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芪棱汤对线粒体介导 caspase一9 

·21· 
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依赖凋亡通路的干预 
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【摘要】 目的：从细胞凋亡及其信号转导通路角度 ，探讨芪棱汤抗局灶性脑缺血／再灌注损伤的部分机制。 

方法：将大鼠随机分为假手术组 、生理盐水对照组、芪棱汤组 。采用改良线栓法制备局灶性脑缺血／再灌注模型。 

在大鼠脑缺血 2 h，再灌注 2、4、6、12、24和 48 h不同时间点进行神经功能评分；观察再灌注 24 h脑皮质和海马 

CA1区神经元病理形态改变和线粒体超微结构的改变；应用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP缺口末端标 

记法(TUNEL)和免疫组化技术分别观察不同时间点缺血半暗带区神经细胞凋亡、细胞色素 C(cyt C)和天冬 

氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一9(caspase一9)表达的变化。结果：芪棱汤对再灌注各时间点神经功能评分和再灌 

注 24 h组病理形态学均有不同程度的改善，可减轻线粒体水肿，减少内部嵴断裂和基质颗粒的脱落，维持线粒 

体的基本形态，降低缺血半暗带区凋亡指数，减少 cyt C和caspase一9的表达。结论：芪棱汤对线粒体介导的 

caspase一9依赖的凋亡通路有干预作用，通过保护线粒体的形态功能 ，稳定线粒体膜，抑制 cyt C和 caspase一9 

的释放和激活，降低细胞凋亡率，发挥神经保护作用 ，这可能是其改善缺血／再灌注损伤的部分作用机制。 
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[Abstract] Objective：To evaluate the effects and partly mechanism of Qileng decoction(QLD，芪棱 汤) 

resisting focal cerebral ischemia／reperfusion(I／R)injury in rats by apoptosis and signal transduction pathway． 

Methods：The rats were randomly divided into three groups including sham operation group，normal saline 

(NS)control group and QLD group．The model of focal cerebral I／R injury was induced by using modified 

thread embolizing in rats．Rats were evaluated by neurologic function score at 2 hours after ischemia and 2，4， 

6，1 2，24 and 48 hours after cerebral reperfusion，and the pathological changes of nerve cells and mitochondria 

u[trastructure at pallium and hippocampus CA1 region were observed at 24 hours after reperfusion． 

Immunohistochemical method was performed to examine the expression of cytochrome C (cyt C) and 

caspase一9 at different time points after reperfusion．Apoptosis of nerve cells in ischemic penumbra (IP)was 

also characterized by terminal deoxynucleotidyl—transferase mediated dUTP—biotin nick end labeling(TUNEL) 

method．Results：Compared with NS control group，neurologic function scores at different reperfusion time 

points were improved and the pathological changes were ameliorated at 24 hours after cerebral I／R in QLD 

group． Mitochondria hydropsia was alleviated，mitochondrial cristae fragmentation and granulum basale 

shedding were diminished，and mitochondrial basical morphology was retained．M eanwhile，apoptosis index 

(A1)wa5 decreased and the expressions of cyt C and caspase一9 were reduced in IP in QLD group． 

Conclusion：QLD intervenes in mitochondria mediated and caspase一9 dependent apoptopic pathway．QLD 

lowers AI and plays a role of protecting nerve by maintaining mitochondrial basical form ，stabilizing 

mitochondrial membrane and inhibiting the release of cyt C and activation of caspase一9．The above actions are 

possibly some parts of mechanisms of QLD resisting focal cerebral I／R injury． 

[Key words] Qileng decoction；benefiting vital energy，nourishing Yin and activating blood circulation； 

cerebral ischemia／reperfusion injury；apoptosis；mitochondria；cytochrome C；caspase一9 
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越来越多的研究说明，脑缺血／再灌注后的细胞 

