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化痰通络方对急性脑梗死大鼠溶栓后血脑屏障
相关构成蛋白表达的影响
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［摘　要］　目的　探讨化痰通络方对急性脑梗死经重组组织纤溶酶原激活剂（ｒｔ－ＰＡ）溶栓后出血的可能作用机制。 方法　

２４０只ＳＤ大鼠随机分为假手术组、模型组、ｒｔ－ＰＡ组及化痰通络方低、中、高剂量组，采用自身栓子法制备大鼠大脑中动脉栓

塞模型，化痰通络方低、中、高剂量组分别于血栓注入后３ｈ一次性由尾静脉缓慢注入ｒｔ－ＰＡ（５．６７ｍｇ／ｋｇ）进行溶栓治疗后给

予化痰通络方浓缩液０．７２ｇ／ｋｇ、１．４４ｇ／ｋｇ、２．８８ｇ／ｋｇ灌胃；ｒｔ－ＰＡ组溶栓治疗后给予等量生理盐水灌胃；假手术组和模型组

相同时间点给予等量生理盐水灌胃；各组每日灌胃２次，共７天。各组于实验６ｈ、２４ｈ，７２ｈ、７天４个时相电镜观察各组大鼠

大脑皮质缺血区内皮细胞微观形态，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检测大脑皮质咬合蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ）、闭合蛋白（ｃｌａｕｄｉｎ－１）、胞浆附着

蛋白（ＺＯ－１）的表达。 结果　与假手术组比较，模型组大鼠在２４ｈ、７２ｈ时大脑皮质ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ、ｃｌａｕｄｉｎ－１、ＺＯ－１蛋白表达下降

（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，化痰通络方高剂量组在６ｈ、２４ｈ、７２ｈ时ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ、ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０５），化痰通

络方中剂量组在２４ｈ、７２ｈ时ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）；化痰通络方中、高剂量组在２４ｈ、７２ｈ时ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ蛋白表达

高于ｒｔ－ＰＡ组（Ｐ＜０．０５）；化痰通络方中剂量组在７２ｈ时ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白表达高于ｒｔ－ＰＡ组，２４ｈ时ＺＯ－１蛋白表达高于ｒｔ－ＰＡ
组（Ｐ＜０．０５）。 结论　化痰通络方可能通过改善大脑皮质内皮细胞微观形态，调控微血管内皮细胞构成蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ、

ｃｌａｕｄｉｎ－１、ＺＯ－１蛋白的表达，进而保护血脑屏障完整性。

［关键词］　化痰通络法方；急性脑梗死；溶栓；血脑屏障；结构蛋白
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　　急性脑梗死的早期有效治疗对患者预后影响很
大，美国卒中协会（ＡＳＡ）特别推荐急性脑梗死３ｈ
内可采用重组组织纤溶酶原激活剂（ｒｔ－ＰＡ）溶栓治
疗［１］。但无论何种溶栓剂及溶栓方法，均有可能出
现出血并发症，其中以脑出血最易发生［２］，这已经成
为严重限制溶栓疗法广泛应用于临床的主要原因之

一。研究显示，其与血脑屏障（ＢＢＢ）完整性的破坏
密切相关［３］。本研究前期结果表明，化痰通络法联
合溶栓剂可通过保护溶栓后ＢＢＢ完整性及缺血区
微血管内皮细胞来减少溶栓后出血转化等并发症的

发生［４］。因此，本研究观察不同浓度化痰通络方对
急性脑梗死大鼠大脑皮质部位ＢＢＢ微血管内皮细
胞中咬合蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ）、闭合蛋白（ｃｌａｕｄｉｎ－１）、胞
浆附着蛋白（ＺＯ－１）表达的影响，以期探讨其保护

ＢＢＢ完整性的可能作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康清洁级ＳＤ大鼠２４０只，体重２００～２５０ｇ，

雌雄各半，购自北京大学医学部实验动物科学部，实
验动物许可证号：ＳＺＸＫ（京）２０１１－００１２０。

１．２　实验药物
化痰通络方组成：天麻１０ｇ，生半夏１０ｇ，胆南

星５ｇ，丹参３０ｇ，川芎１０ｇ，地龙１０ｇ，酒大黄５ｇ。
以上药物４００ｇ加１０倍水，煎煮３次，每次０．５ｈ，煎
煮液浓缩至５００ｍｌ，生药浓度为０．８ｇ／ｍｌ，以上均由
天津中医药大学第二附属医院制剂室制备，４℃保存
备用。注射用重组组织纤溶酶原激活剂（ｒｔ－ＰＡ，批
号：００５７６５２０１３０４，德国勃林格殷格翰公司）、血栓诱
导剂（批号：２００８１２１８，长春国奥药业有限公司）。

