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文题释义： 

缺血再灌注氧化应激：在脑部缺血再灌注的过程中，脑组织内活性氧浓度增加/抗氧化活性降低，从而积累大

量的活性氧，并进一步的诱导中性粒细胞炎性浸润，蛋白酶分泌增加，随之产生大量氧化中间产物，进一步

刺激脑组织的损伤。 

细胞焦亡：细胞的程序性死亡方式，其主要依赖半胱天冬酶 1(caspase-1)发生，当细胞出现焦亡现象时，会

有大量的促炎因子释放，相比于细胞凋亡及坏死，细胞焦亡的过程更为剧烈。细胞焦亡会快速的形成质膜孔

洞，直接介导细胞肿胀、坏死。并大量释放细胞内容物，并进一步刺激氧化应激反应的发生。其为脑缺血再

灌注过程中的重要研究热点之一。 

 

摘要 

背景：脑心清胶囊用于脑缺血再灌注损伤的治疗由来已久，然而针对其作用机制的深入研究则相对较少。 

目的：应用分子生物学手段考察脑心清胶囊对脑缺血再灌注损伤沙鼠模型的治疗作用。 

方法：实验方案经辽宁中医药大学动物实验伦理委员会批准(批准号为 21000092017072)。将 80 只雄性蒙古

沙鼠随机分为假手术组、模型组、脑心清组及脑络通组，后 3 组沙鼠应用无创微动脉夹同时夹闭双侧颈总动

脉 5 min 后松开，建立脑缺血再灌注损伤模型；假手术组不夹闭双侧颈总动脉。术后次日开始假手术组正常

饲养，模型组灌服同体积的生理盐水，脑心清组按照 100 mg/(kg•d)灌胃给药，脑络通组按照 100 mg/(kg•d)

灌胃给药，连续给药 21 d。在实验结束前 1 周进行水迷宫实验，实验结束后麻醉下处死沙鼠取脑组织。检测

沙鼠的学习记忆功能、海马神经元、脑血管及对应的分子变化情况。 

结果与结论：①同假手术组相比，模型组沙鼠学习能力显著下降。而脑心清组及脑络通组则可有效提升术后

的学习能力下降趋势；②与模型组相比，脑心清组及脑络通组神经元显著增多，且排列较为整齐，细胞轮廓

清晰，结构完整；③与模型组相比，脑心清组及脑络通组沙鼠的超氧化物歧化酶和乳酸脱氢酶活性，谷胱甘

肽含量显著升高，丙二醛含量显著降低(P < 0.01)；④与模型组相比，脑心清组及脑络通组沙鼠海马组织 ASC、

NLRP3 和 Caspase-1 蛋白表达下调(P < 0.05)；⑤与模型组相比，脑心清组及脑络通组沙鼠的白细胞介素 18

和白细胞介素 1β 含量明显降低(P < 0.01)；⑥与模型组相比，脑心清组及脑络通组沙鼠的血小板内皮细胞黏

附分子 1 阳性细胞明显增多，细胞间连接紧密；⑦与模型组相比，脑心清组及脑络通组沙鼠海马组织血小板

内皮细胞黏附分子 1 和磷酸化内皮型一氧化氮合酶表达显著上调，一氧化氮含量显著升高(P < 0.01)；⑧结果

说明，脑心清胶囊可有效保护沙鼠的海马 CA1 区形态；脑缺血再灌注时伴有脑血管功能紊乱，脑心清胶囊可

以保护脑血管功能，进而抑制脑缺血再灌注损伤。 

关键词： 
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脑心清胶囊的作用： 
(1)有效提升沙鼠术后的学习能力下

降趋势； 

(2)有效保护沙鼠的海马 CA1 区形态； 

(3)保护脑血管功能，进而抑制脑缺血

再灌注损伤。 

文章特点— 

(1)在脑缺血再灌注损伤发病的后期，脑心清可以有效的增加海马组织内的血管再生效率； 

(2)通过对细胞焦亡的特征、分子机制及其与脑缺血再灌注关系的进一步研究，有助于深化对海马
神经元细胞死亡方式和机制的认识，为脑缺血再灌注损伤的预防和治疗提供新的思路。 
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Abstract 

BACKGROUND: Naoxinqing capsule has been used for treating cerebral ischemia/reperfusion injury for a long time. However, there are 

relatively few in-depth studies on its mechanism. 

OBJECTIVE: To investigate the therapeutic effect of Naoxinqing Capsule on gerbil model of cerebral ischemia/reperfusion injury by molecular 

biological means. 

METHODS: The study was approved by the Laboratory Animal Ethical Committee of Liaoning University of Chinese Medicine, approval No. 

