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脑溢安颗粒对脑出血大鼠脑内细胞间粘附分子5(表达
和中性白细胞浸润及神经细胞损伤的影响!

何 纲" 金益强 黎杏群

摘要 目的：探讨脑溢安颗粒（简称脑溢安）对脑出血后脑内炎症损伤的影响。方法：采用胶原酶诱导的

大鼠脑出血模型，分组处理，并用逆转录5聚合酶链式反应（C05DEC）、免疫组织化学和组织学方法检测术后
不同时间各组出血侧脑内细胞间粘附分子5(（FEGH5(）6C!G表达、脑微血管内皮细胞上FEGH5(蛋白表
达、中性白细胞浸润和神经细胞损伤情况。结果：正常组和假手术组大鼠术侧脑内检测到低水平FEGH5(
6C!G表达及少量FEGH5(阳性微血管，未见中性白细胞浸润和受损神经细胞。模型组大鼠出血侧脑内

FEGH5(6C!G表达在术后.<显著升高，*.<达到高峰，$%<仍保持较高水平，(%/<恢复正常水平；FEGH5(
阳性微血管数在术后.<显著增多，./<达到峰值，持续至(%/<；中性白细胞浸润和神经细胞损伤在术后.<
也明显增多，均于./<达到高峰，之后逐渐下降。脑溢安组大鼠出血侧脑内FEGH5(6C!G表达水平和F5
EGH5(阳性微血管数显著降低，中性白细胞浸润，神经细胞损伤明显减轻。结论：脑溢安具有抗脑出血后脑
内炎症损伤作用，其作用机制可能与抑制FEGH5(介导的中性白细胞浸润有关。
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〔(〕证实，大鼠脑出血后，脑内嗜中性白

细胞反应造成血肿周围神经细胞损伤。)’*&等
〔+〕发

现脑出血大鼠血肿内及血肿周围出现炎症反应，其特

征为中性白细胞和巨噬细胞浸润，小胶质细胞活化及

细胞间粘附分子,(（%*-"./"##0#1.123"4%’*5’#"/0#",(，

6789,(）表达上调。脑溢安颗粒（以下简称脑溢安）是
我所黎杏群教授研制的三类中药新药（已取得!期临床
试验批文），功能平肝熄风、凉血泻火、行血化痰，主治脑

出血急性期肝阳暴亢、风火上扰、痰热腑实证，临床和实

验研究均证明疗效显著〔:，;〕。本研究观察脑溢安对实验

性脑出血大鼠脑内6789,(5<=8和蛋白表达、中性白
细胞浸润及神经细胞损伤的影响，以探讨该药对脑出血

后脑内炎症损伤的影响及其作用机制。

材料与方法

( 药物与试剂 脑溢安浸膏干粉，由羚羊角、钩
藤、三七、天竺黄、丹皮、地龙、牛膝、生地、大黄等(;味
中药组成（湘雅医院药剂科提供）。用蒸馏水配成

:>?@A&／B溶液，;C保存备用。胶原酶（"型）、B,多聚
赖氨酸、D.%-’*E,(>>、焦碳酸二乙酯（!FG7产品）、琼
脂糖、石蜡油（H%&51公司产品）；D<6I’#试剂（)6$7J
$<B公司产品）；逆转录试剂盒、D1K!=8聚合酶
（G.’5"&1公司产品）；马血清、8$7试剂盒、!8$显色
试剂盒（L"/-’.B1M公司产品）；小鼠抗大鼠6789,(
单抗（G31.5%*&"*公司产品）；(>>MN!=8 51.O".
（9$6公司产品）；其余试剂均为国产分析纯。

+ 主要仪器 HDJFBD6=)DB,+鼠脑定位仪、

G".O%*F#5".??>>型G7<热循环仪、$"/O51*P+,+(
型低温离心机、$"/O51*!Q,R;>型紫外分光光度仪、

H-.1-"&"*"F1&#"FS"!型图像分析处理系统（美国
产）；B"%/179(T>>冷冻切片机、B"%/1<9+(:A石蜡
切片机（德国产）；=%/’*JUE,!型光学显微镜（日
本产）。

