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补阳还五汤及其有效部位组方对沙土鼠脑缺血

再灌注后脑组织热休克蛋白 &’ 表达的影响!

邓常青" 王 敏 贺福元

内容提要 目的：比较补阳还五汤及其有效部位组方对脑缺血后热休克蛋白 &’（,-.&’）表达的影响。

方法：采用沙土鼠双侧颈总动脉夹闭脑缺血模型，分别腹腔注射补阳还五汤及其有效部位组方，于缺血

*+/01 再灌注 )(2 后，以 !"342531 67"4 检测脑组织 ,-.&’/8!9 的表达，以 :5;4531 67"4 检测其蛋白表达。结

果：沙土鼠脑缺血再灌注后，脑组织 ,-.&’/8!9 和蛋白表达显著增加，补阳还五汤及其有效部位组方可使

脑缺血再灌注后 ,-.&’/8!9 表达减少，补阳还五汤的抑制作用强于有效部位组方；但两者对脑缺血再灌注

后 ,-.&’ 蛋白表达的增加均无明显影响。结论：补阳还五汤及其有效部位组方可能通过抗缺血作用而抑制

了缺血后 ,-.&’/8!9 的表达。
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热休克蛋白（25@4 ;2"IQ J3"4501，,-.）是一组在应

激状态下诱导产生的蛋白质，其中分子量为 &’U<@ 的

,-.&’ 与缺血性脑损伤具有密切的关系（*）。应激状态

下如脑缺血缺氧时，受损细胞内的变性蛋白可诱导

,-.&’ 的表达，增强神经元对缺血缺氧的耐受能力，以

维持细胞的功能和生存（V）。目前认为 ,-.&’ 是缺血性

脑损伤较为敏感的指标之一，同时 ,-.&’ 对缺血缺氧

性神经元具有保护作用（$）。补阳还五汤为治疗缺血性

脑血管病的有效方剂，我们曾有研究表明，补阳还五汤

及其有效部位可防止脑缺血再灌注损伤，改善脑组织

能量代谢，对抗兴奋性氨基酸的兴奋毒性（)，+）。为进一

步明确其作用机理，本研究该方及其有效部位组方对

沙土鼠脑缺血再灌注后脑组织 ,-.&’/8!9 和蛋白表

达的影响。现将结果报告如下。

材料与方法

* 药物 补阳还五汤原方由黄芪 W’A 赤芍 %A
川芎 WA 当归 %A 地龙 %A 桃仁 %A 红花 %A 组成。

上述药物由本院药剂科一次性购齐并鉴定，各药按比

例混合，由本院药学分院按水煎醇沉法制备成注射剂，

生药含量为 VA T /7，用时以生理盐水稀释成 ’X)A T /7。
另按该方组成比例提取各类有效成分部位，各有效成

分部位含量为：总生物碱类相当于含川芎嗪 WVX*%/A T
/7，总多糖类相当于含葡萄糖 WVX’%/A T /7，总甙元类相

当于含阿魏酸 VX)*/A T /7，总甙类相当于含黄芪甲甙

’X&+/A T /7，挥发油类为 (X()/A T /7。有效部位组方中

各有效成分部位的含量为：总生物碱 *X(&/A T /7，总多
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糖 !"#$%&’ ( &)，总甙元 $#*+&’ ( &)，总甙 $#*,&’ ( &)，挥

