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·论著·
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【摘要】 目的  基于磷脂酰肌醇 -3- 激酶 / 蛋白激酶 B/ 糖原合成激酶 -3β（PI3K/Akt/GSK-3β）信号通路

探讨竹沥汤对急性一氧化碳中毒（COP）所致脑损伤的治疗作用及其分子机制。方法  将 225 只健康成年雄性

SD 大鼠按随机数字表法分为正常对照组、COP 模型组、丁苯酞（NBP）治疗组、竹沥汤治疗组及 NBP+ 竹沥汤

治疗组，每组 45 只。采用高压氧舱二次吸入法复制 COP 大鼠模型。采用湿质量 / 干质量法观察各组大鼠脑组

织含水量，苏木素 - 伊红（HE）染色观察各组大鼠脑组织皮质区结构形态改变；采用免疫组化法、蛋白质免疫印

迹试验（Western blotting）检测脑皮质区磷酸化 PI3K（P-PI3K）、磷酸化 Akt（P-Akt）、磷酸化 GSK-3β（P-GSK-3β） 

蛋白表达水平的变化；采用尼氏染色、原位末端缺刻标记试验（TUNEL）检测各组脑皮质区细胞凋亡情况；采

用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测炎症因子白细胞介素 -1β（IL-1β）水平。结果  与正常对照组比较，制

模后 1 d，COP 模型组大鼠出现明显脑水肿，脑组织含水量明显升高〔（90.44±1.36）% 比（75.49±1.00）%〕，

皮质区细胞核固缩，尼氏小体数量明显减少（个：322.00±14.92 比 418.00±25.17），凋亡细胞数增多（个：

38.01±1.60 比 6.20±0.80），血清 IL-1β水平明显升高（ng/L：221.50±9.67 比 49.23±4.50），差异均有统计学

意义（均 P＜0.05）。随着中毒时间延长，3 个治疗组大鼠脑组织含水量均较 COP 模型组明显下降，皮质区

细胞结构相对完整，尼氏小体数目增多，凋亡细胞明显减少，IL-1β的明显下降；P-PI3K、P-Akt、P-GSK-3β 

的蛋白表达水平明显升高，竹沥汤治疗组和 NBP 治疗组各时间点比较差异无统计学意义，但 NBP+ 竹沥汤

治疗组的改善程度明显优于 NBP 治疗组和竹沥汤治疗组，而且在制模后 7 d 即出现统计学差异〔尼氏小体数

量（个）：347.80±14.11 比 310.00±13.77、308.60±11.52；P-PI3K 蛋白含量（A 值）：0.82±0.05 比 0.70±0.05、

0.70±0.04；P-Akt 蛋白含量（A 值）：0.87±0.05 比 0.72±0.05、0.74±0.04；P-GSK-3β蛋白含量（A 值）：0.82±0.06

比 0.71±0.03、0.69±0.02；皮质区细胞凋亡数（个）：32.19±1.31 比 39.51±1.23、40.20±1.50，IL-1β（ng/L）：

71.60±2.98 比 86.01±3.82、90.10±4.47，均 P＜0.05〕。结论  竹沥汤能激活 PI3K/Akt/GSK-3β信号通路，改

善 COP 引起的脑水肿，减少细胞凋亡，抑制炎症反应，具有脑保护作用。竹沥汤与 NBP 联用效果更显著。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  therapeutic  effect  and molecular mechanism  of  Zhuli  decoction  on 
brain  injury  induced  by  acute  carbon  monoxide  poisoning  (COP)  based  on  the  phosphatidylinositol  3  kinase/protein 
kinase  B/glycogen  synthase  kinase-3β  (PI3K/Akt/GSK-3β)  signaling  pathway.  Methods  A  total  of  225  healthy 
adult male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into five groups by a random number table: normal control 
group,  COP  model  group,  butylphthalide  (NBP)  treatment  group,  Zhuli  decoction  treatment  group,  and  NBP+Zhuli 
decoction treatment group, with 45 rats in each group. The COP rat model was established using the hyperbaric oxygen 
chamber double-inhalation method. Brain  tissue water content was measured using  the wet weight/dry weight method. 
Hematoxylin-eosin  (HE) staining was used to observe  the structural and morphological changes  in  the cerebral cortex. 
Immunohistochemistry  and Western  blotting  were  employed  to  detect  the  protein  expression  levels  of  phosphorylated 
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  一氧化碳中毒（carbon monoxide poisoning，COP）

