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健脾补土方对脑缺血再灌注大鼠缺血侧
皮质 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响
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【摘要】 　 目的　 探讨健脾补土方减轻脑缺血再灌注大鼠神经元损伤的可能作用机制。 方法

　 将 ８０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组 １０ 只、手术组 ７０ 只，手术组经模型制备后评价，剔除不成功

的及死亡大鼠，二次分组，分为模型组、依达拉奉组、健脾补土方高、中、低剂量组，每组各 １３ 只。
手术组采用大脑中动脉栓塞法制备脑缺血再灌注模型（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ， ＭＣＡＯ），
干预 ７ 天，取材。 取材前每组选取 １０ 只，采用国际公认的大鼠脑卒中后神经功能缺损评分法

（ｍＮｓｓ 评分）进行神经功能缺损评分。 取材部位为缺血侧脑皮质组织。 每组随机选取 ３ 只采用苏

木素—伊红 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ） 染色法观察病理形态改变；每组随机选取其中 ５ 只采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测紧密连接蛋白⁃５（Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５）、闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）表达量；剩余 ５ 只采用免疫

组化法检测磷酸化相关死亡启动因子（ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｂｃｌ⁃ｘＬ ／ Ｂｃｌ⁃２ ａｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ ｐｒｏｍｏｔｅｒ， ｐ⁃ＢＡＤ）、Ｂ
淋巴细胞瘤⁃２ 基因（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）和半胱天冬氨酸蛋白酶⁃３（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）蛋白表达量。
结果　 （１）造模后，与假手术组比较，模型组大鼠神经功能缺损评分明显上升，经药物干预后，各
组神经功能缺损评分均有所下降（Ｐ＜０．０５），其中以依达拉奉组与健脾补土方高剂量组下降最为

明显；（２）造模后，模型组大鼠较假手术组病理改变严重，出现组织大片坏死，经药物干预后，各组

病理改变均有所改善，依达拉奉组和健脾补土方高剂量组尤为明显；（３）与模型组比较，各药物干

预组脑组织缺血皮质区 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白表达均有所上调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
其中以依达拉奉组和健脾补土方高剂量组最为显著；（４）与模型组比较，各药物干预组脑缺血皮

质组织 ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达均明显增加，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达有所降低（Ｐ＜０．０５），其中依达拉奉

组与健脾补土方高剂量组最为显著。 结论 　 健脾补土方可能通过上调ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达，下调 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达，从而改善脑缺血再灌注大鼠神经功能缺损症状及脑

组织病理改变，进而促进缺血脑组织损伤修复。
【关键词】 　 脑缺血再灌注；　 健脾补土方；　 磷酸化相关死亡启动因子；　 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基

因；　 半胱氨酸蛋白酶⁃３；　 紧密连接蛋白⁃５；　 闭合蛋白
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ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜
０．０５）． ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｅｄａｒａｖｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｓｐｌｅｅｎ⁃ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ
ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｂｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＢＡＤ， Ｂｃｌ⁃２，
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｔｈｕｓ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；　 Ｓｐｌｅｅｎ⁃ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ；　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅａｔｈ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ；　 Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃２ ｇｅｎｅ；　 Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ⁃３；　 Ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
５；　 Ｃｌｏｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤 （ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＣＩＲＩ）是缺血性脑卒中的常见并

发症。 中医藏象理论认为，脾为后天之本，脑卒中

发生后常并发腹胀、腹泻、便秘及营养障碍等症状，
皆与脾胃失调有关［１］。 本研究采用的健脾补土方

由四君子汤加减化裁而成，多用于脑卒中恢复期患

者的治疗，具有一定临床疗效［２］。 课题组前期研究

显示，神经细胞外基质滋养、承载、调护神经元的作

用与中医脾土“至哉坤元，万物滋生，坤厚载物”的

功能有相通之处，认为神经细胞外基质可纳入中医

“脾土”范畴，健脾补土方对神经细胞外基质有一定

保护作用［３］。 神经细胞外基质中含有多种黏附分

子，如纤维连接蛋白（ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、紧密连接蛋

白⁃５（Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５）、闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）等，能引导神

