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通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠的保护作用 
 

闵鹤鸣 1，刘畅 2，吴楠 1，程雪 2，李健 2，李想 2，姜兴千 2，包翠芬 1*，闵连秋 2
(1.辽宁医学院基础医学院，辽

宁 锦州 121001；2.辽宁医学院附属第一医院，辽宁 锦州 121001) 

 
摘要：目的  探讨通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠的保护作用。方法  将 60 只 SD 大鼠随机分成假手术组、模型

组、通心络低、中、高剂量组(0.3，0.6，1.2 g·kg1)，每组 12 只。线栓法制作大鼠脑缺血再灌注模型，于缺血 30 min 后

再灌注，24 h 后进行神经行为学评分，采用 TTC 法测量脑梗死体积，HE 染色观察脑组织的病理改变，免疫组化法观察

Fas 蛋白的表达。结果  与模型组比较，通心络低、中、高剂量组均能显著改善大鼠的神经系统损伤症状，缩小脑梗死灶，

明显下调 Fas 蛋白的表达(P<0.01)；并且通心络高剂量组与低剂量组比较，差异具有统计学意义(P<0.05)。结论  通心络

可通过抑制 Fas 蛋白的表达，减轻脑缺血后神经功能损伤，从而保护脑组织。 
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Protective Effect of Tongxinluo Capsule on Focal Cerebral Ischemia-reperfusion Injury in Rats 
 
MIN Heming1, LIU Chang2, WU Nan1, CHENG Xue2, LI Jian2, LI Xiang2, JIANG Xingqian2, BAO Cuifen1*, 
MIN Lianqiu2(1.College of Basic Medicine, Liaoning Medical University, Jinzhou 121001, China; 2.The First Affiliated 

Hospital of Liaoning Medical University, Jinzhou 121001, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the protective effect of Tongxinluo capsule on focal cerebral ischemia-reperfusion 
injury in rats. METHODS  Sixty SD rats were randomly divided into the sham-operative group, ischemia-reperfusion group, 

Tongxinluo capsule low-dose group(0.3 g·kg1), medium-dose group(0.6 g·kg1) and high-dose group(1.2 g·kg1), respectively 
(n=12). The ischemia reperfusion model rats were induced using suture-occluded method, 30 min of ischemia-reperfusion. After 
cerebral ischemia 30 min and reperfusion 24 h, to evaluate the score of neurological behavior, using the TTC method measuring 
the cerebral infarction volume, HE staining to observe the pathological changes of brain tissue and immunohistochemical method 
to observe the expression of Fas protein. RESULTS  Compared with ischemia-reperfusion group, Tongxinluo low, medium and 
high dose group could significantly improve the symptoms of nervous system damage in rats, reduce cerebral infarcts, Fas 
protein expression were obviously down-regulated(P<0.01). And compared with Tongxinluo low-dose group, all of them were 
significantly different in Tongxinluo high-dose group(P<0.05). CONCLUSION  Tongxinluo capsule can inhibit the expression 
of Fas protein, alleviate nerve function damage after cerebral ischemia, so as to protect the brain tissue. 
KEY WORDS: Tongxinluo; cerebral ischemia-reperfusion injury; Fas protein 

 

