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黄芪甲苷与三七有效成分配伍对小鼠脑缺血再灌注后神经细胞凋亡和内质 
网应激的影响 
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摘  要：目的  从内质网应激角度探讨黄芪甲苷和三七主要有效成分配伍对小鼠脑缺血再灌注后神经细胞凋亡的影响和作用机

制。方法  将 C57BL/6小鼠随机分为假手术组、模型组、黄芪甲苷（AST IV，40 mg/kg）组、人参皂苷 Rg1（Rg1，50 mg/kg））
组、人参皂苷 Rb1（Rb1，40 mg/kg）组、三七皂苷 R1（R1，10 mg/kg）组、4种有效成分配伍（AST IV＋Rg1＋Rb1＋R1）组、

AST IV＋Rg1组、AST IV＋Rb1组、AST IV＋R1组及阳性对照依达拉奉组。各组小鼠预先给药 3 d后，夹闭双侧颈总动脉造成

脑缺血再灌注模型，再灌注 24 h后，TUNEL法检测海马 CA1区神经细胞凋亡，计算凋亡率；Western-blotting法测定脑组织半

胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶-3（Caspase-3）、葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、Caspase-12 和磷酸化的 c-jun 氨基末端激酶 1/2
（p-JNK1/2）蛋白表达。结果  脑缺血 20 min再灌注 24 h后，小鼠海马 CA1区神经细胞凋亡率和 Caspase-3蛋白表达量增加。

各给药组均能降低海马 CA1 区神经细胞凋亡率，抑制 Caspase-3 蛋白的表达。且 AST IV＋Rg1与 AST IV＋R1降低凋亡率和

Caspase-3蛋白表达的效应分别强于各有效成分单用；4种有效成分配伍降低细胞凋亡率的效应强于各有效成分单用及AST IV＋
Rb1，抑制 Caspase-3蛋白表达的效应强于各有效成分单用及 AST IV＋Rb1、AST IV＋R1。脑缺血再灌注后，小鼠脑组织 GRP78
和 Caspase-12、p-JNK1/2蛋白表达增多，AST IV、Rg1、R1及各配伍组均能进一步上调脑组织 GRP78蛋白表达，且各有效成

分配伍的效应分别强于各有效成分单用，4种有效成分配伍的效应强于 AST IV＋Rb1及 AST IV＋R1。R1、4种有效成分配伍、

AST IV＋Rg1、AST IV＋R1均能降低 Caspase-12蛋白的表达，4种有效成分配伍的效应强于各有效成分单用及 AST IV＋Rb1。
AST IV、Rg1、4种有效成分配伍、AST IV＋Rg1、AST IV＋Rb1组脑组织 p-JNK1/2蛋白表达显著减少，4种有效成分配伍下调