21000092017072. Eighty male Mongolian gerbils were randomly divided into sham, model, Naoxinqing and Naoluotong groups, and the latter 

three groups underwent bilateral common carotid artery clip for 5 minutes, to establish the model of cerebral ischemia/reperfusion injury. The 

sham group received no common carotid artery clip. Next day, the sham group fed normally, the model group was given normal saline, 

Naoxinqing group was given the 100 mg/(kg•d) Naoxinqing via gavage, and Naoluotong group given 100 mg/(kg•d) Naoluotong via gavage, 

respectively, for 21 consecutive days. The water maze test was conducted at 1 week before experiment ended. The brain tissue was removed 

after experiment. The learning and memory function, hippocampal neurons, cerebrovascular and corresponding molecular changes were 

detected. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with the sham group, the learning ability in the model group was decreased significantly. 

Naoxinqing and Naoluotong groups could effectively improve the learning ability after surgery. (2) Compared with the model group, the 

numbers of neurons in the Naoxinqing and Naoluotong groups were increased significantly, arranged regularly with clear contour and 

complete structure. (3) Compared with the model group, in the Naoxinqing and Naoluotong groups, the activities of superoxide dismutase and 

lactate dehydrogenase, and glutathione content were significantly increased, and the content of malonaldehyde was significantly decreased 

(P < 0.01). (4) The expression levels of ASC, NLRP3 and Caspase-1 in the hippocampus in the Naoxinqing and Naoluotong groups were 

significantly lower than those in the model group (P < 0.05). (5) The levels of interleukin-18 and interleukin-1β in the Naoxinqing and 

Naoluotong groups were significantly lower than those in the model group (P < 0.01). (6) Compared with the model group, the cells positive for 

platelet endothelial cell adhesion molecule-1 in the Naoxinqing and Naoluotong groups were significantly increased, the cells contacted 

closely each other. (7) Compared with the model group, in the Naoxinqing and Naoluotong groups, the expression levels of platelet 

endothelial cell adhesion molecule-1 and phosphorylated endothelial nitric oxide synthase were significantly up-regulated, and the content of 

nitric oxide was significantly increased (P < 0.01). (8) These results indicate that Naoxinqing and Naoluotong can effectively protect the 

morphology of hippocampal CA1 region in gerbils. Cerebral ischemia/reperfusion injury is accompanied by cerebral vascular dysfunction. 

Naoxinqing Capsule can protect cerebral vascular function and inhibit cerebral ischemia/reperfusion injury. 

Key words: Naoxinqing capsule; cerebral ischemia/reperfusion; oxidative stress; inflammation; cerebrovascular function; cell apoptosis 
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0  引言  Introduction 

中国每年有200多万人罹患脑血管疾病，而临床上治

疗脑缺血性疾病的唯一有效方法就是快速恢复脑组织的血

流使其再灌注[1]。然而，在进行缺血在灌注的过程中，往

往会加重脑部的损伤，形成脑缺血再灌注损伤(cerebral 

ischemia reperfusion injury，CIRI)。因此在对脑缺血进行

救治的过程中，除了迅速恢复脑组织的灌注外，亦需要对

后续的再灌注损伤进行防治。脑缺血再灌注损伤的病理生

理过程十分复杂，一般认为，随氧化应激反应，细胞内出

现了Ca
2+超载，并进一步引发血管功能的缺失，最终引发

细胞凋亡[2-4]。同时，越来越多的研究显示，在脑缺血再灌

注损伤发病的过程中，细胞焦亡也发挥了重要的作用。细

胞焦亡是一种促炎性程序性细胞死亡，同细胞凋亡的程序

性主动死亡的不同[5]，细胞焦亡诱发的细胞死亡效果更为

剧烈，其快速的形成质膜孔洞，诱发细胞肿胀进而坏死、

并释放细胞内的内容物和炎性递质[6]。因此，细胞焦亡诱

发细胞死亡的过程更为直接，而对脑细胞带来的损伤也更

大。随着对细胞焦亡的研究的深入，如何有效的缓解由脑

缺血再灌注损伤所诱发的细胞焦亡，协同其他治疗作用，

将大幅降低脑缺血再灌注损伤所带来的脑损伤。而尝试以

药物，特别是中药及有效成分对脑缺血再灌注损伤进行治

疗，取得了良好的效果[7]。 

现针对脑缺血再灌注损伤的中药学研究，多集中于单组

份对于损伤神经的保护作用。如，红景天苷可通过上调大鼠

脑组织突触素(SYN)和生长相关蛋白43(GAP-43)的表达，以

起到保护神经元，快速恢复脑缺血再灌注损伤损伤神经元的

功能[8]。姜黄素则是通过上调脑组织内突触后致密区95 

(PSD-95)和突触素Ⅰ的表达[9]，以增强突触的功能。毛冬青

甲素作用的分子靶点为生长相关蛋白43及碱性成纤维细胞

生长因子，并通过上调两者促进轴突的生长[10]。雷公藤内酯

醇的作用靶点则是突触素和突触后致密区95
[11]。然而，现有

针对中药抗脑缺血再灌注损伤所致细胞焦亡的研究不多。另

外，补阳还五汤、复方参芎滴丸、脑络欣通、脑脉通等中成

药，则对脑缺血再灌注损伤起到多靶点多层次的治疗效   

果[12]。考虑到大量中药有效成分在治疗脑缺血再灌注损伤中

的作用，可以在这些有效成分或成药中进行筛选，以获得临
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床缓解脑缺血再灌注损伤所致细胞焦亡的潜在药物成分。 

