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·论著·
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【摘要】 目的 探讨谷红注射液（GHI）对大鼠脑缺血 / 再灌注（I/R）损伤后 ATP 酶活性和炎症反应的影
响，以评价药物对脑 I/R 损伤的保护作用。方法 按随机数字表法将 72 只雄性 SD大鼠分为假手术（Sham）组、
I/R 组、尼莫地平组（10 mL/kg）以及 GHI 低、中、高剂量组（GHI-L 组：2.5 mL/kg，GHI-M 组：5.0 mL/kg，GHI-H
组：10.0 mL/kg），每组 12 只。采用线栓法致大脑中动脉闭塞（MCAO）制备局灶性脑缺血模型，缺血 1.5 h 
后再灌注；Sham 组除不插入尼龙线外，其他操作相同。各给药组分别于再灌注 0、12、24 h 经尾静脉给药；
Sham 组及 I/R 组给予等量生理盐水。各组于末次给药后 12 h 进行神经功能评分；用氯化三苯四唑（TTC）染
色观察脑梗死情况；定磷法测定脑组织中 Na+-K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶活性；酶联免疫吸附试验（ELISA）检
测血清白细胞介素-6（IL-6）、单核细胞趋化因子-1（MCP-1）、一氧化氮（NO）含量。结果 与 Sham 组比较，
I/R 组大鼠神经功能评分明显降低，脑梗死严重，ATP 酶活性显著降低，血清炎症因子含量显著升高。与 I/R
组比较，GHI-L 组、GHI-M 组、GHI-H 组、尼莫地平组神经功能评分显著升高（分：9.03±0.63、10.54±2.55、
12.33±1.87、12.06±1.89 比 8.17±1.05，均 P＜0.05），脑梗死体积明显缩小〔（18.51±1.80）%、（15.98±1.34）%、
（8.61±1.16）%、（8.09±0.96）%比（26.52±2.07）%，均 P＜0.01〕，脑组织 ATP 酶活性明显增高〔Na+-K+-ATP 酶
（μmol·mg-1·h-1）：5.10±0.30、5.34±0.26、6.19±0.17、5.86±0.31 比 3.98±0.35，Ca2+-ATP 酶（μmol·mg-1·h-1）：
3.68±0.44、4.43±0.29、5.03±0.27、4.17±0.30 比 1.87±0.46，均 P＜0.01〕，血清炎症因子水平明显下降〔IL-6
（ng/L）：51.61±5.55、43.88±4.05、39.71±2.22、41.28±2.66 比 60.11±6.61，MCP-1（ng/L）：227.82±7.07、
201.58±13.10、177.23±10.46、126.80±8.49 比 296.01±12.85，NO（μmol/L）：54.48±3.23、46.84±2.69、
41.15±2.80、48.62±2.34 比 65.25±3.88，均 P＜0.05〕。结论 谷红注射液可呈剂量依赖性地改善大鼠脑 I/R
损伤后脑组织的能量代谢，抑制炎症级联损伤，这可能是其对脑缺血损伤保护作用的机制。
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【Abstract】 Objective To investigate the influence of Guhong injection (GHI) on ATPase activity and 
inflammatory response after cerebral ischemia/reperfusion (I/R) injury in rats, and evaluate its protective effects on 
cerebral I/R injury. Methods Seventy-two male Sprague-Dawley (SD) rats were divided into sham group, I/R group, 
nimodipine group, and the low-dose (2.5 mL/kg, GHI-L), medium-dose (5.0 mL/kg, GHI-M), and high-dose (10.0 mL/kg,  
GHI-H) of GHI groups according to the random number table method, with 12 rats in each group. The middle cerebral 
artery occlusion (MCAO) model was established by the intraluminal suture method to prepare the model of focal cerebral 
ischemia, and reperfusion was performed after 1.5 hours of occluding the middle cerebral artery; the sham group had the 
