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舒脑欣滴丸对大鼠脑卒中急性后期细胞凋亡及应激平衡的影响

张 蕊，郝春华，孙双勇，陈芙蓉，赵专友，王维亭*，汤立达*

天津药物研究院新药评价有限公司，天津 300301

摘 要：目的 以细胞凋亡和应激平衡损伤为切入点探讨舒脑欣滴丸（SNX）对脑缺血损伤大鼠急性后期的保护作用。方

法 采用大鼠大脑中动脉电凝法制备脑卒中模型，造模成功大鼠随机分为 5组，模型组、脑心通胶囊 0.5 g/kg组和 SNX 13、

26、52 mg/kg组以及，每组 10只，另设假手术组 10只。脑缺血后 48 h开始 ig给药，每天 1次，连续 2 d。试剂盒法检测血

清血管活性物质内皮素（ET）、一氧化氮（NO）活性，测定血清氧化应激因子超氧化物歧化酶（SOD）/丙二醛（MDA）

水平；TUNEL染色测定细胞凋亡率，免疫组化法测定细胞凋亡相关蛋白Bcl-2/Bax比值、以及Caspase-3蛋白表达变化。结

果 与模型组比较，SNX能一定程度减少细胞凋亡率，且可不同程度降低凋亡蛋白平衡Bax/Bcl-2比值；显著降低Caspase-3

促凋亡蛋白因子的表达（P＜0.01、0.001）；可调节氧化/抗氧化平衡，显著提高 SOD/MDA值（P＜0.05），并显著增加血管活

性物质NO/ET比值（P＜0.01）。结论 SNX对大鼠脑缺血急性晚期损伤引起的细胞凋亡及应激平衡失衡具有一定的改善作用。
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Effect of Shunaoxin Dripping Pills on cell-apoptosis and stress balance in acute

late-stage of cerebral ischemia injury in rats
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Abstract: Objective With apoptosis and stress balance injury as the entry point, to study the therapeutic effect of Shunaoxin

Dropping Pill (SNX)on acute late stage of cerebral ischemic injury in rats. Methods The middle cerebral artery injury model was

established by the electrocoagulation to prepare acute late-stage model of stroke in rats. Rats were equally divided into five groups (i.

e model group, three SNX groups with 13, 26, and 52 mg/kg, positive control groups with NaoXinTong Capsule with 10 rats in each

group. In addition, 10 rats without electrocoagulation were arranged as Sham group. The drug was administered on the 2nd day after

cerebral ischemia, Each group was treated with corresponding drugs once daily for 2d. Serum NO and ET were measured by

chemical method and enzyme linked immunosorbent assays. The oxidative stress cytokines involving serum SOD, MDA were

measured by chemical methods. Cell apoptosis rates was determined by TUNEL staining, and the expression of apoptosis-related

protein Bcl-2/Bax and the expression of Caspase-3 were observed by immunohistochemistry. Results Compared with model group,

the cell apoptosis rates and the the expression of apoptosis-related protein Bax/Bcl-2 and Caspase-3 were decreased in different

degree treated with SNX. The oxidation/anti-oxidation balance can be adjusted by SNX administration, serum SOD/MDA and NO/

ET were increased than the model group（P < 0.05、0.01）. Conclusion SNX showed therapeutic benefits on rats in acute late-stage

of cerebral ischemia injury.The potential mechanism of may be related to balance status of oxidation and anti-oxidation,Vasoactive

substance, Bax/Bcl-2 ratio, and alleviating the expression Caspase-3, ultimately inhibit cell apoptosis.

