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实验研究

益气解毒方基于线粒体保护的抗缺血性脑卒中研究
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摘要　目的：基于线粒体呼吸功能，研究益气解毒方对缺血性脑卒中的保护作用。方法：采取大鼠中脑动脉闭塞模型
（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ），造模前１５ｍｉｎ给予益气解毒方及相应拆方，造模１２ｈ后，取材，提取脑组织线
粒体，检测线粒体三态呼吸速率、四态呼吸速率、磷氧比、呼吸控制率、氧化磷酸化率等指标，评价益气解毒方对缺血性脑

卒中的保护效果。此外，通过主成份分析（ＰｒｉｎｃｉｐａｌＣｏｍｐｏｎｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和变量重要性指标（ＶａｒｉａｂｌｅＩｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎ
Ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ），评价益气解毒方各组分在抗缺血性脑卒中的作用效果。结果：益气解毒方能改善缺血性脑卒中病理过程
中线粒体呼吸相关的各项指标，益气解毒方各拆方对缺血性脑卒中也有较好的改善作用。ＰＣＡ结果显示，与各拆方组比
较，益气解毒方全方的治疗效果最好；在各拆方组中，人参皂苷和黄连素配伍后的效果最好。ＶＩＰ分析结果显示，益气解
毒方基于保护线粒体呼吸功能来改善缺血性脑卒中的病理过程中，黄连素的贡献度最大。结论：益气解毒方能够显著降

低缺血性脑卒中病理过程中所造成机体损伤，其机制可能与保护线粒体功能有关。

关键词　益气解毒方；脑卒中；线粒体
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　　近年来，随着人们生活水平的提高和生活压力
的增大，脑卒中的发病率呈现迅速上升的趋势［１］。

在成年人的发病人群中，脑卒中是一种具有极高的

高致死率且预后较差［２３］，给社会和患者家庭造成极

大的负担［４６］。据统计，在２０１０年，全球范围内脑卒
中的新增患者病例为３３００万人，其中５０９万患者死
亡，１０２０万人因为脑卒中丧失生活自理能力［８］，这

使脑卒中成为仅次于缺血性心脏病的第２大致死性
疾病。然而，目前尚缺乏治疗脑卒中的特效药［９］。

能量代谢紊乱是脑卒中主要病理过程之一，能

量代谢紊乱的严重程度及是否能够及时得到纠正，

会直接影响到患者的预后情况。作为细胞中最重要

的能量供应细胞器，线粒体的功能在脑卒中的病理

过程中，受到了严重的影响［１０］。如何及时消除线粒

体功能的紊乱状态，成为能否保护并减少缺血状态

下细胞损伤的关键。因此，能否及时保护脑卒中病

理过程中线粒体的功能，对于脑卒中后的恢复，有重

要的意义［１１］。

益气解毒方是由人参、黄连、栀子等３味中药组
成，是基于“毒损脑络”的病机，采用扶正祛邪的治

法治疗中医脑病的经验方，临床应用中具有较为显

著的治疗效果。为进一步探讨益气解毒方抗脑缺

血、治疗缺血性中风的作用及配伍机理，本实验中分

别选取人参、黄连、栀子的主要有效成分人参总皂苷

（Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ，Ｇ）、黄连素（Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ，Ｂ）、栀子苷
（Ｊａｓｍｉｎｏｉｄｉｎ，Ｊ）及３者按照临床用药比例组合而成
的益气解毒方（ＹＪ）作为研究对象，以探讨其对局灶
性脑缺血脑组织线粒体功能的影响。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠（ＳＰＦ
ＶＡＦ级），体重２５０～２６０ｇ，雄性，购于军事医学科学
院动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ（军）２０１２０００４；
ＳＣＸＫ（京）２０１４００１３。置于温度（２５±２）℃饲养
室，动物均自由饮水进食。

１１２　药物　选取银杏叶提取物（ＥＧｂ７６１）作为阳
性对照药，购于德国威玛舒培博士药厂。人参总皂

苷，人参皂苷 Ｒｇ、Ｒｅ、Ｒｄ总含量 ≥４０５５％ ±
２１０％，购于南京泽朗医药科技有限公司；黄连素，
纯度≥９５１８％，购于咸阳航空一六八生物工程有限
公司；栀子苷，纯度≥９９６８％，购于宝鸡市方晟生物
开发有限公司。全部实验用药物均用纯水配制。

１１３　试剂与仪器　Ｌ谷氨酸，Ｌ苹果酸，ＡＤＰＮａ，
ＢＳＡ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；Ｎａ２ＥＤＴＡ，ＴｒｉｓＢａｓｅ，购自