: 脑出血模型制备 采用<’4"*M".&等
〔A〕的方法。

用(>V水合氯醛（:A>5&／O&）腹腔注射麻醉大鼠，在鼠
脑定位仪引导下用微量进样器向右侧尾状核（前囟前

>@?55，矢状缝右侧:55，深A55）注入+##含>@;Q胶
原酶的生理盐水；假手术大鼠注入+##生理盐水。

; 动物分组及给药方法 雄性H!大鼠(TR只，
体重+T>$:+>&，由中南大学实验动物中心提供。随
机分为正常组（R只）、假手术组（:R只）、模型组（?+
只）、脑溢安组（?+只），后:组再随机等分为术后;、

(+、+;、;T、WR、(RT3等R个时间点。从术前+3开始至
处死之日，模型组及脑溢安组每日分+次灌胃;5#蒸

馏水或脑溢安药液（每天;@W+&／O&体重，按体表面积
系数折算，相当?>O&成人临床剂量的R倍）；正常组和
假手术组不作任何治疗。

A 逆转录,多聚酶链式反应（<D,G7<）

A@( 总<=8提取 在各规定时间点麻醉大鼠，
断头，切取血肿周围全层脑组织约A>5&，采用D<6I’#
试剂一步抽提法提取总<=8。电泳可见清晰的+TH
和(TH条带，所有样本总<=8的J!+R>／J!+T>比值
均!(@T，置XT>C保存。

A@+ 逆转录反应 取总<=8(>##，与J#%&2D
（A>>*&／##）(##混匀，RTC变性A5%*，快速置于冰上，
加入89L逆转录酶（+>Q／##）(##，<*14%*（(>Q／##）

(##，(>Y逆转录缓冲液A##，2=DG4（(>55’#／B）

+ZA##，加无核酸酶水至总体积A>##。瞬时离心混匀，

;+C水浴箱中反应R>5%*。WAC，A5%*后置冰浴中。
逆转录产物置X+>C保存。

A@: 聚合酶链式反应 根据大鼠6789,(和

.NB:+/!=8序列，设计下列引物，由上海生物工程公
司合成。

6789,(上游：A[,8))D)D)8D8D77))D8)8,
:[（M14"4(W:;—(WA:）
下游：A[,77DD7D88)D))DD))8878,:[（M14"

+A>A—+A+;），扩增片段长度为AW>MN
.NB:+ 上 游：A[,)D)88)77788)8D7)D7,:[

（M14"4+T—;A）
下游：A[,)88787888878))78787,:[（M14"4

;++—;;>），扩增片段长度为;(+MN
反应体系：无<=14"水:>##，(>Y逆转录缓冲液

A##，2=DG4（+55’#／B）A##，上、下游引物（(>N5’#／##）
各(##，D1K酶（+Q／##）(##，逆转录产物A##，石蜡油

:>##。
反应条件：WAC变性:>4，A>C退火:>4，?+C延伸

R>4，:A个循环，末次循环后?+C再延伸(>5%*。阴性
对照直接用每个样本总<=8做G7<。其反应产物置

X+>C保存。

A@; 电泳 取G7<产物(>##，用+V琼脂糖凝
胶电泳，紫外光下观察，照相保留结果。

A@A G7<产物半定量分析 利用图像分析系统
测定各泳道目的基因（6789,(）和内对照基因（.NB:+）
条带的光密度值，6789,(5<=8的相对表达水平用
两者的比率（V）计算。

R 免疫组织化学和组织学检查 在规定时间点
将各组另一批大鼠深度麻醉，经升主动脉快速灌注

;C生理盐水(>>5#冲洗血液，随后灌注磷酸盐缓冲液
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（!"#，$%$&’()／*，+,-%.）配制的./多聚甲醛溶液

