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摘要： 目的　 探讨补阳还五汤对缺血性脑卒中大鼠认知功能的影响。 方法　 将大鼠随机分为假手术组， 模型组， 补阳

还五汤低、 中、 高剂量组 （１４􀆰 ５、 ２９􀆰 ０、 ５８􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ）， 补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 （补阳还五汤 ５８􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ＋ＡＭＰＫ 抑

制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １８ 只， 采用改良线栓法构建大脑中动脉阻塞 （ＭＣＡＯ） 大鼠模型， 连续灌胃给予

相应药物 ２ 周， 评估大鼠神经功能缺损评分和认知能力， ＴＴＣ 染色检测脑梗死情况， ＨＥ 染色观察脑组织海马神经元

形态变化， 透射电镜观察细胞自噬情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马自噬、 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路相关蛋白表达。 结果　 与假

手术组比较， 模型组大鼠神经功能缺损评分、 逃避潜伏期、 脑梗死面积和海马 ｐ６２、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 ｐ⁃Ｕｌｋ１ ／ Ｕｌｋ１ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 穿越平台位置次数和海马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白表达减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 补阳还五汤中、 高剂量组大鼠神经功能缺损评分、 逃避潜伏期和海马 ｐ６２、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、
ｐ⁃Ｕｌｋ１ ／ Ｕｌｋ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 穿越平台位置次数和海马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 能逆转补阳还五汤对缺血性脑卒中的保护作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 补阳还五汤可能通过

激活 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路进而激活自噬， 减轻认知功能损害。
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　 　 缺血性脑卒中又称脑梗死， 具有高死亡率和高致残率

的特点［１］ 。 使用组织纤溶酶原激活剂 （ ｔ⁃ＰＡ） 对闭塞血管

进行再通是其主要的治疗手段， 但是在随后再灌注过程中

可能发生严重的组织损伤， 而且 ｔ⁃ＰＡ 治疗时间窗有限

（卒中后 ４􀆰 ５ ｈ 内）， 有 ９０％ 以上的患者无法进行静脉 ｔ⁃ＰＡ
治疗［２］ 。 尽管近年来发现了许多潜在的治疗靶标和药

物［３］ ， 但很少将其转化为可行的临床实践。 补阳还五汤

在我国已被用于恢复神经功能障碍和治疗中风后残

疾［４⁃５］ 。 研究发现补阳还五汤具有抑制神经元凋亡， 促进

神经干细胞的增殖、 分化以及增强学习和记忆功能恢复的

作用［６］ 。 最近的研究发现， 在许多神经变性疾病如阿尔

茨海默症、 帕金森和亨廷顿病中均可观察到自噬和溶酶体

功能破坏［７⁃８］ ， 说明自噬可能与神经功能障碍关系密切。
已有研究证实自噬在缺血性脑损伤中被激活［９］ ， 而补阳

还五汤可调节大鼠脑卒中后自噬， 稳定线粒体功能， 保护

神经元［１０］ 。 关于补阳还五汤对缺血性脑卒中后认知能力

下降的恢复作用是否与自噬有关的研究报道却很少， 为了

进一步明确补阳还五汤对缺血性脑卒中的保护机制， 本研

究从自噬的角度探讨其对缺血性脑卒中后大鼠认知功能的

影响， 以期为补阳还五汤更广泛的应用和缺血性脑卒中的

治疗提供参考。

１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 １０８ 只 ＳＤ 雄性大鼠， ＳＰＦ 级， 体质量 ２５０ ～
３００ ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限公司， 实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （ 京） ２０１６⁃００１１， 饲养于温度

（２４±２）℃、 相对湿度 ５０％ ～ ６０％ 的环境。 研究经长沙市第

一医院动物伦理委员会批准。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 补阳还五汤由生黄芪 １２０ ｇ、 当归 ３ ｇ、
赤芍 ５ ｇ、 地龙 ３ ｇ、 川芎 ３ ｇ、 红花 ３ ｇ、 桃仁 ３ ｇ 组成， 以

