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脑泰方经 miRNA-124/STAT3 信号通路减轻脑缺血再灌注损伤后胶质瘢痕 
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摘  要：目的  探讨脑泰方通过 miRNA-124/信号转导和转录激活因子 3（signal transducer and activator of transcription 3，

STAT3）信号通路减轻脑缺血再灌注损伤（cerebral ischemia-reperfusion injury，CIRI）后胶质瘢痕的作用。方法  将 48只 SD

大鼠随机分为假手术组、模型组、脑泰方、脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组，每组 12只。除假手术组外，各组采用大脑中动

脉阻塞/复灌注方法建立大鼠 CIRI模型。脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组于术前 20 min侧脑室注射 miR-124-3P antagomir，给

予脑泰方连续治疗 14 d后，采用 Longa法进行神经功能评分；水迷宫实验检测大鼠学习和记忆能力；旷场实验评估大鼠焦

虑程度；TTC染色法检测脑梗死面积；苏木素-伊红（HE）染色法观察脑组织病理变化；免疫荧光法检测缺血脑皮质胶质纤

维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）的表达；qRT-PCR检测脑缺血皮质组织 miRNA-124基因表达；Western blotting

检测脑缺血皮质组织 M2 型小胶质细胞标志分子[精氨酸酶-1（arginase-1，Arg-1）、CD206]，炎症因子[白细胞介素-1β

（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6、IL-4]，胶质瘢痕相关蛋白[GFAP、神经蛋白聚糖（neurocan）、磷酸聚糖（phosphacan）]以及

p-STAT3、STAT3蛋白表达。结果  与模型组比较，脑泰方组及脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组大鼠脑组织病理损伤减轻，脑

梗死面积减少（P＜0.05、0.01）；水迷宫和旷场实验结果显示，各给药组大鼠认知功能改善，卒中后焦虑减轻（P＜0.05、0.01）；

免疫荧光结果显示，各给药组大鼠脑缺血皮质组织 GFAP荧光表达减少（P＜0.01），瘢痕厚度减轻；qRT-PCR结果显示，各

给药组大鼠脑缺血皮质组织 miRNA-124基因表达水平升高（P＜0.01）；Western blotting结果显示，各给药组大鼠脑缺血皮质

组织 GFAP、neurocan、phosphacan、p-STAT/STAT3、IL-1β、IL-6蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01），CD206、Arg-1、

IL-4蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01）。结论  脑泰方对 CIRI具有神经保护作用，可能与通过 miRNA-124/STAT3信

号通路减轻 CIRI大鼠星形胶质细胞增生和神经胶质瘢痕形成有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Naotaifang (脑泰方, NTF) on reducing glial scar formation after cerebral ischemia-

reperfusion injury (CIRI) through miRNA-124/signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) signaling pathway. Methods  

A total of 48 SD rats were randomly divided into sham group, model group, NTF group and NTF + miRNA-124 antagonist group, with 

12 rats in each group. Except for sham group, CIRI model was established by middle cerebral artery occlusion/reperfusion in each 

group. NTF + miRNA-124 antagonist group was injected with miR-124-3P antagomir into the lateral ventricle 20 min before surgery. 

After continuous treatment with NTF for 14 d, the neural function score was evaluated using Longa method; The learning and memory 

ability of rats was detected by the water maze experiment. The anxiety degree of rats was evaluated by open field experiment. The 

infarct size was detected by TTC staining. The pathological changes of brain were observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. The 

expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in ischemic cerebral cortex was detected by immunofluorescence. The expression 

of miRNA-124 gene in cerebral ischemic cortex was detected by qRT-PCR. Western blotting was used to detect M2 microglial cell 

marker molecules [arginase-1 (Arg-1), CD206], inflammatory factors [interleukin-1β (IL-1β), IL-6, IL-4], glial scar associated proteins 

[GFAP, neurocan, phosphatan], as well as p-STAT3 and STAT3 protein expressions in cerebral ischemic cortex. Results  Compared 

with model group, the pathological injury of brain tissue in NTF group and NTF + miRNA-124 antagonist group was reduced, and the 

cerebral infarction area was decreased (P < 0.05, 0.01). The results of water maze and open field experiments showed that the cognitive 

function of rats in each administration group were improved, and the anxiety after stroke was alleviated (P < 0.05, 0.01). The results 

of immunofluorescence showed that the fluorescence expression of GFAP was decreased and scar thickness was decreased (P < 0.01). 

