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摘要： 目的　 探讨安脑平冲方对脑出血大鼠神经功能和脑神经细胞线粒体功能障碍的改善作用。 方法　 采用自体血注

入法建立大鼠脑出血模型， 设置假手术组、 模型组、 中药组 （７􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 安脑平冲方）、 西药组 （５􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 依达拉奉

右莰醇）、 抑制剂组 （１０ μｇ ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ⁃５２７） 和抑制剂＋中药组 （１０ μｇ ＥＸ⁃５２７＋７􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 安脑平冲方）。 给药

３ ｄ后采用 ｍＮＳＳ 法评估脑出血大鼠神经功能， 尼氏染色观察脑组织病理形态， 采用试剂盒检测脑组织 ＭＤＡ、 ８⁃
ＯＨｄＧ、 ＡＴＰ 水平及线粒体呼吸链复合物 （复合物 １、 ３、 ４）、 抗氧化酶 （ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ） 活性， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测脑组织 ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ４、 ＳＩＲＴ１、 ｐ⁃ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１、 Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ 蛋白表达， 免疫荧光法检测脑组织

ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 荧光强度。 结果 　 与假手术组比较， 模型组大鼠出血周围脑组织损伤严重， 氧化应激 （ＭＤＡ、 ８⁃
ＯＨｄＧ） 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线粒体功能 （ＡＴＰ、 复合物 １、 ３、 ４）、 抗氧化酶 （ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ） 活性降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 抗氧化酶 （ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、 ＣＡＴ） 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 中药组和西药组大鼠神经功能缺损评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 神经元损伤减少， ＭＤＡ、 ８⁃ＯＨｄＧ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＴＰ 水平及复合物 １、 ３、 ４、 ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、
ＣＡＴ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＩＲＴ１、 ｐ⁃ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而抑制剂组和抑制剂＋中药组以上指标均无明显变化。 结论　 安脑平冲方能改善脑

出血大鼠神经功能损伤， 减轻脑内线粒体功能障碍和氧化应激损伤， 其机制可能与调控 ＳＩＲＴ１⁃ＦＯＸＯ１ 信号转导， 进

而促进抗氧化酶活性和表达有关。
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ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＩＲＴ１⁃ＦＯＸＯ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，
ｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ａｎｎａｏ Ｐｉｎｇｃｈｏｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ； ＳＩＲＴ１⁃ＦＯＸＯ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ；
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 脑出血是指脑组织内部血管破裂出血导致的急

性脑损伤， 占全部中风疾病的 ２７％ ， 具有发病急、
病情严重的特点， １ 个月内病死率为 ４０％ ， １ 年内

生存率仅为 ４６％ ［１⁃２］， 本病主要依靠手术治疗， 但

由于神经元的不可再生性， 神经功能恢复面临严峻

挑战。 出血后引发的继发性脑损伤可导致神经元持

续受损， 加重神经功能缺损， 但目前尚无有效药物

能抑制该过程的发生与进展［３］。 线粒体功能障碍

是脑出血后继发性脑损伤及神经元死亡的重要病理

机制， 它会产生过量活性氧并直接破坏细胞结构，
导致后者死亡［４］， 故抑制神经元氧化应激是脑出

血后继发性脑损伤早期治疗中的有效策略。
细胞内 ＦＯＸＯ１ 参与应激、 增殖、 凋亡、 代谢

等多种生物过程的调控［５］， 它可通过促进 ＳＯＤ 等

抗氧化酶表达， 从而减轻氧化应激对神经细胞的损

伤［６］。 ＳＩＲＴ１ 是一种去乙酰化酶， 可直接调控

ＦＯＸＯ１ 的转录活性和稳定性［７］， 在脑出血中激活

后可减轻神经元氧化应激， 发挥神经保护作用［８］，
但其是否通过 ＦＯＸＯ１⁃抗氧化酶通路来实现尚待进

一步研究。

安脑平冲方具有良好的临床疗效， 呈现抗氧

化、 抗凋亡作用［９］， 但具体机制尚不明确。 本研

究通过建立脑出血大鼠模型， 探讨安脑平冲方是否

通过调控 ＳＩＲＴ１⁃ＦＯＸＯ１ 通路来减轻氧化应激， 促

进神经功能恢复。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＥＧＡＴＯ１３０ 脑立体定位仪、 微量注射泵

