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摘要： 目的　 探讨补阳还五汤通过小窝蛋白⁃１ （Ｃａｖ⁃１） 抑制铁死亡对脑缺血后小鼠的神经保护作用。 方法　 将雄性

Ｃａｖ⁃１ 敲除 （ＫＯ） 及同源野生型 （ＷＴ） 小鼠分别随机分为假手术组、 模型组、 补阳还五汤组 （１８ ５ ｇ ／ ｋｇ）， 采用大

脑中动脉栓塞 （ＭＣＡＯ） 复制脑缺血模型， 给药干预 ７ ｄ 后， 对小鼠进行神经行为学评分以评估神经功能缺损情况，
ＨＥ 及尼氏染色观察脑皮层形态结构， 透射电镜下观察线粒体结构， 采用生化试剂盒检测脑组织总铁、 谷胱甘肽

（ＧＳＨ）、 丙二醛 （ＭＤＡ） 水平和超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性， 免疫组化及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测铁死亡相关分子谷胱甘

肽过氧化物酶 ４ （ＧＰＸ４） 的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 ＷＴ 小鼠脑缺血后表现为神经功能缺损明显， 神经元及线粒体

损伤严重， 伴随铁及 ＭＤＡ 水平增加， 而 ＧＳＨ 水平、 ＳＯＤ 活性及 ＧＰＸ４ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低； 补阳还五汤可促进神

经功能恢复， 并且降低脑内总铁及 ＭＤＡ 水平， 增加脑内 ＧＳＨ 水平、 ＳＯＤ 活性及 ＧＰＸ４ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达。 然而， 与

ＷＴ 模型组比较， Ｃａｖ⁃１ ＫＯ 脑缺血小鼠表现出更严重的神经功能受损、 神经元损伤及铁死亡程度， 并且 Ｃａｖ⁃１ 缺失在

一定程度上逆转补阳还五汤对脑缺血的改善作用。 结论　 补阳还五汤可能通过 Ｃａｖ⁃１ 抑制神经元铁死亡， 减轻脑缺血

诱导的铁死亡。
关键词： 补阳还五汤； 脑缺血； Ｃａｖ⁃１； 铁死亡； ＧＰＸ４
中图分类号： Ｒ２８５ ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０２⁃０６０５⁃０６
ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８ ２０２４ ０２ ０４２

　 　 脑缺血为一种常见的脑血管疾病， 是全球致死和成人

致残的主要原因， 严重威胁人类的健康， 给患者及其家庭、
社会带来沉重的经济负担［１］ ， 但目前仍缺乏有效的治疗手

段， 因此进一步阐明脑缺血后病理机制以及开发有效的神
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经保护制剂成为目前亟需解决的问题。 研究表明铁死亡参

与脑缺血病理过程并加重脑组织损伤， 而使用铁死亡抑制

剂可改善脑缺血预后［２］ 。 Ｃａｖ⁃１ 为位于细胞膜表面质膜凹

陷， 是胞膜窖 （ｃａｖｅｏｌａｅ） 的标志性蛋白和功能蛋白， 为体

内外细胞信号转导枢纽。 既往研究发现 Ｃａｖ⁃１ 可调控铁死

亡而发挥作用； Ｃａｖ⁃１ 抑制铁死亡减轻急性肝炎小鼠肝细胞

损伤［３］ ； Ｔａｎｇ 等［４］发现 Ｃａｖ⁃１ 可抑制神经元铁死亡， 从而

改善认知功能。
补阳还五汤作为治疗脑缺血的经典名方， 其疗效性和

安全性已得到充分证明［５⁃７］ 。 课题组前期研究发现， 补阳还

五汤可通过 Ｃａｖ⁃１ 发挥抗脑缺血损伤作用［８⁃９］ ， 但是补阳还

五汤是否通过 Ｃａｖ⁃１ 调控铁死亡而发挥抗缺血作用， 目前

仍不清楚。 因此， 本研究拟以 Ｃａｖ⁃１ ＫＯ 和同源 ＷＴ 小鼠作

为研究对象， 采用 ＭＣＡＯ 法复制脑缺血模型， 观察补阳还

五汤对脑缺血小鼠病理形态以及铁死亡相关分子的影响，
研究其可能的作用机制。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＫＯ （Ｃａｖ⁃１－ ／ － ） 与同源 ＷＴ （Ｃａｖ⁃
１＋ ／ ＋） Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， ６～ ８ 周龄， 体质量 ２５ ～ ３０ ｇ。 Ｃａｖ⁃１
杂合子 （Ｃａｖ⁃１＋ ／ － ） 小鼠引种自江苏集萃药康生物科技股

