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化瘀解毒法对 ＭＣＡＯ大鼠凝血酶及其受体、脑组织
ＭＣＰ１、ＮＦκＢ的表达及中性粒细胞浸润的影响
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摘要　目的：观察化瘀解毒法对ＭＣＡＯ大鼠凝血酶及其受体、大鼠脑组织中单核细胞趋化蛋白（ＭＣＰ１）、核因子 κＢ（ＮＦ
κＢ）的表达及中性粒细胞浸润的影响，探讨凝血酶与炎性因子之间的关联性及化瘀解毒法的干预作用。方法：ＭＣＡＯ大鼠
分手术组、模型组、活血化瘀法组、清热解毒法组、化瘀解毒法组、阿加曲班组、ＰＤＴＣ组等７组，分组给药，检测各组大鼠给
药后脑组织凝血酶及其受体、ＭＣＰ１和 ＮＦκＢ的 ｍＲＮＡ表达和蛋白表达水平，并观察缺血区脑组织中性粒细胞浸润情
况。结果：模型组脑组织凝血酶及其受体、ＭＣＰ１、ＮＦκＢ的ｍＲＮＡ表达和蛋白表达均增强（Ｐ＜００５），各治疗组治疗后上
述指标均下降（Ｐ＜００５），化瘀解毒法组较明显；各组大鼠脑组织内ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、ＮＦκＢ的蛋白含量与凝血酶蛋白含量
均呈正向直线相关（Ｐ＜００５）；模型大鼠缺血脑组织中性粒细胞浸润明显，各治疗组均有明显改善。结论：凝血酶毒性和
相关炎症反应之间存在关联性，化瘀解毒法可以抑制ＭＣＡＯ大鼠凝血酶毒性和炎症反应，活血化瘀法和清热解毒法之间
存在协同作用。
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　　急性缺血性脑卒中（ＡｃｕｔｅＩｓｃｈｅｍｉｃＳｔｒｏｋｅ，ＡＩＳ）
又称急性脑梗死，占各类脑卒中的 ６０％ ～８０％，是

中老年人致死和致残的主要疾病［１］。ＡＩＳ的基本病
理过程与脑血管阻塞和随之发生的脑细胞损伤有
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关，近年来凝血酶和炎症损伤在 ＡＩＳ发生发展中的
作用受到了学术界的重视［２］，两者之间是否存在协

同作用呢？我们在前期研究的基础上认为 ＡＩＳ中医
病机为瘀血阻滞、毒损脑络，瘀血与热毒在 ＡＩＳ发病
中存在相互协同的关系。本研究试图从凝血酶毒性

以及炎症反应的角度探讨ＡＩＳ的瘀毒病机及化瘀解
毒法的治疗作用，为中医药防治脑梗死的临床应用

提供实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物　健康的雄性ＳＤ大鼠，８４只，ＳＰＦ
级，体重在２５０～２８０ｇ，由湖南中医药大学实验动物
中心提供。许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１３０００４。
１１２　药物及试剂　脑泰方（活血化瘀法），黄芪
２０ｇ、地龙１５ｇ、僵蚕１５ｇ、川芎１０ｇ；黄连解毒汤（清
热解毒法），黄连９ｇ、黄芩６ｇ、黄柏６ｇ、栀子９ｇ；化
瘀解毒方（化瘀解毒法），黄芪２０ｇ、地龙１５ｇ、僵蚕
１５ｇ、川芎１０ｇ、黄连９ｇ、黄芩６ｇ、栀子９ｇ、葛根１５
ｇ。中药饮片购自湖南中医药大学第一附属医院。
以上三方在动物实验前以水煮浓缩方式制成每 ｍＬ
含２ｇ生药的药液备用。

阿加曲班注射液（Ａｒｇａｔｒｏｂａｎ），天津药物研究院
药业有限公司，批号１３０７１３；ＰＤＴＣ（ＮＦκＢ抑制剂），
碧云天生物技术研究所提供，产品编号 Ｓ１８０８；反转
录试剂盒，Ｔｈｅｒｍｏ生产；定量 ＰＣＲ试剂盒，Ｒｏｃｈｅ生
产。引物，由 ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏＬＴＤ中国
公司合成。

