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益脉康片对放射性脑损伤小鼠保护作用及机制研究
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摘 要：目的 探讨益脉康片对放射性脑损伤小鼠的保护作用及主要作用机制。方法 将 50只BALB/c小鼠随机分为对照组、

模型组和益脉康片低、中、高剂量（4.30、8.61、17.22 mg/kg）组，采用伽玛刀对除对照组外其余各组小鼠进行造模，连

续 7 d。造模结束后，益脉康片组 ig给药，对照组及模型组给予等量生理盐水，连续给药 2周，1次/d。末次给药 24 h后，

采用Morris法检测各组小鼠的学习及记忆能力，并对各组小鼠海马体CA1区进行TUNEL染色及尼氏染色，采用免疫组化

法检测各组小鼠兔抗烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸酶氧化酶（NOX4）的表达情况，并对其进行半定量分析。结果 第 2～5

天，对照组和益脉康片低、中、高剂量组潜伏期均明显低于模型组（P＜0.05）；与模型组比较，对照组和益脉康片低、中、

高剂量组第Ⅲ象限时间及穿越平台次数均明显增加（P＜0.05）；尼氏染色中，与模型组比较，益脉康片低、中、高剂量小

鼠海马体中神经细胞核核仁不清晰及细胞形态异常程度均明显减轻；TUNEL染色中，与模型组比较，益脉康片低、中、高

剂量组均仅有呈散在的少量阳性染色神经元；免疫组化中，与模型组比较，益脉康片低、中、高剂量组中NOX4阳性染色

均明显弱于模型组，且相对表达量均明显低于模型组（P＜0.05）。结论 益脉康片对放射性脑损伤小鼠具有较好的保护作

用，其作用机制可能与有效抑制小鼠海马体中NOX4表达有关。
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Abstract: Objective To study the protective effects and main mechanism of Yimaikang tablet on radiation-induced brain injury in

mice. Methods A total of 50 BALB/c mice were divided into control group, model group, and Yimaikang tablet low, middle and

high dose (4.30, 8.61, and 17.22 mg/kg) treatment groups. The gamma knife was used to establish the radiation-induced brain injury

model for continuous 7 d. After the modeling, mice in Yimaikang tablet group were ig administrated corresponding drugs, the other

groups were treated by equivalence saline, lasted 2 weeks, once per day. 24 hours after the last gavage, the Morris method was used

to test the learning and memory ability of mice in each group. The TUNEL staining and Nissl's staining were performed on

hippocampus CA1 region of mice. The immunohistochemical method was performed to observe the expression of NOX4 in mice,

and the semi-quantitative analysis was also carried out. Results In the training of 2—5 d, the incubation periods of control group

and low, middle, and high dose groups of Yimaikang tablet were significantly lower than model group (P < 0.05); Compared with

the model group, the third quadrant residence time and times of crossing the platform in control group and Yimaikang tablet groups

were significantly increased (P < 0.05). The TUNEL staining showed that there were small numbers of positive staining neurons in

Yimaikang tablet groups when compared with the model group. The Nissl's staining showed that, compared with the model group,

the cell morphological abnormalities and nucleoli blurring of neurocytes in the hippocampus of mice were significantly alleviated in
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low, middle, and high dose groups of Yimaikang tablet. From the results of immunohistochemical analysis, we found that the NOX4

positive stainings in Yimaikang tablet groups were significantly less than the model group, and the relative expression were

significantly lower than model group (P < 0.05). Conclusion Yimaikang tablet has a good protective effects on radiation-induced

brain injury in mice and the mechanism may be related to the effective inhibition of NOX4 expression in the hippocampus of mice.