Key words: Shunaoxin dripping pills; acute late stage of cerebral ischemia; oxidative stress balance; apoptosis; vasoactive substance

stress
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急性缺血性脑卒中占脑卒中的 60%～80%，是

最常见的脑卒中类型［1］。缺血性脑卒中是全球范围

内 3大死亡疾病之一，发病率极高，是导致中老年人

致残致死的主要原因［2-3］。近几年随着我国老龄化

社会进程的加快，脑卒中的发病率逐年上升，严重

威胁着中老年人的生命安全。

急性脑缺血损伤所致的迟发型神经元死亡是

卒中后神经功能丧失的主要原因［4］。急性后期神经

细胞的延迟性死亡的发生发展是一个多环节、多因

素、多途径损伤复杂的病理生理过程。其中包括氧

自由基损伤、兴奋性氨基酸的毒性作用、炎症反应

和细胞凋亡等多种因素［5］。因此挽救急性后期迟发

型神经元死亡对卒中后期神经功能恢复具有重要

的治疗意义。

中药具有多组分、多靶点的治疗优势和防治结

合的临床意义。舒脑欣滴丸（Shunaoxin dropping

pill，SNX）是根据古方《太平惠民合剂局方》所载的

益智方剂“芎归汤”研制的新药，主要由川芎和当归

两味药组成。2005 年经天津第六中药厂推广上

市（批准文号Z20050041）［6］，因其具有理气活血，化

瘀止痛的功效，临床可用于治疗多种心脑血管和神

经系统疾病［7］。

以往临床研究己经证实了 SNX对缺血性卒中

患者具有良好的治疗效果，能够有效的改善脑梗死

病人神经体征与生活质量［8-12］。目前关于SNX治疗

急性缺血性卒中的研究多见于临床疗效观察方面，

在实验动物方面的研究报道比较匮乏。基于此，本

实验通过观察大鼠脑缺血损伤急性后期血浆中氧

化应激平衡、血管活性物质平衡以及脑组织神经细

胞凋亡的变化，探讨SNX对脑缺血损伤的保护作用

及机制，为SNX抗脑卒中的临床应用提供理论和实

验依据。

1 材料

1.1 实验动物

SD 大鼠，SPF 级，雄性，体质量 243～295 g，由

斯贝福（北京）技术有限公司提供，动物生产许可证

号SCXK（京）2016-0002。

1.2 主要药品、试剂

SNX，天津中新药业集团股份有限公司第六中

药厂提供，批号 678045，为浅褐色至棕褐色滴丸，临

用时以 0.5%羧甲基纤维素钠（CMC）配制成所需浓

度药液，供动物给药用，文中剂量以滴丸质量计。

阳性对照药：脑心通胶囊（简称脑心通），陕西步长

制药有限公司生产，批号 170748，每粒胶囊装有棕

褐色药粉 0.4 g，临用时将胶囊内药粉倒出，以

0.5%CMC配制成所需浓度药液，供动物给药用，文

中剂量以药粉质量计。

大鼠内皮素（ET-1）试剂盒，Bio-Swamp产品，批

号 201812；一氧化氮（NO）测试盒，批号 20181224，

总 超 氧 化 物 歧 化 酶（T-SOD）测 试 盒 ，批 号

20181226，丙二醛（MDA）测试盒，批号 20190102，

均购自南京建成生物工程研究所；脱氧核糖核苷酸

末端转移酶介导的缺口末端标记法（TUNEL）染色

试剂盒，购自 Roche Diagnostics GmbH；Bax、Bcl-2、

以及Caspase-3一抗均为 abcam公司产品，货号分别

为 ab59348、ab32503 和 ab13847；山 羊 抗 兔 IgG

H&L（HRP）二 抗 也 为 abcam 公 司 产 品 ，货 号

ab205718；DAB 显色试剂盒，北京中杉金桥生物科

技有限公司产品，货号ZLI-9017。

1.3 主要仪器

Stong90 微电动钻，韩国 Saeshin Precision Ind

公司产品；Rayto RT-6100全自动酶标仪，雷杜生命

科学股份有限公司产品；B320A 型医用低速离心

机，白洋离心机厂产品；TS100显微镜成像系统，日

本Nikon公司产品。