份有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１８⁃
０００８］， 饲养于湖南中医药大学第一附属医院 ＳＰＦ 级动物

房 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （湘） ２０２０⁃００１０） ］，
小鼠子代经 ＰＣＲ 鉴定为 ＫＯ 与同源 ＷＴ 小鼠后纳入实

验［１０］ 。 本实验经湖南中医药大学第一附属医院实验动物伦

理委员会批准 （伦理号 ＺＹＦＹ２０２２１１１１⁃０４）。
１ ２　 药物　 黄芪饮片 （批号 ＣＫ２１１１０８０７）、 赤芍饮片 （批
号 ＣＫ２１１１１７０３）、 川芎饮片 （批号 ２１０８２２１）、 桃仁饮片

（批号 ２０２００５０４０２）、 当归饮片 （批号 ＴＨ２１１１１７１１）、 地龙

饮片 （批号 ２１０９１４２） 及红花饮片 （批号 ２１０９２２３） 均购自

湖南中医药大学第一附属医院， 并经本院中心实验室中药

药效物质基础平台龙红萍副研究员鉴定为正品。
１ ３　 试剂　 组织铁测定试剂盒 （货号 Ａ０３９⁃２⁃１）、 还原型

谷胱甘肽测定试剂盒 （货号 Ａ００６⁃１⁃１）、 丙二醛测定试剂

盒 （货号 Ａ００３⁃１⁃２） 及超氧化物歧化酶测定试剂盒 （货号

Ａ００１⁃３） 均购自南京建成生物工程研究所； 动物 ＲＮＡ 抽提

取试 剂 盒 （ 货 号 Ｒ００２ ）、 ｃＤＮＡ 合 成 试 剂 盒 （ 货 号

Ｒ７１７０Ｍ） 及 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （货号 Ｄ７２６０） 均购自

上海碧云天生物技术有限公司； ＧＰＸ４ 多克隆抗体 （货号

１４４３２⁃１ＡＰ） 购自武汉三鹰生物技术有限公司； ＨＲＰ⁃山羊

抗兔 ＩｇＧ （货号 ＢＡ１０５４） 购自武汉博士德生物工程有限

公司。
１ ４　 仪器　 智能组织切片成像系统 （美国 Ａｋｏｙａ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
公司， 型号 Ｖｅｃｔｒａ３）； 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司， 型号 Ｒｅａｌｐｌｅｘ２）； 梯度 ＰＣＲ 扩增仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司， 型号 Ｔ１００）； 电镜 （日本日立公司， 型号 ＨＴ７７００）；
多功能酶标仪 （美国赛默飞公司， 型号 Ｅｎｓｐｉｒｅ）； 高速冷

冻离心机 （德国 Ｈｅｒｍｌｅ 公司， 型号 Ｚ３２ＨＫ）。

２　 方法

２ １　 补阳还五汤制备 　 将黄芪、 当归、 赤芍、 地龙、 川

芎、 桃仁和红花按 １２０ ∶ ６ ∶ ４ ５ ∶ ３ ∶ ３ ∶ ３ ∶ ３ 比例混合，
加入 ５ 倍体积量蒸馏水浸泡 １ ｈ， 先武火煎 ０ ５ ｈ， 然后文