Key words: Yimaikang tablet; radiation-induced brain injury; protective effects; NOX4; learning and memory ability; water maze;

apoptosis

放射性脑损伤指的是脑组织受到电离辐射后

出现的以脑水肿、脑部炎症损伤及脑部氧化应激损

伤为主要病理变化的中枢神经系统损伤性疾病。

近年来，随着组织内植入近距离放疗、立体定向放

疗及医用直线加速器的普及，放射性脑损伤的发病

率亦呈现逐年增高的趋势，不仅限制了头颈部及脑

部放疗的治疗剂量，而由此所产生的记忆力减退、

认知功能障碍更是对患者的生活质量及预后产生

了显著影响［1-2］。目前，临床常采用大剂量糖皮质激

素及神经节苷酯类药物对放射性脑损伤进行治疗，

尽管上述药物均具有一定的疗效，但仍存在药物不

良反应较大、部分患者症状控制不佳等不足，尚需

优化治疗［3-4］。大量临床研究结果显示，中医药在多

种因素所致脑部损伤的治疗中具有显著的效果［5］。

益脉康片是临床常用的中药制剂之一，具有活血化

瘀等功效，临床多用于缺血性脑血管病、脑出血及

冠心病等疾病的治疗［6］。尽管临床对于益脉康片的

研究较为广泛，但对其用于放射性脑损伤的探讨较

少，本实验观察了该药物对放射性脑损伤小鼠学习

记忆能力、脑部病理变化的影响，并对其主要机制

进行了阐述，期望为该药物的临床新应用提供参考。

1 材料

1.1 实验动物

50只健康雄性BALB/c小鼠，体质量 17～23 g，

购买自陕西疾病控制中心实验动物部，并由西安交

通大学基础医学院实验中心代饲养，实验动物许可

证号 SCXK（陕）2017-2483-5741。本研究开始前，

对所有实验动物进行为期 7 d的适应性喂养，喂养

条件为 12 h昼夜、自由饮水饮食、室温、标准饲料及

55%湿度，正式实验时饲养条件与上述条件一致。

1.2 主要仪器

Morris水迷宫实验设备（中国医学科学院实验

仪器研究中心，水迷宫实验于西安交通大学基础医

学院陈小安教授课题组开展）；SM2010R型病理切

片机（上海安达生物科技有限公司）；Olympus 21型

显微照相系统（日本奥林匹斯公司）；KYC-1112型

烤箱（北京大鹏医学仪器有限公司）。

1.3 药物及主要试剂

益脉康片（湖南湘雅制药有限公司，批号

2016123019，规格 40 mg/片），采用生理盐水将其配

制成密度为 1.2 g/mL 的浸膏液。DAB 显色试剂

盒（武汉博士德生物科技有限公司）；兔抗烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸酶氧化酶（NOX4）免疫组化一抗、二抗