发油 *#-%&’ ( &)。
* 动物 蒙古沙土鼠，体重为 -$ . +$’，清洁级，

雌雄兼用，由卫生部上海生物制品研究所动物中心提

供，合格证号为医动字第 $* / *! / + 号。

, 试剂与仪器 0123$（可诱导型）4567 探针，

由湖南医科大学病理生理教研室提供，来自于北京医

科大学附属第一医院儿科；抗 0123$ 多克隆抗体，89:
;<=>? @AB?C?DE&? 产品（工作浓度 ! F !$$$）；随机引物标

记试剂盒，2=B&E’< 公司产品；G=AHB) 核酸提取液，IAJ4B
公司产品。图像分析仪（1D=<D<’EKE E<’)E ECE !），美国

产品。

L 实验分组与造模 沙土鼠随机分为假手术组、

缺血再灌注模型组（简称模型组）、补阳还五汤原方组

（简称原方组）、补阳还五汤有效部位方组（简称有效部

位方组）。原方组腹腔注射原方 L#$’ ( M’，有效部位方

组腹腔注射有效部位方液 !!&) ( M’（各有效部位用量

为：总 生 物 碱 *$#""&’、总 多 糖 !--#$!&’、总 甙 元

,#$3&’、总甙 *#",&’、挥发油 *%#""&’），假手术组和模

型组均腹腔注射等量生理盐水，次日于缺血实验前同

前方法和剂量给药 ! 次。给药后 ,$&AK，各组动物均腹

腔注射盐酸氯氨酮 -$&’ ( M’（!#*&) ( M’）麻醉，按文献（L）

方法分离两侧颈总动脉。除假手术组外，各组均以无

创性小动脉夹夹闭两侧颈总动脉造成脑缺血。假手术

组不夹闭颈总动脉，其他操作与以上各组相同。在缺

血 !"&AK 后，松开动脉夹行再灌流，缝合皮肤，继续饲

养。各组均于再灌流后 !*、*L 和 ,-N 同前方法腹腔注

射药物或生理盐水。在再灌流 L+N 后，各组取雌雄 *
只动物处死，迅速取脑，切取前脑皮质和海马，迅速置

液氮中速冻，再移至 / +-O冰箱中保存待测。

" 脑组织 0123$&P67 检测 采用 6B=DNE=K J)BD
分析进行检测。取脑组织，以 G=AHB) 核酸提取液于冰

浴下制备匀浆，并按说明书提取总 P67，于 *+$K& 及

*-$K& 紫外光波下测定样品 P67 的光密度并计算其

浓度。取 *$"’ P67 样品，按文献（-）于甲醛变性琼脂糖

凝胶中进行电泳，然后进行转膜、预杂交、杂交和洗膜。

0123$4567探针标记采用随机引物标记法进行。经

杂交及洗膜后的尼龙膜对 Q 线胶片于 / +$O下曝光

进行放射自显影。用亚甲蓝染色 *+1 和 !+1 =P67 作

为点样对照。

- 脑组织 0123$ 蛋白检测 采用 RE?DE=K J)BD 分

析进 行 检 测。取 脑 组 织 于 冰 浴 下 制 备 成 匀 浆，LO
下 !* $$$’ 离心 !$&AK，收获上清蛋白质，取 *$"’ 样品

蛋白质点样于 +S聚丙烯酰胺凝胶，电泳分离后转移

至硝酸纤维素膜，按文献（-）方法分别用羊抗 0123$ 多

克隆抗体（! F !$$$）及 0P2 标记的兔抗羊 T’I（! F *$$$）

进行孵育，用 57@ 进行显色。

3 结果分析 将 6B=DNE=K J)BD 和 RE?DE=K J)BD 结

果用 图 像 分 析 仪 扫 描 信 号 密 度，以 密 度 值 对

0123$&P67 和蛋白进行半定量分析。

结 果

! 0123$&P67 表达结果分析 以 6B=DNE=K J)BD
可在各组动物脑组织中检测到 0123$&P67 表达的特

异 性 条 带。 缺 血 !"&AK 再 灌 注 L+N，模 型 组

0123$&P67 表达量较假手术组平均增加 *L#$S；有效

部位 方 组 0123$&P67 表 达 量 比 模 型 组 平 均 降 低

+#!S，但仍高于假手术组 !L#$S；原方组 0123$ &P:
67 表达量比模型组平均降低 ,-#,S，且比假手术组

平均降低 *!#$S（见图 !、*）。

图 ! 0123$ 6B=DNE=K J)BD（7）和 RE?DE=K J)BD（@）分析

! 为假手术组，* 为模型组，, 为原方组，L 为有效部位方组；图 *
同
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图 ! !"#$% &’() 和 !"#$% 蛋白定量分析图

