
基金项目：全国名老中医传承工作室建设项目［编号：国中医药人教发（２０１１）４１］；全国中医药传承博士后资助项目［编号：国中医药人教函
（２０１３）２４０号］；天津市“１３１”创新型人才第一层次人选培养工程［编号：津人才（２０１３）９］
作者简介：崔俊波（１９７６—），男，汉族，河南郑州人，医学博士，全国首批中医药传承在站博士后，天津市“１３１”创新型人才培养工程第一层次
人选，副主任医师，硕士研究生导师，陈宝贵名中医工作室主任，研究方向：中西医结合治疗脑病研究及名中医学术经验继承应用工作，Ｔｅｌ：
（０２２）２９３３８８４５转７９０６，Ｅｍａｉｌ：ｃｌｅｖｅｒｔｗｉｎｓ＠１６３ｃｏｍ

回神颗粒减轻中度创伤性脑损伤大鼠脑内

炎性反应的机制
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摘要　目的：探讨回神颗粒减轻中度创伤性脑损伤（ＴｒａｕｍａｔｉｃＢｒａｉｎＩｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）后脑内炎性反应的作用环节。方法：应用
液压性脑损伤装置建立中度ＴＢＩ模型，创伤压力为（１７０±１０）ｋＰａ，作用时间为（２０±２）ｍｓ，随机将大鼠分为６组：正常组、
假手术组、模型３ｄ组、模型７ｄ组、治疗３ｄ组、治疗７ｄ组。治疗３ｄ组和治疗７ｄ组于创伤后即刻用２ｍＬ药液（含回神
颗粒０２７ｇ）灌胃１次，此后再分别于每日早晚各灌胃１次，每次２ｍＬ药液。采用ＲＴＰＣＲ检测６组动物损伤区脑组织内
ＩＣＡＭ１的变化。结果：与正常组比较：模型３ｄ组、模型７ｄ组、治疗３ｄ组ＩＣＡＭ１的表达明显升高，具有统计学意义（Ｐ
＜００１）；治疗７ｄ组ＩＣＡＭ１的表达的升高无统计学意义（Ｐ＞００５）。治疗３ｄ组ＩＣＡＭ１的表达较模型３ｄ组明显降低，
差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；治疗７ｄ组ＩＣＡＭ１的表达与模型７ｄ组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：
回神颗粒通过从转录水平抑制ＩＣＡＭ１的表达，进而减轻脑内炎性反应，避免ＴＢＩ后脑损伤的进一步加重。
关键词　创伤性脑损伤；继发性脑损伤；脑内炎性反应；中性粒细胞；细胞间黏附分子１；回神颗粒
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　　脑内炎性损伤在创伤性脑损伤（ＴｒａｕｍａｔｉｃＢｒａｉｎ
Ｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）后继发性脑损伤（ＳｅｃｏｎｄａｒｙＢｒａｉｎＩｎｊｕｒｙ，
ＳＢＩ）发展中的作用受到重视，炎性反应参与脑创伤
后ＳＢＩ及损伤修复阶段。ＴＢＩ后脑内炎性反应的特
征表现为脑内中性粒细胞的出现、聚集和浸润［１］。

但由于血脑屏障的存在，循环中的中性粒细胞聚集

和浸润到损伤灶的脑组织内，首先必须中性粒细胞

黏附到血管内皮，而这个过程需要黏附分子细胞间

黏附分子（ＩｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒＡｄｈｅｓｉｏｎＭｏｌｅｃｕｌｅ，ＩＣＡＭ）的
表达上调［２］。故ＩＣＡＭ１水平是评价颅脑损伤早期
炎性反应损伤程度的重要指标，其变化水平与伤情

严重程度密切相关［３］。本实验采用中度ＴＢＩ大鼠模
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型，观察回神颗粒对中度 ＴＢＩ后 ＩＣＡＭ１含量的影
响，探讨回神颗粒减轻脑内炎性反应，避免 ＴＢＩ后脑
损伤加重的作用环节。

１　材料与方法
１１　动物来源及分组　ＳＰＦ级、雄性 ＳＤ大鼠 ５０
只，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，许