p-JNK1/2的效应强于各有效成分单用及 AST IV＋Rg1、AST IV＋R1。结论  黄芪甲苷与三七的主要有效成分配伍能增强对脑

缺血再灌注后神经细胞凋亡的抑制作用，其机制与通过不同环节减轻内质网应激有关。AST IV＋Rb1可能主要作用于 JNK通路，

AST IV＋R1可能主要作用于 Caspase-12通路，而 4种有效成分配伍和 AST IV＋Rg1均能作用于 Caspase-12和 JNK通路。 
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Effects of astragaloside IV combined with active components of Panax 
notoginseng on apoptosis and endoplasmic reticulum stress in brain 
tissues after cerebral ischemia-reperfusion in mice 
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Abstract: Objective  To probe the effects and mechanisms of astragaloside IV combined with the active components from Panax 
notoginseng on apoptosis of nerve cells through endoplasmic reticulum stress (ERS) after cerebral ischemia-reperfusion (I/R) in mice. 
Methods  C57BL/6 mice were randomly divided into Sham, model, astragaloside IV (AST IV), ginsenoside Rg1 (Rg1), ginsenoside Rb1 
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(Rb1), notoginsenoside R1 (R1), four active components combination, AST IV + Rg1, AST IV + Rb1, AST IV + R1 and Edaravone group, 
pretreated for 3 d. After 1 h of the last administration, the model of cerebral I/R injury was established by bilateral common carotid artery 
(CCA) ligation followed by reperfusion, then TUNEL method was used to detect the apoptosis in hippocampal CA1 and apoptosis rate was 
calculated; The expression of cysteine aspartic acid specific protease (Caspase-3), glucose regulated protein 78 (GRP78), Caspase-12 and 
phosphorylated C-Jun amino terminal enzyme (p-JNK1/2) proteins in brain tissues was tested by Western-blotting at 24 h after reperfusion. 
Results   After cerebral ischemia for 20 min followed by reperfusion 24 h, the apoptosis rate of nerve cell in hippocampal CA1 and the 
expression of Caspase-3 protein in brain tissues were increased. All drugs could decrease the apoptosis rate and inhibit Caspase-3 protein 
expression. Furthermore, the decreased effects of AST IV + Rg1 and AST IV + R1 on the apoptosis rate and Caspase-3 protein expression 
were better than those of the active components alone; In the four active components combination, the decrease of the apoptosis rate was 
stronger than that of the four active components alone and the inhibition of AST IV + Rb1 on Caspase-3 was greater than that of the four 
active components alone as well as AST IV + Rb1 and AST IV + R1. After the cerebral I/R, the expression of GRP78 and Caspase-12, 
p-JNK1/2 proteins were up-regulated. AST IV, Rg1, R1, and the combinations could further increase GRP78 protein expression in brain 
tissues, and the effect of the combinations was better than that of the active components alone; The effect of the four active components 
combination was better than that of AST IV + Rb1 and AST IV + R1. R1, the four active components combination, AST IV + Rg1, and AST 
IV + R1 could down-regulate Caspase-12 protein, and the effect of the four active components combination was more obvious than that of 
the four active components alone and AST IV + Rb1. The expression of p-JNK1/2 in AST IV, Rg1, the four active components 
combination, AST IV + Rg1, and AST IV + Rb1 was decreased, the decrease in the four active components combination was stronger than 
that in the four active components alone as well as AST IV + Rg1 and AST IV + R1. Conclusion  AST IV combined with the effective 
components from P. notoginseng has the potentiation on the inhibition of apoptosis, and the mechanism underlying might be associated 
with relieving ERS via different links. AST IV + Rb1 might affect JNK pathway and AST IV + R1 might act on the Caspase-12 pathway; 
Moreover, the four active components combination and AST IV + Rg1 could act on both Caspase-12 and JNK. 
Key words: astragaloside IV; ginsenoside Rg1; ginsenoside Rb1; notoginsenoside R1; combination; cerebral ischemia-reperfusion;  
nerve cell apoptosis; endoplasmic reticulum stress 
 