* !"#$% 蛋白表达结果分析 以 +,-.,/0 123. 可

在各组动物脑组织中检测到 !"#$% 蛋白的表达。缺

血 45&60 再灌注 789 后，模型组 !"#$% 蛋白表达量比

假手术组平均增加 58:%;；有效部位方组 !"#$% 蛋白

表达量较模型组平均升高 4:<;，比假手术组平均升

高 =%:%;；原方组 !"#$% 蛋白表达量与模型组比较，

仅降低 4:>;，但仍比假手术组平均升高 55:%;（见图

4、*）。

讨 论

在中枢神经系统中，!"#$% 主要在神经细胞上产

生，但也能在胶质细胞和血管内皮细胞上产生。正常

情况下，!"#$% &’() 在细胞内有稳定的表达，但很快

被降解，故其含量极低，!"#$% 蛋白水平也很低，当细

胞接受热或化学应激时，!"#$% 表达增加。在大鼠局

灶性脑缺血 *9 再灌注模型，再灌注后 4 天和 * 天

!"#$% &’() 表达增加，且与缺血早期（缺血 *9）脑血

流减少程度和后期（< 天）组织病理改变相关，提示

!"#$% &’() 表达是细胞损伤的标志，能较敏感地反

应神经元的受损程度（$，8）。但是，只有 !"#$% 基因转录

并翻译成蛋白质才能对神经元起保护作用。缺血诱导

脑细胞合成 !"#$% 蛋白质，同时也获得对随后损伤的

抵抗（>）。在沙土鼠脑缺血模型，!"#$% 蛋白主要在海

马区内结构完整的可逆性损伤的神经元内表达增加，

提示 !"#$% 蛋白表达增加可保护神经元免受继发性

损伤（4%）。(3?@A 等在全脑缺血模型发现海马 B)4 区

!"#$% &’() 表达最显著时 !"#$% 蛋白活性却不高，

正常情况下蛋白合成需要 )C# 参与，当神经元和胶质

细胞因能量衰竭时 !"#$% &’() 不能翻译，蛋白也不

能表达（44）。!"#$% 通过发挥分子伴侣的作用，修饰和

调节其他蛋白的功能，通常参与新合成蛋白的折叠，并

影响蛋白的细胞内易位，有助于蛋白质生物合成的合

适状态，从而发挥细胞保护作用（4*）。

本研究表明，假手术组脑组织可见到 !"#$% &’D
() 和蛋白的表达，可能系手术应激所致。模型组脑组

织 !"#$% &’() 和蛋白表达均显著增加，表明在缺血

损伤后脑组织表达 !"#$% 增加。有研究表明，轻度脑

缺血损伤可诱导 !"#$% 基因的表达和翻译，中度缺血

可诱导其基因的表达但无翻译，重度缺血则基因和蛋

白均不表达。由于本模型系短暂性脑缺血，缺血程度

相对较轻，故 !"#$% &’() 和蛋白表达同时增加。补

阳还五汤原 方 和 有 效 部 位 组 方 均 可 抑 制 脑 缺 血 后

!"#$% &’() 的表达，以补阳还五汤原方的抑制作用

较强，但原方和有效部位组方对 !"#$% 蛋白表达均无

明显影响。!"#$% &’() 的表达反映了缺血神经元的

受损程度，补阳还五汤及其有效部位可改善沙土鼠脑

缺血后脑组织的能量代谢，拮抗兴奋性氨基酸的兴奋

毒性（7，5），故推测补阳还五汤及其有效部位通过上述途

径，减轻了脑缺血性应激刺激，从而使 !"#$% &’() 表

达减少。而 !"#$% 蛋白对神经元具有保护作用，补阳

还五汤及其有效部位组方并不影响脑缺血后 !"#$%
蛋白的表达，这对于缺血后神经元的修复可能是有益

的。

（湖南医科大学病理生理教研室肖献忠教授指导并协助

!"#$% 表达的测定，特此致谢）
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表 ! 两组离体大鼠肝脏功能的变化及灌流液中 !"#!和 $%&’ 测定结果比较 （!! ( "）

