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摘　 要:目的 探讨当归逐瘀胶囊对大鼠脑缺血再灌注损伤(ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙꎬＣＩ / ＲＩ)不同

时间点大脑损伤侧皮层组织中核因子￣κＢ (ＮＦ￣κＢ)信号通路及炎症反应的影响ꎮ 方法 取健康雄性大鼠 １２０ 只ꎬ
随机分成假手术组、模型组和当归逐瘀组ꎬ每组按照缺血后再灌注 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 和 １０ ｄ 各分为 ４ 个亚组ꎮ 除

假手术组外ꎬ剩余各组采用线栓法制备大鼠 ＭＣＡＯ 模型ꎬ缺血 ２ ｈꎬ待大鼠清醒回笼后灌胃给药ꎮ 假手术组和模

型组灌胃给予生理盐水 １０ ｍＬ􀅰ｋｇ－１ꎬ当归逐瘀组灌胃给予药物 ２. ００ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ每天 １ 次ꎮ 取脑组织 ＴＴＣ 染色法

测定梗死面积ꎬＨＥ 染色观察组织病理学变化ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 测定 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＩＫＫβ 和 ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白表达ꎮ 结果 当归逐瘀胶囊能显著降低再灌注各时间点脑梗死面积(Ｐ<
０.０５)ꎻ有效改善大脑皮层组织病理损伤ꎻ显著降低再灌注 ２４ ｈ~ １０ ｄ ＴＮＦ￣αｍＲＮＡ、ＩＣＡＭ￣１ｍＲＮＡ、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ
和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白表达ꎬ降低再灌注 ２４ ｈ~４８ ｈ ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ 和 ＩＫＫβ 蛋白表达(Ｐ<０. ０５)ꎮ 结论 当归逐瘀胶囊

有脑保护作用ꎬ其作用机制可能是通过调控 ＩＫＫβ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白、降低 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ
表达、抑制炎症反应而发挥脑保护作用ꎮ
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Ｄａｎｇｇｕｉ Ｚｈｕｙｕ Ｃａｐｓｕｌｅ ｈａｓ ａ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔꎬａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＩＫＫβ ａｎｄ ｐ￣
ＮＦ￣κＢ６５ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ　 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ、ＩＣＡＭ￣１ｍＲＮＡ、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬｅｘｅｒｔ
ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｄａｎｇｇｕｉ Ｚｈｕｙｕ ｃａｐｓｕｌｅｓꎻＣｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙꎻＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎻＮｕｃｌｅａｒ Ｆａｃｔｏｒ κＢ

　 　 脑缺血 /再灌注损伤(ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕ￣
ｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙꎬＣＩ / ＲＩ)是由多种机制共同参与的病理、
生理过程ꎬ主要有炎症反应、钙离子超载、兴奋性

氨基酸的毒性释放、自由基过度形成等ꎬ而级联的

炎症反应是导致脑细胞损伤的重要病理环节[１￣３]ꎮ
ＣＩ / ＲＩ 后ꎬ相关炎性细胞产生大量的炎性因子ꎬ如
粘附分子、细胞因子等ꎬ它们促进机体炎性反

应[４￣６]ꎮ 近年来ꎬ中医药在防治 ＣＩ / ＲＩ 方面取得显

著的成就ꎬ已成为脑卒中防治的研究焦点[７￣１０]ꎮ 当

归逐瘀胶囊是一种中药制剂ꎬ主要成分是当归、莪
术、延胡索等ꎬ具有活血化瘀、行气止痛的功效ꎬ临
床上用于缺血性脑血管疾病及其后遗症ꎬ结果表

明该药能有效治疗脑梗死ꎬ显著改善患者的神经

功能及瘀血证ꎮ 前期研究表明该药能抑制核因子￣
κＢ６５ꎬ但其具体作用机制并不清楚[１１]ꎮ 本研究采

用 ＭＣＡＯ 模型ꎬ探讨当归逐瘀胶囊对 ＮＦ￣κＢ 信号

通路与炎症反应相关因子的影响及其抗 ＣＩ / ＲＩ 的

分子机制ꎬ为临床应用提供有力证据ꎮ
１　 仪器与材料

１.１　 仪器　 高速冷冻离心机(湖南塞特湘仪离心

机厂)ꎻ多功能酶标仪(德国贝克曼公司)ꎻ电泳仪

(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬＰＣＲ 扩增仪(美国 ＰＥ 公司)ꎮ
１.２　 试药与试剂　 当归逐瘀胶囊(西京医院制ꎬ批
号:２０１８０６０２)ꎻ四氮唑(ＴＴＣ)(天津福晨化学试剂