死亡是一个极其复杂的病理过程。脑缺血／再灌注所 

触发的一系列复杂的级联反应，包括线粒体损害、钙 

超载、兴奋性氨基酸毒性作用、自由基生成、蛋白酶 

激活、基因表达和炎症反应等，这些因素都以不同的 

时间、空间和程度相互作用导致多种形式的神经元 

死亡。研究表明，神经元死亡主要有坏死和凋亡两种 

形式，在脑缺血急性期，神经元坏死与凋亡并存，细 

胞坏死位 于缺血中心 区，细胞凋亡主要出现在缺血 

半暗带区(isehemie penumbra)，凋亡可能决定了最 

终梗死体积n 。有学者提出细胞凋亡是受细胞内活 

性基因、酶和信号转导途径调控的一个“瀑布式”过 

程∞ ，是细胞主动死亡的过程。研究表明，可有多条 

通路分别独立地引发细胞凋亡，根据其起始信号转 

导的细胞部位不同，已发现至少有死亡受体途径、线 

粒体途径和内质网通路 3条诱导途径，不同的死亡 

信号通过不同的途径诱导细胞凋亡“ 。线粒体介导 

的凋亡通路在脑缺血／再灌注损伤引起的细胞凋亡 

中发挥着重要作用，经由线粒体氧化磷酸化功能受 

损，ATP合成减少，线粒体 Ca 超载，通透性转变， 

内膜跨膜电位下降，自由基形成等因素相互作用，诱 

导神经元凋亡。其中最重要也是研究得较为清楚的 

是线粒体介导的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋 白 

酶一9(easpase一9)依赖的凋亡通路。 

我们在前期的实验研究中已经观察到芪棱汤对 

脑缺血／再灌注后的神经元损伤有保护作用 。本 

实验旨在通过观察芪棱汤对缺血半暗带区神经元病 

理形态和线粒体超微结构改变的影响，对神经细胞 

凋亡及线粒体通路中关键蛋白细胞色素 C(eyt C) 

和 caspase一9表达的影响，进一步深入探讨芪棱汤 

抗局灶性脑缺血／再灌注损伤的部分机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪器、试剂和药物：戊二醛、ERL一4206 

环氧树脂 、加速剂 S一1(美国 Fluka公司)，锇酸(日 

本和光纯药株式会社)，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、蛋 白 

酶 K、BCIP／NBT显色液、核快红复染液(福州迈新 

生物科技开发有限公司)，caspase一9单克隆抗体、 

eyt C多克隆抗体(美国Santa Cruz)，鼠SP kit试剂 

盒(福州迈新生物科技开发有限公司)。芪棱汤精制 

液生药含量为 1．0 g／ml，由深圳市人民医院制剂中 
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心 生产 。 