１２　方法
１２１　分组及给药　雄性ＳＤ大鼠８４只，适应性喂
养３～７ｄ，手术前夜禁食不禁水。将大鼠随机分为
７组，假手术组（ＳＧ），模型组（ＭＧ），活血化瘀法组
（ＨＧ，７０ｇ／ｋｇ·ｄ），清热解毒法组（ＱＧ，３５ｇ／ｋｇ·
ｄ），化瘀解毒法组（ＨＹＪＤＦ，１１５５ｇ／ｋｇ·ｄ），阿加曲
班组（ＡＧ，１１１６ｍｇ／ｋｇ·ｄ），ＰＤＴＣ组（ＰＧ，１００ｍｇ／
ｋｇ·ｄ），每组１２只。分别于术前１ｈ和术后１２ｈ给
药，中药组为灌胃给药，西药组为腹腔注射给药。假

手术组和模型组灌服等量生理盐水，每日给药容量

为２ｍＬ／１００ｇ大鼠。
１２２　模型制备　采用改进的ＺｅａＬｏｎｇａ腔内栓线
阻断法［３］，以直径 ０２６ｍｍ、顶端烫制成光滑球状
（直径０２８～０３０ｍｍ）的尼龙线作为栓子，造模大
鼠结扎左侧颈总动脉、颈外动脉，使用线栓从左侧颈

内动脉移行至大脑前动脉近端，阻断大脑中动脉

（ＭＣＡＯ）的血供来源，结扎线栓，逐层缝合创口。假

手术组除不插入栓线外，余操作同模型组。模型制

备２ｈ后参照Ｌｏｎｇａ方法［３］进行神经功能评分，评分

为１～３分者模型制备成功，余者剔除，不足预定数
额者按照随机抽样原则补齐动物并重新造模。

１２３　标本采集与处理　各组大鼠于造模成功后
２４ｈ进行取材。取材前将大鼠腹腔注射１０％水合
氯醛（０３ｍＬ／１００ｇ）麻醉，然后置于冰盒上快速断
头取脑，剥开大鼠颅骨骨质，仔细分离暴露并取出完

整脑组织，将其置于冰盘上放有 Ｔｒｉｚｏｌ液培养皿上，
切取梗死区脑组织，放于冻存管中，于液氮中保存。

用于ＨＥ的组织浸于４％的多聚甲醛中，４℃的冰箱
内固定保存３ｄ，行石蜡包埋。
１２４　指标检测　１）荧光定量实时 ＰＣＲ检测脑组
织凝血酶、ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、ＮＦκＢ的 ｍＲＮＡ表达；２）
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测脑组织凝血酶、ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、
ＮＦκＢ蛋白表达并凝胶图像分析；３）ＨＥ法检测大鼠
缺血脑组织区中性粒细胞浸润情况。

１２５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进
行统计分析。所有数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，所有资料符合正态性分布。各组间均值的比较

采用单因素方差分析，方差齐者用 ＬＳＤ法，方差不
齐者用ＴａｍｂａｎｅｓＴ２检验。因素间交互作用采用２
×２析因设计的方差分析。
２　结果
２１　各组大鼠脑组织形态学及中性粒细胞浸润情
况的比较　ＨＥ染色后，光镜下发现，假手术组大鼠
脑组织神经元完整，胞核圆形，核仁明显，染色质分

布均匀。细胞未见充血水肿、变性、坏死等形态学改

变，未见明显中性粒细胞等炎症细胞浸润。模型组

大鼠缺血脑组织呈重度缺血改变，部分神经元破碎、

坏死甚至消失，细胞肿胀、变形，细胞核固缩、深染，

核仁不明显，染色质呈空网状，核膜增厚，细胞间质

水肿明显，细胞排列紊乱，正常细胞数目明显减少，

中性粒细胞等炎症细胞浸润明显。各治疗组大鼠缺

血脑组织呈轻度缺血改变，细胞轻度水肿，少数细胞

核固缩、深染，核仁不明显，细胞间质轻度水肿，细胞

排列欠清晰，可见少量炎症细胞浸润。其中化瘀解

毒法组和阿加曲班组炎性细胞浸润数最少。结果见

图１。
２２　各组大鼠脑组织凝血酶的表达　与假手术组
比较，造模大鼠脑组织凝血酶的 ｍＲＮＡ表达和蛋白
表达显著升高（Ｐ＜００５），与模型组比较，各治疗组
脑组织凝血酶 ｍＲＮＡ表达和蛋白表达减少（Ｐ＜
００５）。各治疗组之间比较，阿加曲班组、化瘀解毒
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法组脑组织凝血酶 ｍＲＮＡ表达最少（Ｐ＜００５），两
者之间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；ＰＤＴＣ组脑组
织凝血酶 ｍＲＮＡ表达水平居中（Ｐ＜００５），活血化
瘀组、清热解毒组脑组织凝血酶 ｍＲＮＡ表达最多（Ｐ
＜００５）。各治疗组之间比较，阿加曲班组凝血酶蛋
白表达最少（Ｐ＜００５），活血化瘀法组与ＰＤＴＣ组较
其他各组高（Ｐ＜００５），且二者之间无统计学意义
（Ｐ＞００５），化瘀解毒法组与清热解毒法组之间无
统计学意义（Ｐ＞００５）。结果见表１、图２。

