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摘要： 目的　 探讨脑泰方对脑缺血 ／再灌注大鼠的神经保护作用。 方法　 ７５ 只大鼠随机分为假手术组、 模型组及脑泰

方低、 中、 高剂量组， 每组 １５ 只， 采用大脑中动脉栓塞再灌注法进行造模， 连续灌胃相应药物 １４ ｄ， 采用 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ
评分法及平衡木实验检测大鼠神经肌肉功能和前庭运动功能， ＨＥ 染色观察脑组织病理改变情况， ＴＴＣ 染色观察脑组

织梗死情况， 免疫荧光检测脑缺血半暗带区域 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ⅱ、 ＧＲＰ７８、 ＣＨＯＰ、 ＰＥＲＫ 蛋白阳性表达率， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ、 ＧＲＰ７８、 ＣＨＯＰ、 ＰＥＲＫ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 脑泰方各剂量组

大鼠神经肌肉运动功能及梗死体积均得到改善 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 大鼠脑缺血半暗带区及责任血管区域 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
ＬＣ３Ⅱ、 ＧＲＰ７８、 ＣＨＯＰ、 ＰＥＲＫ 蛋白表达及 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ比值均有不同程度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且中剂量组具

有更明显优势。 结论　 脑泰方能有效降低大鼠脑梗死体积百分比， 改善神经运动功能， 其机制可能与调控脑缺血半暗

带区内质网应激和自噬因子相关， 从而起到神经保护作用， 其中中剂量具有显著优势。
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　 　 脑卒中是最常见的神经疾病， 其中缺血性脑卒中约占

脑卒中病例的 ８７％ ， 具有高病发率、 高死亡率、 高致残率

等特点， 严重危害人们的生命健康［１］ 。 目前缺血性脑卒中

最有效的治疗手段是恢复缺血组织的血供， 但脑缺血再灌

注可导致更加严重的脑功能障碍发生， 即脑缺血再灌注损

伤 （ＣＩＲＩ） ［２］ 。 研究发现， 内质网应激 （ＥＲＳ） 反应在脑

缺血再灌注损伤病理进展中起到重要作用［３］ 。 当脑缺血发

生时， 大量未折叠或错误折叠蛋白在内质网中积蓄或钙离

子紊乱等原因诱导 ＥＲＳ 的发生， 加速神经细胞自噬与凋

亡。 因此， 抑制内质网应激或成为防治脑缺血再灌注损伤

的关键靶点之一。 脑泰方具有补气活血、 化瘀通络的功效，
对气虚血瘀型缺血性脑卒中患者具有良好的临床效果［４］ 。
本研究旨在基于 ＰＥＲＫ ／ ＣＨＯＰ 蛋白通路探讨脑泰方对于脑

缺血 ／再灌注模型大鼠脑内神经细胞自噬相关蛋白的影响，
以期为脑泰方通过调控脑内损伤细胞的内质网应激反应治

疗 ＣＩＲＩ 提供重要的科学证据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 分组及造模 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ７５ 只， 体质量