有限公司ꎬ批号:２０１７０２２６)ꎻ苏木精￣伊红(ＨＥ)染

色试剂盒 (南昌雨露实验器材有限公司ꎬ批号:
１７１２０１)ꎻＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 引物(美
国 ＴａｋａＲａ 公司)ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒ꎻ琼脂糖ꎻ兔抗

ＩＫＫβ、 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 和 β￣ａｃｔｉｎ 一抗 (美国 ＳＡＮＴＡ
ＣＲＵＺ 生物公司)ꎻ山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗ꎬ中国北京中

杉金桥有限公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上

样缓冲液和 ＢＣＡ 蛋白试剂盒(北京索莱宝科技有

限公司)ꎮ
１.３　 实验动物 　 健康雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重(２６０±
１０)ｇꎬ购买于空军军医大学实验动物中心ꎮ 大鼠

在相对湿度 ４０％ ~ ６０％、环境温度(２５±１)℃ 和光

照时间为 １２ ｈ 的清洁环境中饲养ꎬ期间大鼠自由

进食ꎬ１ ｗ 后进行实验ꎮ
２　 方法

２.１　 动物分组与给药 　 取健康雄性大鼠 １２０ 只ꎬ
随机分成假手术组、模型组和当归逐瘀组ꎬ每组

４０ 只ꎬ每组再按照缺血后再灌注 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ
和 ７ ｄ ４ 个时间点分为 ４ 个亚组ꎮ 除假手术组外ꎬ
其余各组大鼠线栓法制备 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型ꎬ于造模

第 １ 天起给予药物干预ꎬ假手术组与模型组灌胃给

予蒸馏水 １０ ｍＬ􀅰ｋｇ－１ꎬ当归逐瘀组灌胃给予实验

药物 ２.００ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ每天 １ 次ꎮ
２.２　 标本采集　 取各时间点大鼠 ６ 只ꎬ仰卧位固

定ꎬ麻醉ꎬ断头取脑ꎬＴＴＣ 测定脑缺血面积、ＨＥ 染

色观察皮层组织变化ꎻ另取每组剩余大鼠 ４ 只ꎬ麻
醉ꎬ迅速断头取脑置冰盘上ꎬ剔除小脑和脑干ꎬ分
离出损伤侧与对照侧脑组织ꎬ锡薄纸包好迅速置

液氮中放置 ２４ ｈꎬ移置－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ
２.３ 　 ＰＣＲ 测 定 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣８、 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１
ｍＲＮＡ 的表达　 取 ２.２ 项下的大脑皮层组织ꎬ按照

ＴａＫａＲａ 提取试剂盒说明书操作从损伤脑组织中提
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取总 ＲＮＡꎬ经测定 Ａ２６０ / Ａ２８０ 比值在 １.８ ~ ２.０ꎬ取
１ μｇ 总 ＲＮＡ 进行逆转录 ｃＤＮＡ 合成引物设计根据

目的基因 Ｇｅｎｂａｎｋ 中的已知序列ꎬ由 ＴａｋａＲａ 设计

并合成ꎬＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ 逆转录 ＰＣＲ 反应严格按

照试剂盒说明进行ꎬｉＱＴＭ５ 多重实时荧光定量 ＰＣＲ

仪定量分析ꎮ
２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＩＫＫβ 和 ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白

表达　 取 ２.２ 项下大脑皮层组织ꎬ全蛋白提取液提

取组织蛋白ꎮ 取各组蛋白提取液 ２５ μＬ 用双缩脲

法测 定 蛋 白 量、 计 算 含 量ꎬ 调 整 蛋 白 浓 度 为

２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ加入蛋白变性液充分混匀ꎬ１００ ℃煮

沸变性 １０ ｍｉｎꎮ 蛋白 ５０ μｇ 经 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳后ꎬ转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 １０％脱脂奶粉 ＴＢＳＴ
液 ３７ ℃ 封闭 ３ ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次×１０ ｍｉｎꎬ与 ＩＫＫβ
(１ ∶ ５００)和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５(１ ∶ １０００)一抗反应ꎬ室温

孵育 ５０~ ７０ ｍｉｎꎬ取出 ＰＶＤＦ 膜用 ＴＢＳＴ 缓冲液洗

膜 １０ ｍｉｎ×３ 次ꎻ加入辣根过氧化物酶标记的二抗

(１ ∶ ５ ０００)ꎬ室温孵育 ５０~７０ ｍｉｎꎬＴＢＳＴ 缓冲液洗

膜 １０ ｍｉｎ×３ 次ꎻ加入化学发光液ꎬ避光显色ꎮ 用

Ｇｅｌ￣Ｐｒｏ Ａｎａｌｙｚｅｒ(Ｂｉｏ Ｒａｄ)软件分析目的带ꎬ以实

验组目的蛋白表达灰度值 /模型组 ２４ ｈ 目的蛋白

表达灰度值来表示蛋白的表达水平ꎮ
２.５　 统计学方法　 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９.０ 软件对各数