经生长，保护脑损伤。 课题组前期研究发现，健脾

补土法组方可以上调磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ｐ⁃Ａｋｔ）蛋白的表达水平，从而抑制

神经细胞凋亡，减少脑缺血再灌注损伤［４］。 有研究
发现，ｐ⁃Ａｋｔ 可直接作用于其下游靶点相关死亡启

动 因 子 （ Ｂｃｌ⁃ｘＬ ／ Ｂｃｌ⁃２ ａｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ ｐｒｏｍｏｔｅｒ，
ＢＡＤ），而 ＢＡＤ 又是将上游蛋白激酶 Ｂ （ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ｂ，Ａｋｔ） 信号途径与 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基因

（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）蛋白家族连接起来的信

号中转站，Ｂｃｌ⁃２ 同样与细胞凋亡关系紧密，半胱天
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冬氨酸蛋白酶⁃３（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）是调节凋亡的重要和

潜在药物靶点［５⁃６］。 因此本实验基于前期研究，观
察健脾补土方对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠脑组织缺血皮质区

Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达水平的影响，为阐明健脾补土方减轻大鼠脑缺血

再灌注损伤的作用机制提供研究基础。

１　 材料与方法

１．１　 动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ８０ 只， ８ 周龄，体质量

（２６０±２０）ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，实验动物生产许可证号：ＳＹＸＫ（湘）２０１３⁃０００５，
动物质量合格证号：ＮＯ． ４３００４７０００４８２３６。 饲养于

湖南中医药大学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障系统，环
境温度为 ２６℃，相对湿度 ５５％，自由进食饮水，光暗

循环 １２ 小时。 本研究所有操作均符合相关管理准

则并已通过湖南中医药大学动物实验伦理委员会

审查（编号：２０１５０９０８）。
１．２　 药物

健脾补土方由经典名方四君子汤《太平惠民和

剂局方》加减化裁而来：白参 １５ ｇ、黄芪 １５ ｇ、山药

１２ ｇ、茯苓 １０ ｇ、白术 １２ ｇ、薏苡仁 １２ ｇ、炙甘草 ６ ｇ。
由湖南中医药大学第一附属医院提供。 常规水煎

煮，利用旋转蒸发仪浓缩至生药浓度 １ ｇ ／ ｍＬ，灭菌

分装，４℃ 冰箱冷藏备用。 依达拉奉注射液（批号

２０１２Ｂ００５２８，南京先声东元制药有限公司）。
１．３　 主要试剂与仪器

兔 抗 大 鼠 ｐ⁃ＢＡＤ （ ＡＦ３４７， 美 国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）；兔抗大鼠 Ｂｃｌ⁃２（Ａ０２０８，武汉爱

博泰克生物科技有限公司）；兔抗大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
（ｂｓ⁃００８１Ｒ，北京博奥森生物技术有限公司）；兔抗

Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 多克隆抗体（３４⁃１６００，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司）；兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 多克隆抗体（１３４０９⁃１⁃ＡＰ，美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；兔抗 β⁃肌动蛋白多克隆抗体

（２０５３６⁃１⁃ＡＰ，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；显影定影试

剂（Ｇ２０１６，武汉谷歌生物科技公司）；ＲＩＰＡ 裂解液

（Ｇ２００１， 武 汉 谷 歌 生 物 科 技 公 司 ）； ＰＶＤＦ 膜

０. ４５ μｍ（ ＴＡ⁃０９，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＭＣＡＯ 栓线 （规

格：２６３０⁃２０Ａ４，北京西浓科技有限公司）。
石蜡切片机（ＲＭ２２３５ 型，德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；旋

转蒸发仪（ＲＥ⁃５２ＡＡ 型，上海雅荣生化仪器设备有

限公司）；半干转膜仪系统 （ＷＳＥ⁃４０４０， ＡＴＴＯ 生

产）；ａｌｐｈａＥａｓｅＦＣ 灰度分析软件（Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ 生

产）；显微摄像图像分析系统（ＭｏｔｉｃＢＡ６００⁃４ 型，麦
克奥迪实业公司）；图像分析软件（ Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
型，美国 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ 公司）。
１．４　 ＭＣＡＯ 模型制备　