2 方法

2.1 模型制备

按照 Tamura等［13］前期建立的实验方法进行改

进制备模型。大鼠 ip 3%戊巴比妥钠（60 mg/kg）麻

醉，于右侧外耳道与眼眦连线中点切开皮肤，逐层

分离肌肉，暴露颧弓和颞骨鳞部，铰断颧弓，在手术

显微镜下，于颧弓和颞骨鳞部前连接处的前下方约

2 mm 处，用牙科钻开直径为 2 mm 的小颅窗，暴露

大脑中动脉。于嗅束至大脑下静脉的大脑中动脉

处，电凝阻断，制备脑卒中模型。逐层缝合肌层、皮

肤，回笼饲养。假手术组除不电凝大脑中动脉外，

其余操作与模型动物相同。 im 青霉素 1.6×105 U/

只，1次/d，连续 4 d。大鼠脑缺血后第 2天，根据表 1

评分标准，采用盲法对动物进行神经功能缺陷评分

测定，用于评价神经功能损害程度，总分为 16分，分

数越高，表明动物神经功能损害程度越严重。评分

分值≥8分者为造模成功，不满足上述缺血的动物表

明造模不成功，从实验中剔除。

2.2 分组与给药

选取造模成功大鼠 50 只，随机分为 5 组：模型

组、脑心通（阳性药，0.5 g/kg，相当于临床等效剂量）

组和SNX低、中、高剂量（13、26、52 mg/kg，52 mg/kg

为临床等效剂量）组，每组 10只。手术后 48 h时开

··836



Drug Evaluation Research 第43卷第5期 2020年5月

始 ig SNX进行药物治疗，1次/d，连续 2 d，给药体积

均 为 10 mL/kg，假 手 术 组 和 模 型 组 均 ig 给 予

0.5%CMC。

2.3 检测指标

2.3.1 血管活性物质测定 实验结束后，大鼠经腹

主动脉取血，4 ℃、3 000 r/min 离心 10 min，取上层

血清，ELISA法测定ET，化学法测定NO。

2.3.2 氧化应激因子测定 实验结束后，大鼠经腹

主动脉取血，4 ℃、3 000 r/min 离心 10 min，取上层

血清，化学法测定MDA、SOD。

2.3.3 组织病理学观察 实验结束后，每组取 4只

大鼠大脑组织，用生理盐水冲洗后，固定于 10% 甲

醛中。石蜡包埋，制作石蜡切片，每只大鼠脑于视

交叉后沿冠状面切片，厚度 5 μm。石蜡切片后采用

免疫组化法，参照文献［14］进行 TUNEL 细胞凋亡核

染色，封片后，使用光学显微镜观察并分析，计算神

经细胞凋亡率。对各组的脑组织切片分别用兔抗

Bcl-2 多克隆抗体、兔抗 Bax 单克隆抗体以及兔抗

Caspase-3多克隆抗体作为一抗，二抗均为生物素化

山羊抗兔 IgG，阳性对照采用PBS代替一抗，DAB染

色。判断标准：以神经元胞浆出现棕黄色颗粒或胞

质、胞核均呈弥漫性棕黄色颗粒为阳性。在 10×20

倍镜下，每张切片随机采集梗死侧皮层运动区（中

央前回 3～5层细胞区）部位，分别选取视野计数完

整的神经细胞数，同一光强度下，分别计数 Bcl-2、

Bax以及Caspase-3蛋白的阳性细胞数，取平均值并

计算凋亡相关蛋白Bcl-2/Bax比值。

2.4 统计方法

采用 SPSS 21软件进行统计分析，所有数据均

以 x
—

±s表示，采用单因素方差分析比较组间差异性，

两组间比较采用LSD法。

3 结果

3.1 对脑组织细胞凋亡的影响

TUNEL染色阳性产物为细胞核中有棕黄色颗

粒，各组脑组织凋亡率比较，光学显微镜下观察，正

常脑组织皮层神经元细胞核显蓝色，凋亡细胞核呈

深浅不一的棕褐色。假手术组少见阳性凋亡细胞，

模型组凋亡细胞较多。SNX 13、26、52 mg/kg对细

胞凋亡有一定减轻趋势作用，可使模型对照增加的

凋亡率分别减少 12.4%、46.1%、43.8%。SNX 临床

等效剂量减轻细胞凋亡程度与临床等效剂量的脑

心通相当（43.8% vs 43.8%）。结果见图1和图2。

Caspase-3染色阳性产物为细胞浆中呈弥漫性

棕黄色颗粒，与假手术组比较，模型组中梗死侧皮

层区Caspase-3阳性染色显著升高；SNX 3个剂量给

药组与模型组比较，Caspase-3阳性染色明显下降，

