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脑溢安对脑出血大鼠脑内碱性成纤维生长因子23#4
和肿瘤坏死因子蛋白表达的影响!

张化彪)" 黎杏群) 张铭湘!

内容提要 目的：探讨脑溢安颗粒（简称脑溢安）对脑出血大鼠脑内碱性成纤维生长因子（5676）23#4
和肿瘤坏死因子（8#6）蛋白表达的影响。方法：用!型胶原酶诱导大鼠脑出血模型，进行行为学计分、

#$9:;<9=5>$:、?<@:<9=5>$:及吸光度扫描测定相关指标。结果：模型组的行为学计分在术后!/;开始降低，

0A时明显降低（!#"."*），脑溢安组-A即有明显的降低（!#"."*）；模型组、脑溢安组567623#4和

8#6蛋白表达在-A时达到高峰，0A时逐渐减弱，而脑溢安组在各个时间点的表达均强于模型组。结论：脑

溢安治疗脑出血能增强5676的表达，抑制8#6蛋白表达，从而使行为学得到改善，这可能是脑溢安促进神

经功能修复的主要机制之一。
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在脑出血的脑损伤过程中，碱性成纤维生长因子

（5E@GQPG59$5>E@:K9$U:;PEQ:$9，5676）具有脑保护功

能，可保护神经元，营养胶质细胞，促进新生血管形成；

而肿瘤坏死因子（:D2$9=<Q9$@G@PEQ:$9，8#6）具有神

经毒性作用，可促进炎症反应、血栓形成、收缩血管等，
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两者是一对抗损伤与损伤因子，且互相对立，贯穿在整

个脑出血的病理生理过程中。国家三类中药新药脑溢

安颗粒（简称胶溢安）是治疗急性期脑出血的新药，为

了进一步探讨脑溢安的作用机制，本实验就脑溢安对

脑出血过程中!"#"和$%"蛋白表达的影响进行研

究，现将结果报告如下。

材料与方法

& 药物与主要试剂 脑溢安颗粒剂：中南大学湘

雅医院药剂科提供，由羚羊角、钩藤、三七、天竺黄、牡

丹皮、地龙、牛膝、生地等&’味中药组成，每克含生药

’(，稀释成)*’(／+,的溶液备用。!型胶原酶、"-./0-
12$0、34567897:;<:!:654=5=>68:,均为美国?:(+8公司

产品；$4:@5,为美国#ABCD公司产品；!"#"上、下游

引物为上海瑞真生物公司合成；21E8;68(70CF试剂

盒为 美 国 C,5;67=< 公 司 产 品；连 接 体 系 为 美 国

045+7(8公司产品；兔抗大鼠$%"单克隆抗体为武汉

博士德生物公司产品；辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔A(#为美国C8,B:5=<7+公司产品；G=,H3,I9显色剂

