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通塞脉方取舍怀牛膝对大鼠缺血性脑损伤的影响 

李卓琼，卞慧敏*，张启春，章嫡妮，狄留庆，胡小鹰 
南京中医药大学 江苏省药效与安全性评价重点实验室，江苏 南京  210046 

摘  要：目的  探讨通塞脉方取舍怀牛膝对缺血性脑损伤模型大鼠的影响。方法  雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、

尼莫地平（32.4 mg/kg）组、通塞脉全方（生药 31.74 g/kg）组、去牛膝通塞脉方（生药 27.77 g/kg）组。除假手术组与模型

组外，其他给药组大鼠连续 ig 给药 3 d，每天 1 次。给药后除假手术组外，其他组大鼠制备缺血性脑卒中模型，造模后 24 h
取血及大脑组织，脑组织以 TTC 染色，观察梗死率；HE 染色观察病理学变化；测定血清中高迁移率组蛋白 1（HMGB1）、
肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）的量；免疫组化法观察缺血组织中核因子-κB（NF-κB）的表达。结果  模
型组大鼠 HMGB1、TNF-α、IL-1β 的量及 NF-κB 的表达均明显升高（P＜0.05），通塞脉全方及通塞脉去牛膝方均可降低脑

缺血大鼠 HMGB1、TNF-α、IL-1β的量，抑制 NF-κB 的表达（P＜0.05），其中去牛膝通塞脉方降低 IL-1β的作用最强。结论  
通塞脉全方及去牛膝通塞脉方均可通过抑制 HMGB1 相关的 NF-κB 信号通路的激活，发挥抑制炎症反应、减轻脑水肿、保

护神经细胞的作用；去除牛膝的通塞脉方不会降低对脑缺血疗效，在抑制炎症因子 IL-1β的分泌方面优于通塞脉方全方。 
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Effects of Tongsaimai Prescription and Tongsaimai Prescription without 
Achyranthis Bidentatae Radix on ischemic brain injuries in rats 

LI Zhuo-qiong, BIAN Hui-min, ZHANG Qi-chun, ZHANG Di-ni, DI Liu-qing, HU Xiao-ying 
Nanjing University of Chinese Medicine, Nanjing 210046, China 

Abstract: Objective  To investigate the effects of Tongsaimai Prescription (TSMP) and TSMP without Achyranthis Bidentatae 
Radix (ABR) on ischemic brain injuries in rats. Methods  The male SD rats were divided into Sham, model, Nimodipine (32.4 
mg/kg), TSMP (crude drug 31.74 g/kg), and TSMP without ABR (crude drug 27.77 g/kg) groups. Except the Sham and model 
groups, the rats were ig administered once daily, for 3 d. After the treatment, except the Sham group, the cerebral ischemic stroke 
model was established. After 24 h, the blood and brain tissue were taken, the brain tissue was stained with TTC, and the cerebral 
infarction ratio was measured. The pathological changes were observed, and the contents of HMGB1, TNF-α, and IL-1β in serum 
were detected. The expression of NF-κB in ischemia tissue was observed by immunohistochemisty method. Results  The 
expression of HMGB1, TNF-α, and IL-1β increased obviously (P < 0.05). TSMP and TSMP without ABR could decrease the 
contents of HMGB1, TNF-α, and IL-1β, inhibit the expression of NF-κB (P < 0.05), and the effect of TSMP without ABR on 
decreasing IL-1β was stronger. Conclusion  Both TSMP and TSMP without ABR could inhibit the activation of HMGB1-related 
NF-κB signal pathway with the function of anti-imflammation, alleviated encephaledema, and protecting nerve cells. TSMP 
without ABR has the similar effect on the ischemic brain injuries and the better effect on inhibiting the secretion of inflammatory 
factor IL-1β. 
Key words: Tongsaimai Prescription; Tongsaimai Prescription without Achyranthis Bidentatae Radix; brain ischemia; inflammatory 
factor; NF-κB signal pathway  
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甘草 8 味中药组成，具有培补气血、养阴清热、活

