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天丹通络胶囊对急性脑梗死大鼠神经功能缺损评分
及海马区Ｎｏｇｏ－Ａ和ＬＰＡ蛋白表达的影响

陈红梅 １，秦碧勇 ２，尤志 １△

（１．湖北医药学院附属人民医院，湖北 十堰 ４４２０００； ２．湖北省武汉市江夏第一人民医院，湖北 武汉 ４３０２００）
摘要：目的 探讨天丹通络胶囊对急性脑梗死大鼠神经功能缺损评分及海马区勿动蛋白 －Ａ牗Ｎｏｇｏ－Ａ牘及溶血磷脂酸牗ＬＰＡ牘蛋白表达
的影响。方法 将８０只 ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组、天丹通络胶囊低剂量组（４０．０ｍｇ／ｋｇ）、高剂量组（８０．０ｍｇ／ｋｇ），每组２０只，
雌雄各半。模型组、天丹通络胶囊各剂量组建立急性脑梗死模型。天丹通络胶囊各剂量组于造模成功第１天开始给予相应剂量药物灌
胃，持续给予３个月，对照组和模型组给予等体积生理盐水。评价各组大鼠神经运动功能，观察大鼠脑梗死区域病理改变，采用反转录－
聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）法及蛋白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）法测定脑梗死海马组织 Ｎｏｇｏ－Ａ及 ＬＰＡ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果
治疗７，１４ｄ后，模型组神经功能缺损评分、双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时间、海马 Ｎｏｇｏ－Ａ及 ＬＰＡ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显
高于对照组（Ｐ＜０．０５）；天丹通络胶囊低、高剂量组上述指标均明显低于模型组（Ｐ＜０．０５），且随着天丹通络胶囊给药剂量的增加而逐
渐降低（Ｐ＜０．０５）；对照组海马组织神经细胞正常；模型组海马组织见大量坏死神经元，呈缺血样病理改变，空泡样变性坏死数量较
多；天丹通络胶囊高剂量组海马组织神经细胞坏死有明显改善；天丹通络胶囊低剂量组神经元疏松紊乱，但坏死神经元细胞减少。结论

天丹通络胶囊对急性脑梗死大鼠神经功能缺损有防护作用，其作用机制可能与其通过抑制脑梗死海马区 Ｎｏｇｏ－Ａ及 ＬＰＡ的 ｍＲＮＡ和
蛋白表达，进而抑制神经元细胞的坏死与凋亡有关。

关键词：天丹通络胶囊；急性脑梗死；神经功能缺损；勿动蛋白 －Ａ；溶血磷脂酸
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急性脑梗死为常见脑血管疾病，有很高的发病率和

死亡率，正在成为公共卫生的主要挑战犤１犦。目前，重组组

织纤溶酶原是治疗急性脑梗死临床最有效的药物，但有时

间窗限制，不良反应较多犤２犦。氧自由基、神经元凋亡、兴奋性

氨基酸的毒性及脑组织代谢异常引起的损伤与急性脑梗

死的发生和发展有关，氧化应激是缺血－再灌注损伤的
主要发病机制，且是导致脑梗死的重要原因犤３犦。溶血磷

脂酸（ＬＰＡ）是一种新发现的细胞间磷脂类信号分子，常
作为体内凝血或血栓形成启动的分子标志物，其可诱导

血小板形态改变，促进血小板聚集和活化，而活化的血

小板可释放 ＬＰＡ犤４犦。勿动蛋白 －Ａ（Ｎｏｇｏ－Ａ）由中枢神
经系统（ＣＮＳ）少突胶质细胞及一些神经元产生，存在于
髓鞘的内外环和少突胶质细胞的表面，与神经元的存活

和发育密切相关，Ｎｏｇｏ－Ａ及 ＬＰＡ的产生与氧化应激
密切相关犤５犦。天丹通络胶囊主要功效为活血通络、熄风

化痰，用于中风中经络、风痰瘀血痹阻脉络症，见半身不

遂、偏身麻木、口舌歪斜、语言蹇塞，脑梗死急性期、恢复

早期见上述证候犤６犦；具有抗氧化、抗炎、抗细胞凋亡和神

经保护作用，其抗氧化效力是 α－生育酚的 ５００倍；毒
性低和不良反应少，是心血管和神经系统疾病的有效治

疗药物犤７犦。本研究中探讨了天丹通络胶囊对急性脑梗死

大鼠神经功能缺损评分及海马区Ｎｏｇｏ－Ａ及ＬＰＡ蛋白
表达的影响，为急性脑梗死的治疗提供理论依据。现报

道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与动物
仪器：ＰＲＯ－２００型组织均质器（德国默克公司），