0$$’)。取全脑，以注射点为中心切取两块0’’厚冠
状脑片，一块置于!"#配制的1$/蔗糖溶液中，.2过
夜。脑块沉底后取出，用冷冻切片机作1$!’厚连续
冠状切片，裱于*3多聚赖氨酸处理过的玻片上；另一
块制成4!’厚石蜡切片。56783&免疫组化染色：脑
片入!"#漂洗!&$/,090甲醇，室温1$’:;!&/
<=:>(;?3!"#，室温1$’:;!&$/马血清，1-21@!小
鼠抗大鼠56783&单抗（&A0$$），.2湿盒内-0@!生
物素标记马抗鼠二抗（&A0$$），1-2湿盒内.@!辣根
过氧化物酶标记的链酶卵白素，1-2湿盒内.@。以上
各步骤间均用!"#漂洗，4’:;，1次，B7"显色，4’:;
!上行梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性树脂封片。阴
性对照用小鼠5CD代替一抗。每只取1张切片，每张
切片随机选择4个互相不重叠视野，.$$倍光镜下计
数出血侧半球染成棕黄色的阳性微血管数，手工计数

56783&阳性微血管以排除偶尔表达56783&的浸润
细胞，取1张切片的平均数为每只结果。组织学检查：
石蜡切片作,E染色后光镜下观察。镜下见体积较
小、呈圆形、胞核呈杆状或分叶、胞浆丰富等特征的细

胞，为中性白细胞；根据核固缩、胞浆浓缩、细胞边缘不

规则等特征，确认为受损神经细胞。

- 统计学方法 两组间比较采用!检验。

结 果

& 各组大鼠56783&’FG7表达的改变 见图

&。假手术组术侧脑内有极低水平56783&’FG7表
达；与正常组比较，各时间点差异均无显著性；与假手

术组比较，模型组出血侧脑内56783&’FG7表达在
术后.@明显升高（""$%$&），0.@达到高峰，HI@仍保
持较高水平，&IJ@恢复正常；与模型组同期比较，脑溢
安组术后&0、0.、.J和HI@出血侧脑内56783&’F3
G7表达水平均显著降低（""$%$&）。

图! 脑溢安对大鼠出血侧脑内56783&’FG7表达水平
的影响

注：与假手术组同期比较，#""$%$&；与模型组同期比较，$""

$%$&

0 各组大鼠56783&免疫反应阳性血管数的改
变 见图0。假手术组大鼠术侧脑内见少量56783&
免疫反应阳性血管，且各时间点与正常组比较差异均

无显著性；与假手术组比较，模型组大鼠出血侧脑内

56783&免疫反应阳性血管数在术后.@明显增加（"
"$%$&），.J@达到峰值，以后逐渐减少，至&IJ@仍较
多。术后&0"&IJ@，脑溢安组大鼠出血侧脑内56783
&免疫反应阳性血管数均较模型组同期显著减少（""
$%$&）。

图" 脑溢安对大鼠出血侧内56783&免疫反应阳性血管

数的影响

注：与假手术组同期比较，#""$%$&；与模型组同期比较，$""

$%$&

1 各组大鼠中性白细胞浸润和神经细胞损伤的
改变 正常组和假手术组大鼠脑内未见中性白细胞浸

润和神经细胞损伤；术后.@，模型组大鼠出血侧脑微
血管内可见中性白细胞粘附，血肿内及血肿周围脑内

开始出现中性白细胞浸润，大脑皮质可见少量受损神

经细胞，表现为胞浆浓缩，核固缩，细胞边缘不规则，细

胞周围出现大量空隙；术后&0@，中性白细胞浸润和受
损神经细胞继续明显增加；术后.J@，中性白细胞浸润
和受损神经细胞数均多，术后HI及&IJ@，中性白细胞
浸润逐渐减少，巨噬细胞及胶质细胞明显增多，而受损