及检测所需试剂盒（安徽中科生物研究所）。

2 方法

2.1 动物分组及给药剂量的确定

将上述50只健康雄性BALB/c小鼠随机分为对照

组，模型组，益脉康片低、中、高剂量组，每组均为10只。

根据文献中推荐剂量确定本研究的给药剂

量［7］，成人体质量以 60 kg计，益脉康片的一般人体

剂量为 0.67 mg/kg，换算成小鼠的等效剂量为

8.61 mg/kg，故分别选用0.5、1.0、2.0倍的等效剂量作为

低、中和高剂量，分别为4.30、8.61、17.22 mg/kg。

2.2 造模及给药

根据文献相关方法［8］，采用 10% 水合氯醛（0.5

mL/100 g）将模型组及益脉康片低、中、高剂量组小

鼠麻醉，并将其固定后置入立体定向框架中行磁共

振处理，本研究中小鼠均采用 Leksell C型伽玛刀，

通过 8 mm准直器以侧脑室及双侧海马连线中点为

放射靶点，采用 50% 等剂量曲线进行处理，中心剂

量设置为 20 Gy，每日处理 1次，连续处理 7 d。造模

结束后，采用 MRI扫描小鼠脑部，以脑水肿作为观

察指标确认是否造模成功，本研究中模型组及益脉

康片低、中、高剂量组分别成功造模 8、9、8、8只。对

照组同样进行麻醉处理，但不进行放射处理。造模

结束后，益脉康片组小鼠 ig给药，对照组及模型组

则给予等量生理盐水，连续给药2周，1次/d。

2.3 Morris水迷宫实验方法

末次 ig给药 24 h后，利用文献相关方法［9］，采用

Morris 水迷宫实验评价各组小鼠的学习及记忆能

力：将水迷宫池平均划分为 4个象限，将一个直径大

小 30 cm 的透明平台放置在第 3 象限中水面下 1

cm，且实验过程中该平台的其位置与深度始终保持

不变。实验开始时，将小鼠自第 1、2与 4象限分别
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置入水池中，并训练小鼠顺利找到平台，同时记录

