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摘要： 目的　 观察体外培育牛黄对脑缺血再灌注损伤大鼠的保护作用。 方法　 采用改良线栓法制备短暂大脑中动脉阻

塞 （ｔＭＣＡＯ） 模型， 大鼠随机分为假手术组、 模型组、 溶剂组、 尼莫地平组及体外培育牛黄 ０ ２０、 ０ １０、 ０ ０５ ｇ ／ ｋｇ
组， 每组 １２ 只。 术后 ７２ ｈ， 评价神经功能和脑梗死体积， ＨＥ 染色观察脑组织病理损伤情况， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清

ＶＥＧＦ、 Ａｎｇ⁃１、 ｂＦＧＦ 水平， 分子对接预测其可能机制， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 免疫组化 （ ＩＨＣ） 法检测 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与溶剂组比

较， 体外培育牛黄各剂量组大鼠神经功能评分、 脑梗死率降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 海马区神经元与皮层的病理损伤

改善， 血清 ＶＥＧＦ、 Ａｎｇ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 牛黄主要成分与 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的对接得分大于 １００
分， 契合良好。 体外培育牛黄能升高 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 降低 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｂａｘ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结论　 体外培育牛黄可能通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路对脑缺血再灌注损伤

大鼠起到神经保护作用。
关键词： 体外培育牛黄； 脑缺血再灌注； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路； 凋亡

中图分类号： Ｒ２８５ ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０６⁃１９８９⁃０９
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　 　 脑卒中是目前人类主要的致残和致死原因［１］ ， 分为缺

血性脑卒中和出血性脑卒中， 其中缺血性脑卒中约占全部

脑卒中的 ８０％ ［２］ 。 目前， 在 《ＡＨＡ ／ ＡＳＡ 急性缺血性卒中

早期管理指南》 中推荐静脉溶栓作为治疗缺血性脑卒中首

选方案， 但受到溶栓 ４ ５ ｈ 时间窗的限制， 且溶栓后会出

现脑缺血再灌注损伤［３］ 。 所以， 研发新药物以应对脑缺血
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再灌注损伤已成为目前研究的热点。 中药具有多成分、 多

靶点特点， 不论单味药物还是复方， 在临床治疗脑卒中均

有广泛应用。
牛黄具有清热解毒、 开窍醒神的功效， 是中医治疗中

风的常用中药之一。 因天然牛黄难以获得， 现有人工牛黄、
培植牛黄、 体外培育牛黄等替代品， 其中体外培育牛黄与

天然牛黄具有相似的成分与药理作用， 是天然牛黄的理想

替代品。 药理研究发现， 牛黄有促进血管新生、 抗炎、 抗

凋亡、 抗氧化等作用， 具有治疗脑缺血再灌注损伤的潜

力［４］ 。 但目前牛黄在脑缺血再灌注损伤方面的研究主要集

中于含牛黄的复方以及牛黄的单体成分上， 单独对体外培

育牛黄改善脑缺血再灌注损伤的基础研究少见， 故本研究

首次从整体⁃组织⁃细胞⁃分子多层次， 考察体外培育牛黄对

脑缺血再灌注损伤的保护作用及调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的生物

学机制， 以揭示其 “开窍醒神” 的科学内涵， 以期为临床

用药提供科学依据。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ８４ 只， 体质量 ２５０～２７０ ｇ，
８～１０ 周龄， 由斯贝福 （北京） 生物技术有限公司提供，
实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃００１０， 动物质量