（美国 ＫＤ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； １７１０ＲＮ 微量进样器 （瑞
士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司）； Ｅｎｓｐｉｒｅ 多功能酶标仪 （美国

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公 司）； ＳＴＰ⁃１２０ 自 动 组 织 干 燥 机、
ＨＭ ３２５切片机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
ＢＸ４３ 光学显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＧｅｌＶｉｅｗ
６０００Ｐｒｏ Ⅱ多功能图像工作站 （广州博鹭腾生物科

技有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 安脑平冲方由龙骨 ３０ ｇ、 牡蛎

３０ ｇ、 川牛膝 １５ ｇ、 白蒺藜 １２ ｇ、 钩藤 １２ ｇ、 泽泻

１２ ｇ、 白芍 １２ ｇ、 栀子 １２ ｇ、 牡丹皮 １２ ｇ、 黄芩

１２ ｇ、 大黄 ９ ｇ、 甘草 ６ ｇ 组成， 均购自湖南中医药

大学第一附属医院； 依达拉奉右莰醇注射液 （国
药准字 Ｈ２０２００００７） 购自先声药业有限公司；
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ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ⁃５２７ （货号 ＩＥ０６５０） 购自北京索

莱宝科技有限公司。 ＭＤＡ、 ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ 检测

试剂盒、 尼氏染色试剂盒 （北京索莱宝科技有限

公司， 货号 ＢＣ００２５、 ＢＣ０１７５、 ＢＣ０２０５、 ＢＣ１１９５、
Ｇ１４３４）； ８⁃ＯＨｄＧ 检测试剂盒 （江苏艾迪生生物科

技有限公司， 批号 ２３０２Ｒ３０）； 线粒体呼吸链复合

物 １、 ３、 ４、 ＡＴＰ 检测试剂盒 （武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司， 货号 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ１４９⁃Ｍ、 Ｅ⁃ＢＣ⁃
Ｋ１５１⁃Ｍ、 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ１５２⁃Ｍ、 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｆ００２）； ＲＩＰＡ 裂解

缓冲液 （武汉博士德生物工程有限公司， 货号

ＡＲ０１０５⁃１００）； ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒 （合肥白鲨生

物科技有限公司， 货号 ＢＬ５２１Ａ）； ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、
ＣＡＴ、 ＧＰＸ４、 ＦＯＸＯ１、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （武汉三鹰生

物技术有限公司， 货号 １０２６９⁃１⁃ＡＰ、 ２４１２７⁃１⁃ＡＰ、
２１２６０⁃１⁃ＡＰ、 ６７７６３⁃１⁃Ｉｇ、 １８５９２⁃１⁃ＡＰ、 ６０００４⁃１⁃
Ｉｇ）； ＳＩＲＴ１ 抗 体 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ａｂ１１０３０４）； ｐ⁃ＳＩＲＴ１、 Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ 抗体 （江苏亲科

生物研究中心有限公司， 货号 ＡＦ３４７４、 ＡＦ２０３５）；
荧光二抗 （美国 Ｊａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ 公司， 批

号 １１５⁃６０５⁃００３ ／ １１１⁃５４５⁃００３）； 含 ＤＡＰＩ 抗荧光衰

减封片剂 （美国 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ 公司， 批号 ０１００⁃
２０）。
１􀆰 ３　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 ２８０～３２０ ｇ， 购

自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 ［实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４］， 饲养于湖

南中医药大学第一附属医院医学创新实验中心

［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （湘） ２０２０⁃００１０］，
饲养环境温度 （２４±２）℃， 相对湿度 ５０％ ～ ７０％ ，
光照 １２ ｈ ／黑暗 １２ ｈ， 自由摄食饮水。 研究方案经