The results of qRT-PCR showed that the expression of miRNA-124 gene in cerebral ischemic cortex tissues of rats in each administration 

group was increased (P < 0.01). The results of Western blotting showed that the expressions of GFAP, neurocan, phosphacan, p-

STAT/STAT3, IL-1β and IL-6 protein in cerebral ischemic cortical tissue of rats in each administration group were significantly 

decreased (P < 0.05, 0.01), the expressions of CD206, Arg-1 and IL-4 were significantly increased (P < 0.05, 0.01). Conclusion  NTF 

exhibits a neuroprotective effect on CIRI, which may be attributed to the reduction of astrocyte proliferation and glial scar formation 

in CIRI rats through miRNA-124/STAT3 signaling pathway. 

Key words: cerebral ischemia-reperfusion injury; Naotaifang; glial scar; miRNA-124; signal transducer and activator of transcription 3; 

ligustrazine; ferulic acid; astragaloside A 

缺血性脑卒中（（ischemic stroke，IS）是由脑血

管发生病变而引起的一种疾病，是全球第 2大死亡

病因，具有高发病率、高复发率、高致残率、高死

亡率、高经济负担的特点[1-4]。再灌注治疗是急性脑

梗死治疗的里程碑，但部分脑梗死患者采用重组组

织 型 纤 溶 酶 原 激 活 剂 （ recombinant tissue 

plasminogen activator，rt-PA）溶栓或介入取栓恢复

血供后，脑损伤反而加重，发生脑缺血再灌注损伤

（（cerebral ischemia-reperfusion injury，CIRI），涉及氧

化应激、炎症、自噬、凋亡、大量胶质细胞活化等

一系列病理改变[5-6]。胶质瘢痕（（glial scar，GS）是

CIRI 后重要的病理特征，GS 致密结构会阻碍神经

重塑及突触延伸，严重阻碍脑卒中后期脑组织的修

复[7]。因此，有效地调控胶质瘢痕的形成和降解有

利于 CIRI 后神经功能康复。脑泰方是本课题组研

发的专利处方（（专利号 ZL201110178359.4），主要由

黄芪、川芎、僵蚕、地龙 4味中药组成，具有益气

活血、祛痰通络之功效，临床用于治疗缺血性脑病

显示具有良好的疗效[8]。前期研究证实，脑泰方可

以通过发挥抗炎、抗氧化[9]、抗铁死亡[10]、改善微

循环[11]、抑制瘢痕形成[12]等作用减轻 CIRI，然而其

具体作用机制尚不清楚。 

神经胶质瘢痕形成的特征是小胶质细胞

（（microglia，MG）与反应性星形胶质细胞（（reactive 

astrocytes，RA）的增殖，表现为胞体增大、神经胶

质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，

GFAP）免疫反应性增加及星形胶质细胞增厚[13-14]。

研究表明，信号转导和转录激活因子 3（signal 

transducer and activator of transcription 3，STAT3）蛋

白是中枢神经系统损伤 RA增生的关键调节因子，

其激活可促进 GFAP表达，导致脑损伤后出现严重

的星形胶质细胞增生，在胶质瘢痕形成过程中发挥

重要作用[15-16]。微小 RNA-124（（miRNA-124）是中

枢神经系统中MG表型转换的关键调节因子，其高

表达能促进MG向M2型极化[17]，STAT3为miRNA-

124 的直接靶基因，M2 型 MG 分泌的 miRNA-124

可抑制星形胶质细胞 STAT3的表达，减少胶质瘢痕

形成，在 CIRI后GS形成过程中扮演着重要角色[18]，

故 miRNA-124是MG与星形胶质细胞（（astrocytes，

Ast）交互作用的重要调控因子。前期研究发现，脑
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泰方能诱导MG向M2型极化，减少胶质瘢痕形成，

