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【 药效学评价 】 

牛黄中胆酸类成分改善大鼠脑缺血再灌注损伤及调节内质网应激作用比较 

徐晓琳，马重阳，王雪茜，王国力，翟昌明，岳文超，李长香，张晓瑜，沈晓东，穆  杰，王庆国，
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摘  要：目的  观察牛黄中有效成分对大鼠脑缺血再灌注损伤的改善作用，从内质网应激角度探讨其作用机制，并对牛黄有

效成分的药效进行比较研究。方法  SD大鼠随机分成 6组：假手术组、模型组、清开灵（阳性药，3 mL/kg）组、牛磺酸（25 
mg/kg）组、熊去氧胆酸（UDCA，78 mg/kg）组、牛磺熊去氧胆酸（TUDCA，100 mg/kg）组，每组 10只。制备大脑中动

脉闭塞模型，造成大鼠脑缺血再灌注损伤，采用神经功能评分法评定神经功能缺损，TTC 染色法测定脑梗死体积，免疫组

化、Western blotting法检测缺血脑组织中内质网应激相关蛋白（P-PERK、P-EIF2α、ATF4）的表达情况。结果  与假手术组

比较，模型组大鼠神经功能评分显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，清开灵组、UDCA组、TUDCA组神经功能评分显著

升高（P＜0.05、0.01）。与假手术组比较，模型组大鼠形成明显缺血灶（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组均能明显减小

脑梗死体积（P＜0.01）。与假手术组比较，模型组海马区和皮层区的 P-PERK、P-EIF2α、ATF4的表达明显升高（P＜0.01）；
与模型组比较，各给药组均不同程度的减少了 P-PERK、P-EIF2α、ATF4 的表达，尤以清开灵、TUDCA 的下降最明显。结

论  牛黄有效成分通过抑制内质网应激改善大鼠脑缺血再灌注损伤，其中 TUDCA的作用优于牛磺酸和 UDCA。 
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Comparative study of cholic acid compounds of bezoar on anti-cerebral infarction 
and regulating endoplasmic reticulum stress 
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Abstract: Objective  Using middle cerebral artery occlusion (MCAO) model to observe protective effect of effective components 
of bezoar on brain damage. To discuss the anti-cerebral ischemia mechanism and compare the efficacy of effective components of 
bezoar from the endoplasmic reticulum stress intervention angle. Methods  Rats were stratified randomly divided into sham group, 
model group, Qingkailing group (positive drug, 3 mL/kg), taurine group, ursodeoxycholic acid (UDCA, 78 mg/kg) group, 
taurine-conjugated ursodeoxycholic acid (TUDCA, 100 mg/kg) group. Through establish MCAO model in rats, observed the scores 
of the neurologic impairment, measured infarct volume by TTC. Immunohistochemistry and Western blotting were Used to detect the 
content of P-PERK, P-EIF2α, and ATF4. Results Compared with sham group, neurologic impairment scores of model group 
significantly reduced (P < 0.01). Compared with model group, Qingkailing group, UDCA group, and TUDCA group significantly 
improved neurological function in rats (P < 0.05, 0.01). Compared model group, all the treatment groups could significantly reduce 
the volume of cerebral infarction (P < 0.01). Compared with sham group, expression of P-PERK, P-EIF2α, and ATF4 was 
significantly increased (P < 0.01). Compared with model group, all the treatment groups reduced the expression of P-PERK, 
P-EIF2α, and ATF4 in varying degrees, effect of Qingkailing and TUDCA were more obvious. Conclusion  The effective components 
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of bezoar alleviate cerebral ischemia reperfusion injury in rats by inhibiting endoplasmic reticulum stress, the effect of TUDCA is 
better than that of taurine and UDCA. 
Keywords: endoplasmic reticulin stress, cerebral ischemia-reperfusion injury, taurine-conjugated ursodeoxycholic acid, qingkailing, 
taurine, ursodeoxycholic acid 
 

