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[摘　 要] 　 目的　 研究加味脑泰方通过沉默信息调节蛋白 1(SIRT1)途径减轻大鼠脑缺血再灌注损伤的作用及机

制。 方法　 雄性 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、加味脑泰方( JWF)组、JWF+EX527 组,采用线栓法建立脑缺血

再灌注损伤模型,JWF 组给予加味脑泰方灌胃干预 14 天,JWF+EX527 组给予加味脑泰方灌胃及 SIRT1 拮抗剂

EX527 腹腔注射干预 14 天,比较四组大鼠神经功能评分、炎症因子白细胞介素 1β( IL-1β)、白细胞介素 6( IL-6)、肿
瘤坏死因子 α(TNF-α)水平及 B 淋巴细胞瘤 2(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)、SIRT1、核因子 κB(NF-κB)、叉头框

蛋白(FoxO1)表达量的差异。 结果 　 与对照组比较,模型组大鼠神经功能评分、血清及脑组织中 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 水平、脑组织中 Bax、NF-κB 和 FoxO1 表达量均明显增加,脑组织中 Bcl-2、SIRT1 表达量均减少(P<0. 05);与
模型组比较,JWF 组大鼠神经功能评分、血清及脑组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平、脑组织中 Bax、NF-κB 和 FoxO1
表达量均明显减少,脑组织中 Bcl-2、SIRT1 表达量均明显增加(P<0. 05);与 JWF 组比较,JWF+EX527 组大鼠神经

功能评分、血清及脑组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平、脑组织中 Bax、NF-κB 和 FoxO1 表达量均明显增加,脑组织中

Bcl-2、SIRT1 表达量均明显减少(P<0. 05)。 结论　 加味脑泰方能够减轻大鼠脑缺血再灌注损伤,其可能的机制为

激活 SIRT1 并抑制 NF-κB 介导的炎症反应以及 FoxO1 介导的细胞凋亡。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the effect and mechanism of modified Naotaifang on cerebral ischemia-reperfusion in-
jury of rats by activating SIRT1. 　 　 Methods　 Male SD rats were randomly divided into control group, model group, JWF
group and JWF+EX527 group. 　 The model of cerebral ischemia-reperfusion injury was established by suture embolization.
JWF group was given gavage of modified naotaifang for 14 days, JWF+EX527 group was given gavage of modified naotaifang
and intraperitoneal injection of EX527 for 14 days. 　 The differentces of neural function scores, inflammatory factor inter-
leukin-1β(IL-1β), interleukin-6(IL-6), tumor necrosis factor-α(TNF-α), the expression of Bcl-2, Bax, silent informa-
tion regulator 1 ( SIRT1), nuclear factor-κB ( NF-κB) and forkhead box O1 ( FoxO1) among the four groups were
compared. 　 　 Results　 Compared with the control group, the neural function scores, the levels of IL-1β, IL-6, TNF-α
in serum and brain tissues, the expression of Bax, NF-κB, FoxO1 in brain tissues increased significantly, and the expres-
sion of Bcl-2, SIRT1 in brain tissues reduced significantly in the model group(P<0. 05). 　 Compared with the model
group, the neural function scores, the levels of IL-1β, IL-6, TNF-α in serum and brain tissues, the expression of Bax,
NF-κB, FoxO1 in brain tissues deceased significantly, and the expression of Bcl-2, SIRT1 in brain tissues increased signif-
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icantly in JWF group(P<0. 05). 　 Compared with JWF group, the neural function scores, the levels of IL-1β, IL-6, TNF-
α in serum and brain tissues, the expression of Bax, NF-κB, FoxO1 in brain tissues increased significantly, and the ex-
pression of Bcl-2, SIRT1 in brain tissues reduced significantly in JWF+EX527 group(P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Modi-
fied Naotaifang can reduce the cerebral ischemia-reperfusion injury, and activating SIRT1 and then inhibiting NF-κB-medi-
ated inflammatory response, FoxO1-mediated apoptosis was the possible mechanism.