ＶＲ－９８型紫外分光光度计（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司），ＡＢＩＰＲＩＳＭ７３００型ＲＴ－ｑＰＣＲ系统（美国Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＥＣ３型成像系统（美国Ｕｐｌａｎｄ公司）。

试药：天丹通络胶囊（山东凤凰制药股份有限公司，

国药准字 Ｚ２００１００２９，批号为 Ｃ１４００１０３５３９９，规格为每
粒 ０．４ｇ）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司，批号为６５４１２）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，批号为 ６３５４１）；放射免疫
沉淀测定裂解缓冲液（ＰｉｅｒｃｅＲｏｃｋｆｏｒｄＩＬ，批号为
５２４８９）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
Ｉｎｃ，批号为 ２０１５４）；１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳膜
（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，Ｓｉｇｍａ，
批号为 １２５４７）；聚偏二氟乙烯膜（美国赛默飞世公司，
批号为 ＡＺ５４８６）；ＴＢＳ－Ｔ（含有０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０，碧云
天科技公司；批号为 １２４７）；Ｎｏｇｏ－Ａ，ＬＰＡ抗体（Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ，目录号为 ２２２５Ｓ和 ６５８４１，稀
释度为 １∶１０００）；β－肌动蛋白抗体（武汉博斯特生物
技术有限公司，目录号为 ＢＭ０６２７，稀释度为 １∶３００）；

辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔二抗（武汉博斯特生物

技术有限公司，目录号为ＧＡ１０１４，稀释度为１∶５０００）；ＥＣＬ
溶液（ＥＭＤＭｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ，批号为２０１５６３３）。

动物：ＳＰＦ级ＳＤ大鼠８０只，７～８周，体质量２５０～
２８０ｇ，由苏州大学医学部实验动物中心提供犤许可证号
为 ＳＣＸＫ（苏）２０１９－００１２，合格证号为 ＳＣＸＫ（苏）
２０１８－００１３犦。该研究经医院动物伦理委员会批准。
１．２ 动物分组、造模与给药

所有大鼠根据体质量随机分为对照组牗Ａ组牘、模型
组牗Ｂ组牘、天丹通络胶囊低剂量组（Ｃ１组，４０．０ｍｇ／ｋｇ）、
天丹通络胶囊高剂量组（Ｃ２组，８０．０ｍｇ／ｋｇ），每组
２０只，雌雄各半。各组大鼠用水合氯醛（４００ｍｇ／ｋｇ）麻
醉并置背卧位，直肠温度维持在（３７．０±０．５）℃，手术暴
露右颈总动脉，颈内动脉和颈外动脉，然后将颈外动脉

分离并结扎。Ｂ组、Ｃ１组、Ｃ２组将４－０尼龙缝合线通过
颈外动脉残端插入颈内动脉，并轻轻推进以闭塞大脑中动

脉。闭塞９０ｍｉｎ后，小心地移除缝合线以恢复血流，闭合颈
部切口，将大鼠放回温暖的笼子中。Ｃ１组及Ｃ２组于造模成
功第１天开始给予相应剂量药物灌胃（天丹通络胶囊内
容物，灌胃体积为每１００ｇ体质量１．０ｍＬ），持续给药３
个月，Ａ组和Ｂ组大鼠给予等体积生理盐水。
１．３ 大鼠神经运动功能评价

神经系统检查：治疗 ７ｄ及 １４ｄ后，以盲法进行神
经系统检查。使用 ０～５分制的神经功能缺损评分进行
评估。０分，无神经功能障碍症状；１分，前爪无法完全伸
展；２分，走路时向内旋转；３分，走路时向内倾斜；４分，
无法自发行走和失去知觉；５分，完全无法行走。

双侧贴纸去除试验：动物术后 １４ｄ，用 ２片边长
１０ｍｍ的正方形黏性纸将大鼠２个前肢掌面粘住（黏性
程度以正常大鼠１０ｓ内将黏性纸咬掉为佳），将大鼠置
测试圆筒中，大鼠会本能地将纸片咬掉。观察并记录大