火煎 １ ５ ｈ， 用三层纱布过滤药液； 再次加入 ３ 倍体积量蒸

馏水， 用上述方法煎煮及过滤， 最后将 ２ 次滤液混匀， 使

用旋转蒸发仪将药液浓缩至生药量 ２ ｇ ／ ｍＬ。 浓缩液经课题

组前期 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦＭＳ 检测出 ２１ 种成分， 其中黄芪甲苷

Ⅳ、 芒柄花素、 阿魏酸、 芍药内酯苷质量浓度分别为

７８ １、 ４６ ７、 ４５ ６、 ４６８ ４ μｇ ／ ｍＬ［１１］ 。
２ ２　 ＭＣＡＯ 模型建立　 采用改良的大脑中动脉栓塞法制备

脑缺血模型［１２］ ， 小鼠术前禁食 １２ ｈ， 腹腔注射 １％ 戊巴比

妥钠麻醉后固定小鼠， 切开皮肤， 钝性分离左侧颈总、 颈

内、 颈外动脉， 结扎颈总动脉及颈外动脉， 于颈总动脉近

心端剪一小切口， 将线栓经切口处送入颈内动脉， 当线栓

上黑色标记点恰好位于颈总动脉分叉口时固定线栓， 消毒

并缝合皮肤。 假手术组小鼠仅切开皮肤并分离血管， 随后

缝合皮肤。 小鼠麻醉清醒后 ２ ｈ， 参照 Ｌｏｎｇａ 法［１３］ 对小鼠

进行神经行为学评分， 评分为 １～３ 分者纳入研究对象。
２ ３　 分组和给药　 将 ＫＯ 和同源 ＷＴ 小鼠分别随机分为假

手术组、 模型组和补阳还五汤组， 每组 １８ 只。 补阳还五汤

组于造模后 １ ｄ 灌胃给予补阳还五汤， 根据课题组前期研

究基础［８，１４］ ， 确定其给药质量浓度为 １８ ５ ｇ ／ ｋｇ， 其余各组

灌胃等量蒸馏水， 连续灌胃 ７ ｄ。
２ ４　 取材　 末次灌胃给药 １ ｈ 后， 每组随机选取 ６ 只小鼠

进行神经功能评分。 然后麻醉处死全部小鼠留取脑组织，
随机选取 ６ 只用于病理形态学及免疫组化等指标检测； ６
只用于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测； 其余 ６ 只用于相关试剂盒相关指标

的检测。
２ ５　 神 经行 为 学 评 分 　 采用改良神经功能缺损评分

（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｃｏｒｅ， ｍＮＳＳ） 对小鼠神经功能

缺损进行评估［１５］ ， 该评分内容涉及感觉、 运动及反射等方

面， 总分为 １８ 分， ０ 分代表无神经功能缺损， 评分越高，
说明神经损伤越严重。
２ ６　 ＨＥ 染色观察脑组织病理变化 　 取全脑于 ４％ 多聚甲

醛中浸泡、 固定， 常规脱水、 石蜡包埋、 切片、 烤片， 然

后脱蜡至水， 以苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色后自来水冲水，
脱水透明后封片， 使用智能组织切片成像系统进行全片扫

描， 随机选取皮质缺血区域内 ３ 个不同区域拍照并保存

图片。
２ ７　 尼氏染色观察神经元结构　 将脑组织石蜡切片脱蜡至

水， 然后使用尼氏染液进行染色， 脱水透明后封片， 使用

智能组织切片成像系统进行全片扫描， 随机选取皮质缺血

区域内 ３ 个不同区域拍照并保存图片。
２ ８　 透射电镜观察脑组织线粒体结构　 冰上取缺血侧皮层

脑组织块约 １ ｍｍ３， 然后立即置于电镜固定液中避光固定，
４ ℃过夜， 经室温脱水、 渗透包埋、 聚合、 超薄切片、 染

色， 在透射电子显微镜下观察线粒体形态， 并采集图像。
６０６
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２ ９　 脑组织铁、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性检测 　 准确

称取 ２５ ｍｇ 缺血侧皮层脑组织， 加入 ９ 倍量生理盐水， 冰

水浴条件下匀浆， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液待测。
根据 ＢＣＡ 试剂盒说明书测定蛋白浓度， 按照组织铁、
ＧＳＨ、 ＭＤＡ 以及 ＳＯＤ 试剂盒说明书进行检测， 并根据试剂

盒提供的公式计算脑组织铁、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ
活性。
２ １０　 免疫组化法检测脑组织 ＧＰＸ４ 蛋白表达 　 取全脑组

织石蜡切片， 依次脱蜡至水、 热抗原修复及封闭， 分别加

入 ＧＰＸ４ 一抗 （１ ∶ １００） ４ ℃孵育过夜， 滴加含 ＨＲＰ 的二

抗， 室温避光孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 冲洗后封片。 使用智能组织切

片成像系统进行全片扫描， 随机选取缺血区域 ３ 个不同视

野拍照并保存照片， 运用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件计算其蛋白

表达量。
２ １１　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测脑组织 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达　 称取 ２０
ｍｇ 缺血侧脑组织置于 １ ５ ｍＬ 离心管中， 迅速加入预冷裂

