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·论著·

四逆汤对复苏后综合征脑保护作用的实验研究
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【摘要】 目的 探讨四逆汤对大鼠心肺复苏（CPR）后综合征的脑保护作用及其机制。方法 将 50 只 SD
大鼠按随机数字表法分为假手术组（n＝10）、CPR 模型组（n＝20）和四逆汤治疗组（n＝20）。采用气管夹闭法
复制大鼠心搏骤停模型，心脏停跳 5 min 后行 CPR。四逆汤治疗组以 5 g/kg 的四逆汤灌胃治疗，每 24 h 给药
1 次，假手术组和 CPR 模型组给予等量生理盐水灌胃。于复苏前和复苏后 6、12、24、48、72 h 取大鼠静脉血，
用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定血清白细胞介素-6（IL-6）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平；于复苏后 
72 h 取各组大鼠脑皮质，用免疫组化法检测脑组织天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）含量，用蛋白
质免疫印迹试验（Western Blot）测定大鼠脑组织 caspase-3 蛋白表达，用原位末端缺刻标记试验（TUNEL）测定
脑组织细胞凋亡情况。结果 随时间延长，CPR模型组和四逆汤组 IL-6、TNF-α水平均呈先升高后降低的趋
势，IL-6 于复苏后 24 h 达峰值，TNF-α于复苏后 48 h 达峰值，复苏后 72 h 均降低；自复苏后 6 h 开始，CPR
模型组和四逆汤治疗组血清 IL-6（ng/L：61.79±1.31、62.49±1.42 比 21.48±0.79）、TNF-α（ng/L：48.32±1.98、
25.32±1.96 比 18.34±2.45）水平即显著高于假手术组，四逆汤治疗组 IL-6 于复苏后 12 h 起（ng/L：70.41±2.21
比 88.32±1.59）、TNF-α 于复苏后 6 h 起（ng/L：25.32±1.96 比 48.32±1.98）明显低于 CPR 模型组（均 P＜
0.05），持续到复苏后 72 h，两组 IL-6、TNF-α在结束时均未恢复到正常水平（均 P＜0.05）。复苏结束后，CPR
模型组脑组织 caspase-3 含量和蛋白表达以及细胞凋亡率均明显高于假手术组〔caspase-3 含量（A值，×103）：
2.59±0.26 比 1.57±0.06，caspase-3 蛋白（灰度值）：0.80±0.08 比 0.43±0.04，细胞凋亡率：（2.01±0.08）%比
（0.26±0.02）%，均 P＜0.05〕，四逆汤治疗组上述指标均显著低于 CPR 模型组〔caspase-3 含量（A值，×103）：
1.89±0.08 比 2.59±0.26，caspase-3 蛋白表达（灰度值）：0.57±0.02 比 0.80±0.08，细胞凋亡率：（1.03±0.05）%
比（2.01±0.08）%，均 P＜0.05〕。结论 四逆汤对大鼠复苏后综合征的脑保护作用可能是通过抑制炎症因子及
减少细胞凋亡来实现的。
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【Abstract】 Objective To approach the brain protective effect and mechanism of Sini decoction on rats 
with cardiopulmonary resuscitation (CPR) syndrome. Methods Fifty Sprague-Dawley (SD) rats were divided into 
sham operation group (n = 10), CPR model group (n = 20) and Sini decoction treatment group (n = 20) by random 
number table. The rat models were established by trachea clipping to induce cardiac arrest, and after heart beat 
stopped for 5 minutes, CPR was carried out. In the Sini decoction group, Sini decoction 5 g/kg was given through  
a stomach tube, once per 24 hours, while in the sham and CPR model groups, the same amount of normal saline was 
given by the same method at the same time. Venous blood was collected before CPR and 6, 12, 24, 48 and 72 hours 
after CPR, and the levels of serum interleukin-6 (IL-6) and tumour necrosis factor-α (TNF-α) were determined 
by enzyme linked immunosorbent test (ELISA); after CPR for 72 hours, the rat brain tissue was obtained from all 
the groups, the content of caspase-3 in brain tissue was detected by immunohistochemistry method, and its protein 
expression caspase-3 was detected by Western Blot; the apoptosis situation of brain tissue was detected by terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated duTP nick end labeling (TUNEL). Results With the prolongation of time, 
the levels of IL-6 and TNF-α in CPR model and Sini decoction groups showed a tendency firstly increased and then 
decreased, IL-6 reached its peak value after resuscitation for 24 hours, while TNF-α reached its peak value after 
resuscitation for 48 hours, and both IL-6 and TNF-α were decreased after resuscitation for 72 hours ; beginning 
from 6 hours after resuscitation, the levels of serum IL-6 (ng/L: 61.79±1.31, 62.49±1.42 vs. 21.48±0.79) and 
TNF-α (ng/L: 48.32±1.98, 25.32±1.96 vs. 18.34±2.45) in CPR model and Sini decoction treatment groups were 
all significantly higher than those in sham group, since 12 hours after resuscitation, the level of IL-6 was significantly 
lower in Sini decoction than that in CPR model group (ng/L: 70.41±2.21 vs. 88.32±1.59), and since 6 hours after 
resuscitation, TNF-α was obviously lower in Sini decoction group than that in CPR model group (ng/L: 25.32±1.96 
vs. 48.32±1.98, all P < 0.05), both IL-6, TNF-α persisting to 72 hours after resuscitation, and their levels did not 
return to normal at the end of experiment in the two groups. After the end of resuscitation, the content and protein 
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 复苏后综合征是心搏骤停患者经人工心肺复苏