脑心清胶囊的主要成分为柿叶。研究表明柿叶提取物

中含有黄酮、有机酸和香豆素等化学物质，具有抗炎、抗

氧化、降压、降血脂、改善血管平滑肌功能及血流动力学

功能等作用，目前该药物已被广泛应用于心脑血管疾病的

治疗[13-15]，现有的研究显示，脑心清可以有效改善脑动脉

硬化及并保护脑缺血所致的神经损伤[16]。然而，上述研究

开展较早，随着对脑缺血再灌注损伤所致的细胞焦亡的深

入研究，如何从现有的治疗脑缺血再灌注损伤药物中，挖

掘缓解细胞焦亡的药物，是对药物二次开发利用的关键。

基于上述目的，研究拟以临床常用的治疗脑缺血再灌注损

伤药物脑络通为阳性对照药，考察脑心清胶囊对脑缺血再

灌注损伤的治疗机制。拟从学习记忆功能变化、氧化应激

反应、炎症反应、细胞焦亡、脑血管修复等几个角度出发，

通过对上述指标的考察以确定脑心清胶囊对脑缺血再灌注

损伤的治疗机制，并为后续有效成分研究提供指导。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物观察。 

1.2  时间及地点  实验于2017年12月至2019年4月在辽

宁中医药大学完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  健康雄性蒙古沙鼠80只，四五月龄，体

质量50-70 g，由哈尔滨医科大学动物学部提供。 

1.3.2  药品和试剂  脑心清胶囊(沈阳东新药业有限公司，

批号：171002)；脑络通胶囊(广州市花城制药厂，批号：

20171002)。Nissl试剂盒、超氧化物歧化酶试剂盒、乳酸

脱氢酶试剂盒、丙二醛试剂盒、谷胱甘肽试剂盒、一氧化

氮试剂盒、白细胞介素18和白细胞介素1β试剂盒均购自南

京建成生物医学工程研究所。血小板内皮细胞黏附因子1、

内皮型一氧化氮合酶和磷酸化内皮型一氧化氮合酶抗体购

自Abcam公司，ASC、NLRP3和Caspase-1抗体购自Sigma

公司。 

1.3.3  主要仪器  水迷宫(成都泰盟科技有限公司)，酶标

仪(Thermo公司)，电泳仪及相关设备(Bio-Rad公司)，冰冻

切片机(Leica公司)，倒置显微镜(Nikon公司)，低温高速离

心机(Eppendorf公司)，超纯水装置(法国Millipore公司)，

核酸蛋白定量仪(瑞士Amersshams公司)，精密天平(瑞士

Mettler公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  动物分组和给药方法  将80只雄性蒙古沙鼠随机

分为假手术组、模型组、脑心清组及脑络通组。术后次日

开始假手术组正常饲养，模型组灌服同体积的生理盐水，

脑心清组按照100 mg/(kg•d)灌胃给药，脑络通组按照  

100 mg/(kg•d)灌胃给药，连续给药21 d。其中，在实验结

束前1周进行水迷宫实验，包括4 d的隐蔽平台实验和1 d的

空间探索实验。而Nissl染色、免疫荧光实验以及各marker

检测，则在实验结束麻醉下处死沙鼠后进行。 

1.4.2  建立脑缺血再灌注损伤模型  随机选取健康蒙古

沙鼠，戊巴比妥钠腹腔注射(40 mg/kg)麻醉后，用无创微

动脉夹同时夹闭双侧颈总动脉5 min，然后松开动脉夹，重

新恢复血流进行再灌注，制成沙鼠脑缺血再灌注损伤模型，

缝合皮肤。假手术组不夹闭双侧颈总动脉，其他手术操作

与模型组相同。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3  水迷宫实验  水迷宫直径200 cm，水深30 cm，水

温(20±3) ℃，将水面平均分为4个象限。每只沙鼠每日训

练2次，60 s/次，共计3 d。第4天开始进行定位航行实验，

平台放置在任意象限，且位于水下1.5 cm，选取平台邻象

限和对象限作为入水点，记录沙鼠在60 s内寻找到平台的

时间，空间探索实验记录动物通过平台所在象限的次数。 

1.4.4  Nissl染色  实验结束，每组随机选取6只沙鼠(剩余

沙鼠用于氧化应激指标检测和Western blot实验)麻醉后处

死，取脑组织制备切片，每只取3张脑片，滴加Nissl染色

液，室温孵育10 min。PBST洗3次，每次5 min，中性树脂

封固，镜下观察。 

1.4.5  免疫荧光实验  沙鼠脑组织冰冻切片，PBS洗片3

次，每次5 min；冰上操作，0.2%Tritonx-100致孔15 min，

PBS洗片3次，每次5 min。山羊血清封闭60 min后直接滴

加血小板内皮细胞黏附分子1一抗(1∶200)，4 ℃条件下孵

育24 h，PBS洗片3次，每次5 min，避光条件下，滴加荧

光二抗(1∶100)室温孵育30 min，PBS洗片3次，每次5 min；

滴加DAPI染核5 min，PBS洗片3次，每次洗5 min。甘油封

实验动物造模过程的相关问题    

造模目的： 考察脑心清胶囊对脑缺血再灌注损伤沙鼠模型的治疗作用 

借鉴已有标准实

施动物造模： 

参考本团队改良的建模方法，建立沙鼠脑缺血再灌注损伤

模型
[17]