组别 #
胆汁流出速率

（")·*+ ,·-./+ ,）

01! 0%! %23
（4 5 %）

灌流液中 !"#! 灌流液中 $%&’
（62 值）

对照 ,7 87-./ 79,: ( 797, ;,98 ( ’9< =;9, ( =98 ,7798 ( ’9, 79=’ ( 797> ,9=> ( 798,
=7-./ 797’ ( 797, ’;9? ( ;98 ’89> ( =9: ’,79? ( >’98 79’? ( 79,; ,9>: ( 798’

@A&, ,7 87-./ 79,> ( 7978 <>9: ( 89=" 8>9’ ( ;9<" :,9; ( ?9="" 79:< ( 797?" ,9,8 ( 79,="

=7-./ 79,? ( 797<" :’9; ( =9<" :,9’ ( ?9=" 8>89= ( ;=9>"" 79?, ( 797>"" ,98< ( 79<,"

注：与对照组同期比较，"$ B 797?，""$ B 797,

讨 论

微血管内皮细胞有一定的组织特异性，以往用脐

静脉内皮细胞来笼统地替代各种组织的内皮细胞进行

研究缺乏特异性，因此利用特定的微血管内皮细胞来

研究特定组织或器官的病变有独特的优势。

肝脏的枯否氏细胞是 !"#!产生的主要来源，但

缺血再灌注损伤可以诱导内皮细胞释放 !"#!，!"#!
一方面通过受体直接介导细胞的损伤，另一方面会进

一步诱导内皮细胞表达 $%&’ 和多种粘附分子，从而有

利于白细胞与内皮细胞的粘附和跨膜游走。$%&’ 作为

重要的趋化因子，它几乎可以趋化任何可游走的免疫

细胞。

中性粒细胞表面经常表达一定数量的选择素，借

助这些分子，中性粒细胞随血液流动时可以和活化的

内皮细胞粘附，但由于结合松弛和血流的冲击，粒细胞

边滚动边移行；在缺血再灌注期间，活化的内皮细胞通

过受体与 $%&’ 结合，中性粒细胞与结合 $%&’ 的内皮细

胞接触，进一步表达淋巴细胞功能抗原和巨噬细胞表

面抗原等粘附分子，这些粘附分子与相应的配体细胞

间粘附分子 , 牢固结合，使中性粒细胞停止滚动，这时

在趋化因子的作用下，粒细胞便可穿过内皮细胞进入

趋化因子表达区域。本灌注实验中虽然没有中性粒细

胞的参与，但在实际肝脏移植过程中，就很可能因为

$%&’ 的趋化作用使粒细胞游走到相应部位，并在局部

释放基质蛋白酶和丝氨酸蛋白酶以及自由基而加重肝

组织的损伤。

本实验结果显示：!"#!和 $%&’ 释放是肝脏缺血再

灌注损伤的重要因素，加入 !"#!的单克隆抗体，可见

内皮细胞死亡率明显地下降，而重组人 !"#!可促使

内皮细胞死亡，说明 !"#!是导致缺血再灌注损伤的

直接原因之一。抑制 !"#!和 $%&’ 的表达或释放将成

为减轻肝脏缺血再灌注损伤的重要靶点。水溶性丹参

单体 @A&, 通过抑制 !"#!和 $%&’ 的释放来减轻肝脏

缺血再灌注损伤。

（致谢：感谢娄晋宁博士提供的人肝窦内皮细胞系及刘杰

文研究员的鼎立相助）
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