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益气活血方对脑缺血／再灌注后神经细胞凋亡 

及相关基因表达的影响 
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【摘要】 目的：探讨益气活血方对脑缺血／再灌注后神经细胞凋亡及凋亡相关基因Bel一2和 Fas—I 蛋白 

表达的影响。方法 ：采用 Longa报道的线栓法制备大鼠局灶性脑缺血／再灌注模型。将 36只SD大鼠按随机数 

字表法均分为假手术组、模型组和益气活血方组。采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记法 

(TUNEL)检测各组大鼠脑组织凋亡神经元细胞 ；用免疫组化法与医学图像分析相结合的方法检测各组大鼠脑 

组织 Bcl一2和Fas—L的蛋白表达。结果：①与假手术组相比，模型组大鼠缺血侧脑组织 TUNEI 阳性细胞及 

Bcl一2、Fas—I 蛋白阳性细胞数 目均增多(P均<O．01)；②与模型组相 比，益气活血方组大鼠缺血侧脑组织 

TUNEL阳性细胞及 Fas—L蛋白阳性细胞数 目减少，Bcl 2蛋白阳性细胞数目增多(尸均<O．01)。结论：益气 

活血方药(芪丹通脉片)可增强 Bcl一2蛋白的表达，同时下调 Fas—L蛋白的表达，从而抑制脑缺血／再灌注后 

神经细胞凋亡 ，这可能是益气活血方对脑缺血／再灌注损伤起神经保护作用的机制之一 
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【Abstract】 Objective：To investigate the effects of Qi—reinforcing and blood—activating prescription 

(益气活血方)on apoptosis of neuronal cells and expression of apoptosis—associated genes Bcl一2 and Fas I 

proteins after cerebral ischemia／reperfusion (I／R)． Methods：According to Longa s report，the string 

inserting method was employed to reproduce the rat model of focal cerebral I／R．Thirty—six SD rats were 

randomly divided into sham operation group，model group，Qi—reinforcing and blood—activating prescription 

group． Apoptosis of neuronal cells of rats brain tissues in each group was analyzed by terminal 

deoxvnuc1eotidv1 transferase—mediated dUTP—biotin nick end labeling (TUNEL)．The immunohistochemistry 

combined with medical image pathological system (MIPS)were used to measure the number and mean grey 

level of Bcl一2 and Fas—I positive cells in rats cerebral cortex of each group．Results：①Compared with 

sham operation group。the expression of positive neuronal cells of TUNEL，positive cells of Bcl一2 and Fas L 

protein expressions were increased in rats ischemic brain tissues of model group(all P<O．O1)．②Compared 

with model group．the positive neuronal cells of TUNEI and the positive cells with expression of Fas L 

protein in Qi reiMorcing and blood—activating prescription group were decreased，while the positive cells with 

expression of Bcl一2 protein were increased (all尸< 0．0 1)．Conclusion：Qi—reinforcing and blood—activating 

prescription(Qidan Tongmai tablet(芪丹通脉 片)]can inhibit neuronal cells apoptosis by improving the 

expression of Bcl一2 protein and down—regulating the expression of Fas—L protein，which may be one of the 

mechanisms of neuroprotective effects of the prescription on cerebraI I／R injury． 
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缺血性脑血管病是临床常见病、多发病，脑缺 
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血／再灌注损伤是缺血性脑血管病的重要病理生理 

机制，其病理过程涉及氧自由基、钙超载、兴奋性氨 

基酸、炎症反应、细胞凋亡等多方面因素，其中神经 

细胞凋亡是脑缺血／再灌注损伤的主要环节“ 。祖国 
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医学采用益气活血中药治疗缺血性中风具有肯定的 

