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我们于2005年1月至2006年12月通过建立

局灶性脑缺血再灌注损伤动物模型，观察复方

天麻蜜环菌糖肽片对大鼠脑缺血周围区凋亡诱

导因子（apoptosis inducing factor，AIF）、caspase-

3（cysteine aspartate specific protease-3）蛋白及

神经细胞调亡的影响，旨在探讨其对实验性脑

梗死脑保护作用的分子机制。 

1 材料和方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验动物和分组：SPF级健康雄性Wistar

大鼠56只[由青岛市实验动物和动物实验中心

提供，许可证号：SCXK（鲁）20030010]，体

质量240～280 g，随机分为假手术组8只、对照

组（生理盐水干预组）24只和药物干预组24只，

后两组再分为缺血90 min再灌注6 h、24 h、72 

h 3个亚组，每个亚组均为8只大鼠。 

1.1.2 主要试剂和仪器：AIF兔多克隆抗体（北

京博奥森生物技术有限公司），caspase-3兔多

克隆抗体、即用型SABC免疫组化染色试剂盒、

原位末端标记（TUNEL）检测试剂盒（武汉博

士德生物工程有限公司）。 

1.2 方法 

1.2.1 给药方法：复方天麻蜜环菌糖肽片（山西

康欣药业有限公司，每片0.5g含天麻蜜环菌提

取物0.3g，黄芪当归提取物0.2g），药物干预组

大鼠按1.0 g·kg-1·d-1，用生理盐水灌胃，生理盐

水干预组单纯灌注等量的生理盐水，假手术组

不灌注药物，7d后建立动物模型。 

1.2.2 大脑中动脉缺血再灌注模型的建立及神

经功能的评价：应用改良的Zea-Longa法[1]，10%

的水和氯醛腹腔注射麻醉大鼠（300mg·kg-1），

颈部正中切口，结扎左侧颈外动脉远端，热凝

其分支，颈总动脉及颈内动脉置动脉夹，断开

颈外动脉后插入远端涂有硅胶直径约为0.24～

0.26 mm的强力渔线，深度为距颈总动脉分叉处

（18.0±0.5）mm，缝合皮肤。90 min后，拉渔

线至颈外动脉残端。大鼠麻醉清醒后，参照

Longa 5分法进行神经功能评价：0分为无神经

损伤体征；1分为不能完全伸展对侧前爪；2分

为向对侧转圈；3分为向对侧倾斜；4分为不能

白发行走，意识丧失。 

1.2.3 标本采集和组织切片的制备：按照文献[2]

的方法，各组在规定时间点取材，在10％的水

和氯醛麻醉下，经左心室插管至升主动脉，依

次灌人生理盐水、4％的多聚甲醛各300ml，断

头取脑，于前囟前2mm至前囟后3mm之间取材，

切片厚约5mm，置入4％多聚甲醛后固定12h，蒸

馏水浸泡2h，常规梯度酒精脱水，二甲苯透明，

浸蜡，包埋，与前囟前1mm至前囟后2mm之间连

续取材，制备厚约5m的脑组织冠状切片。 

1.2.4 caspase-3蛋白和AIF的检测：采用免疫组

织化学SABC法，严格按照说明书操作，DAB显

色，显微镜下观察，细胞核中出现棕黄色颗粒

者为阳性细胞。取缺血后再灌注各组大鼠的大

脑切片，用0.01 mol／L PBS代替一抗孵育时，

免疫反应阴性则表明一抗的特异性较强。 

1.2.5 细胞凋亡检测：TUNEL严格按照试剂盒

说明书操作，BCIP／NBT显色，显微镜观察，

细胞核中出现紫蓝色颗粒者为阳性细胞，即凋

亡细胞。 

1.3 统计学方法 

高倍镜下（400×）在额顶叶皮质缺血周围

区随机取6个不重叠视野计数阳性细胞数，取其
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均数，每组结果以均数±标准差（x±S）表示，