但是 MG 如何影响神经胶质细胞瘢痕形成仍不清

楚，故本研究拟从 miRNA-124/STAT3 信号通路探

讨脑泰方干预调控胶质瘢痕形成，防治 IS的潜在机

制，为其临床推广应用提供科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 48 只，3 月龄，体质量

（（260±20）g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限责

任公司，实验动物使用许可证号 SYXK（（湘）2019-

0009，实验动物合格证号 SCXK（湘）2019-0004。

动物饲养在湖南中医药大学实验动物中心，环境温

度 20～25 ℃，相对湿度 60%～70%，12 h明暗循

环，自由进食饮水。动物实验经湖南中医药大学动

物伦理委员会批准（批准号 LL2022062705）。 

1.2  药品与试剂 

脑泰方由黄芪 40 g、川芎 10 g、地龙 15 g、僵

蚕 15 g组成，药物颗粒剂（（批号 0022380042）由四

川新绿色药业科技发展有限公司制成，根据前期研

究结果[12,19-20]，采用临床等效剂量（27 g/kg）进行

实验。采用高效液相色谱-串联质谱法（HPLC-

MS/MS）对脑泰方超微颗粒进行定量分析，经检测

每 80 克复方中含川芎嗪 0.360 mg、阿魏酸 44.826 

mg、黄芪甲苷 18.634 mg。 

磷酸酶抑制混合物（（批号 K10151133EE8D）购

自美国 Apexbt公司；戊巴比妥钠（批号 2106211）

购自Merck KGaA公司；RIPA裂解液（（批号 35621）、

超纯总 RNA 提取试剂盒（批号 QL56715）、Ultra 

SYBR Mixture（（批号 00601/06723）、蛋白酶抑制剂

混合（（批号 01392/30721）购自北京康为世纪生物科

技有限公司；SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（批号

101321220318）购自上海碧云天生物技术有限公

司；DAPI溶液（批号 20220105）购自北京索莱宝

科技有限公司；抗荧光衰减封片剂（批号

17C03A09）购自武汉博士德生物工程有限公司；

FITC标记的山羊抗兔 IgG二抗（（批号ATUNO1601）

购自亚科因生物技术有限公司；GFAP 抗体（批号

00103758）、CD206抗体（批号 00096679）购自武

汉三鹰生物技术有限公司；白细胞介素 -1β

（（interleukin-1β，IL-1β）抗体（批号 B8001）、精氨

酸酶-1（arginase-1，Arg-1）抗体（批号 B5801）、

IL-6 抗体（批号 B3901）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）抗体（批号 20220218）、STAT3（批号

AF06176）、p-STAT3抗体（（批号 AF11258）购自湖

南艾方生物科技有限公司； IL-4 抗体（批号

F083512）购自 Bioss公司；神经蛋白聚糖（（neurocan）

抗体（批号 42z8204）、磷酸聚糖（phosphacan）抗

体（（批号 29Y8501）购自安诺伦（（北京）生物科技

有限公司；BCA蛋白定量试剂盒（（批号 E-BC-K318-

M）购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；PCR

引物（（批号MFCD006027）购自上海生工生物工程

股份有限公司； HiScript III 1st Strand cDNA 

Synthesis Kit（＋gDNA wiper，批号 L/N7E582I1）

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；miRNA-

124拮抗剂（miR-124-3P antagomir，批号 T1013）

购自广州锐博生物有限公司。 

1.3  仪器 

250～280 g MCAO线栓（（北京西浓科技有限公

司）；RWD510型动物麻醉机（（深圳瑞沃德生命科技

有限公司）；SMART 3.0型小动物行为学记录仪（（硬

件为深圳市瑞沃德生命科技有限公司，软件为西班

牙 Panlab公司）；5417R型高速冷冻离心机、5810R

型小型高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；

ChemiDocTM XRS+型蛋白表达成像系统、Mini-

PROTEAN Tetra型蛋白电泳系统（（美国 Bio-Bad公

司）；Nanodrop超微量分光光度计、HM325型石蜡

切片机（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；

ABI7500 型实时荧光定量 PCR 仪（美国 Applied 

Biosystem公司）；TissueFAXS PLUS型全景组织细

胞定量分析系统（奥地利 TissueGnostics GmbH 公

司）；AE2000型倒置光学显微镜（（麦克奥迪实业集

团有限公司）。 

2  方法 

2.1  大鼠侧脑室注射操作方法 

大鼠 ip 2%戊巴比妥钠麻醉，以俯卧姿势将大

鼠头部固定在脑立体定位仪上，以（ 大鼠脑立体定

位图谱》（第 6版）作为参照，以前囟为基准，距离

前囟向后 0.92 mm；距颅骨正中线向右 1.5 mm，距

颅骨表面进针 3.7 mm 进针，微量注射器在右侧脑

室注射 5 μL miR-124-3P antagomir（（2 nmol/μL），其

他各组注射等剂量生理盐水，控制速度 1 μL/min，

结束后留针 5 min。缓慢出针，控制伤口消毒并缝

合，立即后续的 CIRI模型的制备。 

2.2  动物分组、造模与给药 

48只大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型
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组、脑泰方组和脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组，每