美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；水合氯醛，购自中国国药集团；
蔗糖，购自北京北化精细化学有限责任公司；ＢＣＡ蛋
白定量试剂盒，购自中国普利莱生物技术公司；Ｌ谷
氨酸，Ｌ苹果酸，ＡＤＰＮａ分别配制成１０００×储液，
－２０℃保存；线粒体分离保存介质：由蔗糖（２５０
ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｎａ２ＥＤＴＡ（０５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＴｒｉｓＨＣｌ（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＢＳＡ（０１％）配制而成，ｐＨ＝７１，４℃储
存。ＳＵＮＲＩＳＥ酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公司）；７８２Ｏｘｙ
ｇｅｎＳｙｓｔｅｍ（英国Ｓｔｒａｔｈｋｅｌｖｉｎ公司）；组织匀浆器（涿
州市琦瑞玻璃制品厂）；微量加样器（２０、２００、１０００
μＬ）（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；台式高速冷冻离心机
（长沙湘仪仪器有限公司）；万级天平（型号：

ＦＡ２２０４Ｂ，上海精密科学仪器有限公司）；实验室 ｐＨ
计ＳＴＡＲＴＥＲ２１００（奥豪斯仪器（上海）有限公司）；
数显恒温搅拌恒温水箱（型号：ＨＨ６０，常州国华电
器有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　将 ＳＤ大鼠分为假手术
组、模型组、阳性药组（银杏叶提取物，ＥＧｂ７６１４ｍｇ／
ｋｇ）、益气解毒方（ＹＪ）高、中、低（２５、５、１ｍｇ／ｋｇ）剂
量组和人参总皂苷（Ｇ）、黄连素（Ｂ）、栀子苷（Ｊ）剂
量组（２５、５ｍｇ／ｋｇ），人参总皂苷黄连素（ＧＢ）剂量
组（２５、５ｍｇ／ｋｇ）、人参皂苷栀子苷（ＧＪ）剂量组
（２５、５ｍｇ／ｋｇ），黄连素栀子苷（ＢＪ）剂量组（２５、５
ｍｇ／ｋｇ），每组８只。各给药组均在手术前１５ｍｉｎ灌
胃给药，假手术组和模型组给予等量生理盐水。

１２２　给药方法　采用大鼠中动脉栓塞（ＭＣＡＯ）
模型。假手术组不进行线栓，仅行术前麻醉以及血

管分离；其余各组均复制 ＭＣＡＯ模型。参照 Ｌｏｎ
ｇａＥＺ［１２］建立的大鼠大脑中动脉内线栓阻断方法，对
ＳＤ大鼠行大脑中动脉闭塞手术，建立大鼠局灶性脑
缺血模型，１０％的水合氯醛腹腔注射（４００ｍｇ／ｋｇ）对
大鼠进行麻醉。将大鼠仰卧固定，７５％乙醇消毒颈
部皮肤，于正中切口，分离并暴露右侧颈总动脉，并

在近心端夹闭颈总动脉，继续分离出颈外和颈内动

脉，结扎颈外动脉，在颈总动脉距分叉处１５ｃｍ处
剪一小口，用制备好的５ｃｍ鱼线沿颈总动脉插入颈
内动脉。当进入颈总动脉分叉处以上的鱼线长度为

２ｃｍ时，停止并结扎开口上下的颈总动脉。整个手
术过程室温保持在（２２±２）℃。术后１２ｈ，先对各组
大鼠进行神经功能学评分后，脱颈处死后取脑，进行

体外线粒体悬液的制备。

１２３　检测指标与方法　１）神经功能学评分：参照
Ｂｅｄｅｒｓｏｎ等［１３］的５级评分法（０～４分），分数越高，
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说明大鼠神经行为损伤越严重。２）神经行为学评分
后，取大鼠缺血侧脑组织制备脑线粒体悬液。为了

保持线粒体活性，整个操作应保持低温，将缺血侧脑

称重，加入 ４℃预冷的线粒体分离介质冲洗 ２次
（Ｗ∶Ｖ＝０∶１），以去除皮层表面血管。制备质量体
积分数为２０％的脑匀浆液，后进行梯度离心。将所
得的线粒体悬液进行蛋白质定量，统一定量为 １０
ｍｇ／ｋｇ。