１．３　试剂与仪器
兔抗大鼠ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ单克隆抗体试剂盒（批号：

ａｂ３１７２１）、ｃｌａｕｄｉｎ－１ 单克隆抗体试剂盒 （批号：

ａｂ１５０９８）、ＺＯ－１单克隆抗体试剂盒（批号：ａｂ５９７２０）
均购于美国 Ａｂｃａｍ 公司，辣根酶标记羊抗鼠ＩｇＧ
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，批号：ＡＰ１３６Ｐ），ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶

配制试剂盒（碧云天生物技术有限公司，批号：

Ｐ００１２Ａ）。匀浆器（涿州市琦瑞玻璃制品厂），离心机
（ＴＧＬ－１６Ｃ，上海安亭科学仪器厂），Ｌｅｉｃａ　ｄｍ　ｒｘａ２型
全自动多功能显微镜（德国莱卡公司生产），Ｈ－７５００
型透射电子显微镜（日立建机株式会社生产）。

１．４　模型制备
血栓制备［５］：取大鼠股动脉血３ｍｌ，注入含柠檬

酸钠 的 离 心 管 内，混 匀 后 以 ４　０００ｒ／ｍｉｎ 离 心

１０ｍｉｎ，取上层血浆１ｍｌ，加入氯化钙３０μｌ与凝血
酶１００Ｕ混合后，立即注入间断缩细的玻璃试管中
（缩细部分内径０．９ｍｍ，长约５ｃｍ），凝固后取出注
入生理盐水中反复漂洗，在显微镜下剪成３．５～
５．０ｍｍ的血栓５～８条。参照张新江［６］、刘瑜等［７］

方法建立大鼠大脑中动脉栓塞模型（ＭＣＡＯ）。假
手术组手术方法同模型制作，只在注射时以生理盐
水０．３ｍｌ代替栓子溶液。

１．５　动物分组及处理
采用随机数字表法将大鼠分为假手术组、模型

组、ｒｔ－ＰＡ组和化痰通络方低、中、高剂量组，每组又
分为６ｈ、２４ｈ、７２ｈ、７天共４个时相，每组每个时相
取１０只大鼠。给药剂量参照文献［８］中“人和动物
间按体表面积折算的等效剂量比值表”计算，化痰通
络方低、中、高剂量组分别于血栓注入后３ｈ一次性
由尾静脉缓慢注入ｒｔ－ＰＡ（浓度为５．６７ｍｇ／ｋｇ）加入

２ｍｌ　０．９％生理盐水中进行溶栓治疗后给予化痰通
络方浓缩液０．７２ｇ／ｋｇ、１．４４ｇ／ｋｇ、２．８８ｇ／ｋｇ灌胃；

ｒｔ－ＰＡ组溶栓治疗后给予等量生理盐水灌胃；假手
术组和模型组相同时间点给予等量生理盐水灌胃；
各组均每日灌胃２次，共７天。于不同时相对大鼠
进行２％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉，取缺血
区脑组织以备检测。

１．６　观察指标及方法

１．６．１　大脑皮质内皮细胞微观形态学检测　将大
鼠腹腔麻醉，取脑，在冰上取大脑皮层区１ｍｍ３ 的
组织块放入前固定液（４％戊二醛固定液）中，７天之
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内进行锇酸固定、乙醇逐级脱水、树脂聚合包埋，制
成５０ｎｍ的超薄切片。用醋酸铀３０～４０ｍｉｎ和柠
檬酸铅３０ｍｉｎ双重染色，置于透射电镜下观察皮质
内皮细胞超微结构。

１．６．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检测ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ、ｃｌａｕｄｉｎ－１、

ＺＯ－１蛋白的表达　取大鼠梗死区大脑皮质，测定蛋
白浓度，对蛋白样品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，转
膜，封闭，加入一抗孵育，４℃静置过夜。洗涤后加入
二抗，孵育，充分洗涤，化学发光，显影，定影，蒸馏水
冲洗终止。凝胶图像处理系统分析结果，灰度比
（ＧＳＲ）＝（测得目的蛋白强度×面积）／（内参蛋白