血化瘀、通经活络等功效，方中牛膝具有活血化瘀、

通络止痛以及引药下行的作用，为佐使药[1]。基于

中医“异病同治”的原理，通塞脉片在临床上也常

用于治疗缺血性脑卒中。汪海鸿等[2]对通塞脉方进

行了拆方研究，认为牛膝作为引药下行的引经药，

在治疗心脑血管疾病时可以去除。为验证这一观点，

本实验采用大脑中动脉栓塞法（MCAO）制备大鼠

缺血性脑卒中模型，通过梗塞率及血清中相关炎症

因子及其信号转导等指标，观察通塞脉去牛膝方及

通塞脉全方对缺血性脑卒中模型大鼠的保护作用，

为探讨牛膝在方中的作用以及去掉牛膝的通塞脉方

药理作用的变化提供实验依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

通塞脉浸膏（356 g 相当于生药 1 kg）、去牛膝

通塞脉方浸膏（339 g 相当于生药 1 kg），均由南京

中医药大学药剂教研室提供；尼莫地平片，拜耳医

药保健公司，批号 122296；水合氯醛，上海青析化

工科技有限公司；白细胞介素-1β（IL-1β）放免试

剂盒、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）放免试剂盒、高

迁移率组蛋白 1（HMGB1）放免试剂盒、血浆血管

紧张素 II 放免药盒，均由北京华英生物技术研究所

提供；氯化三苯基四氮唑（TTC），中国医药上海化

学试剂公司。 
1.2  动物 

SPF 级 SD 大鼠，雄性，体质量 280～350 g，
由上海斯莱克动物有限公司提供，许可证号：SCXK
（沪）2007-0005。 
1.3  仪器 

BS 110 S 电子天平，北京赛多利斯天平有限公

司；LDZ5—2 离心机，北京医用离心机厂；γ—911
全自动放免计数仪，中国科技大学实业总公司；

Leica DMI 3000M 倒置显微镜，上海曼戈斐光学技

术有限公司。 
2  方法 
2.1  分组与给药 

依据药理实验中动物间、动物与人体间的等效

剂量换算关系以及王爱云等[3]的实验结果，确定阳

性对照药尼莫地平给药剂量为 32.40 mg/kg。依据胡

晨等[4]的实验结果，确定通塞脉全方的给药剂量（最

佳药效剂量）为生药 31.74 g/kg，去牛膝通塞脉方

组剂量为生药 27.77 g/kg（与通塞脉全方为等效剂

量）。SD 大鼠随机分为 5 组：假手术组、模型组、

尼莫地平（32.40 mg/kg）组、通塞脉全方（生药 31.74 
g/kg）组和去牛膝通塞脉方（生药 27.77 g /kg）组，

每组 10 只。给药组大鼠均于造模前 3 d 开始 ig 给

药 10 mL/kg（用纯化水稀释），每天 1 次，连续给

药 3 d，模型组及假手术组给予生理盐水，第 4 天于

造模后 6 h 再给药 1 次。 
2.2  模型制备[5] 