脑缺血再灌注损伤是指脑缺血致脑细胞损

伤，恢复血液再灌注后，其缺血性损伤反而进一

步加重的现象，影响患者的预后和功能恢复，其

机制尚不清楚。研究表明，脑缺血再灌注损伤主

要与氧化应激反应、炎症反应、钙超载、脑水肿

和细胞凋亡等有关，细胞凋亡参与了脑缺血再灌

注后神经损伤的形成和发展[1]，是脑缺血再灌注损

伤后神经元死亡的重要方式，尤其是迟发性神经

元死亡[2]。如果能够阻止凋亡的发展，就有可能减

轻脑缺血再灌注后脑损伤程度，缩小梗死范围。

通心络胶囊是在中医络病理论指导下研发的代表

性中药复方制剂，由人参、水蛭、全蝎、蜈蚣、

赤芍等药物组成，具有益气活血、化瘀通络之功

效，广泛用于心脑血管病的治疗，尤其在治疗缺

血性脑卒中中取得良好效果[3]。有研究表明，通心

络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠具有保护作

用，推测其机制与其改善线粒体呼吸链功能、增

强内源性抗氧化酶活性、减轻脂质过氧化损伤有

关[4-5]。本实验拟通过建立大鼠局灶性脑缺血再灌

注损伤模型，从促凋亡基因 Fas 的角度探讨通心络

对脑缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。 

1  材料与仪器 

1.1  试验药物 

通心络胶囊，制成超微粉(由人参、水蛭、全

蝎、蜈蚣、蝉蜕、赤芍、冰片等组成，批号为

071201)，购自石家庄以岭药业股份有限公司，每

克超微粉含 1.47 g 生药。 

1.2  动物 

Sprague-Dawley 大鼠，♀♂各半，共 60 只，

体质量(300±20)g，由辽宁医学院实验动物中心提

供，许可证号：SCXK(辽)2003-0007。 

1.3  试剂 

Fas 多克隆抗体(武汉博士德生物制品有限公

司，批号：BA0484)，TUNEL 法细胞原位凋亡检

测试剂盒(德国 Roche 公司，批号：MK1020)；其

余试剂均为国产分析纯。 

1.4  仪器 

JY92-Ⅱ超声波细胞粉碎机(上海新生物技术

研究所 )；S-3800 全自动免疫组化染色仪 (美国

DAKOCYTOMSTION)；TGLL-18G 台式高速冷冻

离心机(太仓市医疗器械厂)；CIAS-1000 型图像分

析仪(北京大恒图像视觉有限公司)。 

2  方法 

2.1  动物分组与给药方法 

60 只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、

通心络低、中、高剂量组(剂量分别为 0.3，0.6，

1.2 g·kg1)，每组 12 只。通心络各剂量组分别给大

鼠相应剂量的通心络超微粉溶液灌胃，每天 1 次，

共 7 d，末次给药时间在术前 1 h；假手术组、模

型组给予等体积生理盐水，疗程和给药方法与通

心络组相同。线栓法制备大鼠局灶性脑缺血再灌

注模型[6-7]，模型成功的的标准为大鼠清醒后出现

左侧 Horner 征及对侧以前肢为主的瘫痪，神经行

为学评分在 1~3 分[7]。假手术为仅暴露颈总动脉

(common carotid artery，CCA)、颈外动脉(external 
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carotid artery，ECA)、颈内动脉 (internal carotid 

artery，ICA)，栓线插入 CCA 及 ICA 但不阻断大

脑中动脉(middle cerebral artery，MCA)，术前禁食

12 h，术中及术后维持体温在 37 ℃左右，术后单

笼饲养。各组分别在脑缺血再灌注 24 h 后进行神

经行为学评分，再处死大鼠。 

2.2  神经行为学评分   

采用 Zea Longa 6 级 5 分制评分标准进行神经

行为学评估[6]。 

2.3  HE 染色观察脑组织病理形态   

大鼠缺血 30 min，再灌注 24 h 后麻醉断头取

脑，以视交叉前后两点冠状切片，片厚约 4 mm，将

脑切片放入 40 g·L1 甲醛溶液中固定。常规梯度脱

水，透明，包埋，浸蜡，切片(厚 6 µm)，HE 染色，

中性树胶封片，显微镜下观察组织学变化。 

2.4  TUNEL 法检测细胞凋亡情况   

参照博士德 TUNEL 细胞凋亡试剂盒步骤，脑

组织石蜡切片脱蜡至水， 3% H2O2 室温处理

10 min，蒸馏水洗涤 2 min 连续 3 次，加 Proteinase 

K 37 ℃消化 10 min，TBS 洗 2 min 连续 3 次，加

标记液 37 ℃标记 2 h，加封闭液室温封闭 30 min，

加生物化抗地高辛抗体，37 ℃反应 30 min，TBS

冲洗 2 min 连续 3 次，加链霉亲和素-生物素复合

物(strept avidin-biotin complex，SABC)37 ℃反应

30 min，TBS 冲洗 5 min 连续 4 次，DAB 显色 10~ 

30 min；充分冲洗，苏木素轻度复染，梯度酒精脱

水，二甲苯透明，封片固定。于光镜下观察，TUNEL

染色阳性并伴有核染色质浓聚，核染色质靠边凝

集或凋亡小体形成者为凋亡细胞；TUNEL 染色阳

性但呈弥漫着色为坏死细胞；TUNEL 染色阴性为

正常细胞。光镜下随机选取每张切片梗死周边组

织 5 个不重叠视野(400×)输入图象分析系统，分

别记数凋亡细胞个数，取平均值记为凋亡细胞数。 

2.5  脑梗死体积测定[7]   

