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内质网应激通路在脑泰方提取物保护局灶性

缺血大鼠海马神经元中的作用
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摘要　目的：缺血性脑卒中是发病率越来越高的一种临床疾病，但是有关它的治疗还缺乏十分有效的手段，此实验的目的
是通过探索中药复方（脑泰方）提取物作用于脑缺血的可能机制从而为临床提供有针对性的治疗方案。方法：自备中药复

方益气活血方（脑泰方）连续灌胃７ｄ，在体制备大鼠大脑中动脉栓塞模型（ＭＣＡＯ），观察术后大鼠的神经行为，同时使用
ＴＴＣ染色观察神经元凋亡情况，ＲＴｑＰＣＲ观察内质网应激通路相关蛋白的表达。结果：神经行为学评分反应出脑泰方
（ＮＴＦ）提取物可改善大鼠脑缺血后的神经行为；ＴＴＣ染色显示脑泰方可明显增加 ＭＣＡＯ后海马 ＣＡ１区神经元的存活。
ＲＴｑＰＣＲ显示脑泰方能明显促进ＧＲＰ７８基因的表达，同时抑制ＣＨＯＰ基因的表达。结论：内质网应激参与了缺血导致的
大鼠大脑海马神经元的损伤。益气活血法对脑缺血引发的内质网应激具有一定的干预作用，尤其是在脑缺血的早期。
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１　前言
脑血管疾病是威胁人类健康的重大疾病之一，

具有高死亡率，高发病率和高并发症发生率的特点，

其中约７０％为缺血性脑血管疾病。随着人们生活
水平的提高和社会竞争的日益激烈，脑血管病的发

病率呈不断增高的趋势，因此研究中药复方对脑缺

血的治疗作用及其作用机制具有重要的意义。

目前中药和中药复方主要通过：１）改善脑血液

循环，增加脑血流量。２）减轻神经细胞的形态学损
伤。３）改善脑细胞能量代谢。４）抗氧化作用。５）
减轻炎性反应。６）抑制细胞凋亡。７）促进血管新生
等作用机制保护缺血后的脑神经元［１］。随着脑缺血

性疾病治疗的中药愈来愈多，有中药提取成分也有

中药复方。考虑到脑缺血发病机制的复杂性，具有

多作用靶点的中药复方将发挥愈来愈重要的角色，

但到目前为止，中药和中药方剂作用于脑缺血的现
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代机理还需进一步研究，这也严重制约了中医药的

发展。

以往的研究表明，脑缺血性疾病引发的细胞损

伤主要集中在钙超载、自由基损伤、线粒体功能障

碍、兴奋性氨基酸毒性作用、缺血区半暗带迟发性细

胞死亡和缺血区细胞凋亡和自噬等方面［２３］。然而

脑缺血性疾病发病过程和发病机制非常复杂，且各

种发病机制之间存在相互影响，构成了一个复杂的

发病机制网络。同时随着研究的深入众多的实验证

据表明各种细胞器在脑缺血引发的脑损伤中的发生

和发展过程中发挥着重要作用。

研究发现脑组织缺血或者缺血再灌注后，钙超

载、ＡＴＰ耗竭及自由基生成等因素均可引起包括内
质网

!

线粒体和高尔基体等多个亚细胞器超微结构

的形态和功能发生变化，并且出现一系列的亚细胞

应激反应，可作为判断神经细胞受损与否以及损伤

程度的重要标志。内质网应激是研究最早并且是目

前研究最为深入的亚细胞反应。

基于此，我们拟用形态学技术以及分子生物学

技术，探讨益气活血方（补养还五汤的加减方：脑泰

方）对局灶性脑缺血后内质网功能的影响，从而观察

其治疗作用是否与调节缺血后内质网应激并进而抑

制神经细胞凋亡有关。

２　材料和方法
２１　动物来源　实验使用健康成年 ＳＤ大鼠，体重
２２０～２５０ｇ，雄性。来源于湖南中医药大学实验动
物中心，共１２０只。
２２　药物制备及使用方法　脑泰方提取物：脑泰方
由黄芪、川芎、地龙和僵蚕组成，经水煎、醇提后制成