解液 ３００ μＬ， 匀浆， 通过离心柱法抽提 ＲＮＡ， 然后将 ＲＮＡ
逆转录为 ｃＤＮＡ， 在荧光定量系统中采用两步法进行 ＰＣＲ
扩增， ＰＣＲ 扩增程序为 ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ，
６０ ℃退火 ／延伸 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 熔解曲线反应条件为

９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ。 引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司设计并合成， 序列见表 １。 以 β⁃ａｃｔｉｎ
作为内参基因， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 相对表达。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣ ７０

反向 ＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧ
ＧＰＸ４ 正向 ＡＴＡＡＧＡＡＣＧＧＣＴＧＣＧＴＧＧＴＧＡＡＧ ８２

反向 ＴＡＧＡＧＡＴＡＧＣＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＣＴＴＣ

２ １２　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行处理，
符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用

方差分析， 随后采用 Ｔｕｒｋｅｙ 进行事后检验。 Ｐ＜０ ０５ 表示

差异有统计学意义。
３　 结果

３ １　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ － 脑缺血小鼠神经行为学评分的

影响　 与同基因型假手术组比较， ＷＴ 和 ＫＯ 模型组小鼠神

经行为学评分升高 （ Ｐ ＜ ０ ０１）； 与同基因型模型组比

　 　 　 　 　

较， ＷＴ 和 ＫＯ 补阳还五汤组小鼠神经行为学评分降低

（Ｐ＜０ ０１）； ＫＯ 模型组神经行为学评分高于 ＷＴ 模型组

（Ｐ＜０ ０５）， ＫＯ 补阳还五汤组神经行为学评分高于 ＷＴ 补

阳还五汤组 （Ｐ＜０ ０１）， 见表 ２。
表 ２　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ －脑缺血小鼠神经行为学评分的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
神经行为学评分 ／ 分

ＷＴ ＫＯ
假手术组 ０ ０
模型组 ６ １７±０ ６９∗∗ ７ ５±０ ５５∗∗◇

补阳还五汤组 ０ ６７±０ ５２△△ ３ ８３±１ １７△△＃＃

　 　 注： 与同基因型假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与同基因型模型组

比较，△△Ｐ＜０ ０１； 与 ＷＴ 模型组比较，◇Ｐ＜０ ０５； 与 ＷＴ 补阳还五

汤组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ２　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ － 脑缺血小鼠脑组织病理形态的

影响　 ＨＥ 染色结果显示， 与同基因型假手术组比较， ＷＴ、
ＫＯ 模型组小鼠缺血侧皮质神经元排列不规整， 细胞间隙增

宽、 水肿， 存在空泡， 细胞核出现固缩， 甚至核碎裂； 与

同基因型模型组比较， ＷＴ、 ＫＯ 补阳还五汤组小鼠缺血侧

皮质神经元排列相对规整， 细胞间隙减小， 核仁较清晰；
与 ＷＴ 模型组比较， ＫＯ 模型组小鼠缺血侧皮质神经元出现

大量核固缩及空泡； 与 ＷＴ 补阳还五汤组比较， ＫＯ 补阳还

五汤组小鼠缺血侧皮质神经元排列相对欠规整， 存在更多

空泡， 见图 １。 尼氏染色结果显示， 假手术组小鼠皮层神

经元结构完整， 边界清晰， 可见大量呈深蓝色颗粒或斑块

状尼氏体， 核呈蓝色； ＷＴ、 ＫＯ 模型组小鼠神经元结构紊

乱， 可见细胞肿胀， 甚至呈空泡样改变， 细胞核固缩， 甚

至核碎裂等， 尼氏体数量减少 （Ｐ＜０ ０１）； 与 ＷＴ 模型组

比较， ＫＯ 模型组表现出更严重的神经元损伤， 尼氏体数量

更少 （Ｐ＜０ ０５）； 与 ＷＴ 补阳还五汤组比较， ＫＯ 补阳还五

汤组尼神经元损伤严重， 尼氏体数量减少 （Ｐ＜０ ０１）， 见

图 ２。
３ ３　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ － 脑缺血小鼠脑组织线粒体形态

的影响　 与假手术组比较较， 模型组脑缺血区域线粒体变

小、 水肿严重， 线粒体膜密度增加， 嵴减少甚至消失， 线

粒体外膜破裂等， 其中 ＫＯ 模型组线粒体损伤更严重； 给

予补阳还五汤干预后， 线粒体形态改善， 但 ＫＯ 补阳

　 　 　 　 　 　