进行神经行为学评分后将大鼠断头处死，迅

速取出左脑，去除嗅球、小脑和低位脑干，于

20 ℃冰箱中速冻 2 min，将大脑作连续 2 mm 冠

状切片，共 6 片，然后将脑片放入 2%氯化三苯基

四氮唑(triphenyltetrazolium chloride，TTC)磷酸盐

缓冲液中，37 ℃恒温孵育 1 h，正常脑组织染色为

红色，梗死灶呈白色。数码相机拍照后，应用病

理图像分析仪测量脑梗死面积。根据公式

V=(A1+···+An)t/2算出梗死体积，其中 t为切片厚度，

A 为梗死面积。 

2.6  免疫组化法检测大脑皮质缺血半暗带区 Fas

阳性细胞的表达   

神经功能缺损评分后，载体灌流，断头取脑，

冠状位切取前囟及其后约 4 mm 处的脑组织放于

4%多聚甲醛溶液中固定过夜，石蜡包埋，切片，

按试剂盒说明书采用 SABC法进行免疫组化染色，

严格参照武汉博士德生物试剂公司说明书操作。

Fas 阳性细胞主要分布在细胞质，着色为棕黄色。

光镜下(400×)通过摄像头采集并输入图像分析系

统进行图像分析，每张切片随机选取 5 个不重叠

视野，每个视野选取 5 个区域计数阳性细胞数；

不足 5 个视野者统计全部细胞数。 

3  结果 

3.1  通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠神经

功能的影响 

经通心络处理的大鼠神经行为学明显改善，

且呈剂量依赖性。与假手术组比较，模型组大鼠

神经功能评分明显升高，差异有统计学意义

(P<0.01)，说明大鼠出现脑损伤，建模成功；与模

型组比较，通心络各剂量组神经功能评分明显降

低(P<0.01)；与通心络低剂量组比较，通心络高

剂量组的神经功能评分显著降低(P<0.05)。结果

见表 1。 

表 1  通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能评

分的影响(n=12) 

Tab. 1  Effect of Tongxinluo capsule on neurological 
function score of focal cerebral ischemia-reperfusion injury 
in rats(n=12) 

组  别 剂量/g·kg1 神经功能评分/分 

假手术组  0.00±0.00 

模型组  2.50±0.821) 

通心络低剂量组 0.3 1.65±0.651)2) 

通心络中剂量组 0.6 1.32±0.741)2) 

通心络高剂量组 1.2 1.21±0.331)2)3) 

注：与假手术组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01；与通心络

低剂量组比较，3)P<0.05。 

Note: Compared with sham-operation group,1)P<0.01; compared with 
model group, 2)P<0.01; compared with Tongxinluo capsule low dose 
group, 3)P<0.05. 

3.2  通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠脑组

织的病理影响 

假手术组未见明显的病理性改变，神经细胞

边界清晰，细胞核多呈圆型。高倍视野中仅见极

少数坏死凋亡细胞；模型组及通心络各剂量组梗

死灶中心可见不同程度脑组织疏松，模型组更明
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显，可见细胞周围间隙增宽，神经细胞数及毛细

血管数明显减少，梗死灶及周围可见较多细胞核

固缩深染呈三角形或多角形，坏死细胞明显增多，

并可见在缺血组织不同程度炎性细胞浸润。与此

相比，通心络各剂量组梗死区不同程度缩小，坏

死程度减轻，且呈剂量依赖性，即缺血半暗带区

的完整神经细胞数明显增多。结果见图 1。 

3.3  通心络对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血半暗带

神经细胞凋亡的影响 

假手术组大鼠缺血半暗带偶可见细胞凋亡，

推测是生理性死亡。模型组和通心络各剂量组均

可见神经细胞的凋亡，与假手术组比较差异有统

计学意义(P<0.01)，通心络各剂量组的凋亡细胞数

均明显少于模型组(P<0.01)；与通心络低剂量组相

比，通心络高剂量组的凋亡细胞数亦明显减少

(P<0.05)。结果见表 2。 

3.4  通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠脑梗

死体积的影响 

与假手术组相比，模型组和通心络各剂量组

大鼠脑梗死体积差异非常显著(P<0.01)；与模型组

比较，通心络各剂量组的脑梗死体积明显缩小

(P<0.01)；与通心络低剂量组比较，通心络高剂量

组的脑梗死体积明显缩小(P<0.05)。结果见表 2。 

3.5  通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠脑

Fas 阳性细胞表达的影响 

显微镜观察细胞膜及细胞浆呈棕黄色者为

Fas 阳性细胞。模型组和通心络各剂量组在缺血半

暗带广泛表达，与假手术组比较，Fas 阳性细胞表

达水平均显著上调(P<0.01)；与模型组比较，通心

络各剂量组 Fas 阳性细胞表达明显下降(P<0.01)；

与通心络低剂量组比较，通心络高剂量组 Fas 阳性

细胞表达明显下降(P<0.05)。结果见表 2 和图 2。 

图 1  通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织的病理变化(400×) 
A假手术组；B模型组；C通心络低剂量组；D通心络中剂量组；E通心络高剂量组。 

Fig. 1  The pathological changes of brain tissue of rats with Tongxinluo on focal cerebral ischemia reperfusion injury(400×) 
Asham-operation group; Bmodel group; CTongxinluo low-dose group; DTongxinluo medium-dose group; ETongxinluo high-dose group. 