浸膏粉（由湖南中医药大学药学院制剂教研室提

取）［４］。临用时以生理盐水调成所需浓度。选取高

中低３个浓度即每 ２００ｍＬ生理盐水中分别加入
１５４２ｇ７７１ｇ３８６ｇＮＴＦ。对照药物采用尼莫地
平，使用时配置成浓度３２ｍｇ／ｍＬ。
２３　动物模型　大脑中动脉栓塞（ＭＣＡＯ）法制备
大鼠局灶性脑缺血模型［５］。１０％水合氯醛按 ０２
ｍＬ／５０ｇ体重腹腔注射麻醉。仰卧位固定，颈正中
线切口，分离左侧颈总动脉（ＣＣＡ）、颈外动脉（ＥＣＡ）
和颈内动脉（ＩＣＡ）。然后在距ＣＣＡ分叉部４ｍｍ处
剪一小口，将拴线（用直径为０２６ｍｍ渔线，头端用
石蜡制备成膨大且光滑的球形，头直径为 ０３２～
０３４ｍｍ）插入到 ＩＣＡ，插入深度为（２２±０５）ｍｍ。
神经行为学改变和ＴＴＣ染色判断造模是否成功。
２４　试验方法

２４１　神经行为学评分　采用 Ｌｏｎｇａ等制定的 ５
级评分法，０分为无功能障碍；１分为不能伸展前肢；
２分为向一侧旋转；３分为向一侧倾倒；４分为无自
主活动伴意识抑制［６］。

２４２　ＴＴＣ染色　１０％水合氯醛按 ０２ｍｇ（ｋｇ·
ｗｔ）麻醉大鼠，取脑置于 －２０℃冰箱冷冻２０ｍｉｎ，取
出后置于脑槽中使用手术刀片切片，第１刀位于脑
前极与视交叉连线终点处，第２刀位于视交叉处，第
３刀位于漏斗柄处，第４刀位于漏斗柄与后叶尾极
之间。切片置于３７℃２％ＴＴＣ染液中避光孵育１５
ｍｉｎ，４％多聚甲醛固定，拍照，缺血区呈白色。取第
３片使用 Ｍｏｔｉｃ图像分析软件分析缺血区占整个脑
组织切片面积的百分比。

２４３　ｑＰＣＲ检测相关基因的表达　１）引物设计：
从ＮＣＢＩ中下载以下基因序列，引物设计采用Ｐｒｉｍｅｒ
５０软件，引物序列见表１。

表１　ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ的引物序列

Ｇｅｎｅ Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｔｍ 长度

ＧＲＰ７８ Ｓｅｎｓｅ ５ＧＣＡＣＡＧＡＣＧＧＧＴＣＡＴＴＣＣＡＣ３５９℃ １２０ｂｐ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５ＣＣＴＡＴＧＴＣＧＣＣＴＴＣＡＣＴＣＣ３

ＣＨＯＰ Ｓｅｎｓｅ ５ＣＡＣＴＣＴＴＧＡＣＣＣＴＧＣＴＴＣＴＣ３６０℃ １１６ｂｐ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５ＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧ３

βａｃｔｉｎ Ｓｅｎｓｅ ５ＡＧＴＧＣＧＡＣＣＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧ３６０℃ １６６ｂｐ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５ＴＧＧＣＴＣＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧ３

　　２）ＲＮＡ提取及逆转录：从组织中提取 ＲＮＡ并
反转录得到 ｃＤＮＡ，并以该 ｃＤＮＡ为模板，用针对目
的基因设计合成的 ＱＰＣＲ引物进行 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，
以检测组织中目的基因的表达。按照以下步骤抽提

组织中总ＲＮＡ：取５０～１００ｍｇ组织，每孔加入１０００
μＬＴｒｉｚｏｌ，吹打，室温静置５ｍｉｎ；每管加入２００μＬ氯
仿，剧烈震荡１５ｓ，室温静置３ｍｉｎ；４℃，１２０００ｒ／
ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ；从每管中吸取上清至另一新的１５
ｍＬＥＰ管。加入等体积异丙醇，混匀后室温静置２０
ｍｉｎ；４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ后，去上清；加
入至少１ｍＬ４℃预冷的７５％乙醇，洗涤沉淀；４℃，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清；４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ
再次离心５ｍｉｎ，吸去残液，室温干燥（不需完全干
燥）；加入２０μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅ水，至完全溶解，取１μＬ
进行电泳检测。