据进行统计学分析ꎬ结果以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＡＶＯＶＡ

方法进行单因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

３　 结果

３.１　 当归逐瘀胶囊对脑缺血面积的影响　 本研究

结果显示ꎬ假手术组大鼠脑组织无缺血ꎬ而模型组

大鼠在 ＣＩ / ＲＩ 不同时间点脑缺血面积显著增加ꎬ其
中 ＣＩ / ＲＩ ４８ ｈ 脑缺血面积达到峰值ꎮ 与模型组

比ꎬ当归逐瘀胶囊可改善各组大鼠脑缺血面积(Ｐ<
０.０５)ꎬ其中对 ＣＩ / ＲＩ ４８ ｈ 的脑缺血改善最显著

(Ｐ<０.０５)ꎮ 脑缺血面积见图 １ꎮ
３.２　 当归逐瘀胶囊对大脑皮层组织的影响　 本实

验结果显示ꎬ假手术组的各亚组大鼠大脑皮层组

织嗜色均匀ꎬ无水肿或炎细胞浸润ꎮ 模型组中ꎬ
ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ 亚组大鼠大脑皮层组织出现嗜色不均

匀ꎬ核深染ꎬ胞浆存在空泡样变性ꎻＣＩ / ＲＩ４８ ｈ 亚组

中ꎬ组织中出现核深染且固缩ꎬ胞浆嗜酸性和炎细

胞浸润增加ꎬ间质和小胶质细胞出现肿胀ꎻＣＩ / ＲＩ
７２ ｈ 和 １０ ｄ 两个亚组中ꎬ细胞核固缩深染明显增

加ꎬ坏死区胞浆嗜酸性增多ꎬ炎细胞浸润和小胶质

细胞增生也明显增加ꎬ而间质水肿减轻ꎮ 与模型

组比较ꎬ当归逐瘀胶囊可显著降低 ＣＩ / ＲＩ 各时间点

炎细胞浸润ꎬ改善大脑皮层损伤ꎮ 大鼠大脑皮层

组织病理学见图 ２ꎮ
３.３　 当归逐瘀胶囊对大脑皮层组织 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、
ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 的影响 　 假手术组大鼠

ＣＩ / ＲＩ 不同时相点大脑皮层组织中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、
ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 的 ｍＲＮＡ 均表达较少ꎮ 与假手

术组比较ꎬ模型组大鼠 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~ １０ ｄ ＴＮＦ￣α、
ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达显著升高ꎬ ＣＩ / ＲＩ
２４ ｈ~７２ ｈ ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ 表达显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ
ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣８ｍＲＮＡ 表达在 ２４ ｈ 为最高值ꎬＩＣＡＭ￣
１ 和 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达在 ４８ ｈ 达峰ꎮ 与模型组比

较ꎬ当归逐瘀可显著降低 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ~１０ ｄ 各时间

点大鼠大脑皮层组织 ＴＮＦ￣α、 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１
ｍＲＮＡ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ降低 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~ ４８ ｈ ＩＬ￣８
ｍＲＮＡ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３ꎮ
３.４　 当归逐瘀胶囊对大脑皮层组织 ＩＫＫβ 和ｐ￣ＮＦ￣
κＢ６５ 蛋白的影响　 结果显示ꎬ假手术组的各亚组

中 ＩＫＫβ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白表达水平均较低ꎮ 与

假手术组相比ꎬ模型组中 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~ ７２ ｈ ＩＫＫβ
表达显著升高ꎬＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~ １０ ｄ ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 表达

显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎬＩＫＫβ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 表达在

４８ ｈ 为最高值ꎮ 与模型组比较ꎬ当归逐瘀可显著

降低 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ~４８ ｈ ＩＫＫβ 蛋白表达ꎬ降低 ＣＩ / ＲＩ
２４ ｈ ~ １０ ｄ 各时间点 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白表达 (Ｐ <
０.０５)ꎬ结果见图 ４、图 ５ꎮ

注:与模型组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

图 １　 脑缺血面积
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注:Ａ＝假手术ꎬＢ＝模型组ꎬＣ＝当归逐瘀组ꎻ１＝ ２４ ｈꎬ２＝ ４８ ｈꎬ３＝ ７２ ｈꎬ４＝ １０ ｄ