组 12只。大鼠适应性喂养 1周后建立 CIRI模型，

脑泰方＋miRNA-124 拮抗剂组术前 20 min 侧脑室

注射 miR-124-3P antagomir，除假手术组外，其余各

组大鼠均参照 Zea Longa线栓法制备大脑中动脉闭

塞法制备脑缺血大鼠模型并加以改良[12]，缺血 2 h

后缓慢将线栓拔出进行再灌注，再灌注 2 h后出现

左侧肢体瘫痪，站立不稳，提尾时向一侧转圈，即

为模型成功的判断标准。假手术组只分离神经与血

管，不插入线栓。造模成功后，假手术组、模型组

ig等体积的生理盐水；将脑泰方超微颗粒溶于蒸馏

水，配制成质量浓度为 2.7 g/mL的溶液，脑泰方组、

脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组 ig脑泰方给药溶液，

2 mL/只，连续给药 14 d。 

2.3  大鼠神经功能评分 

参考 Longa评分标准进行神经功能评分[21]，再

灌注 24 h后对动物进行神经功能评分，分值越高说

明动物行为障碍越严重，选取评分≥1 的大鼠进行

后续实验，具体标准见表 1。 

表 1  Longa 评分标准 

Table 1  Longa scoring criteria 

分值 评分标准 

0 无神经功能缺失症状且活动正常 

1 提住大鼠的尾巴时，病灶对侧前肢不能完全伸直 

2 大鼠爬行时向对侧转圈 

3 大鼠爬行时肢体向对侧倾倒 

4 大鼠不能自发行走且意识丧失 

2.4  神经行为学检测 

药物干预 14 d后，进行Morris水迷宫实验（（定

位航行实验和空间探索实验）评估大鼠的空间记忆

能力[22]，采用 Smart 3.0 软件记录大鼠的行动轨迹

及时间路程数据。各组大鼠于给药第 8天进行定位

航行实验，第 14天进行空间探索实验，末次给药后

进行旷场实验。 

2.4.1  定位航行实验  实验前 5 d，每天固定时间

从 4个象限分别将大鼠头朝池壁放进水池中，平台

位于迷宫第 1象限，水面高于平台 2 cm，软件设置

大鼠寻找平台时间为 1 min，1 min内爬上平台且停

留 2 s，测试结束，记录所需时间，此段时间称为逃

逸潜伏期；若未爬上平台，则逃避潜伏期记录时间

60 s，然后需由实验者将大鼠引找到平台，停留 10 s

进行学习记忆。 

2.4.2  空间探索实验  实验第 6天取出平台，再从

4 个象限依次将大鼠头朝池壁放入水池，记录 60 s

内大鼠穿梭原平台区域的次数及在第 1象限即平台

象限停留的时间。 

2.4.3  旷场实验   旷场实验设备尺寸为 100 

cm×100 cm×40 cm，划分为中心区域和周围区域。

实验前1 d将大鼠放于实验室适应以消除恐惧心理。

实验开始时将大鼠置于中央的正方形内，为记录起

始点，用摄像头记录其在旷场中 5 min自由活动的

轨迹，并利用 Smart 3.0软件分析其中央区域进入次

数、总运动距离、中央格停留时间。 

2.5  TTC 染色观察脑梗死面积 

行为学测试结束后，大鼠 ip 2%戊巴比妥钠（（50 

mg/kg）麻醉，剥离脑组织，置于−20 ℃冰箱 20 min

待脑组织变硬，去除小脑和嗅球，自脑额将其切成

5 个厚度为 2 mm 的连续冠状切片。将脑片平摊于

2% TTC 染液中，37 ℃避光孵育 30 min，每隔 15 

min 翻面，正常区为红色，缺血梗死区为白色，染

色分明后取出，将 TTC染色脑片于 4%多聚甲醛中

固定 24 h。用 Image J软件分析梗死面积。 

缺血面积比＝白色缺血面积总和/脑切片面积总和[23] 

2.6  苏木素-伊红（HE）染色观察缺血半暗带脑组

织病理学改变 

行为学测试结束后，大鼠 ip 2%戊巴比妥钠（（50 

mg/kg）麻醉，开胸暴露心脏，左心室进针，血管钳

固定后剪开右心耳，先以预冷生理盐水 50 mL快速

冲洗血管，后用 4%多聚甲醛固定液缓慢灌注固定，

灌注至肝脏发白，取脑组织在 4%多聚甲醛固定后

制作 4 μm 厚的石蜡切片，采用 HE 染色观察脑组

织的形态及病理变化，在光学显微镜 20 倍下观察

拍照。 

2.7  免疫荧光染色观察缺血半暗带脑组织 GFAP

表达 

取 4 μm 厚的脑组织石蜡切片，经脱蜡和抗原

修复后，用含 0.3% Triton X-100透膜 5 min，用封

闭液室温封闭 1 h，滴加稀释后的 GFAP一抗（1∶

200），4 ℃孵育过夜。PBST清洗后，滴加相应的荧

光二抗，在室温下避光孵育 1 h，清洗二抗，DAPI

染液染色细胞核后封片。使用全景组织细胞定量分

析系统在 40倍镜下扫描成像，用 Image J软件进行

图像分析。 

2.8   qRT-PCR 检测缺血半暗带皮质组织 miRNA-

124 基因表达 

取各组大鼠右侧脑梗死区边缘皮质组织，按超
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纯 RNA 提取试剂盒说明书提取总 RNA，用

