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　 　 ［摘要］ 　目的 　探讨复元醒脑汤对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的保护作用及其机制 。方法 　将 SPF级雄性 SD大鼠
随机分为假手术组 、模型组 、复元醒脑汤低 、中 、高（５ ．５ 、１１ 、２２ g／kg）剂量组 。采用线栓法建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型 ，缺

血 ２ h再灌注 ２４ h ，对各组大鼠进行神经功能缺失评分 ，TTC染色测定脑梗死体积 ，HE染色观察脑组织病理变化 ，Nissl染色
观察脑组织中尼氏小体的变化 ，Tunnel染色观察脑组织中神经细胞的凋亡情况 。测定血清中的超氧化物歧化酶（SOD）及丙
二醛（MDA）的水平 。结果 　与模型组相比 ，复元醒脑汤低 、中 、高剂量组均可明显改善大脑中动脉缺血再灌注损伤大鼠的神

经行为障碍 ；TTC染色结果显示 ，复元醒脑汤低 、中 、高剂量组大鼠脑梗死体积明显减小 ；HE结果显示给药组改善脑组织病
理结构 ，Nissl 染色结果表明给药组尼氏小体形态数量得到改善 ，Tunnel 染色阳性细胞数减少 ，细胞凋亡率下降 ；与模型组相

比 ，复元醒脑汤可提高脑缺血再灌注大鼠血清中 SOD的水平 ，降低 MDA 水平 。结论 　复元醒脑汤对大鼠大脑脑缺血再灌注

损伤具有保护作用 。
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Protective effects of Fu唱Yuan唱Xing唱Nao decoction for focal cerebral ischemia
reperfusion injury in rats
LI Li１ ，FENG Jingjing１ ，LI Tiejun１ ，２

，ZHANG Yuefan３ （１ ．School of Pharmacy ，Anhui University of Chinese Medicine ，Hefei
２３００１２ ，China ；２ ．Department of Pharmacy ，Punan Hospital of Pudong New Area ，Shanghai ２００１２５ ，China ；３ ．Department of
Pharmacology ，School of Pharmacy ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the protective effect of Fu唱Yuan唱Xing唱Nao decoction （FYXND） on rats with middle cere唱
bral ischemia reperfusion injury ．Methods 　 Male Sprague唱Dawley rats were randomly divided into sham ，ischemia唱reperfusion ，
and low ，middle ，high FYXND dose （５ ．５ ，１１ ，２２ g／kg） groups ．Rats model was induced by ２ h of middle cerebral artery oc唱
clusion and ２４ h reperfusion ．The neurological deficit score of each group was evaluated ．The infarct size was measured by the
２ ，３ ，５唱triphenyltetra唱zolium（TTC） chloride staining assay ．The pathological changes of brain tissue were observed by HE stai唱
ning assay ．The changes of Nissl bodies were observed by Nissl staining ．Tunnel staining was used to observe the apoptosis of
neurons in brain ．Serum levels of superoxide dismutase （SOD）and Malondialdehyde （MDA ） were measured ．Results 　 Com唱
pared with the model group ，neurological outcomes were improved in all three groups of low ，middle and high FYXND dose
（５ ．５ ，１１ ，２２ g／kg） ．Significantly reduced infarct brain volume was observed with TTC staining in all three FYXND groups ．

The results from HE staining assay indicated that the pathological structure of brain tissue was improved in the treatment
groups ．The numbers and morphology of Nissl corpuscles in the treated group were also improved based on the results of Nissl
staining ．Both the Tunnel staining positive cells and the rate of apoptosis were decreased ．Compared with the model group ，

FYXND increased the rat serum SOD level and decreased the MDA level ．Conclusion 　 FYXND has protective effects on cere唱
bral ischemia reperfusion injury in rats ．
　 　 ［Key words］ 　 Fu唱Yuan唱Xing唱Nao decoction ；ischemia reperfusion injury ；SOD ；MDA

　 　脑卒中是导致人类死亡的第二大常见原因 ，也

是致残的主要原因 ，其中 ，缺血性脑卒中占脑卒中的

８０％
［１］

。而脑缺血再灌注损伤 （cerebral ischemia唱
reperfusion injury ，CIRI）是引发多种脑血管疾病后
遗症的重要病理机制 。 CIRI 是指缺血脑组织在恢