β－ａｃｔｉｎ强度×面积）。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计分析软件进行处理，计量

数据均以（珚ｘ±ｓ）表示，各组数据间的比较采用ｔ检
验或单因素方差分析。

２　结果

２．１　各组大鼠大脑皮质内皮细胞微观形态比较
在４个时相中，模型组出现了不同程度的基膜

融合模糊不清、细胞质水肿及线粒体空化等，且损伤
程度随溶栓时间的延长逐渐加剧；ｒｔ－ＰＡ组与模型
组相比，基膜融合程度及线粒体空化现象有所减轻，
在溶栓２４ｈ后，ｒｔ－ＰＡ组细胞质水肿程度达到高峰，
且比模型组略严重；化痰通络方低、中、高剂量组损
伤程度逐渐减轻，其中在溶栓２４ｈ后，以化痰通络
方高剂量组效果较好，在溶栓７２ｈ及７天后，以化

痰通络方中剂量效果为佳。

２．２　各组大鼠不同时相大脑皮质ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ蛋白表
达比较

表１示，与假手术组比较，模型组大鼠大脑皮质

ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ蛋白在２４ｈ与７２ｈ表达下降（Ｐ＜０．０５）；
与模型组比较，化痰通络方高剂量组在６ｈ、２４ｈ、

７２ｈ，化痰通络方中剂量组在２４ｈ、７２ｈ，化痰通络方
低剂量组在７２ｈ的时相ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ蛋白表达明显升
高（Ｐ＜０．０５）；与ｒｔ－ＰＡ组比较，化痰通络方中、高
剂量组在２４ｈ、７２ｈ时相ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ蛋白表达亦明显
升高（Ｐ＜０．０５）。

２．３　各组大鼠不同时相大脑皮质ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白表
达比较

表２示，与假手术组比较，模型组大鼠在６ｈ、

２４ｈ、７２ｈ和７天时大脑皮质ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白表达下
降（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，化痰通络方高剂量组
在６ｈ、２４ｈ、７２ｈ，化痰通络方中剂量组在６ｈ、７２ｈ，
化痰通络方低剂量组在７２ｈ的时相ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白
表达明显升高（Ｐ＜０．０５）；与ｒｔ－ＰＡ组比较，化痰通
络方中剂量组在７２ｈ、化痰通络方高剂量组在２４ｈ
时相ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白表达亦明显升高（Ｐ＜０．０５）。

２．４　各组大鼠不同时相大脑皮质ＺＯ－１蛋白表达
比较

表３示，与假手术组比较，模型组大鼠在６ｈ、

２４ｈ、７２ｈ和７天时大脑皮质ＺＯ－１蛋白表达下降
（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，化痰通络方高剂量组在７

表１　各组大鼠不同时相大脑皮质ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ蛋白ＧＳＲ的比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ６ｈ ２４ｈ ７２ｈ ７ｄ

假手术组 １０　 ０．９３８±０．０３９　 ０．９８２±０．２３７　 ０．９５８±０．０７５　 ０．９４２±０．１３３
模型组 １０　 ０．８３６±０．０９４　 ０．１５３±０．１０２＊ ０．４４７±０．１１１＊ ０．７２２±０．０７３
ｒｔ－ＰＡ组 １０　 ０．８３６±０．１２４　 ０．１９９±０．０８８　 ０．４９９±０．１２５　 ０．７５５±０．１１２
化痰通络方低剂量组 １０　 ０．８８２±０．０７９　 ０．２９７±０．１０９　 ０．６３６±０．０７６△ ０．７６３±０．１０６
化痰通络方中剂量组 １０　 ０．９１９±０．１４０　 ０．３９８±０．０９２△▲ ０．６７４±０．１３３△▲ ０．８０１±０．０９３
化痰通络方高剂量组 １０　 １．１８６±０．１０６△ ０．４０５±０．０６３△▲ ０．６５８±０．０６８△▲ ０．７６７±０．０５７

　　注：与假手术组同一时相比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组同一时相比较，△Ｐ＜０．０５；与ｒｔ－ＰＡ组同一时相比较，▲Ｐ＜０．０５

表２　各组大鼠不同时相大脑皮质ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白ＧＳＲ的比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ６ｈ ２４ｈ ７２ｈ ７ｄ

