假手术组比较)

K

%

!

#

747N

#

5

%

!

#

747!

#与模型组比较

表
:

!!

清热化痰解毒方对脑皮质中
<=>?@

(

>AB@3

(

CLF

(

?A'!

"

(

5)9

M

)9H'!

蛋白阳性表达率的影响&

/f?

)

[

'

组别 剂量!

(

0

&

D

0

"

- <=>?@ >AB@3 CLF ?A'!

"

5)9

M

)9H'!

假手术组
!N !:4#$f;47: !N4#3f;42: ;;43#f34N2 ;74N!f347N !$4:3f34#!

模型组
!N $74N2f!74:"

)

$;4#:f!743#

)

#24"!f#43#

)

#:4"2f#4$#

)

#;473fN4"2

)

尼莫地平组
$47 !N ;!4N3f;4#"

5

;34#"f34$:

5

;24$NfN4::

5

N!4#;f34""

5

3$422f;42$

5

清热化痰解毒方低剂量组
24N !N 2#4#$f$4;!

K

2:4;#f#4$3

5

N#4$;fN4:!

5

:#47$f:4!;

5

224:"f:4;$

5

清热化痰解毒方中剂量组
!347 !N N74N#f#4$;

5

:"4!2f24N;

5

3#4"3f342$

5

3$4!"f:4;;

5

N24N"f:4#N

5

清热化痰解毒方高剂量组
;247 !N :7432fN432

5

;$4N3f;4#!

5

;;4:#f34"!

5

;34N#f247N

5

;$4"2f34:2

5

!!

)

%

!

#

747!

#与假手术组比较)

K

%

!

#

747N

#

5

%

!

#

747!

#与模型组比较
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!

讨
!!

论

!!

脑缺血发生率*致死率较高#以往临床上治疗脑

缺血常用的方式为溶栓#但其容易引发缺血再灌注损

伤#加重病情$

<=>?@

介导的
>AB@3

信号通路在缺

血性灌注损伤中发挥重要作用'

2'#

(

$目前在早期心肌

缺血再灌注损伤中已对
<=>?@

&

>AB@3

信号通路进

行研究#抑制该通路后能够保护小鼠缺血再灌注心肌

受损'

$

(

#但在脑缺血再灌注损伤中研究较少#本研究

通过对脑缺血再灌注损伤大鼠采用清热化痰解毒方

预处理#观察大鼠神经功能及
<=>?@

&

>AB@3

通路

的变化#以探究清热化痰解毒方治疗的分子机制#为

脑缺血再灌注损伤治疗提供一定的参考$

>AB@3

是机体内识别免疫系统病原体的重要蛋

白#其能够在
C<@

*病毒*尿酸钠诱导下激活#促进其

F

端结构
ABB

与配体结合#改变
>CA@3

结构#促进

CLF

*

5)9

M

)9H'!

集合形成复合物活化
5)9

M

)9H'!

#促使

?A'!

"

成熟并分泌至细胞外引发炎性反应#进而在多

个系统*器官中发挥致病作用'

#'"

(

$王敏等'

!7

(研究显

示在脑组织小胶质细胞及血管内皮细胞中均有
>A'

B@3

炎性体表达$在心肌缺血模型研究中显示心肌

纤维细胞中
>AB@3

表达水平升高会加剧缺血性再灌

注损伤程度'

!!

(

$而在脑缺血再灌注损伤发生中
>A'

B@3

信号通路的作用尚不明确$本研究结果显示

>AB@3

信号通路中
>AB@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!

表达均升高#提示
>AB@3

炎性体可能参与脑缺血再

灌注损伤的发生#通过给予尼莫地平*大鼠清热化痰

解毒方预处理显示
>AB@3

*

CLF

*

?A'!

"

*

5)9

M

)9H'!

表

达成剂量依赖性降低#并且大鼠脑神经缺损评分及脑

梗死面积也降低#说明清热化痰解毒方可通过抑制

>AB@3

减轻脑缺血再灌注损伤程度#进而对大鼠脑

组织发挥保护作用#效果与尼莫地平相似$

<=>?@

属于机体抗氧化应激反应硫氧还蛋白中

重要一员#主要发挥氧化应激作用#近期有研究发现

在机体处于疾病状态下#

<=>?@

可结合
>AB@3

使其

发生活化#进而激活
>AB@3

信号通路'

!;

(

$本研究结

果显示#大鼠
<=>?@

&

>AB@3

信号通路中关键蛋白

(B>C

*蛋白及蛋白阳性表达率均降低#提示清热化

痰解毒方可能抑制
<=>?@

的表达进而抑制
>AB@3

信号通路#说明
<=>?@

&

>AB@3

信号通路可能参与

脑缺血再灌注损伤的发生$

综上所述#本研究结果提示清热化痰解毒方预处

理能够抑制
<=>?@

&

>AB@3

通路#减轻大鼠脑缺血

再灌注损伤#这可能为其作用机制之一#为临床脑缺

血再灌注损伤治疗提供了一定的参考$但本研究也

存在一定的不足#并未在研究中设计通路抑制剂进行

验证#这还有待后续深入研究$
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