合格证号 １１０３２４２００１０３１３４０７５， 质量检测单位为苏州西山

生物技术有限公司， 饲养于成都中医药大学实验动物中心，
温度 ２２～２８ ℃， 相对湿度 ５０％ ， 通风良好， 进食、 饮水自

由。 动物实验经成都中医药大学实验动物伦理委员会批准

（批准号 ＴＣＭ⁃２０１６⁃３１２）。
１ ２　 试剂与药物 　 体外培育牛黄 （武汉天鹏医药有限公

司， 批号 １９Ｇ５０２）。 尼莫地平片 （山西亚宝药业集团股份

有限公司， 批号 １９０３１２）； 注射用青霉素钠 （哈药集团制

药总厂， 批号 １７１２１２０９⁃２）。 水合氯醛、 多聚甲醛、 红四氮

唑、 吐 温 ８０ （ 成 都 市 科 隆 化 学 品 有 限 公 司， 批 号

２０１８１０３００１、 ２０１９０５２００１、 ２０１９０３０１０１、 ２０１９０７０３０１）。 苏

木素染液 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 批号 Ｇ１００４）；
ＶＥＧＦ、 Ａｎｇ⁃１ 试剂盒 （天津博士德生物科技有限公司， 批

号 ＥＫ０５４０、 ＥＫ１２９５）； ｂＦＧＦ 试剂盒 （武汉伊莱瑞特生物

科技有限公司， 批号 １９ＪＤ３ＸＹＰ７Ｙ）； 兔抗 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ＰＩ３Ｋ
抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ１８２６５１、 ａｂ１９１６０６）； 兔

抗 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ 抗体 （美国 ＣＳＴ 公司， 批号 Ｓ４７３、 Ｃ６７Ｅ７）；
兔抗 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 抗体 （美国 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司， 批

号 ＧＴＸ１１０５４３、 ＧＴＸ１０９６８３、 ＧＴＸ１０００６４）； 兔抗 ＧＡＰＤＨ
抗体 （江苏亲科生物研究中心有限公司， 批号 ＡＦ７０２１）；
ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （北京雷根生物生物技术有限公司， 批号

ＮＲ００２）。
１ ３　 仪器　 优普超纯水制造系统 （四川优普超纯科技有限

公司， 型号 ＵＰＨ⁃１⁃１０Ｔ）； ＮａｎｏＺｏｏｏｍｅｒ Ｓ３６０ 数字切片扫描

仪 （日本 Ｈａｍａｍａｔｓｕ 公司， 型号 Ｃ１３２１０⁃０１）； 超低温冰

箱、 冷冻离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司， 型号 ９０２⁃ＵＬＴＳ、
ＳＴ１６Ｒ）； 全自动轮转式石蜡切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司， 型

号 ＲＭ２２５５）； 电子分析天平 （上海舜宇恒平科学仪器有限

公司， 型号 ＪＡ５００３）； 激光散斑血流成像系统、 微型手持

颅钻 （深圳市瑞沃德生命科技有限公司， 型号 ＲＦＬＳＩ Ⅲ、
７８００１）； 高速组织研磨仪 （武汉赛维尔生物科技有限公

司， 型号 ＫＺ⁃Ⅱ）； 气浴恒温振荡器 （上海博迅医疗生物仪

器股份有限公司， 型号 ＴＨＺ⁃９２Ａ）； 酶标仪 （南京华东电

子信息科技股份有限公司， 型号 ＤＧ５０３２）； 电泳仪、 荧光

定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号 １６５８０３３、 ＣＦＸ
ｃｏｎｎｅｃｔ）。
２　 方法

２ １　 剂量确定 　 ２０２０ 年版 《中国药典》 规定， 体外培育

牛黄用药剂量是 ０ １５ ～ ０ ３５ ｇ。 参照课题组前期方法［５］ ，
剂量应为 ０ ２３ ｇ ／ ｋｇ， 取整处理后， 高、 中、 低剂量分别为

０ ２０、 ０ １０、 ０ ０５ ｇ ／ ｋｇ。 阳性药物选用尼莫地平， 临床成

人 （６０ ｋｇ） 日用量为 １２０ ｍｇ， 换算成大鼠为 ０ ０１２ ｇ ／ ｋｇ。
２ ２　 分组、 造模与给药　 ８４ 只大鼠适应性喂养 ３ ｄ， 第 ４
天将按体质量随机分为假手术组、 模型组、 溶剂组、 尼莫