可证编号：ＳＣＸＫ（京）２００２０００３。体重（３２０±１０）ｇ，
实验大鼠于动物室内分开笼中喂养，室内温度为（１７
±３）℃，湿度为（５０±２０）％，每日光照１２ｈ，并提供
约５０ｇ全营养鼠粮及足量清洁饮水。ＳＰＳＳ软件随
机分为６组：正常组和假手术组各７只；模型３ｄ组、
模型７ｄ组、治疗３ｄ组、治疗７ｄ组均为每组９只。
１２　主要仪器和试剂　主要包括：液压颅脑损伤装
置、动物立体定位头架、荧光定量 ＰＣＲ扩增仪、凝胶
图像分析系统、荧光定量 ＰＣＲ主反应液、胎牛血清
等试验器材及耗材。

１３　颅脑创伤模型的制作　参照崔俊波［４］等文献

中方法，应用液压性创伤性装置（天津环湖医院神经

外科研究所提供），调整打击锤角度至１２度，则产生
的压力大小（１７０±１０）ｋＰａ，作用时间为（２０±２）ｍｓ，
即可制作中度 ＴＢＩ模型，选取造模成功的动物进入
试验环节。

１４　实验处理方法　治疗组：依据回神颗粒（天津
市武清区中医医院提供，制剂许可证号为：津

ＸＺ２００１００３９）临床应用剂量：３次／ｄ×１０ｇ／次 ＝３０
ｇ／ｄ，则标准体重大鼠剂量为３０ｇ／ｄ×００１８＝０５４
ｇ／ｄ，用４ｍＬ生理盐水稀释成药液，并于创伤后即刻
用２ｍＬ药液灌胃１次，其后再分别于每日早晚各灌
胃１次，２ｍＬ／次药液。模型组：用４ｍＬ生理盐水，
分早晚２次灌胃。
１５　取材时间及方法　模型３ｄ组、治疗３ｄ组于
损伤后３ｄ处死动物；假手术组、模型７ｄ组、治疗７
ｄ组于损伤后７ｄ处死动物；正常组动物处死时间同
假手术组。每组各取６只动物取脑。取脑方法：大
鼠取俯卧位，沿颅顶正中线从枕后部直至鼻尖切开

大鼠头皮，暴露大鼠颅骨。用拆线剪在枕后横断颈

椎，从椎管内沿正中线向前剪开枕骨至后囟。再以

拆线剪沿正中线剪开鼻骨、额骨至前囟，轻轻打开颅

腔，暴露出大鼠脑组织。用剪刀轻轻将与脑组织相

连的脑膜剪除。将鼠脑取出，选取损伤区脑组织约

４００ｍｇ并立即投入液氮中，ＲＴＰＣＲ检测时使用。
１６　ＲＴＰＣＲ检测ＩＣＡＭ１及标准曲线的制备［５］　
取无菌留取的大鼠脑组织１００ｍｇ以Ｔｒｉｚｏｌ一步法提
取总ＲＮＡ，采用荧光定量 ＲＴＰＣＲ技术对逆转录扩

增产物进行定量分析。ＰＲＭＥＲ５０设计 ＩＣＡＭ１的
引物序列，５ＧＴＧＧＧＣＡＡＧＡＡＣＣＴＣＡＴＣＣＴ３（正义
链），５ＣＴＧＧＣＧＧＣＴＣＡＧＴＧＴＣＴＣＡＴＴ３（反义链），
扩增片断约１０３ｂｐ。在延仲过程中搜集荧光信号，
于每次扩增的同时设置无ｃＤＮＡ的阴性对照。结果
由ＦＴＣ２０００型荧光定量 ＲＴＰＣＲ仪（上海，枫岭生
物技术有限公司）自带分析软件进行分析。将

ＩＣＡＭ１的ＰＣＲ扩增片段回收，连接于 ＰＭＤ１８Ｔ载
体，转化ＤＨ５α感受态细胞中，培养后再 ＰＣＲ鉴定，
大量培养含阳性片段的重组克隆，减法提取重组质

粒并纯化，测ＯＤ值计算浓度，并进行倍比稀释的荧
光定量ＰＣＲ，最终确定ＩＣＡＭ１的标准曲线。
１７　统计学方法及数据处理　统计学处理使用
ＳＰＳＳ１１５统计软件。ＩＣＡＭ１以均数±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示。ＩＣＡＭ１的２组间差异显著性采用２个独
立样本ｔ检验。以Ｐ＜００５作为有无统计学意义的
界限。