线粒体呼吸活性测定取新鲜的线粒体悬液，采

用Ｃｌａｒｋ氧电极法测定线粒体呼吸活性，采用 ７８２
ＯｘｙｇｅｎＳｙｓｔｅｍ进行实验。反应总体积１０ｍＬ，反应
温度２５℃。校准电极后依次加入反应体系、Ｌ谷氨
酸、Ｌ苹果酸、ＡＤＰＮａ，观察并记录氧耗曲线。测定
线粒体三态呼吸速率（Ｓｔａｔｅ３ＲｅｓｐｉｒａｔｉｏｎＲａｔｅ，Ｖ３）、
线粒体４态呼吸率（Ｓｔａｔｅ４ＲｅｓｐｉｒａｔｉｏｎＲａｔｅ）及线粒
体磷氧比（ＯｘｉｄａｔｉｖｅＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＡＤＰ／
Ｏ），并且按照如下公式计算各参数值：ＲＣＲ＝Ｖ３／
Ｖ４，ＯＰＲ＝Ｖ３×ＡＤＰ／Ｏ（ｎｍｏｌＡＴＰ／ｍｉｎ／ｍｇＰｒｏｔｅｉｎ）。
且所得指标进行主成分分析和ＶＩＰ分析。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
统计分析，数据以平均值±标准差反映，采用单因素
方差分析进行组间差异分析，ＰＣＡ用 ＳＰＳＳ１７０进
行分析，ＶＩＰ分析采用 ＳＩＭＣＡＰ１３０进行。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义，Ｐ＜００１为差异有显著
统计学意义。

２　结果
２１　神经功能学评分　大鼠行ＭＣＡＯ手术后２４ｈ，
模型组神经行为学评分与假手术组比较，差异有统

计学意义（Ｐ＜００１），表示 ＭＣＡＯ手术对大鼠产生
了明显的损伤；与模型组比较，益气解毒高、中、低剂

量组，人参皂苷和黄连素配伍高、低剂量组，黄连素

和栀子苷配伍高、低剂量组，人参皂苷和栀子苷配伍

高剂量组，黄连素高剂量组，栀子苷高剂量组、阳性

药组结果具有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。
表明益气解毒方总方高、中、低剂量及各单个组分高

剂量给药均可改善局灶性脑缺血引起的肢体行动障

碍。结果见图１。
２２　对线粒体呼吸的影响　与假手术组（Ｓｈａｍ）比
较，模型组（Ｍｏｄｅｌ）各呼吸指标明显降低（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５），表明大鼠行 ＭＣＡＯ手术后，线粒体呼吸
速率受到影响。在 ＡＤＰ／Ｏ的检测中，ＥＧｂ７６１明显
高于模型组（Ｐ＜００１）；ＹＪ高、中剂量组均明显高于
模型组（Ｐ＜００１），低剂量组与模型组比较没有明
显的差异；ＧＢ配伍、ＢＪ伍、ＧＪ配伍的高剂量组均明

显高于模型组（Ｐ＜００１），各配伍的低剂量组均没
有明显的效果；Ｇ高、低剂量组，Ｂ高剂量组，与模型
组比较，差异有显著统计学意义（Ｐ＜００１），Ｂ低剂
量组、Ｊ高、低剂量组没有明显效果。结果见图 ２
（Ａ）。在ＲＣＲ检测中，ＥＧｂ７６１明显高于模型组（Ｐ
＜００１）；ＹＪ高剂量组高于模型组（Ｐ＜００５），益气
解毒方中、低剂量组没有明显效果；Ｂ和 Ｊ配伍组高
于模型组（Ｐ＜００５），Ｂ和 Ｊ配伍低剂量组、Ｇ和 Ｂ
配伍高、低剂量组、Ｇ和 Ｊ配伍高、低剂量组均没有
明显的差异；Ｇ、Ｂ、Ｊ各高、低剂量组差异无统计学意
义。结果见图２（Ｂ）。在 ＯＰＲ的检测中，ＥＧｂ７６１明
显高于模型组（Ｐ＜００１）；ＹＪ高、中剂量组高于模型
组（Ｐ＜００１），益气解毒方低剂量组具有较为明显
的效果（Ｐ＜００５）；Ｇ和 Ｂ配伍高剂量组较模型组
差异有显著统计学意义（Ｐ＜００１），其他各两两配
伍组无明显效果；Ｂ高剂量组较模型组差异有显著
统计学意义（Ｐ＜００１），Ｇ低剂量组较模型组差异
有显著统计学意义（Ｐ＜００１），其他各单方组没有
明显效果。结果见图 ２（Ｃ）。在 Ｖ３的检测中，
ＥＧｂ７６１明显高于模型组（Ｐ＜００１）；ＹＪ高、中、低剂
量组均明显高于模型组（Ｐ＜００１）；Ｇ和 Ｂ配伍组、
Ｂ和Ｊ配伍组及Ｇ和Ｊ配伍高剂量组均高于模型组
（Ｐ＜００１），人参总皂苷和 Ｂ配伍、Ｂ和 Ｊ配伍及 Ｇ
和Ｊ配伍低剂量组效果不明显；Ｇ高、低剂量组，Ｂ
高剂量组均高于模型组（Ｐ＜００１），Ｂ低剂量组，Ｊ
高、低剂量组无明显效果。结果见图２（Ｄ）。在 Ｖ４
的检测中，ＥＧｂ７６１明显高于模型组（Ｐ＜００１）；ＹＪ
高、中、低剂量组均明显高于模型组（Ｐ＜００１）；Ｂ高
剂量、低剂量组明显高于模型组（Ｐ＜００１）；其余各
组均无明显效果。结果见图２（Ｅ）。