same operation process except inserting the nylon thread. The injection of drug in various drug-treated groups was carried 
out via a tail vein at 0, 12, 24 hours after the onset of reperfusion, while the sham group and I/R group received the same 
amount of normal saline. At 12 hours after last drug administration, the scores of neurological deficit symptoms were 
evaluated; the cerebral infarction was observed by triphenyl tetrazolium chloride (TTC) staining; the Na+-K+-ATPase  
and Ca2+-ATPase activities in the brain tissue were measured by phosphorus determination; the contents of 
interleukin-6 (IL-6), monocyte chemotactic factor-1 (MCP-1), nitric oxide (NO) in serum were detected by enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA). Results Compared with the sham group, the neurological function score 
was significantly decreased, the cerebral infarction was serious, the activities of ATPase was obviously decreased, 
and the levels of serum inflammatory factors were significantly increased in I/R group. Compared with the I/R group, 
the neurological function scores were significantly increased in GHI-L group, GHI-M group, GHI-H group and 
nimodipine group (9.03±0.63, 10.54±2.55, 12.33±1.87, 12.06±1.89 vs. 8.17±1.05, all P < 0.05), the volumes 
of cerebral infarction were obviously reduced [(18.51±1.80)%, (15.98±1.34)%, (8.61±1.16)%, (8.09±0.96)% vs. 
(26.52±2.07)%, all P < 0.01], the activities of ATPase were significantly increased [Na+-K+-ATPase (μmol·mg-1·h-1):  
5.10±0.30, 5.34±0.26, 6.19±0.17, 5.86±0.31 vs. 3.98±0.35, Ca2+-ATPase (μmol·mg-1·h-1): 3.68±0.44, 
4.43±0.29, 5.03±0.27, 4.17±0.30 vs. 1.87±0.46, all P < 0.01], and the levels of serum inflammatory factors were 
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decreased obviously [IL-6 (ng/L): 51.61±5.55, 43.88±4.05, 39.71±2.22, 41.28±2.66 vs. 60.11±6.61, MCP-1 
(ng/L): 227.82±7.07, 201.58±13.10, 177.23±10.46, 126.80±8.49 vs. 296.01±12.85, NO (μmol/L): 54.48±3.23, 
46.84±2.69, 41.15±2.80, 48.62±2.34 vs. 65.25±3.88, all P < 0.05]. Conclusions GHI not only can improve the 
energy metabolism of brain tissue in a dose-dependent manner, but also inhibit the inflammatory cascade of damage after 
cerebral I/R in rats, which might be its protective mechanism on cerebral ischemia injury.