是急性中毒事件中发病率和致死率较高的疾病类

型之一。据统计，约 60% 的中毒相关死亡由 COP

导致［1］。COP 可引起机体各个组织缺氧，其中中枢

神经系统耐缺氧能力差，在恢复氧供的时候又极易

发生再灌注损伤，因此最易受到一氧化碳（carbon 

monoxide，CO）的毒性损害［2］。在 COP 治疗康复过

程中，部分患者可经历 2～60 d 的“假愈期”，之后

再次出现以神经系统损害为主要特征的后遗症（发

生率约 12%～68%）［3］，临床称为 COP 后迟发性脑

病（delayed encephalopathy after COP，DEACMP），常

常表现为认知能力下降、运动障碍（如肌肉僵硬、震

颤）、反应迟缓、情绪抑郁、自主神经功能失调以及

行为异常等［4］，尤以认知功能障碍的发生率最高，严

重影响患者的生活质量。

  目前，COP 引发的急性脑损伤及 DEACMP 的

具体机制尚未完全明确。现有研究表明，细胞凋亡

可能是其中一种关键机制，并与患者出现的广泛认

知功能减退和运动障碍密切相关［5-6］。磷脂酰肌醇

3- 激酶 / 蛋白激酶 B（phosphatidylinositol 3 kinase/ 

protein kinase B，PI3K/Akt）信号通路作为调控细胞

存活的核心途径之一，参与包括细胞生长、增殖、

生存及糖代谢在内的多种生命过程，对心血管疾

病、神经系统病变乃至癌症的发生发展均有重要影

响。该通路的下游效应分子——糖原合成激酶 -3β

（glycogen synthase kinase-3β，GSK-3β）可 通 过 磷

酸化修饰参与凋亡过程的调控，并在神经系统发

育、学习记忆功能及神经退行性疾病中发挥重要作 

用［7］。在治疗方面，高压氧疗法是目前临床广泛应

用且被认为对急性 COP（acute COP，ACOP）最有效

的治疗手段之一［8］。然而，该疗法能否减轻或改善

DEACMP 等神经系统后遗症，仍存在较大争议［9］。

有研究者指出，高压氧对神经细胞凋亡的保护作用

具有明显的时间窗口，超过特定时段可能不仅无益，

甚至会加剧神经后遗症的发生［10］，并引起潜在的再

灌注损伤［11］。因此，开发更为安全有效的药物治疗

仍是该领域的重要研究方向。

  中医药古籍中就有关于 COP 的记载，当时称之

为“中煤炭毒”，后世医家也陆续提出了多种中毒后

的救治方法，《千金翼方·卷第十七·中风下》记

PI3K  (P-PI3K),  phosphorylated Akt  (P-Akt),  and  phosphorylated GSK-3β  (P-GSK-3β)  in  the  cerebral  cortex.  Nissl 
staining  and  terminal-deoxynucleotidyl  transferase  mediated  dUTP  nick  end  labeling  (TUNEL)  were  used  to  assess 
neuronal  apoptosis  in  the  cerebral  cortex.  The  level  of  the  inflammatory  factor  interleukin-1β  (IL-1β) was  detected 
by  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  Results  Compared with  the normal  control  group,  at  1 day  after 
modeling, rats in the COP model group showed significant brain edema, with a marked increase in brain water content 
[(90.44±1.36)% vs. (75.49±1.00)%]. Nuclear pyknosis was observed in the cerebral cortex, a significant reduction in the 
number of Nissl bodies (number: 322.00±14.92 vs. 418.00±25.17), an increase in the number of apoptotic cells (number: 
38.01±1.60 vs. 6.20±0.80), and elevated serum IL-1β levels  (ng/L: 221.50±9.67 vs. 49.23±4.50),  the differences 
were statistically significant (all P < 0.05). With prolonged poisoning time, all three treatment groups showed decreased 
brain water content compared  to  the COP model group. The cortical cell structure was relatively  intact,  the number of 
Nissl bodies increased, a significant reduction in apoptotic cells, and IL-1β level was decreased. The protein expression 
levels of P-PI3K, P-Akt, and P-GSK-3β were significantly elevated. There were no statistically significant differences 
between the Zhuli decoction  treatment group and the NBP treatment group at each time point. However,  the degree of 
improvement in the NBP+Zhuli decoction treatment group was significantly better than that in either the NBP treatment 
group  or  the  Zhuli  decoction  treatment  group  alone.  Notably,  statistically  significant  differences  emerged  as  early  as  
7 days post-modeling [Nissl bodies (number): 347.80±14.11 vs. 310.00±13.77, 308.60±11.52; P-PI3K protein level  
(A value): 0.82±0.05 vs. 0.70±0.05, 0.70±0.04; P-Akt protein level (A value): 0.87±0.05 vs. 0.72±0.05, 0.74±0.04; 
P-GSK-3β  protein  level  (A  value):  0.82±0.06  vs.  0.71±0.03,  0.69±0.02;  number  of  apoptotic  cells  in  cortex 
(number):  32.19±1.31  vs.  39.51±1.23,  40.20±1.50;  IL-1β  (ng/L):  71.60±2.98  vs.  86.01±3.82,  90.10±4.47; 
all  P  <  0.05].  Conclusions  Zhuli  decoction  can  activate  the  PI3K/Akt/GSK-3β  signaling  pathway,  ameliorate 
cerebral edema induced by COP, reduce neuronal apoptosis, and inhibit the inflammatory response, thereby exerting a 
neuroprotective effect. The combination of Zhuli decoction with NBP yields a more significant therapeutic effect.