地平 （０ ０１２ ｇ ／ ｋｇ） 组及体外培育牛黄 ０ ２０、 ０ １０、 ０ ０５
ｇ ／ ｋｇ 组， 每组 １２ 只， 其中 ６ 只用于药效实验， ６ 只用于机

制研究。 每天定时称定大鼠体质量， 并按 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃给

予相应药物， 假手术组、 模型组灌胃给予等体积生理盐水，
溶剂组灌胃给予等体积 ２％ 吐温⁃８０。 在预防性给药第 ３ 天

灌胃给药 ３０ ｍｉｎ 后， 采用改良线栓法［６］ 制备大脑中动脉阻

塞再灌注 （ ｔＭＣＡＯ） 模型， 大鼠腹腔注射 １０％ 水合氯醛

（３ ５ ｍＬ ／ ｋｇ） 麻醉， 待翻正反射消失后将其仰卧于手术台

上， 四肢固定， 颈部正中切口， 将线栓沿左侧颈总动脉向

颈内动脉插入 ２０ ｍｍ， 穿过大脑中动脉 （ＭＣＡ） 起始端至

大脑前动脉 （ＡＣＡ） 近端， 缺血 ９０ ｍｉｎ 后抽出线栓， 缝合

伤口， 假手术组仅进行皮肤切口和血管分离操作， 不做线

栓处理， 剩余操作同其他组， 期间采用激光散斑血流成像

仪监测缺血侧半球造模前、 缺血后、 再灌注后脑血流量，
以判定模型是否制备成功。
２ ３　 指标检测

２ ３ １　 神经功能评分　 造模后 ７２ ｈ， 采用 Ｌｏｎｇａ 评分［７］ 、
ｍＮＳＳ 评分［８］评估大鼠神经缺损情况。 其中 Ｌｏｎｇａ 评分标准

为无任何神经功能缺失体征计 ０ 分； 未损伤侧前肢不能伸

展计 １ 分； 向未损伤侧弧线行走或追尾转圈计 ２ 分； 向未

损伤侧倾斜或倾倒计 ３ 分； 意识障碍， 无自主行走计 ４ 分。
ｍＮＳＳ 评分标准见表 １。
２ ３ ２　 脑梗死率　 造模完成后 ７２ ｈ， 末次灌胃给药 ３０ ｍｉｎ
后麻醉大鼠， 安乐死取脑， 去除小脑、 嗅球、 脑干， 将脑

组织沿冠状面切成 ５ 片 ２ ｍｍ 左右的薄片， ２％ ＴＴＣ 染色，
生理盐水清洗， ４％ 多聚甲醛溶液固定 ２４ ｈ， 拍照后采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算脑梗死率， 公式为脑梗死率 ＝ ［ （对侧正

常脑组织体积－同侧正常脑组织体积） ／ ２×对侧正常脑组织

体积］ ×１００％ 。
２ ３ ３　 ＨＥ 染色　 大鼠麻醉后安乐死取脑， 去除小脑、 嗅

球、 脑干， 将缺血侧皮层、 海马区脑组织用 １０％ 福尔马林

固定， 石蜡包埋， 切片后脱蜡脱水， 进行 ＨＥ 染色， 在光
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　 　 　 　 　 表 １　 ｍＮｓｓ 神经功能评分