  

选择动物的条件： ①蒙古沙鼠；②雄性；③四五月龄；④体质量 50-70 g；

⑤健康 

动物来源及品系： 蒙古沙鼠由哈尔滨医科大学动物学部提供 

造模技术描述： 麻醉后，用无创微动脉夹同时夹闭双侧颈总动脉 5 min，然

后松开动脉夹，重新恢复血流进行再灌注，制成脑缺血再

灌注损伤模型，缝合皮肤 

动物数量及分组

方法： 

80 只雄性蒙古沙鼠随机分组：假手术组 n=20、模型组

n=20、脑心清组 n=20、脑络通组 n=20 

造模成功评价指

标： 

Morris 水迷宫的结果有变化 

造模后实验观察

指标： 

①沙鼠学习记忆功能；②海马神经元损伤情况；③海马组

织氧化应激反应结果；④沙鼠海马组织 ASC、NLRP3 和

Caspase-1 蛋白表达；⑤沙鼠海马组织白细胞介素 18 和白

细胞介素 1β；⑥沙鼠海马组织血小板内皮细胞黏附分子 1、

磷酸化内皮型一氧化氮合酶及一氧化氮表达 

造模过程中动物

死亡原因： 

再灌注时，由于缺血再灌注损伤有死亡的情况 

如何补充造模过

程中缺失的动物： 

在实验前，每组多设沙鼠，通过实验过程中尽量减少麻醉

药的量，保暖等措施减少死亡 

造模后动物处理： 实验结束，每组随机选取 6 只沙鼠，麻醉下处死后取脑组织 

伦理委员会批准： 实验方案经辽宁中医药大学动物实验伦理委员会批准(批

准号为 21000092017072) 
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固，荧光显微镜下观察。 

1.4.6  乳酸脱氢酶、超氧化物歧化酶活性及丙二醛含量测

定  实验结束将剩余沙鼠麻醉后处死，取脑组织。将沙鼠

海马组织匀浆后备用；具体的测定方法如下： 

(1)超氧化物歧化酶测定(羟胺法)：首先，向测定管内

添加试剂一1.0 mL，再添加待测组织匀浆液0.1 mL，对照

管内，添加双蒸水0.1 mL，再分别添加试剂二、试剂三和

试剂四0.1 mL。该试剂管以漩涡震荡仪充分混匀后，37 ℃

水浴孵化40 min，添加显色剂2 mL。超氧化物歧化酶的具

体的计算公式为： 

 

 

(2)乳酸脱氢酶测定(微板法)：在96孔板内，分别设定

空白孔、标准孔、测定孔及对照孔4种。①分别向不同孔内

添加双蒸水，其中，空白孔(25.0 μL)、标准孔(5.0 μL)、测

定孔 (0 μL) 及对照孔 (5.0 μL) ；②向标准孔内添加       

0.2 mmol/L的标准溶液20 μL；③分别向测定孔及对照孔内

添加20 μL待测组织液；④分别向全部孔内添加25 μL基质

缓冲液；⑤向测定孔内添加5 μL辅酶I；⑥将96孔板混匀后，

37 ℃温浴孵化15 min，向全部孔内添加25 μL的2，4-二

硝基苯肼；⑦将96孔板再次混匀后，37 ℃温浴孵化     

15 min，向全部孔内添加250 μL的0.4 mol/LNaOH溶液。

混匀后，在室温内放置5 min。将96孔板放置于酶标仪内，

以450 nm进行检测。乳酸脱氢酶的计算公式为： 

 

 

其中：每克组织蛋白37 ℃与基质作用15 min，反应体

系中产生l μmol丙酮酸为1 U。 

(3)丙二醛测定 (TBA法 )：①分别向标准管内添加    

10 μmol/L的标准品0.1 mL、空白管内添加无水乙醇    

0.1 mL、向测定管及对照管内添加测试样品0.1 mL；②向

全部试管内添加0.1 mL 的试剂一，充分混匀后，再添加 

3.0 mL的试剂二；③向标准管、空白管及测定管内添加  

1.0 mL的试剂三。向对照管内，添加50%的冰醋酸1 mL。 

将待测试管以涡旋振荡器混匀后，以保鲜膜扎紧试管

口，并刺破小孔。95 ℃沸水浴40 min后，取出冷却，再    

3 500-4 000 r/min，离心10min。取上清液在532 nm处，

以双蒸水为对照，测定各管的吸光度。其具体计算公式为： 

 

