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化痰通络汤改善脑缺血再灌注小鼠
神经功能作用的研究
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【摘要】目的：探究化痰通络汤对大脑中动脉缺血再灌注（MCAO/R）模型小鼠神经功能的作用及分子机

制。方法：85只SPF级C57BL/6J雄性小鼠随机分为假手术组（Control）、模型组（Model）、化痰通络汤高剂

量组（HTTLD－H）、化痰通络汤中剂量组（HTTLD－M）、化痰通络汤低剂量组（HTTLD－L）和阿司匹林

肠溶片组（AECT）。小鼠 MCAO/R 模型复制成功 30 min 后，分别给予相应药物灌胃给药，连续干预 7 d。

采用神经功能缺损评分评估小鼠神经功能缺损程度；2，3，5－氯化三苯基四氮唑（TTC）染色法检测脑组

织梗死体积；苏木素/伊红（HE）染色法检测脑组织形态学改变；免疫蛋白印记（Western blot）检测脑组织

中血管性血友病因子（vWF）、纤维蛋白原（Fibrinogen）、血脑屏障密封蛋白（Claudin－5）和闭合蛋白

（Occludin）蛋白表达水平；免疫荧光法检测脑组织中 vWF、血小板膜糖蛋白Ⅸ（GP Ⅸ，标记血小板）、

Fibrinogen、Claudin－5 和 Occludin 表达。结果：与模型组比较，化痰通络汤能减少 MCAO/R 小鼠脑组织

梗死体积（P < 0. 01），改善神经功能（P < 0. 01），以化痰通络汤中剂量组效果最佳；化痰通络汤能在一定

程度上维持 MCAO/R 小鼠脑组织中血管壁完整性，改善血液循环；化痰通络汤能减少脑组织中 vWF 表

达（P < 0. 01）；减少血小板黏附和聚集（P < 0. 01）；减少 Fibrinogen沉积，以化痰通络汤高、中剂量组效果

最显著（P < 0. 01）；化痰通络汤能升高脑组织中 Claudin－5 和 Occludin 蛋白表达（P < 0. 05），维护血脑

屏障。结论：化痰通络汤能减少 MCAO/R 模型小鼠脑组织梗死体积，改善神经功能，这可能与化痰通络

汤降低 MCAO/R 模型小鼠脑组织中 vWF 的表达，减少血小板黏附和聚集，减少 Fibrinogen 沉积，并在一

定程度上维持Claudin－5和Occludin蛋白表达、维护血脑屏障有关。
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缺血性脑卒中又称脑梗死，是目前中老年人群常

见病、多发病，其发病率、致残率、致死率居高不下，严

重威胁人类生命和健康［1-2］。目前临床治疗缺血性脑

卒中以溶栓、抗凝、抗血小板、降纤和血栓切除术等为

主，从而恢复脑组织血流再灌注［3-4］。然而，由于脑部

毛细血管致密，微血管内细胞附壁及微血栓形成，与免

疫炎症反应密切关联造成再灌注无复流现象，反而加

剧了缺血性脑损伤［5-7］。再灌注后无复流是指通过多
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种方式实现大动脉再通后，局部组织仍得不到充分血