（１６０±１０） ｇ， 由湖南中医药大学实验动物中心提供， 实验

动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （湘） ２０１３⁃０００５， 动物实验伦理

审查号 ２０２１⁃００８６， 饲养环境为 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 室温

（２５±３）℃， 相对湿度 ６５％ ， 噪音≤６０ ｄＢ。

大鼠随机分为假手术组、 模型组及脑泰方低、 中、 高

剂量组， 每组 １５ 只， 适应性喂养 ３ ｄ 后， 参照文献 ［５］
报道， 采用大脑中动脉栓塞再灌注方法进行手术造模， 以

１０％ 水合氯醛 （４ ｍＬ ／ ｋｇ） 腹腔注射进行麻醉， 大鼠仰卧位

固定， 颈部正中切开皮肤， 暴露颈前肌群， 分离肌肉， 撑

开固定， 仔细分离颈内动脉、 颈外动脉、 右侧颈总动脉，
将右侧颈总动脉近心端结扎， 在距离右侧颈总动脉分叉

５ ｍｍ 处的血管壁做小切口， 插入线栓， 当线栓头部出现轻

微的阻力感时， 即说明线栓头部进入大脑中动脉， 血流阻

断， 常规缝合， 伤口涂抹青霉素液， 预防感染， 缺血

１２０ ｍｉｎ 后， 将体外的线栓拔出约 １ ｃｍ， 使再灌注， 然后

剪去大鼠体外的栓线。 大鼠出现缺血侧眼球发暗灰白， 以

及对侧肢体瘫痪， 或站立不稳， 提尾时向一侧转圈， 视为

造模成功； 假手术组操作方法同前， 但只暴露颈动脉， 并

不进行插线。 造模期间如有大鼠死亡或制备不成功则予以

剔除， 另取大鼠补充， 确保每组在造模后存活 １５ 只。
１􀆰 ２　 药 物 制 备 及 给 药 　 脑泰方 （由黄芪 ５０ ｇ、 川芎

１２􀆰 ５ ｇ、 地龙 １８􀆰 ７５ ｇ、 僵蚕 １８􀆰 ７５ ｇ 组成） 浓缩颗粒购自

湖南中医药大学第一附属医院药剂科， 每 １００ ｇ 生药相当

于浓缩颗粒剂 ８􀆰 ４４ ｇ， 溶解于 ６０ ℃双蒸水中， 配成终质量

浓度为 ０􀆰 ２８１ ｇ ／ ｍＬ 的溶液， ４ ℃密封保存。 造模结束后第

２ 天开始灌胃给药， 假手术组和模型组灌胃给予 ２ ｍＬ 生理
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盐水， 每天 １ 次。 根据人临床用量的等效剂量和动物体表

面积［６］计算， 脑泰方低、 中、 高剂量组分别以 ０􀆰 ４５、 ０􀆰 ９、
１􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ 灌胃给药， 每天 １ 次， 持续 １４ ｄ。 除假手术组外，
其余各组大鼠在灌胃期间均有少数大鼠死亡， 为保证统计

学资料的客观性， 最后每组各取 １１ 只进行后续实验。
１􀆰 ３　 试剂及仪器　 水合氯醛购自上海山浦化工有限公司，
批号 ２０２００７０９； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、 蛋白抽提试剂、
２ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ 标准品、 ５ × 还 原 样 品 缓 冲 液、 １０ × Ｔｒｉｓ⁃
Ｇｌｙｃｉｎｅ⁃ＳＤＳ 电泳缓冲液、 １０×ＴＢＳＴ （ ｐＨ ８􀆰 ０）、 山羊抗兔

ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 山羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 均购自天德瑞 （北
京 ） 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号 ＷＢ００２８、 ＷＢ０００３、
ＷＢ００３０、 ＷＢ００３１、 ＷＢ００３５、 ＷＢ００４３、 Ｓ００４、 Ｓ００１； β⁃
ａｃｔｉｎ 鼠单抗购自美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公司， 批号 ＹＭ３０２８；
ＬＣ３、 ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ、 ＣＨＯＰ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 一抗均购自武汉三

鹰生物技术有限公司， 批号 １４６００⁃１⁃ＡＰ、 １１５８７⁃１⁃ＡＰ、
２４３９０⁃１⁃ＡＰ、 １５２０４⁃１⁃ＡＰ、 １１３０６⁃１⁃ＡＰ； 无水乙醇购自国药