为美国J:K7?=:7;=7公司产品。

/ 主要仪器 ?657,$:;($J-/鼠脑立体定位仪、

LI-M)型分光光度计、0G-NO))0CF仪、0G-..M循环

测序 仪、J2B-J:;7杂 交 炉、B7=>+8;液 闪 测 定 仪、

233,:(7;7电泳装置均产自美国。

. 动物及脑出血大鼠模型的制作 健康成年雄

性?L大鼠，体重/P)#.))(，由中南大学湘雅医学院

动物实验中心提供。用&)Q水合氯醛（.*.+,／>(）腹

腔麻醉后，将大鼠俯卧固定于鼠脑立体定位仪上，参照

F597;!74(的 方 法（&），进 行 苍 白 球 定 位：前 囟 后

&*’++，矢状缝右侧.*/++，剪开头皮进行颅骨窗形

切开，暴露脑组织后，用微量注射器注入（深P*O++）

含)*’R!型胶原酶的生理盐水/$,，/+:;注完，留针

P+:;，拔针缝合皮肤，局部用络合碘消毒。

’ 动物分组 MS只大鼠随机分为’组，正常组

（普通饲养，自由饮水，不做任何处理）、模型组（造模，

蒸馏水’+,／1灌胃）、假手术组（颅内注射/$,生理盐

水，普通饲养，蒸馏水’+,／1灌胃）、脑溢安组（造模，每

天用脑溢安&*O(／’+,灌胃，相当于成人M)>(体重的

.倍）；除正常组外，每组再随机分为术后&/<、/’<、.1、

M1’个时间点，正常组共O只大鼠，其余每组每个时间

点各O只大鼠，均为术后麻醉清醒后开始灌胃给药，每

日上、下午各&次，每次/+,。各组随机抽取大鼠于手

术后&/<、/’<、.1、M1时间点进行神经症状计分后，分

别做脑切片、抽提F%2和匀浆蛋白，且分别使用不同

部位的大鼠脑组织。

P 行为学计分判定 采用爬行计分法（/），计分标

准：O分：不能爬或滚落或趴于患侧；P分：患侧肢体拖

行；’分：摔下或滑倒!.次；.分：无滑落，但对侧后爪

不触及木条侧面；/分：单侧跛行（肌力下降）；&分：四

肢支撑变宽，位于木条下；)分：正常，无明显缺陷。均

于术后每日观察。

O %546<74;!,56及!"#"+F%2的测定 从脑

组织中用$4:@5,抽提总F%2，测DL值，以/)$(总

F%2和变性液&/*P$,为样品，变性后电泳、转膜并烤

膜，置TMOU保存。设计引物：在#7;7!8;>中查出

!"#"的基因序列，在其阅读框内挑选约’/)!3的片

段，设计引物如下：引物&：PV#C-2$#CCC#C2C$#C-
C##2##2.V，引 物 /：PV#C-$C2#C$C$$2#C2-
#2C.V，测DL值，并将浓度调为&))$(／$,。以抽提的

总F%2为模板，加入上下游引物，用F$-0CF法将总

F%2逆转录成=L%2，然后以逆转录产物为模板做

0CF扩增、次级扩增、08(7胶回收。将纯化的08(7胶

中!"#"的L%2连接到$载体上，并转化阳性克隆

的扩增、抽提质粒、测序。探针的制备和纯化：以抽提

的质粒为模板，用"-./0-12$0标记探针，做0CF反

应，将探针加入#-P)柱过滤，同时加入$G，蓝色的液

体即为分离纯化的探针，液闪仪测定的放射比活性为

P*PW&)P。将尼龙膜预杂交、杂交，最后将杂交好的膜

放在显影夹内，放入TMOU冰箱，曝光&#/周，并冲

洗。采用G8(,7GX7%凝胶成像分析系统对%546<74;
!,56的胶片进行扫描，吸光度越高，说明!"#"+F%2
表达越强，反之亦然。

M Y79674;!,56及$%"的测定 Y79674;!,56方

法参照汪家政等（.），采用G8(,7GX7%凝胶成像分析系

统对Y79674;!,56的胶片进行扫描，吸光度越高，说明

$%"蛋白的表达越强，反之亦然。

S 统计学方法 采用方差分析。

结 果

& 各组大鼠的行为学观察结果 见图&。正常

组大鼠爬行计分为)分，假手术组各个时间点爬行计

分均明显低于模型组（!")*)P），且在’个时间点比

较差异无显著性；而模型组在&/<时计分达到最高，在

/’<时开始下降，在M1时显著低于&/<时间点（!"
)*)P）；脑溢安组在各时间点均低于模型组，与本组

&/<、/’<比 较，.1、M1时 间 点 差 异 有 显 著 性（!"
)*)P）。

/ 各组大鼠不同时间 %546<74;!,56及!"#"
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!"#$表达的吸光度值扫描结果 见图%。&%’：正常

组、模型组、假手术组三者之间差异无显著性，脑溢安

组与模型组、正常组比较差异有显著性（!!()(*）；

%+’：模型组和正常组比较差异有显著性（!!()(*），

脑溢安组维持着&%’时间点的结果；,-：脑溢安组、模

型组、假手术组的光密度值与正常组、同组&%’时间点

比较差异均有显著性（!!()(*），而且在这一时间点，

,组的./0/!"#$表达都达到了高峰；在1-时光密

度值逐渐减弱，但模型组与正常组比较差异仍有显著

性，脑 溢 安 组 和 模 型 组 比 较 差 异 亦 有 显 著 性（!!
()(*）。

图! 各组大鼠不同时间爬行计分结果比较

注：与模型组同期比较，"!!()(*；与本组&%’比较，#!!

()(*；与本组%+’比较，$!!()(*

图" 各组大鼠不同时间./0/!"#$表达的吸光度值比

较

注：与正常组同期比较，%!!()(*；与模型组同期比较，"!!

()(*；与本组&%’比较，#!!()(*，与本组%+’比较，$!!()(*

图# 各组大鼠不同时间2#/蛋白表达的吸光度值比较

注：与正常组同期比较，%!!()(*；与模型组同期比较，"!!