【Key words】 Guhong injection; Cerebral ischemia/reperfusion injury; ATPase; Inflammatory factor
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 脑缺血 / 再灌注（I/R）损伤是由多种病理机制

共同作用导致的，三磷酸腺苷（ATP）能量耗竭及

炎症级联反应是主要的致病机制［1-3］。脑组织中 

Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶存在于细胞膜上，是

维持神经元兴奋性传导、突触传递的物质基础［4］。

提高 ATP 酶活性目前已作为大鼠心肌和肝脏 I/R

损伤预处理的保护机制之一［5-6］。白细胞介素-6 

（IL-6）是免疫和炎症反应的重要因子；单核细胞趋

化因子 -1（MCP-1）为重要的炎症趋化因子，可通过

趋化脑组织中的单核细胞、T淋巴细胞、巨噬细胞、

中性粒细胞及小胶质细胞加重炎症反应［7］；一氧化

氮（NO）作用于血管平滑肌细胞，可升高其环磷酸

鸟苷（cGMP）水平使血管舒张，通透性增高，有利于

炎症介质到达作用部位，增加单核细胞向炎症部位

的渗入［8］。谷红注射液由红花、乙酰谷酰胺及适量

辅料组成。谷红注射液为脑功能改善药，它综合了

乙酰谷酰胺和红花两种药物的有效成分，并使其作

用有效协同。大量临床研究证实，谷红注射液对脑

供血不足、脑血栓、脑栓塞及脑出血恢复期等脑血

管疾病有良好的疗效，还可用于治疗冠心病、脉管

炎等［9-10］。本研究通过测定脑组织中 ATP 酶活性

及血清炎症因子水平，探讨谷红注射液对大鼠脑 I/R

损伤的保护机制。

1 材料与方法
1.1 实验动物、药物及主要试剂：雄性 SD大鼠，体
质量 280～300 g，由上海斯莱克实验动物有限公司

提供，动物许可证号：SCXK（沪）2012-0002。谷红

注射液（通化谷红制药有限公司，批号：20140706），

尼莫地平注射液（浙江康吉尔药业有限公司，批号：

20150841），肝素钠（北京鼎国昌盛生物技术有限责

任公司，批号：2B010350）。IL-6 试剂盒、MCP-1 试

剂盒、ATP 酶试剂盒、NO试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所。

1.2 动物分组：按随机数字表法将 72 只 SD 大鼠分
为假手术（Sham）组、I/R 组、尼莫地平组及谷红注

射液低、中、高剂量组（GHI-L、GHI-M、GHI-H 组） 

6 组，每组 12 只。每组取 10 只大鼠进行神经功能

评分；6只大鼠取脑进行脑梗死体积测定；6只大鼠

取脑组织测定 ATP 酶活性；6只大鼠取血测定血清

IL-6、MCP-1、NO水平。

1.3 脑 I/R 损伤模型复制及处理：腹腔注射 10%
水合氯醛 350 mg/kg 麻醉大鼠，参照线栓法致大脑

中动脉闭塞（MCAO）制备局灶性脑缺血模型［11］，

缺血 1.5 h 后拔出尼龙线进行再灌注；Sham 组除不

插入尼龙线外，其他操作同模型组。动物苏醒后，

提尾时左前肢内收屈曲，爬行时向左侧转圈或倾倒

为模型制备成功标志。分别于再灌注 0、12、24 h，

尼莫地平组和 GHI-L、GHI-M、GHI-H 组经尾静

脉给予尼莫地平 10 mL/kg 及谷红注射液 2.5、5.0、 

10.0 mL/kg；Sham 组及模型组给予等量生理盐水。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.4 检测指标及方法：于末次给药后 12 h 进行神
经行为学评分，后心脏取血，并处死取脑组织备检。

1.4.1 神经功能评分：参照 Garcia 等［12］提出的神
经行为学评分标准，从自主活动、四肢运动的对称

性、前肢外伸、爬行、身体触觉反应及胡须触觉反应

6个方面来评价大鼠神经功能损伤程度，3分为最

差，18 分为正常。

1.4.2 脑梗死体积测定：取脑组织，用制冷的生
理盐水冲洗干净，置于 -20 ℃冰箱冷冻 15 min，切

片（厚约 2 mm），放入氯化三苯四唑（TTC）染液中，

37 ℃孵育 30 min，未梗死区脑组织染成玫瑰红色，

梗死区染成苍白色。将脑组织切片置于 4%多聚甲

醛水溶液中固定，24 h 内拍照，Image J 图像分析软

件计算脑梗死体积。

1.4.3 脑组织 ATP 酶活性测定：取缺血侧脑组织，
用生理盐水冲洗干净，吸水纸吸干后立即称质量。

加生理盐水配制成 10%的组织匀浆，离心 10 min 取

上清液，用定磷法测定 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP

酶活性，操作严格按照试剂盒说明书步骤进行。

1.4.4 血清 IL-6、MCP-1、NO水平测定：心脏取血，
离心20 min取上清液，用酶联免疫吸附试验（ELISA）

检测，酶标仪测定各孔吸光度（A）值，通过公式计算
血清中 IL-6、MCP-1、NO 含量，操作按试剂盒说明
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书步骤进行。

1.5 统计学分析：使用 SPSS 18.0 软件分析数据，符
合正态分布的计量数据以均数±标准差（x±s）表
示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD-t检验，P＜0.05 表示差异有统计学意义。
2 结 果
2.1 谷红注射液对脑 I/R 损伤大鼠神经功能的影
响（表 1）：脑 I/R 损伤后大鼠出现严重的神经功能