其中 26、52 mg/kg 组差异显著（P＜0.01、0.001），结

果见图2和图3。
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         脑心通 

图 1 SNX对脑卒中急性后期TUNEL染色细胞凋亡的影响

Fig. 1 Effect of SNX on TUNEL staining cells in acute stage of stroke in rats

表1 大鼠神经功能损害程度评分标准

Table 1 Scoring standard of neurological damage in rats

项目

运动测试

横杆平衡

测试

反射缺失

或异常

运动

总计

表现

1）提起鼠尾

前肢弯曲

后肢弯曲

30 s内抬头>10°（与垂直轴）

2）将鼠置于地板行走（正常＝0；最高值＝3）

正常行走

不能直行

向偏瘫侧转圈

倒向偏瘫侧

能平衡，并且姿势稳定

抓住横杆侧面

能抱住横杆，但有一只肢体从横杆上脱落

能抱住横杆，但有两只肢体从横杆上脱落，

或在横杆上打转，且持续时间超过60 s

试图在横杆上平衡（>40s），但脱落

试图在横杆上平衡（>20s），但脱落

脱落，不能平衡，或不想挣扎悬挂在横杆上

耳廓反射（接触到耳道口时摇头）

角膜反射（用棉花轻触角膜时眨眼）

惊恐反射（撕裂纸张的短暂声响产生运动反应）

痫发作，肌阵挛，肌张力障碍

评

分

1

1

1

0

1

2

3

0

1

2

3

4

5

6

1

1

1

1

16
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3.2 对氧化应激因子平衡、血管活性物质平衡以及

凋亡相关蛋白Bcl-2/Bax比值的影响

与假手术组比较，模型组大鼠血清中SOD含量

显著降低，而MDA含量明显升高，大鼠氧化应激平

衡失衡 ，表现为 SOD/MDA 比值显著下降（P＜

0.05）；SNX 26、52 mg/kg对氧化应激平衡有一定调

节作用，与模型组比较，SOD/MDA比值显著升高（P＜

0.05）。结果见表2。

与假手术组比较，模型组大鼠血清中 NO含量

显著降低，而ET含量明显升高，大鼠血管活性物质

平衡失衡 ，表现为 NO/ET 比值显著下降（P＜

0.001）；SNX 52 mg/kg对血管活性物质平衡有一定

调节作用，与模型组比较 ，NO/ET 比值显著升

高（P＜0.01）。结果见表2。

与假手术组比较，模型组中梗死侧皮层区Bax/

Bcl-2比值明显升高；SNX 3个剂量给药组可不同程

度的降低Bax/Bcl-2比值，结果见表2。

4 讨论

脑卒中患者急性期在临床上主要是指发病后

6～72 h内，这个阶段主要以改善微循环及营养代谢

的脑保护剂进行治疗［15-16］。缺血性脑卒中急性期的

治疗对卒中患者预后以及功能恢复有着重要而直

接的影响，历来受到医学界的普遍关注［17］。

中医认为急性缺血性脑卒中多责之于气血失
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图2 SNX对脑卒中急性后期细胞凋亡率与Caspase-3蛋白表达的影响

Fig. 2 Effect of SNX on cell apoptosis and Caspase-3 protein in acute stage of stroke in rats

 

 

 

 

 

 
假手术               模型            SNX 13 mg∙kg

−1        SNX 26 mg∙kg
−1

       SNX 52 mg∙kg
−1

         脑心通 

图3 SNX对脑卒中急性后期细胞凋亡蛋白Caspase-3表达的影响

Fig. 3 Effect of SNX on expression of apoptosis protein Caspase-3 in acute stage of stroke in rats