集团化学试剂有限公司， 批号 １０００９２１８３； 二甲苯购自上海

凌峰化学试剂有限公司， 批号 １３３０⁃２０⁃７； Ｆｉｔｃ⁃ＴＳＡ、 荧光

二抗 ＨＲＰ 山羊抗兔、 ＣＹ３、 ＤＡＰＩ、 ＣＹ３⁃ＴＳＡ、 柠檬酸 （ｐＨ

６􀆰 ０） 抗原修复液、 ＥＤＴＡ （ｐＨ ９􀆰 ０） 抗原修复液、 ＥＤＴＡ
（ｐＨ ８􀆰 ０） 抗原修复液、 ＰＢＳ 缓冲液、 自发荧光淬灭剂均购

自武汉赛维尔生物科技有限公司， 批号 Ｇ１０１２、 Ｇ１２２３、
Ｇ１２０２、 Ｇ１２０３、 Ｇ１２０６、 Ｇ０００２、 Ｇ１２２１、 Ｇ５００１、 Ｇ１４０１。

Ｍｉｎｉ⁃Ｐｒｏｔｅｎ Ｔｅｔｒａ Ｓｙｓｔｅｍ 电泳系统、 凝胶成像系统 （美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 石蜡切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； ＢＸ４３
光学显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ５ 多功能酶

标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＣＲ２２Ｇ Ⅱ高速冷冻离

心机 （日本日立公司）； 脱水机 （意大利 Ｄｉａｐａｔｈ 公司）；
免疫组化笔、 载玻片 （武汉赛维尔生物科技有限公司）；
盖玻片 （江苏世泰实验器材有限公司）； Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃ１
正置荧光显微镜、 Ｎｉｋｏｎ ＤＳ⁃Ｕ３ 成像系统 （日本尼康

公司）。
１􀆰 ４　 神经功能缺失体征评分 　 采用 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 评分法［７］ 及

平衡木评分法［８］对大鼠神经肌肉功能和前庭运动功能进行

评测。 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 评分标准见表 １。 平衡木评分法操作方法

为取一根长 ８０ ｃｍ、 宽 ２􀆰 ５ ｃｍ 的木条， 水平固定在离台面

１０ ｃｍ 高度的地方， 让大鼠在木条上行走， 评分标准见表

１， 分别于造模后与给药结束后各检测 １ 次。
表 １　 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 和平衡木评分标准

评分 ／ 分 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 评分标准 平衡木评分标准

０ 无神经功能缺陷 能跳上平衡木条，可以自由行走但不跌倒

１ 瘫痪侧前爪不能完全伸展 能跳上平衡木条，可在上面行走会跌下，跌下几率小于 ５０％
２ 行走时向瘫痪侧转圈 能跳上平衡木条，可在上面行走会跌下，跌下几率大于 ５０％
３ 行走时向瘫痪侧倾倒 可以跳上平衡木条，但是瘫痪侧的后肢不能够帮助身体向前移动

４ 不能自动行走，存在意识丧失现象 无法在平衡木条上行走，但是可以坐在木条上

５ — 将大鼠放在木条上，很快会掉落下来

１􀆰 ５　 ＴＴＣ 染色观察脑组织梗死面积 　 末次行为学测试后，
每组随机取 ４ 只大鼠全脑组织制备冷冻切片 （２ ｍｍ）， 置

于 ２％ ＴＴＣ 染液中， ３７ ℃避光染色 ３０ ｍｉｎ， 再置于 ４０ ｇ ／ Ｌ
多聚甲醛 ＰＢＳ 溶液中固定过夜， 固定好的脑片取出晾干，
脑梗死区显示白色， 正常脑组织显示红色， 计算每组大鼠

脑梗死体积百分比。
１􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察脑缺血半暗带组织形态 　 末次行为学测

试后， 每组随机选取 ４ 只大鼠， 经 １０％ 水合氯醛腹腔注射

麻醉， 暴露腹腔及胸腔， 以生理盐水行心脏灌注， 待肝脏

颜色变淡时停止灌注， 快速断头取脑， 放入 ４％ 多聚甲醛

中固定， 脱水， 石蜡包埋， 切片， 染色， 镜下观察脑组织

形态。
１􀆰 ７　 免疫荧光检测脑半暗带 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ⅱ、 ＧＲＰ７８、
ＣＨＯＰ、 ＰＥＲＫ 蛋白阳性表达率 　 组织切片进行抗原修复，
滴加 １０％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ， 滴加相应一抗， 放于湿盒内