８０ 只大鼠适应性喂养 １ 周后，运用随机数字表

进行初分组，分为假手术组 １０ 只，手术组 ７０ 只。 参

照改良 Ｌｏｎｇａ ＥＺ［７］ 的线栓法将手术组大鼠制备局

灶性 大 脑 中 动 脉 闭 塞 （ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ
ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ， ＭＣＡＯ）模型，术前禁食 ２４ 小时，操作前

大鼠用 １０％水合氯醛（３．５ ｍＬ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉，
剪开颈部皮肤，暴露手术部位，分离血管，０．２８ ｍｍ
尼龙线蘸取肝素后， 自左侧颈内动脉 （ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ， ＩＣＡ）插入大脑中动脉至有轻微阻力

感停止，平均插入（１８．５±０．５）ｍｍ，闭阻 ２ 小时后抽

出栓线。 假手术组只暴露手术部位，分离 ＩＣＡ，不对

血管做任何结扎处理。 模型成功的判断标准［７］ 以

清醒后动物出现前肢腕屈，肩内旋，以对侧上肢为

重的瘫痪，前进时向手术对侧转圈、歪倒，并伴有同

侧霍纳征阳性为主，不成功者剔除。 造模阶段 ４ 只

未成功，均剔除，因损伤太重死亡 １ 只，手术组余

６５ 只。
１．５　 动物分组及给药

将造模成功的大鼠按随机数字表法二次分组

为：模型组，依达拉奉组，健脾补土方高、中、低剂量

组，每组 １３ 只。 大鼠给药剂量参考魏伟等［８］主编的

《药理实验方法学》附录中的种属间等效剂量折算

表，根据 ７０ ｋｇ 成人每日服用 ８２ ｇ 生药剂量，按人—
大鼠体表面积换算系数确定健脾补土方高、中、低
剂量组大鼠用药剂量，分别为 １４．７６ ｇ ／ （ ｋｇ·天）、
７. ３８ ｇ ／ （ｋｇ·天）、３．６９ ｇ ／ （ｋｇ·天），其中健脾补土

方中剂量组相当于临床等效剂量。 以同样的方法

得出依达拉奉等效剂量为 ３．２ ｍｇ ／ （ｋｇ·天）。 除中

药组外，其他组均予以 ２ ｍＬ 蒸馏水灌胃，除依达拉

奉组外，其他组均予以 １ ｍＬ 生理盐水腹腔注射。 造

模成功 ２４ 小时后各组首次给药，连续给药 ７ 天，每
日 １ 次。 给药 ７ 天后，处死大鼠取缺血侧脑组织，取
材前禁食 ２４ 小时，组织按指标检测要求保存。
１．６　 检测指标与方法

１．６．１　 神经功能缺损症状评分 　 采用国际公认的

大鼠脑卒中后神经功能缺损评分法（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅ， ｍＮｓｓ），取材前 ２ 小时随机在

手术组各组大鼠中随机选取 １０ 只，与假手术组 １０
只对比，共 ６０ 只大鼠，进行神经功能缺损状况评价，
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采用双盲法。 评价标准：１ ～ ６ 分为轻度局灶性神经

功能缺损；７～１２ 分为中度局灶性神经功能缺损；１３
～１８ 分为重度局灶性神经功能缺损［９］。
１．６．２　 大鼠脑组织病理形态改变观察 　 采用苏木

素—伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色法，每组随机

选取 ３ 只大鼠，取缺血侧脑组织后，即刻用 ４％多聚

甲醛固定 ２４ 小时以上，而后石蜡包埋，切片。 脱蜡

后染色，光学显微镜下观察各组大脑皮质组织病理

形态改变，并保存图片。 每组重复 ３ 次。
１．６．３　 大鼠脑组织缺血皮质区 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白检测　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法。 每组选取 ５ 只大