实验 评分内容 评分标准 评分 ／ 分
运动实验（６ 分） 提尾实验（３ 分） 前肢屈曲 １

后肢屈曲 １
头部在 ３０ ｓ 内偏离垂直轴（＞１００ °） １

行走观察提尾实验（３ 分） 正常行走 ０
不能直线行走 １
向轻瘫侧转圈 ２
向轻瘫侧倾倒 ３

感觉实验（８ 分） 放置试验（视觉和触觉测试） １
本体感觉试验（深感觉） １

平衡木实验（６ 分） 稳定平衡木 ０
紧抓平衡木边缘 １

紧抱平衡木，一肢体从平衡木跌落 ２
紧抱平衡木，两肢体从平衡木跌落或在平衡木上旋转（＞６０ ｓ） ３

试图在平衡木上平衡但跌落（＞４０ ｓ） ４
试图在平衡木上平衡但跌落（＞２０ ｓ） ５
跌落 ／ 未尝试在平衡木上平衡（＜２０ ｓ） ６

反射丧失和不正常运动（４ 分） 耳廓反应（１ 分） 接触外耳道时不摇头 １
角膜反应（１ 分） 棉丝轻触角膜时不眨眼 １
惊恐反应（１ 分） 对快弹硬纸板的噪音没有运动反应 １

不正常运动（１ 分） 癫痫、肌阵挛、肌张力障碍 １

镜 （×４０， ×２００） 下观察大脑皮层损伤情况， 半定量评分

标准为无病变计 ０ 分； 病变面积小于 １０％ 计 １ 分； １０％ ～
３０％ 计 ２ 分； ３０％ ～ ５０％ 计 ３ 分； 大于 ５０％ 计 ４ 分。 采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 ２００ 倍镜下海马 ＣＡ１ 区神经元进行细胞

计数。
２ ３ ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＶＥＧＦ、 ｂＦＧＦ、 Ａｎｇ⁃１ 水

平　 大鼠麻醉后腹主动脉取血， 在 ４ ℃ 下静置 ３０ ｍｉｎ，
３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 小心吸取上层血清， 置于－８０ ℃超

低温冰箱中保存， 依据相关 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测血清

血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ）、 碱性成纤维细胞生长因子

（ｂＦＧＦ）、 血管生产素⁃１ （Ａｎｇ⁃１） 水平。
２ ４ 　 分 子 对 接 　 从 ＲＣＳＢ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ．
ｏｒｇ ／ ） 中获得牛黄与缺血性脑卒中共同靶点蛋白的晶体结

构， 将其主要成分与靶点蛋白晶体结构导入 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ
３ ５ 软件， 采用 Ｃｌｅａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ 对晶体蛋白结构进行优化处理

后， 逐一与配体分子在 Ｌｉｐｄｏｃｋ 模式下进行分子对接， 运行

后记录各配体分子与靶点蛋白结合的一致性得分。
２ ５ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 表达　 称取大鼠缺血侧皮层脑组织 ５０ ｍｇ， ＴＲＩｚｏｌ 法
提取总 ＲＮＡ， ＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡ 后备用， 从美国生物

技 术 信 息 中 心 （ ＮＣＢＩ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ） 数据 库 中 检 索 并 下 载 大 鼠 磷 酯 酰 激 醇 ３⁃激 酶

（ＰＩ３Ｋ）、 蛋白激酶 Ｂ （Ａｋｔ）、 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水解酶⁃３ （ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基 因 相 关 蛋 白

（Ｂａｘ）、 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基因 （Ｂｃｌ⁃２） 基因全序列， 采用

引物软件 （Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ） 进行设计和筛选， 由北京擎科

生物科技有限公司合成， 引物序列见表 ２。 荧光定量 ＰＣＲ
反应条件为 ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 １０ ｓ， ５５ ℃退

火延伸３０ ｓ， 共 ４０ 个循环， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因的

相对表达。
表 ２　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 退火温度 ／ ℃ Ｇ⁃Ｃ ／ ％ ＮＣＢＩ 参考序列