1．2 动物分组及模型制备方法：选择 3月龄无特殊 

病原体 SPF级 SD雄性大鼠120只(由广东省医学 

实验动物中心提供)，体重(200±50)g(合格证号： 

2005A010)。按 照随机数字表法分为假手术 组 

( 一12)、生理 盐水 对 照组 ( 一54)、芪 棱汤 组 

( 一54)。假手术组只作24 h时间段(6只用于制作 

成石蜡标本，6只用于制作成电镜标本)，余两组再 

随机分为再灌注 2、4、6、12、24和 48 h时间点，每时 

间点8只；24 h点另有 6只作为电镜取材用。采用改 

良的Zea—Longa等订 介绍的线栓法制备大鼠局灶性 

大脑中动脉 (MCA)阻断模型，术后 2 h将栓线撤出 

直至头端达到颈总动脉分叉处，进行 6个时段的再 

灌注。假手术组仅分离血管及神经，并不插入线栓。 

剔除标准 ：心率超 出 29O～390次／rain；或呼吸超 出 

6O～100次／min；或肛温超 出 36．5～37．7℃范围； 

或栓线插入深度不足 18．5 mm，且无明显神经功能 

缺损表现或症状很轻 的大 鼠；或蛛 网膜下腔出血， 

MCA起始部或其附近的willis环动脉有凝血块的 

大鼠；或手术时出血较多、症状很重的动物。大鼠清 

醒后出现同侧 Homer征(梗死灶同侧瞳孔缩小，眼 

裂变小，眼球内陷)、爬行时向对侧转圈、提尾时向对 

侧旋转、提尾倒立时对侧前肢屈曲的即可入选。实验 

前 7 d采用盲法给药灌胃，每次 20 ml／kg，每日2次 

(按体表面积计算约为临床 7O kg成人用量的3倍， 

O8：3O和 17：oO给药)。生理盐水对照组和假手术组 

予等量生理盐水。 

1．3 神经功能评分：于缺血 2 h，再灌注 2、4、6、12、 

24和 48 h时，参照行为检查评分标准鸲 由两位参与 

实验的人员分别以单盲法对实验大鼠进行评分和记 

录，然后将两组的均值作为最后得分。 

1．4 标本制备：腹腔注射体积分数为 1O 的水合 

氯醛1 ml麻醉动物，开胸暴露心脏，以 100 m}肝素 

生理盐水经主动脉弓快速灌注冲洗，随后以体积分 

数为 4％的多聚甲醛磷酸盐缓冲液(PBS，40℃，pH 

7．4)经主动脉弓灌注约 30 min。立即取脑 ，取视交 

叉中段，4℃甲醛固定 7 d，常规冲洗、脱水、透明、包 

埋，连续冠状切片，片厚 5／．tm，苏木素一伊红(HE)染 

色，光镜下观察再灌注 24 h脑皮质和海马CA1区 

的形态学改变。于缺血半暗带额叶皮质区处取脑组 

织块，戊二醛和锇酸双重固定，脱水、包埋，行超薄切 

片，采用醋酸铀和硝酸铅双重染色，透射电镜下观察 

大脑皮质线粒体超微结构变化。 

1．5 TUNEL原位检测凋亡细胞：将石蜡切片放于 
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37℃恒温箱烤 15 min后，脱蜡，0．2 tool／L PBS冲 

洗 2 minX 3次 ，置蛋 白酶 K(20 ug／ml，pH 7．4)溶 

液 中，于室温孵育 30 min；0．2 mol／L PBS冲洗 

5 minX 3次，滴加 50 l的TUNEL反应混合溶液， 

加盖玻片，在湿盒中 37℃孵育 30 min；0．2 mol／L 

PBS冲洗 5 rain×3次，加入 50 转化剂 AP，加盖 

玻片，在湿盒中 37℃孵育 30 min；0．2 mol／L PBS 

冲洗 5 min×3次，加入BCIP／NBT显色溶液 50 l， 

室温孵育 10 min，显微镜下观察；流水冲洗 20 min， 

用核快红复染 2 min，流水冲洗 20 min，脱水、透明、 

封片、镜检。设立阳性对照(加DNaseI 1 ug／m1)、阴 

性对照(不加 TdT)切片，TUNEL阳性细胞胞核中 

呈现蓝黑色颗粒 。每组每只动物随机取 3张切片，在 

400倍光镜下随机选取缺血半暗带区相应部位30个 

不重复视野，计数阳性细胞数及细胞总数，计算阳性 

细胞表达率(凋亡指数，AI)。 

AI=TUNEL阳性细胞数／细胞总数×100 

1．6 SP法染色免疫组化检测 cyt C和caspase一9： 

将切片放于 37℃恒温箱烤 15 min后，脱蜡，使用 

0．2 mol／L PBS冲洗2 min×3次，滴加新鲜配制的 

3 H2o2，室温放置 10 min；0．2 mol／L PBS冲洗 

2 minX 3次，浸泡于抗原修复液(0．01 mol／L枸椽 

酸盐溶液，pH 6．0)中，微波加热至 92～98 C，修复 

10 min，室温放置冷却；0．2 mol／L PBS冲洗3次， 

滴加cyt C浓缩液以 1：200稀释成的工作液，或用 

caspase一9浓缩液以1：100稀释成的工作液，滴加 

50 l于每一块玻 片上，置于湿盒 中，4℃过夜； 

0．2 mol／L PBS冲洗 3 min×3次，滴加二抗，室温 

静置 10 min；0．2 mol／L PBS冲洗 3 minX 3次，加 

三抗(辣根酶标记链霉卵白素工作液(S—A／HRP)) 