表2 SNX对脑卒中急性后期应激平衡及Bax/Bcl-2比值的影响（x
—

±s，n=10）

Table 2 Effect of SNX on srtess balance and Bax/Bcl-2 in acute stage of stroke in rats（（x
—

±s，，n=10））

组别

假手术

模型

SNX

脑心通

剂量/（mg∙kg−1）

－

－

13

26

52

500

SOD/MDA

64.4±20.0

40.9±11.7#

37.9±11.4

61.8±32.9*

61.5±20.1*

49.4±14.1

NO/ET

19.62±6.17

8.40±5.95###

7.90±3.17

8.70±5.42

14.84±5.67**

15.86±10.37**

Bax/Bcl-2

2.07±1.79

3.56±2.10

1.08±0.53

0.72±0.35

0.96±0.37

2.33±2.30

与假手术组比较：#P < 0.05 ###P < 0.001；与模型组比较：*P < 0.05 **P < 0.01
#P < 0.05 ###P < 0.001 vs sham group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

SNX SNX
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调、痰瘀作祟，属于“中风”范畴。SNX由当归和川

芎两味药组成，方中川芎辛温升散，为血中气药，具

有行气活血的作用；当归性柔而润，具有补血、祛

瘀、止痛的作用；二者配伍互制其短而展其长，气血

兼顾，消瘀止痛、理气活血之功效增强［18］。

局灶性脑缺血疾病实验动物模型的建立，对于

缺血性脑血管病的基础研究和药物治疗具有重要

意义。Tamura 等［13］和 Bederson 等［19］建立的颞下部

开颅，闭塞近端大脑中动脉，导致大脑皮质和尾壳

核梗死，被公认为最接近人类脑卒中的标准动物

模型。

本研究参比脑卒中的临床分期状况及病理演

变过程，采用经典的开颅电凝法建立大鼠大脑中动

脉缺血损伤模型，在脑梗死急性后期 48 h时开始 ig

SNX进行药物治疗，每天 1次，连续给药 2 d后，观察

SNX对脑缺血急性后期血浆中血管活性物质平衡、

氧化应激平衡以及脑组织神经细胞凋亡的变化，探

讨SNX对脑缺血损伤的保护作用机制。

ET 和 NO 是内皮细胞分泌的血管活性因子，

ET-1是最强烈的血管收缩物质，对脑动脉作用较一

般器官的血管作用强［20］。急性脑缺血可造成组织

缺血缺氧，脑组织中ET水平会迅速升高，引起血管

的强烈收缩，使脑血管痉挛，脑血流量急剧下降而

加重脑组织的缺血缺氧；另一方面神经细胞内 ET

浓度的增加，会导致细胞内钙超载以及刺激释放兴

奋性氨基酸，直接损伤神经元及胶质细胞，最终导

致脑血管功能紊乱［21］。文献报道显示，临床病人脑

组织损害越严重，血浆ET含量越高，二者有呈正相

关的趋势［22］。NO是由左旋精氨酸末端胍基的氮原

子在NOS催化下转化而来，可抑制 ET的表达与释

放，对血管有较强的舒张作用［23］。正常情况下，ET、

NO处在一种动态平衡状态，脑梗死可造成组织缺

血缺氧，一些血管活性物质和细胞因子，如儿茶酚

胺、血管紧张素Ⅱ等，能够通过促进ET的基因表达，

使 ET 的释放和合成增加，而这种增加不能有效刺

激NO的释放，NO分泌减少，这些都会导致NO/ET

血管活性物质平衡被破坏，最终加重梗塞脑组织的

缺血缺氧与神经元的损伤。由此可见。ET浓度增

高，NO浓度减少，指示脑组织损伤严重；本研究结

果显示，与假手术组比较，模型大鼠 NO/ET比值显

著降低，SNX 52 mg/kg可显著提高NO/ET比值，对