４ ℃孵育过夜， 滴加对应的 ＨＲＰ 标记二抗， 室温孵育

５０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 溶液漂洗， 滴加 ＴＳＡ， 避光孵育 １０ ｍｉｎ， ＴＢＳＴ
漂洗， 组织切片置于 ＥＤＴＡ 抗原修复液中， 于微波炉中加

热处理， 去掉已结合的一抗二抗后滴加一抗， 于湿盒内

４ ℃孵育过夜， 加对应的二抗， 避光孵育 ５０ ｍｉｎ， ＤＡＰＩ 复
染细胞核， 室温避光孵育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 溶液中漂洗， 加入

自发荧光淬灭剂 ５ ｍｉｎ， 流水冲洗 １０ ｍｉｎ， 用抗荧光淬灭封

片剂封片。 于倒置荧光数码显微镜暗室下观察， 蓝色表示

ＤＡＰＩ 染色的细胞核， 绿色或红色表示阳性表达。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ、
ＧＲＰ７８、 ＣＨＯＰ、 ＰＥＲＫ 蛋白表达 　 末次行为学测试后， 选

取每组其余 ３ 只大鼠， 麻醉， 断头取脑， 冰浴分离左侧大

脑中动脉供血区相同大小的脑组织， 液氮速冻后于－８０ ℃
冰箱保存。 取适量组织加入含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解

液， 冰上匀浆， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清

于－８０ ℃冰箱保存备用。 ＢＣＡ 法进行蛋白定量， 每组取等

量蛋白样品进行电泳分离， 湿转至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂牛奶

封闭 １ ｈ， 加一抗 （１ ∶ １ ０００） ４ ℃ 摇床孵育过夜， 次日

ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 二抗 （ １ ∶ １０ ０００） 室温孵育 ８０ ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 滴加 ＥＣＬ 发光液， 于暗室曝光， 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析条带灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目的蛋白相

对表达量。
１􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 实验数

据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 方差齐

时， 组间 多 重 比 较 采 用 ＬＳＤ 法， 方 差 不 齐 时， 采 用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 脑泰方对大鼠行为学的影响　 如表 ２ 所示， 与给药前

比较， 脑泰方各剂量组大鼠给药后 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 及平衡木评分
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均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与给药后模型组比较， 脑泰

方中、 高剂量组给药后 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 及平衡木评分均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 给药后脑泰方各剂量组之间 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ
及平衡木评分无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

表 ２　 各组大鼠 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 及平衡木评分比较 （分， ｘ±ｓ， ｎ＝１１）

组别
Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 评分 平衡木评分

给药前 给药后 给药前 给药后

假手术组 ０ ０ ０ ０
模型组 ２􀆰 ８１±０􀆰 ８３ ２􀆰 ５５±０􀆰 ９３ ３􀆰 ６４±１􀆰 ０３ ３􀆰 ２７±０􀆰 ７９

脑泰方低剂量组 ２􀆰 ８４±０􀆰 ７３ ２􀆰 ０９±０􀆰 ８３∗ ３􀆰 ５５±０􀆰 ８２ ２􀆰 ８２±０􀆰 ７５∗

脑泰方中剂量组 ２􀆰 ８１±０􀆰 ７５ １􀆰 ７２±０􀆰 ６６∗∗＃ ３􀆰 ７３±１􀆰 １０ ２􀆰 ３６±０􀆰 ６７∗∗＃＃

脑泰方高剂量组 ２􀆰 ７７±０􀆰 ６４ １􀆰 ９１±０􀆰 ８１∗∗＃ ３􀆰 ８２±１􀆰 ０８ ２􀆰 ６４±０􀆰 ９２∗∗＃

　 　 注： 与同组给药前比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与给药后模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ２　 脑泰方对大鼠脑组织梗死体积的影响　 如图 １ 所示，
与假手术组比较， 模型组大鼠脑组织梗死体积均增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 脑泰方各剂量组大鼠脑组织梗