上药材均购自北京同仁堂股份有限公司， 经长沙市第一医

院戴先红副主任中药师鉴定为正品。 药材加水充分浸泡后

煎煮 ２ 次， 每次 ４０ ｍｉｎ， 滤过， 合并 ２ 次滤液， 浓缩至生

药量 ４ ｇ ／ ｍＬ， 保存备用。 线栓 （北京西浓科技有限公司）；
ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ （美国 ＴａｒｇｅｔＭｏｌ 公司， 批号

Ｓ７８４０）； ２， ３， ５⁃氯化三苯基四氮唑试剂 （ ＴＴＣ， 美国

Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 Ｔ８８７７）； ＡＭＰＫ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ、 微管相关蛋白轻链 ３ （ＬＣ３Ａ ／ Ｂ）、 ｐ６２ 抗体 （批号

ａｂ２０７４４２、 ａｂ２３８７５、 ａｂ３２０２８、 ａｂ１３７１３３、 ａｂ１２８０２５、
ａｂ９１５２６， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）； Ｕｎｃ⁃５１ 样激酶 １ （Ｕｌｋ１）、 ｐ⁃
Ｕｌｋ１ （ Ｓｅｒ７５７ ） 抗 体 （ 批 号 ８０５４、 １４２０２， 美 国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫 （型号 ＷＭＴ⁃１００Ｓ） 购自成都泰

９０３１

２０２３ 年 ４ 月

第 ４５ 卷　 第 ４ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｐｒｉｌ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ４



盟软件有限公司； 透射电子显微镜 （型号 Ｈ⁃７５００） 购自日

本日立公司。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与造模　 将大鼠随机分为假手术组， 模型组， 补

阳还五汤低、 中、 高剂量组 （ １４􀆰 ５、 ２９􀆰 ０、 ５８􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ），
补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 （补阳还五汤 ５８􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ＋ＡＭＰＫ
抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ） ［１１］ ， 每组 １８ 只。 参照文献

［１２］ 报道， 采用改良线栓法阻断大脑中动脉 ２ ｈ 后恢复血

流再灌注复制 ＭＣＡＯ 大鼠模型， 以大鼠神经功能缺陷评分

在 １～３ 分者为造模成功； 假手术组不插线栓， 其余操作同

造模大鼠， 造模过程中如出现死亡则随时补充， 以保证每

组不少于 １８ 只。
２􀆰 ２　 给药　 再灌注 ２４ ｈ 后开始给药， 补阳还五汤低、 中、
高剂量组灌胃给予 １４􀆰 ５、 ２９􀆰 ０、 ５８􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 补阳还五汤 （相
当于人临床用量的 １、 ２、 ４ 倍）， 补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ
组在灌胃给予 ５８􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 补阳还五汤的同时腹腔注射 ０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｋｇ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ， 假手术组、 模型组灌胃和腹腔注射等

量生理盐水， 每天 １ 次， 共干预 ２ 周。
２􀆰 ３　 神经功能缺陷评分 　 评分标准为无明显神经功能缺

损， ０ 分； 不能完全伸展对侧前肢， １ 分； 向对侧旋转， ２
分； 向对侧倾斜， ３ 分； 无自主活动， ４ 分， 分数越高表示

神经功能缺陷越严重。
２􀆰 ４　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 给药结束后进行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实

验， 将水池平分为 ４ 个象限， 其中 １ 个象限放置隐藏平台。
在定位航行实验中， 将大鼠从不同象限放入池中， 记录大

鼠找到目标平台的游泳时间， 即为逃避潜伏期， 若 ９０ ｓ 内

未找到平台， 则记录逃避潜伏期为 ９０ ｓ， 连续 ４ ｄ （每天 ４
次， 间隔 ５ ｍｉｎ）， 计算平均值。 在空间探索实验中， 撤去

隐藏平台， 从同一象限将大鼠放入水中， 记录 ６０ ｓ 内大鼠

穿过平台所在位置的次数。
２􀆰 ５　 大鼠脑梗死面积测定　 行为学检测结束后， 每组随机

选取 ６ 只大鼠处死并断头取脑， 进行冠状切片， 每只平均

５ 片， 将脑片放入 １％ ＴＴＣ 溶液中， ３７ ℃ 孵育 ８ ｍｉｎ 后翻

面， 再孵育 １０ ｍｉｎ， 拍照， 并用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件进

行分析， 计算脑梗死面积百分比。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察海马神经元形态变化　 每组随机选取 ６
只大鼠， 断头取脑后分为两部分， 一部分固定在 ２􀆰 ５％ 戊二