　 　 脑卒中是威胁人类健康的重要疾病之一,我国

近些年脑卒中的发病率不断升高,其中缺血性脑卒

中是最常见的脑卒中类型。 在临床实践中,随着溶

栓、介入等治疗技术的不断成熟和推广,缺血性脑

卒中的治疗效果得到了明显提升,但缺血脑组织获

得血流再灌注后会发生缺血再灌注损伤,影响溶栓

或介入治疗的效果,增加疾病的致残率[1-2]。 因此,
防治缺血再灌注引起的脑组织损伤是脑血管疾病

领域的研究热点。 加味脑泰方是源自《医林改错》
中补阳还五汤的方剂,结合血管性痴呆临床治疗经

验进行加减而成,已有加味脑泰方相关的基础研究

表明,该方剂对血管性痴呆大鼠的学习记忆功能具

有改善作用,也对缺氧复氧引起的神经元损伤具有

抑制作用,并且激活沉默信息调节蛋白 1(silent in-
formation regulator 1,SIRT1)是加味脑泰方发挥作用

的分子机制之一[3-4]。 另有细胞实验报道,加味脑

泰方含药血清通过激活 SIRT1 减轻海马神经元的缺

氧复氧损伤[3]。 但是,加味脑泰方是否在脑缺血再

灌注过程中发挥保护作用尚缺乏动物实验研究。
为此,本实验以脑缺血再灌注损伤大鼠为对象,具
体观察了加味脑泰方激活 SIRT1 减轻脑缺血再灌注

损伤的作用及机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

雄性 SD 大鼠(生产许可 SCXK(沪)2018-0006)
购自上海西普尔-必凯实验动物公司,体质量 180 ~
200 g,10 ~ 12 周龄。
1. 2　 试剂与仪器

加味脑泰方由医院药剂科配置,成分为黄芪、
当归、地龙、川芎、三七、石菖蒲、远志;白细胞介素 1β
(interleukin-1β,IL-1β)、白细胞介素 6( interleukin-6,
IL-6)、肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-
α)的酶联免疫吸附试剂盒购自南京信帆生物公司,
RIPA 裂解液及 Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2-associated
X protein,Bax)、B 淋巴细胞瘤 2(B-cell lymphoma-2,
Bcl-2)、 SIRT1、核因子 κB ( nuclear factor-κB, NF-