 

1.4.7  一氧化氮、白细胞介素18和白细胞介素1β水平测定  

实验结束将沙鼠麻醉后处死，取脑组织。根据测定试剂盒

说明书，将沙鼠海马组织匀浆，以3 000 r/min离心10 min，

取上清液，检测各管的吸光度值，同时检测海马组织匀浆

液的蛋白浓度，根据公式计算海马组织一氧化氮、白细胞

介素18和白细胞介素1β水平。 

1.4.8  蛋白质印迹法测定血小板内皮细胞黏附分子1、磷

酸化内皮型一氧化氮合酶、ASC、NLRP3和Caspase-1的

蛋白表达  实验结束将沙鼠麻醉后处死，取脑组织。精密

称取海马组织50 mg，加入400 μL组织裂解液和4 μL蛋白

酶抑制剂。匀浆机将组织绞碎，放置冰盒上裂解40 min，

4 ℃，13 500 r/min，离心15 min后抽取上清液，BCA法

测蛋白浓度，加入loading buffer煮沸变性10 min，放于

-80 ℃条件下保存。通过Western blot检测海马组织血小

板内皮细胞黏附分子1、磷酸化内皮型一氧化氮合酶、ASC、

NLRP3和Caspase-1的蛋白表达。 

1.5  主要观察指标  ①沙鼠学习记忆功能；②海马神经元

损伤情况；③海马组织氧化应激反应结果(乳酸脱氢酶､ 超

氧化物歧化酶､ 丙二醛水平)；④海马组织ASC、NLRP3

和Caspase-1蛋白表达；⑤海马组织白细胞介素18和白细

胞介素1β水平；⑥沙鼠海马组织血小板内皮细胞黏附分子

1、磷酸化内皮型一氧化氮合酶及一氧化氮表达。 

1.6  统计学分析  应用SPSS 18.0软件进行统计，实验数

据以x
_

±s表示，组间差异比较采用单因素方差分析，并利用

最小显著性差异法(LSD)进行组间多重比较，以P < 0.05表

示差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用沙鼠80只，分成4组，

实验过程有脱失，进入结果分析至少14只。 

2.2  脑心清胶囊抑制脑缺血再灌注诱导的沙鼠学习记忆

功能障碍  水迷宫定位航行实验结果显示，模型组沙鼠的逃

避潜伏期与假手术组相比明显延长(P < 0.01)；脑心清组和

脑络通组沙鼠的逃避潜伏期与模型组相比明显缩短(P < 

0.01)。空间探索实验结果显示，模型组沙鼠在目标象限的

游泳时间、有效停留时间及穿梭次数明显减少(P < 0.01)；

与模型组相比，脑心清组和脑络通组沙鼠在目标象限的游泳

时间、有效停留时间及穿梭次数明显增加(P < 0.01)。见图1。 

2.3  脑心清胶囊抑制脑缺血再灌注诱导的海马神经元损

伤  Nissl染色结果显示，假手术组沙鼠的海马CA1区锥体

细胞排列整齐、紧密，细胞结构清晰完整，细胞核正常，

染色质分布均匀，胞浆内尼氏小体丰富。模型组沙鼠的海

马CA1区可见部分神经元丢失，排列不整齐，细胞轮廓模

糊，结构不清，部分神经元胞体皱缩，核固缩，胞浆深染，

胞浆内尼氏小体减小。与模型组相比，脑心清组及脑络通

组神经元显著增多，且排列较为整齐，细胞轮廓清晰，结

构完整，神经元胞体舒展，胞浆内尼氏小体增大。见图2。 

2.4  脑心清胶囊抑制海马组织氧化应激损伤  沙鼠海马

组织氧化应激反应结果显示，与假手术组相比，模型组沙

鼠的乳酸脱氢酶和超氧化物歧化酶活性显著降低，丙二醛

含量显著升高(P < 0.01)；与模型组相比，脑心清组及脑络

通组沙鼠的超氧化物歧化酶和乳酸脱氢酶活性，谷胱甘肽

含量显著升高，丙二醛含量显著降低(P < 0.01)。见表1。 

2.5  脑心清胶囊抑制海马神经元焦亡  Western blot结果

显示，与假手术组相比，模型组沙鼠海马组织ASC、NLRP3

和Caspase-1蛋白表达显著上调(P < 0.01)；与模型组相

比，脑心清组及脑络通组沙鼠海马组织ASC、NLRP3和

Caspase-1蛋白表达下调(P < 0.05)。见图3。 

组织中乳酸脱  

氢酶活力(U/g) 

 

= 
测定 A 值-对照 A 值 

标准 A 值-空白 A 值 

× 
标准品浓度

(0.2 mol/L) 
÷ 

待测样本蛋白浓度

(g/mL) 