鼠去除两侧纸片的总时间，若 １２０ｓ内未去除纸片，记
为１２０ｓ犤８犦。

平衡木行走试验：动物术后 １４ｄ进行。平衡木为
１０５ｃｍ×４ｃｍ×３ｃｍ木条，两端固定使木条离地８０ｃｍ。
起始点为陡峭平台，终点为一平台。记录大鼠四肢均通

过整个平衡木的时间；超过 １２０ｓ未通过整个平衡杆记
为 １２０ｓ，大鼠从平衡杆跌落记为超过 １２０ｓ未通过。测
试前大鼠每天训练１次，共训练２ｄ犤９犦。
１．４ 大鼠脑梗死结构观察

大体标本观察：造模后 １ｈ直接取脑，观察创伤区
病理改变。鼠脑经 －８０℃冰箱速冻后，切取厚 ２ｍｍ创
伤区冠状脑片，观察冠状剖面脑组织病理变化。

ＨＥ染色观察：造模后 １ｄ灌注取脑，常规制作厚
６μｍ石蜡切片，按照产品说明书行 ＨＥ染色，１０倍及
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ１组

Ｃ２组

剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

４０
８０

７ｄ
０

１０．９６±０．９６

８．４９±０．５９＃

６．６９±０．４９＃△

１４ｄ
０

８．４６±０．６２

５．６９±０．５３＃

４．２６±０．４５＃△

双侧贴纸

去除时间（ｓ）

２６．５９±６．６３
１０３．４８±２５．８４

８０．８５±８．２３＃

５１．４２±９．２５＃△

平衡木过杆

时间（ｓ）

１．８９±０．３９
１６．４８±６．６３

１２．５９±０．７４＃

８．７６±０．６３＃△

Ａ．Ａ组 Ｂ．Ｂ组 Ｃ．Ｃ１组 Ｄ．Ｃ２组
图１ 天丹通络胶囊对大鼠海马结构的影响（ＨＥ，×２００）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

２００倍显微镜下观察创伤区病理变化。
１．５ 大鼠海马组织Ｎｏｇｏ－Ａ及ＬＰＡ基因水平检测

从海马标本中总共获得 １００ｇ组织，添加 １ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ并与组织均质器混合搅拌，根据制造商的规程
提取总 ＲＮＡ。使用 ＶＲ－９８型紫外分光光度计检测总
ＲＮＡ浓度和纯度，并使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒进行反
转录合成 ｃＤＮＡ。转录合成的ｃＤＮＡ产物储存在－２０℃
下供以后使用。Ｎｏｇｏ－Ａ，ＬＰＡ，ＧＡＰＤＨ引物由苏州泓迅
生物科技股份有限公司提供。ＧＡＰＤＨ被用作参考基因，
各引物序列如下。Ｎｏｇｏ－Ａ：正向 ５′－ＣＣＣＧＴＧＴＣＧＡＣ
ＧＡＴＧＴＡＧＣＧＣＴＡＧＡ－３′，反向 ５′－ＴＣＧＴＡＧＣＴＡＴＧＣ
ＧＡＴＡＣＧＴＡＣＡＣＡＡＣ－３′；ＬＰＡ：正向 ５′－ＣＴＡＧＴＡＧＣ
ＴＡＧＡＡＡＧＴＣＧＣＣＴＡＡＡＣＧＴＧ－３，反 向 ５′－ＣＴＡＧＴ
ＣＡＡＴＧＣＴＡＧＣＴＴＣＧＴＴＧＴＧＡＣＣＣＧＴＡＧＴＡＧＣＴＧＡ－３；
ＧＡＤＰＨ：正向 ５′－ＣＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＴＣＣＴＡＴＣＧＡＴＧＡ
ＣＡＴＡＧＴＣＡＧ－３，反 向 ５′－ＣＴＧＡＣＧＴＡＧＣＴＴＧＡＡＣＴ
ＧＡＴＧＣＴＡＧＣＴＴＣＧＴＴＧＴＣＴＧＡＴＧＣＴＧＡＴ－３。使用 ＲＴ－
ｑＰＣＲ系统检测 Ｎｏｇｏ－Ａ和 ＬＰＡｍＲＮＡ的表达。ＲＴ－
ｑＰＣＲ扩增反应的总体积为２５μＬ，热循环仪条件如下：
５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃ Ｔａｑ酶活化 １０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，然后
６０℃１ｍｉｎ，共４０个循环。２－ΔΔＣｑ方法用于证明Ｎｏｇｏ－Ａ
和ＬＰＡ的相对表达。
１．６ 大鼠脑梗死海马组织Ｎｏｇｏ－Ａ和ＬＰＡ蛋白检测