【Key words】  Acute carbon monoxide poisoning brain injury;  Zhuli decoction;  Phosphatidylinositol 3 kinase/
protein kinase B/glycogen synthase kinase-3β signaling pathway;  Apoptosis;  Neuroprotective effect
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载：“凡初得风，四肢不收，心神昏愦，眼不识人，言

不出口……得患即服此竹沥汤方”，该方由竹沥、生

姜汁和葛根汁组成。孙思邈以此方治疗中风早期

所见意识模糊、言语障碍及运动功能受损，其病机

可归纳为痰浊蒙窍、阻滞络脉，与 COP 所致神昏、

功能障碍在症状与病机层面均有相似之处。本课

题组前期通过动物实验和 Meta 分析表明，丁苯酞

（butylphthalide，NBP）对 COP 所致脑损伤有显著疗

效［12-14］。基于此，本研究以 NBP 作为阳性对照，通

过动物实验评价竹沥汤单用及与 NBP 联用对 ACOP

大鼠脑损伤的干预效果，初步探讨其分子机制，为推

进该方的临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物：选择 225 只健康成年雄性 SPF 级

SD 大鼠，体质量 200～220 g，购自北京斯贝福生物

技术有限公司，动物许可证号：SCXK（京）2019-

0010，适应性喂养 7 d 后用于实验。

1.2 COP 脑损伤动物模型的制备：将大鼠置于 

100 L 动物氧舱中，持续通入 CO 气体，首先使舱内

CO 浓度在 10 min 内逐渐升高至约 1 145 mg/m3，随

后进一步提高至约 2 290 mg/m3 并维持 20 min。染

毒结束后，立即将大鼠移出氧舱，使其呼吸新鲜空

气［13］。制模过程中有 4 只大鼠死亡，后续补充 4 只

符合条件的大鼠以保持各组样本量。整个染毒期间

密切观察大鼠的意识状态及行为表现。出舱后，立

即采集每只大鼠左侧股动脉血 0.3 mL，用血气分析

仪测定碳氧血红蛋白（carboxyhemoglobin，COHb）水

平。COHb≥40%、出现短暂意识丧失并在 2 h 内恢

复者，判定为 COP 模型复制成功。

1.3 伦理学：全过程严格遵守动物实验伦理准则，

并获得深圳大学医学部伦理委员会批准（审批号：

A202200121）。

1.4 研究分组及干预措施：按随机数字表法将大鼠

分为 5 组，每组 45 只。正常对照组、COP 模型组、

NBP治疗组、竹沥汤治疗组及NBP+ 竹沥汤治疗组。

每组按观察时间点划分为1、7、14和 30 d 4个亚组，

其中 1、7 和 30 d 亚组各 10 只，14 d 亚组为 15 只。

NBP 治疗组给药方案参照本课题组前期研究方 

法［13］，每日给药 2 次，每次剂量为 60 mg/kg。竹

沥汤治疗组的中药剂量依据成人每日用量〔竹沥 

60 mL（约 60 g）、葛 根 30 g、生 姜 9 g，分 2 次 服

用〕进行换算，按人与大鼠药物等效剂量换算系数

6.2 计算［15］，得出大鼠每日生药用量为 9.73 g/kg。

NBP+ 竹沥汤治疗组每日早晚分别灌胃 NBP 和竹

沥汤，给药间隔 2 h。正常对照组和 COP 模型组在

同一时间灌胃等体积双蒸水。

1.5 检测指标及方法

1.5.1 脑组织含水量检测：采用湿质量 / 干质量法

测定。分别于制模后 1、7、14 和 30 d 从每组随机

取 5 只大鼠，经 3% 戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉后

迅速断头取全脑，立即称量获取湿质量，随后置于 

100 ℃烘箱中干燥 24 h，再次称量得干质量。计算

脑组织含水量〔脑组织含水量＝（湿质量－干质

量）/ 湿质量〕×100%。以 5 只大鼠计算结果的均

值作为该组该时间点的最终数据。

1.5.2 大鼠脑组织皮质区病理学观察：于各设定时

间点从每组取 5 只大鼠，麻醉后经心脏灌注并采集

完整脑组织，制备石蜡切片。切片用苏木素 - 伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色后，在光学显微镜下观