将长 60 mm、直径 0.234 mm 的尼龙线一端用

硅橡胶涂圆，自然干燥，栓头直径约 0.31 mm，并

在距球端 18.0 mm 处标记，75%酒精消毒后备用。

除假手术外，其他组大鼠禁食 12 h 后以 10%水合氯

醛（350 mg/kg）ip 麻醉，仰位固定于手术台，颈部

正中切口，分离出颈总动脉，继续向下分离并结扎

颈外动脉及颈外动脉各分支（枕动脉、甲状腺上动

脉、舌动脉和面动脉），轻轻剥离迷走神经，分离出

颈内动脉，颈外动脉近心端备线，用动脉夹夹闭颈

内动脉和颈总动脉，在颈外动脉距颈内动脉 2 mm
处剪一小口，将一尼龙栓子插入颈外动脉并进入颈

总动脉，轻扎备线，防止出血，剪断颈外动脉，松

开颈内动脉的动脉夹，轻轻回抽尼龙线，使其进入

颈内动脉，继续向下推进（避免尼龙线进入翼腭动

脉），直至有轻微阻力。此时可见颈内动脉伸展，尼

龙线插入深度约为 18 mm，表明尼龙线已经穿过大

脑中动脉（MCA）起始段，到达大脑前动脉近端，

阻断 MCA 所有血供来源，包括来自颈内动脉和前

动脉及大脑后动脉的血液供应。松开颈总动脉动脉

夹，扎紧备线，外留 1 cm 长线头，缝合皮肤，回笼

饲养。2 h 后，将线栓栓头拔出至颈内动脉和劲外动

脉的分叉处，造成血流再灌注。假手术组手术方法

同前，分离出颈总动脉及颈内、外动脉，但不结扎

及插线。 
2.3  指标检测 
2.3.1  行为学 Bederson’s 评分  大鼠于造模后 4、
24 h，提尾悬空离地面约 35 cm，观察两前肢状况；

将大鼠置于水平地面，推动其双肩，观察两侧抵抗

力的差异；将大鼠置于地面，观察其行走情况。行

为完全正常，0 分；提尾悬空时，大鼠手术对侧前

肢表现腕肘屈曲、肩内旋、肘外展、紧贴胸壁，记

1 分；大鼠置于地面，推手术侧肩向对侧移动时阻

力降低记 2 分；大鼠置于地面，其围绕手术对侧转

圈者，记 3 分；损伤极其严重，已无法自主活动者，

记 4 分。分数越高，说明其神经行为损伤越严重。 
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2.3.2  TTC 染色法观察大鼠脑梗死率  颈总动脉

取血后，立即取脑，去除嗅球、小脑和低位脑干后

称湿质量，置−20 ℃冰箱 20 min，沿冠状切成 5 片。

第 1 刀在脑前极与视交叉连线中间；第 2 刀在视交

叉部；第 3 刀在漏斗柄部；第 4 刀在漏斗柄与后叶

尾极之间。迅速将脑片置 5 mL、含有 1% TTC 的磷

酸盐缓冲溶液（PBS）中避光温孵 30 min，每隔 7～
8 min 翻动 1 次。染色后，正常组织呈玫瑰红色，

而缺血组织呈白色。温孵后拍照，用 Image-Pro Plus
软件对梗死区面积及梗死区和正常区总面积进行统

计，求脑梗死率。 
脑梗死率＝梗死区总面积 / 全脑总面积 

2.3.3  HE 染色法检测脑组织病理形态改变  缺血

侧脑组织经 10%福尔马林固定，常规石蜡包埋，切

片（厚 4～5 μm），HE 染色，根据病变轻重程度，

依次半定量为轻度“＋”（计 1 分），中度“＋＋”