湖南中医药大学第一医院实验动物伦理委员会批准

（批准号 ＺＹＦＹ２０２３１１１０⁃１４８）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备　 取安脑平冲方组方药材， 加水煎

煮后浓缩至生药量 １􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ。 ＥＸ⁃５２７ 先用 ＤＭＳＯ 溶

解， 制成储备液， 然后依次加入 ＰＥＧ３００、 吐温⁃８０ 和

ＰＢＳ， 混合均匀， 比例为 １０％ ∶ ４０％ ∶ ５％ ∶ ４５％ ， 得

到 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液； 对照溶剂不含 ＥＸ５２７， 制备方法

同上。
２􀆰 ２　 脑出血模型建立　 大鼠麻醉后， 于心尖搏动

最强处取 ５０ μＬ 心脏动脉血， 以俯卧位固定于立体

定位仪上， 调整脑立体定位仪使门齿沟水平低于耳

间线水平 ２􀆰 ４ ｍｍ， 前后囟基本保持在同一水平线

上， 头顶常规备皮消毒， 切开颅顶皮肤充分暴露前

囟、 冠状缝， 由前囟位置开始， 定位于冠状缝前

０􀆰 ５ ｍｍ、 中线左旁开 ３ ｍｍ 处， 用钻孔针钻透颅

骨， 开一直径约 ２ ｍｍ 的小孔， 垂直向下进针。 从

颅骨面开始计算， 进针 ６ ｍｍ 到达尾状核处， 使用

微量注射泵和微量进样器先匀速注入 ５ μＬ ＥＸ⁃５２７
溶液或对照溶剂， 再匀速注入 ５０ μＬ 自体血， 体积

流量 ５ μＬ ／ ｍｉｎ， 注完后留针 １０ ｍｉｎ， 退针 ２ ｍｍ，
再留针 ４ ｍｉｎ 后退针， 缝合切口并消毒。 假手术

组、 模型组、 中药组和西药组注入对照溶剂， 抑制

剂组和抑制剂＋中药组注入 ＥＸ５２７ 溶液， 假手术组

不注血。
２􀆰 ３　 分组及给药　 大鼠适应性饲养 １ 周后， 随机

分为假手术组 （生理盐水， 灌胃）、 模型组 （生理

盐水， 灌胃）、 中药组 （７􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 安脑平冲方， 灌

胃）、 西药组 （５􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 依达拉奉右莰醇， 腹腔

注射）、 抑制剂组 （生理盐水， 灌胃） 和抑制剂＋
中药组。 造模苏醒后给药 １ 次， 之后每天灌胃 ２ 次

或腹腔注射 １ 次， 给药 ３ ｄ、 末次给药 ２ ｈ 后取材。
安脑平冲方、 依达拉奉右莰醇给药剂量均通过人与

大鼠体质量比进行换算， 即脑出血患者 １ ｄ 的剂

量， 并且前期研究发现， 安脑平冲方疗效不具有剂

量依赖性， 因此本研究采用正常的单倍剂量进行

实验［９⁃１０］。
２􀆰 ４　 神经功能评分　 采用改良神经功能缺损评分

（ｍＮＳＳ） 评估脑出血大鼠的神经功能缺损， 其中

运动功能检测包括提尾实验和行走实验， 最高 ６
分； 感觉功能检测包括放置实验和本体感觉实验，
最高 ２ 分； 平衡木实验最高 ６ 分； 反射和异常运动

包括耳廓反射、 角膜反射、 惊恐反射、 癫痫抽搐肌

张力障碍等， 最高 ４ 分， 分别在脑出血诱导后 ６、
２４、 ４８、 ７２ ｈ 进行。 ｍＮＳＳ 评分范围为 ０ ～ １８ 分，
分值越高， 神经功能缺损越严重， 在造模后 ６ ｈ 首