缺血性脑卒中是脑血管病的主要类型，好发于

中老年人，且具有较高的病死率，对人们的生活质

量造成了严重的影响。近年来，中医药治疗缺血性

脑卒中取得了较好的疗效，显示出重要作用。 
牛黄是温病三宝之一安宫牛黄丸的君药，也是

清开灵、牛黄解毒片等中成药的主要成分，其临床

应用范围广泛，在药物研发中占有重要地位。牛黄

的有效成分主要包括胆汁酸、胆红素、牛磺酸、甘

氨酸及多种微量元素等。胆酸类物质，如猪去氧胆

酸（hyodesoxycholicacid，HDCA）、熊去氧胆酸

（ursodeoxycholicacid，UDCA）、牛磺熊去氧胆酸

（aurine-conjugatedursodeoxycholicacid，TUDCA）、
牛磺酸，都得到了较广泛的研究和应用，发挥了强

大的脑保护作用，如清开灵注射液选用胆酸和猪去

氧胆酸作为牛黄的替代品，TUDCA 在近来的报道

中表现出了较好的药效。但牛黄有效成分的抗脑缺

血药效缺乏比较研究。 
内质网应激（endoplasmic reticulum stress，

ERS）介导的细胞凋亡是缺血性脑卒中的重要病

理基础，且很可能是牛黄有效成分的起效机制。

内质网是蛋白质翻译、合成、修饰、折叠及储存

Ca2+的重要场所，并且调节细胞应激反应[1-2]。细

胞损伤时，内质网应激反应启动：未折叠蛋白在

内质网中蓄积，激活未折叠蛋白反应（UPR），内

质网的 Ca2+平衡被打破。因此，本课题拟比较牛

黄中有效成分抗脑梗死的药效，并探讨其对内质

网应激相关通路的影响。 
1  材料 
1.1  实验动物 

雄性 SD大鼠，体质量 210～230 g，由北京斯

贝福生物技术有限公司提供，动物合格证号 SCXK
（京）2015-0005。 
1.2  药物及主要试剂 

清开灵（神威药业集团有限公司，批号

Z13020791，规格每支 2 mL）；TUDCA、牛磺酸，

均购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司，质量分数

分别为 98%、99%；UDCA、TTC，均购于上海生工

生物工程股份有限公司，质量分数均为 98%；PERK、

EIF2α、ATF4抗体（美国Abcam公司）。 
1.3  仪器 

LiDE120扫描仪（日本佳能）；RM2135切片机

（德国 Lecia公司）；尼龙线栓（北京沙东生物）。 
2  方法 
2.1  分组及给药 

SD 大鼠随机分成以下 6 组：假手术组、模型

组、清开灵（3 mL/kg）组、牛磺酸（25 mg/kg）组、

UDCA（78 mg/kg）组、TUDCA（100 mg/kg）组，

剂量设置根据以往研究结果 [3]，其中牛磺酸、

UDCA、TUDCA 给药的物质的量相同。于造模同

时及造模后 4、12 h ip给药，假手术组和模型组注

射相同体积的生理盐水。 
2.2  脑缺血再灌注模型的制备 

用 10%水合氯醛 350 mg/kg麻醉大鼠，腹面向

上，颈部备皮并消毒。沿颈部正中切开，钝性分离

右侧胸锁乳突肌与胸骨舌肌的肌间隙，暴露颈总动

脉，并分离颈内动脉及颈外动脉，动脉夹夹住颈总动

脉，结扎颈外动脉，并于颈外动脉游离端剪一小口，

将制备好的线栓经该口插入，拉直与颈内动脉的夹

角。将线栓顺颈内动脉与颈外动脉分叉处进入颈内动

脉，缓缓推进，直到遇轻度阻力，系紧松结，维持体

温 37 ℃，术后 1.5 h后拔出线栓，单笼饲养。大鼠造

模清醒后，提尾倒悬，患侧对侧上肢向胸前屈曲视为

模型成功，并进行Garcia J H评分，假手术组暴露分

离颈总动脉、颈内动脉、颈外动脉，但不插入线栓。 
2.3  神经功能评分 

造模后 24 h采用盲法进行神经功能评分，采用

Garcia J H评分进行评价，功能正常时得分最高（18
分），功能损伤最严重者得分最低（3 分）。具体评

分细则见表 1。 
2.4  TTC法测定脑梗死体积 

神经功能评分后，处死大鼠，取脑做 TTC染色。

从距额极 3 mm处作连续的冠状切片，每片厚度约

为 2 mm。并将大脑切片浸泡在 2%的 TTC染液中，

37 ℃恒温避光 10 min，正常脑组织经 TTC 染液染

为红色，梗死区域并不染色，则为白色。将脑片置

于 4%多聚甲醛溶液中，固定 40 min后，将脑片依次 
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表 1  Garcia J H大鼠神经功能评分标准 
Table 1  Garcia J H neurological function score 