血管活性物质平衡有一定调节作用。

已有研究证实，自由基连锁反应是脑缺血的核

心病理环节，可引发迟发性神经功能损害。脑缺血

后脑组织中活性氧（ROS）的形成会增强［24］。SOD

能够清除氧阴离子自由基，保护细胞，间接反映了

机体清除氧自由基的能力；MDA 是氧自由基攻击

生物膜中的多不饱和脂肪酸形成脂质过氧反应的

代谢产物，其量的变化能间接地反映细胞损伤的程

度，通过测定 MDA 的含量可估计体内氧自由基的

含量；MDA 的测定常常与 SOD 的测定相互配合。

本研究选择这两个指标反映体内自由基的氧化和

抗自由基氧化的水平。实验研究发现，脑缺血梗死

模型大鼠血清SOD显著下降，MDA明显升高，模型

组大鼠 SOD/MDA比值明显下降，氧化应激平衡失

衡。SNX 26、52 mg/kg 能够阻止 SOD 的活性的下

降，使清除体内自由基的能力相对明显提高，降低

MDA的水平，可显著提高 SOD/MDA比值，对氧化

应激平衡有一定的调节作用。SNX临床等效剂量

增加SOD/MDA比值程度较的脑心通稍优。

脑缺血发生后，缺血区脑组织在短时间内遭受

不可逆损伤，并发展为梗死灶。急性后期缺血半暗

带神经细胞主要发生迟发性神经元凋亡［25］，这是导

致运动功能障碍和神经功能损害的关键因素。抑

制迟发性神经细胞的凋亡，对脑缺血后神经功能恢

复和预后起到很好的改善作用［26］。脑缺血后细胞

凋亡受许多基因编码调控，Bcl-2家族是与细胞凋亡

关系最密切的凋亡调控基因，其中 Bcl-2、Bax基因

是目前研究较明确的一对在功能上相互对立的凋

亡调控基因。Bcl-2通过阻断细胞凋亡而促进细胞

存活，而 Bax 与 Bc1-2 功能相反，诱导细胞凋亡。

Bc1-2 和 Bax 的表达强度决定细胞命运［27-28］。抗凋

亡因子（如 Bcl-2）和促凋亡因子（如 Bax）成员之间

的失衡可引发神经元损伤。Caspase-3是凋亡中必

不可少的启动子和执行者［29］。据报道，Bcl-2作为线

粒体膜相关蛋白，通过抑制Bax表达，抑制线粒体释

放的细胞色素C，激活Caspase执行子 procaspase-3，

发挥抗凋亡作用［30］。Bcl-2/Bax表达比值增高时促

进细胞存活，降低时则促进细胞死亡。

与之前的一些研究报道一致［31-32］，促凋亡因子

Bax 和 Caspase-3 在大鼠缺血皮质组的表达明显上

调，而假手术组中Bcl-2、Bax和Caspase-3的免疫阳

性反应较弱。本研究结果显示，模型组大鼠缺血侧

脑皮层可见大量凋亡神经细胞，同时该区Bax表达

明显增加，而Bcl-2表达较少，表明脑缺血损伤后存

在神经元凋亡，同时启动了内源性凋亡调控系统，

而Bax的表达上调改变了凋亡抑制基因和促凋亡基

因之间的平衡，并可能增加 caspase-3的活性，诱导
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或加速缺血侧神经元凋亡。SNX处理组中Bax/Bcl-

2 比值表达有一定程度降低，且呈剂量相关性，

Caspase-3表达也显著下降。结果提示，SNX可能抑

制线粒体相关Caspase-3凋亡信号通路。后者可能

是SNX神经保护的作用机制之一。

SNX为复方制剂，其主要活性成分为阿魏酸和

藁本内酯。已有研究表明，口服 SNX后，阿魏酸和

藁本内酯都可快速透过血脑屏障，被迅速吸收分布

于脑组织中［33］；并且阿魏酸和藁本内酯对脑缺血损

伤均显示了良好的神经保护作用［34-38］。研究结果表

明，SNX对大鼠脑缺血损伤急性后期氧化应激、血

管物质平衡失衡以及细胞凋亡均有明显的改善作

用，这可能是其多组分相互作用的共同结果，但具

体的作用机制还有待进一步研究。
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