（CPR）后、虽自主循环恢复（ROSC），但出现一系列

特殊病理生理状态的疾病。CPR 后，各组织器官血

流灌注不足和缺血，引起细胞不同程度功能损害或

再灌注损伤，常继发出现心、脑、肺、肝、肾和消化系

统等的功能障碍甚至衰竭，是 CPR 患者的主要死亡

原因［1］。临床研究显示，CPR 存活出院患者，约有

50%存在永久性神经系统损害，而住院患者中 60%

以上死于复苏后脑损伤，CPR 的成败关键在于脑复

苏［2］。目前国内外对复苏后脑功能恢复治疗措施

的研究还较少，而中医中药在复苏后综合征中应用

的研究日益增加，四逆汤因其在治疗心脑血管疾病

中的疗效显著越来越受到关注，对其药理学方面的

研究也倍受重视，四逆汤目前多用于复苏后心肌的

保护，较少有将其用于脑功能恢复的研究。本研究

探讨四逆汤对复苏后综合征大鼠的脑保护作用及其

机制，为临床 CPR的治疗提供理论基础。

1 材料与方法
1.1 实验动物及分组：选择 48～62 日龄健康 SD
大鼠 50 只，雌雄不限，体质量 235～368 g，由中国科

学院放射研究所动物实验中心提供，动物合格证号：

SCXK（京）2012-0001。将大鼠按随机数字表法分

为假手术组（n＝10）、CPR 模型组（n＝20）、四逆汤
治疗组（n＝20）。四逆汤治疗组进行常规 CPR，待
ROSC 后给予 5 g/kg 四逆汤灌胃治疗〔四逆汤遵循