次进行， 结果为 ８ 分者纳入本实验。
２􀆰 ５　 氧化应激指标、 线粒体呼吸链复合物活性、
ＡＴＰ、 抗氧化酶活性检测 　 脑组织加入对应提取

液， 冰浴匀浆裂解， 离心， 取上清液， 按照试剂盒

说明书， 采用多功能酶标仪检测 ＭＤＡ、 ８⁃ＯＨｄＧ、
ＡＴＰ 水平及线粒体呼吸链复合物 １、 ３、 ４， ＳＯＤ，
ＣＡＴ， ＧＰＸ 活性。
２􀆰 ６　 尼氏染色观察脑组织结构 　 脑组织在 ４％ 多

聚甲醛中固定 ３ ｄ， 采用自动组织脱水机脱水， 石

蜡包埋组织， 切片机切取 ５ μｍ 冠状面切片， 常规

脱蜡复水， 按照尼氏染色试剂盒说明书进行染色，
在光学显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织蛋白表达　 收集出
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血的纹状体脑组织， 在冰上剪碎， 预冷 ＰＢＳ 冲洗，
离心后取沉淀， 加入 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液匀浆， 冰浴

裂解 ３０ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清，
采用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度， 凝胶电

泳分离总蛋白， 转移至 ＰＶＤＦ 膜， 加入 ５％ 脱脂牛

奶室温封闭 １ ｈ， 再加入一抗 ＳＯＤ１ （１ ∶ ２０ ０００）、
ＳＯＤ２ （１ ∶ ２０ ０００）、 ＣＡＴ （ １ ∶ ８ ０００）、 ＧＰＸ４
（１ ∶ ２ ０００）、 ＳＩＲＴ１ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ＳＩＲＴ１ （１ ∶
１ ０００）、 ＦＯＸＯ１ （ １ ∶ ５ ０００ ）、 Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ （ １ ∶
１ ０００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ２００ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 次

日采用 ＴＢＳＴ 洗涤， 加入辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）
结合的二抗， 室温孵育 １ ｈ， 滴加增强化学发光试

剂， 采用多功能图像工作站进行显影。
２􀆰 ８　 免疫荧光染色检测脑组织 ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 表

达　 取脑组织石蜡切片， 脱蜡复水后进行抗原修

复， ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通透 ３０ ｍｉｎ， ３％ 牛血清白

蛋白封闭 ３０ ｍｉｎ， 加入一抗 ＳＩＲＴ１ （１ ∶ １ ０００）、
ＦＯＸＯ１ （１ ∶ ５００）， ４ ℃孵育过夜， 次日采用 ＰＢＳ
缓冲液对切片进行清洗， 加入荧光二抗 （ １ ∶
５００）， ３７ ℃避光孵育 １ ｈ， 再次洗片后晾干， 以含

ＤＡＰＩ 的抗荧光衰减封片剂进行封片， 在激光共聚

焦显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ９　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进

行处理， 符合正态性检验的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表

示， 方差齐性者组间比较采用单因素方差分析， 进

一步两两比较采用 Ｔｕｒｋｅｙ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 安脑平冲方对脑出血大鼠神经功能的影响　 随着

时间延长， 脑出血大鼠神经功能缺损评分呈降低趋

势； 在 ４８、 ７２ ｈ， 中药组和西药组神经功能缺损评

分低于模型组、 抑制剂组和抑制剂＋中药组 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 提示安脑平冲方和依达拉奉右莰醇能促进

脑出血大鼠神经功能恢复， 而 ＳＩＲＴ１ 抑制剂抑制了

安脑平冲方恢复作用， 见图 １。
３􀆰 ２　 安脑平冲方对脑出血大鼠神经细胞的影响　 假手

术组大鼠神经元胞体形态及尼氏小体正常， 胞体饱

满， 分布均匀； 模型组、 抑制剂组和抑制剂＋中药

组大鼠出血周围脑组织出现水肿， 细胞排列紊乱，
胞体缩小， 细胞核固缩， 尼氏小体聚团皱缩， 出血

周围损伤面积较大； 中药组和西药组大鼠出血周围

脑组织水肿少， 细胞损伤轻， 出血周围损伤面积

小， 并且中药效果优于西药， 见图 ２。
３􀆰 ３　 安脑平冲方对脑出血大鼠脑组织氧化应激的

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

中药组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠神经功能缺损评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