黄芪甲苷（astragaloside IV，AST IV）是黄芪中

具有心脑血管效应的主要有效成分，人参皂苷 Rg1
（Rg1）、人参皂苷 Rb1（Rb1）、三七皂苷 R1（R1）是

三七中具有心脑血管药理作用的主要有效成分。以往

的体外实验表明，黄芪和三七的主要有效成分能抑制

PC12 细胞缺氧性损伤后的细胞凋亡，有效成分配伍

后作用增强[1]。脑缺血再灌注后，炎症反应和细胞凋

亡是导致神经细胞迟发型损伤的主要病理机制，内质

网应激（endoplasmic reticulum stress，ERS）途径是

近年才发现的一条新的凋亡途径。内质网

（endoplasmic reticulum，ER）的重要功能是合成蛋白

质，并进行修饰、折叠，将加工后的成熟蛋白转运出

ER。ER内环境必须维持稳态以保证蛋白的最佳折叠，

一旦这种平衡遭到破坏，如缺氧、低糖、感染、中毒

以及 ER腔内离子浓度改变、新生蛋白过多等，均可

引起 ER内稳态失衡，使未折叠蛋白或错误折叠蛋白

在 ER积聚，统称为 ERS[2]。应激发生后，内质网通

过多种信号转导途径来抑制新生蛋白的合成，促进蛋

白折叠、降解未折叠和错误折叠等方式来缓解 ERS，
内质网产生的这种针对应激的适应性反应，被称作未

折叠蛋白反应（unfolded protein response，UPR）[3]。

如果 ERS 严重或应激持续不缓解，UPR 继而转向诱

导细胞凋亡[4]，ERS在缺血再灌注损伤的过程中，处

于中心地位[5]。因此，本实验进一步从 ERS角度探讨

AST IV 和三七主要有效成分配伍对小鼠脑缺血再灌

注后神经细胞凋亡的影响，为进一步阐明两药配伍增

强抗缺血性损伤作用机制提供科学依据。 
1  材料 
1.1  实验动物 

SPF级雄性 C57BL/6小鼠，体质量 18～22 g，
由湖南维通利华实验动物有限公司提供，动物合格

证号 SCXK（湘）2009-0004。饲养于 SPF级动物实

验室，湿度 45%、室温 25 ℃环境。 
1.2  受试药物 

AST IV（批号 A0070）、Rg1（批号 A0237）、Rb1
（批号 A0234）、R1（批号 A0273），均购自成都曼思

特生物科技有限公司，质量分数≥98%，用时以 5%
羧甲基纤维素钠配成混悬液备用。依达拉奉注射液

（3-甲基-1-苯基-2-吡唑啉-5-酮），南京先声东元制药

有限公司生产，批号 80-090104，规格每支 10 mg（5 
mL），以生理盐水配成 0.4 mg/mL溶液。 
1.3  主要试剂 

原位细胞凋亡 TUNEL 法检测试剂盒（批号

MK1023）购自武汉博士德生物技术有限公司；全
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蛋白提取试剂盒（批号 KGP2100）购自南京凯基生

物科技发展有限公司；磷酸酶抑制剂复合物 III（批

号 PL019-1）、改良型 BCA 蛋白质定量检测试剂盒

（批号 SK3051）购自上海生工生物工程股份有限公

司；兔抗小鼠 β-actin抗体（批号 sc-130656），兔抗

小鼠葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）抗体（批号

SC-13968）、兔抗小鼠 Caspase-12 抗体（批号

SC-5627）、兔抗小鼠 Caspase-12 和磷酸化的 c-jun
氨基末端激酶 1/2（ p-JNK1/2）抗体（批号

SC-135642）、兔抗小鼠半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋

白酶-3（Caspase-3）抗体（批号 SC7148）购自 Santa 
Gruz Biotechnology；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG购自北京中杉生物技术有限公司。 
2  方法 
2.1  动物分组和给药方法 

根据前期实验结果[6-7]，将小鼠随机分为 11组：假

手术组、模型组、AST IV组（40 mg/kg）、Rg1组（50 
mg/kg）、Rb1组（40 mg/kg）、R1组（10 mg/kg）、4种
有效成分配伍组（AST IV 40 mg/kg＋Rg1 50 mg/kg＋
Rb1 40 mg/kg＋R1 10 mg/kg）、AST IV（40 mg/kg）＋

Rg1（50 mg/kg）组、AST IV（40 mg/kg）＋Rb1（40 mg/kg）
组、AST IV（40 mg/kg）＋R1（10 mg/kg）组、依达