醛溶液中， 另一部分固定在 ４％ 多聚甲醛中， 石蜡包埋后切

片， 进行 ＨＥ 染色， 观察脑组织海马神经元形态变化。 分

级判断标准为 ０ 级， 神经元正常； Ⅰ级， 少数神经元皱缩

或变性； Ⅱ级， 神经细胞数排列疏松， 部分细胞皱缩或变

性； Ⅲ级， 神经细胞大量减少， 较多神经细胞皱缩或坏死；
Ⅳ级， 大片神经细胞皱缩及坏死。
２􀆰 ７　 透射电镜观察细胞自噬情况　 取出固定于戊二醛溶液

中的脑组织， 置于 １％ 锇酸中再固定 ２ ｈ， 脱水， 包埋， 进

行超薄切片 （６０ ～ ７０ ｎｍ）， ３％ 醋酸柚⁃枸橼酸铅双染色，
透射电镜下观察观察海马区自噬小体的形成情况。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马自噬、 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路相

关蛋白表达　 每组剩余 ６ 只大鼠处死取脑， 分离海马组织，
提取总蛋白后 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离转膜， 封闭后， 在

４ ℃下将膜与相应的一抗 （ＡＭＰＫ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ、 Ｕｌｋ１、 ｐ⁃Ｕｌｋ１、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ａ ／ Ｂ、 ｐ６２， １ ∶ １ ０００；
β⁃ａｃｔｉｎ， １ ∶ ２ ０００） 孵育过夜， 室温下与二抗 （１ ∶ ５ ０００）
孵育 １ ｈ， 显影， Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析各蛋白条带灰

度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目的蛋白的相对表达量。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料符合正态分布， 以 （ｘ±ｓ） 表示； ２ 组间比较采用 ｔ 检验；
多组间比较采用单因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ 事后检验； 等级

资料比较采用 Ｒｉｄｉｔ 分析。 以 Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 补阳还五汤对 ＭＣＡＯ 大鼠神经功能的影响 　 与假手

术组比较， 模型组大鼠神经功能缺损评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 补阳还五汤中、 高剂量组大鼠神经功能缺

损评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与补阳还五汤高剂量组比较， 补

阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组大鼠神经功能缺损评分升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见表 １。

表 １　 各组大鼠神经功能缺损评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１８）
组别 神经功能缺损评分 ／ 分

假手术组 ０±０
模型组 ２􀆰 ３４±０􀆰 ３８∗

补阳还五汤低剂量组 ２􀆰 １１±０􀆰 ３１
补阳还五汤中剂量组 １􀆰 ８５±０􀆰 ２６▲

补阳还五汤高剂量组 １􀆰 ４７±０􀆰 １８▲

补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 １􀆰 ７８±０􀆰 ２２▲＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，▲ Ｐ＜ ０􀆰 ０５；

与补阳还五汤高剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 补阳还五汤对 ＭＣＡＯ 大鼠认知能力的影响 　 与假手

术组比较， 模型组大鼠逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越

平台次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 补阳还五汤各

剂量组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越平台次数增

多 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与补阳还五汤高剂量组比较， 补阳还五汤＋
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组大鼠逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越平台

次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２～３。
３􀆰 ３　 补阳还五汤对 ＭＣＡＯ 大鼠脑梗死面积的影响 　 与假