图 ２　 大鼠大脑皮层组织病理学(ＨＥ 染色ꎬ×１０)

图 ３　 当归逐瘀胶囊对 ＣＩ / ＲＩ 不同时相点大鼠大脑皮层组织 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达的影响

注:与模型组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５
图 ４　 ＩＫＫβ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白表达水平柱形图
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图 ５　 ＩＫＫβ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 的蛋白电泳图

４　 讨论

大量研究表明ꎬ炎症反应在 ＣＩ / ＲＩ 起着关键作

用ꎬ抗炎作为治疗脑卒中的重要一环越来越得到

认可[１２￣１６]ꎮ 大量的资料表明 ＮＦ￣κＢ 促进了脑缺血

后的炎症反应ꎬ当细胞受到缺血等刺激时 ＩＫＫ 活

化ꎬ使 Ｉｋ Ｂ 磷酸化并与 ＮＦ￣κＢ 解聚ꎬ从而激活 ＮＦ￣
κＢꎬ活化的 ＮＦ￣κＢ 进入核内进一步调控多种靶基

因转录ꎬ诱导下一步的炎症级联放大反应[１７￣１９]ꎮ
炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、细胞间粘附分子 ＩＣＡＭ￣１ꎬ
ＭＣＰ￣１ 等炎性介质的基因转录都依赖于 ＮＦ￣
κＢ[２０￣２２]ꎮ

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８ 为促炎症因子ꎬ当脑发生损伤时ꎬ
ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达会增加ꎬ进而对组织造成损

伤ꎻＴＮＦ￣α 还可促进脑损伤中的 ＩＬ￣８、ＩＬ￣６ 等因子

的 ｍＲＮＡ 转录及表达ꎬ 而 ＩＬ￣８ 则进一步刺激

ＴＮＦ￣α 活化ꎬ两者起协同促炎作用[２３]ꎮ 而炎性细

胞因子可快速诱导粘附分子表达ꎬ如 ＩＣＡＭ￣１、
ＭＣＰ￣１ 等[２４￣２５]ꎮ ＩＣＡＭ￣１ 主要功能是介导细胞间

的黏附反应ꎬ在正常组织中表达水平极低ꎬ在炎症

过程中ꎬＩＣＡＭ￣１ 上调可促进白细胞粘附和浸润组

织ꎬ增强白细胞穿出血管壁的过程ꎬ从而促进炎症

的发生与发展ꎻＭＣＰ￣１ 是一种前炎性因子ꎬ在缺血

缺氧等情况下脑组织可大量分泌释放ꎬ导致炎性

细胞在损伤脑组织局部聚集和活化ꎬ进一步加重

脑损伤[２６￣２７]ꎮ 本研究结果显示 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~ １０ ｄ
ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ、 ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ、 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 和

ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白表达显著升高ꎻＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~ ７２ ｈ
ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ 和 ＩＫＫβ 蛋白水平升显著增加ꎮ

本实验结果表明ꎬＣＩ / ＲＩ４８ ｈ 脑缺血面积增加

尤为明显ꎬ组织病理学也显示 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ~ ４８ ｈ 大

脑皮层组织损伤加重ꎬ提示抑制 ＣＩ / Ｒ 炎性反应应

愈早愈好ꎮ 本研究结果表明ꎬ当归逐瘀胶囊可缩

小 ＣＩ / ＲＩ 各时间点大脑缺血面积ꎬ减轻间质水肿和

炎细胞浸润ꎮ ＣＩ / ＲＩ 后 ＮＦ￣κＢ 的活化以及 ＴＮＦ￣α、

ＩＬ￣８、ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 等为代表的炎性介质释放

而形成的“瀑布效应”是 ＣＩ / ＲＩ 炎症反应的基础ꎬ
因此阻止 ＮＦ￣κＢ 信号通路及炎性介质表达可减轻

ＣＩ / ＲＩ[２８￣３０]ꎮ 本研究 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明当归逐瘀胶

囊可降低 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~ １０ ｄ ＴＮＦ￣α、 ＩＣＡＭ￣１ 和

ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ降低 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ ~
４８ ｈ ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ 表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ
当归逐瘀胶囊可降低 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ~ ４８ ｈ ＩＫＫβ 蛋白

表达ꎬ抑制 ＣＩ / ＲＩ ２４ ｈ~１０ ｄ ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白水平ꎮ
本研究证实当归逐瘀胶囊抗 ＣＩ / ＲＩ 作用ꎬ可能

是通过调控 ＩＫＫβ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ６５ 蛋白表达、降低

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣８、ＩＣＡＭ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达、抗炎

而发挥其脑保护作用ꎮ
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