图１　神经行为学评价图
　　注：益气解毒方及有效成分对ＭＣＡＯ大鼠模型神经行为
学治疗效果评价。评价值用 ｍｅａｎ±ＳＤＭ值表示，数据用单
因素方差分析法（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行分析。图中△、△△分

别表示假手术组比较，模型组差异有统计学意义，即 Ｐ＜
００５、Ｐ＜００１；图中、分别表示同模型组比较，各观察组

差异有统计学意义，即Ｐ＜００５、Ｐ＜００１
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图２　益气解毒方保护线粒体紊乱效果
　　注：益气解毒方及有效成分对ＭＣＡＯ大鼠脑内线粒体功
能的治疗效果评价。（Ａ）ＡＤＰ／Ｏ值；（Ｂ）ＲＣＲ值；（Ｃ）ＯＰＲ
值；（Ｄ）Ｖ３值；（Ｅ）Ｖ４值。数据结果用 ｍｅａｎ±ＳＤＭ值表示
（ｎ＝８），数据用单因素方差分析法（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行分
析。图中△、△△分别表示假手术组比较，模型组差异有统计

学意义，即Ｐ＜００５、Ｐ＜００１；图中、分别表示同模型组

比较，各观察组差异有统计学意义，即 Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。
图中计量单位为ｍｇ／ｋｇ

图３　益气解毒方组方ＰＣＡ分析结果
　　注：图中采用主成分分析（ＰＣＡ）的方法对益气解毒方配
伍分析。（Ａ）线粒体功能的主成份分析结果；（Ｂ）对 Ｇ、ＧＢ、
ＧＪ及ＹＪ各组的主成份分析结果；（Ｃ）对 Ｂ、ＧＢ、ＢＪ及 ＹＪ各
组的主成份分析结果；（Ｄ）对Ｊ、ＢＪ、ＧＪ及ＹＪ各组的主成份分
析结果。以上数据用ｍｅａｎ±ＳＤ值表示（ｎ＝８），并且用单因
素方差法进行分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），图中△、△△分别表示

假手术组比较，模型组差异有统计学意义，即 Ｐ＜００５、Ｐ＜
００１；图中、分别表示同各组同 Ｇ、Ｂ、Ｊ３个成分观察组
比较，治疗效果差异有统计学意义，即Ｐ＜００５、Ｐ＜００１

２３　ＰＣＡ分析与ＶＩＰ分析　ＰＣＡ结果显示，模型组
与假手术比较，差异有统计学意义，说明ＭＣＡＯ模型
对动物造成了明显的损伤。ＥＧｂ７６１组，ＹＪ全方高、
中、低剂量组，Ｇ和Ｂ配伍高、低剂量组，Ｂ和 Ｊ配伍
高剂量组，Ｇ高、低剂量组，Ｂ高、低剂量组，Ｊ高剂量
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组相较于模型组，均有明显的差异（Ｐ＜００１）。此
外，ＹＪ高剂量组较各两两组方高剂量组和各单方高
剂量组，均具有较为明显的效果（Ｐ＜００１或 Ｐ＜
００５），证明 ＹＪ方整体的治疗效果最为理想。见
图３。

ＶＩＰ结果显示，在益气解毒方整个组方中，Ｇ和
Ｂ的ＶＩＰ值大于１，在整个组方保护线粒体的作用
中，为主要的贡献成分。见图４。

图４　益气解毒方成分ＶＩＰ分析结果

３　讨论
脑是机体能量代谢最快的器官之一，但脑中对

能量和氧的储存能力并不高，因此，维持脑部组织的

正常运行，需要足够的氧气和血流量。在脑卒中的

病理过程中，局部供血、供氧被中断，缺氧造成线粒

体功能紊乱和线粒体结构损伤，影响能量的生成，导

致细胞的凋亡，造成严重损伤［１４］。

益气解毒方（人参、黄连、栀子）是根据中医脑

病的症候特点，不同于传统中风治疗“活血化瘀”，

而针对“毒损脑络”的关键病机，应用益气加解毒的

全新治法，采用辨证施治，扶正与解毒并举治疗脑病

的临床经验方［１５］。研究结果表明，益气解毒方能够

通过保护线粒体呼吸及能量代谢的相关通路，减少

脑卒中期间线粒体紊乱的相关损伤，降低细胞的凋

亡情况。其中，在所有给药组中，益气解毒方全方效

果最佳；两两组方中，黄连素和人参皂苷配伍总体效

果最好；单方给药中，黄连素的治疗效果最好。并

且，通过 ＰＣＡ和 ＶＩＰ分析发现，在基于线粒体的保
护效果中，人参皂苷和黄连素为全方最为有效的成

分。
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