手术组比较， 模型组大鼠脑梗死面积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

模型组比较， 补阳还五汤各剂量组大鼠脑梗死面积减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与补阳还五汤高剂量组比较， 补阳还五汤＋
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组大鼠脑梗死面积增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见图 １、
表 ４。
３􀆰 ４　 补阳还五汤对 ＭＣＡＯ 大鼠海马神经元的影响 　 假手

术组大鼠海马 ＣＡ１ 区细胞形态规则， 排列紧密； 模型组大

鼠海马 ＣＡ１ 区可见细胞核皱缩深染， 神经元数量减少， 存

在较多变性坏死神经元； 与模型组比较， 补阳还五汤高剂

量组大鼠病理损伤明显减轻， 神经元数量增多， 染色较为

均匀； 补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元

数量减少， 变性、 坏死神经元较补阳还五汤高剂量组增
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　 　 　 　 表 ２　 各组大鼠逃避潜伏期比较 （ｓ， ｘ±ｓ， ｎ＝１８）
组别 １ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ

假手术组 ５３􀆰 ０４±４􀆰 １６ ４２􀆰 ２１±４􀆰 １２ ３３􀆰 ６４±４􀆰 ０５ ２９􀆰 ４５±４􀆰 ３０
模型组 ６６􀆰 ３３±５􀆰 ０８∗ ６３􀆰 ４５±５􀆰 １７∗ ６０􀆰 ８８±６􀆰 １１∗ ５９􀆰 ３４±５􀆰 ６８∗

补阳还五汤低剂量组 ６３􀆰 ４０±５􀆰 １１ ５８􀆰 ９３±５􀆰 ３６▲ ５３􀆰 ４０±５􀆰 ０６▲ ４８􀆰 １１±４􀆰 ５７▲

补阳还五汤中剂量组 ６０􀆰 ８６±６􀆰 ０９▲ ５４􀆰 ９７±５􀆰 ２１▲ ４８􀆰 ４５±５􀆰 １５▲ ４４􀆰 ８５±５􀆰 ３２▲

补阳还五汤高剂量组 ５８􀆰 ６４±５􀆰 ４７▲ ４９􀆰 ７６±４􀆰 ３９▲ ４５􀆰 ５９±４􀆰 ８６▲ ４１􀆰 ４７±４􀆰 １８▲

补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 ６０􀆰 ４１±６􀆰 １２ ５５􀆰 ５２±５􀆰 ０６＃ ５０􀆰 ７６±５􀆰 ２３＃ ４７􀆰 ７８±５􀆰 ２２▲＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５； 与补阳还五汤高剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 各组大鼠穿越平台次数比较 （次， ｘ±ｓ， ｎ＝１８）
组别 穿越平台次数

假手术组 ５􀆰 ７８±０􀆰 ３０
模型组 ０􀆰 ８４±０􀆰 １６∗

补阳还五汤低剂量组 １􀆰 ６６±０􀆰 ２０▲

补阳还五汤中剂量组 ２􀆰 ４５±０􀆰 ２３▲

补阳还五汤高剂量组 ２􀆰 ９７±０􀆰 ２４▲

补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 １􀆰 ８３±０􀆰 ２２▲＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

补阳还五汤高剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 为补阳还五汤低、 中、
高剂量组， Ｆ 为补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组。

图 １　 各组大鼠脑组织 ＴＴＣ 染色

表 ４　 各组大鼠脑梗死面积比较 （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 脑梗死面积

假手术组 ０±０
模型组 ３４􀆰 ５８±２􀆰 ２１∗

补阳还五汤低剂量组 ３０􀆰 ４７±２􀆰 １９▲

补阳还五汤中剂量组 ２５􀆰 ８５±２􀆰 ２７▲

补阳还五汤高剂量组 １９􀆰 ３７±２􀆰 ０６▲

补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 ２５􀆰 ５６±２􀆰 ３４▲＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

补阳还五汤高剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

多， 见图 ２。
经 Ｒｉｄｉｔ 分析， 与假手术组比较， 模型组大鼠海马 ＣＡ１

区出现显著病理损伤 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 补阳还

五汤各剂量组可不同程度改善大鼠海马 ＣＡ１ 区病理损伤，
其中高剂量组最明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与补阳还五汤高剂量组