（计 2 分），重度“＋＋＋”（计 3 分），无病变组织

标记为“－”（计 0 分）。内膜进行 HE 染色，光学

显微镜下（200×）观察组织病理学变化，除尼莫地

平组外，其他各组取 6 只大鼠、每只随即选取 5 个

视野进行评分。 
2.3.4  放免法检测血清中 HMGB1、TNF-α、IL-1β

水平  按照 HMGB1、TNF-α、IL-1β各自试剂盒说

明书进行操作。 
2.3.5  免疫组化法检测缺血脑组织 NF-κB 的表达

按照试剂盒操作说明书进行操作。以胞浆中有棕黄

色颗粒者为 NF-κB 阳性细胞。用 Image-Pro Plus
软件对大鼠脑组织海马区 NF-κB 阳性细胞积分光

密度值进行统计。 
2.4  统计学方法 

采用 SPSS 11.5 软件对数据进行统计学分析，组

间比较采用单因素方差分析，计量资料以 ±x s 表示。 
3  结果 
3.1  对脑缺血大鼠行为学评分及脑血管梗死率的

影响 
脑缺血后 4 h，与模型组相比，通塞脉全方及去

牛膝通塞脉方组大鼠行为学评分均有所降低（P＜
0.05）。脑缺血后 24 h，与模型组相比，尼莫地平组

大鼠行为学评分显著下降（P＜0.05），而通塞脉全

方及去牛膝通塞脉方组大鼠行为学评分虽也有下

降，但无显著差异。与模型组相比，各给药组大鼠

的脑梗死率均显著下降（P＜0.01）；与通塞脉全方

组大鼠相比，通塞脉去牛膝方组大鼠脑梗死率降低

更明显，但无显著差异。结果见表 1。 

表 1  通塞脉全方及去牛膝通塞脉方对脑缺血大鼠 Bederson’s 评分及脑梗死率的影响 ( ± = 10x s , n ) 
Table 1  Effects of TSMP and TSMP without ABR on Bederson’s scores and cerebral infarction  

ratio in rats with brain ischemia ( ± = 10x s , n ) 

Bederson’s 评分 
组 别 剂量 / (g·kg−1) 

4 h 24 h 
梗死率 / % 

假手术 － 0 0 0 

模型 － 2.90±0.32▲▲
 2.60±0.70▲▲

 24.12±6.13▲▲
 

通塞脉全方 31.74 2.30±0.67* 2.20±0.79 7.90±7.55** 

去牛膝通塞脉方 27.77 2.10±0.99* 1.70±1.16 5.03±2.97** 

尼莫地平 0.032 4 2.40±0.97 1.50±1.08* 9.82±7.68** 

与假手术组比较：
▲▲P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

▲▲P < 0.01 vs Sham group; *P < 0.05  **P < 0.01vs model group 

3.2  对脑缺血大鼠脑组织病理形态的影响 
假手术组大鼠大脑实质各层结构清晰，神经细

胞未见肿胀、空泡变性、嗜酸性及脂褐素积聚，核

正常，无偏位，无核固缩，未见尼氏体溶解，神经

细胞未见坏死及嗜神经细胞现象，胶质细胞无增生、

肥大，血管未见出血及淋巴细胞聚集现象。 
模型组 5 只大鼠大脑皮层和海马内出现神经元

坏死（＋＋＋），神经元数目明显减少（＋＋），细

胞核固缩（＋＋＋），胞体缩小变形（＋＋＋），间

质水肿（＋＋＋），血管周间隙增宽（＋＋＋）；1
只大鼠大脑皮层和海马内出现神经元坏死（＋＋），

神经元数目明显减少（＋＋），细胞核固缩（＋＋），

胞体缩小变形（＋＋），间质水肿（＋＋），血管周

间隙增宽（＋＋）。 
通塞脉全方组 3 只大鼠大脑皮层和海马内出现

神经元坏死（＋＋），神经元数目明显减少（＋），
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细胞核固缩（＋＋），其中 2 只大鼠脑胞体缩小变形

（＋＋），间质水肿（＋＋），血管周间隙增宽（＋＋），

1 只大鼠胞体缩小变形（＋＋＋），间质水肿（＋＋＋），

血管周间隙增宽（＋＋＋）；其余 3 只大鼠大脑见尼

氏小体减少（＋）。 
去牛膝通塞脉方组 4 只大鼠大脑皮层和海马内

出现神经元坏死（＋＋），神经元数目明显减少（＋），

细胞核固缩（＋＋），其中 2 只胞体缩小变形（＋＋），

间质水肿（＋＋），血管周间隙增宽（＋＋），2 只

胞体缩小变形（＋＋＋），间质水肿（＋＋＋），血

管周间隙增宽（＋＋＋）；其余 2 只大鼠大脑见尼氏

小体减少（＋）。结果见图 1 和表 2。 

3.3  对血清 HMGB1、TNF-α、IL-1β水平的影响 
与假手术组相比，模型组大鼠血清 HMGB1、

TNF-α、IL-1β 的量明显升高（P＜0.05、0.01）。与

模型组相比，通塞脉全方组和去牛膝通塞脉方组显

著降低脑缺血大鼠血清 HMGB1、TNF-α、IL-1β的
量（P＜0.05、0.01）；尼莫地平组大鼠血清 TNF-α
的量稍有下降，但不显著。与通塞脉全方组相比，