察各组大鼠脑组织皮质区结构形态的改变。

1.5.3 尼氏染色观察尼氏小体数量和形态：石蜡切

片经尼氏染色液染色，阴性对照切片不滴加染色液，

用磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS）代替；

显微镜下观察各组尼氏小体数量和形态的变化。

1.5.4 免疫组化法测定磷酸化PI3K（phosphorylation- 

PI3K，P-PI3K）、磷酸化Akt（phosphorylation Akt，P-Akt）、 

Ser9 抗体磷酸化 -GSK-3β（phosphorylation-GSK-3β， 

P-GSK-3β）的蛋白含量：参照本课题组前期的研

究方法［13］。石蜡切片孵育 P-PI3K（Tyr458）、P-Akt

（Ser473）和 P-GSK-3β（Ser9）抗体，随后进行显色

反应，显微镜下观察目标蛋白的表达与分布情况，并

利用 Image J 图像分析软件定量检测各染色区域的

平均吸光度（absorbance，A 值），各组 A 值的统计结

果均以正常对照组的均值进行归一化处理。

1.5.5 采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）

检测脑皮质区 PI3K、P-PI3K（Tyr458）、Akt、P-Akt

（Ser473）、GSK-3β、P-GSK-3β（Ser9）的蛋白表达水

平：为了进一步印证免疫组化结果，本研究拟通过

Western blotting 验证制模后 14 d 每组上述指标的

蛋白表达水平。每组取 5 只大鼠，于制模后 14 d 在

冰上迅速断头取脑，采集脑组织样本。参照文献方

法［13］，以 3- 磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）为内参照，采用

Image J 软件对目标蛋白条带的灰度值进行定量分

析，计算目的蛋白的相对表达水平。

1.5.6 采 用 原 位 末 端 缺 刻 标 记 法（terminal-
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deoxynucleotidyl  transferase mediated dUTP nick end 

labeling，TUNEL）检测各组脑皮质区细胞凋亡情况：

石蜡切片经 TUNEL 反应液染色后，使用含 4’6 二

脒基 -2- 苯基吲哚（4'-6-diamidimo-2-phenylindole，

DAPI）的抗荧光淬灭封片剂进行封片，最后在荧光

显微镜下观察并采用 Image J 软件进行图像分析。

1.5.7  采 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）检测各组大鼠血清

中 白 细 胞 介 素 -1β（interleukin-1β，IL-1β）含

量：将样本和标准品加入预包被抗体的酶标板，

经孵育、洗板后依次加入生物素化抗体、辣根过

氧化物酶和 3，3’，5，5’- 四甲基联苯胺（3，3'，5，

5'-tetramethylbenzidine，TMB）底物，终止反应后立即

用酶标仪测定 450 nm 波长下的 A 值，最后根据标准

曲线计算得出各样本 IL-1β的水平。

1.5.8  相关性分析：通过 Pearson 相关性分析法探

究细胞凋亡与炎症因子 IL-1β之间的相关性。通

过 Graphpad Prism 软件计算相关系数 r 值，其绝对

值越接近 1 表示相关性越强。

1.6  统计学分析：使用Graph Prism Program 8.0统计

软件进行分析。符合正态分布的计量资料以均数 ± 

标准差（x±s）表示，两组间比较采用独立样本 t 检
验，多组间比较采用单因素方差分析，并运用 Tukey

法进行事后检验。对涉及两个自变量的数据采用双

因素方差分析。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  各组大鼠脑组织含水量的变化（表 1）：正常对

