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清脑滴丸对大鼠脑缺血再灌注后炎性因子

动态变化的影响
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摘要　目的：观察清脑滴丸对大鼠急性脑缺血再灌注脑梗死面积，皮层肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素１β（ＩＬ
１β）、白细胞介素１０（ＩＬ１０）改变，探讨!

脑滴丸治疗急性脑梗死的可能机制。方法：线栓法制备大鼠大脑中动脉缺血再

灌注模型（ＭＣＡＯ），随机分为正常组，假手术组，模型缺血１５ｈ分别再灌注６ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、７ｄ，清脑滴丸各相应时间
点治疗组。ＴＴＣ染色脑片计算梗死面积。酶联免疫法检测皮层 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ１０。结果：脑组织 ＴＴＣ染色显示模型
各组均出现明显梗死灶，在再灌２４～７２ｈ梗死面积最大（Ｐ＜００１），清脑滴丸治疗组的梗死面积明显缩减，再灌２４～７２ｈ
梗死面积减小最为明显（Ｐ＜００１）。与假手术组比较，再灌注６ｈ时ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ１０出现升高，再灌注４８～７２ｈ达高
峰（Ｐ＜００１），至再灌注７ｄ仍有明显升高。与各模型组比较，清脑滴丸治疗组明显下调ＩＬ１β和ＴＮＦα（Ｐ＜００１）；且能
明显上调ＩＬ１０（Ｐ＜００５～００１）。结论：清脑滴丸能够显著下调脑缺血再灌注后ＴＮＦα、ＩＬ１β，上调ＩＬ１０，缩小脑梗死面
积，减轻脑损伤，提示清脑滴丸治疗急性脑梗死机制可能与调节炎症因子，促炎因子与抗炎因子达到动态平衡有关。
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　　脑缺血再灌注损伤可继发性引起炎性反应，产
生的一系列炎性细胞因子在脑缺血中发挥着双重作

用。肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ＩＬ
１β）是公认的炎性介质，可以促进脑缺血损伤区黏
附分子的表达和炎性细胞的浸润［１］。白细胞介素
１０（ＩＬ１０）作为抑炎细胞因子，可通过抑制炎性因子

合成，受体表达等途径起到保护脑组织的作用［２］。

炎性反应的作用与急性脑缺血再灌注算上时间与程

度密切相关。前期实验发现清脑滴丸能够使脑缺血

再灌注大鼠的行为学神经功能评分升高，脑组织病

理损伤减轻。本研究动态观察急性脑缺血再灌注不

同时间引发不同程度脑损伤，检测皮层 ＴＮＦα、ＩＬ
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１β与ＩＬ１０，探讨清脑滴丸治疗急性脑梗死的作用
机制。

１　材料与方法
１１　材料　健康雄性 ＳＤ大鼠１６８只，体重（２２０±
２０）ｇ，购自维通利华实验动物技术有限公司，许可证
号：ＳＣＸＫ（京）２００４０００３；清脑滴丸，由北京同仁堂
药业提供。ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒购自
上海联硕公司生物科技有限公司。

１２　分组与给药方法　健康雄性 ＳＤ大鼠，每组１４
只。分为：１）正常对照组：正常大鼠不手术。２）假手
术组：大鼠麻醉后暴露颈总动脉，栓线从左侧颈总动

脉仅插入１０ｍｍ，未阻断大脑中动脉；灌胃等体积生
理盐水。３）模型组：分为脑缺血１５ｈ后再灌６ｈ模
型组（Ｉｓｃｈｅｍｉａ１５ｈ／Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ６ｈ，Ｒ６ｈ）、再灌２４
ｈ模型组（Ｒ２４ｈ）、再灌４８ｈ模型组（Ｒ４８ｈ）、再灌
７２ｈ模型组（Ｒ７２ｈ），再灌７ｄ模型组（Ｒ７ｄ）。大鼠
给予线栓法阻断左侧大脑中动脉 １５ｈ后拔出栓
线，０５ｈ后灌胃生理盐水一次，以后每隔１２ｈ灌胃
１次，模型组各组分别在拔出栓线６ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２
ｈ、７ｄ后处死。４）清脑滴丸组：分为清脑滴丸（Ｑ）６
ｈ组、Ｑ２４ｈ组、Ｑ４８ｈ组、Ｑ７２ｈ组、Ｑ７ｄ组。造模方
法同模型组，术后０５ｈ予灌胃清脑滴丸配制溶液
（９０ｍｇ／ｋｇ）１次，以后每隔１２ｈ给药１次，各组分别
在拔出栓线６ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、７ｄ后处死，与模型
组在时间点上一一对应。