试验 0分 1分 2分 3分 

自主运动 无自主运动 很少运动 运动并触及至少一侧笼壁 运动并触及至少三侧笼壁 

体态的对称性 患侧无运动 患侧轻微运动 患侧运动较迟缓 双侧体态对称 

前肢伸展运动 左前肢无伸展动作 左前肢轻微伸展 左前肢有伸展运动但不及右侧 两侧伸展对称 

网屏实验 — 不能爬上 左侧劣势 正常攀爬 

两侧身体触觉反射 — 左侧无反应 左侧反应弱于右侧 反应性相同 

两侧胡须触觉反射 — 左侧无反应 左侧反应弱于右侧 反应性相同 

 
排列，进行正反面扫描。利用 IPP 软件测量白区域

面积、总面积，计算脑梗死体积、脑总体积、梗死

体积占总体积的百分比，来评价脑梗死严重程度。 
梗死体积＝（正面白区域面积＋反面白区域面积）/2×

2 mm 

总体积＝（正面总面积＋反面总面积）/2×2 mm 
2.5  免疫组化法检测 ERS相关蛋白表达 

将石蜡切片常规脱蜡至水，抗原修复，滴加

PERK、EIF2α、ATF4 抗体，复染，滴加分色液，

滴加反蓝液，观察细胞着色情况，每个脑组织选取

5张切片在光学显微镜下观察，由 Image Pro Plus 6.0
计数阳性细胞的数量。 
2.6  Western blotting检测 ERS相关蛋白表达 

脑缺血再灌注 24 h后麻醉动物，迅速断头取缺

血侧海马、皮层，按组织质量∶裂解液体积＝1∶9
比例加入裂解液，BCA 法测定蛋白质浓度，配置

5%的浓缩胶，12%的分离胶，20 μg蛋白上样，十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）
分离，半干法转至 PVDF膜上，5%脱脂牛奶封闭，

室温轻摇 30 min， 
加入用 3%BSA-TBST 稀释的一抗 P-EIF2α 

（1∶500）、P-PERK（1∶1 000）、ATF4（1∶2 000）
室温孵育 10 min，放 4 ℃过夜，次日滴加山羊抗兔

IgG（H+L）/HP（1∶20 000），室温轻摇 40 min。
以 Image J 医学图像分析系统进行半定量分析，以

目标蛋白的灰度值 GAPDH灰度值的比值反应目标

蛋白的表达水平。 
2.7  数据处理 

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，各项检

测结果均以 ±x s 表示，采用单因素方差分析

（One-Way ANOVA）方法，方差不齐用非参数检

验。 
3  结果 
3.1  对脑缺血再灌注大鼠神经功能评分的影响 

假手术组无损伤行为，而缺血再灌注 24 h后，

多数大鼠出现左侧偏瘫，并向左侧打圈，提尾后左

前肢出现曲屈、内收、紧靠胸壁。与假手术组比较，

模型组神经功能评分显著降低（P＜0.01）；与模型

组比较，清开灵组、TUDCA 组、UDCA 组神经功

能评分显著升高（P＜0.05、0.01），同时牛磺酸组

同样升高了神经功能的评分，但无统计学差异。 

表 2  脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能评分( x±s, n = 10) 
Table 2  Neurological function score of rats with cerebral 
ischemia reperfusion injury ( x±s, n = 10) 

组别 剂量 行为学评分 

假手术 — 18.00±0.00 

模型 — 8.80±1.40## 

清开灵 3 mL·kg−1 12.60±2.41** 

牛磺酸 25 mg·kg−1 10.30±1.49 

UDCA 78 mg·kg−1 10.50±1.72* 

TUDCA 100 mg·kg−1 11.20±1.55**  

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 < 0.01 vs model group 

3.2  对脑缺血再灌注损伤大鼠脑梗死体积的影响 
假手术组呈现均匀的红色，而模型组则表现出

严重的缺血灶，与假手术组比较，模型组大鼠梗死

明显（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组均能明显

减少脑梗死体积（P＜0.01）；与 TUDCA组比较，牛

磺酸组、UDCA组脑梗死体积明显扩大（P＜0.01）。
梗死体积从大到小顺序为：模型组＞UDCA 组＞牛

磺酸组＞TUDCA组＞清开灵组。结果见图 1和表 3。 
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假手术     模型     清开灵    牛磺酸    UDCA    TUDCA 

图 1  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠脑梗死体积的

影响 
Fig. 1  Effect of effective components of bezoar on cerebral 
infarction volume in rats with cerebral ischemia reperfusion 
injury 