照组脑组织含水量为 70%～80%。COP 模型组各时

间点脑组织含水量较正常对照组明显增加（均 P＜
0.05），其中制模后 1 d 最高，并随中毒时间延长而逐

渐降低，在制模后 30 d 接近正常水平。与相同时间

点 COP 模型组比较，制模后 1～14 d 各治疗组大鼠

脑组织含水量持续降低，制模后 14 d，NBP+ 竹沥

汤治疗组大鼠脑组织含水量明显低于单药 NBP 治

疗组和竹沥汤治疗组（均 P＜0.05）。NBP 治疗组和

竹沥汤治疗组各时间点间比较差异均无统计学意

义（均 P＞0.05）。说明 NBP 和竹沥汤治疗均能减轻

CO 中毒导致的脑水肿，且二者联用效果更好。

2.2  各组大鼠脑组织皮质区结构形态改变（图 1）：

正常对照组大鼠皮质区结构层次排列整齐，轮廓清

晰，组织间隙正常，着色均匀；细胞核呈蓝色，清晰

可见；细胞质为紫红色。与正常对照组比较，COP

模型组大鼠脑组织中正常神经元数量减少，排列紊

乱，并出现细胞核固缩、胞体肿胀及边界模糊等结

构形态变化。NBP 治疗组与竹沥汤组的损伤程度相

近，均较同时间点 COP 模型组减轻，至制模后 30 d 

时部分细胞形态逐渐恢复。NBP+ 竹沥汤治疗组表

现出更明显的保护效应，神经元排列较为整齐，细胞

水肿与核固缩现象显著减轻。

2.3  各组大鼠脑皮质区尼氏小体的变化比较（图 2；

表 2）：正常对照组脑皮质区神经元内尼氏小体形态

规则、排列整齐，颗粒粗大且分布密集。ACOP 后，

大鼠大脑皮质区尼氏小体排列紊乱，形态肿胀变形，

各组尼氏小体数量均明显低于正常对照组（均 P＜
0.05）。制模后 1～30 d 内，COP 模型组尼氏小体数

量随时间推移持续减少，各治疗组尼氏小体数量均

有不同程度回升，其中 NBP+ 竹沥汤治疗组从制模

后 1 d 起即显著高于 COP 模型组，而 NBP 治疗组与

竹沥汤组直至制模后 14 d 才表现出与 COP 模型组

的统计学差异。自制模后 7 d 起，NBP+ 竹沥汤治

疗组尼氏体数量显著多于两种单药治疗组（均 P＜
0.05），NBP 治疗组和竹沥汤组各时间点尼氏小体数

量比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05），表明联

合治疗优于单药应用。

2.4  各组大鼠脑皮质区 P-PI3K、P-Akt、P-GSK-3β 

蛋白的变化比较（图 3～6；表 3～4）：免疫组化

染色结果显示，正常对照组大鼠脑皮质中 P-PI3K

（Tyr458）、P-Akt（Ser473）及 P-GSK-3β（Ser9）的阳

性表达水平较高，而 COP 模型组中各蛋白阳性表

达水平均显著降低，并于制模后 7 d 达到最低值。

NBP 治疗组上述指标于制模后 7 d 升至峰值后趋于

表 1 各组大鼠脑组织含水量的变化比较（x±s）

组别
动物数

（只）

脑组织含水量（%）

制模后 1 d 制模后 7 d

正常对照组 5 75.49±1.00 74.99±0.64
COP 模型组 5 90.44±1.36 a 85.46±0.93 ab

NBP 治疗组 5 86.98±1.46 ac 80.75±1.66 abc

竹沥汤治疗组 5 87.66±2.18 ac 81.32±1.52 abc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 84.73±0.69 ace 78.59±1.27 abce

组别
动物数

（只）

脑组织含水量（%）

制模后 14 d 制模后 30 d

正常对照组 5 74.80±1.76 75.08±1.66
COP 模型组 5 81.48±1.25 ab 79.85±1.65 ab

NBP 治疗组 5 77.77±0.95 abc 76.17±1.21 bc

竹沥汤治疗组 5 78.22±1.10 abc 75.92±1.31 bc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 74.94±0.76 acde 75.07±1.04 bc

注：与正常对照组比较，aP＜0.05；与本组治疗 1 d 比较，bP＜
0.05；与 COP 模型组比较，cP＜0.05；与 NBP 治疗组比较，dP＜0.05；

与竹沥汤治疗组比较，eP＜0.05
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图 2  各组大鼠脑皮质区尼氏小体的变化　尼氏染色　低倍放大

图 1  各组大鼠脑皮质区结构形态的改变　HE 染色　低倍放大
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鼠皮质区 P-PI3K、P-Akt、P-GSK-3β蛋白表达的变