液灌注的现象，这成为外科治疗脑梗死，减轻中风后遗

症的重要障碍，重视改善再灌注后无复流现象是提高

再灌注疗效的重要方式［8］。

脑梗死属中风病的范畴，缺血性中风病是由正气亏

虚、饮食不节、起居劳倦、情志内伤等多种因素，产生风、

火、痰、瘀等引起脑脉痹阻，临床以猝然昏仆、不省人事、

口歪言謇、半身不遂等为主要表现的病症。其中，风、

痰、瘀是影响缺血性中风的关键因素，治疗宜以祛风化

痰、活血通络为基本治法。痰瘀互结因于津血同源，与

血管内皮损伤、血液黏度增加、过度凝血、神经免疫炎症

反 应 关 系 密 切［9-10］。 化 痰 通 络 汤（Huatan Tongluo 
Decoction，HTTLD）具有熄风化痰、活血通络的功效。本

研究通过建立小鼠大脑中动脉缺血再灌注（MCAO/R）
模型，探讨化痰通络汤对脑缺血再灌注损伤的治疗作用

及机制，以期为化痰通络汤临床应用提供实验依据。

1　实验材料

1. 1　实验动物

SPF级小鼠购自北京维通利华实验动物科技有限

公司，许可证号：SCXK（京）2021－0006，品系 C57BL/
6J，雄性，8～12周龄，体质量 22～25 g。实验单位使用

许可证编号：SYXK（鲁）20180009，小鼠在千佛山医院

动物研究中心 SPF 级条件饲养，室温 21～25 ℃，相对

湿度 40%～60%，自由进食饮水，自动光照系统模拟昼

夜循环光照 12 h/d。实验中涉及动物处置的内容均经

动物实验伦理委员会审核并通过。

1. 2　主要仪器

解剖显微镜（日本OLYMPUS，型号：SZX2-TR30）；

MCAO/R 线栓（深圳 RWD）；全自动真空脱水机（德国

徕卡，型号：APS200S）；生物组织包埋机（浙江科迪，型

号 ：KD－BM/BL）；石蜡切片机（德国徕卡，型号：

RM2235）；摊片烤片机（浙江科迪，型号：KD－P）；显微

镜（日本OLYMPUS，型号：BX51T）；高速低温组织研磨

仪（武汉 Servicebio）；高速冷冻离心机（德国 eppendorf，
型号：5424R）；酶标仪（美国 Thermofisher Multiska）；蛋

白电泳印记系统（美国伯乐，MINI）；冰冻切片机（德国徕

卡，型号：CM1950）；倒置荧光显微镜（德国徕卡，型号：

DMi8）。
1. 3　主要试剂与药物

2%TTC染液（Solarbio，批号：20220113）；苏木素－

伊 红 染 液（Servicebio，批 号 分 别 是 ZH190905、
ZH202812）；vWF 多抗、Fibrinogen α 链多抗、GP Ⅸ多

抗、β－actin 单抗（Proteintech，批号分别为 27186－1－
AP、20645－1－AP、14564－1－AP、66009－1－1 g）；

Claudin－5 多抗（Abcam，批号：ab15106）；HRP 标记山

羊抗兔 IgG二抗（Jackson，批号：111－036－003）；HRP
标记抗小鼠 IgG 二抗（Cell Signaling Technology，批号：

7076P2）；488山羊抗兔荧光二抗、546猴抗兔荧光二抗

（Invitrogen，批号：A11034、A10040）；DAPI溶液（Solarbio，
批号：C0065）；BCA 蛋白检测试剂盒（Thermo，批号：

UJ290653）；WB－HRP 发光液（美国 Millipore，批号：

2205202）；中药饮片（由山东中医药大学附属医院提

供）；阿司匹林肠溶片（沈阳奥吉娜药业有限公司，国药

准字H20065051）。

2　实验方法

2. 1　药物组成及制备

化痰通络汤组成：白术 9 g，茯苓 9 g，半夏 9 g，天麻

12 g，胆南星 6 g，天竺黄 6 g，制香附 9 g，赤芍 9 g，红花

9 g，炒桃仁9 g，紫丹参 15 g，大黄 6 g及三七（冲服）6 g。
将中药饮片加入 8 倍量水浸泡，煎煮 45 min，过滤，水

煎液浓缩至含生药量 2 g/mL，加入三七粉 0. 11 g/mL，
混匀，药液含生药量为 2. 11 g/mL 为高剂量组给药药

液；中、低剂量组分别加1倍、3倍生理盐水稀释。

阿司匹林肠溶片（Aspirin Enteric－coated Tablets，
AECT）研磨成极细粉末，加生理盐水成 0. 93 mg/mL
药液。

2. 2　动物分组及给药