Ａｋｔ 正向 ＣＧＴＧＴＧＧＣＡＡＧＡＴＧＴＧＴＡＴＧＡ ５５ １０ ４７ ６０ ＮＭ＿０３３２３０ ３
反向 ＣＡＣＡＣＴＣＣＡＴＧＣＴＧＴＣＡＴＣＴＴＧＡ ５７ ２０ ４７ ８０

Ｂｃｌ⁃２ 正向 ＣＴＧＧＴＧＧＡＣＡＡＣＡＴＣＧＣＴＣＴ ５７ ６０ ５５ ００ ＮＭ＿０１６９９３ ２
反向 ＧＣＡＴＧＣＴＧＧＧＧＣＣＡＴＡＴＡＧＴ ５７ ８０ ５５ ００

Ｂａｘ 正向 ＡＧＡＧＧＴＣＴＴＣＴＴＣＣＧＴＧＴＧＧ ５６ ８０ ５５ ００ ＮＭ＿０１７０５９ ２
反向 ＴＧＡＴＣＡＧＣＴＣＧＧＧＣＡＣＴＴＴＡＧ ５７ ３０ ５２ ４０

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 正向 ＧＧＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＡＡＧＴＧＡＣＣ ５６ ９０ ５２ ４０ ＮＭ＿０１２９２２ ２
反向 ＡＧＴＣＣＡＴＣＧＡＣＴＴＧＣＴＴＣＣＡ ５６ ２０ ５０ ００

ＰＩ３Ｋ 正向 ＡＡＡＣＡＡＡＴＧＡＣＣＣＴＴＣＣＴＣＡＧＣ ５５ ４０ ４５ ５０ ＮＭ＿００１３７１３００ １
反向 ＧＡＧＧＴＴＧＴＣＣＴＣＴＣＴＣＡＧＡＡＣＣ ５７ ２０ ５４ ５０

２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达　 取大鼠缺血侧皮层脑组织 ５０ ｍｇ， 提取总蛋白，
采用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒检测样品蛋白浓度， 依次用

ＰＢＳ、 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 稀释， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后转移至聚偏

二氟乙烯 （ＰＶＤＦ） 膜上， ５％ 脱脂奶粉溶液封闭 ２ ｈ， 在

４ ℃下与一抗孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤后孵育二抗， 加入增强
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化学发光试剂， 在 ＣｈｅｍｉＤｏｃ 成像系统中显影成像。
２ ７　 免疫组织化学法检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达　 石蜡切片脱蜡水化后修复抗原， 山羊血清封闭， 在

４ ℃下与一抗孵育过夜， ＰＢＳ 洗涤， 孵育二抗， ＤＡＢ 显色

后常规脱水、 透明、 封片， 在 ２００、 ４００ 倍视野下观察目标

蛋白表达， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件进行半定量分析。
２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ ＜
０ ０５ 表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３ １　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠神经功能评分的影响 　
由图 １Ａ 可知， 模型制备成功。 由图 １Ｂ ～ １Ｃ 可知， 与假手

术组比较， 模型组、 溶剂组大鼠 ｍＮＳＳ、 Ｌｏｎｇａ 评分升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 尼莫地平组大鼠 ｍＮＳＳ、 Ｌｏｎｇａ
评分降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与溶剂组比较， 体外培育牛黄 ０ ２０、
０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组 ｍＮＳＳ、 Ｌｏｎｇａ 评分降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１），
体外培育牛黄 ０ ０５ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠 Ｌｏｎｇａ 评分降低 （Ｐ＜０ ０１）。

注： 与假手术组比较，▽▽Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与溶剂组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 １　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠神经功能评分的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

３ ２　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠脑梗死率的影响 　 与假

手术组比较， 模型组、 溶剂组大鼠脑梗死率升高 （ Ｐ ＜
０ ０１）； 与模型组比较， 尼莫地平组和体外培育牛黄 ０ ２０、

０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠脑梗死率降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与溶剂组比较，
尼莫地平组和体外培育牛黄各剂量组大鼠脑梗死率降低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 ２。

注： 与假手术组比较，▽▽Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与溶剂组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠脑梗死率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３ ３　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠海马和皮层区脑组织病