用SPSS13.0进行ANOVA分析处理，两两之间

经LSD进行显著性检验。 

2 结  果 

2.1 大鼠神经功能评定结果 

大鼠麻醉清醒后取神经功能评分1～3分的

大鼠入组，0分和4分的剔除，后续补上以保证

每组8只大鼠。肢体瘫痪症状以缺血90 min再灌

注12～24 h大鼠最显著。 

2.2 caspase-3 蛋白表达检测结果 

假手术组脑组织偶见caspase-3阳性神经

细胞，对照组脑组织缺血灶周围区于再灌注6 

h即有大量caspase-3阳性细胞表达，再灌注24h

表达进一步增加，再灌注72h有所下降；药物

干预组caspase-3阳性细胞区域分布和变化规

律与生理盐水干预组相似，同一时间点比较，

再灌注6 h差异无统计学意义（P>0.05）, 再灌

注24 h和72 h，显著低于生理盐水干预组（P＜

0.01），见表1、图1～3。 

2.3 AIF 表达检测结果 

假手术组脑组织仅见少量AIF阳性神经细

胞，对照组脑组织缺血灶周围区于再灌注6 h即

有部分AIF阳性细胞表达，再灌注24 h表达进一

步增加，再灌注72 h有所下降；药物干预组AIF

阳性细胞区域分布和变化规律与对照组相似，

同一时间点相比较，再灌注24 h和72 h，显著低

于生理盐水干预组（P<0.01），再灌注6 h两组

之问差异无统计学意义（P>0.05），见表1、图

4～6。 

2.4 TUNEL 检测结果 

TUNEL阳性染色为细胞核呈紫蓝色颗粒，

主要见于缺血灶周围区，对照组于再灌注6h、

24h和72 h表达进一步增加。与药物干预组相同

时间点比较，除再灌注6 h组两者差异无统计学

意义（P>0.05），再灌注24 h和72 h，每高倍镜

下阳性细胞数较生理盐水干预组明显减少（P

＜0.01），见表1、图7～9。

 

图1～3  为caspase-3阳性细胞的表达，图1、2、3分别为假手术组、药物干预组和生理盐水干预组再灌注72 h脑

组织染色免疫组化DAB染色×400 图4～6  为AIF阳性细胞的表达，图4、5、6分别为假手术组、药物干预组和

生理盐水干预组再灌注72 h脑组织染色免疫组化DAB染色×400 图7～9 为TUNEL阳性细胞的表达，图7、8、

9分别为假手术组、药物干预组和生理盐水干预组再灌注72 h脑组织染色BCIP／NBT染色×400 

表1 各组大鼠缺血90 min再灌注不同时间点缺血灶周围脑区caspase-3、AIF、TUNEL阳性细胞的表达（x±



s） 

组别 鼠数（只） Caspase-3 AIF TUNEL 

假手术组 8 38.61±2.86 7.85±2.14 5.30±1.20 

生理盐水干预组 6 h 8 10.50±5.86a 45.85±6.24a 22.31±4.25a 

                24 h 8 123.54±9.56a 72.36±8.58a 56.52±5.21a 

                72 h 8 110.53±6.35a 65.19±5.25a 58.15±2.56a 

药物干预组      6 h 8 34.56±2.52ac 42.35±7.53ac 25.52±5.26ac 

                24 h 8 103.65±7.35ab 60.25±5.68ab 45.32±3.69ab 

                72 h 8 90.32±10.56 ab 50.78±8.54ab 40.48±5.50 ab 

注:与假手术组比较,8P<0.01;与生理盐水干预组同一时间点比较,6P%0.0l,P>0.05 

3 讨  论 

目前一些学者认为，脑缺血后神经细胞的

凋 亡 过 程 主 要 通 过 caspase 依 赖 途 径 和

caspase非依赖途径实现的。然而，caspase-3

蛋白和AIF分别是这两种途径中起关键作用的

物质[3,4]。Caspase-3在细胞凋亡过程中居中心

地位，是细胞凋亡的关键蛋白酶，凋亡的最后实

施是通过caspase-3的激活而实现的，其表达表

明细胞必定死亡。Davoli等[5]在大鼠局灶性脑缺

血中研究显示，缺血神经元的caspase-3表达增

加，活性增高。在caspase-3基因缺失小鼠缺血

2h再灌注48h后，皮质梗死面积缩小55％，

TUNEL阳性细胞数减少36％[6]。Caspase-3抑

制剂可有效地减少缺血神经元凋亡的数量并改

善神经症状[7]，提示caspase-3的表达和激活参

与了缺血性脑损伤，在缺血神经元凋亡中起重

要作用。AIF是近年来发现的一种凋亡效应分子，

Ferrer等[4]采用SD大鼠脑缺血再灌注模型研究

发现，缺血1h再灌注4h脑缺血侧半暗带区可见

明显的AIF阳性细胞表达，而缺血对侧仅见较少

量的AIF阳性细胞，这提示AIF参与了缺血后神

经细胞损伤过程，AIF是导致神经细胞凋亡的一

个重要因素。 

本研究结果表明，大鼠缺血90min再灌注

后caspase-3蛋白和AIF的表达明显增加，且其

时空分布规律与神经细胞凋亡的变化基本一致，

表明缺血再灌注可以诱导caspase-3蛋白和

AIF的表达增加，进而引起神经细胞的凋亡；给

予复方天麻蜜环菌糖肽片干预后，治疗组脑缺

血90 min再灌注24 h、72 h与生理盐水干预组

相同时间点比较，其表达均明显降低，提示复

方天麻蜜环菌糖肽片可降低caspase-3蛋白和

AIF的表达。有研究表明，脑缺血再灌注损伤可

引起神经细胞过量的谷氨酸受体激活、细胞内

钙超载、活性氧生成增加、线粒体和DNA损伤，

从而激活caspase级联反应，促使AIF从线粒体

释放，因而促进细胞凋亡。 
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