κB)、叉头框蛋白( forkhead box O1,FoxO1)的一抗

购自深圳欣博盛生物公司。 蛋白电泳系统购自南

京金斯瑞生物公司,凝胶成像分析仪购自上海培清

科技公司。
1. 3　 动物分组及造模

实验动物随机分为对照组、模型组、加味脑泰

方(简称 JWF)组、JWF+EX527 组,每组各 8 只。 对

照组进行假手术操作,其他三组采用线栓法建立脑

缺血再灌注模型,方法如下:腹腔注射 10% 水合氯

醛 0. 3 mL / 100 g,麻醉后做颈正中切口,分离左侧颈

总、颈内及颈外动脉,结扎颈总及颈外动脉,在颈总

动脉分叉处做一小切口,插入线栓并向前推进约

18 ~ 20 mm,遇到阻力即停止,固定线栓使脑组织缺

血 90 min,而后取出线栓使脑组织获得血流再灌注,
参照 Zea-Longa 法评价神经功能,评分 1 ~ 3 分判断

为造模成功。
1. 4　 动物给药

造模第 1 天开始进行给药,JWF 组按照等效剂

量 17. 01 g / kg 给予加味脑泰方灌胃,每日 1 次,连续

14 天;JWF+EX527 组给予加味脑泰方 17. 01 g / kg 灌

胃、每日 1 次,SIRT1 拮抗剂 EX527 1 μg / kg 腹腔注

射、每日 1 次,连续 14 天。 对照组和模型组均给予

等剂量生理盐水灌胃,每日 1 次,连续 14 天。
1. 5　 神经功能评分

给药后第 7 天、第 14 天,参照 Zea-Longa 法评价

神经功能,无神经功能缺损为 0 分,对侧前爪不能伸

展为 1 分,行走时向患侧转圈为 2 分,行走时向患侧

倾倒为 3 分,无法行走或意识丧失为 4 分。
1. 6　 血清 IL-1β、IL-6 及 TNF-α 的检测

干预后第 14 天,完成神经功能评分后断头法处

死大鼠、收集血液,静置 30 min 凝血后以 3 000 r / min
离心 10 min,分离血清并采用酶联免疫吸附法检测

细胞因子的水平,操作按照试剂盒说明书进行。
1. 7　 缺血周围脑组织中 IL-1β、IL-6及 TNF-α的检测

断头法处死大鼠后解剖脑组织,分离缺血灶周

围脑组织,加入磷酸盐缓冲液后充分匀浆,离心分

离上清,采用 BCA 试剂盒检测蛋白含量,采用酶联

免疫吸附法检测细胞因子的含量,而后计算每毫克

组织蛋白中细胞因子的含量。
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1. 8　 缺血周围脑组织中蛋白表达的检测

取缺血灶周围脑组织,加入 RIPA 裂解液后充

分匀浆,离心分离上清,BCA 法检测上清中的蛋白

含量,将含有 30 μg 蛋白的上清与上样缓冲液混合

并进行 Western blot 实验,电泳分离蛋白,将蛋白电

转移至 PVDF 膜,5% 脱脂牛奶室温孵育 1 h,Bax、
Bcl-2、SIRT1、NF-κB、FoxO1 一抗(1 ∶ 1 000 稀释)或
β-actin 一抗(1 ∶ 5 000 稀释)孵育,过夜;而后,二抗

(1 ∶ 2 000 稀释)室温孵育 1 h,最后在凝胶成像系

统中成像得到蛋白条带,以 β-actin 为内参计算

Bax、Bcl-2、SIRT1、NF-κB、FoxO1 的表达水平。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS 21. 0 软件录入数据,计量资料以 x±s
表示,四组间计量资料的比较采用方差分析,有统

计学差异的数据进一步采用 LSD-t 检验进行两两比

较,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 各组大鼠神经功能评分的比较

干预后第 7 天、第 14 天时,模型组大鼠神经功

能评分较对照组明显升高(P<0. 05),JWF 组大鼠神

经功能评分较模型组明显减少(P <0. 05),JWF+
EX527 组神经功能评分较 JWF 组明显增加 (P <
0. 05;表 1)。

表 1. 4 组大鼠神经功能评分比较

Table 1. Comparison of neurological scores among
four groups of rats

分组 n 第 7 天 第 14 天

对照组 8 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00

模型组 8 2. 34±0. 61a 2. 11±0. 42a

JWF 组 8 1. 33±0. 32b 1. 09±0. 24b

JWF+EX527 组 8 2. 21±0. 41c 2. 18±0. 33c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与 JWF 组比较。

2. 2　 血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平

模型组大鼠血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平

较对照组明显增加(P<0. 05),JWF 组大鼠血清中

IL-1β、IL-6、 TNF-α 水平较模型组明显减少 ( P <
0. 05),JWF +EX527 组大鼠血清中 IL-1β、 IL-6 和

TNF-α 水平较 JWF 组明显增加(P<0. 05;表 2)。
2. 3　 缺血周围脑组织 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含量

模型组大鼠缺血周围脑组织中 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 的含量较对照组明显增加(P<0. 05),JWF 组

大鼠缺血周围脑组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含

量较模型组比较明显减少(P<0. 05),JWF+EX527
组大鼠缺血周围脑组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的

含量较 JWF 组明显增加(P<0. 05;表 3)。

表 2. 4 组大鼠血清 IL-1β、IL-6和 TNF-α水平比较

Table 2. Comparison of serum IL-1β, IL-6, TNF-α
　 　 　 　 levels among four groups of rats 单位:ng / L