85只小鼠随机分为假手术组（Control）10只和造模

组75只；模型制作成功小鼠随机分为模型组（Model）、化
痰通络汤高剂量组（HTTLD－H）、化痰通络汤中剂量组

（HTTLD－M）、化痰通络汤低剂量组（HTTLD－L）和阿

司匹林肠溶片组（AECT），每组15只。

化痰通络汤高、中、低剂量组每日给药剂量分别为

29. 64、14. 82、7. 41 g/kg；阿司匹林肠溶片组每日给药剂

量为 13 mg/kg；假手术组和模型组给予等体积生理盐

水。于再灌注后30 min分别灌胃给予相应药物，连续给

药7 d。
2. 3　小鼠MCAO/R模型制备及神经功能缺损评分

运用 Longa 法［11］，参照 Uluc 大鼠 MCAO/R 模型制

作方法［12］，并根据小鼠解剖特点进行改良复制小鼠

MCAO/R 模型。小鼠术前自由进食饮水，整个造模过

程需在解剖显微镜下操作。小鼠经麻醉消毒后，逐步

分离左侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉，自左侧颈外

动脉进栓，经颈内动脉至左侧 MCA 分叉处，手下会感

到轻微阻力，镜下会看到线栓有轻微回弹，轻弹几次刺

激血管收缩利于阻塞成功，进栓深度约 0. 9～1 cm，缺

血 90 min后拔出线栓再灌注，并缝合伤口。假手术组

仅暴露血管不插入线栓。具体流程图见图1。
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神经功能缺损评分标准：0分，无神经功能缺损症

状；1分，提尾时右前肢不能完全伸展；2分，爬行时转

圈；3分，右侧前、后肢均不能完全伸展，爬行时身体向

右侧倾倒；4分，右侧瘫痪，无自发活动或有意识障碍。

评分1～3分为模型制作成功。

2. 4　TTC染色法检测脑组织梗死体积

于术后第 8天麻醉小鼠并断头取脑组织，-20 ℃速

冻 20 min，在冰盒上自额叶前极起切出平均厚度约

1 mm的 5片冠状切片，放入 2% TTC染液中，37 ℃避光

水浴 20 min，4% 多聚甲醛固定，将固定好的脑片按顺

序排列，并拍照。用 ImageJ软件计算每片脑组织面积

及缺血部位脑组织面积。

缺血区体积比（%） = 各切片白色缺血区域面积

之和/各脑片面积之和 × 100%
2. 5　HE染色法进行病理组织形态检测

用 PBS 缓冲液 20 mL，4% 多聚甲醛 20 mL 进行组

织灌注后取脑组织，放入 4% 多聚甲醛溶液中固定

24～48 h。脑组织经脱水机固定程序脱水，经包蜡、

切片、脱蜡、HE 染色、脱水、封片后，显微镜观察并

拍照。

2. 6　 Western blot 检 测 脑 组 织 中 vWF、Fibrinogen、
Claudin－5和Occludin蛋白表达

选择左侧半暗带部位脑组织，经裂解液（RIPA∶
PMSF = 100∶1）裂解 15 min；研磨、离心后取上清；用

BCA 法测定蛋白质浓度，按蛋白样品：5 × Bufer = 4∶1
比例向蛋白质样品中加入 5 × Bufer，95 ℃加热 15 min
使蛋白质变性。取蛋白样品50 μg进行SDS－PAGE凝

胶电泳，转膜，5% 牛奶封闭 2 h，加入一抗（vWF、
Fibrinogen、Claudin 5、Occludin 抗体∶一抗稀释液 =
1∶1 000；β－actin 抗体∶一抗稀释液=1∶5 000） 4 ℃孵

育过夜。次日经 TBST 洗，加入相应二抗（1∶8 000）孵

育 2 h，TBST 洗膜后显影。用 ImageJ 软件进行灰度值

分析。

2. 7　免疫荧光检测脑组织 vWF、GP Ⅸ、Fibrinogen、
Claudin－5和Occludin表达

脑组织OCT包埋，切取 7 μm冰冻切片，PBS清洗，

按 Triton∶PBS = 1∶1 000 比例透膜 10 min，PBS 清洗，

5%胎牛血清封闭液封闭 30 min，加一抗（vWF、GP Ⅸ、

Fibrinogen、Claudin－5、Occludin 抗体∶PBS=1∶1 000）
4 ℃孵育过夜。次日，PBS洗去一抗。加入二抗（vWF、
GP Ⅸ、Fibrinogen用 488羊抗兔荧光二抗，Claudin－5、
Occludin 用 546 猴抗兔荧光二抗，二抗∶PBS = 1∶300）
避光孵育 2 h，PBS 洗后加 DAPI 10 min，PBS 洗后用抗

