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注射用丹参多酚酸对脑缺血再灌注大鼠脑损伤的保护作用
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摘 要：目的  考察注射用丹参多酚酸（SAFI）对脑缺血再灌注大鼠脑损伤的保护作用。方法  线拴法构建大脑中动脉缺血

再灌注（MCAO/R）大鼠模型，将造模成功的大鼠随机分为模型组、丁苯酞氯化钠注射液（阳性药，9 mL·kg−1）组和SAFI低、

中、高剂量（5.85、11.71、23.42 mg·kg−1，11.71 mg·kg−1为临床等效剂量）组，每组 12只。假手术组和模型组给予 0.9%氯化钠注射

液，SAFI每天给药 1次，丁苯酞氯化钠注射液每天给药 2次，尾 iv连续给药 14 d。给药期间称大鼠体质量；给药前后对各组大

鼠进行神经功能评分；给药后采用TTC染色法检测脑梗死体积；酶联免疫吸附（ELISA）法检测血清中 γ干扰素（IFN-γ）、

白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和超氧化物歧化酶（SOD）的水平；HE染色观

察脑组织病理形态；尼氏染色观察海马区尼氏小体形态变化情况。结果  给药 14 d 后，与模型组比较，SAFI 5.85、11.71、

23.42 mg · kg−1 组和丁苯酞氯化钠注射液组大鼠体质量显著增加（P＜0.001），脑组织梗死体积显著缩小（P＜0.001）；

SAFI 11.71、23.42 mg·kg−1组和丁苯酞氯化钠注射液组神经功能评分显著降低（P＜0.05、0.01），IFN-γ、IL-1β和TNF-α水平均

显著降低（P＜0.01、0.001），SOD水平显著升高（P＜0.01、0.001）；SAFI 23.42 mg·kg−1组和丁苯酞氯化钠注射液组 IL-6水平显

著降低（P＜0.05、0.01）；SAFI可明显改善MCAO/R大鼠脑组织缺血半暗带区病理损伤，抑制尼氏小体数的减少。结论  SAFI

对脑缺血再灌注大鼠脑损伤具有明显的保护作用。
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Abstract: Objective To investigate the protective effect of Salvianolic Acid for Injection (SAFI) on brain injury after cerebral 

ischemia reperfusion in rats. Methods The rat model of middle cerebral artery ischemia reperfusion (MCAO/R) was established by 

the method of tethering. The rats with successful modeling were randomly divided into model group, Butylphthalide Sodium 

Chloride Injection (BSCI, positive drug, 9 mL·kg−1) group and SAFI low, medium and high dose (5.85, 11.71, 23.42 mg·kg−1, 

11.71 mg·kg−1 was the clinical equivalent dose) group, with 12 rats in each group. The sham-operation group and model group were 

given 0.9% sodium chloride injection, the SAFI group was given once a day, and the BSCI was given twice a day, and the tail iv was 

given continuously for 14 days. Weigh the weight of rats during administration. After 14 days, the changes of neurological function 

scores before and after administration were compared. The volume of cerebral infarction was detected by TTC staining. The contents 

of interferon- γ (IFN- γ), interleukin-6 (IL-6), interleukin-1β (IL-1β), tumor necrosis factor- α (TNF- α) and superoxide dismutase 
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(SOD) in serum were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. HE staining was used to observe the pathological 

morphology of brain tissue. Morphological changes of Nissl bodies in hippocampus were observed by Nissl staining. Results After 

14 days of administration, compared with model group, the body mass of rats in SAFI 5.85, 11.71, 23.42 mg·kg−1 group and BSCI 

group increased significantly (P < 0.001), and the infarct volume of brain tissue decreased significantly (P < 0.001). Compared with 

model group, SAFI 11.71, 23.42 mg·kg−1 group and BSCI group had significantly lower neurological function scores (P < 0.05, 

0.01), the level of SOD in serum was significantly increased, and the levels of INF-γ, IL-1β, IL-6 and TNF-ɑ were decreased (P < 

0.01, 0.001). The level of IL-6 in SAFI 23.42 mg·kg−1 group and BSCI group decreased significantly compared with model group 

(P < 0.05, 0.01). SAFI could significantly improve the pathological damage of ischemic penumbra in MCAO/R rats and inhibit the 

reduction of Nissl corpuscles compared with model group. Conclusion SAFI has a significant protective effect on brain injury of 

cerebral ischemia-reperfusion rats.