４３

药学实践杂志 　 ２０１８ 年 １ 月 ２５日第 ３６ 卷第 １ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３６ ，No ．１ ，January ２５ ，２０１８



复血液灌注后 ，脑组织进一步损伤 。现代研究认为

CIRI是大多数缺血性脑血管疾病的主要病理生理
过程 ，其发生机制尚不明确 ，目前临床尚缺乏有效的

治疗脑缺血的药物［２］
。

　 　中医药在对该病的治疗上积累了丰富经验 ，传

统中医药具有从整体出发 、辨证论治和多环节综合

治疗的优势 。复元醒脑汤由人参 、水蛭 、制天南星 、

大黄 、三七五味中药组成 ，临床上用于治疗急性缺血

性脑卒中 ，与单纯常规的西医治疗相比 ，复元醒脑汤

联合常规西医治疗能更好地改善糖尿病合并脑梗死

患者的神经功能缺损情况 ，提高患者的日常生活能

力 ，改善病情［３］
。目前对其作用机制的研究多与糖

尿病脑梗死大鼠结合 ，复元醒脑汤对糖尿病脑梗死

大鼠术后神经体征缺损具有明显的改善作用 ，降低

其脑组织含水量和血唱脑屏障通透性 ，提高脑血流

量 ；提高脑组织中 SDF唱１ 、CXCR４ 、VAGF蛋白的表
达 ；提高内皮组细胞 （endothelial progenitor cells ，
EPCs）的增殖 、迁移能力 ，修复受损的血管内皮细

胞 ，加快神经功能修复［４ ，５］
。对于 CIRI 的研究还未

见报道 ，笔者通过构建大鼠 CIRI 模型 ，观察复元醒

脑汤对 CIRI的保护作用 ，并从氧化应激角度初步

探讨其作用机制 ，为复元醒脑汤的应用提供一定的

理论基础 。

1 　材料

1 ．1 　实验动物
　 　 SPF级雄性 SD 大鼠 ，体重（２６０ ± ２０）g 。实验

动物在术前饲养 １周适应环境 ，室温（２５ ± ２） ℃ ，相

对湿度 ４０％ ～ ７０％ ，８ ：００ — ２０ ：００自动照明 。大鼠

自由进食 ，所有实验动物均符合实验动物伦理学

要求 。

1 ．2 　实验仪器
　 　 全自动酶标仪 （Thermo Multiskan MK３ ，

美国） 。

1 ．3 　药物与试剂
　 　复元醒脑汤 ：人参 ２００ g 、制天南星 １８０ g 、三七
３００ g ，共 ６８０ g ；用 ７０％ 乙醇回流 ２次 ，过滤合并滤

液 ，减压浓缩 ，回收乙醇至无乙醇味 。人参 、制天南

星 、三七等用乙醇回流后的药渣与水蛭 ２４０ g 、大黄
１８０ g ，加水煎煮 ２ 次 ，第一次加入 １０ 倍量水煎煮

１ ．５ h ，过滤 ；第二次加入 ８ 倍量水煎煮１ h ，过滤 。

合并水煎液和回收乙醇后的醇提液 ，过滤 ，减压浓缩

得到复元醒脑浸膏 ，１ g浸膏相当于生药 ６ ．６３ g 。
　 　超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA ）试剂
盒（南京建成生物工程研究所） ；２ ，３ ，５唱氯化三苯基