神经细胞未再继续增加；脑溢安组大鼠从术后&0@开
始，出血侧脑内中性白细胞浸润和受损神经细胞数均

较模型组明显减少。

讨 论

56783&是一种相对分子质量为-I"&&$KBL的
单链糖蛋白，属于免疫球蛋白超基因家族，与其配体即

淋巴细胞功能相关抗原（*M73&）在内皮细胞上结合，
参与炎症发生过程，促进白细胞浸润，加重局部组织损

伤。正常情况下，脑内56783&表达水平很低；脑缺
血N再灌注时，脑微血管内皮细胞上56783&等粘附
分子表达上调，介导白细胞N内皮细胞粘附，促进循环
白细胞迁移进入脑实质，导致炎症性脑损伤；多种抗粘
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附策略对脑缺血!再灌注损伤均具有保护作用〔"〕。近
年来，对脑内炎症反应及其干预措施的研究逐渐成为

脑出血病理生理机理和防治研究中的新领域。

本实验结果表明，大鼠出血侧脑内#$%&’()*’
+%表达在术后,-显著上升，.,-达到高峰，/"-仍
保持较高水平，("0-恢复正常；#$%&’(免疫反应阳
性血管数于术后,-显著增加，,0-达到峰值，以后
开始减少，持续至("0-；中性白细胞浸润和受损神
经细胞数也均于术后,0-时最多。表明#$%&’()*’
+%和蛋白表达水平随时间改变趋势与中性白细胞浸
润、神经细胞损伤程度的变化趋势基本平行，提示#’
$%&’(介导的中性白细胞浸润在脑出血后神经细胞
损伤中可能起重要作用。有研究表明，肿瘤坏死因子

’!（1+2’!）等炎性细胞因子诱导培养人脑微血管内
皮细胞上#$%&’()*+%高度表达〔3〕。&4567等

〔0〕发

现，胶原酶诱导大鼠脑出血后.,-，脑内1+2’!)*’
+%及蛋白水平明显增高；使用反义寡核苷酸减少

1+2’!表达对大鼠具有神经保护作用。结合本实验
结果，我们推测：脑出血大鼠脑内1+2’!等炎性细
胞因子大量生成，诱导脑微血管内皮细胞上#$%&’(
等粘附分子表达增加，促进循环白细胞向脑内募集，

通过以下机理造成脑损伤〔(，.，0!((〕：阻塞微血管，导

致继发性低灌流；释放氧自由基、一氧化氮（+8）
和蛋白水解酶等损伤神经细胞和其他脑细胞；增加血

管通透性，引发脑水肿。

本实验结果显示，用脑溢安治疗(.-后，大鼠出
血侧脑内#$%&’()*+%及蛋白表达明显下调，相
应区域的中性白细胞浸润及神经细胞损伤也显著减

轻。提示减轻脑出血后脑内炎症反应，可能是该药实

现神经保护作用的重要机理之一。我室曾报道该药可

抑制脑出血大鼠脑内一氧化氮合酶（69:;9<=>9?7@56’
:-4@7，+8A）活性，减少+8生成〔/，(B〕；最近还发现
该药可抑制脑出血大鼠脑内1+2蛋白表达，促进大
鼠神经机能恢复〔((〕。这些工作均提示，脑溢安具有

抗脑出血后脑内炎症损伤作用。包仕尧等〔(.〕发现川

芎嗪和丹皮酚可减少脑缺血!再灌注沙土鼠脑内白细
胞和小胶质细胞数；刘军等〔(C〕证明丹参抗大鼠脑缺

血!再灌注损伤作用机理与降低脑内#$%&’(蛋白表
达、抑制中性白细胞浸润有关。由于脑溢安组方中同

样含有丹皮、生地、三七等凉血泻火、活血化瘀类中

药，因此认为这些工作也为本实验结果提供了支持

证据。
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