理的影响　 如图 ３Ａ 所示， 除假手术组外， 各组大鼠大脑皮

层区以及海马区均可见不同程度的损伤； 模型组、 溶剂组

大鼠皮层区神经元与周围组织间隙增宽、 海马区神经元坏

死溶解， 结构疏松呈丝网状， 其液化坏死面积、 炎细胞浸

润以及变性坏死的程度均大于各给药组； 尼莫地平组、 体

外培育牛黄各剂量组大鼠海马、 皮层区组织损伤明显改善。
如图 ３Ｂ～３Ｃ 所示， 与假手术组比较， 模型组、 溶剂组大鼠

脑皮层损伤评分升高 （Ｐ＜ ０ ０１）， 神经元计数降低 （Ｐ＜
０ ０１）； 与模型组比较， 尼莫地平组和体外培育牛黄各剂量

组大鼠脑皮层损伤降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 海马 ＣＡⅠ区

神经元计数升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 与溶剂组比较， 尼

莫地平组和体外培育牛黄各剂量组脑皮层的损伤评分降低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 海马 ＣＡⅠ区神经元计数升高 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。

注： 黑色箭头处为神经元固缩， 红色箭头处为神经元坏死。 与假手术组比较，▽▽Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与

溶剂组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠海马、 皮层脑组织形态的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３ ４ 　 体 外培 育 牛 黄对 ｔＭＣＡＯ 大 鼠 血清 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ、
ｂＦＧＦ 水平的影响　 与假手术组比较， 模型组与溶剂组大鼠

血清 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ、 ｂＦＧＦ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）；
与溶剂组比较， 体外培育牛黄 ０ ２０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠血清 ＶＥＧＦ、
Ａｎｇ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， 见图 ４。 由此可知， 体外培育

牛黄 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠在神经功能、 脑梗死率、 缺血侧脑组

织病理损伤情况方面的改善程度优于体外培育牛黄

０ ２０ ｇ ／ ｋｇ组， 而在调节血清中相关因子水平方面后者作用

更佳， 故将体外培育牛黄 ０ ２０、 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠纳入机制

研究。

注： 与假手术组比较，▽▽Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与溶剂组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠血清 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ、 ｂＦＧＦ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３ ５　 牛黄主要成分与靶点蛋白分子对接 　 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 为 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路上 ３ 个关键靶点蛋白， 故本

研究选择三者与牛黄主要成分进行对接。 对接得分越高，
提示两者结合的可能性越大， 药理作用越强， 对接后的一

致性得分及分子对接效果 ２Ｄ、 ３Ｄ 图见表 ３、 图 ５。 由表 ３

可知， 牛 黄 主 要 成 分 胆 酸、 胆 红 素 等 与 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 对接得分均大于 １００ 分， 契合良好。 由图 ５ 可知，
牛黄各成分可通过 ｓｉｇｍａ 键、 共价键、 范德华力、 碳氧双键

等与靶点蛋白结合， 从而发挥相应的药理作用。

表 ３　 分子对接得分 （分）

蛋白 晶体
牛黄主要成分

胆红素 胆酸 牛磺胆酸 胆固醇 牛磺酸 鹅去氧胆酸

ＰＩ３Ｋ ３ｏ５ｚ １５６ ５１ ８５ ６０ １６６ ５１ ９１ ５４ ５２ ３０ ８８ ０３
３ｉ５ｓ １３６ ６３ ８８ ６１ １１１ ５４ ９１ １１ ５６ ４１ ９３ ００
５ｕ２ｃ １５４ ３８ １１１ ０４ １２６ １６ １０３ ２４ ４０ ６５ １０９ ９９
５ｏｙ４ １４３ ３８ １３６ ２９ １６６ ５８ １３２ ２５ ５０ ４９ １３０ ９６
５ｕ２８ １１１ １０ １０７ ９２ １０３ ２６ １０３ ２４ ５１ ３８ １０７ ８７
６ｃｕ６ １７４ ３５ １３３ ６５ １５８ ６４ １４３ ０１ ７１ ６２ １６０ ０７