注： 红色箭头指向脑出血区域， 黑色箭头指向尼氏小体聚团

皱缩。

图 ２　 各组大鼠脑组织尼氏染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （×２００）

影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠脑组织 ８⁃
ＯＨｄＧ、 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 中药组和西药组大鼠脑组织 ８⁃ＯＨｄＧ、 ＭＤＡ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与中药组比较， 抑制剂组和抑

制剂＋中药组大鼠脑组织 ８⁃ＯＨｄＧ、 ＭＤＡ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与抑制剂组比较， 抑制剂＋中药组大

鼠脑组织 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ８⁃ＯＨｄＧ 水

平有降低趋势， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
见图 ３。
３􀆰 ４　 安脑平冲方对脑出血大鼠脑组织线粒体功能

的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠脑组织呼吸

链复合物 １、 ３、 ４ 活性和 ＡＴＰ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 中药组和西药组大鼠脑组

织复合物 １、 ３、 ４ 活性及 ＡＴＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与中药组比较， 抑制剂组和抑制剂＋中
药组大鼠脑组织复合物 １、 ３、 ４ 活性及 ＡＴＰ 水平
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注： 与假手术比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与中

药组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与抑制剂组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组大鼠脑组织 ８⁃ＯＨｄＧ、 ＭＤＡ 水平比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ８⁃ＯＨｄＧ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与中药组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠脑组织线粒体呼吸链复合物活性和 ＡＴＰ
水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＡＴＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ５　 安脑平冲方对脑出血大鼠脑组织抗氧化酶的

影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠脑组织 ＳＯＤ、
ＣＡＴ、 ＧＰＸ 活性和 ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、 ＣＡＴ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 中药组

和西药组大鼠脑组织 ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ 活性和

ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、 ＣＡＴ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与中药组比较， 抑制剂和抑制剂＋中药组

大鼠 脑 组 织 ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ 活 性 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ５～６。

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与中

药组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠脑组织 ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ 活性比较 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＯＤ， ＣＡＴ ａｎｄ ＧＰＸ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ６　 安脑平冲方对脑出血大鼠脑组织 ＳＩＲＴ１、 ｐ⁃
ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１、 Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ 表达的影响 　 与假手

术组比较， 模型组大鼠脑组织 ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 蛋白

表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
中药组和西药组大鼠脑组织 ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与中药组比较， 抑

制剂组和抑制剂 ＋ 中药组大鼠脑 组 织 ＳＩＲＴ１、
ＦＯＸＯ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７～８。

与模型组比较， 中药组和西药组大鼠脑组织

ｐ⁃ＳＩＲＴ１ 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ａｃ⁃
ＦＯＸＯ１ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与中药组

比较， 抑制剂组和抑制剂＋中药组大鼠脑组织 ｐ⁃
ＳＩＲＴ１ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
４　 讨论

线粒体作为细胞能量中心， 在脑出血后发生功
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注： 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与中药组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组大鼠脑组织 ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ４ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＯＤ１， ＳＯＤ２， ＣＡＴ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与中药组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠脑组织 ＳＩＲＴ１、 ｐ⁃ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１、 Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＩＲＴ１， ｐ⁃ＳＩＲＴ１， ＦＯＸＯ１ ａｎｄ Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ ｉｎ

ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 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； 与中药组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。
图 ８　 各组大鼠脑组织 ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 蛋白荧光强度比较 （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ａｎｄ ＦＯＸＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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能障碍， 呼吸链和膜电位受损， 导致能量生成障