荧光衰减封片剂封片，于荧光显微镜下拍照。用

ImageJ软件进行灰度值分析。

2. 8　统计学方法

实验数据采用 SPSS 25. 0 软件，以均数 ± 标准

差（x̄ ± s）表示，多组间比较，数据服从正态分布，满足

方差齐性，采用单因素方差分析（one－way ANOVA），

组间两两比较用最小显著性差异法（LSD post hoc）检

验，P < 0. 05表示差异有统计学意义，所有实验重复次

数均 ≥ 3次。

3　结果

3. 1　小鼠死亡情况

术后 7 d 内，假手术组小鼠没有死亡，模型组死

2只，化痰通络汤高、中剂量组各死亡 1只，化痰通络汤

低剂量组死亡2只，阿司匹林肠溶片组死亡4只。

3. 2　神经功能缺损评分

于术后第 8天进行神经功能缺损评分。结果与假

手术组比较，模型组小鼠出现显著神经功能缺损（P < 
0. 01）；与模型组比较，化痰通络汤高、中、低剂量组和

阿司匹林肠溶片组小鼠神经功能缺损评分显著降低

（P < 0. 01，P < 0. 05）；其中化痰通络汤中剂量组小鼠

神经功能缺损评分最低，但各给药组之间比较差异无

统计学意义（P > 0. 05）。见表1。
3. 3　TTC染色结果

假手术组小鼠脑组织无明显白色梗死灶，模型组

与各模型加药物组小鼠脑组织均有明显白色梗死灶。

与假手术组比较，模型组小鼠脑组织梗死体积显著增

加（P < 0. 01）；与模型组比较，化痰通络汤高、中、低剂

量组和阿司匹林肠溶片组小鼠脑组织梗死体积均显著

减小（P < 0. 01）。见图2。

图1　小鼠MCAO/R模型制作流程图
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3. 4　HE染色结果

假手术组小鼠脑组织可见密布血管网，且血管清

晰、分布均匀；细胞完整，排列整齐有序，胞质均匀，核

仁清晰可见。模型组小鼠脑组织鲜有完整血管存在、

管腔内斑块阻塞微血管；细胞排列紊乱、胞膜碎裂，胞

核固缩、变形，呈现出明显坏死改变。各给药组小鼠

脑组织均有血管网分布，其中化痰通络汤高、中剂量

组血管网较为清晰，管内有少量细胞沉积；多数细胞

排列整齐，胞质均匀，胞体完整，核仁清晰。化痰通络

汤低剂量组和阿司匹林肠溶片相较于模型组，血管相

对清晰，但仍有明显斑块沉积，血管闭塞情况有所改

善。见图 3。

3. 5　Western blot结果

与假手术组比较，模型组小鼠脑组织中 vWF、
Fibrinogen 蛋白表达显著升高（P < 0. 01），Claudin－5、
Occludin 蛋白表达显著降低（P < 0. 01）。与模型组比

较，化痰通络汤高、中剂量组与阿司匹林肠溶片组 vWF
和 Fibrinogen表达显著降低（P < 0. 01）；化痰通络汤低

剂量组 vWF表达显著降低（P < 0. 01），Fibrinogen表达降

低不显著（P > 0. 05）；化痰通络汤中剂量组 Claudin－5

表1　各组小鼠神经功能缺损评分、脑组织梗死体积比较（x̄ ± s）

组别

Control
Model

HTTLD－H
HTTLD－M
HTTLD－L

AECT

n
3
3
3
3
3
3

神经功能缺损评分/分
0

1. 77 ± 0. 17**

1. 29 ± 0. 13##

1. 21 ± 0. 11##

1. 38 ± 0. 14#

1. 30 ± 0. 15#

梗死体积比/%
0

29. 10 ± 0. 51**

16. 35 ± 1. 29##

13. 11 ± 0. 93##

15. 85 ± 1. 05##

15. 61 ± 1. 34##

注：与 Control 比较，**P < 0. 01；与 Model 比较，##P < 0. 01，#P < 
0. 05。

注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络汤低剂

量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图2　脑组织TTC染色图

注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络汤低剂

量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图3　脑组织HE染色图（× 400）
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蛋白表达显著升高（P < 0. 01），化痰通络汤高、低剂量组