去牛膝通塞脉方组 IL-1β水平显著下降（P＜0.01），
作用更明显。结果见表 3。 
3.4  对脑缺血大鼠海马区 NF-κB 表达的影响 

假手术组大鼠脑组织 NF-κB 表达较少，仅少数

细胞内出现浅黄色颗粒。模型组大鼠脑组织可见大  

 

图 1  各组大鼠脑皮层及海马区组织病理学观察 
Fig. 1  Pathological observation of cerebral cortex and hippocampal region in rats of each group 

表 2  通塞脉全方和去牛膝通塞脉方对脑缺血大鼠脑组织病理形态学评分的影响 ( 6=± n , sx ) 
Table 2  Effect of TSMP and TSMP without ABR on pathomorphological scores of brain tissues  

in rats with brain ischemia ( 6=± n , sx ) 

组  别 
剂量 / 

(g·kg−1) 
神经元坏死 神经元数目 细胞核固缩

胞体缩小

变形 
间质水肿

血管周间隙 

增宽 
尼氏体减少 总评分 

假手术 － 0 0 0 0 0 0 0 0 

模型 － 2.83±0.41 2.00±0.00△△ 2.83±0.41△△ 2.83±0.41△△ 2.83±0.41△△ 2.83±0.41△△
 3.00±0.00△△ 19.17±2.04△△

通塞脉全方 31.74 1.00±1.10** 0.50±0.55** 1.00±1.10** 1.17±1.33* 1.17±1.33* 1.17±1.33* 2.00±1.10△△ 8.00±7.75△*

去牛膝通塞脉方 27.77 1.33±1.03*△ 0.67±0.52**△ 1.33±1.03△ 1.67±1.37△ 1.67±1.37△ 1.67±1.37△
 2.33±1.03△△ 10.67±7.61△*

与假手术组比较：
△P＜0.05  △△P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

△P < 0.05  △△P < 0.01 vs Sham group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

表 3  通塞脉全方和去牛膝通塞脉方对脑缺血大鼠血清 HMGB1、TNF-α、IL-1β水平的影响 ( ± = 10x s , n ) 
Table 3  Effects of TSMP and TSMP without ABR on levels of HMGB1, TNF-α, and IL-1β in serum of rats 

with brain ischemia ( ± = 10x s , n ) 

组  别 剂量 / (g·kg−1) HMGB1 / (ng·mL−1) TNF-α / (ng·mL−1) IL-1β / (ng·mL−1) 

假手术 － 3.53±0.79** 1.30±0.24* 0.19±0.04** 

模型 － 10.15±1.72△△
 1.55±0.20△

 0.31±0.03△△
 

通塞脉全方 31.74 5.48±0.83**△△
 1.32±0.23* 0.25±0.05*△ 

去牛膝通塞脉方 27.77 5.52±0.96**△△
 1.31±0.25** 0.19±0.04**## 

尼莫地平 0.032 4 7.11±1.27** 1.53±0.18 0.21±0.06** 

与假手术组比较：
△P＜0.05  △△P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与通塞脉全方组比较：##P＜0.01 

△P < 0.05  △△P < 0.01 vs Sham group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; ##P < 0.01 vs TSMP group 

 
假手术                        模型                  通塞脉全方 31.74 g·kg−1       去牛膝通塞脉方 27.77 g·kg−1
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量棕黄色颗粒，NF-κB 呈强阳性表达，与假手术组