Key words: Salvianolic Acid for Injection; cerebral ischemia-reperfusion; brain damage; interferon- γ; tumor necrosis factor- α; 

superoxide dismutase

卒中俗称“中风”，是由于脑血管破裂或动脉栓

塞致使血液循环障碍引起的脑组织损伤，包括缺血

性和出血性卒中，临床患者主要以缺血性脑卒中为

主，约占卒中总数的 80%，发病率、致残率和病死率

逐年增高，严重威胁居民生命和健康，也是全球需

要共同面对的重大公共卫生问题［1］。尽早疏通闭塞

是治疗的关键，目前最有效的方式是通过药物溶栓

或手术取栓，但临床应用受狭窄的时间窗限制［2-3］，

超出此时间恢复缺血区血流供应后会进一步发生

再灌注损伤，引起脑水肿、脑出血等，致使神经损伤

加重［4-5］。

注射用丹参多酚酸（SAFI）是提纯丹参中水溶

性酚酸类有效成分制成的冻干粉针剂，临床上主要

用于治疗轻、中度脑梗死恢复期瘀血阻络证，目前

也已逐步用于急性期的治疗，疗效确切且安全性

高［6］。本实验通过构建大脑中动脉缺血再灌

注（MCAO/R）大鼠模型，探讨SAFI对脑缺血再灌注

损伤（CIRI）的保护作用，为临床应用提供更充实的

理论依据，并为后续进行深入的机制研究提供

参考。

1　材料

1.1　主要仪器

T2000 电子天平（常熟市双杰测试仪器厂）；

FSH-2可调高速匀浆机（常州荣华仪器有限公司）；

ST16R台式高速冷冻离心机（美国Thermo Fisher公

司）；ASP300 全自动脱水机、EG1150H 包埋机、

RM2235 轮转式切片机、HI1220 烤片机（德国 Leica

公司）；Infinite M200酶标仪（瑞士Tecan公司）。

1.2　药品及主要试剂

SAFI（天津天士力之骄药业有限公司，每只装

130 mg，含丹酚酸 100 mg，批号 20200609）；丁苯酞

氯化钠注射液（石药集团恩必普药业有限公司，批

号 6182008130）；异 氟 烷（EZVET 公 司 ，批 号

045742）；0.9% 氯化钠注射液（石家庄四药有限公

司，批号 2201050902）；大鼠 γ-干扰素（IFN-γ，批号

20220901-30173B）、大鼠白细胞介素-6（IL-6，批号

20220901-30168B）、大鼠白细胞介素-1β（IL-1β，批

号 20220901-30206B）、大鼠超氧化物歧化酶（SOD，

批 号 20220901-34817B）、大 鼠 肿 瘤 坏 死 因 子 -

α（TNF-α，批号 20220901-31063B）均购于上海酶联

生物科技有限公司；尼氏染色试剂盒（甲基紫法，北

京索莱宝科技有限公司，批号20221012）。

1.3　实验动物

120只雄性SPF级SD大鼠，体质量200～220 g，

购于北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动

物生产许可证号 SCXK（京）2021-0011，饲养于屏障

系统，环境条件符合中国国家标准《实验动物环境

及设施》（GB14925-2001），实验严格按照天士力动

物管理及福利伦理委员会标准执行（批准文号TSL-

IACUC-2022-26）。

2　方法

2.1　MCAO/R模型构建

大鼠适应性喂养1周，体质量控制在220～240 g，术

前禁食 12 h。实验前用碘伏将手术器械、线栓等相

关实验用品进行消毒，采用异氟烷气体进行麻醉，

参照Zea Longa等建立的MCAO/R模型制备方法［7］

进行操作，线拴插入 1 h后拔出实现再灌注，假手术

组大鼠仅做血管分离，不插入线栓。每只大鼠手术

完成后按照每只 60万 U im 青霉素钠溶液，连续注

射3 d，防止术后感染。

2.2　动物入组及给药

术后 24 h 对大鼠进行神经功能评分，评分≥1

判定造模成功即可入组，并立即给药，评分标准