表 3  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠梗死体积的影

响( x±s, n = 10) 
Table 3  Effect of effective components of bezoar on cerebral 
infarction volume in rats with cerebral ischemia reperfusion 
injury ( x±s, n = 10) 

组别 剂量 脑梗死体积/% 

假手术 — 0.00±0.00 

模型 — 40.77±2.70## 

清开灵 3 mL·kg−1 20.74±1.94** 

牛磺酸 25 mg·kg−1 31.22±2.94**△△ 

UDCA 78 mg·kg−1 33.37±2.76**△△ 

TUDCA 100 mg·kg−1 23.63±2.29** 

与假手术组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01；与 TUDCA
组比较：△△P＜0.01 
##P < 0.01 vs sham group; **P < 0.01 vs model group; △△P < 0.01 vs 
TUDCA group 

3.3  免疫组化法检测内质网应激相关蛋白表达 
P-PERK、P-EIF2α、ATF4蛋白表达于皮层及海

马神经元胞浆及神经轴突树突。与假手术组比较，

模型组大鼠 P-PERK 阳性细胞数显著增加（P＜
0.01）；与模型组比较，清开灵、牛磺酸、TUDCA
均能显著减少海马区 P-PERK表达（P＜0.05、0.01），
UDCA同样减少了 P-PERK表达，但差异不显著；清

开灵、TUDCA 显著减少皮层区 P-PERK 表达（P＜
0.05、0.01），牛磺酸、UDCA差异不显著。结果提

示，清开灵、TUDCA 减少 P-PERK 表达的作用最

明显。见图 2和表 4。 
与假手术组比较，模型组大鼠 P-EIF2α 阳性细

胞数显著增加（P＜0.01）；与模型组比较，清开灵、

牛磺酸、UDCA、TUDCA 均能减少海马区、皮层

区 P-EIF2α 表达，其中清开灵、TUDCA 组差异显

著（P＜0.05、0.01），牛磺酸、UDCA 组差异不显

著。结果见图 3和表 5。 
与假手术组比较，模型组大鼠 ATF4 阳性细胞

数显著增加（P＜0.01）；与模型组比较，清开灵、

UDCA、TUDCA均能显著减少海马区 ATF4表达（P
＜0.01），牛磺酸同样减少海马区 ATF4表达，但差

异不显著；清开灵、牛磺酸、UDCA、TUDCA 均

可显著减少皮层区 ATF4表达（P＜0.05、0.01）。与

TUDCA 组比较，UDCA 组皮层区 ATF4 阳性细胞

数显著增加（P＜0.05）。结果见图 4和表 6。 
3.4  Western blotting 法检测内质网应激相关蛋白

表达 
与假手术组比较，模型组大鼠 P-PERK、

P-EIF2α、ATF4 蛋白表达显著增加（P＜0.01）；与

模型组比较，清开灵、牛磺酸、UDCA、TUDCA
均能显著减少 P-PERK、P-EIF2α、ATF4 蛋白表达

（P＜0.01）；与 TUDCA组比较，牛磺酸、UDCA组

P-PERK、P-EIF2α、ATF4蛋白表达显著增加（P＜
0.05、0.01）。结果见图 5和表 7。 
4  讨论 

本实验证实了 TUDCA 的药效好于牛磺酸、

UDCA，而 TUDCA是由 UDCA的羧基与牛磺酸的

氨基缩水而成的结合型胆汁酸。在天然牛黄中，结

合型胆汁酸比例较大，并且是发挥作用的主要成分，

而人工牛黄中，游离型胆汁酸比例较大。尽管人工

牛黄与天然牛黄成分类似，但是药效差别比较明显，

因此，本课题组推测，天然牛黄的药效好于人工牛

黄的原因可能是天然牛黄中含有较多的结合型胆红

素，同时在药物的研发过程中，人工牛黄较多关注

了游离型胆汁酸，而忽略了氨基酸和结合型胆汁酸

的含量。因此，在药物的研发过程中，胆汁酸和氨

基酸的含量以及是否结合等关键问题会直接影响着

药效的发挥。 
内质网应激介导的细胞凋亡是缺血性脑卒中重

要的病理基础[1-2]。内质网是蛋白质翻译合成、修饰、

折叠及储存 Ca2+的重要场所，并且调节细胞应激反

应。细胞损伤时，内质网应激反应启动：未折叠蛋

白在内质网中蓄积，激活 UPR反应，内质网的 Ca2+

平衡被打破。UPR 信号转导通路[4]主要包括 3 条：

PERK（protein kinase R-like ER kinase）通路、ATF6 
（activating transcription factor 6）通路、IRE1（inositol- 
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图 2  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血半暗带 P-PERK表达的影响 
Fig. 2  Effect of effective components of bezoar on P-PERK expression of ischemic penumbra in rats with cerebral ischemia 
reperfusion injury 