将模型组、活血化瘀法组、清热解毒法组、化瘀

解毒法组的凝血酶ｍＲＮＡ表达和蛋白表达含量进行
２×２的析因分析，结果表明活血化瘀法和清热解毒
法二者之间存在交互作用（协同作用）。

图１　各组大鼠脑组织形态学的变化
（尤其是炎症细胞浸润情况）

　　注：ＨＥ染色，４００倍，ｎ为炎性细胞数，箭头指向为炎性
细胞。

表１　各组大鼠脑组织凝血酶的表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
凝血酶ｍＲＮＡ表达

（灰度值）

凝血酶蛋白表达

（灰度值）

假手术组 ０２８４０±００５５５ ０２３０６±０００７３
模型组 １１０００±００７４５★ ０７５４０±０００９９★

活血化瘀法组 ０８３８０±０１４０８★▲◆ ０５９６０±００３５８★▲☆

清热解毒法组 ０８３６０±００６２３★▲◆ ０５２２０±００３２７★▲

化瘀解毒法组 ０４０００±００４０６★▲■ ０４９２０±００４７６★▲

阿加曲班组 ０４５８０±００８９８★▲■ ０４１６０±００１５２★▲

ＰＤＴＣ组 ０６０４０±０１０９７★▲ ０５６００±００５４３★▲☆

　　注：★与ＳＧ比较Ｐ＜００５；▲与ＭＧ比较Ｐ＜００５；与其他治疗

组比较，Ｐ＜００５；☆与ＨＹＪＤＦ、ＡＧ、ＱＧ比较，Ｐ＜００５；◆Ｐ＜００５；与

ＰＧ、ＨＧ、ＱＧ比较，■Ｐ＜００５。

２３　各组大鼠脑组织 ＰＡＲ１的表达　与假手术组

比较，造模大鼠脑组织 ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达、蛋白表达
显著升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，各治疗组脑组
织ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达减少（Ｐ＜００５）。各治疗组之
间比较，活血化瘀法组与ＰＤＴＣ组较其他各组 ＰＡＲ１
表达高（Ｐ＜００５），而二者无统计学意义（Ｐ＞
００５）。其他各组之间无统计学意义（Ｐ＞００５）。
结果见表２、图２。

表２　各组大鼠脑组织ＰＡＲ１的表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达
（灰度值）

ＰＡＲ１蛋白表达
（灰度值）

假手术组 ０４９８０±００２２８ ０１２００±００１５８
模型组 １５７６０±００３４３★ ０３７００±００２５５★

活血化瘀法组 １１９６０±００５１８★▲☆ ０３１６０±００１８２★▲☆

清热解毒法组 ０９２６０±００４３４★▲ ０２４８０±００３９６★▲

化瘀解毒法组 ０９０２０±００４９２★▲ ０２３４０±００３９１★▲

阿加曲班组 ０８８４０±００５５９★▲ ０２１２０±００４１５★▲

ＰＤＴＣ组 １１５００±００５３４★▲☆ ０３０８０±００４１５★▲☆

　　注：★与ＳＧ比较Ｐ＜００５；▲与ＭＧ比较Ｐ＜００５；与其他治疗

组比较，Ｐ＜００５；●与 ＡＧ、ＨＹＪＤＦ、ＨＧ比较，Ｐ＜００５；☆与 ＨＹＪＤＦ、
ＡＧ、ＱＧ比较，Ｐ＜００５。

２４　各组大鼠脑组织 ＭＣＰ１的表达　与假手术组
比较，造模大鼠脑组织 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达、蛋白表
达显著升高（Ｐ＜００５）。与模型组比较，各治疗组
脑组织ＭＣＰ１表达减少（Ｐ＜００５）。各治疗组之间
ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达比较，阿加曲班组表达最少（Ｐ＜
００５）；化瘀解毒法组、清热解毒法组表达依次递增，
二者之间差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；活血化瘀
法组与ＰＤＴＣ组较其他各组高（Ｐ＜００５），二者之间
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