比较， 补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区病理损

伤增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ５。
３􀆰 ５　 补阳还五汤对 ＭＣＡＯ 大鼠海马神经元自噬的影响　 假

手术组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元结构正常， 细胞核完整， 有

少量自噬小体形成； 模型组大鼠海马 ＣＡ１ 区细胞结构破坏，
可见线粒体肿胀， 神经元呈空泡样变， 自噬小体形成最少；

注： 黄色箭头指示细胞核固缩深染； 红色三角指示神经细胞

数量减少， 排列疏松。

图 ２　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＨＥ 染色 （×２００）

表 ５　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区病理分级分布 （ｎ＝６）

组别
分级 ／ 只

０ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
假手术组 ６ ０ ０ ０ ０

模型组∗ ０ ０ ０ ２ ４

补阳还五汤低剂量组 ０ ０ １ １ ４

补阳还五汤中剂量组 ０ ０ ２ ２ ２

补阳还五汤高剂量组▲ ０ ２ ２ １ １

补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组＃ ０ ０ １ ２ ３

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

补阳还五汤高剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

与模型组比较， 补阳还五汤各剂量组大鼠海马 ＣＡ１ 区可见

自噬小体数量明显增多， 线粒体、 溶酶体形态相对正常；
与补阳还五汤高剂量组比较， 补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组

大鼠海马 ＣＡ１ 区自噬小体、 溶酶体、 线粒体肿数量明显减

少， 见图 ３。
３􀆰 ６　 补 阳 还 五 汤 对 ＭＣＡＯ 大 鼠 海 马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３⁃Ⅱ、
ＬＣ３⁃Ⅰ、 ｐ６２ 蛋白表达的影响　 与假手术组比较， 模型组大

鼠海 马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ｐ６２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 补

阳还五汤中、 高剂量组大鼠海马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ６２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与补阳还五汤高剂量组比较， 补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组

大鼠海马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ｐ６２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ６。
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图 ３　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区超微结构 （×２０ ０００）

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 为补阳还五汤低、
中、 高剂量组， Ｆ 为补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组。

图 ４　 各组大鼠海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３⁃ＩＩ、 ＬＣ３⁃Ⅰ、
ｐ６２ 蛋白条带

表 ６　 各组大鼠海马组织 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３⁃ＩＩ、 ＬＣ３⁃Ⅰ、 ｐ６２
蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ＬＣ３⁃ＩＩ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ ｐ６２
假手术组 ０􀆰 ９２±０􀆰 ０８ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６
模型组 ０􀆰 ６４±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０７∗

补阳还五汤低剂量组 ０􀆰 ６７±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０８ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０６▲

补阳还五汤中剂量组 ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５▲ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０９▲ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０５▲

补阳还五汤高剂量组 ０􀆰 ８４±０􀆰 ０７▲ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０６▲ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０４▲

补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 ０􀆰 ６９±０􀆰 ０８▲＃ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０８▲＃ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０６▲＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

补阳还五汤高剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ７　 补阳还五汤对 ＭＣＡＯ 大鼠海马组织 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路

相关蛋白表达的影响 　 与假手术组比较， 模型组大鼠海马

组织 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ｐ⁃ｍＴＯＲ ／
ｍＴＯＲ、 ｐ⁃Ｕｌｋ１ ／ Ｕｌｋ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组

比较， 补阳还五汤中、 高剂量组大鼠海马组织 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／
ＡＭＰＫ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 ｐ⁃Ｕｌｋ１ ／
Ｕｌｋ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与补阳还五汤高剂量组比

较， 补阳还五汤 ＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组大鼠海马组织 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／
ＡＭＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 ｐ⁃Ｕｌｋ１ ／
Ｕｌｋ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、 表 ７。
４　 讨论

脑缺血再灌注可导致认知功能障碍， 严重影响患者的

健康和生活质量［１３］ 。 补阳还五汤由黄芪、 当归、 赤芍、 地

　 　 　 　 　