见表1。
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将造模成功的大鼠随机分为模型组、丁苯酞氯

化钠注射液（阳性药，9 mL·kg−1）组和SAFI低、中、高

剂量（5.85、11.71、23.42 mg·kg−1，11.71 mg·kg−1为临

床等效剂量）组，每组 12只。假手术组和模型组不

进行药物干预，给予 0.9%氯化钠注射液，SAFI组用

0.9%氯化钠注射液稀释 SAFI，配成相应浓度药液，

给药体积均为 3 mL·kg−1，每天 1次；丁苯酞氯化钠注

射液每天给药2次，尾 iv连续给药14 d。

2.3　体质量及神经功能评分

给药 14 d 后再次对各组大鼠进行神经功能评

分并称体质量，对比给药前后评分及体质量的

变化。

2.4　生化指标检测

各组大鼠气体麻醉后，腹主动脉取血，血液静

置 2 h后，3 500×g离心 20 min，收集血清于−80 ℃

储存待用，按照 ELISA 试剂盒说明书检测 IFN-γ、

IL-6、IL-1β、SOD和TNF-α水平。

2.5　脑梗死体积

每组随机取 6只大鼠安乐死并断头取脑，将完

整的脑组织放入−20 ℃冰箱速冻，取出后用刀片从

额极至枕叶依次行 2 mm 厚冠状切片，切好的脑片

浸入 2% TTC 溶液中染色，37 ℃恒温避光孵育

15 min，翻面继续孵育 15 min，使得组织非梗死区呈

玫红色，梗死区则呈白色即可。回收染液，加入 4%

多聚甲醛溶液固定并拍照，Image J图像分析软件测

定脑梗死体积。

2.6　脑组织病理形态学观察

每组随机取 6只大鼠安乐死并断头取脑，将完

整的脑组织放入 10%甲醛溶液中固定，石蜡包埋切

片，常规步骤脱水，进行 HE和尼氏染色，显微镜下

观察并拍照进行形态学分析。

2.7　统计学分析

实验数据均以 x
—
±s 表示，采用统计学软件

Graphpad prism 8.0进行单因素方差分析并做图。

3　结果

3.1　体质量变化

如表 2所示，各组大鼠给药前体质量无明显变

化；给药后 7、14 d，与假手术组比较，模型组大鼠体

质量显著降低（P＜0.001）；与模型组比较，SAFI 

5.85、11.71、23.42 mg·kg−1 组和丁苯酞氯化钠注

射液组大鼠体质量显著增加（P＜0.001）。结果

表明给予 SAFI 后有助于 MCAO/R 大鼠饮食及

体质量恢复。

3.2　神经功能评分

神经功能缺损评分结果显示，各组给药前

神经功能评分无显著性差异；给药 14 d 后，各

组神经功能缺损评分均低于模型组，其中 SAFI 

11.71、23.42 mg·kg−1组和丁苯酞氯化钠注射液组与

模型组比较有显著性差异（P＜0.05、0.01）。结果表

明不同剂量的 SAFI可改善MCAO/R大鼠神经功能

缺损程度，促进神经功能恢复，结果见表3。

3.3　脑梗死体积

TTC染色结果显示，模型组大鼠脑梗死体积较

大；与模型组比较，SAFI 5.85、11.71、23.42 mg·kg−1

组和丁苯酞氯化钠注射液组 MCAO/R大鼠脑组织

梗死体积显著缩小（P＜0.001），且SAFI作用呈剂量

相关性。结果见图1。

表1　神经功能评分

Table 1　Neurological function scores

评分

0

1

2

3

4

观察指标

无神经功能缺损症状，肢体功能无明显异常症状

轻微神经功能缺损，眯眼，提尾时可见病灶对侧前肢

    不能完全伸直

中度神经功能缺损，提尾时可见病灶对侧前肢屈曲

重度神经功能缺损，行走时轻度向偏瘫侧转大圈

转小圈不能自发行走，或向对侧跌倒，或意识水平下降

表2　各组大鼠给药前后体质量变化比较（x
—

±s，n＝12）

Table 2　Comparison of body weight changes of rats in each group before and after administration (x
—

±s，n＝12)