《伤寒论》中原处方规定由熟附子、干姜、炙甘草按

5：3：2比例配置，即附片15 g、干姜9 g、炙甘草6 g〕，

每日 1 次，假手术组和 CPR 模型组灌胃治疗等量 

生理盐水。

1.2 动物模型制备及处理：大鼠麻醉后固定于手
术台上，于右侧股部行约 1 cm 切口，分离股动脉，

置入 24 号套管针连接压力换能器，使用多功能生

理监护仪监测有创动脉压和心电图。从颈部行正

中切口，分离气管并插入气管导管（14G 套管针外

套管），于呼气末夹闭气管导管致大鼠心搏骤停，停

跳 5 min 后开始 CPR，复苏开始给予机械通气，通气

频率 80 次 /min，潮气量 6 mL/kg，吸入氧浓度（FiO2）

1.00，出现自主心律、脉搏波且收缩压≥60 mmHg 

（1 mmHg＝0.133 kPa）持续 10 min 以上判定为ROSC。 

所有实验参数设计和记录均参照复苏实验研究的

Utstein模式。假手术组仅进行气管插管等手术操作，

不进行心搏骤停和 CPR。

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法
1.3.1 血清炎症因子水平测定：于复苏前和复苏后
6、12、24、48、72 h 取大鼠静脉血，用酶联免疫吸附

试验（ELISA）测定血清白细胞介素-6（IL-6）和肿

瘤坏死因子 -α（TNF-α）水平，试剂盒均购自美国

Ebioscience 生物有限公司。

1.3.2 脑组织天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3
（caspase-3）测定：复苏后 72 h 处死大鼠，取大鼠 

脑皮质。

1.3.2.1 含量测定：用免疫组化法测定脑组织
caspase-3 含量，用 Image-Pro Plus 6.0 软件分析棕褐

色累积吸光度（A）值。
1.3.2.2 蛋白表达测定：用蛋白质免疫印迹试验
（Western Blot）测定脑组织 caspase-3 蛋白表达水平，

结果以β肌动蛋白（β-actin）为内参，计算各组

caspase-3 蛋白相对含量。

1.3.2.3 细胞凋亡情况测定：用原位末端缺刻标记
试验（TUNEL）测定脑组织细胞凋亡情况，200 倍光

镜下，每组切片拍摄 5 个阳性视野，细胞凋亡率用

TUNEL 阳性或 caspase-3/TUNEL 双阳性细胞数 / 高

倍视野下细胞数×100% 来计算。
1.4 统计学处理：使用 SPSS 18.0 统计软件处理
数据，符合正态分布的计量资料以均数±标准差
（x±s）表示，采用 t检验，P＜0.05 为差异有统计学
意义。

2 结 果
2.1 各组大鼠复苏不同时间点血清 IL-6、TNF-α

expression of caspase-3 and rate of cell apoptosis in the brain tissue in CPR model group were significantly higher 
than those in the sham group [caspase-3 content (A value, ×103): 2.59±0.26 vs. 1.57±0.06, caspase-3 protein  
(gray value): 0.80±0.08 vs. 0.43±0.04, apoptosis rate: (2.01±0.08)% vs. (0.26±0.02)%, all P < 0.05], above indexes 
in the Sini decoction treatment group were significantly lower than those in the CPR model group [caspase-3 content  
(A value, ×103): 1.89±0.08 vs. 2.59±0.26, caspase-3 protein (gray value): 0.57±0.02 vs. 0.80±0.08, apoptosis rate: 
(1.03±0.05)% vs. (2.01±0.08)%, all P < 0.05). Conclusion The Sini decoction has a protective effect on rats with  
post-resuscitation syndrome, and its mechanism is possibly realized by the inhibition of inflammatory factors and 
reduction of cell apoptosis.

【Key words】 Sini decoction; Post-resuscitation syndrome; Interleukin-6; Tumour necrosis factor-α;  
Caspase3
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水平比较（表 1）：随时间延长，CPR 模型组和四逆