四氮唑 （TTC ，２ ，３ ，５唱triphenyltetra唱zolium chlo唱
ride ，Sigma） ；水合氯醛（国药集团化学试剂有限公

司） ；甲醛溶液（国药集团化学试剂有限公司） ；０畅９％

氯化钠注射液（浙江天瑞药业有限公司） ；尼氏染色

液（碧云天生物科技有限公司） ；苏木素伊红（HE ，碧

云天生物技术有限公司） ；TUNEL 试剂盒（罗氏生

物科技有限公司） 。

2 　方法

2 ．1 　动物模型的制备
　 　采用线栓法制备大鼠 CIRI模型［６］

。大鼠适应

性饲养后进行试验 。 将大鼠用 １０％ 水合氯醛

３００ mg／kg腹腔注射麻醉 ，仰卧位固定 ，颈正中切

口 ，分离 、结扎左侧颈总动脉（CCA ）近心端 、颈外动

脉 （ECA）及其分支动脉 ，根部结扎该分支 。分离左

侧颈内动脉 （ICA ） ，沿颈内动脉向下分离翼颚动

脉 ，在颈内动脉近端备线 、远端放置动脉夹 ，颈总动

脉分叉切口 ，插入栓线 ，其深度为１８ mm ，栓线进入

颈内动脉 ，入颅至大脑前动脉 ，阻断大脑中动脉

（MCA）所有血流来源 。撤掉动脉夹 ，扎紧备线 ，外

留 １ cm长线头 ，缝合皮肤 。脑缺血 ２ h后 ，无需再

次麻醉和切开皮肤 ，轻轻提拉所留线头至有阻力时

提示栓线头端已至颈总动脉切口处 ，血流再通即再

灌注 。假手术组除不插线处理外 ，其余步骤同上 。

术后保持环境温度（２５ ± ２） ℃ ，将大鼠放入笼中饲

养观察 。

2 ．2 　分组与给药
　 　将大鼠随机分为假手术组 、模型组 、复元醒脑汤

低 、中 、高（５ ．５ 、１１ 、２２ g／kg）剂量组 ，每组 ２０只 。给

药组大鼠在脑缺血后 １５ min灌胃给药 １次 ，假手术

组和模型组给予生理盐水 。

2 ．3 　神经功能缺损评分
　 　缺血 ２ h 再灌注 ２４ h 后存活大鼠 ，参考经典

Zea Longa评分标准进行神经行为学评分［７］
。 ０分 ：

无神经功能受损体征 ，活动正常 ；１ 分 ：不能完全伸

展对侧前爪 ；２分 ：行走时向对侧转圈 ；３分 ：向对侧

倾倒 ；４分 ：不能自发行走 ，意识丧失 。评分结果 １ ～

４分为有效模型 。

2 ．4 　 TTC染色
　 　 腹腔注射 １０％ 水合氯醛 （３００ mg／kg）麻醉大
鼠 ，腹主动脉放血处死 ，迅速断头取脑 。脑组织取出

后立即放入 － ２０ ℃低温冰箱快速冷冻 ２０ min ，去除

嗅球 、小脑和低位脑干 ，由前向后冠状面切片 ，每片

大约 ２ mm ，均匀切 ６片 。将脑组织切片放入含 １％

TTC 溶液的玻璃器皿中 ，TTC 溶液浸没脑组织切
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片 ，在 ３７ ℃恒温培养箱中避光染色 １５ min后 ，将脑

组织切片翻面继续染色 １５ min 。正常脑组织染色
呈红色 ，脑梗死灶染色呈苍白色 。将完成染色的脑

切片置于 ４％ 多聚甲醛溶液中固定４ h 。将经固定后
的脑组织切片由前到后排列 ，用扫描仪进行扫描 ，然

后通过 Image唱Pro Plus 软件统计脑梗死面积 。计

算脑梗死比例（脑梗死比例％ ＝梗死区面积／全脑面

积 × １００％ ） 。

2 ．5 　脑组织病理形态观察
2 ．5 ．1 　 HE染色
　 　腹腔注射 １０％ 水合氯醛麻醉大鼠后 ，用 ４％ 多

聚甲醛心脏灌流后取全脑 ，放入 ４％ 的多聚甲醛溶

液中固定 ，并通过常规脱水 、石蜡包埋切片 、HE 染
色 ，封片后置于光学显微镜下观察脑组织形态变化 。

2 ．5 ．2 　尼氏染色
　 　取包埋好的组织进行切片并脱蜡 ，在 ３７ ℃的环

境中用尼氏染色液进行染色 ，用 PBS 缓冲液冲洗 ２

次 ，再用 ９５％ 乙醇冲洗 ；换用新鲜的 ９５％ 乙醇脱水

２次 ，再用二甲苯透明 ２次 ；封片后置于光学显微镜

下观察尼氏体 。

2 ．5 ．3 　 TUNEL 染色
　 　取包埋好的组织进行切片 ，切片厚度为 ５ μm ，

将脱蜡和水化后的样本用磷酸盐缓冲液漂洗 ２次 ，

用 TUNEL 细胞凋亡试剂盒进行染色 ，封片后置于

光学显微镜下观察凋亡细胞 。

2 ．6 　血清 SOD 、MDA 测定
　 　随机选取复元醒脑汤中剂量（１１ g／kg）组大鼠
１０只 ，腹腔注射 １０％ 水合氯醛麻醉大鼠后 ，腹主动

脉取血 ，室温静置 ３０ min 后 ，３ ５００ r／min 离心
１０ min ，取血清 。按照 SOD和 MDA 试剂盒中说明
书操作 ，对血清中 SOD 、MDA 含量变化进行检测 。