组别

假手术

模型

SAFI

丁苯酞氯化钠注射液

剂量/（mg·kg−1）

—

—

  5.85

11.71

23.42

9 mL·kg−1

体质量/g

给药前

233.21±14.73

204.16±43.57

210.40±16.75

204.13±23.10

211.28±17.77

209.52±20.06

给药后7 d

249.26±15.76

209.44±59.17###

230.80±36.65***

239.25±31.94***

232.28±44.84***

233.51±38.47***

给药后14 d

265.00±20.22

215.36±48.16###

267.76±44.59***

274.42±34.65***

267.80±41.68***

262.59±42.43***

与假手术组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001
###P < 0.001 vs sham operation group; ***P < 0.001 vs model group
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3.4　生化指标

与假手术组比较，模型组大鼠血清中 IFN-γ、

IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平均显著升高，SOD 水平

显 著 降 低（P＜0.001）；与 模 型 组 比 较 ，SAFI 

11.71、23.42 mg·kg−1 组和丁苯酞氯化钠注射液组

IFN-γ、IL-1β和TNF-α水平均显著降低，SOD水平显

著升高 ，差异均有统计学意义（P＜0.05、0.01、

0.001），SAFI 5.85 mg·kg−1 组 IFN- γ 水平显著降

低（P＜0.01），SAFI 23.42 mg·kg−1组和丁苯酞氯化

钠注射液组 IL-6水平显著降低（P＜0.05、0.01）。结

果表明 SAFI 可通过抑制炎症和抗氧化发挥对

MCAO/R大鼠神经保护的作用，结果见表4。

3.5　脑组织病理形态

3.5.1　HE 染色 与假手术组相比，模型组大鼠脑

组织缺血半暗带区神经细胞肿胀、间距增宽、空泡

增多、炎细胞浸润、组织疏松等现象明显；与模型组

相比，SAFI 5.85、11.71、23.42 mg·kg−1组和丁苯酞氯

化钠注射液组神经细胞肿大和空泡变性均有明显

改善，细胞排列较为整齐，提示 SAFI 可明显改善

MCAO/R大鼠脑组织缺血半暗带区病理损伤，结果

见图2。

3.5.2　尼氏染色 假手术组大鼠海马锥体细胞区神经

元胞浆内尼氏小体丰富，分布均匀，形态完整；模型组尼

氏小体数量减少且破碎；与模型组相比，SAFI 5.85、

11.71、23.42 mg·kg−1组和丁苯酞氯化钠注射液组尼氏

小体破损程度较轻，排列较为整齐，数量明显增加，说

明SAFI可明显抑制MCAO/R大鼠脑组织海马锥体细胞

区内尼氏小体数量减少，结果见图3。

表3　各组大鼠给药前后神经功能评分比较（x
—

±s，n＝12）

Table 3　Comparison of neurological function scores 

before and after administration in rats of each group (x
—

±s，

n＝12)

组别

模型

SAFI

丁苯酞氯化钠注射液

剂量/

（mg·kg−1）

—

  5.85

11.71

23.42

9 mL·kg−1

神经功能评分

给药前

2.94±0.89

2.84±0.86

2.90±0.87

2.85±0.93

2.76±0.78

给药后

2.66±1.04

2.19±0.89

2.13±0.99*

1.80±1.03**

2.27±0.83*

与模型组比较：*P＜0.05    **P＜0.01
*P < 0.05    **P < 0.01 vs model group

 

 

 

 

 

假手术  模型   5.85     11.71      23.42 丁苯酞氯化钠 
SAFI/(mg∙kg−1)       注射液 

模型   5.85   11.71  23.42 丁苯酞 
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图1　各组大鼠TTC染色结果（x
—

±s，n＝6）

Fig. 1　TTC staining results of rats in each group (x
—

±s，n＝6)

表4　各组大鼠给药后血清中相关生化指标的变化（x
—

±s，n＝10）

Table 4　Changes of related biochemical indexes in serum of rats after administration (x
—

±s，n＝10)