３）１２％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ纯度　见图
１。

４）测ＲＮＡ浓度与纯度。见表２。
５）第一链 ｃＤＮＡ合成：取１０μｇＴｏｔａｌＲＮＡ加

ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ到无ＲＮＡ酶的ＥＰ管中，混匀后
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图２

图３

离心，７０℃温浴１０ｍｉｎ，立即置于冰上。按下表的
比例加一下反应体系的其他试剂（冰上进行），混

匀，短暂离心。见表３。

图１

表２　ＲＮＡ浓度与纯度测定

标本 浓度（μｇ／μＬ） ＯＤ２６０／２８０

Ｍ６ ０４７４ １８１０
Ｍ１２ ０６２３ １８７９
Ｍ２４ ０５３７ １９００
Ｍ４８ ０４８１ １８０８
Ｍ７２ ０７５５ １８６１
ＮＴＦ６ ０７２０ １９０４
ＮＴＦ１２ ０７１６ １９０５
ＮＴＦ２４ ０７１９ １８６２
ＮＴＦ４８ ０７８７ １８８７
ＮＴＦ７２ ０７９０ １８７０
ＮＣ１ ０７９２ １９０４
ＮＣ２ ０４３５ １８０７

表３　ＣＤＮＡ合成体系

名称 用量

ＭｇＣｌ２（２５ｍＭ） ４μＬ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ１０ＸＢｕｆｆｅｒ ２μＬ

ＲＮａｓｉｎ抑制剂 ２μＬ
ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ １５Ｕ

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５ ０５μｇ
ＴｏｔａｌＲＮＡ １μｇ

ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ ２０μＬ

　　上述体系在４２℃反应１５ｍｉｎ，然后在７０℃水

浴锅中水浴 １０ｍｉｎ使 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ失活。
将得到ｃＤＮＡ置于－２０℃保存备用。
６）ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测（ＢｉｏＲａｄＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ）
按下列比例配置反应体系。见表 ４。扩增程

序：９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，６０℃ ３０ｓ，×４０ｃｙｃｌｅ。

表４　ＲＴｑＰＣＲ反应体系

名称 体积（μＬ）

２×ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｉｘ １０
ｃＤＮＡ模板 １
上游引物 １
下游引物 １
ｄｄＨ２Ｏ ７
总体积 ２０

　　７）扩增效率的检测（见图２，图３）
２５　统计分析　所有数据均用均数 ±标准差（珋ｘ±
ＳＤ）来表示。统计分析使用 ＳＰＳＳ１７０软件进行单
因素方差分析，Ｐ＜００５具有统计学意义。
３　实验结果
３１　神经行为学评分　见表５。

表５　ＮｅｕｒｏｅｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆｔｈｅｒａｔｓａｆｔｅｒＭＣＡＯ
（珋ｘ±ＳＤ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ ＮＳ ＮＴＦ（Ｌ） ＮＴＦ（Ｍ） ＮＴＦ（Ｈ） Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ

Ｓｃｏｒｅ２７±０１５ ２３±０１６ ２０±０２１１５±０１７１９±０１８

　　注：Ｐ＜００５。

３２　ＴＴＣ染色　使用 ＮＴＦ提取物后大鼠脑梗死面
积明显减少　见图４。见表６。

表６　Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｉｎｆａｒａｃｔｓｉｚｅｗｉｔｈｉｎ２４ｈｏｕｒｓ
ａｆｔｅｒＭＣＡＯ（珋ｘ±ＳＤ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ ＮＳ ＮＴＦ（Ｌ） ＮＴＦ（Ｍ） ＮＴＦ（Ｈ） Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）２４６±２０７１０６±１３７９８±０８５６４±０４６７４±０７１