组织中丙二醛

含量(μmol/g) 
= 
测定 A 值-对照 A 值 

标准 A 值-空白 A 值 

标准品浓度

(10 mol/L) 

待测样本蛋白浓度

(g/L) 
÷ × 

对组 A 值-测定 A 值 

对照 A 值 

组织中超氧化物 

歧化酶活力(U/mg) 

 

= 
待测样本蛋

白浓度(g/L) 

反应液总体积 

取样量(mL) 
÷ × ÷50% 
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2.6  脑心清胶囊抑制脑缺血再灌注诱导的炎症反应  通

过试剂盒检测沙鼠海马组织白细胞介素18和白细胞介素

1β的水平，结果显示，与假手术组相比，模型组沙鼠的白

细胞介素18和白细胞介素1β质量浓度明显升高(P < 0.01)；

与模型组相比，脑心清组及脑络通组沙鼠的白细胞介素18

和白细胞介素1β质量浓度明显降低(P < 0.01)。见图4。 

2.7  脑心清胶囊抑制脑血管损伤  免疫荧光染色实验结

果显示，与假手术组相比，模型组沙鼠血小板内皮细胞黏

附分子1阳性细胞较少，细胞间连接间断；与模型组相比，

脑心清组及脑络通组沙鼠的血小板内皮细胞黏附分子1阳

性细胞明显增多，细胞间连接紧密。见图5。 

Western blot结果显示，与假手术组相比，模型组沙鼠

海马组织血小板内皮细胞黏附分子1和磷酸化内皮型一氧

化氮合酶表达显著下调(P < 0.01)；与模型组相比，脑心清

组及脑络通组沙鼠海马组织血小板内皮细胞黏附分子1和

磷酸化内皮型一氧化氮合酶表达显著上调，见图6。一氧化

氮试剂盒检测结果显示，与假手术组相比，模型组沙鼠海

马组织一氧化氮含量显著降低(P < 0.01)；与模型组相比，

脑心清组及脑络通组沙鼠海马组织一氧化氮含量显著升高

(P < 0.01)，见图6。 

 