化与免疫组化结果一致。

2.5  各组大鼠脑皮质区细胞凋亡的变化（图 7； 

表5）：正常对照组大鼠脑皮质区仅见少量凋亡细胞，

而 COP 模型组中可见大量形态各异、大小不等的凋

亡细胞。COP 模型组在制模后 1 d 即出现大量凋亡

细胞，制模后 7 d 进一步增加，至制模后 14 d 有所减

少，但仍明显高于正常对照组（P＜0.05）。各治疗组

（NBP 治疗组、竹沥汤治疗组及 NBP+ 竹沥汤治疗

组）在同一时间点的凋亡细胞数量均明显少于 COP

模型组（P＜0.05）。NBP 治疗组与竹沥汤组各时间

点凋亡细胞数比较差异均无统计学意义（P＞0.05）；

而 NBP+ 竹沥汤组凋亡细胞数明显低于同期单药治

疗组（P＜0.05）。结果表明，NBP 和竹沥汤均能有效

抑制 ACOP 所诱导的细胞凋亡，且联合用药效果优

于单一药物治疗。

2.6  各组大鼠血清炎症因子的变化比较（表 6）：与

正常对照组比较，COP 模型组血清中 IL-1β含量于

制模后 1 d 即显著升高，说明 CO 中毒能成功诱导神

经炎症的发生。各治疗组在不同时间点均能有效抑 

制 IL-1β的表达，其中 NBP 联合竹沥汤治疗组抗炎

表 2 各组大鼠脑皮质区尼氏小体变化定量分析（x±s）

组别
动物数

（只）

尼氏小体数量（个）

制模后 1 d 制模后 7 d

正常对照组 5 418.00±25.17 414.20±22.95
COP 模型组 5 322.00±14.92 a 305.00±13.87 a

NBP 治疗组 5 339.80±16.21 a 310.00±13.77 ab

竹沥汤治疗组 5 339.00±  8.69 a 308.60±11.52 ab

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 368.00±14.78 ace 347.80±14.11 abcde

组别
动物数

（只）

尼氏小体数量（个）

制模后 14 d 制模后 30 d

正常对照组 5 416.00±24.14 411.00±24.11
COP 模型组 5 245.20±16.12 ab 239.20±10.85 ab

NBP 治疗组 5 285.40±13.74 abc 268.00±11.81 abc

竹沥汤治疗组 5 290.80±10.52 abc 275.00±11.14 abc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 314.80±  9.04 abcde 313.60±15.21 abcde

注：与正常对照组比较，aP＜0.05；与本组治疗 1 d 比较，bP＜
0.05；与 COP 模型组比较，cP＜0.05；与 NBP 治疗组比较，dP＜0.05；

与竹沥汤治疗组比较，eP＜0.05

图 3  各组大鼠脑皮质区 P-PI3K 蛋白表达的变化　免疫组化　低倍放大

稳定；竹沥汤治疗组与 NBP+ 竹沥汤治疗组于制模

后 7～14 d 期间仍持续升高，其中 NBP+ 竹沥汤治

疗组的高表达水平维持更久，提示 NBP+ 竹沥汤治

疗组可增强治疗效果并延长作用时间。NBP 治疗

组与竹沥汤治疗组各时间点比较差异均无统计学意

义（P＞0.05）。Western blotting 检测制模后 14 d 大
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图 4  各组大鼠脑皮质区 P-Akt 蛋白表达的变化　免疫组化　低倍放大

图 5  各组大鼠脑皮质区 P-GSK-3β蛋白表达的变化　免疫组化　低倍放大
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效果最为显著，尤其在制模后1 d即表现出协同增效 

的作用，至制模后14 d所有治疗组 IL-1β水平均恢复

至与正常对照组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.7  相关性分析：Pearson 相关性分析显示，大鼠血

清中 IL-1β的含量与细胞凋亡数呈显著正相关（r＝ 

0.580，P＜0.001）。该结果表明，在 COP 所致脑损

伤的病理进程中，促炎细胞因子 IL-1β水平升高与

神经元凋亡的严重程度之间存在密切的关联。各

治疗组（尤其是 NBP+ 竹沥汤治疗组）在有效抑制

IL-1β表达的同时，也显著降低了细胞凋亡水平，提

示早期抗炎干预可能抑制细胞凋亡，发挥神经保护

作用，为后续进一步研究提供了思路。

图 6  各组大鼠制模后 14 d 脑皮质区目标蛋白表达的变化

表 4 Western blotting 检测各组大鼠制模后 14 d
脑皮质区目标蛋白的表达水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

脑皮质蛋白表达（灰度值）

P-PI3K/PI3K P-Akt/Akt

正常对照组 5 1.00±0.04 1.00±0.04
COP 模型组 5 0.19±0.04 a 0.20±0.04 a

NBP 治疗组 5 0.56±0.03 ab 0.57±0.05 ab

竹沥汤治疗组 5 0.55±0.05 ab 0.55±0.04 ab

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 0.70±0.05 abcd 0.82±0.05 abcd

组别
动物数

（只）

脑皮质蛋白表达（灰度值）

GSK-3β/GAPDH P-GSK-3β/GAPDH

正常对照组 5 1.00±0.04 1.00±0.06
COP 模型组 5 7.40±0.11 a 0.25±0.04 a

NBP 治疗组 5 4.00±0.34 ab 0.53±0.05 ab

竹沥汤治疗组 5 4.10±0.23 ab 0.53±0.04 ab

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 1.90±0.11 abcd 0.74±0.05 abcd

注：与正常对照组比较，aP＜0.05；与 COP 模型组比较， 
bP＜0.05；与 NBP 治疗组比较，cP＜0.05；与竹沥汤治疗组比较，
dP＜0.05

表 3 免疫组化检测各组大鼠脑皮质 P-PI3K、P-Akt、P-GSK-3β 蛋白含量的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