鼠，取缺血侧脑组织后－８０℃冻存。 检测前提前取

出解冻。 （１）蛋白定量：检测蛋白浓度，配上样液。
（２）电泳。 （３）转膜，将目标蛋白条带转移到聚偏二

氟乙烯膜上。 （４）配 ５％脱脂奶粉浸泡携带目的蛋

白的膜，室温下封闭 ９０ 分钟。 （５）一抗孵育：将膜

置于 ４℃ 与一抗 （ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 稀释比例 １ ∶ ２０００；
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 稀释比例 １ ∶ ２０００； β⁃ａｃｔｉｎ 稀释比例

１ ∶ １０００）孵育过夜，第二天将膜用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，
每次 ５ 分钟，（６）室温二抗孵育 ２ 小时。 而后 ＴＢＳＴ
洗涤 ６ 次，每次 ５ 分钟。 （７）使用 ＥＣＬ 试剂显影并

保存条带图。 每组重复 ５ 次。 采用 ａｌｐｈａＥａｓｅＦＣ 灰

度分析软件分析条带灰度值，目的蛋白以样品条带

灰度值 ／相应内参灰度值表示，本研究以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参。
１．６． ４ 　 大鼠脑组织缺血皮质区 ｐ⁃ＢＡＤ、 Ｂｃｌ⁃２、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白检测　 采用免疫组化法。 每组选取 ５
只大鼠，取材后缺血侧脑组织用 ４％多聚甲醛固定

２４ 小时以上，石蜡脱水包埋并切片保存。 ３％ Ｈ２Ｏ２

室温孵育 １０ 分钟后蒸馏水冲洗，磷酸盐溶液内浸泡

５ 分钟，加一抗（ｐ⁃ＢＡＤ 稀释比例 １ ∶ ５００，Ｂｃｌ⁃２ 稀释

比例 １ ∶ ５００，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 稀释比例 １ ∶ １０００），孵育 ２
小时。 磷酸盐溶液冲洗，而后滴加二抗，孵育 ３０ 分

钟。 加入 ＤＡＢ 染色液显色 ５ ～ ２０ 分钟，蒸馏水冲

洗、复染、脱水、透明、封片、镜检。 每组重复 ５ 次。
显微镜下观察，４００ 倍镜下，随机选取 ５ 个视野，保
存图片，采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 图像分析软件测定阳

性面积，以平均阳性面积作为蛋白表达量。
１．７　 统计学方法

实验数据均采用 ＳＰＳＳ ２１．０ 统计软件分析，对
数据进行正态性检验及方差齐性检验后，均服从正

态分布，计量资料用均数±标准差（ ｘ±ｓ）表示，且均

满足方差齐性。 故组间两两比较均采用单因素方

差分析比较（采用 ＬＳＤ 检验法），若 Ｐ＜０．０５ 则证明

差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 健脾补土方对脑缺血再灌注大鼠神经功能缺

损症状评分的影响

与假手术组比较，其他各组大鼠神经功能缺

损症状评分显著增加（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，依
达拉奉组、健脾补土方各剂量神经功能缺损评分

