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【摘要】 目的：探讨活血中药川芎嗪联合益气中药黄芪对局灶性脑缺血／再灌注后神经细胞凋亡及 Fos蛋 

白表达的影响。方法：将 6O只雄性 SD大鼠随机分成假手术组、生理盐水对照组、川I芎嗪治疗组、黄芪治疗组及 

JII芎唪、黄芪合用组，每组 12只。采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记法(TUNEI )及免疫 

组化法分别检测各组大鼠脑组织神经细胞凋亡及 Fos蛋白的表达。结果：与假手术组比较．生理盐水对照组大 

鼠神经细胞凋亡数及 Fos蛋白阳性细胞数增多，Fos蛋白阳性细胞平均灰度值下降(P均<O．01)；与生理盐水 

对照组 比较，JII芎唪治疗组、黄芪治疗组及川芎嗪、黄芪合用组大鼠神经细胞凋亡数及 Fos蛋白阳性细胞数减 

少，Fos蛋白阳性细胞平均灰度值升高(P均<O．01)；与JII芎唪治疗组、黄芪治疗组比较，川芎嗪、黄芪合用组 

作用最显著(P均<O．01)。结论：川I芎嗪、黄芪及两药合用均可通过抑制脑缺血／再灌注后Fos蛋白表达从而减 

少神经细胞凋亡，两药合用比单用JII芎嗪或黄芪下调 Fos蛋白表达、减少神经细胞凋亡效果更显著，这可能是 

临床益气药及活血药联合应用治疗缺血性中风的机制之一。 
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[Abstract] Objective：To investigate the effects of combined use of tetramethylpyrazine which is a drug 

for activating blood circulation and astragalus which is a drug for reinforcing Qi(益气)on neuronal apoptosis 

and the expression of Fos protein following cerebral ischemia／reperfusion．Methods}Sixty male SD rats were 

randomly divided into five groups：sham—operated group，normal saline control group，tetramethylpyrazine 

treatment group，astragalus treatment group，combined use of astragalus and tetramethylpyrazine treatment 

group． Neuronal apoptosis and the expression of Fos protein were respectively detected by terminal 

de0xynuc1e0tidyl—transferase mediated dUTP—biotin nick end labeling (TUNEL)and immunohistochemistry． 

Results：Compared with sham operated group，the numbers of apoptotic neuron and Fos positive cells 

increased and mean grey level was lower in normal saline control group(all P< O．01)．Compared with normal 

saline control group，the numbers of apoptotic neuron and Fos positive cells were less and mean grey level was 

higher in tetramethylpyrazine treatment group，astragalus treatment group and combined use of astragalus 

and tetramethylpyrazine treatment group (all P< O．01)，and there was more significant effects in combined 

use of astragalus and tetramethylpyrazine treatment group (all P< 0．01)．Conclusion：Tetramethylpyrazine 

and astragalus can decrease apoptosis neuron after cerebral ischemia／reperfusi0n by inhibiting the expression of 

Fos protein．The combined use of tetramethylpyrazine and astragalus has more significant effects．It may be 

one of the mechanisms of combined use of reinforcing Qi drug and activating blood circulation drug to treat 

ischemic stroke． 
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神经细胞凋亡是一种受相关基因调控的自主 
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性、程序性细胞死亡过程，脑缺血半暗带的细胞损伤 

主要通过细胞凋亡途径进行，因此神经细胞凋亡是 

脑缺血／再灌注损伤的主要环节“ 。Fos蛋白是凋亡 

相关基因C—fos的表达产物，对缺血反应敏感 ，可 
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作为研究脑缺血后药物干预的指标0 。中医学认为， 