P-PI3K 蛋白含量（A 值）

制模后 1 d 制模后 7 d 制模后 14 d 制模后 30 d

正常对照组 5 1.00±0.07 1.00±0.07 1.00±0.04 1.00±0.06
COP 模型组 5 0.39±0.04 a 0.30±0.04 ab 0.40±0.04 a 0.43±0.04 a

NBP 治疗组 5 0.48±0.04 ac 0.70±0.05 abc 0.71±0.03 abc 0.71±0.05 abc

竹沥汤治疗组 5 0.49±0.05 ac 0.70±0.04 abc 0.74±0.05 abc 0.73±0.05 abc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 0.52±0.04 ac 0.82±0.05 abcde 0.87±0.05 abcde 0.86±0.05 acde

组别
动物数

（只）

P-Akt 蛋白含量（A 值）

制模后 1 d 制模后 7 d 制模后 14 d 制模后 30 d

正常对照组 5 1.00±0.05 1.00±0.06 1.00±0.06 1.00±0.07
COP 模型组 5 0.39±0.04 a 0.30±0.04 ab 0.40±0.04 a 0.43±0.05 a

NBP 治疗组 5 0.48±0.04 ac 0.72±0.05 abc 0.73±0.05 abc 0.71±0.05 abc

竹沥汤治疗组 5 0.49±0.02 ac 0.74±0.04 abc 0.77±0.05 abc 0.77±0.05 abc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 0.53±0.04 ac 0.87±0.05 abcde 0.92±0.04 acde 0.91±0.05 acde

组别
动物数

（只）

P-GSK-3β蛋白含量（A 值）

制模后 1 d 制模后 7 d 制模后 14 d 制模后 30 d

正常对照组 5 1.00±0.04 1.00±0.03 1.00±0.03 1.00±0.04
COP 模型组 5 0.39±0.05 a 0.35±0.05 a 0.41±0.04 a 0.44±0.05 a

NBP 治疗组 5 0.47±0.03 a 0.71±0.03 abc 0.71±0.04 abc 0.71±0.05 abc

竹沥汤治疗组 5 0.47±0.04 a 0.69±0.02 abc 0.73±0.03 abc 0.72±0.04 abc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 0.54±0.04 ac 0.82±0.06 abcde 0.87±0.04 abcde 0.86±0.04 abcde

注：与正常对照组比较，aP＜0.05；与本组制模后 1 d 比较，bP＜0.05；与 COP 模型组比较，cP＜0.05；与 NBP 治疗组比较，dP＜0.05；与

竹沥汤治疗组比较，eP＜0.05

表 5 各组大鼠皮质区细胞凋亡数定量分析（x±s）

组别
动物数

（只）

凋亡细胞数（个）

制模后 1 d 制模后 7 d 制模后 14 d

正常对照组 5 6.20±0.80 6.50±0.90 6.60±0.82
COP 模型组 5 38.01±1.60 a 57.99±2.30 ab 50.51±1.90 ab

NBP 治疗组 5 36.00±1.19 a 39.51±1.23 abc 32.01±1.26 abc

竹沥汤治疗组 5 36.40±1.21 a 40.20±1.50 abc 32.00±1.49 abc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 27.99±1.29 acde 32.19±1.31 abcde 24.50±1.20 abcde

注：与正常对照组比较，aP＜0.05；与本组制模后 1 d 比较，
bP＜0.05；与 COP 模型组比较，cP＜0.05；与 NBP 治疗组比较，
dP＜0.05；与竹沥汤治疗组比较，eP＜0.05
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图 7  各组大鼠脑皮质区细胞凋亡的变化　TUNEL　低倍放大

表 6 各组大鼠外周血清中炎症因子 IL-1β定量分析（x±s）

组别
动物数

（只）

IL-1β（ng/L）

制模后 1 d 制模后 7 d 制模后 14 d

正常对照组 5 49.23±4.50 48.32±5.39 51.01±5.11
COP 模型组 5 221.50±9.67 a 188.30±4.52 ab 93.88±4.07 ab

NBP 治疗组 5 176.60±7.24 ac 86.01±3.82 abc 53.69±3.50 bc

竹沥汤治疗组 5 186.80±5.88 ac 90.10±4.47 abc 52.74±2.75 bc

NBP+ 竹沥汤治疗组 5 152.50±6.85 acde 71.60±2.98 abcde 49.63±3.62 bcde

注：与正常对照组比较，aP＜0.05；与本组制模后 1 d 比较，
bP＜0.05；与 COP 模型组比较，cP＜0.05；与 NBP 治疗组比较，
dP＜0.05；与竹沥汤治疗组比较，eP＜0.05