Nanodrop 超微量分光光度计测定 RNA 浓度和纯

度，用 miRNA cDNA 第一链合成试剂盒进行反转

录，实验操作按产品说明书进行。选择 U6 snRNA

作为 miRNA-124 mRNA的内参，每个样品设 3个复

孔，采用相对定量法计算基因表达量。引物序列见

表 2。 

2.9  Western blotting 检测缺血半暗带皮质组织相

关蛋白表达 

取各组大鼠右侧脑梗死区边缘皮质组织，加入

RIPA 裂解液研磨，离心后取上清，BCA 法测定蛋

白浓度，蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝 

表 2  引物序列 

Table 2  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 
长度/ 

bp 

miRNA-124 F: TAAGGCACGCGGTGAATGCC 

R: GGCCAACCGCGAGAAGATG 

64 

U6 F: CTGCGCAAGGATGACACGCAAATT 

R: GGCCAACCGCGAGAAGATG 

69 

胶电泳，转至 PVDF膜，5%脱脂牛奶封闭，分别加

入稀释的一抗（（1∶500），4 ℃孵育过夜；加入二抗

（（1∶10 000），室温孵育 2 h，采用 ECL化学发光试

剂盒显影，凝胶成像系统拍照，Image J软件分析目

的蛋白条带灰度值。 

2.10  统计学分析 

采用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，数据以

x s 表示，多组间比较使用 One-Way ANOVA检验

和 Tukey检验。用 Image J软件进行图像分析，用

GraphPad Prism9软件作图。 

3  结果 

3.1  各组大鼠神经功能评分和体质量比较 

如图 1所示，假手术组大鼠无神经功能缺损症

状，与假手术组比较，模型组大鼠出现神经行动迟

缓、提尾悬空时左前肢蜷缩、行走时向左侧转圈或

倾倒等神经功能障碍体征，神经功能评分显著升高

（（P＜0.01），体质量明显下降（（P＜0.01）；与模型组

比较，脑泰方组和脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组大

鼠神经功能评分显著降低（P＜0.01），神经功能改

善，体质量显著升高（P＜0.01）。 

 

与假手术组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs sham group; △P < 0.05  △△P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  各组大鼠神经功能评分和体质量比较 ( x s , n = 12) 

Fig. 1  Comparison of neural function scores and body weight in each group of rats ( x s , n = 12) 

3.2  各组大鼠 Morris 水迷宫实验结果 

定位航行实验中，从第 2天起，随着训练次数

增加，各组大鼠平均逃逸潜伏期总体呈下降趋势，

取各组第 5天逃逸潜伏期进行统计分析。如图 2和

表 3所示，与假手术组比较，模型组大鼠逃逸潜伏

期显著延长（（P＜0.01）；与模型组比较，脑泰方组、

脑泰方＋miRNA-124 拮抗剂组大鼠逃逸潜伏期显

著缩短（（P＜0.05、0.01）。空间探索实验中，与假手

术组比较，模型组大鼠穿越平台次数及在目标象限

停留时间百分比、目标象限路程占总路程百分比显

著降低（P＜0.01）；与模型组比较，脑泰方组、脑

泰方＋miRNA-124 拮抗剂组大鼠穿越平台次数及

在目标象限停留时间百分比、目标象限路程占总路

程百分比均显著增加（P＜0.05、0.01）。 

假手术   模型  脑泰方  脑泰方＋ 
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图 2  各组大鼠 Morris 水迷宫实验运动轨迹图 

Fig. 2  Motion trajectories of rats in each group in Morris water maze experiment 

表 3  各组大鼠 Morris 水迷宫实验结果 ( x s , n = 10) 

Table 3  Results of Morris water maze experiment of rats in each group ( x s , n = 10) 

组别 逃逸潜伏期/s 穿越平台次数 目标象限路程占总路程百分比/% 目标象限停留时间百分比/% 

假手术 11.90±4.86 6.30±1.70 45.76±10.75 47.47±11.34 

模型 45.33±14.93** 0.40±0.51** 18.10±5.88** 15.05±6.57** 

脑泰方 18.79±5.86△△ 3.50±0.53△△ 46.06±10.37△△ 43.46±9.28△△ 

脑泰方＋miRNA-124拮抗剂 28.97±6.03△ 2.30±0.48△△ 32.07±5.01△ 30.91±5.39△△ 

与假手术组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01，下表同。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs sham group; △P < 0.05  △△P < 0.01 vs model group, same as below tables. 