Claudin－5蛋白表达虽有所升高，但差异无统计学意

义（P > 0. 05）；化痰通络汤高、低剂量组 Occludin蛋白

表达显著升高（P < 0. 05），化痰通络汤中剂量组与阿司

匹林肠溶片组Occludin蛋白表达虽有升高，但差异无统

计学意义（P > 0. 05）。见图4和表2。
3. 6　免疫荧光结果

与假手术组比较，模型组小鼠脑组织中 vWF、GP 
Ⅸ、Fibrinogen 表达显著增加（P < 0. 01），Claudin－5 和

Occludin 表达显著降低（P < 0. 01）；与模型组比较，化

痰通络汤高、中、低剂量组和阿司匹林肠溶片组 vWF、
GP Ⅸ、Fibrinogen 表达显著降低（P < 0. 01），Claudin－5
表达显著升高（P < 0. 05，P < 0. 01）；化痰通络汤高、中、

低剂量组Occludin表达显著升高（P < 0. 01）。见图 5～
9和表3。

注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络汤低剂

量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图5　vWF免疫荧光结果（× 200）

注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤

高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络

汤低剂量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图4　Western blot结果

表2　各组小鼠脑组织Western blot相对表达量比较（x̄ ± s）

组别

Control
Model

HTTLD－H
HTTLD－M
HTTLD－L

AECT

n
3
3
3
3
3
3

vWF/β－actin
0. 49 ± 0. 07
0. 87 ± 0. 05**

0. 53 ± 0. 05##

0. 39 ± 0. 05##

0. 38 ± 0. 07##

0. 42 ± 0. 1##

Fibrinogen/β－actin
0. 27 ± 0. 02
1. 01 ± 0. 05**

0. 49 ± 0. 11##

0. 59 ± 0. 11##

0. 96 ± 0. 04▲▲

0. 44 ± 0. 07##

Claudin－5/β－actin
1. 53 ± 0. 11
0. 69 ± 0. 05**

0. 88 ± 0. 05
1. 25 ± 0. 12##▲▲

0. 86 ± 0. 13
0. 53 ± 0. 19

Occludin/β－actin
1. 12 ± 0. 01
0. 59 ± 0. 00**

1. 08 ± 0. 03#

1. 03 ± 0. 07
1. 20 ± 0. 27#

0. 97 ± 0. 24
注：与Control比较，**P < 0. 01；与Model比较，##P < 0. 05，#P < 0. 01；与AECT比较，▲▲P < 0. 01。
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注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络汤低剂

量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图7　Fibrinogen免疫荧光结果（× 200）

注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络汤低剂

量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图6　GPIX免疫荧光结果（× 200）

注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络汤低剂

量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图8　Claudin－5免疫荧光结果（× 200）

··28



2023 年 11 月第 40 卷第 11 期
Vol. 40，No. 11，Nov.  2023

中医药信息（Information on Traditional Chinese Medicine）
http：/ / zyyxx. hljucm. net/ ch/ index. aspx