基等多种药理学活性，其中葛根素能改善脑部缺血

缺氧状态、减轻脑水肿、降低脑血管阻力并改善局

部微循环，从而有助于增强学习记忆能力［18-19］。生

姜及其活性成分表现出抗炎、抗氧化及凋亡调控等

作用，对血管功能具有保护效应，并可改善神经功

能相关症状［20-21］。本研究结果显示，COP 大鼠出

现脑水肿、脑皮质结构紊乱，神经细胞呈现出皱缩、

细胞质浓缩、核碎裂等凋亡细胞特征，细胞凋亡数

增加。竹沥汤治疗能减轻 COP 后脑水肿，改善神经

细胞病理学损伤程度，抑制细胞凋亡和炎症反应，

说明竹沥汤在脑保护方面有较好的疗效。细胞凋

亡是 COP 引发脑损伤的关键机制之一，神经元与神

经胶质细胞凋亡和坏死可导致迟发性神经系统症

状的出现［22］。PI3K/Akt 信号通路作为调控细胞存

活的核心途径之一［23］，在抑制凋亡过程中发挥重要

作用，并参与多种神经退行性疾病的进程［24］。该

通路通常由生长因子或细胞因子等胞外信号通过

膜受体激活，而 IL-1β 等炎症因子的过度释放则可

拮抗这一激活过程。具体而言，通路激活促使 PI3K

催化磷脂酰肌醇 -4，5- 二磷酸（phosphatidylinositol 

4，5-bisphosphate，PIP2）磷酸化，生成磷脂酰肌

醇 -3，4，5- 三 磷 酸（phosphatidylinositol-3，4，5- 

trisphosphate，PIP3）。PIP3 可募集并激活磷酸肌醇

依赖性激酶 -1（phosphoinositide-dependent kinase-1，

PDK-1），后者进一步磷酸化 Akt 使其活化。作为

Akt 下游的关键效应分子，GSK-3β属于丝裂素

活化蛋白激酶家族，参与调控细胞存活与代谢过 

程［25］。Chauhan 等 ［26］指出，GSK-3β在大脑功能

中发挥着重要作用，其活化可破坏神经元突触活动，

3 讨 论

  CO 在中医理论中被归为“秽浊毒邪”，其中毒

后起病急骤、临床症状复杂、病势危重，易侵犯多个

脏腑。该毒气直中心脑、壅滞气机，非峻烈豁透之

药难以取效。中医学认为“痰浊热毒、蒙蔽清窍、阻

滞络脉”是 COP 的核心病机，治疗应以清热涤痰、

开窍通络为要。竹沥汤由竹沥、葛根、生姜 3 味药

组成。方中竹沥用量最重，性寒滑利，能通达经络，

为清热化痰、解毒开窍之主药；葛根可升阳解毒，

既能从中焦助益脾肺、托邪外出，又能以其轻清之

性宣通上焦气血，达于巅顶；生姜性温味辛，具有宣

散透达之力，可化阴浊之痰、祛秽恶之气。三药配

伍，共奏清热豁痰、解毒开窍、透邪扶正之效，使邪

去而不伤正，有助于通窍安神、促进神明恢复。现

代药理学研究显示，竹类提取物中所含的黄酮类及

多糖等成分对缺血缺氧所致的脑损伤有一定保护

作用，其机制可能与提高脑组织及血清中抗氧化酶

活性、增强自由基清除能力并抑制脂质过氧化反应

有关［16-17］。葛根提取物有抗炎、抗氧化和清除自由
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并促使神经元斑块的形成，导致神经元损伤和阿尔

茨海默病等神经退行性疾病，GSK-3β抑制剂或将

成为改善阿尔茨海默病的重要治疗手段。

  有研究显示，抑制 GSK-3β的活性有助于改善

帕金森大鼠纹状体功能，促进运动功能的恢复［27］，

对于阿尔茨海默病模型大鼠认知缺陷和神经炎症也

有改善作用［28］。石秋艳等［29］认为，调控 PI3K/Akt

信号通路可有效保护缺血性脑卒中大鼠神经功能，

减少海马区细胞凋亡。周雅慧等［30］研究表明，提高

GSK-3β磷酸化水平，能减轻大鼠脑缺血 / 再灌注损

伤，改善神经功能缺损。本研究显示，COP 模型组

P-GSK-3β表达显著降低，给予竹沥汤干预后，升高

了 P-GSK-3β水平，提示竹沥汤能激活 GSK-3β的

磷酸化过程，抑制GSK-3β的表达。与NBP联用后，

这种作用更为显著，由此推测 PI3K/Akt/GSK-3β信

号通路是竹沥汤和 NBP 发挥脑保护作用的重要靶

点通路。
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