均有明显降低（Ｐ＜０．０５）；与依达拉奉组比较，健脾

补土方中、低剂量组大鼠神经功能缺损评分增加

（Ｐ＜０．０５）。 见表 １。

表 １　 各组大鼠神经功能缺损症状评分比较（ｘ±ｓ）

组别 鼠只 剂量（ｇ ／ ｋｇ） 神经功能缺损评分

假手术组 １０ ／ ０．００±０．００

模型组 １０ ／ ６．８３±２．１０ａ

依达拉奉组 １０ ０．００３２ ２．０２±０．７３ｂ

健脾补土方低剂量组 １０ ３．６９ ３．８０±０．５１ｂｃ

健脾补土方中剂量组 １０ ７．３８ ３．６９±０．２２ｂｃ

健脾补土方高剂量组 １０ １４．７６ ２．３２±０．１２ｂ

注： 与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与依达拉奉

组比较，ｃＰ＜０．０５。

２．２　 健脾补土方对脑缺血再灌注大鼠脑组织病理

形态改变的影响

假手术组神经细胞胞体形态完整、排列正常有

序；胞核深染，核膜完整清晰，胞浆呈粉红色，未见

侵染；与假手术组相比，模型组神经细胞大量消失，
脑组织大片坏死，排列疏松紊乱，胞核固缩，间质水

肿；与模型组相比，依达拉奉组、健脾补土方各剂量

组均有一定程度病理软化现象改善，水肿减轻；神
经细胞增多，排列改善，可见部分胞核偏移、固缩

解，核膜相对平整，尤以依达拉奉组和健脾补土方

高剂量组改善最为明显。 见图 １。
２．３ 　 健脾补土方对脑缺血再灌注大鼠脑组织

Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响

与假手术组比较，模型组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋

白表达明显下调（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，依达拉

奉组、健脾补土方各剂量组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白

表达均上调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其中以

依达拉奉组和高剂量组上调最为显著。 见图 ２，
表 ２。
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注：Ａ 假手术组；Ｂ 模型组；Ｃ 依达拉奉组；Ｄ 健脾补土方低剂量组；
Ｅ 健脾补土方中剂量组；Ｆ 健脾补土方高剂量组

图 ２　 各组大鼠脑组织 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白电泳图

２．４ 　 健脾补土方对脑缺血再灌注大鼠脑组织

ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织缺血皮质

区 ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达均有所降低，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白表达明显增高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，依达拉

奉组、健脾补土方各剂量组大鼠脑组织缺血皮质区

ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达均明显增加，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

表达有所降低（Ｐ＜０．０５）；与依达拉奉组比较，健脾

补土方中、低剂量组大鼠脑组织缺血皮质区 ｐ⁃ＢＡＤ、
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达有下降，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达有上升，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而健脾补土方高剂量

组 ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达与之差异不明

显（Ｐ＞０．０５）。 见表 ３、图 ３～图 ５。

表 ２　 各组大鼠脑组织缺血皮质区 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白表达水平的比较（ｘ±ｓ）

组别 鼠只 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ／ β－ａｃｔｉｎ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

假手术组 ５ ０．６９９±０．０６４ ０．８６５±０．０２４

模型组 ５ ０．１６３±０．０２３ａ ０．１８８±０．０２６ａ

依达拉奉组 ５ ０．４９８±０．０３１ｂ ０．６２２±０．０８３ｂ

健脾补土方低剂量组 ５ ０．３３０±０．０１０ｂｃ ０．５０３±０．０２８ｂｃ

健脾补土方中剂量组 ５ ０．４１３±０．０１０ｂｃ ０．５６６±０．０１６ｂ

健脾补土方高剂量组 ５ ０．５４７±０．０３３ｂ ０．６８６±０．０５３ｂ

注： 与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与依达拉奉

组比较，ｃＰ＜０．０５。

注：Ａ 假手术组；Ｂ 模型组；Ｃ 依达拉奉组；Ｄ 健脾补土方低剂量组；Ｅ 健脾补土方中剂量组；Ｆ 健脾补土方高剂量组

图 １　 各组大鼠脑组织病理 ＨＥ 染色结果（×４００）

表 ３　 各组大鼠脑组织缺血皮质区 ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平的比较（ｘ±ｓ）

组别 鼠只 Ｐ⁃Ｂａｄ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

假手术组 ５ ０．２００±０．０３３ ０．２１４±０．０３１ ０．１４０±０．０２５

模型组 ５ ０．１４３±０．０３０ａ ０．１４３±０．０１９ａ ０．５４１±０．０４９ａ

依达拉奉组 ５ ０．３１８±０．０３２ｂ ０．４０１±０．０３３ｂ ０．２０１±０．０４０ｂ

健脾补土方低剂量组 ５ ０．２２９±０．１２５ｃ ０．２４１±０．０４２ｂｃ ０．３６９±０．０３８ｂｃ

健脾补土方中剂量组 ５ ０．２６４±０．０１８ｂｃ ０．２６５±０．０３１ｂｃ ０．３５５±０．０４１ｂｃ

健脾补土方高剂量组 ５ ０．３０１±０．０３４ｂ ０．３８６±０．１２１ｂ ０．２１５±０．０３７ｂ

注： 与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与依达拉奉组比较，ｃＰ＜０．０５。
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注：Ａ 假手术组；Ｂ 模型组；Ｃ 依达拉奉组；Ｄ 健脾补土方低剂量组；Ｅ 健脾补土方中剂量组；Ｆ 健脾补土方高剂量组，下同。