分组 n IL-1β IL-6 TNF-α

对照组 8 11. 38±3. 72 14. 27±3. 29 6. 68±1. 04

模型组 8 30. 94±7. 86a 31. 37±6. 62a 19. 94±3. 57a

JWF 组 8 16. 23±3. 25b 19. 39±4. 18b 10. 37±2. 88b

JWF+EX527 组 8 28. 75±5. 61c 28. 48±6. 61c 18. 36±3. 25c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与 JWF 组比较。

表 3. 4 组大鼠缺血周围脑组织 IL-1β、IL-6和
TNF-α含量比较

Table 3. Comparison of IL-1β, IL-6, TNF-α contents in
ischemic peripheral brain tissue among

four groups of rats 单位:ng / g

分组 n IL-1β IL-6 TNF-α

对照组 8 2. 74±0. 62 3. 42±0. 69 1. 17±0. 32

模型组 8 8. 17±1. 34a 8. 84±1. 25a 4. 68±0. 76a

JWF 组 8 4. 01±0. 75b 4. 75±0. 83b 2. 09±0. 42b

JWF+EX527 组 8 7. 76±1. 22c 8. 11±1. 32c 4. 26±0. 83c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与 JWF 组比较。

2. 4　 缺血周围脑组织 Bax 和 Bcl-2 的表达

模型组大鼠缺血周围脑组织中 Bax 的表达水平

较对照组明显增加,Bcl-2 的表达水平较对照组明显

减少(P<0. 05);JWF 组大鼠缺血周围脑组织中 Bax
的表达水平较模型组明显减少,Bcl-2 的表达水平较

模型组明显增加(P<0. 05);JWF+EX527 组大鼠缺

血周围脑组织中 Bax 的表达水平较 JWF 组明显增

加,Bcl-2 的表达水平较 JWF 组明显减少(P<0. 05;
图 1)。
2. 5 　 缺血周围脑组织中 SIRT1 及下游 NF-κB、
FoxO1 的表达

与对照组比较,模型组大鼠缺血周围脑组织中

SIRT1 的表达水平明显减少,NF-κB 和 FoxO1 的表

达水平明显增加(P<0. 05);与模型组比较,JWF 组

大鼠缺血周围脑组织中 SIRT1 的表达水平明显增
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加,NF-κB 和 FoxO1 的表达水平明显减少 ( P <
0. 05);与 JWF 组比较,JWF+EX527 组大鼠缺血周

围脑组织中 SIRT1 的表达水平明显减少,NF-κB 和

FoxO1 的表达水平明显增加(P<0. 05;图 2)。

图 1. 4 组大鼠缺血周围脑组织中 Bax 和
Bcl-2的蛋白表达(n=8)

1 为对照组,2 为模型组,3 为 JWF 组,4 为 JWF+EX527 组。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,

与模型组比较;c 为 P<0. 05,与 JWF 组比较。

Figure 1. Protein expressions of Bax, Bcl-2 in
ischemic peripheral brain tissue of

four groups of rats(n=8)

3　 讨　 论

脑组织缺血再灌注是缺血性脑卒中患者接受

溶栓或介入治疗后必经的病理生理过程,缺血再灌

注能够通过激活炎症反应、细胞凋亡、氧化应激等

多种方式加重脑组织损伤,即缺血再灌注损伤[5-6]。
近些年,脑缺血再灌注损伤对缺血性脑卒中治疗效

果的不利影响受到了越来越多重视,如何防治脑缺

血再灌注损伤是临床学者关注的重点。
缺血再灌注损伤的中医病机主要在于瘀血阻

滞及脑窍闭阻,给予活血化瘀、醒脑开窍的方剂能

够起到治疗作用。 加味脑泰方从补阳还五汤改进

图 2. 4 组大鼠缺血周围脑组织中 SIRT1、
NF-κB 和 FoxO1 的蛋白表达(n=8)

1 为对照组,2 为模型组,3 为 JWF 组,4 为 JWF+EX527 组。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,