3.3  各组大鼠旷场实验结果 

如图 3和表 4所示，与假手术组比较，模型组

大鼠中央区进入次数、中央区进入时间、中央区总

路程以及总运动距离显著减少（P＜0.01）；与模型

组比较，脑泰方组、脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组

大鼠中央区进入次数、中央区进入时间、中央区总

路程以及总运动距离均显著提高（（P＜0.05、0.01）。 

3.4  各组大鼠脑组织 TTC 染色结果 

如图 4所示，与假手术组比较，模型组大鼠出

现大范围白色梗死区，梗死面积显著增加（P＜

0.01）；与模型组比较，脑泰方组、脑泰方＋miRNA-

124 拮抗剂组大鼠梗死面积显著降低（P＜0.05、

0.01）。 

3.5  各组大鼠脑缺血皮质组织 GFAP 表达比较 

如图 5所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

梗死周边 GFAP 荧光表达显著增强（P＜0.01），瘢

痕增厚；与模型组比较，脑泰方组、脑泰方＋

miRNA-124 拮抗剂组大鼠脑梗死周边 GFAP 荧光

表达显著下降（（P＜0.01），表明脑泰方能抑制 Ast增

生及减少梗死周边胶质瘢痕形成。 

3.6  各组大鼠脑缺血皮质及海马组织病理形态比较 

HE染色结果（（图 6）显示，假手术组大鼠脑皮 

 

图 3  各组大鼠旷场实验运动轨迹图 

Fig. 3  Movement trajectories of rats in each group in open field experiment 

表 4  各组大鼠旷场实验结果 ( x s , n = 6) 

Table 4  Results of open field experiment of rats in each group ( x s , n = 6) 

组别 中央区进入次数 中央区时间占比/% 中央区路程占比/% 总运动距离/cm 

假手术 6.00±1.41 3.90±1.27 4.40±1.25 6 931±1 915 

模型 0.33±0.51** 0.34±0.23** 0.74±0.27** 1 881±340** 

脑泰方 3.33±1.03△△ 3.82±1.41△△ 3.47±1.35△△ 5 539±1 691△△ 

脑泰方＋miRNA-12拮抗剂 2.17±0.41△△ 2.64±1.01△ 2.51±0.63△ 4 325±851△ 

假手术                      模型                      脑泰方             脑泰方＋miRNA-124拮抗剂 

假手术                         模型                           脑泰方              脑泰方＋miRNA-124拮抗剂 
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图 4  各组大鼠脑组织 TTC 染色图片及梗死面积比较 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Comparison of TTC staining images and infarct size of rats in each group ( x s , n = 3)

 

图 5  各组大鼠缺血半暗带脑组织 GFAP 表达比较 (×200; x s , n = 3) 

Fig. 5  Comparison of GFAP expression in ischemic penumbra brain of rats in each group (× 200; x s , n = 3) 

 

黄色箭头指示病理改变。 

Yellow arrows indicate pathological changes. 

图 6  各组大鼠脑缺血皮质及海马组织病理形态比较 (HE, ×200) 

Fig. 6  Comparison of pathological morphology of cerebral ischemic cortex and hippocampus of rats in each group (HE, × 200) 

假手术        模型        脑泰方    脑泰方＋miRNA-124拮抗剂 
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质细胞结构完整，细胞间排列紧密，核仁清晰可见，

间质无炎性细胞浸润，海马神经元组织排列整齐，

神经元胞质丰富，淡染，胞核居中，核仁清晰。与

假手术组比较，模型组大鼠缺血脑皮质区细胞排列

紊乱，胞核不规整，细胞核深染固缩，细胞间隙增

宽，出现空泡样改变，伴有炎性细胞浸润及瘢痕组

织形成，海马神经元组织排列紊乱，神经元细胞丢

失严重、核固缩。与模型组比较，脑泰方组、脑泰

方＋miRNA-124 拮抗剂组大鼠缺血区皮质组织细

胞损伤减轻，核固缩和空泡样细胞数量明显减少，

海马神经元细胞排列整齐且清晰可见，神经元丢

失、核固缩减轻。 

3.7  各组大鼠脑缺血皮质组织 miRNA-124 mRNA

表达 

 如表 5所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

缺血皮质组织中 miRNA-124 mRNA 表达水平呈升 

表 5  各组大鼠脑缺血皮质组织 miRNA-124 mRNA 表达比

较 ( x s , n = 3) 

Table 5  Comparison of miRNA-124 mRNA expression in 

cerebral tissue of ischemic cortex of rats in each group 

( x s , n = 3) 

组别 miRNA-124 mRNA相对表达量 

假手术 0.71±0.25 

模型 1.05±0.07 

脑泰方 5.14±0.08△△ 

脑泰方＋miRNA-124拮抗剂 3.27±0.06△△ 

高趋势；与模型组比较，脑泰方组、脑泰方＋

miRNA-124 拮抗剂组大鼠脑缺血皮质组织中

miRNA-124 mRNA表达水平均显著升高（P＜0.01）。 

3.8  各组大鼠脑缺血皮质组织 M2 型 MG 标志分

子 Arg1、CD206 及炎症因子 IL-1β、IL-6、IL-4 蛋

白的表达 

如图 7所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

缺血皮质组织M2型标志分子 Arg1、CD206以及促

炎因子 IL-1β、IL-6 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05、0.01）；与模型组比较，脑泰方组、脑泰方＋

miRNA-124 拮抗剂组大鼠脑缺血皮质组织 Arg1、

CD206 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01），

促炎因子 IL-1β、IL-6蛋白表达水平显著降低（（P＜

0.05、0.01），抗炎因子 IL-4蛋白表达水平显著升高

（（P＜0.01）。 

3.9  各组大鼠脑缺血皮质组织胶质瘢痕相关蛋白

表达 

如图 8所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

缺血皮质组织中胶质瘢痕相关蛋白 phosphacan、

neurocan、GFAP蛋白表达水平显著升高（（P＜0.01），

p-STAT3/STAT3 值显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，脑泰方组、脑泰方＋miRNA-124拮抗剂组大