小鼠找到平台的时间，即潜伏期。若小鼠在 2 min

内仍未找到透明平台，则应引导小鼠至平台上并停

留 1 min 以加强记忆，并将该次的潜伏期记为 2

min，各组小鼠均进行 5 d的训练，观察每天的潜伏

期。训练开始第 6天，将平台撤去，观察小鼠穿越平

台所在位置次数及第Ⅲ象限时间。

2.4 标本处理方法

Morris 水迷宫研究完成后，采用 10% 水合氯

醛（0.5 mL/100 g）将模型组，益脉康片低、中及高剂

量组小鼠麻醉，开胸，暴露心脏，依次灌注生理盐

水（100 mL）及 4%多聚甲醛，直至小鼠四肢及尾部

僵硬时为止，解剖取小鼠海马体CA1区，平均分为 3

份，采用福尔马林溶液进行固定。

2.5 TUNEL染色、尼氏染色及NOX4免疫组化

取上述小鼠海马体一份，根据试剂盒说明书中

相关方法，利用 TUNEL法观察小鼠海马体 CA1区

神经细胞的凋亡情况，其中凋亡的神经元细胞表现

为褐色。取上述小鼠海马体另一份，依次进行脱

水、浸蜡、包埋、切片、焦油固紫染色、乙醇脱色、二

甲苯透明及封片处理，在 200倍普通光镜下观察尼

氏染色情况。取最后一份海马体组织，根据试剂盒

说明书中相关方法，采用链霉菌抗生物素蛋白 -

过氧化物酶连结法检测 NOX4 的表达情况，其

中阳性表达结果显示细胞核呈橙黄染色。采用

Image-proplus 6.0 软件对上述阳性染色细胞进行

半定量分析。

2.6 统计学处理

应用 SPSS 19.0 软件对数据进行处理，计量资

料以 x̄ ± s表示，采用 t 检验，多组比较采用方差分

析；计数资料采用 χ2检验。

3 结果

3.1 水迷宫实验结果

第 1天，各组小鼠的潜伏期均基本一致；第 2～5

天，各组小鼠潜伏期明显降低，且对照组和益脉康

片低、中、高剂量组潜伏期均明显低于模型组（P＜

0.05）。与对照组比较，模型组第Ⅲ象限时间及穿越

平台次数均明显降低（P＜0.05）；与模型组比较，益

脉康片低、中、高剂量组第Ⅲ象限时间及穿越平台

次数均明显增加（P＜0.05）。见表1、2。

3.2 各组小鼠海马体TUNEL染色比较结果

各组小鼠海马体 TUNEL 染色结果显示，模型

组小鼠海马区CA1区中有大量阳性染色的神经元，

且神经细胞核呈现棕黄色深染状态；对照组小鼠海

马区CA1区中则几乎无阳性染色神经元；益脉康片

低、中、高剂量组中均存在散在的少量阳性染色神经

元。见图1。

3.3 各组小鼠海马体尼氏染色比较结果

各组小鼠海马体尼氏染色结果显示，模型组小

鼠海马体CA1区中神经细胞核深染，且核仁极不清

晰，细胞稀疏，且形态异常；对照组小鼠海马体CA1

区中神经细胞细胞分布均匀，核仁清晰、透亮，核周

质中尼氏体清楚。与模型组比较，益脉康片低、中

表1 各组小鼠潜伏期比较（ ±s）

Table 1 Comparison of latency in mice of each group（ ±s）

组别

对照

模型

益脉康片

剂量/

（mg∙kg−1）

—

—

4.30

8.61

17.22

n/只

10

8

9

8

8

潜伏期/s

第1天

98.14±9.35

97.75±9.28*

100.61±10.46#

99.45±9.93#

101.65±10.18#

第2天

59.34±5.12

81.14±8.31*

74.21±7.74#

70.47±7.08#

65.81±6.67#

第3天

41.46±4.25

73.25±7.31*

67.27±6.63#

60.04±6.13#

54.45±5.17#

第4天

34.44±3.27

63.36±6.14*

55.21±5.38#

51.63±5.02#

44.45±4.47#

第5天

31.12±3.18

58.21±5.14*

51.31±5.01#

45.24±4.68#

41.21±4.26#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

表2 各组小鼠穿越平台次数及第Ⅲ象限时间比较（ ±s）

Table 2 Comparison of times of mice crossing platform

and residence time of third quadrant in each group（ ±s）

组别

对照

模型

益脉康片

剂量/

（mg∙kg−1）

—

—

4.30

8.61

17.22

n/只

10

8

9

8

8

穿越平台次数

9.21±1.14

4.21±0.42*

5.13±0.55#

5.99±0.57#

7.87±0.82#

第Ⅲ象限时

间/s

41.23±4.65

21.46±2.43*

27.55±2.82#

32.16±3.05#

35.37±3.44#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group
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及高剂量小鼠海马体中细胞形态异常程度、神经细

胞核核仁不清晰程度均明显减少，且细胞排列趋于

正常。结果见图2。

3.4 各组小鼠海马体NOX4免疫组化比较结果

模型组小鼠海马体 NOX4 呈现大量强阳性

表达；对照组小鼠海马体 NOX4 仅偶见阳性表

达 ；益脉康片低 、中及高剂量组小鼠海马体

NOX4 阳性表达情况明显弱于模型组。半定量

分析比较结果显示，模型组海马体 NOX4 相对

表达量分别为（18.12±1.89），对照组和益脉康片

低、中、高剂量组海马体 NOX4 相对表达量分别

为（1.00 ± 0.00）、（11.14 ± 1.12）、（6.73 ± 0.62）

及（4.14±0.41），均明显低于模型组（P＜0.05）。

结果见图 3。

4 讨论

放射性脑损伤指的是由于头颈部区域在接受

放射治疗后所产生的一系列神经系统损伤综合征，

其发病率约为 0.9%，死亡率则高达 34%，主要临床

症状包括计数能力降低、空间信息处理能力失常、

记忆力减退及认知功能障碍等，严重影响患者的生

活质量及生命健康［10］。目前，临床对于放射性脑损

伤的具体作用机制尚未研究清楚，但有证据显示，

氧化应激损伤可能是引起该疾病的主要原因，射线

照射正常脑组织后，可造成局部氧化应激紊乱，引

起脑部活性氧及自由基生成量增加，自由基清除能

力降低，异常的氧自由基可破坏神经细胞 DNA 分

子，引起大量神经细胞凋亡［11-12］。此外，氧自由基还

可攻击神经细胞膜上的不饱和脂肪酸，引起脂质过

氧化反应，进一步加剧神经细胞的损伤，而变性的

不饱和脂肪酸可被机体免疫组织识别为异物，还可

诱发严重的脑部自身免疫损伤［13］。另有研究结果

显示，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）是加剧

图2 各组小鼠海马体尼氏染色比较结果（×200）

Fig. 2 Comparison of Nissl staining in hippocampus of mice in each group（×200）

图3 各组小鼠海马体NOX4免疫组化比较（×200）

Fig. 3 Immunohistochemical comparison of NOX4 in hippocampus of mice in each group（×200）