　　注：Ｐ＜００５。
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图４

３３　ＲＴｑＰＣＲ结果　ＣＴ值。见表７。

表７　ＲＴｑＰＣＲＣＴ值

编号 ＧＲＰ７８ ＣＨＯＰ ｂｅｔａａｃｔｉｎ

Ｍ６ ２３１０ ２４６４ ２３３６
Ｍ１２ ２２７９ ２４３４ ２３５３
Ｍ２４ ２２７２ ２３２３ ２３３０
Ｍ４８ ２２８４ ２３１３ ２３３０
Ｍ７２ ２５１５ ２３１３ ２３２９
ＮＴＦ６ ２５１０ ２３０１ ２３２０
ＮＴＦ１２ ２３１６ ２３０１ ２３３０
ＮＴＦ２４ ２２６５ ２３２０ ２３４５
ＮＴＦ４８ ２２５０ ２４３１ ２２９９
ＮＴＦ７２ ２２８４ ２４４２ ２３０２
ＮＣ１ ２５０９ ２３２７ ２２４５
ＮＣ２ ２５０１ ２３１８ ２２９８
Ｍ６ ２２６２ ２２９３ ２２７３
Ｍ１２ ２２４７ ２３０３ ２２４８
Ｍ２４ ２２５０ ２２４７ ２２９１
Ｍ４８ ２２７７ ２２８０ ２３１２
Ｍ７２ ２５０２ ２２８３ ２４１５
ＮＴＦ６ ２５１４ ２３７９ ２４３３
ＮＴＦ１２ ２２７３ ２４４２ ２４２５
ＮＴＦ２４ ２２８０ ２３１７ ２４１２
ＮＴＦ４８ ２２７７ ２２９２ ２４０２
ＮＴＦ７２ ２２７５ ２４４０ ２４０３
ＮＣ１ ２５０９ ２４３２ ２３９３
ＮＣ２ ２４９３ ２４６４ ２４０５

　　利用２△△ＣＴｌｉｖａｋ方法计算目的基因的相对表达
量。

４　讨论
内质网是真核细胞内广泛存在的具有管状膜结

构的细胞器，负责大部分分泌及跨膜蛋白的合成、修

饰加工、成熟和转运。同时内质网也是维持细胞内

钙离子平衡的关键场所。作为蛋白折叠、质量控制

及转运定位的中心细胞器，内质网能够调节自身的

容量以适应细胞内合成、代谢和其他生理状态的需

求。缺血、缺氧、低温和氧化应激等均可导致内质网

功能失调，使内质网的折叠能力不能满足细胞内新

合成的未折叠蛋白的需求，细胞处于内质网应激状

态（ＵＰＲＥＲ）［７］。实验研究发现在植物体内和链胞
霉内膜相关基础亮氨酸拉链转录因子 ｂＺＩＰ和 ＲＮＡ
剪切因子充当了应激感受器［８９］，但是对哺乳动物而

言何种因子充当了应激感受器还需要深入研究内
质网应激早期激活未折叠蛋白反应（ＵＰＲＥＲ）。

在正常情况下，内质网分子伴侣（ＧＲＰ７８／ＢｉＰ）
与３种内质网膜上的 ＵＰＲＥＲ蛋白（ＡＴＦ６，ＩＲＥ１，
ＰＥＲＫ）结合，使其失活。当内质网应激时细胞内积
累的未折叠蛋白使 ＧＲＰ７８与 ＵＰＲＥＲ蛋白脱离，从
而激活内质网应激通路［１０］。内质网应激早期的未

折叠蛋白反应表现为３条应激通路的激活：其一，激
活活化转录因子ＡＴＦ６，使其转运至高尔基体内被剪
切为具有活性的 ｃＡＴＦ６，ｃＡＴＦ６从胞浆转运至细胞
核，作为转录因子促进 ＵＰＲＥＲ及 ＣＡＭＰ反应元件
（ＣＲＥ）的基因激活，上调内质网相关分解蛋白的表
达，从而提升细胞降解和清除错误折叠蛋白的能

力［１１］。其二，激活肌醇需要酶１（ＩＲＥ１），ＩＲＥ１集激
酶和核算内切酶活性于一体，通过自身二聚化和磷

酸化被激活的 ＩＲＥ１的内切酶活性作用于编码
ＸＢＰ１（Ｘｂｏｘｂｉｎｇｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１）的ｍＲＮＡ上，非常规
的剪切掉一个由２６个碱基组成的内含子，形成具有
转录活性的转录因子 ＸＢＰ１ｓ，激活下游一系列 ＵＰ
ＲＥＲ基因的转录，包括分子伴侣 ＧＲＰ、内质网形成、
ＥＲ相关分解蛋白（ＥＲＡＤ）及蛋白分泌相关基因，从
而发挥细胞保护作用［１２］。其三，激活ＰＥＲＫ，通过磷
酸化被激活后形成的活性形式 ＰＰＥＲＫ作用于真核
细胞翻译起始因子 ｅＩＦ２α，从而抑制细胞的整体蛋
白翻译水平，减轻细胞负担［１３］。但目前研究发现，