4　讨论

研究发现，vWF和GP Ⅰb－Ⅸ－Ⅴ复合物介导的

血小板早期黏附在缺血性脑卒中血栓炎症反应和再

灌注无复流现象中发挥关键性作用［7］。vWF是一种大

的多聚体糖蛋白，主要在内皮细胞和巨核细胞内合

成，然后被分泌到血液或存储到内皮细胞 Weibel－
Palade小体和血小板α颗粒。血小板膜糖蛋白GP Ⅰb－
Ⅸ－Ⅴ复合物是血小板表面黏附受体，在缺血性脑卒

中的病理过程中，vWF 通过与血小板膜糖蛋白 GP Ⅰ
b－Ⅸ－Ⅴ复合物结合，刺激血小板黏附和下游活化

信号激活血小板，并结合激活整合素GP Ⅱb/Ⅲa，刺激

血小板聚集［13-16］；vWF 与结合活化的血小板在缺血性

脑卒中病理过程中通过各种黏附分子的相互作用，募

集白细胞、单核细胞、T淋巴细胞等并进一步刺激微血

栓形成阻塞微血管［7， 17］。研究指出，抑制 vWF 聚

集［17-18］，或抑制血小板膜糖蛋白 Ⅰb（glycoprotein Ⅰb，
GP Ⅰb）［19］，或阻断 vWF 与 GP Ⅰb－Ⅸ－Ⅴ复合物相

互作用［20］，减少血小板早期黏附可明显减少中性粒细

胞、T 细胞等免疫细胞募集，维护血脑屏障［21-24］，减少

微血栓的形成和纤维蛋白原沉积，改善微循环阻塞，

发挥抗血栓形成、减轻炎症反应，进而减轻脑缺血再

灌注损伤。

血脑屏障是介于血液与脑组织之间的重要屏障，

能够限制有潜在毒性的血浆成分、血细胞和病原体等

进入脑组织，发挥维护神经系统稳态的作用。血脑屏

障主要由两部分组成，一是由脑毛细血管壁与神经胶

质细胞形成的血浆与脑细胞之间的屏障；二是由脉络

丛形成的血浆与脑脊液之间的屏障。脑毛细血管内

皮细胞之间通过紧密连接、黏附连接和间隙连接蛋白连

接，在紧密连接中Occludin、Claudins和黏附分子形成对

液体不可渗透的屏障［25］。Occludin 和 Claudin－5 是最

具代表性的紧密连接蛋白，在脑毛细血管高表达，通

过调节内皮通透性发挥维持血管稳态的作用［26］。脑

缺血诱导 Occludin 降解和 Claudin－5 表达减少，促使

内皮细胞凋亡从而增加再灌注后出血的可能［27-28］。因

此，维持Occludin和Claudin－5表达，维护血脑屏障完

整性对减少再灌注后脑出血至关重要。因本研究所

用化痰通络汤活血化瘀之力较强，恐有损伤血脉之

弊，故而同时研究其对血脑屏障紧密连接蛋白

Claudin－5和Occludin的调节作用。

化痰通络汤适用于缺血性中风中经络之风痰阻络

证，主方由半夏、生白术、天麻、茯苓、胆南星、天竺黄、

表3　各组小鼠脑组织荧光表达量比较（x̄ ± s，%）
组别

Control
Model

HTTLD－H
HTTLD－M
HTTLD－L

AECT

n
4
4
4
4
4
4

vWF
0. 27 ± 0. 02
5. 56 ± 0. 36**

0. 43 ± 0. 05##▲▲

0. 82 ± 0. 22##▲▲

3. 21 ± 0. 16##

2. 77 ± 0. 25##

GP9
1. 33 ± 0. 10
2. 79 ± 0. 22**

0. 29 ± 0. 04##▲▲

0. 29 ± 0. 03##▲▲

1. 25 ± 0. 06##

1. 28 ± 0. 27##

Fibrinogen
0. 34 ± 0. 03
5. 54 ± 0. 61**

0. 42 ± 0. 04##

0. 62 ± 0. 12##

1. 76 ± 0. 23##

1. 09 ± 0. 09##

Claudin－5
3. 25 ± 0. 49
0. 21 ± 0. 05**

1. 08 ± 0. 07#

1. 44 ± 0. 13##

1. 37 ± 0. 15##

1. 68 ± 0. 10##

Occludin
2. 60 ± 0. 17
0. 63 ± 0. 07**

2. 51 ± 0. 13##▲▲

2. 24 ± 0. 13##▲▲

2. 05 ± 0. 12##▲▲

0. 97 ± 0. 09
注：与Control比较，**P < 0. 01；与Model比较，##P < 0. 05，#P < 0. 01；与AECT比较，▲▲P < 0. 01。

注：Control为假手术组；Model为模型组；HTTLD－H为化痰通络汤高剂量组；HTTLD－M为化痰通络汤中剂量组；HTTLD－L为化痰通络汤低剂

量组；AECT为阿司匹林肠溶片组。

图9　Occludin免疫荧光结果（× 200）
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紫丹参、香附、酒大黄、三七组成，本实验所用化痰通络