注： 黑色箭头代表正常细胞， 红色箭头代表异常细胞。

图 １　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ －脑缺血小鼠脑组织病理形态的影响 （ＨＥ， ×４００）
７０６
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注： 与同基因型假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与同基因型模型组比较，△△Ｐ＜０ ０１； 与 ＷＴ 模型组比较，◇Ｐ＜０ ０５； 与 ＷＴ

补阳还五汤组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ －脑缺血小鼠神经元细胞形态的影响 （尼氏染色， ×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

还五汤组线粒体形态改善不如 ＷＴ 补阳还五汤组， 仍可见

部分线粒体水肿、 线粒体嵴减少、 线粒体膜密度增加等，
见图 ３。

注： 箭头所指为线粒体。

图 ３　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ －脑缺血小鼠脑组织线粒体形态学的影响 （ｎ＝３）

３ ４　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ － 脑缺血小鼠脑组织铁水平及脂

质过氧化的影响 　 与同基因型假手术组比较， ＷＴ、 ＫＯ 模

型组小鼠脑组织 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜ ０ ０１），
ＭＤＡ 和铁水平升高 （Ｐ ＜ ０ ０１）； 与同基因模型组比较，
ＷＴ、 ＫＯ 补阳还五汤组小鼠脑内脑组织 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活

性升高 （Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１）， ＭＤＡ 和铁水平降低 （Ｐ ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 与 ＷＴ 模型组比较， ＫＯ 模型组小鼠脑组

织 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０ ０５）， ＭＤＡ 和铁水平升

高 （Ｐ＜０ ０５）； 与 ＷＴ 补阳还五汤组比较， ＫＯ 补阳还五汤

组小鼠脑组织 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＭＤＡ
和铁水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， 见图 ４。
３ ５　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ － 脑缺血小鼠脑组织 ＧＰＸ４ 蛋白

和 ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与同基因型假手术组比较， ＷＴ、
ＫＯ 模型组小鼠脑组织 ＧＰＸ４ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０ ０１）； 与同基因型模型组比较， ＷＴ、 ＫＯ 补阳还五汤组小

鼠脑组织 ＧＰＸ４ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜
０ ０１）； 与 ＷＴ 模型组比较， ＫＯ 模型组小鼠脑组织 ＧＰＸ４
蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与 ＷＴ 补阳还五汤组

比较， ＫＯ 补阳还五汤组脑组织 ＧＰＸ４ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０ ０１）， 见图 ５。
４　 讨论

脑缺血属于中医 “缺血性中风” 范畴， 病因病机多为

风、 火、 痰、 瘀等留滞经络， 气血运动不畅， 其中气虚血

瘀为其重要的病理因素［１６］ 。 补阳还五汤出自 《医林改错》，
为治疗缺血性中风气虚血瘀证的经典方剂。 该方由黄芪、
当归尾、 地龙、 川芎、 赤芍、 桃仁和红花等组成， 方中重

用黄芪为君药， 大补元气， 使气旺血行； 臣以当归尾活血

化瘀而不伤血， 佐以川芎、 赤芍、 桃仁、 红花等药物行气

活血， 地龙通络， 全方共凑益气活血通络之功效， 具有气

旺血行、 活血而不伤正等特点。 本研究表明， 补阳还五汤

能降低神经功能缺损评分， 改善缺血区域病理形态而发挥

抗脑缺血损伤作用， 说明补阳还五汤具有抗脑缺血损伤

作用。
脑缺血后病理机制复杂， 如氧化应激、 钙超载、 兴奋

性氨基酸毒性、 炎症等， 伴随凋亡、 自噬、 焦亡等多种细

胞死亡形式［１７⁃１８］ 。 铁死亡是一种非经典细胞死亡方式， 以
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注： 与同基因型假手术组比较，∗∗ Ｐ＜ ０ ０１； 与同基因型模型组比较，△Ｐ＜ ０ ０５，△△ Ｐ＜ ０ ０１； 与 ＷＴ 模型组比较，◇Ｐ＜

