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·论　著·
脑心通对大鼠脑缺血损伤的保护机制

张红菊，赵忠新，夏　斌
（第二军医大学长征医院神经内科，上海２００００３）

［摘要］　目的：观察脑心通对大鼠缺血脑组织（纹状体）葡萄糖调控蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）、ＧＲＰ９４表

达的影响，探讨其对大鼠局灶性脑缺血损伤可能的保护机制。方法：大鼠随机分为假手术组、缺血损伤组（线栓法制备大鼠局

灶性脑缺血模型）以及脑心通治疗组（缺血损伤前予脑心通治疗，ｎ＝３０）。应用组织学观察、免疫组织化学及半定量ＲＴＰＣＲ

检测缺血不同时段（６、１２、２４ｈ）各组大鼠纹状体ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达的变化。结果：成功建立大鼠局灶性脑缺血模型。组织

学观察表明脑心通治疗组大鼠脑缺血损伤程度较缺血损伤组明显减轻。免疫组织化学检查和ＲＴＰＣＲ检测均发现各时间点

假手术组大鼠纹状体ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达高于缺血损伤组（Ｐ＜０．０１）；缺血后６、１２、２４ｈ缺血损伤组、脑心通治疗组ＧＲＰ７８、

ＧＲＰ９４表达呈现先升高后降低趋势，缺血后１２ｈ的表达最高；各时间点缺血损伤组ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达低于脑心通治疗组

（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论：大鼠纹状体缺血损伤后１２ｈ内出现ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达升高；脑心通能够提高脑缺血损伤组

织ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达；脑心通可能是通过促进ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达来发挥保护内质网功能，减轻脑缺血损伤。
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　　脑心通具有益气活血、化瘀通络、醒脑开窍、宣

痹止痛之功效，临床上常用于治疗脑梗死、冠心病、

血管性痴呆等，取得了较好的疗效，但目前未见对其

脑保护作用的具体机制探讨。葡萄糖调控蛋白

（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８、９４，ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４）

是内质网上的伴侣分子，具有减轻内质网的负担、保

护内质网的功能。本实验通过观察脑心通作用下脑

缺血损伤大鼠纹状体 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达的变

化，来探讨脑心通对大鼠局灶性脑缺血损伤的保

护机制。
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１　材料和方法

１．１　动物及试剂　９０只健康成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌

雄各半，体质量２５０～３００ｇ，由复旦大学动物实验中

心提供。脑心通由陕西咸阳步长制药有限公司提供

（批号２００４０３１２），成份包括黄芪、当归、赤芍、川芎、

丹参等１６味中药，用生理盐水配制成质量浓度为

２５０ｍｇ／Ｌ的药液备用。免疫组化中一抗、二抗均购

于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。引物自行设计，由上海博亚生

物技术有限公司合成；ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

Ｔａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ公司；逆转录盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ
公司。

１．２　脑缺血模型的建立　大鼠经腹腔注射１０％水

合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉，采用Ｎａｇａｓａｗａ等［１］改良

的线栓法制成 Ｗｉｓｔａｒ大鼠永久性大脑中动脉阻塞

（ＭＣＡＯ）模型，Ｚｅａｌｏｎｇａ５分制［２］评分在１～３分者

为成功建模。假手术组动物为尼龙线入颈内动脉后

不到达大脑中动脉分叉处。

１．３　动物分组与给药　９０只大鼠随机平均分为假

手术组、缺血损伤组和脑心通治疗组，每个时间点

（６、１２、２４ｈ）为１０只，半数供免疫组化使用，半数供

ＲＴＰＣＲ使用。给药途径：脑心通治疗组给予脑心

通药液灌胃（２ｇ／ｋｇ，药物剂量相当于７０ｋｇ成人体

质量剂量的１０倍；每天１次，连续５ｄ），于第５天灌

胃１ｈ后手术制备局灶脑缺血模型。缺血损伤组仅

制备局灶脑缺血模型，不作治疗。假手术组大鼠不

作缺血处理，也不予药物治疗。

１．４　组织学观察　各组动物在以上各缺血时间点

（６、１２、２４ｈ），用１０％水合氯醛１０ｍｌ／ｋｇ的剂量腹

腔注射，动物瘫倒后开胸暴露心脏，经升主动脉插

管，用生理盐水１００ｍｌ快速冲洗，再用４％多聚甲醛

（ｐＨ７．４，４℃）２５０ｍｌ快速灌注，随后慢速灌注２５０

ｍｌ，再用４℃４％多聚甲醛浸泡２４ｈ，取出大鼠纹状

体组织进行脱水、透明、浸蜡、包埋、切片。切片后用

ＨＥ染色进行病理组织学观察。

１．５　免疫组织化学染色　采用ＳＰ法。常规脱蜡至

水，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，加０．３％Ｈ２Ｏ２２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗３ｍｉｎ×３次，９８℃２０ｍｉｎ进行抗原修复，室温冷