使用放射免疫沉淀测定裂解缓冲液提取海马组织

总蛋白样品，并使用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测蛋白浓
度。蛋白质（每泳道 １００ｎｇ蛋白质）通过 １０％聚丙烯酰
胺凝胶电泳膜分离，使用湿化学法转移到聚偏二氟乙烯

膜上，并在室温下与５％脱脂奶粉一起搅拌并封闭２ｈ；
将膜用 ＴＢＳ－Ｔ洗涤 ３次，然后与 Ｎｏｇｏ－Ａ及 ＬＰＡ抗
体或 β－肌动蛋白抗体在 ４℃下过夜。用 ＴＢＳ－Ｔ洗涤
后，将膜与辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔二抗一起在

室温下孵育１ｈ；此后，使用ＥＣＬ溶液进行化学发光，并
使用 ＥＣ３成像系统对蛋白质条带进行可视化，并通过
灰度定量使用ＩｍａｇｅＪ软件（美国国立卫生研究院）进行
分析。重复操作３遍。

１．７ 统计学处理
采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析。计量资料以

Ｘ±ｓ表示，多组间的比较使用单因素方差分析，多重
比较采用ＬＳＤ－ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 大鼠神经运动功能评分
治疗７，１４ｄ后，Ｂ组神经功能缺损评分、双侧贴纸去

除时间、平衡木过杆时间明显高于Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｃ１组
及 Ｃ２组上述指标均明显低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５），且随着
给药剂量的增加，７ｄ和１４ｄ神经功能缺损评分、双侧贴
纸去除时间、平衡木过杆时间均逐渐降低（Ｐ＜０．０５）。
详见表１。

２．２ 大鼠脑梗死海马结构
结果见图 １。可见，Ａ组海马组织神经细胞正常，Ｂ

组海马组织见大量坏死神经元，呈缺血样病理改变，空

泡样变性坏死数量较多；Ｃ２组海马组织神经细胞坏死
有明显改善；Ｃ１组神经元疏松紊乱，但坏死神经元细胞
减少。

２．３ 大鼠海马Ｎｏｇｏ－Ａ及ＬＰＡ的ｍＲＮＡ和蛋白表达
Ｂ组海马Ｎｏｇｏ－Ａ和ＬＰＡ的ｍＲＮＡ表达水平明显

高于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｃ１组及 Ｃ２组海马 Ｎｏｇｏ－Ａ和
ＬＰＡｍＲＮＡ表达水平明显均低于Ａ组（Ｐ＜０．０５），且随
着天丹通络胶囊给药剂量的增加而逐渐降低（Ｐ＜０．０５）。
Ｂ组海马Ｎｏｇｏ－Ａ和ＬＰＡ蛋白表达水平明显高于Ａ组
（Ｐ＜０．０５）；Ｃ１组及 Ｃ２组海马 Ｎｏｇｏ－Ａ和 ＬＰＡ蛋白表
达水平明显低于模型组（Ｐ＜０．０５），且随着给药剂量的

表１ 各组大鼠神经运动功能的比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

注：与 Ａ组比较牞Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组比较牞＃Ｐ＜０．０５；与 Ｃ１组
比较牞△Ｐ＜０．０５。下表同。

神经功能缺损评分（分）
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ１组

Ｃ２组

剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

４０
８０

Ｎｏｇｏ－ＡｍＲＮＡ

１．５２±０．４１
６．９６±０．３９

５．４１±０．５４＃

２．２６±０．４９＃△

ＬＰＡｍＲＮＡ

１．６９±０．４８
５．９９±０．５９

４．１２±０．５９＃

２．１５±０．５１＃△

Ｎｏｇｏ－Ａ蛋白

０．８９±０．３６
６．６２±０．３９

５．９６±０．４８＃

２．１４±０．５３＃△

ＬＰＡ蛋白

１．２９±０．４７
６．４８±０．５９

４．９９±０．４２＃

２．２６±０．６９＃△

表 ２ 天丹通络胶囊对急性脑梗死大鼠海马 Ｎｏｇｏ－Ａ及 ＬＰＡ的

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的影响（Ｘ±ｓ，ｎ＝２０）
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增加而逐渐降低（Ｐ＜０．０５）。详见表２及图２。

３ 讨论

急性脑梗死的病理基础为脑组织发生急性缺血，局

灶性脑微血管内皮细胞受损，血脑屏障功能丧失，脑细

胞发生细胞凋亡和坏死。天丹通络胶囊有抑制脑水肿、

抗氧化应激损伤和调节神经营养因子如脑源性神经营

养因子（ＢＤＮＦ）和神经生长因子（ＮＧＦ）表达的作用犤１０犦。

本研究结果显示，Ｂ组 ７ｄ和 １４ｄ神经功能缺损评分、
双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时间明显高于Ａ组，表
明大鼠急性脑梗死模型建立成功，而天丹通络胶囊可明