鼠脑缺血皮质组织中 phosphacan、neurocan、GFAP

蛋白表达水平显著降低（（P＜0.01），p-STAT3/STAT3

值显著降低（（P＜0.01），表明脑泰方能够抑制胶质瘢

痕相关蛋白表达。 

 

图 7  各组大鼠脑缺血皮质组织 Arg1、CD206、IL-1β、IL-6、IL-4 蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Arg1, CD206, IL-1β, IL-6 and IL-4 protein expressions in cerebral ischemic cortex of rats in each group ( x s , n = 3)
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图 8  各组大鼠脑缺血皮质组织胶质瘢痕相关蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Glial scarring related protein expressions in cerebral ischemic cortex of rats in each group ( x s , n = 3)

4  讨论 

CIRI 是当下临床治疗 IS 迫切需要攻克却仍未

解决的难题，严重制约着 IS患者的康复进程[5]。胶

质瘢痕是 CIRI 晚期轴突再生和功能恢复的主要障

碍[7]，因此，抑制其形成和促进其降解的方法有利

于卒中后恢复。中医学认为，CIRI属于卒中范畴，

CIRI的病机是脑脉闭阻，病机关键是气虚血瘀，故

治疗以益气活血化瘀为主[24-25]。目前研究表明，中

医药可以通过抑制 Ast增生、减少小胶质细胞活化、

减少炎症介质的产生及抑制硫酸软骨素蛋白聚糖

（（chondroitin sulfate proteoglycans，CSPGs）的分泌

等方面减少胶质瘢痕的形成，进而改善 CIRI 后神

经功能。本课题组前期运用数据挖掘手段，对 CIRI

的用药规律和作用机制开展深入研究，发现益气活

血类方剂里，黄芪、川芎以及地龙是治疗急性 IS的

关键核心药物，涉及 STAT3、磷脂酰肌醇-3-羟激酶

（（hosphatidylinositol-3-hydroxykinase，PI3K）/蛋白激

酶 B（（protein kinase B，Akt）、肿瘤坏死因子（（tumor 

necrosis factor，TNF）等多条信号通路防治 CIRI[26]。

脑泰方由黄芪、地龙、僵蚕、川芎 4味中药按照 4∶

1.5∶1.5∶1配比组成，黄芪为君药，借其力专、性

走，周行全身，大补脾胃之气以治其本，令气旺则

血行，血行则瘀除，其有效成分为黄芪甲苷；川芎

行气活血，为臣药，其活性成分为川芎嗪、阿魏酸；

地龙、僵蚕两者具有通经活络、化痰熄风的功效，

两者均为佐药，诸药配合，共奏益气活血通络、祛

风化痰之效。本课题组前期通过超高效液相色谱-四

极杆时间飞行质谱（（UPLC-Q-TOF/MS）对脑泰方颗

粒进行定性分析，发现其主要含有黄芪甲苷 A、川

芎嗪、毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、东莨菪

内酯、阿魏酸、洋川芎内酯 I、洋川芎内酯 H、芒柄

花黄素、洋川芎内脂 A、藁本内酯、欧当归内酯 A、

白僵菌素等成分[20]。现代药理学研究表明，黄芪甲

苷、川芎嗪、阿魏酸具有抗炎、抗氧化作用，能诱

导小胶质细胞/巨噬细胞从M1型向M2型极化，抑

制炎症反应[27-29]。前期研究显示脑泰能诱导MG向

M2 型极化，减少炎症反应，抑制 Ast 增生及减少

胶质瘢痕形成，显著改善 CIRI后大鼠神经功能，充

分证明脑泰具备神经功能保护作用，故推测黄芪甲

苷、川芎嗪、阿魏酸可能是脑泰方抗胶质瘢痕的主

要药效物质，然而其具体调控机制不明[12]。 

胶质瘢痕由神经胶质细胞与细胞外基质的共

同参与下形成，Ast 是中枢神经系统中数量最多、

体积最大的一种胶质细胞类型。因此，RA 是构成

胶质瘢痕的重要成分，是影响 CIRI 后神经功能恢

复的关键[30]。在 CIRI 中后期阶段，胶质瘢痕会逐

渐变得更加致密，瘢痕组织中的 RA会过度释放大

量的神经抑制性因子如 CSPGs、 neurocan 和

phosphocan等，包裹在胶质瘢痕周围，构成阻碍神

经轴突再生和抑制新生神经元迁移的屏障[31]。研究