表 4  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血半暗带 P-PERK表达的影响( x±s, n = 10) 
Table 4  Effect of effective components of bezoar on P-PERK expression of ischemic penumbra in rats with cerebral ischemia 
reperfusion injury ( x±s, n = 10) 

组别 剂量 
P-PERK阳性细胞数量/个 

海马区 皮层区 
假手术 — 1588.9±163.61 1755.30±126.69 
模型 — 1949.4±135.55##  2125.30±306.41## 
清开灵 3 mL·kg−1 1715.3±133.08** 1799.20±130.05* 
牛磺酸 25 mg·kg−1 1784.5±157.44* 1856.00±200.55 
UDCA 78 mg·kg−1 1786.9±145.94 1875.00±141.76 
TUDCA 100 mg·kg−1 1724.9±148.26** 1804.60±168.14** 

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 < 0.01 vs model group 

假手术                                   模型                                  清开灵 3 mL·kg−1 

牛磺酸 25 mg·kg−1                          UDCA 78 mg·kg−1                          TUDCA 100 mg·kg−1 

假手术                                    模型                                  清开灵 3 mL·kg−1 

牛磺酸 25 mg·kg−1                          UDCA 78 mg·kg−1                          TUDCA 100 mg·kg−1 

海马区 

皮层区 

50 μm 

50 μm 
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图 3  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血半暗带 P-EIF-2α表达的影响 
Fig. 3  Effect of effective components of bezoar on P-EIF-2α expression of ischemic penumbra in rats with cerebral ischemia 
reperfusion injury 

表 5  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血半暗带 P-EIF-2α表达的影响( x±s, n = 10) 
Table 5  Effect of effective components of bezoar on P-EIF-2α expression of ischemic penumbra in rats with cerebral 
ischemia reperfusion injury ( x±s, n = 10) 

组别 剂量 
P-EIF-2α 阳性细胞数量/个 

海马区 皮层区 
假手术 — 1619.50±177.05  1781.60±205.78 
模型 — 2003.90±188.21## 2080.80±240.79## 
清开灵 3 mL·kg−1 1760.60±164.32** 1805.90±164.12** 
牛磺酸 25 mg·kg−1 1848.00±173.09 1895.70±160.95 
UDCA 78 mg·kg−1 1840.40±196.47 1921.70±172.30 
TUDCA 100 mg·kg−1 1767.00±199.27*  1809.10±158.38** 

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 < 0.01 vs model group 

假手术                                    模型                                  清开灵 3 mL·kg−1 

牛磺酸 25 mg·kg−1                          UDCA 78 mg·kg−1                          TUDCA 100 mg·kg−1 

假手术                                    模型                                  清开灵 3 mL·kg−1 

牛磺酸 25 mg·kg−1                          UDCA 78 mg·kg−1                          TUDCA 100 mg·kg−1 

海马区 

皮层区 

50 μm 

50 μm 
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图 4  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血半暗带 ATF4表达的影响 
Fig. 4  Effect of effective components of bezoar on ATF4 expression of ischemic penumbra in rats with cerebral ischemia 
reperfusion injury 

表 6  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血半暗带 ATF4表达的影响( x±s, n = 10) 
Table 6  Effect of effective components of bezoar on ATF4 expression of ischemic penumbra in rats with cerebral ischemia 
reperfusion injury ( x±s, n = 10) 

组别 剂量 ATF4阳性细胞数量/个 
海马区 皮层区 

假手术 — 42.70±3.65 32.80±6.97 

模型 — 56.50±6.70## 50.00±8.03## 

清开灵 3 mL/kg 47.00±3.23** 36.70±2.75** 

牛磺酸 25 mg/kg 49.70±2.71 42.50±5.50* 

UDCA 78 mg/kg 49.10±4.41** 43.50±5.13*△ 

TUDCA 100 mg/kg 47.60±4.48** 37.00±7.10** 
与假手术组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01；与 TUDCA组比较：△△P＜0.01 
##P < 0.01 vs sham group; **P < 0.01 vs model group; △△P < 0.01 vs TUDCA group 

假手术                                    模型                                  清开灵 3 mL·kg−1 