相比差异显著（P＜0.01）。去牛膝通塞脉方及通塞

脉全方均能明显下调大鼠脑组织 NF-κB 表达，与模

型组相比较差异显著（P＜0.01），而通塞脉全方的

作用略强，但与去牛膝通塞脉组相比无显著差异。

结果见表 4 和图 2。 
4  讨论 

近年来研究表明，脑缺血后 HMGB1 的高表达

所致的炎症反应是引起脑缺血大脑病理变化的一个

重要因素[6]。HMGB1 是一个通过释放到细胞外发

挥细胞因子作用的核内蛋白。在脑缺血后，血清中

HMGB1 水平迅速上升，通过激活多种受体（主要 

表 4  通塞脉全方和去牛膝通塞脉方对脑缺血大鼠海马区 
NF-κB 表达的影响 ( ± = 6x s , n ) 

Table 4  Effects of TSMP and TSMP without ABR 
on expression of NF-κB in hippocampal  
region of rats with brain ischemia 
( ± = 6x s , n ) 

组  别 剂量 / (g·kg−1) 积分光密度值 
假手术 － 16 135.93± 8 395.00 
模型 － 84 665.18±14 623.95△△

通塞脉全方 31.74 16 337.36± 4 462.40**

去牛膝通塞脉方 27.77 20 856.35±10 307.72**

与假手术组比较：
△△P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01 

△△P < 0.01 vs Sham group; **P < 0.01 vs model group 
 

 

图 2  通塞脉全方和去牛膝通塞脉方对脑缺血大鼠海马区 NF-κB 表达量的影响 
Fig. 2  Effects of TSMP and TSMP without ABR on expression of NF-κB in hippocampal region of rats with brain ischemia 

受体有 Toll 样受体 4（TLR4）和高度聚糖化作用终

产物受体（RAGE）而活化炎症通路[7]。HMGB1 释

放后激活 TLR4 和相关配体结合，产生一系列的细

胞效应，最终导致 NF-κB 的激活。NF-κB 进入细胞

核内，促进相关基因的转录和表达，产生一系列炎

症因子，如 TNF-α、IL-1β 等。Zhang 和 Liu 等[8-9]

观察 HMGB1 蛋白单克隆抗体对脑缺血大鼠血脑屏

障的影响，发现给予脑缺血再灌注大鼠 HMGB1 蛋

白单克隆抗体，有效地抑制蛋白的渗出、TNF-α和

iNOS 的表达，降低基质金属蛋白酶-9（MMP-9）
的活性。HMGB1 蛋白单克隆抗体可保护血脑屏障

免受破坏，进而减轻脑损伤。本研究表明，脑缺血

模型大鼠血清中 HMGB1、TNF-α、IL-1β水平上升，

脑组织海马区 NF-κB 的表达均明显增加，证实了脑

缺血会诱发 HMGB1 的高表达，进而引起一系列的

炎症级联反应，加剧缺血性脑损伤 [10]。去牛膝通塞

脉方及通塞脉全方均能降低 MCAO 引起的大鼠血

清 HMGB1、TNF-α、IL-1β水平的升高及抑制脑组

织海马区 NF-κB 的高表达，进而减轻脑缺血后的脑

损伤，且等剂量下通塞脉去牛膝后抑制脑缺血模型

大鼠 IL-1β 水平升高的作用强于通塞脉全方，表明

在治疗脑缺血时加用牛膝的通塞脉方，并未提高疗

效，而去除牛膝后该方仍具有对脑缺血模型大鼠的

保护作用。因此牛膝作为引药下行的引经药，在脑

缺血的治疗上并没有较大贡献。总之，去牛膝通塞

脉方通过对HMGB1相关的NF-κB信号通路激活的

调节，抑制炎症反应，减轻脑水肿，发挥脑缺血保

护作用。 
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