拉奉组（4 mg/kg），每组 8只小鼠。依达拉奉组 ip给
药，每天给药 2次；其余各给药组按剂量 ig给药，假

手术组、模型组 ig给予 0.5%羧甲基纤维素钠，给药体

积均为 10 mL/kg，每天给药 1次；连续 3 d，第 3天末

次给药 1 h后造模。造模期间同前给药。 
2.2  小鼠脑缺血再灌注模型制备 

乙醚麻醉小鼠，仰卧位固定，在颈部正中做 1 
cm 切口，暴露颈总动脉及伴行的迷走神经，分离

并夹闭双侧颈总动脉造成脑缺血，20 min后恢复血

流[8]再灌注 24 h。假手术组也同样进行手术，但不

进行脑缺血和再灌注。再灌注 24 h后，将小鼠迅速

断头，取出脑组织置于冰上，去除小脑及脑干后进

行相应指标检测。 
2.3  指标检测 
2.3.1  海马 CA1 区神经元凋亡检测  取视交叉后

1～4 mm脑块，10%多聚甲醛固定，石蜡包埋，冠

状切片，片厚 7 μm，按 TUNEL法测定神经细胞凋

亡率。在高倍镜下（10×40）每张切片取 5个非重

叠视野，细胞核含棕黄色颗粒者为凋亡阳性细胞，

阴性细胞核为蓝色。记数视野中凋亡细胞和神经细

胞总数，计算凋亡率（凋亡细胞占细胞总数的百分

比）。阴性对照以 PBS代替 TUNEL试剂。 
2.3.2  脑组织 GRP78、Caspase-12、p-JNK1/2、
Caspase-3蛋白表达测定  以Western blotting法测

定。取视交叉前脑组织，加入 RIPA裂解液匀浆、

冰上裂解 30 min，4 ℃下 12 000 r/min离心 5 min，
取上清液。以改良型 BCA蛋白质定量法检测蛋白

质的量，确定蛋白质上样总量 110 μg，取蛋白样品

与 1/3量的 4×SDS凝胶上样缓冲液混合使上样总

体积为 20 μL，煮沸变性 5～10 min。SDS-PAGE 电
泳分离 2～3 h，300 mA恒流 1 h湿转至 PVDF膜
上，用含 5%脱脂奶粉的 TBS溶液封闭 3 h，TBST
溶液洗 3次。再分别与兔抗小鼠 β-actin抗体（1∶
1 000）、兔抗小鼠 GRP78抗体（1∶500）、兔抗小

鼠 Caspase-12抗体（1∶500）、兔抗小鼠 p-JNK1/2
抗体（1∶250）、兔抗小鼠 Caspase-3抗体（1∶500）
溶液 3 mL 混合，4 ℃静置过夜，TBST 溶液洗 3
次。然后与辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗（1∶
1 000）5～8 mL室温孵育 1 h，TBST洗膜 3次。

进行发光反应，X胶片曝光、显影、定影、拍摄照

片、扫描，Image Pro-Plug 6.0图像分析软件测定

目的条带的累积光密度值（ integrated optical 
density，IOD），以 β-actin为内参照，以目的条带

的 IOD值与 β-actin条带的 IOD值的比值作为该目

的蛋白的相对表达量。 
2.4  统计方法 

实验数据采用 ±x s表示，运用 SPSS 16.0统计

软件进行统计分析。先将各组数据进行方差齐性检

验，多组间比较采用单因素方差分析，方差齐者用

LSD 检验。方差不齐时先将数据转换后使之方差

齐，再同上进行分析。 
3  结果 
3.1  各组小鼠海马 CA1区神经元凋亡率的比较 

假手术组小鼠海马 CA1区偶有个别散在的凋亡

细胞。模型组小鼠海马 CA1区可见大量凋亡细胞，

凋亡率显著高于假手术组（P＜0.01）。与模型组比较，

各给药组小鼠海马 CA1区凋亡细胞减少，凋亡率显

著降低（P＜0.01）。AST IV＋Rg1与 AST IV＋R1降
低凋亡率的效应分别强于各药物单用（P＜0.01），
AST IV＋Rb1组与AST IV和Rb1单用比较无统计学