缺血性脑卒中的主要病机是气虚血瘀，临床联合应 

用益气药及活血药进行治疗，有良好疗效，但其作用 

机制尚未阐明。本研究通过观察活血药川芎嗪及益 

气药黄芪合用对局灶性脑缺血／再灌注损伤后神经 

细胞凋亡及 Fos蛋白表达的影响，探讨益气活血药 

对缺血性脑卒中起保护作用的机制。 

l 材料与方法 

1．1 动物分组及模型制备：健康成年雄性 SD大鼠 

6O只，体重 28O～320 g，购自本校实验动物中心。随 

机分为假手术组、生理盐水对照组、川芎嗪治疗组、 

黄芪治疗组及川芎嗪，黄芪合用组，每组 12只。每组 

中取6只大鼠，于缺血 2 h再灌注 1 h后检测脑组织 

Fos蛋白表达，另外 6只于缺血 2 h再灌注22 h后检 

测神经细胞凋亡情况。采用 Longa等“ 介绍的颈外 

动脉栓线法制备局灶性脑缺血／再灌注模型。假手术 

组栓线仅插入颈总动脉 6 mm，不阻塞大脑中动脉 

起始部，其余步骤同生理盐水对照组。 

1．2 给药方法：假手术组和生理盐水对照组大鼠于 

缺血前 30 min经腹腔注射等体积生理盐水；JIl芎嗪 

治疗组大鼠于缺血前 30 rain经腹腔注射JiI芎嗪注 

射液 33 mg／kg；黄芪治疗组大 鼠于缺血前 30 rain 

经腹腔注射黄芪注射液 4．5 g／kg；川芎嗪、黄芪合 

用组大鼠于缺血前 30 rain经腹腔注射JiI芎嗪注射 

液16．5 mg／kg和黄芪注射液 2．25 g／kg。 

1．3 组织切片制备：再灌注结束后深麻醉，体积分 

数为 4 的多聚甲醛(4℃，pH 7．4)500 ml灌注固 

定 2 h，断头取脑，自额极至枕叶从前至后分为 A、 

B、C、D、E 5等份，取 C脑片石蜡包埋，制备 4 m厚 

的连续切片。 

1．4 Fos蛋白免疫组化染色及神经细胞凋亡检测： 

采用抗生物素一生物素一过氧化物酶复合物法进行免 

疫组化染色，染色步骤参照免疫组化试剂盒说明书。 

兔抗鼠Fos抗体购自武汉博士德公司，效价1：50， 

生物素化羊抗兔IgG购 自DAKO公司。采用末端 

脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记法 

(terminal deoxynudeotidyl trans{erase—meditated 

dUTP—nick end labelling，TUNEL)检测凋亡神经 

细胞(试剂盒购自武汉博士德公司)，具体操作步骤 

按说明书进行。 

1．5 观察及统计方法：在每只大鼠缺血侧大脑皮质 

切片中随机采集 5个高倍视野，输入医学图像分析 

系统进行图像处理，检测神经细胞凋亡数 Fos蛋白 

阳性细胞数及 Fos蛋白阳性细胞灰度值。所有数据 

以均数±标准差( ± )表示，用方差分析及 t检验 

进行统计学处理，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

表 1结果显示：与假手术组比较，生理盐水对照 

组大鼠脑组织神经细胞凋亡数及Fos蛋白阳性细胞 

数增多，Fos蛋白阳性细胞平均灰度值下降(P均< 

0．01)；与生理盐水对照组比较，3个治疗组大鼠神 

经细胞凋亡数及 Fos蛋白阳性细胞数减少，Fos蛋 

白阳性细胞平均灰度值升高(P均<0．01)；与川芎 

嗪治疗组和黄芪治疗组比较，川芎嗪、黄芪合用组大 

鼠神经细胞凋亡数及 Fos蛋白阳性细胞数显著减 

少，Fos蛋白阳性细胞平均灰度值明显升高(P均< 

0．01)。在图像分析中，平均灰度用来表示图像的透 

光率(分为 256级，最黑为 0级，最亮为 256级)，所 

以Fos蛋白阳性细胞平均灰度值越高，说明其免疫 

组化染色越浅，即细胞内Fos蛋白含量越低。 

衰 1 川芎嗪、黄芪合用对脑缺血／再灌注后神经 

细胞凋亡及 Fos蛋白表达的影响( 士 ，̂一12) 

Table 1 Effects of combined use of tetramethylpyrazine 

and astraglus on neural apoptosis and the 

expression of Fos protein following cerebral 

ischemia／reperfusion(x~s。n=12) 

注 ：与假手术组 比较 ： P<O．01；与生理盐水对 照组 比较{ 

尸<O．01}与川芎嚷、黄芪合用组比较：0P<O．01 

3 讨 论 

本研究结果显示，局灶性脑缺血／再灌注后神经 

细胞凋亡数增多，脑组织Fos蛋白阳性细胞数增多、 

平均灰度值降低，表明缺血／再灌注可诱发脑组织 

Fos蛋白高表达，并引起神经细胞凋亡。细胞凋亡是 

脑缺血／再灌注后迟发性神经细胞死亡的主要形 

式 ，其特点是细胞皱缩、胞核凝聚以及在核小体问 

被活化的核酸内切酶切断形成了 180~200 bp的等 

倍体 DNA片段。TUNEL法可利用分子生物学技 

术特异性标记 DNA片段，原位检测凋亡细胞。脑缺 

血／再灌注后神经细胞凋亡发生机制与兴奋性氨基 

酸、钙超载、自由基增多等有关 ，但更重要、更直接 

的是凋亡细胞内活跃的基因表达。原癌基因e—los 

的表达产物 Fos蛋白属即早基因蛋 白(immediate— 

early genes，lEGS)，在转导耦联信息传递过程中起 
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着核内“第三信使”的重要作用 。脑缺血／再灌注后 

Fos蛋白具有促凋亡作用，其促凋亡机制是 Fos蛋 

白与 Jun蛋白可通过亮氨酸拉链形成异源二聚体 

AP一1复合物，AP一1的DNA结合区域有TPA反 

应元件，可通过各 自的碱性氨基酸区域与 DNA结 

合，调节DNA的复制和转录，诱导其他多种含TPA 

反应元件的基因表达，并作为基因调节蛋白调节靶 

基因或晚发基因的转录，进而诱导细胞发生凋亡 。 

本研究表明，川芎嗪、黄苠均可减少脑缺血／再 

灌注后神经细胞凋亡。抑制早期Fos蛋白表达。川芎 

嗪是活血化瘀类药物川芎的主要有效成分之一，化 

学结构为四甲基吡嗪。研究显示，川芎嗪具有扩张血 

管、抑制血小板聚集、改善微循环、抗脂质氧化、抑制 

缺血区血管内皮细胞与白细胞的黏附等作用∞ 。黄 

苠属益气类中药，研究表明，黄苠具有抗自由基、减 

少缺血后脑水肿、保护血脑屏障等作用∽ 。由于川 

芎嗪及黄芪对缺血／再灌注后脑组织具有多种保护 

作用，考虑其作用可能通过缓解缺血导致的兴奋性 

氨基酸(EAA)释放增多及脑组织 Ca。 增多等作用 

下调脑缺血／再灌注诱导的Fos蛋白高表达，从而减 

少神经细胞凋亡。本研究显示，活血药川芎嗪及益气 

药黄芪合用可显著抑制脑缺血／再灌注后 Fos蛋白 

高表达，明显减少神经细胞凋亡，其作用明显优于单 

用活血药川芎嗪或单用益气药黄芪，证明两药具有 

协同作用，这与中医认为缺血性脑卒中病机为气虚 

血瘀的理论及中医治疗缺血性脑卒中常采用益气活 

血药物配伍并用的治则相符，这可能是益气活血药 

物配伍并用治疗缺血性脑卒中的分子机制之一。 
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