假手术组 １０　 ０．９５４±０．１０５　 ０．９５８±０．０９５　 ０．９３９±０．１３７　 ０．９４９±０．０９５
模型组 １０　 ０．７７８±０．０９１＊ ０．１４３±０．０４３＊ ０．３７０±０．１１８＊ ０．５８７±０．１０２＊

ｒｔ－ＰＡ组 １０　 ０．８６５±０．０５９　 ０．１５８±０．０７４　 ０．４８６±０．１４１　 ０．６８２±０．１０３
化痰通络方低剂量组 １０　 ０．８８１±０．０７３　 ０．２３３±０．０３６　 ０．５２８±０．０９２△ ０．７５６±０．０９８
化痰通络方中剂量组 １０　 ０．９４２±０．０９５△ ０．２４７±０．０７６　 ０．５４３±０．１２６△▲ ０．７７０±０．０８９
化痰通络方高剂量组 １０　 １．０６２±０．１０２△ ０．３４３±０．０５７△▲ ０．５３４±０．１０９△ ０．７６３±０．１２０

　　注：与假手术组同一时相比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组同一时相比较，△Ｐ＜０．０５；与ｒｔ－ＰＡ组同一时相比较，▲Ｐ＜０．０５
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表３　各组大鼠不同时相大脑皮质ＺＯ－１蛋白ＧＳＲ的比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ６ｈ ２４ｈ ７２ｈ ７ｄ

假手术组 １０　 １．３０２±０．２６４　 １．２９８±０．１０９　 １．４０１±０．０２６　 １．３８４±０．０８９
模型组 １０　 １．０９６±０．１５５＊ ０．２２１±０．１２４＊ ０．４９９±０．１０２＊ ０．５９２±０．１２６＊

ｒｔ－ＰＡ组 １０　 １．０８５±０．１８８　 ０．２４９±０．０３９　 ０．５２８±０．０６６　 ０．６３５±０．０５４
化痰通络方低剂量组 １０　 １．１５９±０．０１４　 ０．２６８±０．０４４　 ０．５４７±０．０１９　 ０．６８７±０．０３３
化痰通络方中剂量组 １０　 １．１６６±０．０８３　 ０．３７３±０．０７７△▲ ０．５５９±０．０２０　 ０．６９８±０．００９
化痰通络方高剂量组 １０　 １．１７３±０．０１３　 ０．３２３±０．０６８　 ０．５６２±０．００９　 ０．７３７±０．０９２△

　　注：与假手术组同一时相比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组同一时相比较，△Ｐ＜０．０５；与ｒｔ－ＰＡ组同一时相比较，▲Ｐ＜０．０５

天、化痰通络方中剂量组在２４ｈ时相ＺＯ－１蛋白表
达明显升高（Ｐ＜０．０５）；与ｒｔ－ＰＡ组比较，化痰通络
方中剂量组在２４ｈ时相ＺＯ－１蛋白表达亦明显升高
（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论
脑梗死属中医学“中风”范畴，痰瘀互结、酿生浊

毒、阻闭脉络、蕴热扰神是急性缺血型中风的主要病
机［９］，风、火、痰、瘀、虚是其常见的证候要素，急性期
以风、火、痰、瘀为主。研究发现，风痰瘀阻证在缺血
性中风急性期起病中占绝对多数［１０］。根据中医“急
则治其标”的治疗原则，早期投用化痰泻浊、祛瘀通
络方药切中病机。化痰通络方中天麻性味甘平，为
治风之神药；地龙咸寒，能清热熄风通络；川芎辛散
上行，为血中之气药；丹参味苦微寒，可凉血活血，川
芎、丹参合用可达行气活血祛瘀之目的；生半夏辛
温，胆南星性苦微辛，具有清热化痰通络之功；酒大
黄清热祛瘀泻浊，诸药合用共奏祛风化痰、清热泻
浊、祛瘀通络之功效。前期研究显示，采用化痰通络
法联合溶栓剂治疗急性脑梗死患者可以明显提高溶