却，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，加一抗ＧＲＰ７８（１５０）羊抗

鼠、ＧＲＰ９４（１６０）兔抗 鼠，４℃ 过 夜。ＰＢＳ 洗

３ｍｉｎ×３次，加ｂ驴抗羊（１２００）、ｂ驴抗兔（１

２００），３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，加ｓｔｒｅｐｔａ

ｖｉｄｉｎＨＲＰ（１２００）３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３
次。０．０４％ ＤＡＢ＋０．０３％ Ｈ２Ｏ２ 显色８～１２ｍｉｎ，

水洗。苏木精衬染１ｍｉｎ，水洗。常规树脂封片，观

察。正常血清取代一抗作替代对照。图像经北京中

科通用医学图像分析系统（ＧＭＩＡＳ２．０）处理，每片

随机取３个视野（×１００）输入图像分析仪，以阳性染

色细胞数进行统计分析。

１．６　ＲＴＰＣＲ反应 　取５０ｍｇ冻存组织置于１．５

ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ试剂，匀浆后

经氯仿抽提，异丙醇沉淀出ＲＮＡ，溶于焦碳酸二乙

酯（ＤＥＰＣ）处理的双蒸水中。通过Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ

ＤＵ６４０核酸蛋白分析系统测量光密度值，重复测定

３次，计算样品总ＲＮＡ浓度，并通过琼脂糖电泳检

测其纯度。根据 Ｍｅｄｌｉｎｅ基因文库用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍ

ｉｅｒ５．０自行设计引物，目的基因ＧＲＰ７８的上游引物

为５′ＡＴＣＡＧＧＧＣＡＡＣＣＧＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３′，

下游引物为５′ＡＣＧ ＣＣＴＣＧＧ ＣＡＧ ＴＴＴＣＣＴ

ＴＣＡＴＴＴ３′，预增片段为３１２ｂｐ。ＧＲＰ９４的上游

引物为５′ＧＡＣＧＧＧＣＡＡＧＧＡＣＡＴＣＴＣＴＡＣ

ＡＡＡ３′，下游引物为５′ＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＣＣ

ＣＴＧＣＧＴＣＴＧ３′，预计扩增片段为３６２ｂｐ。ＧＡＰ

ＤＨ的上游引物为５′ＣＡＣＧＡＡＴＴＣＧＧＴＣＡＴ

ＣＡＴＣＴＣＴＧＣＣＣＣＣＴＣＴＧＣ３′，下游引物为５′

ＧＣＴＧＧＡＴＣＣＧＡＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣ

ＴＴＣＴＴ３′，预计扩增片段４６２ｂｐ。ＰＣＲ反应体系

为：Ｈ２Ｏ２．１２μｌ，２×ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰ１．６μｌ（终浓

度０．２ｍｍｏｌ／Ｌ核苷酸），模板ＲＮＡ为１μｌ（２ｇ／Ｌ
左右的浓度），目的基因及ＧＡＰＤＨ各自上下游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．１６μｌ（各自终浓度达到１μｍｏｌ／

Ｌ），Ｔａｑ酶为０．１２μｌ，共１０μｌ。反应条件为９９℃２
ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３０个循环；

７２℃５ｍｉｎ。取５μｌＲＴＰＣＲ产物，加上样缓冲液１

μｌ，２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统照相，复日科

技ＳｍａｒｔｖｉｅｗＲＴＰＣＲ系统软件分析条带的积分

光密度，计算 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ｍＲＮＡ 相对表达水

平，计算公式如下：ＧＲＰｍＲＮＡ相对表达水平＝样

品ＧＲＰ扫描值／样品ＧＡＰＤＨ扫描值。

１．７　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，各组间比较
采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　病理组织学观察　缺血损伤组（图１Ａ）大鼠纹

状体区组织坏死明显，神经元形态不完整，仅有少量
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正常神经元，细胞周围间隙被坏死组织充填，部分细

胞核消失，细胞缩小，细胞周围间隙增大。脑心通治

疗组（图１Ｂ）纹状体区组织坏死不明显，神经元呈轻

度缺血改变，细胞核少量消失，少部分细胞缩小，细

胞周围间隙增大不明显。

图１　缺血１２ｈ缺血损伤组及脑心通治疗组

纹状体组织的病理学改变

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｔ１２ｈｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｇｒｏｕｐ
ａｎｄＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（ＨＥ，×１００）

Ａ：Ｉｓｃｈｅｍｉｃｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．２　大鼠脑组织免疫组织化学观察　纹状体区缺

血损伤组织细胞内可见ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４阳性颗粒，

呈棕黄色。如图 ２ 所示，缺血损伤组 ＧＲＰ７８、

ＧＲＰ９４在６、１２、２４ｈ阳性细胞百分率均低于假手术

组（Ｐ＜０．０１）。缺血后６、１２、２４ｈ缺血损伤组、脑心
通治疗组ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４阳性细胞百分率均呈现先