显降低７ｄ和１４ｄ神经功能缺损评分、双侧贴纸去除时
间、平衡木过杆时间，表明天丹通络胶囊对急性脑梗死

大鼠神经功能缺损有保护作用。

药理学研究显示，天丹通络胶囊可抑制大鼠血小板

聚集，促进已聚集的血小板解聚；可延长凝血酶原、凝血酶

和白陶土部分凝血活酶时间，使大鼠凝血时间延长；缩短

大鼠优球蛋白溶解时间；改善肌肉注射地塞米松磷酸钠引

起的激素性血瘀大鼠全血黏度；可延长电流刺激所致大鼠

动脉血栓形成的时间；降低结扎颈总动脉所致的急性脑缺

血大鼠脑血管的通透性和脑组织的含水量；减轻电热阻断

大鼠大脑中动脉所致脑缺血病变的程度犤１１犦。本研究结果

显示，Ｂ组脑梗死组织见大量坏死神经元，呈缺血样病理
改变，空泡样变性坏死数量较多；Ｃ２组脑组织神经细胞坏
死有明显改善；Ｃ１组神经元疏松紊乱，但坏死神经元细胞
减少，表明天丹通络胶囊能明显减少神经元细胞坏死。

脑梗死急性期，缺血区域中央带的神经元在几分钟

内会发生不可逆坏死，出现相应的神经功能缺损症状，

导致神经元凋亡和生物学功能丧失。故细胞凋亡在急性

脑梗死的发生和发展中起重要作用。研究表明，Ｎｏｇｏ－Ａ
可与凋亡途径中的某些保守成分，即半胱天冬酶

（Ｃａｓｐａｓｅ）反应犤１２犦，可直接促进Ｃａｓｐａｓｅ活化。Ｃａｓｐａｓｅ也
是细胞凋亡途径的中心环节。Ｎｏｇｏ－Ａ还可促进哺乳动
物中 Ｃａｓｐａｓｅ－１，Ｃａｓｐａｓｅ－３，Ｃａｓｐａｓｅ－６，Ｃａｓｐａｓｅ－７，
Ｃａｓｐａｓｅ－８，Ｃａｓｐａｓｅ－１０的活化。Ｎｏｇｏ－Ａ在神经细胞
表面相互作用，并参与受体和线粒体的凋亡途径。基于

此，抑制 Ｎｏｇｏ－Ａ的激活可能是脑梗死的重要治疗靶
点。ＬＰＡ在毛细血管附近的星形胶质细胞足突和室管膜
细胞中组成性表达，通过充当血脑屏障（ＢＢＢ）和血脑脊
液屏障的关键成分来调节脑脊液稳态犤１３犦。在缺氧和局

部缺血中，血脑屏障的破坏和血管通透性的增加与大脑

中ＬＰＡ的上调有关。ＬＰＡ在脑缺血中上调，并与血脑屏
障破坏、水肿形成和出血性转化密切相关。在急性脑缺

血中，血脑屏障破坏与 ＬＰＡ的表达上调相关，可能加剧
神经元损伤和治疗后的出血性转化。活化的 ＬＰＡ可直
接破坏神经血管基质，如紧密连接蛋白（ＺＯ－１，
ｃｌａｕｄｉｎ－５，ｏｃｃｃｌｕｄｉｎ）和基底层（胶原蛋白Ⅳ，层黏连蛋
白和纤连蛋白），并导致血脑屏障分解最终出血和水肿。

动物实验表明，降低了活性ＬＰＡ的上调，血脑屏障出血
减少，进而减少脑梗死的发生犤１４犦。本研究结果显示，天

丹通络胶囊明显降低了脑梗死海马区 Ｎｏｇｏ－Ａ及 ＬＰＡ
的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。表明天丹通络胶囊可能通
过抑制脑梗死海马区Ｎｏｇｏ－Ａ及ＬＰＡ的ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平，进而抑制神经元细胞的坏死与凋亡。

综上所述，天丹通络胶囊对急性脑梗死大鼠神经功

能缺损有防护作用；其作用机制可能与天丹通络胶囊通

过抑制脑梗死海马区Ｎｏｇｏ－Ａ及ＬＰＡ的ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平，进而抑制了神经元细胞的坏死与凋亡有关。
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