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 为补阳还五汤低、 中、
高剂量组， Ｆ 为补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组。

图 ５　 各组大鼠海马组织 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路相关蛋白

条带

表 ７　 各组大鼠海马组织 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路相关蛋白表达

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ ｐ⁃Ｕｌｋ１ ／ Ｕｌｋ１

假手术组 ０􀆰 ８２±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０７

模型组 ０􀆰 ４４±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０６∗

补阳还五汤低剂量组 ０􀆰 ４８±０􀆰 ０８ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０７▲ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０５

补阳还五汤中剂量组 ０􀆰 ５６±０􀆰 ０７▲ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０８▲ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０５▲

补阳还五汤高剂量组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ０６▲ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０６▲ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０７▲

补阳还五汤＋Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 组 ０􀆰 ５５±０􀆰 ０８▲＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０７▲＃ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０６▲＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

补阳还五汤高剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

龙、 川芎等组成， 其中黄芪为君药， 补气为主， 推动血液

运行； 当归为臣药， 与赤芍、 地龙、 川芎合用， 可增强活

血化瘀的效果， 与脑卒中气虚、 血瘀阻络的病因相应。 临

床研究已经证实补阳还五汤可改善缺血性脑卒中患者神经

和认知功能［５，１３⁃１４］ 。 现代药理研究也发现， 黄芪及其主要成

分 （黄芪甲苷、 多糖） 可减轻脑缺血再灌注损伤［１５］ ； 当归

的有效成分阿魏酸具有抗氧化、 防止血栓形成等作用［１６］ 。
本研究通过构建 ＭＣＡＯ 大鼠模型来模拟缺血性脑卒中， 结

果显示， 模型大鼠出现明显的认知功能障碍， 补阳还五汤

干预后大鼠学习、 记忆能力增强， 脑梗死面积减少， 进一

步证明了补阳还五汤对大鼠认知功能的改善作用。
海马区是大脑处理学习与记忆的主要区域， 与认知功

能密切相关。 本研究发现模型大鼠海马 ＣＡ１ 区细胞结构破

坏， 线粒体肿胀， 自噬小体形成最少， 说明大鼠自噬被抑

制。 研究发现， 自噬可能是缺血性脑卒中的关键调节因子，
与认知障碍有关［１７⁃１８］ ， 自噬激活可减少局部缺血后神经退

行性损伤［１９］ ， 但过度的自噬可能加剧脑损伤［２０］ 。 赵欣

等［１０］发现补阳还五汤可诱导脑卒中大鼠皮质缺血区自噬，
稳定线粒体功能， 发挥神经保护作用； 而郭晓辉等［２１］ 却发

现在脊髓缺血再灌注过程中， 补阳还五汤可抑制细胞自噬，
２１３１
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保护神经细胞。 本研究结果显示， 补阳还五汤干预后大鼠

自噬小体和溶酶体数量增多， 提示补阳还五汤在缺血性脑

卒中后可激活自噬。
ｍＴＯＲ 是细胞生长、 自噬、 翻译和存活的关键调节剂，

ｍＴＯＲ 激活后， 可通过调节下游通路蛋白 （如 ＬＣ３⁃Ⅱ、
ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１） 调节细胞自噬和凋亡［２２⁃２３］ 。 Ｓｉｎｇｈ 等［２４］ 发

现， 给予阿尔茨海默病大鼠 ｍＴＯＲ 通路抑制剂 （雷帕霉素）
可降低 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ｐ６２ 蛋白表达， 升高 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３⁃Ⅱ表

达， 诱导自噬激活， 提高大鼠的认知能力。 ＡＭＰＫ 和 Ｕｌｋ１
是哺乳动物的自噬启动因子［２５］ ， ＡＭＰＫ 和 ｍＴＯＲ 通过 Ｕｌｋ１
的协同磷酸化来调节缺血诱导的自噬， ＡＭＰＫ 活化后可抑