１３　脑缺血再灌注模型（ＭＣＡＯ）的建立　参照Ｚｅａ
Ｌｏｎｇａ［３］的方法加以改良，ＳＤ大鼠采用１０％水合氯
醛（３５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射进行麻醉，仰卧固定于手术
台上，颈部正中切开，逐层分离组织，暴露左侧颈总

动脉（ＣｏｍｍｏｎＣａｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｙ，ＣＣＡ）、颈外动脉（Ｅｘ
ｔｅｒｎａｌＣａｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ）、颈内动脉（ＩｎｔｅｒｎａｌＣａｒｏｔ
ｉｄＡｒｔｅｒｙ，ＩＣＡ），永久结扎 ＣＣＡ近心端、ＥＣＡ根部，
微动脉夹暂时夹闭 ＣＣＡ的远心端，在 ＣＣＡ结扎处
远心端剪一斜口，经此斜口插入顶端光滑成球面的

直径０２４ｍｍ的尼龙线，经ＣＣＡ分叉处通过ＩＣＡ入
颅至大脑前动脉（ＡｎｔｅｒｉｏｒＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙ，ＡＣＡ）的
起始部，从而闭塞了大脑中动脉（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒ
ｔｅｒｙ，ＭＣＡ）的起始部，造成了 ＭＣＡ供血相关区的梗
死。尼龙线平均插入深度为（１８５±０５）ｍｍ，结扎
ＣＣＡ远心端以固定尼龙线和防止出血，逐层缝合皮
肤，尼龙线末端暴露在体外。栓塞３ｈ、６ｈ、２４ｈ、４８
ｈ、７２ｈ后，拔出尼龙线，模拟急性脑缺血。假手术组
除插线 １０ｍｍ外，其余步骤同模型组。采用 Ｚｅａ
Ｌｏｎｇａ神经症状评分，选 １～３分的大鼠进行正式

实验。

表１　ＺｅａＬｏｎｇａ５分制评分标准

评分 症状

０ 无神经损伤症状

１ 不能完全伸展对侧前爪

２ 向对侧转圈

３ 向对侧倾倒

４ 不能自发行走，意识丧失

１４　实验方法
１４１　每个时间点结束后，取７只大鼠新鲜脑组织
去除嗅球，小脑和低位脑干，冠状面均匀切５片，将
切片放入１％ＴＴＣ染液中，３７℃水浴３０ｍｉｎ，梗死部
位呈白色，正常脑组织呈红色。将切片依次摆好，拍

照，采用ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ５０软件计算梗死面积。
１４２　酶联免疫法检测 ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦα浓度：
每组取７只新鲜缺血侧大脑皮层，按重量体积比加
冰冷生理盐水制备成１０％的组织匀浆，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，ＥＬＩＳＡ试剂盒检测。
１５　统计学方法　实验数据以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）来表示，采用 ＳＰＳＳ２００软件作统计分析，组间比
较采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），指标之
间采用相关性分析，Ｐ＜００５为有统计学意义。
２　结果
２１　脑缺血面积检测　ＴＴＣ染色，正常脑组织呈红
色，梗死组织呈白色。正常组和假手术组：大脑红