临床疗效，但作用机制尚未完全阐明。芪丹通脉片是 

治疗缺血性脑血管病的有效中药复方制剂，由黄芪、 

丹参、当归、红花、桂枝组成，具有益气活血功效。本 

研究拟通过观察益气活血方药(即芪丹通脉片)对 

脑缺血／再灌注后神经细胞凋亡及凋亡相关基 因 

Bcl一2、Fas—L蛋白表达的影响，探讨益气活血中 

药对局灶性脑缺血／再灌注损伤起保护作用的机制。 

1 材料与方法 

1。1 主要药物、试剂及仪器：益气活血方煎剂，由黄 

芪、丹参、当归、红花、桂枝按原方比例组成，浓缩煎 

至 1．15 g／ml，由本院中药制剂室制备；细胞凋亡检 

测试剂盒[末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺 

口末端标记法(TUNEL)试剂盒]，Bcl 2、Fas—L 

免疫组化卵白素一生物素一过氧化物酶法(ABC)试剂 

盒均购于武汉博士德公司；医学图像分析系统由同 

济医科大学千屏影像公司生产。 

1．2 动物模型制备及分组：健康成年雄性 SD大鼠 

36只，体重 25O～350 g，购于第四军医大学实验动 

物中心。将大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型 

组和益气活血方组，每组 12只。假手术组及模型组 

以生理盐水 1O m1．kg ·d 灌胃；益气活血方组 

以益气活血方药11．5 g·kg ·d 灌胃。各组每日 

灌胃1次，7 d后制模。参照Longa等 报道的方法， 

采用线栓法制备大鼠局灶性脑缺血／再灌注模型。结 

扎大鼠颈总动脉和颈外动脉，自颈总动脉分叉处向 

颈内动脉插入约(18．5土0．5)ram栓线，阻断大脑中 

动脉(MCA)血流，造成局灶性脑缺血。术后将栓线 

尾部置于皮下，缺血 2 h后轻拔栓线造成血流再灌 

注。假手术组颈内动脉中也插入栓线，但深度仅为 

6 mm，不阻断MCA。每组中6只大鼠于再灌注6 h 

后取脑组织标本检测 Bcl一2和Fas—L蛋白表达； 

另外 6只于再灌注 24 h后取脑组织标本检测凋亡 

神经元细胞。 

1．3 检测指标及方法：再灌注结束后将大鼠用体积 

分数为 1O 的水合氯醛过量麻醉，迅速开胸暴露心 

脏，经升主动脉插管后灌注生理盐水快速冲洗，再用 

体积分数为 4 的冷多聚甲醛磷酸缓冲液(pH 7．4) 

冲洗灌注至肝脏褪色变硬，四肢、尾变硬。断头取脑， 

取视交叉前后约 2～3 mm范围的冠状切片脑组织 

置于4 多聚甲醛中，4 lC条件下固定 24~48 h，常 

规石蜡包埋，连续冠状切片，片厚约 4 m，分别行 

TUNEI 阳性细胞(凋亡神经元细胞)及Bcl一2和 

Fas—L蛋白阳性细胞检测，分别按 TUNEI 试剂盒 

说明书和免疫组化ABC法步骤操作。每张切片在缺 

血侧(假手术组取假手术侧)大脑皮质和基底节区随 

机采集 5个高倍视野(400倍)输入图像分析系统， 

检测 TUNEL阳性细胞数及 Bcl一2和 Fas L蛋白 

阳性细胞数和平均灰度值。 

1．4 统计学分析：所有计量数据以均数土标准差 

(z± )表示，两组间比较用 t检验，P<0．05为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 凋亡神经元细胞的检测(表 1)：凋亡神经元细 

胞胞体缩小，核膜皱缩，染色不均，浓集于核膜附近， 

胞核呈棕褐色，可见核固缩和核碎裂，主要分布于梗 

死灶周围纹状体及额顶部皮质。假手术组偶见凋亡 

细胞；模型组凋亡神经元细胞数较假手术组显著增 

多；与模型组相比，益气活血方组大鼠缺血侧脑组织 

凋亡神经元细胞数显著减少(P均<O．01)。 

2．2 Bcl 2和 Fas I 蛋 白阳性细胞检测结果 

(表 1)：与假手术组比较，模型组脑组织Bcl一2蛋白 

阳性细胞数增多，平均灰度值降低(|F)均<O．01)；假 

手术组未见 Fas I 蛋白阳性细胞表达，模型组可 

见 Fas—I 蛋白阳性细胞高表达。与模型组比较，益 

气活血方组大鼠缺血侧脑组织Bcl一2蛋白阳性细胞 

数增多，平均灰度值降低(P均<0．01)；Fas—L蛋 

白阳性细胞数减少，平均灰度值升高(P均<O．01)。 

图像分析中平均灰度值越高，说明其免疫组化染色 

越浅，阳性物质含量越低。 

3 讨 论 

局灶性脑缺血由严重缺血的中心区和处于低灌 

表 1 益气活血方对脑缺血／再灌注大鼠凋亡神经元细胞及相关基因表达的影响( 土 ， =6) 

Table 1 Effects of Qi--reinforcing and blood--activating prescription on apoptosis of neuronal 

cells and expression of apoptosis—associated genes after cerebral l／R(xks， =6) 

注；与假手术组比较： P<0．01}与模型组比较；5P<~O．O1 
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流状态的边缘区即缺血半暗带组成。缺血中心区脑 