制 ｍＴＯＲ 磷酸化， 使 ｍＴＯＲ 与 Ｕｌｋ１ 解离， 促进自噬发

生［２６］ 。 本研究发现， 补阳还五汤可升高 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃
Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋 白 表 达， 降 低 ｐ６２、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 ｐ⁃Ｕｌｋ１ ／ Ｕｌｋ１ 蛋白表达； 而 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 可逆

转补阳还五汤对自噬的激活作用， 提示补阳还五汤可能通

过 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路诱导自噬激活。
综上所述， 补阳还五汤可能通过 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路激

活自噬， 改善 ＭＣＡＯ 大鼠认知功能， 但其能否通过其他途

径调节自噬， 改善脑卒中后认知功能障碍， 有待进一步深

入研究。
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摘要： 目的　 探究美洲大蠊提取物对脂多糖 （ＬＰＳ） 刺激人牙周膜成纤维细胞 （ＨＰＤＬＦｓ） 炎症的抑制作用。 方法　
采用原代培养法获得 ＨＰＤＬＦｓ 细胞， 经免疫组化鉴定为牙周膜成纤维细胞。 分别以 ６００、 ３００、 １５０、 ７５、 ３７􀆰 ５、 １８􀆰 ２５
μｇ ／ ｍＬ 美洲大蠊水提物和醇提物进行处理， 采用 ＭＴＴ 法检测 １２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ ＨＰＤＬＦｓ 细胞存活率， 选择合适的实

验时间及剂量。 建立 ＬＰＳ 诱导牙周膜成纤维细胞炎症模型， 相应剂量药物给药， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ
相对表达， ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ３８ 蛋白表

达。 结果　 与对照组比较， 在 ３６ ｈ、 １５０ μｇ ／ ｍＬ 剂量以下， 美洲大蠊水提物、 醇提物组细胞存活率随剂量升高而增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＬＰＳ 组比较， 美洲大蠊水提物和醇提物组细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平，
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ３８ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 美洲大蠊提取物可能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 活

化， 从而抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＨＰＤＬＦｓ 细胞释放 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子， 进而抑制炎症反应， 且美洲大蠊水提物效果优

于醇提物。
关键词： 美洲大蠊； 牙周膜成纤维细胞； 牙周炎； 脂多糖； 炎症； ＮＦ⁃κＢ
中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０４⁃１３１４⁃０６
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２３􀆰 ０４􀆰 ０４９

　 　 牙周炎是一种以牙周结缔组织破坏及牙槽骨吸收为特

点的慢性炎症性口腔疾病， 它也是造成牙齿缺失并影响口

腔健康的主要因素［１］ 。 牙菌斑生物膜中的细菌及其产物是

牙周病的始动因子， 细菌分泌的脂多糖 （ＬＰＳ） 激活宿主

的免疫炎症反应， ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 等表达升高， 并引起

ＭＭＰｓ 过度表达， 导致牙周软、 硬组织逐渐形成不可逆性

的破坏， 因此抑制炎症及促进牙周膜组织的再生是逆转牙

周炎的关键［２⁃３］ 。 有关文献及课题组前期研究发现， 美洲大

蠊乙醇提取物和水提物均有抗炎及促进口腔溃疡、 胃溃疡

和结肠黏膜损伤愈合的作用［４⁃６］ 。 本研究构建了人源性牙周

膜成纤维细胞的炎症模型， 进一步评价美洲大蠊提取物的

抗炎作用， 以期为美洲大蠊应用于口腔牙周炎疾病的原位

治疗提供一定的实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 人源性牙周膜成纤维细胞为原代培养细胞。
１􀆰 ２　 药物

１􀆰 ２􀆰 １　 美洲大蠊水提物 　 取美洲大蠊成虫的干燥全体

（１􀆰 ２ ｋｇ）， 粉碎后加 １０ 倍量纯水， ９５ ℃回流提取 ３ 次， 每

次２ ｈ， 收集提取液， 浓缩至 １􀆰 １５ ｇ ／ ｍＬ 左右， 加入 ９５％ 乙

醇， 调整含醇量为 ５０％ ～ ７０％ ， 搅拌 ３０ ｍｉｎ， 冷藏室中静
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