3  讨论  Discussion 

脑组织的血流供应中断可引起一系列缺血级联反应，

而随治疗恢复供血后，脑部又会产生脑缺血再灌注损伤[18]。

由于脑缺血再灌注损伤会改变脑血管的形态及功能，进而

降低脑部的物质交换能力，随供血供氧减少，诱发后续的

氧化及炎症反应，最终损伤脑细胞[19]。由脑缺血再灌注损

伤的发生机制可知，该过程是一个多通路多靶点的协同过

程。而在治疗的过程中，最有效的办法的则是对脑缺血再

灌注损伤发病所对应的相关通路全部进行抑制或阻断，而

根据此次研究的结果可以看出，脑心清胶囊可以从多个角

度缓解脑缺血再灌注损伤的症状。 

发生脑缺血再灌注损伤时，患者的脑部功能往往受损。

如文献报道可知，脑缺血会直接损伤脑部海马神经元树突

棘，使其脱落或者消失，从而引起神经元的结构改变；同时，

随着脑缺血再灌注损伤的发生，海马神经元会释放大量的谷

氨酸，从而过度上调N丙二醛R受体，诱发兴奋性毒性损伤，

两者的协同作用导致大脑出现学习记忆功能障碍[20-21]。因此，

一般多以沙鼠的学习记忆能力损伤，评价脑缺血再灌注损伤

主要以大鼠的脑部损害状况。由此次研究的结果可知，模型

组沙鼠的逃避潜伏期明显长于假手术组，而对比阳性药及脑

心清，沙鼠的逃避潜伏期则显著缩短(P < 0.05)，同时，同模

型组相比，目标象限的游泳时间、有效停留时间及穿梭次数

明显增加(P < 0.01)。该结果提示脑心清胶囊可以有效的改善

脑缺血再灌注损伤症候，保护沙鼠脑缺血再灌注损伤后的学

习记忆能力。然而，为了进一步证明上述机制的发生，作者

从细胞形态及免疫组织化学等几个方面进行了深入的研究。 

如前所述，脑出血以及脑缺血再灌注损伤会直接损伤脑

部的海马神经元树突棘，其在脑部解剖层面的改变就是海马

CA1区锥体细胞排列及形态的变化，随着脑缺血再灌注损伤

诱导的细胞凋亡及焦亡，会发生神经元胞体皱缩，核固缩，

胞浆深染，胞浆内尼氏小体的减小等症状[22-23]。此次研究的

结果显示，脑心清对沙鼠学习能力的保护作用，主要是通过

对海马CA1区锥体细胞的保护实现的，根据此次研究的Nissl

染色结果结果可知，相比于模型组，经过脑心清的治疗，沙

鼠的神经元数量明显增多，而细胞的形态也较为整齐，神经

元细胞的保护情况较好。该结果提示，脑心清对于沙鼠脑缺

血再灌注损伤所致的学习能力损伤，主要是通过对海马CA1

区锥体细胞的保护得以实现的。而该机制，也被大量研究所

验证[24]。此次研究从功能实验及解剖学形态两个角度考察了

脑心清缓解脑缺血再灌注损伤损伤的基础。为了进一步揭示

脑心清在这一过程中发挥的作用，作者又开展了一系列分子

生物学实验，以验证其机制。 

由于脑缺血再灌注损伤的发病机制复杂，特别是早期

脑缺血症状便启动了后续的一系列脑损伤机制。因此，研

究拟从文献中报道的几个方面，对脑心清脑缺血再灌注损

伤保护机制做以解释，具体的示意图如图7所示。 

当脑部由缺血进入再灌注状态时，由于大量脑细胞受

损，细胞液内的乳酸脱氢酶随之释放，抑制了线粒体的呼

吸功能，过度损耗细胞内的ATP，进一步降低脑部的能量

代谢效率，同时，乳酸脱氢酶可促进钙超载，促进氧自由

基形成[25]。另一方面，由于脑部代偿忽然上升，加速了血

钙超载，一氧化氮释放随之增多，在阻塞部位的脑组织出

现了局部的自由基浓度剧烈上升[26]，从而介导了后续的一

系列反应产生损伤。可以说，自由基的过量增加是脑缺血

再灌注损伤发生的起点，而从自由基保护的机制出发，可

从根源上限制脑缺血再灌注损伤的损伤。同时，清除脑缺

血再灌注损伤模型内的乳酸脱氢酶浓度，可有效抑制后续

的氧自由基损伤。在脑梗死区的氧化损伤，主要是通过丙

二醛及超氧化物歧化酶的平衡得以实现的。由于脑部的自

身结构导致其往往易于受到氧自由基的侵袭[27]，而在脑缺

血再灌注损伤的发生的过程中，丙二醛往往过度表达[28]，

该指标代表着脑组织的氧化损伤程度。另一方面，超氧化

物歧化酶值则代表着脑组织对自由氧的清除情况，以对抗

氧化损伤[29]。根据此次研究的结果可知，在对模型沙鼠进

行药物干预时，脑心清可有效的降低乳酸脱氢酶及丙二醛

的浓度，提升超氧化物歧化酶值的浓度，从而降低脑缺血

再灌注损伤的氧化损伤，起到脑保护作用。 

随着脑缺血再灌注损伤的发生，本身即会激活释放大量

的炎症信号因子[6]；氧化损伤的不断持续，脑血管内皮细胞、 

指标 假手术组 模型组 脑心清组 脑络通组 

乳酸脱氢酶(U/mg) 263.3±13.4 205.8±12.6
a
 241.5±13.1

b
 242.6±12.9

b
 

超氧化物歧化酶(U/mg) 131.5±7.83 71.6±3.92
a
 112.5±6.17

b
 113.4±5.68

b
 

丙二醛(μmol/g) 3.5±0.27 5.8±0.37
a
 3.5±0.22

b
 3.6±0.24

b
 

 

表 1  沙鼠脑缺血再灌注后各组脑海马组织氧化水平比较     (x
_

±s) 

Table 1  Comparison of the oxygenation level in the hippocampus 

after gerbil cerebral ischemia/ reperfusion injury     

表注：与假手术组比较，
a
P < 0.01；与模型组比较，

b
P < 0.01 
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图注：图 A 为逃避潜伏期；B 为逃避路程；C 为水迷宫定位航行实验轨迹图；D 为目标象限的游泳时间；E 为穿梭次数；F 为空间探索实验轨

迹图。与假手术组比较，a
P < 0.01；与模型组比较，b

P < 0.01 

图 1  各组水迷宫定位航行实验及空间探索实验结果 

Figure 1  Water maze navigation test and spatial probe test results in each group 

 

图注：与模型组相比，脑心清组及脑络通组神经元显著增多，且排列较为整齐 

图 2  各组沙鼠的海马 CA1 区 Nissl 染色结果 

Figure 2  Nissl staining results of hippocampal CA1 in gerbils of each group  

 

图注：图 A 为 ASC 蛋白表达；B 为 NLRP3 蛋白表达；C 为 Caspase-1 蛋白表达。与假手术组比较，a
P < 0.01；与模型组比较，b

P < 0.01，c
P < 

0.05 

图 3  各组沙鼠海马组织 ASC、NLRP3 和 Caspase-1 蛋白表达 

Figure 3  Protein expression levels of ASC, NLRP3 and Caspase-1 in the hippocampus of gerbils in each group 
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图注：图 A 为白细胞介素 18 水平；B 为白

细胞介素 1β 水平。与假手术组比较，a
P < 

0.01；与模型组比较，b
P < 0.01 

图 4  对比各组沙鼠海马组织白细胞介素

18 和白细胞介素 1β 水平 

Figure 4  Protein expression levels of 

interleukin-18 and interleukin-1β in the 

hippocampus of gerbils in each group 
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胶质细胞的凋亡，亦会使细胞内的的炎症信号因子释放[30]，