图1 各组小鼠海马体TUNEL染色比较结果（×400）

Fig. 1 Comparison of TUNEL staining results in hippocampus of mice in each group（×400）
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活性氧自由基合成的主要蛋白之一，在加剧局部氧

化应激紊乱的过程中起到重要作用［14］。NOX4是一

种主要存在于中枢神经系统的 NADPH 氧化酶亚

型，在中枢神经系统出现氧化应激性损伤时，该蛋

白的表达及合成量均呈显著增加趋势，进一步促进

活性氧自由基的生成，并加剧局部氧化应激紊

乱［15］。因此，减少NOX4的合成与表达对于治疗放

射性脑损伤具有重要意义。

大量临床研究结果表明，中药在治疗老年性痴

呆、脑栓塞、脑出血及各类型脑损伤等中枢神经性

疾病中具有显著的临床疗效。益脉康片是治疗多

种心脑血管疾病的经典方剂，该药物主要由灯盏细

辛所组成，具有益气健脾、活血祛瘀等功效，临床上

多用于缺血脑血管病、冠心病、脑出血后遗瘫痪、血

管炎性皮肤病、眼底视网膜静脉阻塞等疾病的治

疗［16］。现代医学研究结果显示，益脉康片能够有效

增加脑血流量，改善脑部血循环，增加神经细胞及

心肌细胞对缺血缺氧的耐受性，而该药物中主要成

分灯盏细辛则能够有效抑制NOX4的表达与合成，

对于改善机体氧化应激损伤具有重要意义［17-18］。鉴

于益脉康片具有较好神经保护作用，且其中主要成

分可降低机体NOX4的合成作用，故本课题组采用

放射性脑损伤小鼠作为模型，研究了益脉康片对其

脑损伤的保护作用及其作用机制，期望为该经典药

物的临床新型应用及放射性脑损伤这一疑难杂症

的治疗提供参考。

伽玛刀照射所致小鼠放射性脑损伤是该疾病

研究中的经典模型，采用 20 Gy放射剂量照射小鼠

大脑，连续照射 7 d即可在透射电镜下观察到血管

内皮肿胀、细胞皱缩、染色质向细胞边缘聚集及细

胞内质网扩张等典型细胞凋亡超微结构改变［19］。

根据上述研究结果，本研究采用 20 Gy剂量连续 7 d

照射小鼠脑组织，结果显示，照射 7 d 后超过 80%小

鼠造模成功，与上述研究结果基本一致，提示伽玛

刀照射所致放射性脑损伤具有成模率较高等优点。

本研究结果表明，水迷宫实验中第 2～5天，对照组

和益脉康片低、中、高剂量组小鼠的潜伏期均明显

低于模型组，而第Ⅲ象限时间及穿越平台次数明显

高于模型组，提示益脉康片可有效改善放射性脑损

伤小鼠的记忆及认知功能。此外，各组小鼠海马体

TUNEL染色结果显示，益脉康片低、中及高剂量组

中均存在散在的少量阳性染色神经元。而各组小

鼠海马体尼氏染色结果则显示，益脉康片低、中及

高剂量小鼠海马体中细胞形态异常程度、神经细胞

核核仁不清晰程度均明显减少，且细胞排列趋于正

常，提示益脉康片能够有效改善放射所致神经细胞

凋亡。进一步研究结果显示，益脉康片低、中及高

剂量组小鼠海马体NOX4阳性染色情况明显弱于模

型组，且海马体NOX4相对表达量均明显低于模型

组，提示益脉康片可有效抑制脑部NOX4的表达，而

该作用可能是益脉康片神经保护活性的主要机制

之一。

益脉康片对小鼠放射性脑损伤具有较好的神

经保护作用，其主要机制可能在于该药物能够有效

抑制小鼠海马体中NOX4的表达。本研究仍存在着

对于药物的具体机制及化学成分之间关系探讨不

深入等不足，后期研究中还有待进一步完善。
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