０ ０５； 与 ＷＴ 补阳还五汤组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ －脑缺血小鼠脑组织铁、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与同基因型假手术组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与同基因型模型组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１； 与 ＷＴ 模型组比

较，◇Ｐ＜０ ０５； 与 ＷＴ 补阳还五汤组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 补阳还五汤对 Ｃａｖ⁃１－ ／ －脑缺血小鼠脑组织 ＧＰＸ４ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

铁依赖的脂质过氧化为特征， 在脑缺血病理过程中发挥重

要作用。 ＧＰＸ４ 为铁死亡的标志性蛋白， 它以 ＧＳＨ 为底物，
将有毒的脂质过氧化物转化为无毒的脂质醇， 从而维持体

内氧化还原体系平衡［１９］ 。 既往研究表明， 脑缺血后铁水平

增加， ＧＳＨ 及 ＧＰＸ４ 水平降低， 增加脑内 ＧＰＸ４ 表达量能改

善脑缺血预后［２０］ 。 本研究发现， 模型组小鼠缺血侧脑组织

内线粒体变小， 水肿严重， 嵴减弱甚至消失， 呈典型的铁

死亡线粒体形态学变化。 脑组织铁、 ＭＤＡ 水平增加， 而

ＧＳＨ、 ＳＯＤ 和 ＧＰＸ４ 水平减少， 以上结果表明铁死亡参与脑

缺血病理过程。 补阳还五汤干预后能改善线粒体形态， 降

低脑组织铁和 ＭＤＡ 水平， 增加 ＧＳＨ、 ＳＯＤ 和 ＧＰＸ４ 水平，
提示补阳还五汤可能通过抑制神经元铁死亡而发挥抗脑缺

血损伤作用。
Ｃａｖ⁃１ 为 ｃａｖｅｏｌａｅ 的重要结构蛋白和功能蛋白， 通过其
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脚手架结构域激活下游信号分子， 广泛参与细胞增殖、 迁

移以及胞吞、 脂质代谢、 细胞信号转导等生理过程［２１］ 。
Ｃａｖ⁃１ 在脑内神经元中表达丰富， 不仅参与大脑发育， 而且

在脑缺血病理过程中发挥重要作用［２２］ 。 有研究发现， 过表

达 Ｃａｖ⁃１ 可减轻缺氧条件下海马神经元凋亡［２３］ ， 而敲除

Ｃａｖ⁃１ 会增加脑缺血小鼠的梗死面积及血脑屏障的通透性，
从而加重脑缺血［２４］ 。 本研究发现， 与 ＷＴ 模型组小鼠比较，
Ｃａｖ⁃１ ＫＯ 模型小鼠表现出更严重的神经功能缺损症状及缺

血区域神经元损伤， 这与既往研究一致。 同时， 敲除 Ｃａｖ⁃１
可在一定程度上削弱补阳还五汤的抗脑缺血损伤作用， 说

明补阳还五汤可能通过 Ｃａｖ⁃１ 发挥抗脑缺血损伤作用。 在

本研究中， 与 ＷＴ 模型组小鼠比较， Ｃａｖ⁃１ ＫＯ 小鼠脑缺血

后表现出更严重的线粒体损伤， 脑内铁和 ＭＤＡ 水平增加，
而 ＧＳＨ、 ＳＯＤ 及 ＧＰＸ４ 水平减少， 并且 Ｃａｖ⁃１ ＫＯ 能在一定

程度上逆转补阳还五汤抑制铁死亡的效果。 以上结果表明，
Ｃａｖ⁃１ 缺失能促进脑内铁死亡， 补阳还五汤可能通过 Ｃａｖ⁃１
抑制铁死亡而发挥抗缺血性脑损伤作用。

综上所述， 本研究发现 Ｃａｖ⁃１ 敲除进一步加重脑缺血

后铁死亡， 而补阳还五汤可能通过 Ｃａｖ⁃１ 抑制铁死亡而发

挥保护脑缺血的作用， 但补阳还五汤通过 Ｃａｖ⁃１ 调控铁死

亡的下游靶点不明确， 这将是课题组下一步研究的重点。
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