1：100，37‘C放置 10 min；0．2 mol／L PBS冲洗 

2 min X 3次，滴加新配制的 3，3'-二氨基联苯胺 

(DAB)显色液，显微镜下观察，以片子出现较强的 

棕黄色后终止染色，然后充分冲洗；苏木素淡染细胞 

核 3 min，水洗，乙醇梯度脱水，二甲苯透明封片，显 

微镜下观察。每次实验均设立替代对照组(以兔血清 

替代一抗)及空白对照组(以PBS替代一抗)。胞浆 

中出现棕黄色颗粒、胞核不着色者为免疫阳性细胞。 

每组每只动物随机取 3张切片，随机选取缺血半暗 

带区相应部位 1O个不重复视野，计数阳性细胞数。 

1．7 统计学处理：实验数据用均数±标准差(z±s) 

表示，应用SPSS12．0软件包进行数据分析。采用多 

样本均数间两两比较，方差齐时用 Tukey法，方差 

不齐时用多样本比较的秩和检验(Kruskal—wallis 

Test)，P(0．05为差异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 动物模型复制情况：假手术组 12只大鼠全部 

存活。制模成功后大 鼠均可出现右侧偏瘫 ，其 中有 

22只大 鼠被剔除 出本实验；生理 盐水 对照组保 留 

41只，芪棱汤组保留 45只，制模成功率为 79．6 0A 

(86／lo8只)。 

2．2 神经功能评分(表 1)：假手术组神经功能评分 

为 0；其他两组再灌注后 0～6 h神经功能缺损程度 

逐渐加重，随后改善，再灌注 2 h两组神经功能评分 

差异无显著性，其余各个时间点芪棱汤组神经功能 

评分均显著低于生理盐水对照组(P均<0．05)。 

2．3 光镜下病理形态学观察 ：假手术组可见双侧脑 

皮质区神经元细胞多呈圆形或椭圆形，胞浆丰富、呈 

均匀淡红色，胞核呈蓝色、轮廓清晰，未见明显缺血 

损伤；海马 CA1区锥体细胞层可分 3～5层，结构清 

晰，细胞排列整齐紧密、分布均匀，核仁清晰。生理盐 

水对照组额顶叶皮质下部和纹状体外侧区神经细胞 

染色淡，数量明显减少，细胞周围出现空隙，超过胞 

体 100 以上，部分区域呈点状坏死，细胞核固缩、 

胞核碎裂、溶解等细胞坏死特征，相当于缺血中心区 

的等值区；额顶叶皮质上部和纹状体内侧区神经细 

胞体积缩小，高倍镜下可见细胞核固缩，核仁消失， 

染色质浓缩、边聚，未发现典型的凋亡小体，相当于 

缺血周围区(半暗带区)的等值区；海马CA1区可见 

细胞层次变少，神经元嗜酸性变，呈杆状或三角形外 

观的急性型改变，部分神经元胞浆肿胀，胞核增大， 

但核膜边界清晰，细胞周围间隙增大。芪棱汤组缺血 

中心区未见明显改善，皮质区多数神经细胞形态、结 

构正常，细胞周围未见明显间隙，高倍镜下可见少量 

神经元胞体和胞核固缩、深染，核仁不清楚；海马 

CA1区细胞排列尚规整，可见较多核膜完整、核仁 

清晰的神经元。 

2．4 透射电镜观察：假手术组神经细胞核呈卵圆 

形，无切迹，胞质有大量线粒体，切面为椭圆形，内有 

基质与排列密杂的嵴。生理盐水对照组神经细胞核 

不规则，细胞核均质化，核膜皱缩，呈节段性破坏，胞 

质中线粒体多数肿胀，呈烧瓶样或空泡化，其内部嵴 

断裂、脱失，基质颗粒脱落、消失。芪棱汤组神经细胞 

的超微结构与假手术组相似，无明显的损伤变化，核 

膜平滑、连续性较好，线粒体形态基本规则，大多数 

嵴完整，排列紧密规律，基质颗粒极少量脱落。 

2．5 TUNEL检测 AI(表 2)：再灌注 2 h缺血半暗 

带区即出现凋亡细胞，随再灌注时间延长AI不断 
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表 1 各组再灌注后不同时间神经功能评分比较( ±s) 