同时，随着炎症因子的不断释放，其所对应炎症信号通路也

会被激活，从而放大了各类炎性损伤的级联效应[31]。另一方

面，随大量炎症递质的释放，炎症通路的激活，脑细胞的焦

亡程序会随之激活。脑缺血再灌注损伤的焦亡主要由半胱天

冬酶(Caspase-1)依赖性介导[11]。而Caspase-1焦亡通路的

上游靶点之一是凋亡相关斑点样蛋白(ASC)，其功能是连接

胞浆内受体和Caspase-1的接头蛋白[12]；NOD样受体蛋白

3(NOD-like receptor protein 3，NLRP3)的功能和ASC类似，

作为固有免疫中处理和递呈炎性信号的重要节点 [32]，

NLRP3可激活炎性体通路[33]，两者均可以活化Caspase-1

以激活后续的炎症反应，在细胞焦亡的过程中，Caspase-1

主要是功过Caspase-1→白细胞介素18和白细胞介素1β从

而激活后续的脑细胞焦亡的发生。此次研究显示，脑心清可

显著下调脑组织内ASC、NLRP3和Caspase-1的表达。从而

抑制了Caspase-1所介导的细胞焦亡的发生。 

除了作用于脑细胞的焦亡通路外，根据KEGG的查询结

果可知[34]，白细胞介素18是NOD样受体信号通路及TNF信

号通路重要靶点，而白细胞介素1β更是嵌套入了NOD样受

体、NF-KB、白细胞介素17、TRP及Toll样受体等众多炎症

信号通路。两者本身即在脑缺血再灌注损伤的发生过程中发

挥了重要作用[35-36]。随上游ASC、NLRP3→Caspase-1信号

通路的抑制，下游的白细胞介素18和白细胞介素1β的表达

亦随之下调，从而有效的抑制炎症损伤的发生。根据此次研

究结果可知，随着脑缺血再灌注损伤的发生，模型组内的白

细胞介素18和白细胞介素β的水平均显著性升高，而脑心通

给药后，可迅速降低两者的浓度，结果提示，脑心通除了可

以抑制细胞焦亡外，亦有效的参与了众多炎症反应信号通

路，并随之发挥了炎症损伤保护作用。 

在炎症发生的过程中，血小板内皮细胞黏附分子1的表

达贯穿了整个炎症反应的过程，其是引起白细胞外渗的主要

成分，且进一步的促进白细胞的迁移，从而激发了相应的炎

症反应，因此，血小板内皮细胞黏附分子1在脑缺血再灌注

损伤早期，主要是介导了大脑的炎症损伤[37]。而在后期，随

着炎症反应的消失，血小板内皮细胞黏附分子1则通过对脑

血管的修复，以实现脑组织保护的作用。该作用是通过两条

通路介导的，分别是上游的PI3K/Akt上调内皮型一氧化氮合

酶表达[38]，及其介导的下游的SDF-1 /CXCR4通路增加血小

板内皮细胞黏附分子1的表达[39]，最终促进缺血部位血管再

生。在此次研究中，可以看出随着模型组给药，脑心清可以

图注：与模型组相比，脑心清组及脑络通组沙鼠的血小板内皮细胞黏附

分子 1 阳性细胞明显增多，细胞间连接紧密 

图 5  各组沙鼠海马组织 CA1 区血小板内皮细胞黏附分子 1 阳性细

胞对比(标尺=100 μm) 

Figure 5  Cells positive for platelet endothelial cell adhesion 

molecule-1 in the hippocampal CA1 of gerbils in each group (scale 

bar=100 μm) 

 

图 7  脑心清作用于脑缺血再灌注损伤的机制 

Figure 7  Mechanism of Naoxinqing acting on cerebral 

ischemia/reperfusion injury 
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图注：图 A 为血小板内皮细胞黏附分子 1(PECAM-1)表达；B 磷酸化内皮型一氧化氮合酶(p-eNOS)表达；C 为一氧化氮浓度。与假手术组比较，a
P < 

0.01；与模型比较，b
P < 0.01 

图 6  对比各组沙鼠海马组织血小板内皮细胞黏附分子 1 和磷酸化内皮型一氧化氮合酶表达及一氧化氮水平 

Figure 6  Expression levels of platelet endothelial cell adhesion molecule-1 and phosphorylated endothelial nitric oxide synthase, and 

content of nitric oxide in the hippocampus of gerbils in each group 
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有效上调脑组织内p-内皮型一氧化氮合酶和血小板内皮细

胞黏附分子1的表达，而在海马组织内，血小板内皮细胞黏

附分子1的表达也随之上升，结果提示，在发病的后期，脑

心清可以有效增加海马组织内的血管再生效率。 

因此，通过对细胞焦亡的特征、分子机制及其与脑缺

血再灌注关系的进一步研究，有助于深化对海马神经元细

胞死亡方式和机制的认识，为脑缺血再灌注损伤的预防和

治疗提供新的思路。 
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