染，未发现任何白色梗死区域；再灌６～７ｄ模型各
组均出现不同面积的白色梗死灶，再灌２４～７２ｈ梗
死面积最大（Ｐ＜００１），给予清脑滴丸治疗后，各组
白色梗死灶面积减小，再灌２４～７２ｈ梗死面积减小
最为明显（Ｐ＜００１）。结果见表２，图１。
２２　ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ１０浓度　假手术组与正常对
照组大鼠相比较，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ１０无统计学意义
（Ｐ＞００５）。与假手术组比较，模型组再灌注６ｈ出
现ＩＬ１β升高，再灌注４８ｈ达高峰（Ｐ＜００１），至再
灌注７ｄ仍有处于高值，统计学具有统计学意义（Ｐ
＜００１）；与模型组比较，在相应各时间点，清脑滴丸
治疗后，ＩＬ１β在再灌注２４ｈ开始出现降低，再灌注
４８～７２ｈ降低最明显（Ｐ＜００１），在再灌注７ｄ仍有
下降趋势（Ｐ＜００１）。再灌注６ｈ时 ＴＮＦα出现明
显升高，再灌注４８ｈ达到高峰，至７ｄ仍处于明显升
高状态，与假手术组比较，差异显著（Ｐ＜００１）；与
模型组比较，在相应各时间点，清脑滴丸治疗后，

ＴＮＦα在再灌注 ６ｈ～７ｄ均有明显降低（Ｐ＜
００１）。再灌注６ｈ时ＩＬ１０出现升高，再灌注２４～
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７２ｈ升高达到顶峰，至再灌注７ｄ仍明显高于假手
术组，有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，在
相应各时间点，清脑滴丸治疗后，ＩＬ１０升高明显（Ｐ
＜００５～００１），再灌注 ７ｄ无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结果见表３。

图１　ＴＴＣ染色

表２　脑梗死面积百分比的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）

组别（Ｇｒｏｕｐ） 脑梗死面积（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０
Ｓｈａｍ ０
Ｒ６ｈ ２０６０±４３４

Ｒ２４ｈ ３１４３±２７８

Ｒ４８ｈ ２６９８±２０９

Ｒ７２ｈ ２９８４±３８４

Ｒ７ｄ １６３７±４５５

Ｑ６ｈ １７４９±６３１△

Ｑ２４ｈ １８９８±３４０△△

Ｑ４８ｈ １７５６±２５４△△

Ｑ７２ｈ １５８７±５５３△△

Ｑ７ｄ １２３２±３４８△

　　注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１与相同时间点假手术组比较；△Ｐ＜

００５，△△Ｐ＜００１与相同时间点模型组比较。

表３　ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ１０变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）

组别 ＩＬ１β（ｎｇ／Ｌ） ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１０（ｎｇ／Ｌ）８２５

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４９６±０３２ ２７４５±０２３ ４６４±０１４
Ｓｈａｍ ６２７±０６１ ２９６５±１７８ ５７３±０２５
Ｒ６ｈ ９８０±０９５ ５４７０±３７７ ９１８±０３２