Table 1 Comparison of neurologie function scores at different time points after reperfusion in each group(x+s) 分 

注：与生理盐水对照组比较； P<0．05 

表 2 各组再灌注后不同时间神经细胞 AI比较( ±s) 

Table 2 Comparison of AI of nerve cells at different time points after reperfusion in each group(x~s) 

注：与生理盐水对照组比较：一P<0．01 

表 3 各组再灌注后不同时间cyt c阳性细胞计数比较( ±s) 

Table 3 Comparison of expression of cyt C positive cells at different time 

points after reperfusion in each group(x：ks) 令 | 

注：与生理盐水对照组比较： P<O．05，一 P<0．01 

表 4 各组再灌注后不同时间easpase一9阳性细胞计数比较( ±s) 

Table 4 Comparison of expression of easpase一9 positive cells at different time 

points after reperfusion in each group(x+s) | 

注 ：与生理 盐水对照组 比较 ： P<O．05，一 P<0．01 

增长，6 h明显增加，24 h达峰值，48 h后表达开始 

减少。芪棱汤组的 AI变化规律与生理盐水对照组 

基本一致，但芪棱汤组 AI较生理盐水对照组显著 

降低(P均<0．01)。 

2．6 cyt C和 caspase一9阳性细胞 的表达 (表 3， 

表 4)：假手术组有少量cyt C阳性细胞出现，极少数 

caspase一9阳性细胞出现。其他两组再灌注2 h缺血 

半暗带区即有 cyt C阳性细胞出现，随再灌注时间 

延长阳性细胞数不断增长，12 h达峰值，24 h后表 

达开始减少；而两组再灌注 2 h缺血半暗带区有少 

量 caspase一9阳性细胞出现，随再灌注时间延长阳 

性细胞数不断增长，24 h达峰值，48 h后表达开始 

减少。芪棱汤组阳性细胞数明显小于生理盐水对照 

组 (P<0．05或 P<0．01)。 

3 讨 论 

在脑缺血／再灌注损伤过程中，由线粒体介导的 

caspase～9依赖的细胞凋亡通路已得到实验研究的 

证实。 。在各种促细胞凋亡的信号作用下，线粒体膜 

通透性发生转变，导致位于线粒体膜间隙的 cyt C 

释放入细胞质参与细胞凋亡过程。在 ATP／dATP 

存在的情况下，cyt C与 Apaf一1以 2：1的比例结 

合，通过 Apaf一1氨基端的caspase募集结构域，募 

集细胞质中caspase一9前体，经过 自我剪切而成 

caspase一9。活化的caspase一9直接切割caspase一3 

前体，使 caspase一3活化，引发 caspase级联反应， 

裂解核蛋白、细胞骨架、内质网等，造成凋亡典型的 

形态学改变，如细胞核染色体固缩和裂解，染色质密 

度增高，核和胞体分离，形成多个凋亡小体。 

由于细胞凋亡的发生是多途径的，单纯对凋亡 

通路某一节点进行阻断只能延缓凋亡过程，而不能 

完全阻断凋亡的最终完成n们，目前大部分神经保护 

剂对动物模型有效而临床疗效不显著，有的因严重 

不良反应而限制了其应用m 。因此，有人提出根据 

药物作用的不同信号配制不同的复方合剂是保护和 

防止神经元凋亡的思路，临床抗凋亡干预性药物应 

联合应用 caspases抑制剂、神经营养因子等，并进 
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行多节点干预阻断。 