牛磺酸 25 mg·kg−1                          UDCA 78 mg·kg−1                          TUDCA 100 mg·kg−1 

假手术                                    模型                                  清开灵 3 mL·kg−1 

牛磺酸 25 mg·kg−1                          UDCA 78 mg·kg−1                          TUDCA 100 mg·kg−1 

海马区 

皮层区 

50 μm 

50 μm 
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图 5  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠 P-PERK、P-EIF-2α、ATF4表达的影响 
Fig. 5  Effect of effective components of bezoar on P-PERK, P-EIF-2α and ATF4 expression of ischemic penumbra in rats 
with cerebral ischemia reperfusion injury 

表 7  牛黄有效成分对脑缺血再灌注损伤大鼠 P-PERK、P-EIF-2α、ATF4蛋白表达的影响( x±s, n = 4) 
Table 7  Effect of effective components of bezoar on P-PERK, P-EIF-2α and ATF4 expression in rats with cerebral ischemia 
reperfusion injury ( x±s, n = 4) 

组别 剂量 P-PERK/GAPDH P-EIF-2α/GAPDH ATF4/GAPDH 

假手术 — 0.2064±0.0124 0.2032±0.0132 0.0890±0.0145 

模型 — 0.5110±0.0236## 0.7071±0.0581## 0.4322±0.0193## 

清开灵 3 mL/kg 0.2647±0.0348** 0.3071±0.0336** 0.1705±0.0541** 

牛磺酸 25 mg/kg 0.3692±0.0337**△△ 0.4301±0.0399**△△ 0.3335±0.0246**△△ 

UDCA 78 mg/kg 0.3731±0.0302**△△ 0.4397±0.0193**△△ 0.3097±0.0258**△ 

TUDCA 100 mg/kg 0.2731±0.0513** 0.3490±0.0076** 0.2501±0.0265** 

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

##P < 0.01 vs sham group; **P < 0.01 vs model group; △△P < 0.01 vs TUDCA group 

requiringenzyme1）通路，本研究通过 P-PERK、
P-EIF2α、ATF4等的表达情况研究了 PERK通路。

PERK是 I型跨膜蛋白丝/苏蛋白激酶，属于真核细

胞翻译起始复合物 2α（EIF2α）激酶家族成员。当

内质网应激发生时，PERK与 GRP78解离，发生自

身磷酸化被激活。当 PERK激活后，主要特异性磷

酸化 EIF2α，下调 EIF2α 活性水平，降低新生蛋白

的翻译速率，下调细胞内蛋白质合成的总体水平，

保护内质网的功能[5]，此外，磷酸化的 eIF2α 能够

导致转录因子 ATF4 上调，ATF4 进入胞核后激活

C/EBP同源蛋白（C/EBP homology protein，CHOP）、
生长抑制 DNA损害诱导基因 34、ATF3及关于氨基

酸转运基因编码蛋白的表达，还可抑制氧化应激[4]。

Henriksson 等[6]证实了 U0126 能够通过抑制 PERK
的激活而减轻神经元的损伤。胡跃强等[7]研究发现

缺血再灌注后 PERK基因的表达明显上调，而脑缺

血预处理后其表达有明显的下降，提示缺血预处理

可能是通过影响内质网应激后 PERK基因的表达而

保护神经细胞。陈理军等[8]发现脑缺血可诱发内质

网应激反应，激活 PERK/EIF2α 信号通路，而缺血

后适应能够下调 PERK、上调 GRP78的表达，从而

起到脑保护作用。申向民等[9]观察缺血再灌注后

ATF4 mRNA 及蛋白的表达，发现缺血再灌注可诱

导 ATF4 在缺血半暗带的表达，提示 ATF4 中发挥

了重要作用。 
本实验观察脑缺血再灌注后的大鼠海马和皮层

中 P-PERK、P-EIF-2α、ATF4表达情况，假手术组

低表达，模型组表达显著上升，而各给药组有不同

程度的下降，其中尤以阳性药清开灵组、TUDCA
组下降最明显，表明牛黄中有效成分能够抑制内质

网应激，同时抑制 PERK 介导的 UPR 信号通路中

相关基因的表达，从而发挥神经保护作用。尤以清

开灵和 TUDCA的保护作用最为明显。但由于内质

网应激的机制较为复杂，且本实验仅检测了 UPR中

PERK 通路的表达情况，因此，要明确缺血后处理

减轻内质网应激的具体机制，仍存在许多值得深入

探讨的地方。 
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