Ｒ２４ｈ １７１７±２２０ １１４１１±９２０ １２３２±１１２

Ｒ４８ｈ ２１４３±２６３ １１９２７±６４１ １２９４±１１９

Ｒ７２ｈ １８６６±１２７ ９１５６±４１１ １２９７±０７０

Ｒ７ｄ １２４３±０５７ ７８５６±７７１ １０６６±０５３

Ｑ６ｈ ７８１±０９１ ４３４９±２９３△△ １２８７±１０２△△

Ｑ２４ｈ １２８０±１０８△ ７５８５±６５９△△ １７２９±０６４△△

Ｑ４８ｈ １６４５±１８２△△ ８２０６±５９４△△ １６０２±０８２△

Ｑ７２ｈ １０３２±１６４△△ ７４６４±６１４△△ １８３４±０７５△△

Ｑ７ｄ ７８９±０６３△△ ５６０２±５８３△△ １２１８±０４８

　　注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１与相同时间点假手术组比较；△Ｐ＜

００５，△△Ｐ＜００１与相同时间点模型组比较。

３　讨论
正常情况下ＴＮＦ、ＩＬ１、ＩＬ１０等炎性因子的表达

水平非常低，当发生急性脑缺血后，诸多炎性细胞因

子的大量表达，可加重损伤脑组织。当发生急性脑

缺血再灌注损伤，首先诱导前炎症因子 ＩＬ１β、ＴＮＦ
α大量产生，继而刺激抗炎因子 ＩＬ１０产生，促炎因
子与抗炎因子之间的平衡失调，促进了炎性反应过

程的发生发展。脑缺血再灌注后，细胞受到损伤，各

种神经胶质细胞、血管内皮细胞、神经元和血管周围

的炎性细胞被激活，分泌大量的ＩＬ１β，过多的、持续
表达的ＩＬ１β可以诱导黏附分子的表达，导致大量
中性粒细胞在血管上黏附，释放有害的炎性介质，引

起脑组织的损伤；同时 ＩＬ１β还可以激活内皮细胞
产生多种活性物质，导致脑缺血程度加重［４５］。ＴＮＦ
α是由多种细胞分泌的一类多向性细胞因子。脑缺
血后，ＴＮＦα有加重局部脑损伤的作用，其机制可能
为：增加毛细血管通透性和开放血脑屏障；损伤神经

髓鞘和少突胶质细胞；促进更多促炎细胞因子释放，

加重脑缺血后炎性反应等［６］。ＩＬ１０是一种抗炎细
胞因子，可以抑制ＩＬ１β和ＴＮＦα产生，也可抑制细
胞因子受体表达和激活。ＩＬ１０可通过抑制诱导型
ＮＯ合成酶产生，减轻迟发性脑损伤，减少缺血后期
ＮＯ生成，也可减少自由基产生，抑制细胞凋亡，发挥
保护神经作用［２］。急性脑卒中患者初期 ＩＬ１０即可
升高，且 ＩＬ１０水平与病情严重程度呈正相关。有
研究发现，脑缺血再灌注损伤后 ＩＬ１０变化晚于
ＴＮＦα、ＩＬ１β等，且随着ＩＬ１０的升高，ＴＮＦα、ＩＬ１β
明显降低［７］，证实急性脑缺血再灌注损伤后促炎和

抗炎是一个相互作用的过程，抗炎和促炎作用处于

动态的非平衡状态，导致损伤加重。

急性脑缺血属中医“中风病”范畴。自内经对

中风病就有所描述，在“外风”“内风”立论的基础

上，逐渐形成了基于风、火、痰、瘀、虚等主因的辨证

体系，其中“火、瘀”作为主要的致病因素，已被历代

医家所认可。王永炎院士提出“毒损脑络”学说，认

为脏腑功能和气血运行失常，使体内的病理或生理

产物蕴积过多，以致邪气亢盛败坏形体而转化为毒，

强调瘀毒、痰毒、热毒互结，损伤脑络的理论观点［８］。

清脑滴丸来源于王永炎院士的临床经验方，由三七、

栀子、冰片组成，栀子味苦，性寒，泻火解毒，主要针

对由火致毒，是解火毒的主要药物，三七味甘辛，气

微寒，长于活血化瘀之功效，冰片味苦，性微寒，香窜

善走，清热泻火，醒脑开窍。三药合用共奏清热解

毒，活血宣窍之功效。本团队前期临床工作采用清
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脑滴丸用于治疗腔隙性脑梗死之风火上扰兼瘀血证

患者，发现其明显改善患者的神经功能缺损程度，尤

其治疗“善忘迟钝、头痛、眩晕、口苦咽干、大便秘结、

舌苔黄”等火热、血瘀的症状效果显著。实验研究也

发现清脑滴丸可明显减轻急性局灶性脑缺血大鼠脑

组织病理损害，减轻酸中毒、抑制自由基损伤、恢复

自由基代谢平衡，抑制黏附分子表达，调节炎性因子

保护受损的脑组织［９１０］。从药代动力学角度也发现

急性脑缺血模型对清脑滴丸有效组分的生物利用度

最高［１１］。本研究证实清脑滴丸能够显著下调脑缺

血再灌注后 ＴＮＦα、ＩＬ１β，上调 ＩＬ１０，缩小脑梗死
面积，减轻脑损伤，提示清脑滴丸治疗急性脑梗死可

能与调节炎性因子，促炎因子与抗炎因子达到动态

平衡有关，为该药临床治疗提供了科研依据。
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