意义（P＞0.05）。4 种有效成分配伍的效应强于 4
种有效成分单用及 AST IV＋Rb1（P＜0.01），与 AST 
IV＋Rg1、AST IV＋R1及依达拉奉比较，差异无统

计学意义（P＞0.05）。见图 1和 2。 
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假手术                         模型                         AST IV                           Rg1 

    
Rb1                             R1                       4种有效成分配伍                  AST IV＋Rg1 

   
AST IV＋Rb1                     AST IV＋R1                      依达拉奉 

箭头所指细胞核含棕黄色颗粒者为凋亡阳性细胞，细胞核为蓝色的属正常细胞 
Positive nuclei with brown granules that arrows indicated were considered as apoptotic cells, cells with blue nucleus were normal 

图 1  各组小鼠海马 CA1区神经细胞凋亡情况 (TUNEL检测) 
Fig. 1  Detection of apoptotic cells in hippocampal CA1 of mice in each group at 24 h after reperfusion 

 

  

 

与假手术组比较：
◇◇P＜0.01；与模型组比较：

△△P＜0.01；与 AST IV组比较：**P＜0.01；与 Rg1组比较：
□□P＜0.01；与 Rb1组比较：

■■P＜
0.01；与 R1组比较：

☆☆P＜0.01；与 4种有效成分配伍组比较：
▲▲P＜0.01  

◇◇P < 0.01 vs Sham group; △△P < 0.01 vs model group; **P < 0.01 vs AST IV group; □□P < 0.01 vs Rg1 group; 
■■P < 0.01 vs Rb1 group; 

☆☆P < 0.01 
vs R1 group; 

▲▲P < 0.01 vs four active components combination group 

图 2  各组小鼠海马 CA1区神经细胞凋亡率的比较 ( x±s, n = 8) 
Fig. 2  Comparison on apoptotic rate in hippocampal CA1 of mice in each group ( x±s, n = 8) 
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3.2  各组小鼠脑组织 Caspase-3蛋白表达的比较 
与假手术组比较，模型组小鼠脑组织 Caspase-3

蛋白表达量显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，

各药物组 Caspase-3 蛋白表达量显著下降（P＜
0.01）。AST IV＋Rg1与 AST IV＋R1降低 Caspase-3
蛋白表达的效应分别强于 Rg1、R1及 AST IV 单用

（P＜0.05、0.01），AST IV＋Rb1与 AST IV 和 Rb1
单用比较无显著性差异（P＞0.05）。4 种有效成分

配伍的效应强于 4种有效成分单用、AST IV＋Rb1
及 AST IV＋R1（P＜0.05、0.01），与 AST IV＋Rg1
及依达拉奉比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。
见图 3。

 

 
 
 

 

 
与假手术组比较：

◇◇P＜0.01；与模型组比较：
△P＜0.05  △△P＜0.01；与 AST IV组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 Rg1组比较：

□□P＜0.01；
与 Rb1组比较：

■■P＜0.01；与 R1组比较：
☆P＜0.05  ☆☆P＜0.01；与 4种有效成分配伍组比较：

▲P＜0.05 ▲▲P＜0.01  
◇◇P < 0.01 vs Sham group; △P < 0.05 △△P < 0.01 vs model group; *P < 0.05 **P < 0.01 vs AST IV group; □□P < 0.01 vs Rg1 group; 

■■P < 0.01 vs Rb1 
group; ☆P < 0.05 ☆☆P < 0.01 vs R1 group; 

▲P < 0.05 ▲▲P < 0.01 vs four active components combination group 

图 3  各组脑组织 Caspase-3蛋白表达的比较 ( x±s, n = 8) 
Fig. 3  Comparison on Caspase-3 protein expression in brain tissues of mice in each group ( x±s, n = 8) 