2 ．7 　统计学处理
　 　实验数据以（珚x ± s）表示 ，采用 GraghPad Prism
软件进行统计处理 ，采用单因素方差分析 （One唱
way ANOVA）检验差异的显著性 。 以 P ＜ ０ ．０５ 为

差异具有统计学意义 。

3 　结果

3 ．1 　对大鼠神经功能缺损评分的影响
　 　术后各组大鼠均出现不同程度的运动功能障

碍 ，提起鼠尾可见其右前肢内收 ，行走时向右偏或向

右转圈 ，严重者出现不能自主运动 ，向右侧倾倒 。与

模型组比较 ，复元醒脑汤低 、中 、高 （５ ．５ 、１１ 、

２２ g／kg）剂量组大鼠神经功能评分明显降低（P ＜

０ ．０５或 P ＜ ０ ．０１） ，提示复元醒脑汤可改善脑缺血

再灌注大鼠的行为障碍 。结果见图 １ 。

图 1 　复元醒脑汤对大鼠神经
功能缺损评分的影响

n＝ ２０ ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与假手术组比较 ；

＃ P＜ ０ ．０５ ，＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与模型组比较

3 ．2 　对大鼠脑梗死体积的影响
　 　假手术组大鼠脑组织正常 ，TTC 染色呈红色 ，

缺血再灌注大鼠脑组织梗死区域 TTC 染色呈白
色 ，典型图见图 ２ 。与假手术组比较 ，模型组梗死面

积百分比明显增加（P ＜ ０ ．０１） 。与模型组相比 ，给

药组梗死面积百分比显著降低（P ＜ ０ ．０１） 。结果见

图 ３ 。

图 2 　大鼠大脑切片 TTC染色图
A ．假手术组 ；B ．模型组 ；C ．低剂量组（５ ．５ g ／kg） ；

D ．中剂量组（１１ g ／kg） ；E ．高剂量组（２２ g ／kg）

3 ．3 　对大鼠血清中 SOD 、MDA 水平的影响
　 　与模型组相比 ，复元醒脑汤中剂量（１１ g／kg）组
SOD 水平明显上升 （P ＜ ０ ．０１） ，MDA 水平降低
（P＜ ０畅０５） 。结果见图 ４ 。

3 ．4 　脑组织病理形态学变化
3 ．4 ．1 　 HE染色结果
　 　假手术组大鼠大脑组织显微结构正常 ，神经细
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图 3 　复元醒脑汤对大鼠脑
梗死面积百分比的影响

n＝ ２０ ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与假手术组比较 ；

＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与模型组比较

胞结构完整 ，形态正常 ，排列整齐 ，细胞质饱满 ，细胞

核清晰 。模型组细胞体积变小 ，细胞核出现皱缩 。

给药组细胞显微结构损伤程度减轻 。 典型图见

图 ５ 。

3 ．4 ．2 　尼氏染色结果
　 　 　假手术组大鼠大脑组织皮层神经元排列整

齐 ，核仁清晰 ，细胞核周围尼氏体颗粒较大 ；模型组

大鼠可见神经元周围间隙扩大 ，细胞形态不完整 ，细

胞皱缩较严重 ，且尼氏体的数量减少 ，形态皱缩 。给

药组细胞形态得到改善 ，且高剂量组改善较为明显 。

典型图见图 ６ 。

3 ．4 ．3 　 TUNEL 染色结果
　 　假手术组细胞结构正常 ，没有见到凋亡的细胞 ，

图 4 　大鼠血清中 SOD和MDA的水平
n＝ １０ ；倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与假手术组比较 ；

＃ P ＜ ０ ．０５ ，＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与模型组比较 ；A ．SOD 的活性 ；B ．MDA 的含量