虽然目前治疗缺血性脑卒中的药物很多，但血 

栓 溶解药物受治疗 时机的限制 (必须 在发病 后6 h 

内)、而且用药时机和条件等尚需进一步探讨，否则 

有造成病灶内出血的危险n ；血管扩张剂可能会促 

使病灶区过度灌流、加重脑水肿；低分子右旋糖酐、 

甘露醇、甘油等药物也仅供辅助用药n 。西药多为 

针对一种病因进行治疗，所以临床上为多种药物联 

合应用，多数患者治疗效果不能令人满意。因此，对 

卒中中医更应强调“预防为主”、“治未病”，且中药复 

方制剂有多种成分、多个作用靶点的特点。中药复方 

联合针灸疗法，能发挥对整体机能的调整作用。目前 

在中医药治疗脑缺血／再灌注损伤机制的研究中，主 

要还是围绕着对某一单一基因表达的干预，对凋亡 

通路和凋亡基因间相互作用的整体性研究资料还非 

常少⋯ 。 

芪棱汤是笔者导师用来治疗缺血性 中风的常用 

经验方 ，主要成分为黄芪、三棱、水蛭、桑椹、天花粉 

等。芪棱汤以“益气活血养阴”立论，根据“瘀血是贯 

穿疾病始终的重要病理产物，不仅气虚是致瘀因素， 

‘阴精亏虚、津枯血滞’更是致瘀的关键”这一理论， 

提出除了益气活血，更需滋阴活血以“增水行舟”，调 

畅血行，方中在应用益气活血药的同时，还运用大剂 

量的滋阴生津之品，以益气行血，滋补阴液、增水行 

血 ，濡润脉道 ，利 于血行 ，从而达到有效防治缺血性 

中风的目的。 

本研究结果显示，芪棱汤对脑缺血／再灌注模型 

动物神经功能评分有不同程度的改善作用；病理形 

态学观察显示，芪棱汤对缺血中心区已经坏死的区 

域没有明显的改善作用，而在缺血半暗带区和海马 

这些以细胞凋亡为主的区域则显示了其作用。进一 

步观察线粒体介导 caspase一9依赖的细胞凋亡通 

路中关键蛋白 cyt C、caspase一9的表达情况 以及线 

粒体超微结构的变化，研究发现，缺血／再灌注脑缺 

血半暗带区有 cyt C免疫阳性细胞出现，与TUNEL 

阳性细胞出现时间一致 ，而 caspase一9免疫阳性细 

胞出现时间晚于 cyt C。芪棱汤对 cyt C、caspase一9 

的释放和激活存在抑制作用；可减轻线粒体水肿，减 

少内部嵴断裂和基质颗粒的脱落，维持线粒体的基 

本形态，保护线粒体正常功能。提示芪棱汤的保护效 

应可在线粒体水平上发挥作用，通过保护线粒体的 

形态功能，稳定线粒体膜，从而阻止部分线粒体内膜 

间隙中 cyt C的释放 ，抑制 caspase一9前体的激活， 

干预线粒体介导的caspase一9依赖的细胞凋亡通 

路 ，抑制细胞凋亡的发生 。 

综上所述，芪棱汤可以通过抑制线粒体介导的 

caspase一9依赖的细胞凋亡通路，降低缺血半暗带 

区的神经元凋亡率，减少脑缺血／再灌注损伤。 
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