汤参照临床应用在原方基础上加用桃仁、红花、赤芍以

增强活血化瘀之力［29］。方中半夏燥湿化痰，天麻平肝

潜阳、祛风通络为君药；丹参、桃仁、红花、赤芍凉血化

瘀，活血而不致血热妄行为臣药；白术、茯苓健脾利湿，

胆南星、天竺黄有清热化痰之效，共奏理气健脾、燥湿

化痰、熄风止痉之功，香附理气和中，兼三七止血活血

共为佐药；酒大黄通腑泄浊，荡涤肠胃，使腑气通而痰

浊得化。综观全方，温凉并用，活血与化痰兼顾，共奏

活血祛瘀、化痰通络之功。

降低病死率和致残率是中风病治疗的首要目标，

本研究结果显示，小鼠 MCAO/R 后，脑组织梗死灶明

显，神经功能出现明显缺损。化痰通络汤高、中剂量能

够减少 MCAO/R 小鼠病死率，高、中、低剂量均可减少

脑组织梗死体积，改善神经功能，以中剂量组效果最

佳。HE染色结果显示，化痰通络汤中剂量组较好地维

持了血管壁的完整性，血管中细胞沉积较少。Western 
blot 和免疫荧光检测结果表明，化痰通络汤可减少

MCAO/R 小鼠脑组织中 vWF、GP Ⅸ和 Fibrinogen 蛋白

表达，同时升高Claudin－5和Occludin蛋白表达，在抗

血小板、降聚、降纤的同时，在一定程度上维护血脑

屏障。

综上所述，化痰通络汤可减少脑缺血再灌注小鼠

脑组织梗死体积，改善神经功能，其作用可能与化痰通

络汤能降低缺血再灌注后脑组织中 vWF表达，减少血

小板黏附和聚集，减少纤维蛋白原沉积，同时升高

Claudin－5和Occludin蛋白表达，维护血脑屏障有关。
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Cerebral Ischemia－Reperfusion Mice
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（1.  Shandong University of Traditional Chinese Medicine， Jinan 250014， China； 2.  Shandong First Medical 
University， Jinan 250014， China； 3.  Affiliated Hospital of Shandong First Medical University， Jinan 250014， China）

【Abstract】 Objective： To explore the effects and molecular mechanism of Huatan Tongluo Decoction on the 
neural function of middle cerebral artery ischemia and reperfusion （MCAI/R） model mice.  Method： 85 SPF 
C57BL/6J male mice were randomly divided into sham operation group （Control）， model group （Model）， 
Huatan Tongluo Decoction high－dose group （HTTLD－H）， Huatan Tongluo Decoction medium-dose group 
（HTTLD－M）， Huatan Tongluo Decoction low-dose group （HTTLD－L）， and aspirin enteric-coated tablet 
group （AECT）.  30 min after successful replication of MCAI/R model mice， corresponding drugs were 
administered to the mice by gavage for 7 consecutive days.  Neurological impairment scores were used to evaluate 
the degree of neurological impairment of the mice.  The infarct volume of brain tissue was detected by 2，3，5－
triphenyltetrazolium chloride （TTC） staining.  Hematoxylin－eosin （HE） staining was used to detect 
morphological changes in the brain tissue.  Western blot was used to detect the expression levels of Von 
Willebrand factor （vWF）， fibrinogen， claudin－5 and occludin of the brain tissue； the expression of vWF， 
platelet membrane glycoprotein Ⅸ （GP Ⅸ， labeled platelets）， fibrinogen， claudin－5 and occludin in the brain 
tissue were detected by immunofluorescence.  Results： Compared with the treatment of model group， Huatan 
Tongluo Decoction can reduce the infarct volume of brain tissue in MCAI/R mice （P < 0. 01） and improve the 
neurological function （P < 0. 01）， and the medium dose group had the best effect.  The decoction can maintain 
the integrity of blood vessel wall and improve blood circulation in brain tissue of MCAI/R mice to a certain 
extent.  It can decrease the expression of vWF in brain tissue （P < 0. 01） and reduce platelet adhesion and 
aggregation （P < 0. 01）， and the decrease of fibrinogen deposition has the most significant difference between 
the high dose and medium dose （P < 0. 01）.  The decoction can increase the expression of claudin－5 （P < 
0. 05） and occludin （P < 0. 05） in brain tissue to maintain the blood－brain barrier.  Conclusion： Huatan 
Tongluo Decoction can reduce cerebral infarction volume and improve nerve function in MCAI/R model mice， 
which may be related to the fact that Huatan Tongluo Decoction reduces vWF expression in brain tissue of MCAI/
R model mice， reduces platelet adhesion and aggregation， and reduces fibrinogen deposition.  To a certain 
extent， the decoction can maintain claudin－5 and occludin expressions， and maintain blood－brain barrier.
【Key words】Cerebral ischemia reperfusion； Huatan Tongluo Decoction； Von Willebrand factor； Platelets； 
Blood－brain barrier
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