3.3  各组小鼠脑组织 GRP78 和 Caspase-12、
p-JNK1/2蛋白表达的比较 

与假手术组比较，模型组小鼠脑组织 GRP78蛋
白表达量显著增加（P＜0.01）。与模型组比较，AST 
IV、Rg1、R1、4 种有效成分配伍、AST IV＋Rg1、
AST IV＋Rb1、AST IV＋R1及依达拉奉组小鼠脑组

织 GRP78蛋白表达量进一步增加（P＜0.05、0.01），
Rb1组与模型组比较差异无显著性差异（P＞0.05）。
AST IV＋Rg1、AST IV＋Rb1、AST IV＋R1 升高

GRP78的效应均强于 Rg1、Rb1、R1及 AST IV单用

（P＜0.05、0.01）。4种有效成分配伍升高 GRP78的
效应强于 4种有效成分单用及 AST IV＋Rb1、AST 
IV＋R1（P＜0.05、0.01），与 AST IV＋Rg1及依达拉

奉比较无显著性差异（P＞0.05）。见图 4和表 1。 
与假手术组比较，模型组小鼠脑组织 Caspase-12

蛋白表达量显著增加（P＜0.01）。与模型组比较，R1、
4种有效成分配伍、AST IV＋Rg1、AST IV＋R1及依

达拉奉组小鼠脑组织 Caspase-12 蛋白表达量显著减

少（P＜0.05、0.01），且AST IV＋Rg1的效应强于AST 
IV和 Rg1单用（P＜0.05、0.01），AST IV＋R1的效应

强于AST IV（P＜0.01）。4种有效成分配伍的效应强

于4种有效成分单用及AST IV＋Rb1（P＜0.05、0.01），
与AST IV＋Rg1、AST IV＋R1及依达拉奉比较，差异

无统计学意义（P＞0.05）。见图 4和表 1。 
与假手术组比较，模型组小鼠脑组织 p-JNK

蛋白表达量显著增加（P＜0.01）。与模型组比较，

AST IV、Rg1、4种有效成分配伍、AST IV＋Rg1、
AST IV＋Rb1及依达拉奉组小鼠脑组织 p-JNK 蛋

白表达量显著减少（P＜0.05、0.01），且 AST IV＋
Rb1 降低 p-JNK 蛋白的效应显著强于 AST IV 与

Rb1单用（P＜0.05、0.01），AST IV＋Rg1与 AST IV、
Rg1单用比较差异无统计学意义（P＞0.05）。4种有

效成分配伍降低 p-JNK的效应强于 4种有效成分单

用及 AST IV＋Rg1、AST IV＋R1（P＜0.05、0.01），
与 AST IV＋Rb1及依达拉奉比较，差异无统计学意

义（P＞0.05）。见图 4和表 1。
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图 4  各组小鼠脑组织 GRP78和 Caspase-12、p-JNK1/2蛋白表达的Western-blotting图谱 
Fig. 4  Western-blotting patterns of GRP78 as well as Caspase-12 and p-JNK1/2 protein expressions of mice in each group 

表 1  各组小鼠脑组织 GRP78和 Caspase-12、p-JNK1/2蛋白相对表达量的比较 ( x±s, n = 8) 
Table 1  Comparison on GRP78 as well as Caspase-12 and p-JNK1/2 protein expression of mice in each group ( x±s, n = 8) 

组别 GRP78 Caspase-12 p-JNK 

假手术 0.11±0.04 0.04±0.01 0.48±0.07 

模型 0.27±0.04◇◇
 0.08±0.01◇◇

 0.72±0.06◇◇
 

AST IV 0.31±0.03△▲▲
 0.07±0.02▲▲

 0.63±0.08△▲▲
 

Rg1 0.30±0.03△▲▲
 0.06±0.02▲▲

 0.64±0.06△▲▲
 

Rb1 0.30±0.02▲▲
 0.06±0.02▲▲

 0.71±0.08▲▲
 

R1 0.31±0.02△▲▲
 0.05±0.01△▲

 0.65±0.09▲▲
 

4种有效成分配伍 0.42±0.04△△**□□■■☆☆
 0.03±0.01△△**□□■■☆

 0.53±0.05△△**□□■■☆☆
 

AST IV＋Rg1 0.42±0.03△△**□□
 0.04±0.01△△**□ 0.62±0.08△△▲

 