图 ３　 各组大鼠脑组织缺血皮质区 ｐ⁃ＢＡＤ 蛋白表达（ＩＨＣ，×４００）

图 ４　 各组大鼠脑组织缺血皮质区 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达（ＩＨＣ，×４００）

图 ５　 各组大鼠脑组织缺血皮质区 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达（ＩＨＣ，×４００）
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３　 讨论

缺血性脑卒中属于中医“中风”范畴，其病性为

本虚标实，其发病机制与多个脏器相关［１０］。 缺血性

脑卒中患者多见气血亏虚不足之证候，脾脏是调控

全身气血生成、运行的重要脏器。 脾为后天之本，
气血生化之源，参与气血的生成；其主运化、主升

清，能输送精气及水谷精微至全身脏腑经络、形体

官窍。 脾失健运致水谷不化，气血不生，则脑腑失

养；脾胃虚弱，气血运行不畅则涩于脉内，统摄失司

则血流于脉外，导致筋脉痹阻；脾气不升，则气机逆

乱，可致清阳不升，浊阴不降，痰浊闭阻，出现神昏

语蹇，肢麻偏瘫，口舌歪斜诸症［１１］。 因此在治疗脑

卒中时应当重视健脾益气，扶正祛邪，使疾病向愈。
正如张仲景所云：“若五脏之真气通畅，人即安和。”
因此健脾益气，使气血调和，筋脉通达，对于中风病

的恢复大有裨益。 本研究结果显示，健脾补土方干

预后可降低大鼠神经功能缺损评分并改善脑组织

病理形态，说明健脾补土方对缺血性脑卒中大鼠损

伤脑组织有一定保护作用，其中以健脾补土方高剂

量组作用最佳。
失巢凋亡是一种特殊的细胞凋亡形式，是由于

失去或不适当细胞粘附引起。 当细胞外基质蛋白

（如 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５）表达异常下降，会导致细胞间的屏障

结构完整性被破坏，使细胞间粘附性下降，从而导

致细胞发生失巢凋亡［１２］。 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 都是

紧密连接蛋白家族的重要成员，对维持血脑屏障功

能以及细胞外基质稳定有着重要作用［１３⁃１４］。 本课

题组前期研究发现健脾补土方可以降低血脑屏障

通透性［１５］，同时可以稳定神经元细胞外基质，促进

ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白的表达，抑制了神经细胞凋亡，保护脑缺

血损伤［４］。 本研究结果显示，健脾补土方可上调大

鼠缺血侧脑组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋白表达水平，
其中中药干预组以中剂量及高剂量组最为明显，表
明健脾补土方可能通过上调 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 蛋

白表达发挥对缺血性脑卒中大鼠损伤的保护作用。
尽管失巢凋亡有着独特的定义，但它本质依然

是细胞凋亡，凋亡发生和执行可以由不同的途径驱

动，最终汇聚成 Ｃａｓｐａｓｅ 的活化和 ＤＮＡ 片段化。
Ｂｃｌ⁃２ 家族是凋亡通路的关键参与者。 它们包括抗

凋亡蛋白，如 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ＸＬ，或促凋亡蛋白，如 Ｂａｘ、
Ｂａｋ，或 Ｂｉｄ、ＢＡＤ、Ｂｉｍ 等［１６］。 研究表明［５］，ＢＡＤ 是