表明，JAK-STAT3通路在介导缺血和损伤后 Ast的

活化、增生、迁移中起关键作用[32]。STAT3蛋白能

够调节 GFAP启动子活性强度，是中枢神经系统损

伤后 Ast增生和胶质瘢痕形成的关键调节因子，抑

制 Ast 的 STAT3 信号通路能减少 RA 增生，因此

STAT3蛋白是调控CIRI后Ast增生和GS形成的潜
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在靶点[9-10]。研究显示，IL-1β通过 JAK2-STAT3促

进中枢神经系统损伤后 GS形成[33]。本研究结果显

示，与模型组比较，脑泰方组、脑泰方＋miRNA-124

拮抗剂组大鼠脑缺血皮质组织中 GFAP、neurocan、

phosphacan蛋白表达水平降低，p-STAT3/STAT3值

下降，表明脑泰方通过抑制 STAT3磷酸化减少胶质

瘢痕的形成，改善神经功能。 

MG 和 Ast 之间的相互作用为 CIRI 后胶质瘢

痕的形成提供了调节系统，MG 在瘢痕形成中发挥

重要作用[34]。MG是中枢神经系统的主要常驻免疫

细胞，缺血性脑损伤后，MG 最先被激活，活化的

MG 极化为 M1 型（促炎表型）和 M2型（抑炎表

型），释放促炎因子或抑炎因子，参与中枢炎症反应

的发生发展。M1型MG表达M1特征基因（TNF-

α、iNOS、CD86、IL-6等），释放促炎因子触发并维

持 Ast的激活和增殖，诱导胶质瘢痕形成[35]。相反，

M2型MG表达M2特征基因（（Arg-1、CD206、TGF-

β、IL-10等），通过增强吞噬作用、释放抗炎因子及

神经营养因子，改善大脑修复/再生[36]。MicroRNA

是一类内源性非编码 RNA，主要参与基因表达调

控，其中 miRNA-124 是一种在大脑皮层和小脑中

优先表达的特异性 miRNA，是大脑中表达最丰富的

miRNA，miRNA-124通过调节神经炎症、氧化应激、

神经分化等在 IS 中发挥重要作用[37]。研究表明，

miRNA-124 的高表达有助于 MG 从促炎 M1 型转

变为抗炎 M2型，减轻神经炎症并促进组织修复，

发挥抗炎和神经保护作用[38-39]。miRNA-124虽未在

Ast中表达，STAT3鉴定为 miRNA-124的直接靶基

因，M2型MG来源的外囊泡通过 miRNA-124调节

STAT3，减少 Ast 增殖及 GS 形成[18]。此外有研究

显示，miRNA-124可通过调节 STAT3来调节 CIRI

疗效，通过脑室内注射 miRNA-124 激动剂可显著

改善神经功能，而 miRNA-124 拮抗剂则逆转上述

作用[40]。本研究发现，脑泰方组大鼠脑缺血皮质组

织 miRNA-124基因表达显著升高，Arg1、CD206蛋

白表达升高，促炎因子 IL-1β、IL-6表达下降，抗炎

因子 IL-4 表达升高，胶质瘢痕相关蛋白 GFAP、

neurocan、phosphacan表达下降，p-STAT3/STAT3值

下降；而加入 miRNA-124 antagomir后，miRNA-124

表达仍上调，佐证了脑泰方能够促进miRNA-124的

表达，进而发挥抗 CIRI的作用。鉴于此，推测脑泰

方抗胶质瘢痕的机制可能是通过诱导MG向M2型

极化，促进 miRNA-124的表达，抑制 STAT3蛋白

的磷酸化，减少 RA的增生及炎症的产生，进而减

少胶质瘢痕形成，改善了 CIRI后的组织修复，促进

神经功能恢复（图 9）。 

 

图 9  脑泰方调控胶质瘢痕形成的作用机制 

Fig. 9  Mechanism of Naotaifang on regulating glial scar formation 

 脑泰方 
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本研究以中医经典理论为基础，开展了体内实

验，研究显示，脑泰方具有改善 CIRI大鼠的作用，

能促进 MG 向 M2 型极化，上调 miRNA-124 的表

达，抑制Ast增生，减少促炎因子的产生，减少蛋白

聚糖、磷酸蛋白聚糖生成，进而减少胶质瘢痕形成，

发挥改善 CIRI大鼠神经功能损伤的作用，其作用机

制可能与miRNA-124/STAT3信号通路有关。本研究

为临床推广应用脑泰方治疗 IS奠定理论基础。 
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