AST IV＋Rb1 0.38±0.03△△**■■▲
 0.07±0.02▲▲

 0.53±0.06△△*■■
 

AST IV＋R1 0.35±0.03△△*☆▲▲
 0.04±0.01△△** 0.65±0.07▲▲

 

依达拉奉 0.42±0.04△△
 0.04±0.01△△

 0.54±0.10△△
 

与假手术组比较：
◇◇P＜0.01；与模型组比较：

△P＜0.05  △△P＜0.01；与 AST IV组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 Rg1组比较：
□P＜0.05  □□P＜

0.01；与 Rb1组比较：
■■P＜0.01；与 R1组比较：

☆P＜0.05  ☆☆P＜0.01；与 4种有效成分配伍组比较：
▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01  

◇◇P < 0.01 vs Sham group; △P < 0.05  △△P < 0.01 vs model group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs AST IV group; □P < 0.05  □□P < 0.01 vs Rg1 group; 
■■P < 

0.01 vs Rb1 group; 
☆P < 0.05  ☆☆P < 0.01 vs R1 group; 

▲P < 0.05  ▲▲P < 0.01 vs four active components combination group 

4  讨论 
脑缺血再灌注损伤是在脑缺血基础上再灌注

导致的脑组织进一步损伤，其发病机制非常复杂。

细胞凋亡是脑缺血后迟发性神经元死亡的主要形

式。细胞凋亡是细胞在一定的生理或病理条件下，

受内在遗传机制的控制自动结束生命的过程，半胱

氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶（Caspase）家族是细胞

凋亡程序中的关键元件和细胞凋亡的执行者。迄今

为止，已发现 14 个 Caspase 家族成员，其中

Caspase-3又称为死亡蛋白酶，是介导多种凋亡途径

的共同下游效应部分，是细胞凋亡的必经之路[9-10]。 
本研究结果显示，脑缺血再灌注后，神经细胞

出现凋亡，Caspase-3蛋白表达增加。黄芪与三七的

有效成分均可以减轻缺血再灌注后神经细胞的凋

亡，降低凋亡率，减少 Caspase-3 蛋白的表达。且

AST IV＋Rg1 与 AST IV＋R1 降低凋亡率和

Caspase-3 蛋白表达的效应分别强于各药物单用；4
种有效成分配伍降低凋亡率的效应强于 4种有效成

分单用及 AST IV＋Rb1，减少 Caspase-3 蛋白表达

的效应强于 4 种有效成分单用及 AST IV＋Rb1 和
AST IV＋R1。提示 AST IV与三七的有效成分可以

抑制脑缺血再灌注后神经细胞的凋亡，主要有效成

分配伍后对凋亡的抑制作用增强。 
细胞凋亡按 Caspase 激活方式分为线粒体途

径、死亡受体途径及内质网途径。严重或持续不缓

解的ERS可诱导细胞凋亡。葡萄糖调节蛋白（GRPs）
是一类高度保守的应激蛋白，许多应激条件都可以

诱导其表达上调，促进蛋白质的正确折叠，减少错

假手术  模型   AST IV     Rg1      Rb1     R1   4种有效成分 AST IV    AST IV  AST IV  依达拉奉 
配伍      ＋Rg1       ＋Rb1        ＋R1 

GRP78 

Caspase-12 

p-JNK2 
p-JNK1 

β-actin 

7.8×104 

5.0×104 

5.4×104 

4.6×104 

4.2×104 
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误折叠蛋白质的数量，最终减轻 ERS反应。GRP78
和免疫球蛋白重链结合蛋白（Bip）是 GRP家族的