若应激持续存在或过强将诱导内质网相关性死亡

（ＥＲＡＤ），即诱导相关性细胞凋亡，清除受损细胞，
包括内质网应激诱导ＣＨＯＰ（ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄ
ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ）表达、生长抑制和
ＤＮＡ损伤基因３４（ＧＡＤＤ３４）表达、ＪＮＫ（ｃｊｕｎ氨基
末端激酶）的激活以及 ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白水解酶的活
化等一系列生物学效应［１４１６］。中药及其复方治疗

脑缺血性疾病一直是近年来研究的热点，补阳还五

汤等一大批中药复方已经应用于临床，而 ＮＴＦ作为
其加减方其治疗作用我们以往也进行了实验和临床

研究。实验表明使用ＮＴＦ提取物后，大鼠ＭＣＡＯ术
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后神经行为有很明显的改善。ＴＴＣ染色显示 ＮＴＦ
提取物能够显著减少急性期缺血区的面积从而证明

了ＮＴＦ的神经保护作用。
众多实验研究发现神经系统的病变如脑缺血性

疾病、脑的缺血再灌注损伤、神经退行性疾病（帕金

森氏病）等均与ＥＲＳ［１７１９］密切相关。我们的实验结
果表明，在ＭＣＡＯ术后，海马神经元 ＥＲＳ相关通路
蛋白的表达出现了明显变化。首先葡萄糖调节蛋白

７８是热休克蛋白７０家族的成员之一，作为一种分
子伴侣在蛋白质的折叠和转运过程及内质网应激反

应中发挥重要作用。ＳｕｎＸ等通过细胞培养发现
ＧＲＰ７８在成熟的神经元内的表达明显受到缺血的
影响［２０］。ＬｉｕＸ在使用长期缺血预处理干预脑缺血
的实验中发现 ＧＲＰ７８的表达显著升高，并伴随
ＣＨＯＰ的表达下调［２１］。在广泛性基地前脑缺血时

使用ＭＮＡＦ可以抑制由于缺血引发的内质网分子
伴侣ＧＲＰ７８及ＸＢＰ１ＤＡＮ的表达上调［２２］。ＭｉｕｒａＨ
等发现 ＯｉｄａＹ等在侧脑室内注射 ＢｉＰ（即 ＧＲＰ７８）
重链蛋白诱导剂（ＢｉＰｉｎｄｕｃｅｒｘＢＩＸ）可以明显减少
由于短暂性前脑缺血所引起的海马 ＣＡ１区神经元
的死亡［２３］。Ｎａｋｋａ等研究发现大鼠局灶性缺血再
灌注后 ＧＲＰ７８、ｃａｓｐａｓｅ９、ＣＨＯＰ及 ＸＢＰ１表达上
调［２４］。我们的实验研究发现，脑缺血后使用 ＮＴＥ
ＧＲＰ７８的表达明显较模型组升高且维持在较高水
平，提示其可能参与了缺血后神经元的保护作用，但

是ＤｕａｎＳＲ等通过对脑缺血患者的研究发现在脑缺
血后梗死区周围 ＧＲＰ７８、ｃａｓｐａｓｅ９（ｃａｓｐａｓｅ１２的下
游因子）和ＴＵＮＥＬ阳性细胞依次出现，提示ＥＲＳ、凋
亡启动和ＤＮＡ分解在神经元内依次出现，而过度的
缺血最终导致内质网应激触发细胞凋亡而不是发挥

保护作用［２５］。内质网应激导致细胞凋亡的标志主

要是ＣＨＯＰ基因表达的增加，研究发现滋补脾阴药
物血清和参麦注射液及原青花素等均能够通过抑制

ＣＨＯＰ的表达从而减少内质网应激引起的神经元凋
亡［２６２８］。而我们的实验研究也发现，使用 ＮＴＥ后，
ＣＨＯＰ的表达调，明显下尤其是在术后７２ｈ后。提
示ＮＴＥ对内质网应激引起的神经元凋亡有一定的
抑制作用。

但是，ＮＴＥ具体通过哪条途径影响ＥＲＳ还需要
进一步的实验研究。中药复方因其成分的复杂性，

作用机制也十分复杂，因此其他可能的机制还需要

进一步探讨。
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