汤治疗组 IL-6、TNF-α水平均呈先升高后降低的

趋势，IL-6 于复苏后 24 h 达峰值，TNF-α于复苏后 

48 h 达峰值，复苏后 72 h 均降低，自复苏后 6 h 开

始，CPR 模型组和四逆汤治疗组血清 IL-6、TNF-α

水平即显著高于假手术组，IL-6 于复苏后 12 h 起、

TNF-α于复苏后 6 h 起四逆汤治疗组均低于 CPR

模型组（均 P＜0.05），两组在实验结束时 IL-6、
TNF-α均未恢复到正常水平。

2.4 各组大鼠脑组织细胞凋亡率比较（表 2）：CPR
模型组和四逆汤治疗组细胞凋亡率均较假手术组明

显升高，四逆汤治疗组细胞凋亡率较 CPR 模型组明

显降低（均 P＜0.05）。
3 讨 论
 CPR 后机体出现一系列复杂的病理生理状态，

对机体的预后有重要影响［3］。复苏后综合征的发

病机制目前尚未明确，主要包括缺血 / 再灌注（I/R）

损伤、炎症反应和细胞凋亡，其中炎症反应是造成

I/R 损伤的主要原因之一［4］。复苏后综合征的发生

发展与一系列信号转导途径有关，其中炎症因子起

着关键性的作用，目前研究较多的炎症因子包括巨

噬细胞炎症蛋白 -3α（MIP-3α）、IL-6、TNF-α、

IL-8、IL-10 等，炎症因子主要通过细胞信号转导途

径来调控相应基因的表达从而参与炎症反应［5］，因

此抑制炎症反应过程中炎症因子的表达对减轻CPR

后器官损伤具有重要临床意义。

 IL-6 和 TNF-α 是炎症反应中研究较多的炎

症因子。TNF-α主要由活化的单核 -巨噬细胞产

生，具有多种生物学活性，可提高中性粒细胞的吞噬

能力，激活一系列信号转导途径［6］，TNF-α作为经

典的炎症启动因子，可以刺激 IL-6 等的释放，在机

体应激反应早期发挥着核心作用，虽然其半衰期较

短，但却能导致炎症因子的“瀑布样”释放，促进其

他炎症介质的分泌，引起机体代谢及血流动力学的

改变。IL-6 作为炎症细胞因子中的主要成员，可诱

导系统性急性期反应物释放，是调节细胞免疫和体

液免疫的核心因子，在组织受损后 2～4 h 升高，其

升高程度往往与疾病的严重程度密切相关［7］。本

研究显示，从复苏后 6 h 开始，CPR 模型组和四逆

汤治疗组血清 IL-6 水平显著高于假手术组，随着时

间的延长，CPR 模型组和四逆汤治疗组复苏后 24 h 

达到峰值，以后逐渐降低，两组实验结束后均未恢

复到正常水平，CPR 模型组及四逆汤治疗组复苏

后 TNF-α水平逐渐升高，至 48 h 达峰值后下降， 

72 h 仍明显高于假手术组。

 目前认为细胞凋亡是 CPR 后神经功能障碍的

重要机制之一［8］。细胞凋亡的途径有 3种［9］：死亡

表 1 各组大鼠复苏不同时间点 
血清 IL-6及 TNF-α水平比较（x±s）

组别 时间
动物数
（只）

IL-6
（ng/L）

TNF-α
（ng/L）

假手术组 10 21.48±0.79 18.34±2.45
CPR 模型组 复苏前 20 20.35±0.67 19.01±2.09

复苏后 6 h 20 61.79±1.31 ab 48.32±1.98 ab

复苏后 12 h 20 88.32±1.59 ab 59.21±2.45 ab

复苏后 24 h 20 92.46±1.98 ab 79.38±2.36 ab

复苏后 48 h 20 82.96±1.83 ab 92.11±3.76 ab

复苏后 72 h 20 70.68±1.42 ab 66.58±3.21 ab

四逆汤治疗组复苏前 20 21.79±0.56 18.79±2.34
复苏后 6 h 20 62.49±1.42 ab 25.32±1.96 abc

复苏后 12 h 20 70.41±2.21 abc 42.51±1.31 abc

复苏后 24 h 20 78.32±1.22 abc 52.32±1.78 abc

复苏后 48 h 20 63.48±1.69 abc 62.16±2.09 abc

复苏后 72 h 20 49.52±2.05 abc 48.31±1.32 abc

注：与复苏前比较，aP＜0.05；与假手术组比较，bP＜0.05；与 CPR 
模型组比较，cP＜0.05

表 2 各组脑组织 caspase-3含量、 
蛋白表达及细胞凋亡率的比较（x±s）

组别
动物数
（只）

caspase-3 含量
（A值，×103）

caspase-3 蛋白
表达（灰度值）

细胞凋亡率
（%）

假手术组 10 1.57±0.06 0.43±0.04 0.26±0.02
CPR 模型组 20 2.59±0.26 a 0.80±0.08 a 2.01±0.08 a