２　结果
２１　ＩＣＡＭ１的扩增曲线、融解曲线、标准曲线　见
图１－图３。

图１　ＩＣＡＭ１的扩增曲线

图２　ＩＣＡＭ１的融解曲线

２２　ＩＣＡＭ１的数值结果　与正常组比较：模型３ｄ
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组、模型７ｄ组、治疗３ｄ组 ＩＣＡＭ１的表达明显升
高，具有统计学意义（Ｐ＜００１）；治疗７ｄ组ＩＣＡＭ１
的表达的升高无统计学意义（Ｐ＞００５）。治疗３ｄ
组ＩＣＡＭ１的表达较模型３ｄ组明显降低，差异具有
统计学意义（Ｐ＜００５）；治疗７ｄ组 ＩＣＡＭ１的表达
与模型 ７ｄ组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

图３　ＩＣＡＭ１的标准曲线

表１　补气化瘀开窍法对ＴＢＩ大鼠ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的影响

组别 例数 ＴＢＩ３ｄＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ ＴＢＩ７ｄＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ

正常组 ６ １１２４６±０００５９ １１２４６±０００５９
假手术组 ６ １１３００±００４１２
模型３ｄ组 ６ １１６２３±００１６４△

模型７ｄ组 ６ １１５６５±００１６８△

治疗３ｄ组 ６ １１４１８±００１２４

治疗７ｄ组 ６ １１３３５±００１４０

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与同期治疗组比较，△Ｐ＜００５。

３　讨论
ＩＣＡＭ１又称 ＣＤ５４，是黏附分子免疫球蛋白超

家族中的一种单链跨膜糖蛋白。正常情况下中枢神

经系统中，包括脑血管内皮细胞的表达的水平很低，

但在神经疾病中，由于多种炎性反应递质和细胞因

子以及应激反应、缺氧和缺血再灌注等因素刺激下，

ＩＣＡＭ１表达明显升高［６］。Ｋｎｏｂｌａｃｈ等［７］通过大鼠

尾静脉注射抗ＩＣＡＭ１的抗体可以减轻外伤性炎性
反应，减少中性粒细胞的活性，促进运动功能恢复。

刘刚［８］等发现大鼠颅脑损伤后 ＩＣＡＭ１表达随时间
变化，很可能在颅脑损伤修复中发挥重要功能，且对

颅脑损伤的早期判定具有重要意义。本实验发现两

个模型组及治疗 ３ｄ组损伤区脑组织中的 ＩＣＡＭ
１ｍＲＮＡ表达量均较正常组显著增加（Ｐ＜００１），但
两个治疗组损伤区脑组织中的 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达
量均明显低于相对应的模型组（Ｐ＜００５），且经过
应用回神颗粒治疗７ｄ后，治疗７ｄ组损伤区脑组织
中的ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达量明显降低，与正常组比较
无显著增加（Ｐ＜００１）。显示 ＴＢＩ后早期应用回神

颗粒导致损伤区脑组织中 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平的表
达显著减少，表明回神颗粒能从转录水平抑制

ＩＣＡＭ１的表达，进而减轻脑内炎性反应，避免 ＴＢＩ
后脑损伤的进一步加重。

现代药理研究表明［９］：丹参能够明显改善微循

环，加速血流；川芎在体外对由胶原和凝血酶诱导的

家兔血小板聚集有显著抑制作用，并可使已聚集的

血小板迅速解聚，进而阻止中性粒细胞堵塞微血管，

避免血栓形成；五味子酚可使大鼠中性粒细胞表面

的伪足和皱褶消失，减少中性粒细胞在内皮细胞的

附着和浸润，而具有调节中性粒细胞功能的作用。

既往研究证实回神颗粒能够提高脑缺血大鼠模型脑

组织ＳＯＤ含量，降低 ＭＤＡ含量而减轻自由基对脑
细胞的损害。故回神颗粒减轻ＴＢＩ后损伤区脑组织
中的炎性反应所介导的 ＳＢＩ的机制可能包括：１）降
低伤灶区脑组织中 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平的表达，进而
减少伤灶区脑组织中的中性粒细胞的积聚和浸润；

２）改善微循环，阻止 ＩＣＡＭ１激活的中性粒细胞堵
塞微血管，避免血栓形成；３）减轻 ＩＣＡＭ１激活的中
性粒细胞释放的大量自由基导致的脑损害。
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