碍， 大量产生超氧化物等活性氧， 破坏细胞内氧化

还原平衡， 损伤生物大分子， 加剧细胞死亡［１１⁃１２］。
在继发性脑损伤中， 活性氧通过促炎、 破坏血脑屏

障等机制来损害中枢神经系统， 阻碍神经修复［１３⁃１４］。
研究表明， 褪黑素或依达拉奉等抗氧化剂可抑制氧

化应激， 改善线粒体功能， 从而减轻神经损伤， 促

进功能恢复［１５］。 本研究也证实， 依达拉奉及安脑

平冲方具有类似保护作用。
抗氧化酶 ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＰＸ 等能清除过量活性

氧， 从而保护线粒体功能， 维持细胞内氧化还原平

衡［１６］。 同时， ＳＯＤ 能调节 ＧＳＫ⁃３β、 Ｄｒｐ１ 相关通

路， 通过减少线粒体分裂和细胞色素 Ｃ 产生来减

轻线粒体功能障碍引起的细胞损伤［１７］。 本研究发

现， 安脑平冲方通过提升抗氧化酶 （不含 ＧＰＸ４）
活性与表达， 从而缓解了脑组织氧化应激； 该方虽

增强了 ＧＰＸ 总活性， 但未改变其亚型 ＧＰＸ４ 表达，
可能与不同同工酶的亚细胞定位差异有关， ＧＰＸ４
通常定位在线粒体中［１８］， 而其他 ＧＰＸ 同工酶可能

在细胞质或其他位置中发挥作用。
ＳＩＲＴ１ 是一种去乙酰化酶， 主要通过去乙酰化

修饰蛋白质来调控细胞内生理功能［１９］。 磷酸化修

饰后的 ＳＩＲＴ１ 增加了 Ａｃ⁃ＦＯＸＯ１ 的去乙酰化修饰，
形成活性 ＦＯＸＯ１［２０］， 从而促进抗氧化酶的基因转

录和蛋白表达， 参与调控细胞的氧化应激反应和抗

氧化防御［２１⁃２２］。 本研究结果显示， 安脑平冲方通

过上调 ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 表达， 促进 ＳＩＲＴ１ 磷酸化及

ＦＯＸＯ１ 去乙酰化， 从而增强抗氧化酶活性， 减轻

脑出血后脑损伤； 使用 ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ５２７ 后该

方疗效减弱， 表明其神经保护作用依赖于 ＳＩＲＴ１ 信

号通路。 值得注意的是， ＳＩＲＴ１ 激活剂白藜芦醇是

安脑平冲方中白蒺藜所含成分， 可通过 ＳＩＲＴ１ ／
ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路来激活 ＦＯＸＯ１， 从而改善线粒体功

能［２３］， 可能是大鼠给予安脑平冲方干预后其脑组

织 ＳＩＲＴ１、 ＦＯＸＯ１ 表达增加的重要原因。
安脑平冲方是根据 “冲脉” 理论创制的临床

经验方， 临床疗效确切［２４］， 具有抗炎、 抗脑水肿

作用［１０］。 方中白藜芦醇［２３］、 甘草酸［２５］、 黄芩

苷［２６］、 芍药苷［２７］ 等成分能增加 ＳＩＲＴ１ 活性和表

达， 从而缓解细胞炎症和氧化应激； 黄芩苷、 芍药

苷、 钩藤碱等成分能减轻脑出血后线粒体损伤和铁

沉积， 抑制细胞氧化应激， 从而发挥神经保护

作用［２８⁃３０］。
综上所述， 脑出血后脑组织神经元存在明显的

氧化应激反应， 而安脑平冲方能明显改善脑出血大

鼠神经功能缺损， 并抑制神经元线粒体功能障碍导

致的脑内氧化应激损伤， 其机制与 ＳＩＲＴ１⁃ＦＯＸＯ１
信号通路激活后促进抗氧化酶活性和表达有关， 可

能是该方防治脑出血的重要分子机制， 为中医药防

治相关疾病的多通路、 多靶点研究和临床应用提供

了实验依据。
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