图 5 　 HE检测大鼠脑缺血后大脑皮层神经细胞的显微结构改变（２００ × ）

A ．假手术组 ；B ．模型组 ；C ．低剂量组（５ ．５ g ／kg） ；D ．中剂量组（１１ g ／kg） ；E ．高剂量组（２２ g ／kg）

模型组大鼠脑缺血皮层区可见到大量被染成褐色的

凋亡细胞 ，褐色细胞越多表明凋亡的细胞越多 ，给药

组被染成褐色的凋亡细胞数量较模型组减少 。典型

图见图 ７ 。

4 　讨论

　 　通过本实验发现复元醒脑汤低 、中 、高 ３个剂量
均可显著改善大鼠急性 CIRI 模型的神经缺损症
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图 6 　尼氏染色观察大鼠大脑皮层区细胞形态（２００ × ）

A ．假手术组 ；B ．模型组 ；C ．低剂量组（５ ．５ g ／kg） ；D ．中剂量组（１１ g ／kg） ；E ．高剂量组（２２ g ／kg）

图 7 　 TUNEL染色检测大鼠脑缺血组织细胞凋亡情况（２００ × ）

A ．假手术组 ；B ．模型组 ；C ．低剂量组（５ ．５ g ／kg） ；D ．中剂量组（１１ g ／kg） ；E ．高剂量组（２２ g ／kg）

状 ，减小脑梗死面积 ，对 CIRI 具有保护作用 ，且复

元醒脑汤给药方式简单 、剂型方便 ，利于在临床推广

应用 。

　 　 CIRI的机制复杂 ，主要是大脑中动脉阻塞引起

的一系列病理变化 。 SOD 作为体内的主要抗氧化
酶之一 ，其在体内的含量及活性可提示机体内抗氧

化系统的强度 。而 MDA 是机体内细胞膜脂质过氧
化的产物 ，其在体内的含量在一定程度上表明氧化

应激造成的损害程度［８ ，９］
。 笔者检测了大鼠血清中

SOD的活性以及 MDA 的含量 ，发现复元醒脑汤对

CIRI的保护作用可能与氧化应激有关 。提示对复

元醒脑汤作用机制的进一步研究可以从氧化应激方

面着手 ，对作用机制的进一步研究也对临床用药有

一定的指导作用 。王立平等［１０］的研究结果显示 ，复

元醒脑汤可改善糖尿病合并脑梗死患者的神经缺

损 ，联合西药治疗腔隙性脑梗死可降低患者血清中

IL唱６ 、TNF唱α和 NO 水平 。复元醒脑汤改善糖尿病

合并脑梗死大鼠的神经缺损 ，改善脑组织病理结构 ，

降低脑组织含水量 ，缓解脑水肿 。改善 EPCs 细胞
的功能 ，促进局部神经及血管再生 ，从而实现保护作

用［１１ ，１２］
。已有的报道是对糖尿病合并大鼠 CIRI的

保护作用 。

　 　本实验通过病理图片对复元醒脑汤的脑缺血再

灌注保护作用进行研究 ，尼氏染色是观察缺血脑组
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织内神经元尼氏体的经典实验方法 ，可以清楚辨认

出尼氏体 、尼氏体轴突 、细胞核及核仁 。实验结果显

示 ，脑缺血模型组与假手术组比较 ，大脑皮层尼氏体

数量减少 ，核深染固缩 ，排列紊乱 ；复元醒脑汤组与

模型组相比 ，大鼠大脑皮层尼氏体数量增多 ，细胞核

只有少量固缩 ，细胞排列较整齐 ，尼氏体形态有所改

善 。 HE染色结果显示 ，脑缺血模型组与假手术组

相比 ，神经元细胞核固缩 、致密 、损伤严重 ；而复元醒

脑汤组神经元显微结构损伤程度与模型组比较明显

减轻 。 TUNEL 染色检测结果显示 ，复元醒脑汤能

够显著降低缺血诱导的神经细胞凋亡 。以上结果表

明 ，复元醒脑汤可以保护大鼠脑缺血诱导的神经元

损伤及凋亡 ，发挥脑缺血神经保护作用 。

　 　复元醒脑汤成分复杂 ，发挥保护作用的机制也

较为复杂 ，本实验从病理切片染色和血清检测出发 ，

对其作用机制进行了初步研究 ，也为其临床应用提

供了一定的科学依据 。
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