()(*；与本组&%’比较，#!!()(*；与本组%+’比较，$!!()(*

, 各组大鼠不同时间3456478.9:6及2#/蛋白

表达的吸光度值扫描结果 见图,。在&%’和%+’时

模型组2#/蛋白的表达与正常组、假手术组比较差异

有显著性（!!()(*），脑溢安组在&%’、%+’时与正常

组比 较 差 异 有 显 著 性 外，且 显 著 低 于 模 型 组（!!
()(*）；在,-时脑溢安组、模型组与同组&%’、%+’时表

达差异均有显著性（!!()(*），在这一时间点脑溢安

组、模型组、假手术组2#/蛋白的表达的吸光度值达

到高峰；在1-时模型组与正常组、同组&%’时比较差

异有显著性（!!()(*），脑溢安组与正常组、模型组比

较差异有显著性（!!()(*），但此时2#/蛋白的表达

渐弱。

讨 论

./0/是一种具有多种生物活性的神经营养因

子，在脑缺血损伤中./0/通过调节细胞内外;<%=的

浓度，稳定和提高线粒体功能来减少神经元损伤。将

分泌./0/的细胞包被以后移植入大脑中动脉梗塞

（>$;?）的大鼠脑中，发现梗塞面积比正常组减少大

约,(@，提示./0/在脑缺血性损伤中具有脑保护作

用（+）。通过对嗜铬细胞瘤细胞的研究，发现./0/诱

导了细胞间信号转导途径，即上调分子的反应进程，可

使早期的"<5和全程的AB,C激酶上调，这可能是

./0/保护神经细胞存活和增生的机制（*）。在缺血再

灌注损伤中，血管生成因子的表达成为血管重塑的基

础，./0/在促进新生血管形成的同时，增加了局部的

脑血流（D）。本实验模型组在术后&%’时表达明显强于

正常组和假手术组，%+’时开始增强，,-时达到高峰，

1-时渐渐减弱，但仍然显著强于正常组，说明./0/
!"#$在脑出血损伤后&%!%+’表达上调，而且至少

可持续&周以上；脑溢安组在+个不同时间点./0/
!"#$的表达均较模型组明显提高，,-时达到高峰，

1-时表达逐渐减弱，说明脑溢安能促进./0/的表

达，从而实现神经修复作用。

2#/是一种重要的免疫调节和致炎因子，是激活

细胞因子网络的启动因子，在脑缺血损伤过程中是最

重要的神经毒物质，可促进炎症反应和血栓形成，收缩

血管，它的致炎作用涉及了E#?F，对细胞造成巨大的

损伤（1）。在中风后,(!E8应用2#/的拮抗剂后，可以

减少梗塞面积和死亡率，此时动物的运动功能和假手

术组比较无明显损害，说明2#/参与了主要的缺血和

继发的炎症损害（G）。在胶原酶诱导脑出血的大鼠研究

中发现，在脑出血%+’后2#/!"#$和蛋白的表达

明显强于假手术组（H），在脑出血的发病及病程进展中
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也发挥重要作用。从本实验可以看出，脑出血模型组

的!"#蛋白表达水平在$个不同的时间点均显著高

于正常组，%&时表达到高峰，表明!"#参与了脑出血

的损伤过程。这一实验结果与脑组织出血后损伤、水

肿及炎症反应最严重的时期相吻合，进一步说明了

!"#在影响脑出血的病理生理过程中占重要地位。

’$(时脑溢安组的!"#蛋白表达与模型组比较降低

明显，并持续到%&时，但由于这一时间点是脑出血最

严重的时期，其表达水平仍显著高于)’(及’$(时；*&
时脑溢安组的!"#蛋白表达水平不但显著低于模型

组，而且和同组的)’(、’$(时比较差异无显著性，说明

脑溢安在这一时间已发挥了其最大疗效，将!"#表达

水平降到了发病)’(时的最低水平。行为学计分显

示，脑溢安组从%&时起，计分已显著低于模型组，说明

在脑溢安的作用下，神经功能障碍的恢复时间已提前

到了%&时。这与%&时脑溢安显著增强+#,#的表

达，抑制!"#蛋白的表达相一致，两者在时相上相吻

合。

脑出血属于中医学中风范畴，急性期以风、火、痰、

瘀、邪实为主。“风善行而数变”、“火性上炎，冲激上

逆”，这种“风火相煽”交织在一起，共同形成了脑出血

的病理机制。脑溢安正是根据以上病机而专设的，具

有熄风、泻火、行血、化痰之功效，方中钩藤平肝熄风，

牡丹皮凉血泻火，地龙行血，天竺黄化痰等。本研究显

示，脑溢安可增强+#,#的表达，抑制!"#蛋白的表

达，促进神经修复，抑制炎症反应，对急性出血性中风

风火相煽、气血上逆、痰瘀互阻的病机，具有独特的熄

风、泻火、行血、化痰作用，从而发挥保护神明之府的脑

保护作用。
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