主要成员，主要分布在内质网腔中。研究表明

GRP78 表达的上调是 ERS 的标志，在应激条件下

对细胞起保护作用[11]。当未折叠蛋白质积累时，未

折叠或错叠蛋白与 Bip/GRP78的结合使得 Bip与肌

醇需求酶（IRE1）、蛋白激酶 R样 ER激酶（PERK）、
活化转录因子 6（ATF6）解离并使这 3个分子激活，

降低未折叠或错误折叠蛋白在内质网内的积累，恢

复内质网的正常功能[12]。 
然而严重或长时间的 ERS损伤 ER的功能时，

则激活内质网凋亡信号通路诱导细胞凋亡[13]。ERS
诱导的细胞凋亡与以下机制有关：（1）Caspase-12
的活化，Caspase-12 属于 Caspase 亚家族成员，在

肌肉、肾、肝组织中高水平表达，在脑组织中也有

中等水平的表达。Caspase-12 定位于内质网膜上，

在 ERS时可被特异性激活诱导凋亡[14-15]。（2）诱导

CHOP 表达，C/EBP 同源蛋白（C/EBP homologus 
protein，CHOP）属于 C/EBP 转录因子家族，主要

存在于细胞质中，量很低，在 ERS时被活化转位至

细胞核，激活 GADD34、ERO1和死亡受体 DR5等
凋亡反应蛋白表达，促进凋亡[16]。（3）激活 JNK，
ERS时激活 JNK，JNK进一步磷酸化肿瘤坏死因子

受体相关因子（TRAF2）等，诱导细胞凋亡[17]。研

究发现，依达拉奉无论是对脑缺血再灌注的动物模

型还是对脑卒中病人均能减少脑梗死面积和脑水

肿，其神经保护作用与其减少 CHOP和 Caspase-12
的表达有关[18]。 

本研究表明，脑缺血再灌注后，脑组织 GRP78
蛋白表达显著增加，这是内质网对应激产生的一种

保护机制，以降低未折叠或错误折叠蛋白在内质网

内的积累，恢复内质网的正常功能。除了 Rb1，各

药物组均能进一步促进 GRP78 蛋白的表达，且各

配伍组的效应均强于药物单用，4 种有效成分配伍

的效应强于AST IV＋Rb1和AST IV＋R1。提示AST 
IV 与三七的有效成分配伍抑制神经细胞凋亡的作

用与上调脑组织 GRP78 蛋白的表达，减轻脑缺血

再灌注后 ERS，从而发挥对神经细胞的保护作用有

关，且 4种有效成分配伍与 AST IV＋Rg1的作用相

近。机制研究结果显示，脑缺血再灌注 24 h后，脑

组织 Caspase-12、p-JNK1/2蛋白表达均显著增加，

说明可能过强或持久的 ESR 通过上调 Caspase-12
蛋白表达和促进 JNK1/2 蛋白的磷酸化启动了细胞

凋亡途径。R1、4种有效成分配伍、AST IV＋Rg1 与
AST IV＋R1能显著抑制脑组织Caspase-12蛋白的上

调，且 AST IV＋Rg1 的效应强于 AST IV与 Rg1单
用，AST IV＋R1的效应强于 AST IV单用，4种有效

成分配伍的效应优于 4种有效成分单用及AST IV＋
Rb1。AST IV、Rg1、4种有效成分配伍、AST IV＋
Rg1及 AST IV＋Rb1亦能减少 JNK1/2 的磷酸化水

平，且 4种有效成分配伍的效应强于 4种有效成分

单用及 AST IV＋Rg1、AST IV＋R1。这些结果提示，

AST IV与三七的主要有效成分配伍能通过ESR的不

同环节增强对 ERS损伤的抑制作用。其中 AST IV＋
Rb1可能主要作用于 JNK通路；AST IV＋R1可能主

要作用于 Caspase-12 通路；4 种有效成分配伍和

AST IV＋Rg1均能作用于 Caspase-12和 JNK通路。 
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