Ａｋｔ ４ｇａｈ １６５ １２ １２０ ７５ １５７ ５９ １３０ ３５ ４７ ３６ １１５ ４６
３ｑｋｋ １４６ ５９ １１６ １１ １４８ １９ １２２ ４９ ４９ ５９ １１２ ７９

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ４ｊｑｗ １３０ ４９ １００ ８７ １１４ ５２ ９９ ７０ ４１ ８１ ９９ ４６
６ｎ２ｍ １５０ １１ １０２ １１ １１６ ５１ ９２ ５２ ４５ ０５ １０３ ６９
６ｅｆｋ １３８ ６０ １０８ ２３ １３７ １７ １０２ ３１ ４５ ８５ ９９ ６２

３ ６　 体 外 培 育 牛 黄 对 ｔＭＣＡＯ 大 鼠 脑 组 织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与假手术组比较，
溶剂组大鼠缺血侧脑组织中 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达和 Ｂａｘ ／

Ｂｃｌ⁃２ 比值升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与溶剂组比较， 体外培育牛黄

０ ２０、 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０ ０１）， 体外培育牛黄 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达升

高 （Ｐ＜０ ０１）， Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值降低 （Ｐ＜０ ０１）， 见表 ４。
表 ４　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠脑组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２
假手术组 １ ００±０ ０８ １ ００±０ ０７ １ ００±０ ３７ １ ００±０ ３１ １ ００±０ ０７ ０ ９９±０ ２５
溶剂组 ０ ４４±０ ０７▽ ０ ４７±０ １０▽▽ ５ ８６±１ １３▽▽ １ ６１±０ １１▽▽ ０ ５７±０ ０１▽▽ ２ ８３±０ ２１▽▽

体外培育牛黄 ０ ２０ ｇ ／ ｋｇ 组 ３ １０±０ ３７ ０ ５６±０ ２０ １ １２±０ ０５＃＃ ０ ８０±０ ２２＃＃ ０ ２８±０ ０６ ２ ８７±０ ４６
体外培育牛黄 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组 ３ １２±０ ０５＃＃ ０ ４３±０ ０４ １ １１±０ ４８＃＃ ０ ５１±０ １１＃＃ ０ ６４±０ ２２ ０ ８８±０ ３９＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，▽ Ｐ＜０ ０５，▽▽Ｐ＜０ ０１； 与溶剂组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ７　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠缺血侧脑组织 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
通路蛋白表达的影响　 如图 ６ 所示， 与假手术组比较， 溶

剂组大鼠缺血侧脑组织中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达和 Ｂａｘ ／
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Ｂｃｌ⁃２ 比值升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与溶剂组比较， 体外培育牛黄

０ ２０、 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０ ０１）， ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达和 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值降低

（Ｐ＜０ ０１）， 体外培育牛黄 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０ ０５）。

注： 箭头处为分子对接中配体分子与靶点蛋白的结合位点。

图 ５　 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３与配体分子对接效果 ２Ｄ、 ３Ｄ 图

注： 与假手术组比较，▽ Ｐ＜０ ０５，▽▽Ｐ＜０ ０１； 与溶剂组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠缺血侧脑组织 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 如图 ７ 所示， 与假手术组比较， 溶剂组大鼠缺血侧脑

组织中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与溶剂组比较， 体外培育牛黄

０ ２０、 ０ １０ ｇ ／ ｋｇ 组大鼠 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０ ０１），
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， 体外培育牛黄 ０ １０ ｇ ／
ｋｇ 组大鼠 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）。