死体积均有不同程度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 脑泰方低、
高剂量组较脑泰方中剂量组大鼠脑组织梗死体积均有不同

程度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 红色区域为正常脑组织， 白色区域为梗死灶。 与假手术组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与脑泰方中剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠脑组织 ＴＴＣ 染色 （Ａ） 与脑组织梗死体积百分比 （Ｂ） （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

２􀆰 ３　 脑泰方对大鼠脑组织病理形态的影响　 如图 ２ 所示， 假

手术组大鼠神经细胞排列紧密、 整齐， 形态结构大致正常， 未

见明显病理学改变； 模型组大鼠神经细胞排列紊乱、 松散， 胞

体萎缩， 胞膜溶解， 核固缩、 深染， 正常神经细胞明显减少；
脑泰方各剂量组大鼠神经细胞病理改变较轻微， 相比于模型组

有明显改善， 神经细胞排列较整齐， 数目较多。

图 ２　 各组大鼠脑组织病理学改变 （ＨＥ 染色， ×４００）

２􀆰 ４　 脑泰方对大鼠脑半暗带区 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３ Ⅱ、 ＧＲＰ７８、
ＣＨＯＰ、 ＰＥＲＫ 蛋白阳性表达率的影响　 如图 ３ 所示， 与假

手术组比较， 模型组大鼠脑缺血半暗带区 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＣＨＯＰ、
ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ 及 ＬＣ３Ⅱ阳性表达率均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 脑泰方各剂量组大鼠脑缺血半暗带区 Ｂｅｃｌｉｎ⁃
１、 ＣＨＯＰ、 ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ 及 ＬＣ３Ⅱ阳性表达率均有不同程

度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与脑泰方中剂量组比较， 脑

泰方低、 高剂量组大鼠脑缺血半暗带区 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＣＨＯＰ、

ＰＥＲＫ 及 ＬＣ３Ⅱ阳性表达率均有不同程度增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脑泰方低剂量组 ＧＲＰ７８ 阳性表达率增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５ 　 脑 泰 方 对 大 鼠 脑 组 织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ、
ＧＲＰ７８、 ＣＨＯＰ、 ＰＥＲＫ 蛋白表达的影响 　 如图 ４ 所示， 与

假手 术 组 比 较， 模 型 组 大 鼠 脑 组 织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＰＥＲＫ、
ＣＨＯＰ、 ＧＲＰ７８ 蛋白表达及 ＬＣ３Ⅱ／ ＬＣ３Ⅰ比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 脑泰方各剂量组大鼠脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
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注： Ａ 为免疫荧光染色图 （×４００）， 标尺为 ５０ μｍ； Ｂ～Ｆ 为蛋白阳性表达率统计图。 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与脑泰方中剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠脑缺血半暗带区 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＣＨＯＰ、 ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ、 ＬＣ３Ⅱ阳性表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

ＣＨＯＰ、 ＧＲＰ７８ 蛋 白 表 达 及 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ 比 值 均 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脑泰方低、 中剂量组大鼠脑组织 ＰＲＲＫ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与脑泰方中剂量组比较， 脑泰方低剂量

组大鼠脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＣＨＯＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 脑泰方高剂量组大鼠脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＰＥＲＫ、 ＣＨＯＰ
蛋白表达及 ＬＣ３Ⅱ／ ＬＣ３Ⅰ比值均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３　 讨论