表 2  通心络对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠神经细胞凋亡、脑梗死体积和 Fas 阳性细胞的影响(n=6, sx  ) 

Tab. 2  Effect of Tongxinluo capsule on apoptosis, cerebral infarction volume and Fas positive cells of focal cerebral 
ischemia-reperfusion injury in rats(n=6, sx  ) 

组别 剂量/g·kg1 细胞凋亡数/个 脑梗死体积/mm3 Fas 阳性细胞数/个 

假手术组  4.20±2.50 0.00±0.00 121.96±13.23 

模型组  110.42±17.851) 264.36±58.361) 171.91±11.941) 

通心络低剂量组 0.3 81.43±14.521)2) 213.46±67.221)2) 164.57±13.131)2) 

通心络中剂量组 0.6 75.46±10.731)2) 196.38±59.421)2) 150.35±12.151)2) 

通心络高剂量组 1.2 37.84±7.861)2)3) 187.53±58.371)2)3) 148.27±11.371)2)3) 

注：与假手术组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01；与通心络低剂量组比较，3)P<0.05。 

Note: Compared with sham-operation group,1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.01; compared with Tongxinluo capsule low dose group, 3)P<0.05. 

图 2  大鼠脑组织 Fas 阳性细胞表达(免疫组化染色，400×) 
A假手术组；B模型组；C通心络低剂量组；D通心络中剂量组；E通心络高剂量组。 

Fig. 2  The expression of Fas positive cells in brain tissues of rats (immunohistochemical staining, 400×) 
Asham-operation group; Bmodel group; CTongxinluo low-dose group; DTongxinluo medium-dose group; ETongxinluo high-dose group. 
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4  讨论 

脑血管病是临床常见多发病，是目前三大致

死疾病之一、是首位致残因素，且其发病率、病

死率及致残率随着人民生活水平的提高、生活方

式的改变及人口老龄化而呈逐年上升的趋势，增

加了个人、家庭和社会的经济负担，其中缺血性

脑血管病占 70%~80%[8]。目前认为，缺血性脑血

管病治疗的关键是尽早恢复缺血半暗带区血液供

应和挽救濒死的脑组织。 

本实验结果显示，大鼠脑缺血 30 min 再灌注

24 h 后，除假手术组外所有实验动物均出现了不

同程度的神经功能评分增高，与模型组比较，通

心络各剂量组动物的神经功能评分均呈下降趋

势；TTC 染色结果显示，通心络各剂量组均能一

定程度降低脑梗死体积，与模型组比较具有显著

性差异。提示通心络对缺血再灌注损伤大鼠的脑

组织具有一定的保护作用。本研究中 HE 染色及

TUNFL 结果均显示模型组凋亡细胞显著增多，而

通心络各剂量组能够抑制细胞凋亡，凋亡可能决

定梗死灶的体积，推测通心络能够减少缺血再灌

注大鼠脑组织梗死灶体积可能与其抑制细胞凋亡

有关。 

介导细胞凋亡的通路有多条，其中 Fas/FasL

系统是细胞凋亡中最重要的途径之一，在细胞凋

亡中起重要作用[9]。Fas 基因是凋亡信号基因，其

基因产物 Fas 蛋白是一种细胞凋亡信号的受体；

Fas 配体(Fas ligand，FasL)属肿瘤坏死因子(tumour 

necrosis factor，TNF)超家族[9]。研究发现[10]，大

鼠脑缺血再灌注后缺血区神经元 Fas 表达增加，表

明 Fas 介导的凋亡参与了脑缺血再灌注损伤的病

理生理过程。因此，抑制死亡受体途径细胞凋亡

成为治疗的热点。 

本研究免疫组化实验结果显示，Fas 阳性细胞

表达定位于缺血半暗带神经细胞的细胞质内。假

手术组仅呈微量表达，模型组表达显著增高，通

心络低、中、高剂量组的 Fas 阳性细胞表达较模型

组显著降低，提示通心络具有抑制 Fas 阳性细胞表

达的作用。结果还显示，通心络高剂量组较通心

络低剂量组在降低 Fas 表达方面效果更为显著

(P<0.05)。由此可以推断，通心络可能通过抑制

Fas 蛋白的表达而发挥抗缺血再灌注损伤的神经

保护作用。 

本研究结果表明，通心络可通过下调脑缺血

再灌注诱导的促凋亡基因 Fas 蛋白表达，从而抑制

神经细胞凋亡，这可能是通心络对脑缺血再灌注

损伤起保护作用的分子机制之一。本研究结果为临

床缺血性脑血管病的治疗提供了一定的理论依据。 
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