４　 讨论

脑缺血再灌注损伤是一个迅速而复杂的级联反应过程，
是更为严重的脑机能障碍， 其机制主要有能量代谢障碍与

周围缺氧去极化、 自由基与氧化应激损伤、 钙离子超载、
兴奋性氨基酸毒性、 炎症反应、 细胞凋亡等［９］ ， 上述环节

相互影响、 彼此重叠， 最终导致神经组织损伤。
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注： 红色箭头处为蛋白阳性表达。 与假手术组比较，▽▽Ｐ＜０ ０１； 与溶剂组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 体外培育牛黄对 ｔＭＣＡＯ 大鼠缺血侧脑组织 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

牛黄首载于 《神农本草经》， 是中医治疗中风的常用药

物， 疗效显著。 传统中医使用的牛黄多为天然牛黄， 但因

天然牛黄药源紧缺、 价格昂贵， 故现代临床中常使用体外

培育牛黄替代天然牛黄［１０］ 。 研究发现， 体外培育牛黄可恢

复血管性痴呆大鼠认知功能障碍并降低 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 值［１１］ ，
并通过抑制线粒体介导的细胞凋亡对脑缺血再灌注大鼠发

挥脑保护作用［１２］ 。 临床研究也发现， 在西医常规治疗的基

础上口服体外培育牛黄可促进中风合并意识障碍患者的意

识恢复， 改善患者神经功能评分及血脂血液流变学指

标［１３⁃１４］ 。 尼莫地平是一种钙离子拮抗剂， 具有改善脑血流

的作用［１５］ ， 临床常用于缺血性脑卒中的治疗。 本研究以尼

莫地平作为阳性药， 发现体外培育牛黄可改善大鼠 ｔＭＣＡＯ
造模后 ７２ ｈ 的神经功能评分， 降低 ｔＭＣＡＯ 造模后 ７２ ｈ 脑

梗死率， 并减少皮层以及海马 ＣＡⅠ区液化坏死面积、 炎细

胞浸润以及变性坏死的程度， 提示体外培育牛黄对脑缺血

再灌注损伤大鼠具有脑保护作用， 也为临床应用提供了科

学支撑。
课题组前期采用网络药理学方法发现牛黄的脑保护作

用可能与甾体激素的生物合成、 代谢通路、 神经活性配体⁃
受体相互作用有关［１６］ ， 而 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路是细胞内经

典的通路， 与激素合成调节、 葡萄糖代谢关系密切［１７⁃１８］ 。
故本研究进一步采用分子对接预测机制， 发现牛黄主要成

分与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路契合良好， 牛黄的脑保护作用可能

与激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路可通过

对细胞增殖、 分化、 凋亡、 葡萄糖转运的调控在多种缺血⁃
再灌注损伤的保护中发挥着重要作用［１９⁃２０］ 。

基于此， 课题组进一步通过动物实验开展机制研究，
结果显示， ｔＭＣＡＯ 大鼠灌胃给予体外培育牛黄后可以升高

ＶＥＧＦ、 Ａｎｇ⁃１ 水平并通过促进血管新生， 从而发挥脑保护

作用； 还可以升高大鼠缺血侧脑组织中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达， 降 低 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋 白 及

ｍＲＮＡ 表达， 激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路， 通过抑制凋亡来发挥脑

保护作用， 这可能是牛黄 “开窍醒神” 的生物学机制之一。
本研究首次发现体外培育牛黄对脑缺血再灌注损伤大

鼠的神经保护机制与激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路、 抗凋亡有

关。 采用多种研究技术， 从整体⁃组织⁃细胞⁃分子多层次，
揭示了牛黄 “开窍醒神” 功效的科学内涵， 故具有重要的

学术意义和实用价值。 然而中药具有多成分多靶点的特点，
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路涉及到细胞的增殖、 分化及存活等各方

面， 与神经发生、 血管新生关系密切， 除 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路外， 体外培育牛黄的脑保护作用是否还与其他机制， 或

是否与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的其他蛋白相关？ 这将是课

题组今后深入研究的方向。
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