Ｂｃｌ⁃２ 基因家族中含有高度保守序列的促凋亡蛋白，

通过 ＢＨ３ 结构域与 Ｂｃｌ⁃２ 家族的其他成员 Ｂｃｌ⁃ＸＬ
和相关细胞死亡抑制因子结合而发挥细胞凋亡的

作用。 另有研究表明［１７⁃１８］，ＢＡＤ 可以在任一 Ｓｅｒ⁃
１１２ 或 Ｓｅｒ⁃１３６ 被磷酸化为 ｐ⁃ＢＡＤ 来发挥其抗细胞

凋亡作用，神经细胞存活的关键在于被多个磷酸化

丝氨酸残基改变的 ＢＡＤ，能同时改变 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家

族的促生存成员，两者相互作用，ＢＡＤ 作为中转站

将上游信号途径与 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族紧密连接起来。
有研究显示［１９］，Ｂｃｌ⁃２ 与 Ｂａｘ 能够在体内形成同源

或异源二聚体参与调节细胞凋亡，细胞缺血缺氧后

是否存活与抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和促凋亡蛋白 Ｂａｘ 的

比值呈正相关。 Ｂｃｌ⁃２ 表达增高能抑制“死亡蛋白

酶”Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达来减轻细胞损害，Ｃａｓｐａｓｅ 家族

作为细胞凋亡的起始点和执行因子可以被自动激

发或被其他类似的特定酶激活，导致蛋白水解发生

级联瀑布效应。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在家族诱导的蛋白酶级

联反应中起着决定性作用，严重抑制 ＤＮＡ 复制、转
录和损伤修复功能，最终导致细胞发生不可逆的凋

亡效应。 实验研究证实［２０］，脑 Ｉ ／ Ｒ 损伤形成后大鼠

海马神经元中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达显著增强，神经细胞凋

亡数目随之增加，二者之间存在显著相关性；而通

过向大鼠脑室注射 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阻滞剂后，发现脑组织

梗死区间细胞凋亡数目显著减少。 这些发现均证

明了脑 Ｉ ／ Ｒ 后 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的激活与脑缺血损伤

密切相关。 本研究表明，健脾补土方干预可上调大

鼠缺血侧脑组织 ｐ⁃ＢＡＤ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平，下调

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋 白 表 达 水 平， 说 明 ｐ⁃ＢＡＤ、 Ｂｃｌ⁃２、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白可能是健脾补土方治疗脑缺血再灌

注大鼠的作用靶点，可通过对其发挥影响而减轻脑

组织损伤。
健脾补土方由健脾补气之经典名方四君子汤

（《太平惠民和剂局方》）加减而成。 方中白参、黄芪

共为君药，健脾养胃，益气温中；白术、茯苓共为臣

药，白术性味甘温、苦燥，甘温以补气，苦燥运湿以

健脾，协助白参增强健脾补气之功效；茯苓性味甘

淡，健脾补气运湿，与白术相伍，补中益气，守而不

走，相得益彰。 山药性味甘平，补脾益气，滋养脾

阴；薏苡仁性味甘淡，健脾益胃，共为佐药。 炙甘草

甘温益气，合白参、黄芪、白术可加强益气补中之

力，又可调和诸药，为佐使药。 全方制方严谨，条理

清晰，药效确切。 课题组在前期研究中已证实健脾

补土方对脑 Ｉ ／ Ｒ 具有脑保护的作用，如李花［１６， ２１］等

发现健脾益气利水方可以改善血脑屏障紧密连接
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结构，对脑水肿形成、脑组织神经细胞凋亡均具有

抑制作用；胡康丽等［２２］发现四君子汤加减可以通过

上调 ｐ⁃Ａｋｔ，下调 Ｂａｘ 的表达，从而减少脑 Ｉ ／ Ｒ 大鼠

神经细胞凋亡而发挥脑保护作用。
本实验在前期研究基础上进一步发现，健脾

补土方可能通过上调 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、ｐ⁃ＢＡＤ、
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平，抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达，从而

达到治疗脑卒中后神经损伤的作用。 本研究从微

观层面揭示了健脾补土方治疗脑卒中的可能作用

机制，为健脾补土方多靶点干预脑卒中提供理论

依据，为临床治疗脑卒中提供更多可行策略。
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