组别

假手术

模型

SAFI

丁苯酞氯化钠注射液

剂量/（mg·kg−1）

—

—

  5.85

11.71

23.42

9 mL·kg−1

IFN-γ/（pg·mL−1）

1 095.69±199.30

2 005.52±96.93###

1 506.71±138.50**

1 624.03±232.20***

1 883.63±281.30***

1 737.01±194.80***

IL-1β/（pg·mL−1）

18.41±3.80

31.59±2.91###

29.45±4.72

23.38±3.87***

22.24±4.71***

19.15±1.48***

IL-6/（pg·mL−1）

  96.31±8.27

134.90±10.90###

136.54±20.16

115.63±19.15

111.92±8.45*

101.53±8.62**

TNF-α/（pg·mL−1）

206.31±47.92

313.90±36.03###

285.44±43.73

245.81±39.87**

219.58±34.29***

250.86±25.74*

SOD/（ng·mL−1）

7.94±1.28

5.41±0.61###

5.66±0.78

7.12±0.69**

7.95±0.72***

7.60±0.72***

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

目前脑血管疾病是我国人口死亡的主要原因，

发病率仍处于高增长的态势，科研人员对其预防和

治疗进行了长期艰难的研究和探索。中医药在疾

病治疗方面具有从整体出发、系统调节机体的特

点，优势明显，发展潜力巨大［8］。

大脑缺血状态下会大量释放各种炎性细胞因

子产生炎症反应，引起脑水肿并破坏血脑屏障，进

一步加重氧化应激损伤。IL-1β是脑缺血早期产生

的细胞因子，可诱导免疫活性细胞产生其他炎性介

质，导致继发性损伤。在细胞缺血时，IL-6可由多种

因子诱导产生，并吸引T淋巴细胞进入脑组织加重

炎症反应。TNF-α则具有多效促炎性及神经毒性作

用，可通过刺激内皮细胞凋亡、促进炎症介质合成

和使星形细胞胶质化等作用加重脑损伤。IFN-γ只

在脑组织受损伤时表达，增强神经毒性作用诱导细

胞凋亡［9-10］。本实验结果表明给予SAFI能明显地降

低MCAO/R大鼠神经功能评分，改善神经功能缺损

症状，减轻脑组织梗死程度。通过 ELASA 法检测

血清中相关生化指标发现，SAFI可显著降低 IL-1β、

IL-6和 TNF-α水平，提高血清中 SOD 水平，通过抑

制炎症反应和抗氧化应激发挥神经保护作用。

神经细胞是构成脑组织结构和功能的基本单

位，在脑血管结构维护和修复中发挥着重要作用。

脑缺血造成神经细胞受损减少，组织出现间隔增

宽、水肿明显等形态变化，SAFI给药后可明显减轻

病理损伤变化程度，改善缺血区神经细胞生存状

态。尼氏小体分布于神经细胞胞质内，由糙面内质

网和游离核糖体中的核蛋白与甲苯胺蓝、硫瑾、苏

木精等碱性染料结合，染成蓝色的细颗粒或团状。

神经元受损时尼氏小体颗粒数量及位置会发生变

化，呈明显的溶解或消失，其结构变化可作为神经

元受损的标志［11］。脑缺血后大鼠脑组织内神经细

胞胞浆内尼氏小体的数目明显缺失，而SAFI给药后

可抑制脑梗死后尼氏小体的减少，因此认为SAFI通

过改善神经细胞受损程度发挥对脑缺血的保护作

用，促进脑梗死后的神经功能恢复。

SAFI是提纯丹参中水溶性酚酸类成分混合制

成的现代中药注射剂，其改善 CIRI，促进神经功能

恢复的机制可能是各单体成分同时干预疾病中多

个环节，多靶点协同起效，减轻脑缺血后的神经功

能缺损可能与改善脑部循环、抗凋亡、保护血脑屏

障、抑制炎性因子分泌和血小板聚集等方面有

关［12-16］。本研究通过构建经典大鼠MCAO/R模型，

在既往研究的基础上对 SAFI的整体药效作用和局

部组织病理形态变化进行探索，弥补了 SAFI 对

CIRI大鼠海马区神经元保护作用药理依据的不足，

为开展 SAFI促进神经功能恢复的病理机制研究奠

定基础。相关研究显示 SAFI发挥神经功能恢复的

机制可能与对核因子-κB（NF-κB）、磷脂酰肌醇 3-激

酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）、丝裂原活化蛋白激

酶（MAPK）、Janus酪氨酸蛋白激酶（JAK）/信号转导

及转录激活因子（STAT）等多种信号通路［17-18］的调

节相关，但其单体成分协同起效的药理机制和信号

通路的网络关系仍需进一步探索，从而为SAFI的临

床精准定位提供更好的依据和支持。
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