升高后降低趋势。缺血损伤组ＧＲＰ７８阳性细胞百

分率在６、１２、２４ｈ分别为（０．３７±０．０１）、（０．６５±

０．０１）、（０．４６±０．０１），脑心通治疗组ＧＲＰ７８阳性细

胞百分率在６、１２、２４ｈ分别为（０．４５±０．０１）、（０．８８

±０．０１）、（０．６６±０．０１），各时间点两组间均有显著

差异（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；两组间ＧＲＰ９４的表达
也有相似的结果。

２．３　大鼠脑组织ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ＲＴＰＣＲ检测结

果　琼脂糖凝胶电泳可见ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４和ＧＡＰ

ＤＨ的条带分别为３１２、３６２和４６２ｂｐ，与预期结果

相符。如图３所示，假手术组 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４ｍＲ

ＮＡ相对表达水平为（１．４８０±０．０３１）、（２．３８０±

０．０３０），２４ｈ无明显波动，高于各时间点缺血损伤组

（Ｐ＜０．０１）。缺血后６、１２、２４ｈ缺血损伤组、脑心通
治疗组 ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达呈现先升高后降低趋

势。缺血损伤组ＧＲＰ７８在６、１２、２４ｈ表达分别为

（０．４５０±０．０３０）、（０．８９０±０．０２９）、（０．６６０±

０．０２０），脑心通治疗组各时间点ＧＲＰ７８的表达分别

为（０．６５０±０．０２９）、（２．５２０±０．０３２）、（１．８１０±

０．０３１），各时间点缺血损伤组均明显低于脑心通治

疗组（Ｐ＜０．０１）；两组间ＧＲＰ９４的表达也有相似的

结果。

图２　不同时间点缺血损伤组、脑心通

治疗组及假手术组大鼠纹状体ＧＲＰ７８（Ａ）、

ＧＲＰ９４（Ｂ）阳性细胞百分率

Ｆｉｇ２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＧＲＰ７８（Ａ）ａｎｄＧＲＰ９４（Ｂ）

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ，

ｉｓｃｈｅｍｉｃａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｉｓｃｈｅｍｉｃｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；
△△Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　脑缺血作为一种应激源可引发脑组织细胞的内

质网应激［３］，ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４一般位于内质网上，可

参与这一过程。组织器官在缺血、缺氧、低糖、内质

网钙平衡紊乱等应激情况下，可导致ＧＲＰ７８大量表

达［４］，ＧＲＰ７８被诱导表达后重新分布，与ｃａｓｐａｓｅ７
和ｃａｓｐａｓｅ１２形成复合物，阻止其激活及释放，从而

抑制ｃａｓｐａｓｅ１２所致凋亡；并可以通过上调ＪＮＫ、

Ａｋｒ、ＰＫＣ，下调ＥＲＫ来保持信号转导的正常进行，

抑制细胞凋亡［５］。ＧＲＰ７８可与错误折叠和未折叠

蛋白质结合，修改其构型，维持新生肽的折叠、移位、

组装、分泌，保持细胞在应激状态下蛋白质继续合

成，维持内环境的稳定。应激条件下ＧＲＰ７８转录活
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性可提高１０～２５倍，表达足够的ＧＲＰ７８，结合激活

的细胞内酶，未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）结束，恢复内质

网功能［６］。ＧＲＰ７８还具有维持细胞内钙平衡，保护

细胞的作用［７］。

图３　不同时间点缺血损伤组、脑心通

治疗组及假手术组大鼠纹状体ＧＲＰ７８（Ａ）、

ＧＲＰ９４（Ｂ）ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８（Ａ）ａｎｄＧＲＰ９４（Ｂ）ｍＲＮＡ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ，

ｉｓｃｈｅｍｉｃａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ
　Ｐ＜０．０１ｖｓｉｓｃｈｅｍｉｃｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△△Ｐ＜

０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

　　本研究的组织形态学观察也表明脑心通治疗组
损伤程度较轻。免疫组织化学染色和 ＲＴＰＣＲ结
果表明缺血后６、１２、２４ｈ假手术组ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４
表达高于各时间点缺血损伤组，这表明缺血损伤时

ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达受到明显抑制。缺血损伤组、
脑心通治疗组ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达呈现先升高后降
低趋势，１２ｈ为最高。这可能是由于在缺血早期血
流的中断以及各种损伤机制的启动，机体的应激机
制还没有被激活，所以表现为缺血初期 ＧＲＰ７８、

ＧＲＰ９４的低表达；随着时间的推移，应激机制的激

活，ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４的表达逐渐上升，１２ｈ达到最
高；然而长时间过强的应激，凋亡占主导位置［８］，

ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４的表达逐渐呈下降趋势，所以在２４
ｈ呈低表达。脑心通治疗组大鼠缺血 脑 组 织

ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４在６、１２、２４ｈ各时间点表达均高于
缺血损伤组，这说明脑心通可能通过上调 ＧＲＰ７８、

ＧＲＰ９４表达，来对抗缺血应激损伤而发挥其保护作
用。

　　本研究表明脑心通可能通过促进缺血损伤组织

ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４表达来改善内质网功能，减轻脑缺
血损伤，但其如何调节ＧＲＰ７８、ＧＲＰ９４的表达，以及
具体的信号转导通路仍有待于进一步研究。
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