组织短时间内即发生不可逆性损伤，成为梗死区，缺 

血半暗带区的神经细胞却发生以凋亡为主的迟发性 

神经元死亡∞ 。细胞凋亡是一种生理或病理条件下 

的细胞死亡模式，是有核细胞在一定条件下启动其 

自身内部机制，主要通过激活内源性核酸内切酶而 

发生的细胞死亡过程，主要以细胞皱缩、胞核凝聚及 

在核小体间被活化的核酸内切酶切断 DNA链，形 

成 18O～200 bp等倍体 DNA片段(寡聚核小体)为 

特点。TUNEI 利用分子生物学与组织化学相结合 

的技术，特异性标记 DNA片段，原位检测凋亡细 

胞，并具有较高敏感性。本研究结果显示，大鼠脑缺 

血／再灌注后，在缺血侧脑组织可检测到较多的凋亡 

细胞，主要分布在梗死灶周围脑组织，表明细胞凋亡 

是缺血性脑损伤中细胞死亡的主要途径之一。 

细胞凋亡是一种受多种相关基因调控的细胞自 

主性死亡，是脑缺血／再灌注损伤的主要病理、生理 

机制之一。与凋亡相关的摹因分为抗凋亡基因与促 

凋亡基因两大类。Bcl 2是抑制细胞凋亡的重要基 

因之一，Fas I 被认为是主要的促凋亡基网。蒋祝 

昌等 观察到，局灶性脑缺血／再灌注后大鼠脑组织 

Bcl一2表达显著增高，细胞凋亡参与了脑缺血／再灌 

注损伤的过程。我们也观察到同样的结果。 

目前认为，Bcl一2的抗凋亡作用机制主要有以 

下几方面 ：①抑制 Ca抖的释放：Bcl一2是一种跨 

膜蛋白，主要分布于核膜和胞浆内质网。核内外膜之 

间由内质网管腔相联，而管腔则是细胞内Ca抖的主 

要贮存处。Ca引在细胞凋亡中起重要作用，应用转 

基因方法发现，Bcl一2高表达可抑制内质网释放 

Ca抖，因此，推测 Bcl一2的抗凋亡作用可能与内质 

网中ca 有关。@Bcl 2通过阻止促凋亡基因信号 

传递而阻止这些诱导基因产物发挥作用：如 Bcl一2 

蛋白可抑制P53诱导的细胞凋亡、可通过激活磷脂 

酶 A。抑制Fas—L和 Fas诱导的凋亡等。③Bcl 2 

还可通过抑制氧自由基发挥抗凋亡作用。 

Fas—I 又称为 Fas配体。Fas是一种细胞表面 

的受体，具有一个跨膜结构，Fas的胞浆区有一段约 

8O个氨基酸组成的肽链，在细胞凋亡过程中起传导 

细胞凋亡信号的作用，称为死亡区域。Fas—L促进 

细胞凋亡的机制为：①Fas—I 与 Fas结合后可诱导 

白细胞介素一1p转换酶(interleukin一1B converting 

enzyme，ICE)基因活化，表达相关蛋白酶 。这些蛋 

白酶切割细胞 内蛋白，使 DNA断裂，导致细胞凋 

亡。②Fas—I 与Fas结合，使 Fas死亡区交联，产生 

神经酰胺，通过某种途径，激活内源性核酸内切酶， 

引起细胞凋亡，并向细胞内传递死亡信号，数小时内 

导致细胞死亡 。 

益气活血方药由黄芪、丹参、当归、红花、桂枝组 

成。现代药理研究表明，黄芪以其活性成分具有减少 

缺血脑组织的氧自由基和兴奋性氨基酸含量，减轻 

缺血后脑水肿，改善血脑屏障通透性，抑制脑缺血区 

域促凋亡基因的表达，以及增强抑凋亡基因表达等 

作用∽ ；丹参可抑制脑缺血／再灌注后 的炎症反 

应 ∞；红花可调节局灶性脑缺血后神经元凋亡相关 

蛋白Bcl一2、caspase 3的表达 ”；当归可减小脑梗 

死体积“ 。本实验结果显示，益气活血方药可增强 

抗凋亡基因 Bcl一2蛋白的表达，抑制促凋亡基因 

Fas I 蛋白的表达。我们推测这可能是芪丹通脉片 

抗局灶性脑缺咀／再灌注损伤后神经细胞凋亡，防治 

脑缺血／再灌注损伤的作用机制之一。 
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