栓药物使用安全性、减少溶栓后出血转化等并发症
的发生与发展［４，１１］，其机制可能与保护ＢＢＢ完整性
有关［１２］。

ＢＢＢ的基础结构为脑毛细血管内皮细胞
（ＢＭＥＣ）及其间的紧密连接（ＴＪ），构成了ＢＢＢ的第
一道屏障，维护着脑组织微环境的稳定［１３］。ＴＪ由
跨膜蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ、ｃｌａｕｄｉｎ等）、ＺＯ－１与细胞骨架
蛋白相连而组成［１４］。研究表明，ＴＪ相关蛋白表达
量的改变可通过破坏 ＴＪ而导致ＢＢＢ完整性的改
变［１５］。本研究大鼠大脑皮质内皮细胞微观形态观
察结果发现，化痰通络方低、中、高剂量组可以明显
降低因单独应用ｒｔ－ＰＡ溶栓造成对内皮细胞超微结
构的损伤，预防因溶栓后血管通透性增强而造成的
出血。可见化痰通络方可能是通过保护内皮细胞超
微结构，降低血脑屏障通透性，来改善神经功能缺损
症状。同时，本研究还发现化痰通络方中剂量组和

化痰通络方高剂量组的大鼠皮质内皮细胞微观形态

优于化痰通络方低剂量组，而通过不同时相将各组
进行比较时发现，溶栓６ｈ后，化痰通络方低剂量组
对皮质内皮细胞损伤的改善程度更大一些；在溶栓

２４ｈ后，化痰通络方高剂量组效果最为明显，溶栓

７２ｈ及７天后以化痰通络方中剂量组改善程度更明
显一些。
对于内皮细胞结构蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ、ｃｌａｕｄｉｎ－１、

ＺＯ－１表达的检测结果显示，各组内３种结构蛋白在
溶栓６ｈ后表达量最高，２４ｈ后降至最低，７２ｈ至７
天呈现出升高趋势；其中模型组与假手术组相比，３
种蛋白表达量在某些时相具有明显差异（Ｐ＜
０．０５）；与模型组比较，化痰通络方低、中、高剂量组
对于３种结构蛋白具有正向调节作用，其中以化痰
通络方高、中剂量效果最佳，并在某些时相优于ｒｔ－
ＰＡ组（Ｐ＜０．０５）。由此可见，溶栓后２４ｈ内应用高
剂量化痰通络方，７２ｈ后至７天内应用中剂量化痰
通络方治疗，其治疗效果应该优于单纯一种中药剂
量的应用，为优化化痰通络方联合ｒｔ－ＰＡ溶栓的临
床应用方案提供证据支持。
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胞和自然杀伤细胞（ＮＫ）活性，介导自身组织损
伤［７］。ＩＬ－４可诱导Ｂ淋巴细胞增殖、分化和成熟，
促使其产生ＩｇＥ和ＩｇＧ等抗体，促进Ｔｈ２型细胞分
化增殖，抑制 Ｔｈ１型细胞因子的分泌，从而减少

Ｔｈ１型细胞免疫反应造成的组织损伤［８］。研究表
明，Ｔｈｌ型细胞因子所介导的细胞免疫在自身免疫
性甲状腺炎的发病中起重要作用［９］。本实验发现

ＥＡＴ大鼠ＩＬ－２表达量高于正常组，ＩＬ－４表达量低
于正常组，ＨＴ细胞失衡以Ｔｈ１细胞占优势。

ＨＴ属于中医“瘿病" 范畴，本病的病因主要与
情志、饮食、水土及体质因素有关，病机为气滞、痰
凝、血瘀结于颈前，由于本病起病较缓，病程较长，为
慢性消耗性疾病，最终导致患者正气内虚，故采用补
益正气，疏肝解郁，化痰祛瘀等治法［１０］。人参及其
有效成分具有广泛的生物活性及医疗用途，现代药
理研究表明人参皂苷具有双相免疫调节作用，能改
善实验动物的非特异性免疫和特异性免疫功能［１１］，
用于治疗多种免疫系统紊乱疾病。本研究结果表
明，人参皂苷能够降低 ＥＡＴ 大鼠血清 ＴＧＡｂ、

ＴＰＯＡｂ水平，能够降低ＩＬ－２，升高ＩＬ－４，证明人参
皂苷治疗 ＨＴ的有效性，其作用机制可能通过调节
免疫的途径，抑制Ｔｈ１细胞功能的过度亢进，促使

Ｔｈ１向Ｔｈ２漂移。本实验中治疗效佳的为中、低剂
量，这可能与人参皂苷本身所具有的双向免疫调节
作用有关，今后的实验应对用药剂量有进一步研究。
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