各治疗组之间ＭＣＰ１蛋白表达比较，阿加曲班
组和化瘀解毒法组表达最少（Ｐ＜００５），且二者之
间无统计学意义（Ｐ＞００５）；清热解毒法组、ＰＤＴＣ
组、活血化瘀法组表达依次增多，三者之间差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）。结果见下表３、图２。

表３　各组大鼠脑组织ＭＣＰ１的表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达
（灰度值）

ＭＣＰ１蛋白表达
（灰度值）

假手术组 ０５７６０±００２３０ ０１３００±００１５８
模型组 ２０８２０±００２５９★ ０４０４０±００２０７★

活血化瘀法组 １３２８０±００２５９★▲☆ ０３２００±００１５８★▲

清热解毒法组 １２６２０±００３１１★▲ ０２４００±００１５８★▲

化瘀解毒法组 １１２８０±００２３９★▲ ０２０２０±００１３０★▲●

阿加曲班组 １０９２０±００１９２★▲ ０２１８０±００１４８★▲●

ＰＤＴＣ组 １３０８０±００２３９★▲☆ ０２７６０±００１３４★▲

　　注：★与ＳＧ比较Ｐ＜００５；▲与ＭＧ比较Ｐ＜００５；与其他治疗

组比较，Ｐ＜００５；☆与 ＨＧ、ＰＧ比较，Ｐ＜００５；☆与 ＨＹＪＤＦ、ＡＧ、ＱＧ

比较，Ｐ＜００５；●与ＰＧ、ＨＧ、ＱＧ比较，Ｐ＜００５。

２５　各组大鼠脑组织 ＮＦκＢ的表达　与假手术组
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比较，模型组及各治疗组大鼠脑组织 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ
表达、蛋白表达显著升高，差异具有统计学意义（Ｐ
＜００５）。与模型组比较，各治疗组脑组织 ＭＣＰ１
表达减少（Ｐ＜００５）。各治疗组之间 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ
表达比较，阿加曲班组表达最少（Ｐ＜００５）；化瘀解
毒法组、清热解毒法组表达依次递增，二者之间差异

有统计学意义（Ｐ＜００５）；活血化瘀法组与ＰＤＴＣ组
较其他各组高（Ｐ＜００５），二者之间差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。

各治疗组之间ＭＣＰ１蛋白表达比较，阿加曲班
组和化瘀解毒法组表达最少（Ｐ＜００５），且二者之
间无统计学意义（Ｐ＞００５）；清热解毒法组、ＰＤＴＣ
组、活血化瘀法组表达依次增多，三者之间差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）。结果见表４、图２。

表４　各组大鼠脑组织ＮＦκＢ的表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
ＮＦκＢｍＲＮＡ表达
（灰度值）

ＮＦκＢ蛋白表达
（灰度值）

假手术组 ０５６００±００１５８ ００６００±００１５８
模型组 １３４２０±００１７９★ ０３５００±００１５８★

活血化瘀法组 ０９６６０±００５１７★▲ ０３０８０±００３４９★▲

清热解毒法组 ０８８６０±００２０７★▲ ０２７２０±００２５９★▲

化瘀解毒法组 ０８２２０±００１９２★▲△ ０２２８０±００１３０★▲△

阿加曲班组 ０９４００±００３８１★▲ ０２８００±００３１６★▲

ＰＤＴＣ组 ０７６２０±００２５９★▲ ０２１４０±００２０７★▲△

　　注：★与ＳＧ比较Ｐ＜００５；▲与ＭＧ比较Ｐ＜００５；与其他治疗

组比较，Ｐ＜００５；△与ＱＧ、ＡＧ、ＨＧ比较，Ｐ＜００５。

图２　大鼠脑组织凝血酶、ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、
ＮＦκＢ蛋白表达情况

２６　各组大鼠脑组织内ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、ＮＦκＢ的蛋
白表达与凝血酶蛋白表达的相关性　各组大鼠脑组
织内ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、ＮＦκＢ的蛋白表达与凝血酶蛋
白表达均呈正向直线相关（Ｐ＜００５）。结果见图３。
３　讨论