缺血性脑卒中属中医 “中风” 范畴， 清代名医王清任

认为此病核心病机为本虚标实， 气虚为本， 血瘀为标， 并

创立补阳还五汤， 沿用至今［９⁃１０］ 。 脑泰方正是借鉴前人以

气虚血瘀之法治疗中风之思想， 结合现代药理学的研究结

果及长期临床经验深入简出而得， 全方药简而力宏， 有补

气活血、 化瘀通络之功效。 既往研究表明， 脑泰方有抗血

栓、 抗血小板活化的作用， 可有效改善脑缺血 ／再灌注大鼠

脑内神经元的凋亡， 调控铁死亡， 发挥神经保护作用［１１⁃１４］ 。
本研究行为学和 ＴＴＣ 染色结果表明， 脑泰方各剂量组大鼠

神经功能缺失体征均明显改善， 脑组织梗死体积百分比降

低， 提示脑泰方能有效改善脑缺血 ／再灌注后的神经肌肉功

能， 增强脑内亚梗死区域的恢复能力。
当脑缺血再灌注损伤 （ＣＩＲＩ） 发生时， 可引起神经细

胞细胞膜电位去极化， 电压门控 Ｃａ２＋ 通道开放， 使大量

Ｃａ２＋进入内质网内， 引发内质网应激 （ＥＲＳ）， 进而使未折

叠蛋白大量聚集在内质网内， 进一步诱发蛋白质未折叠反

应 （ＵＰＲ）， 导致细胞凋亡［１５］ 。 ＧＲＰ７８ 是 ＥＲＳ 发生的标志
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注： Ａ 为蛋白电泳条带图， Ｂ～Ｆ 为蛋白相对表达统计图。 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与脑泰

方中剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ⅱ／ ＬＣ３Ⅰ、 ＰＥＲＫ、 ＣＨＯＰ、 ＧＲＰ７８ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

蛋白， 在 ＥＲＳ 发生过程中， ＧＲＰ７８ 会从内质网蛋白激酶

ＰＥＲＫ 等跨膜蛋白中解离出来， 并加剧 ＰＥＲＫ 磷酸化， 从而

启动 ＵＰＲ 发生［１６］ 。 ＣＨＯＰ 是细胞凋亡的标志性信号分子之

一， ＥＲＳ 发生时， 内质网膜中的 ＰＥＲＫ 蛋白被激活， 增强

ＡＴＦ４ 的翻译， 随后增加 ＣＨＯＰ 的表达， 从而诱导细胞凋

亡［１７］ 。 本研究发现， 脑泰方各剂量组大鼠脑缺血半暗带区

及责任血管供血区域的 ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ 及 ＣＨＯＰ 蛋白表达

均有不同程度减弱， 且脑泰方中剂量组减弱更明显， 提示

脑泰方可能通过缓解内质网应激， 减少神经细胞的凋亡。
细胞凋亡与自噬存在密切联系， 它们相互促进、 拮抗和合

作， 当机体受到更多刺激作用时， 可过度激活自噬， 进一

步诱导细胞凋亡［１８］ 。 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ是一组检测自噬发生的

标志蛋白， 在细胞自噬的状态下， ＬＣ３Ⅰ会向 ＬＣ３Ⅱ发生转

变， 其比值升高说明细胞自噬活性增强［１９］ 。 Ｂｅｃｌｉｎ１ 是调控

自噬的关键因子［２０］ ， 在大鼠缺血再灌注后 ＬＣ３Ⅱ及 Ｂｅｌｉｎ１
蛋白表达升高， 经药物干预后 Ｂｅｌｉｎ⁃１ 蛋白表达下调， 发挥

保护神经元的作用。 本研究发现， 脑泰方各剂量组均能不

同程度下调大鼠脑组织 ＬＣ３Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达及 ＬＣ３Ⅱ ／
ＬＣ３Ⅰ比值， 且脑泰方中剂量组作用更优， 提示脑泰方可有

效缓解 ＣＩＲＩ 引起的神经细胞过度自噬状态， 进而抑制神经

细胞的凋亡。
综上所述， 脑泰方可有效改善脑缺血 ／再灌注大鼠的神

经肌肉运动功能， 增强亚梗死区域的恢复能力， 其机制可

能与缓解内质网应激及介导受损神经细胞自噬相关， 且中

剂量组具有显著优势。
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