障碍，神经功能评分较 Sham 组显著降低（P＜0.01）。
各给药组脑功能均有明显改善，神经功能评分增加 

（均 P＜0.05），神经功能评分随谷红注射液剂量增加
而升高，GHI-H 组与尼莫地平组效果相当。

2.4 谷红注射液对脑 I/R 损伤大鼠血清中 IL-6、
MCP-1、NO 含量的影响（表 3）：I/R 组血清 IL-6、

MCP-1、NO 含量均较 Sham 组显著升高（均 P＜
0.01）。各给药组血清 IL-6、MCP-1、NO 含量均较

I/R 组显著降低，谷红注射液对炎症因子的抑制作

用呈剂量依赖性，其中 GHI-H 组的效果更为显著 

（均 P＜0.01）。

表 1 不同剂量谷红注射液对脑 I/R损伤大鼠 
神经功能评分和脑梗死体积的影响（x±s）

组别 神经功能评分（分） 脑梗死体积（%）

Sham 组 17.67±0.72（10）   0.00±0.00（6）
I/R 组   8.17±1.05（10）a 26.52±2.07（6）a

GHI-L 组   9.03±0.63（10）b 18.51±1.80（6）c

GHI-M 组 10.54±2.55（10）c 15.98±1.34（6）c

GHI-H 组 12.33±1.87（10）c   8.61±1.16（6）c

尼莫地平组 12.06±1.89（10）c   8.09±0.96（6）c

注：与 Sham 组比较，aP＜0.01；与 I/R 组比较，bP＜0.05，cP＜0.01；
括号内为动物数

2.2 谷红注射液对脑 I/R 损伤大鼠脑梗死体积的
影响（表 1）：脑 I/R 损伤大鼠脑梗死严重；各剂量

谷红注射液及尼莫地平均可有效减少 I/R 损伤大鼠

脑梗死体积，表现出良好的抗脑缺血损伤作用，其中

谷红注射液呈剂量依赖性。脑组织大体标本观察见 

图 1，从上到下为大鼠脑不同部位的切片，白色部位

为梗死区（TTC 染色）；Sham 组无梗死区；I/R 组出

现明显脑梗死；GHI-L、GHI-M、GHI-H 组脑梗死

区明显缩小，剂量越大，梗死区越小；尼莫地平组梗

死区较小，与 GHI-H 组相当。

图 1 各组大鼠脑梗死大体标本观察

Tibnፇ J/Sፇ HIJ-Mፇ HIJ-Nፇ HIJ-Iፇ ఎںೝፇ

表 3 不同剂量谷红注射液对脑 I/R大鼠血清中 
IL-6、MCP-1、NO含量的影响（x±s）

组别
动物数
（只）

IL-6 
（ng/L）

MCP-1
（ng/L）

NO
（μmol/L）

Sham 组 6 30.54±3.60 107.20±  8.31 34.15±3.73
I/R 组 6 60.11±6.61 a 296.01±12.85 a 65.25±3.88 a

GHI-L 组 6 51.61±5.55 b 227.82±  7.07 b 54.48±3.23 b

GHI-M 组 6 43.88±4.05 c 201.58±13.10 c 46.84±2.69 c

GHI-H 组 6 39.71±2.22 c 177.23±10.46 c 41.15±2.80 c

尼莫地平组 6 41.28±2.66 c 126.80±  8.49 c 48.62±2.34 c

注：与 Sham 组比较，aP＜0.01；与 I/R 组比较，bP＜0.05，cP＜0.01

表 2 不同剂量谷红注射液对脑 I/R大鼠脑组织中 
Na+-K+-ATP酶、Ca2+-ATP酶活性的影响（x±s）

组别
动物数
（只）

Na+-K+-ATP 酶
（μmol·mg-1·h-1）

Ca2+-ATP 酶
（μmol·mg-1·h-1）

Sham 组 6 6.61±0.41 5.35±0.20
I/R 组 6 3.98±0.35 a 1.87±0.46 a

GHI-L 组 6 5.10±0.30 b 3.68±0.44 b

GHI-M 组 6 5.34±0.26 b 4.43±0.29 b

GHI-H 组 6 6.19±0.17 b 5.03±0.27 b

尼莫地平组 6 5.86±0.31 b 4.17±0.30 b

注：与 Sham 组比较，aP＜0.01；与 I/R 组比较，bP＜0.01

2.3 谷红注射液对脑I/R损伤大鼠Na+-K+-ATP酶、

Ca2+-ATP 酶活性的影响（表 2）：与 Sham 组比较，I/R

组脑组织中 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶活性均显

著降低（均 P＜0.01）。与 I/R 组比较，不同剂量谷红
注射液组和尼莫地平组 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP

酶活性均显著提高（均 P＜0.01），其中谷红注射液
呈剂量依赖性，GHI-H 组效果优于尼莫地平组。

3 讨 论
 大鼠脑缺血后脑梗死现象明显，神经功能评分

显著降低，提示神经功能缺损。与 I/R 组相比，不同

剂量谷红注射液均能有效提高神经功能评分，降低

脑梗死体积，尤以中、高剂量谷红注射液效果较佳，

对大鼠脑 I/R 损伤有良好的保护作用。

 能量代谢障碍是缺血性脑损伤的首发环节，并

能引发一系列连锁反应，加重脑组织损害［13-14］。脑

组织中 Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶存在于细胞

膜上，是维持神经元兴奋传导、突触传导细胞内环
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境的物质基础［15］。当脑缺血发生时，能量代谢受

阻，细胞内 ATP 减少，Na+-K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP

酶活性下降，导致细胞内 Na+、Ca2+积聚，K+流失，

细胞内环境紊乱，加重细胞损伤［16］。本研究显示，

与 Sham 组比较，I/R 组脑组织中 Na+-K+-ATP 酶和

Ca2+-ATP 酶活性显著下降；谷红注射液和尼莫地平

均可提高其活性，且谷红注射液可呈剂量依赖性地

提高 ATP 酶活性，以促进能量代谢的恢复，维持细

胞内环境稳定。

 炎症反应在脑缺血损伤中起关键作用，通过抑

制炎症反应来减轻脑缺血损伤已成为许多研究的

新思路［17-18］。炎症是一个复杂的调节系统，缺血性

脑损伤时可诱发各种炎症因子，如细胞因子、趋化

因子、细胞间黏附分子等［19］。IL-6 在整个炎症级

联反应中发挥重要作用，由激活的巨噬细胞、淋巴

细胞及单核细胞等多种细胞产生，具有促进炎症、

氧化反应及促血管生成的作用［20］。IL-6 水平与脑

缺血面积及损伤程度密切相关，有研究表明，血清

IL-6 水平可作为脑缺血早期临床症状加重的预后

因子［21］。在脑缺血状态下，脑组织中的转录因子被

激活，导致 IL-6 水平上升，促进黏附分子表达，造成

继发性脑损伤［22］。本研究显示，大鼠脑 I/R 损伤后

血清 IL-6 水平显著升高，而谷红注射液能剂量依赖

性地抑制 IL-6 分泌。

 MCP-1 是由单核细胞释放的重要趋化因子，

在大鼠局灶性脑缺血模型中，神经元、神经胶质细

胞、血管内皮细胞和巨噬细胞等均可产生MCP-1。

MCP-1 不仅有诱导单核细胞趋化和激活的双重作

用，还可以调节细胞因子的产生和单核细胞表面黏

附分子的表达［23］。脑缺血损伤后，血清MCP-1 水

平显著升高，而过表达MCP-1 导致炎症细胞迁移从

而加重脑损伤恶化［24］。谷红注射液可显著降低脑

I/R 损伤大鼠血清MCP-1 水平，且谷红高剂量组抑

制MCP-1 表达的效果更显著，表明谷红注射液通过

降低血清MCP-1 水平对脑损伤起到保护作用。

 脑缺血过程中，NO具有双向调节作用：一方面

可以改善脑血流，抑制白细胞及血小板的聚集和黏

附；另一方面，高浓度 NO会产生细胞毒性作用。当

神经元活化时，NO作为血管舒张作用的介质，可由

内皮细胞、神经元和神经胶质细胞产生［25］。在炎症

部位，NO可作用于血管平滑肌细胞，升高其 cGMP

水平，使血管舒张，通透性增高，以利于炎症介质到

达作用部位，增加单核细胞向炎症部位的渗入［8］。

本研究显示，谷红注射液可以降低血清 NO含量，而

高剂量谷红注射液效果更为显著。我们猜测，在脑

I/R 损伤后血清 NO含量升高使炎症反应加强的同

时还会产生一定的细胞毒性，谷红注射液能通过有

效降低 NO含量来减轻炎症反应和细胞毒性来达到

保护脑损伤的作用。

 综上所述，本研究显示，当发生脑缺血时，能量

代谢异常，细胞内环境紊乱，同时炎症反应的发生加

重了细胞损伤。谷红注射液具有明显恢复能量代谢

异常、抑制炎症因子释放的作用，从而对脑 I/R 损伤

具有良好的治疗效果，并呈剂量依赖性。
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