急性缺血性脑卒中（ＡＩＳ）的病理生理机制非常
复杂，除了较公认的病机外，同时凝血酶［４５］的损伤

以及炎症反应也都参与了缺血性脑卒中的发生、发

展过程，我们前期的实验初步印证了这个机制［６］。

小剂量凝血酶具有神经保护作用，而大剂量凝

血酶具有神经毒性作用，而大剂量凝血酶的毒性作

用通过２个途径实现，一是通过与蛋白酶活化受体
（ＰＡＲ）结合介导脑梗死后脑水肿、细胞凋亡［７］等，如

脑缺血早期，可见神经细胞内凝血酶基因表达上调，

凝血酶产生增加［８］，提示凝血酶神经毒性作用引起

了细胞水肿；二是作为一种重要的前炎性因子，能与

ＰＡＲ结合诱导炎性细胞表达和产生 ＭＣＰ１和白介
素６、白介素８、肿瘤坏死因子α、干扰素、ＮＦκＢ等
炎性因子［９１０］，促发炎性反应。凝血酶抑制剂阿加

曲班不仅能直接抑制游离凝血酶活性，同时能抑制

与纤维蛋白原结合的凝血酶活性［１１］。ＮＦκＢ抑制
剂ＰＤＴＣ，可以在多种细胞中抑制 ＮＦκＢ的激活，减
少炎性因子产生而达到控制炎性反应和减轻组织损

伤［１２］的作用。

图３　各组大鼠脑组织ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、ＮＦκＢ的蛋白含量
与凝血酶含量相关性分析散点图

　　基于前期研究基础，课题组认为 ＡＩＳ基本病机
为瘀血阻滞、毒损脑络，临床治疗上我们不仅要活血
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化瘀以疏通血脉，同时还要清热解毒以清除病理产

物。本研究中所用化瘀解毒方由前期有效方剂脑泰

方与黄连解毒方复方减黄柏加葛根而成，既有脑泰

方的活血化瘀功效，又有黄连解毒汤的清热解毒功

效，去黄柏之引药下行及苦寒，加葛根领诸药上达头

部，并生津润燥。本实验研究结果显示 ＭＣＡＯ模型
大鼠与假手术组大鼠比较，脑组织内凝血酶蛋白及

其受体ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、ＮＦκＢ表达明显增加，表明凝
血酶及其受体、炎性因子参与了缺血缺氧后的脑损

伤；同时经过相关性分析我们发现 ＰＡＲ１、ＭＣＰ１、
ＮＦκＢ、的蛋白表达与凝血酶蛋白表达呈正向直线
相关，这提示了凝血酶在急性脑缺血中风后主要通

过与其受体结合介导了脑缺血后的炎性反应，发挥

了其毒性作用；凝血酶与其受体 ＰＡＲ１在各治疗组
之间的比较结果相似，阿加曲班组、化瘀解毒法组、

清热解毒法组、ＰＤＴＣ组、活血化瘀法组下调二者表
达的作用依次递减，提示了各治疗组均能通过下调

凝血酶的表达而降低其受体表达，且各自的作用依

次递减；各治疗组对 ＭＣＰ１的表达的比较结果与对
凝血酶及其受体相同，各治疗组可能主要是通过下

调凝血酶的表达而实现对 ＭＣＰ１的下调作用。而
在对ＮＦκＢ的表达的影响中，ＰＤＴＣ组作用最强，化
瘀解毒法组、清热解毒法组、阿加曲班组、活血化瘀

法组下调 ＮＦκＢ的表达作用依次减弱。这可能与
ＰＤＴＣ不仅能直接抑制 ＮＦκＢ的表达，还能通过下
调凝血酶的表达而降低 ＮＦκＢ有关，而化瘀解毒法
组和清热解毒法组较阿加曲班组作用强，说明两者

可能既通过下调凝血酶的表达而降低 ＮＦκＢ，可能
还有直接抑制 ＮＦκＢ的作用。从各治疗组对各指
标表达的影响表明，活血化瘀法、清热解毒法均能下

调凝血酶及其受体和炎性因子的表达，且清热解毒

法作用较活血化瘀法效果好，而以二法为基础的化

瘀解毒法组同样能下调凝血酶及其受体和炎性因子

的表达，且作用强于二法单独作用效果。因此，我们

又采用析因分析的统计学方法将模型组、活血化瘀

法组、清热解毒法组、化瘀解毒法组的凝血酶蛋白含

量进行了分析，结果发现活血化瘀法和清热解毒法

单独作用对缺血脑组织凝血酶蛋白表达都有统计学

意义，化瘀解毒法对缺血脑组织凝血酶蛋白表达也

有统计学意义，且具有活血化瘀法和清热解毒法二

者的交互作用（协同作用）。结果证实了化瘀解毒

方不是活血化瘀法和清热解毒法的简单相加，化瘀

解毒方治疗急性缺血性中风有效，同时也印证了我

们提出的瘀毒病机假说有一定的科学性。
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