与模型组比较;c 为 P<0. 05,与 JWF 组比较。

Figure 2. Protein expressions of SIRT1, NF-κB,
FoxO1 in ischemic peripheral brain tissue of

four groups of rats(n=8)

加减而成,方中黄芪、当归、川芎等多种成分均具有

活血化瘀的功效。 已有细胞研究表明,在神经元发

生缺氧复氧损伤的过程中,加味脑泰方含药血清能

够起到保护作用[3]。 神经元缺氧复氧模型是模拟

脑缺血再灌注过程的体外细胞模型,本研究在既往

加味脑泰方含药血清用于神经元干预的基础上将

加味脑泰方用于大鼠脑缺血再灌注损伤的干预,通
过观察神经功能的变化可知,模型组大鼠的神经功

能评分明显增加,而加味脑泰方干预后大鼠的神经

功能评分明显减少,表明加味脑泰方能够在大脑缺

血再灌注损伤过程中发挥保护作用。
现代药理学研究发现,黄芪、当归中的小分子

多糖具有广泛的生物学活性,用于心肌细胞、神经
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元缺血再灌注损伤时,能够发挥抗炎、抗凋亡等作

用[7-8]。 在脑缺血再灌注损伤过程中,炎症反应及

细胞凋亡的激活是造成组织损伤的重要因素,本实

验观察到,模型组大鼠血清及脑组织中多种细胞因

子 IL-1β、IL-6、TNF-α 的含量增加,而脑组织中凋亡

基因 Bax 的表达量明显增加、Bcl-2 的表达量明显减

少。 在脑缺血再灌注损伤过程中,IL-1β、IL-6、TNF-
α 是发挥重要作用的促炎因子,能够介导炎症的级

联放大[9-11];Bax 和 Bcl-2 是调控凋亡的基因,前者

增加线粒体膜对细胞色素 C 的通透性并促进凋亡,
后者降低线粒体膜对细胞色素 C 的通透性并抑制

凋亡[12-13]。 在加味脑泰方干预后,JWF 组大鼠体内

IL-1β、IL-6、TNF-α 的含量及 Bax 的表达量均明显减

少,Bcl-2 的表达量明显增加,表明加味脑泰方可能

在脑缺血再灌注损伤过程中起到抑制炎症反应和

细胞凋亡的作用。
国内两项关于加味脑泰方改善神经功能、减轻

神经细胞损伤的研究均发现激活 SIRT1 是加味脑泰

方发挥作用的分子机制[3-4]。 SIRT1 是体内重要的

去乙酰化酶,通过调控下游 NF-κB 及 FoxO1 在脑缺

血再灌注过程中影响炎症反应及细胞凋亡。 曹自

为和李传文等[14-15] 研究均表明,SIRT1 在缺血再灌

注脑组织中表达减少,使用 SIRT1 激动剂白藜芦醇

能够抑制 NF-κB 的表达并减轻炎症反应、抑制

FoxO1 的表达并减轻细胞凋亡,使用 SIRT1 拮抗剂

EX527 则能加重炎症及凋亡。 本实验在使用加味

脑泰方干预后观察到,JWF 组大鼠脑组织中 SIRT1
的表达增加,NF-κB 及 FoxO1 的表达减少,表明加味

脑泰方对脑缺血再灌注损伤过程中的 SIRT1 具有激

活作用。 为了进一步验证,本实验在加味脑泰方干

预的同时加用了 SIRT1 拮抗剂 EX527,结果发现

EX527 削弱了加味脑泰方在脑缺血再灌注损伤过

程中的保护作用。 以上结果提示加味脑泰方的保

护作用可能与上调 SIRT1 表达有关,但 SIRT1 表达

上调后对 FoxO1、NF-κB 的直接调控作用仍有待今

后的研究进行验证。
综上所述,加味脑泰方能够减轻大鼠脑缺血再

灌注损伤,激活 SIRT1 并抑制下游 NF-κB 介导的炎

症反应、FoxO1 介导的细胞凋亡可能是加味脑泰方

在脑缺血再灌注损伤过程中发挥保护作用的分子

机制。
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