四逆汤治疗组 20 1.89±0.08 ab 0.57±0.02 ab 1.03±0.05 ab

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与 CPR 模型组比较，bP＜0.05

2.2 各组大鼠脑组织 caspase-3 含量比较（表 2）：
假手术组和四逆汤治疗组均可见一定量 caspase-3

表达，CPR 模型组可见大量棕褐色 caspase-3 表达。

CPR 模型组、四逆汤治疗组 caspase-3 含量较假

手术组明显升高，四逆汤治疗组 caspase-3 含量较

CPR 模型组明显降低（均 P＜0.05）。

图 1 Western Blot检测各组大鼠脑组织 caspase-3蛋白表达

假手术组

caspase-3

β-actin

CPR模型组 四逆汤治疗组

2.3 各组大鼠脑组织 caspase-3 蛋白表达水平
比较（表 2；图 1）：CPR 模型组、四逆汤治疗组

caspase-3 蛋白表达均较假手术组明显增加，四逆汤

治疗组 caspase-3 蛋白表达较 CPR 模型组明显减少 

（均 P＜0.05）。
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受体途径、线粒体途径和内质网途径，这 3 条途径

中除线粒体途径中的凋亡诱导因子途径外，其他途

径都是经过 caspase 家族的激活而实现的。caspase

是一组存在于细胞质中具有相似结构的蛋白酶，与

真核细胞的凋亡密切相关，并参与细胞的生长、分

化及凋亡调节。Caspase 是一种很普遍的细胞凋亡

驱动器，其活化是细胞程序性死亡中细胞蛋白裂解

的一个重要环节，caspase 家族蛋白在哺乳动物神经

细胞的凋亡过程中起核心作用，从一定程度上反映

细胞凋亡的程度。其中起细胞凋亡执行作用的是

caspase-3、6、7。在细胞凋亡进程中，细胞核形态

变化与 caspase-3 的表达起着重要提示作用。活化

的 caspase-3 是 caspase 家族中引起细胞凋亡的关

键酶，能导致 DNA 片段化、凋亡小体形成和神经细

胞死亡［10］。有研究表明，在氧化应激过程中，细胞

caspase-3 表达增多，TUNEL 阳性细胞数量也会相

应的增多［11］。本研究亦显示，CPR 模型组脑组织

caspase-3 表达及细胞凋亡率均明显高于假手术组。

 四逆汤是东汉张仲景《伤寒杂病论》中治疗少

阴虚寒证的主方，现代药理学研究表明，四逆汤具

有调节免疫功能、清除氧自由基、保护内皮细胞、调

节血压和改善冠状动脉循环、增加组织灌注及预防

休克等的作用［12］，还可显著提高内毒素诱导腹腔

巨噬细胞免疫反应实验模型大鼠巨噬细胞的吞噬

功能及代谢活性，减少炎症因子 TNF-α和 IL-6 的 

释放［13］。本研究显示，四逆汤治疗组血清 TNF-α、

IL-6 水平和脑组织 caspase-3 表达及细胞凋亡率

均明显低于 CPR 模型组，四逆汤可能是通过下调

TNF-α和 IL-6 的表达水平，抑制炎症反应，并通过

减少细胞凋亡，起到有效改善 CPR 大鼠脑功能的作

用，为中西医结合防治复苏后综合征脑功能恢复提

供了实验依据。尽管四逆汤在抗心肌缺血、保护脑

缺血后损伤、降血压、抗动脉粥样硬化、免疫调节及

抗休克等方面的药理学研究已取得了很大进展，但

对于四逆汤的药理学作用及相关机制仍值得进一步

的探讨。
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