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松龄血脉康胶囊对局灶性缺血损伤后大鼠脑组织 TNF-α表达的影响
郑桂芝 1 梁汝庆 2

（1济宁医学院中医教研室 山东济宁 272000；2南京医科大学第一附属医院神经内科 江苏南京 210029）

摘要 目的：探讨松龄血脉康预处理对大鼠急性局灶性脑缺血再灌注损伤脑组织 TNF-α表达的影响。方法：36只雄性 SD大鼠，
随机分为松龄血脉康（SL-xmk）预处理组、假手术组、对照组，SL-xmk预处理组采用 SL-xmk（937.5mg/kg）悬浮液对大鼠进行 4w
预防性灌胃处理，假手术组、对照组采用等容量生理盐水预防性灌胃处理，在预处理终点采用线栓法制作大鼠大脑中动脉阻塞
（middle cerebral artery occlusion，MCAO）模型。观察 SL-xmk预处理后MCAO大鼠脑组织含水量、脑梗死体积变化的影响，运用
免疫组织化学法检测大鼠缺血脑组织 TNF-α免疫反应阳性细胞表达。结果：SL-xmk预处理后脑组织 TNF-α表达显著下降，缺
血脑组织含水量和脑梗死体积明显降低。结论：松龄血脉康可抑制急性局灶性脑缺血再灌注损伤后脑组织 TNF-α的表达。
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ABSTRACT Objectivc: To study the effect of Songling Xuemaikang preconditioning on the expression of tumor necrosis factor-α
after focal cerebral ischemia injury in rats. Methods: 36 adult male Sprague-Dawley rats were randomly divided into four groups in which
the sham-operation group (n=12) and the control group (n=12) were both treated with 1ml/100g isotonic saline, and the preconditioning
groups of 4w were treated with 937.50mg/kg of SL-xmk before received 2h of MCAO followed by 24h reperfusion except sham-opera-
tion group. The brain water content and infarct area in right hemisphere were observed after ischemia for 2h followed by 24h reperfusion,
then immunohistochemistry was used to detect the expression of TNF-α of ischemic brain tissue. Results: The pretreatment 4w periods
of SL-xmk could significantly reduce ischemic brain tissue water content and infarct area in right hemisphere. Compared with the control
group, the expression of TNF-α in ischemic brain tissue decreased obviously. Conclusion: SL-xmk pretreatment may have certain inhibi-
tion on the expression of tumor necrosis factor-α after focal cerebral ischemia-reperfusion injury.
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脑卒中是中老年人的常见病、多发病、是迄今人类死亡率
最高的三大疾病之一，近年来中药制剂在缺血性卒中防治方面
的益处逐渐显露出来[1,2]。松龄血脉康胶囊采用松针、珍珠层粉、
葛根等成分，经现代制剂技术加工、精制而成的复方中药制剂；
主要有效成分为原花青素、葛根素、总黄酮、儿茶素、虎杖苷、芦
丁、黄芪苷等。国外研究提示松树制剂有抗凋亡、抗炎作用[3-4]，
国内已有研究提示松龄血脉康可通过抗细胞凋亡发挥脑保护
作用[5]。本实验拟用松龄血脉康对大鼠预防性给药，观察大鼠大
脑中动脉阻塞后脑组织 TNF-α表达变化以及缺血脑组织含
水量和脑梗死体积变化。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组和MCAO模型制作

成年健康雄性 SD大鼠 36只，2月龄，体重 260±20g，由
中国科学院上海实验动物中心提供，许可证号 SCXK (沪)
2007-0005。随机分为 3组：松龄血脉康预处理 4w组，12只；松
龄血脉康干粉（937.5mg/kg）加 0.9％生理盐水配制成悬浮液灌
胃。假手术组、对照组（n均 =12）：给予等容量 0.9％生理盐水灌
胃（1ml/100g）；预处理周期同 4w药物组。在干预周期终点，对
大鼠行大脑中动脉阻塞处理，缺血 2h再灌注 24h后取材。

参照 Longa法制备大鼠大脑中动脉阻塞模型[6]。
神经功能评分：采用 Longa等[6]5级标准评分法，动物苏醒

后即评分，再灌注 24时评分。0分：无神经功能缺损；1分：缺血
对侧前肢内收、不能完全伸展；2分：行走时向偏瘫侧转圈者；3
分：行走时向偏瘫侧倾倒；4分：意识丧失，不能自发行走。1分
以上为造模成功（含 1分），评分 0分、4分动物，癫痫发作者，
取材时发现脑出血、蛛网膜下腔出血者均剔除，随机补充。
1.2 大鼠脑组织石蜡切片制备

取 6 只大鼠，末次给药 24h 内给予 10%水合氯醛
（350mg/kg）腹腔注射麻醉,迅速打开胸腔，充分暴露心脏（以
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5ml 注射器抽取心尖部血液 3ml，37℃水浴 30 分钟后，
3000rpm/min离心 10min，取血清备用）。打开腹腔，翻开肝脏，
用夹闭腹主动脉和下腔静脉。经左心室插管至升主动脉，快速
推注 0.9％生理盐水（约 100ml）至右心耳流出清亮液体为止。
快速推注 10％中性甲醛溶液 100ml进行前固定，当大鼠出现
上肢及头部抖动，表明灌注成功，固定液进入循环系统，继续快
速滴注 10％中性甲醛溶液 15-20分钟，至大鼠颈部及上肢出现
僵硬，结束灌注，断头取脑，去处嗅球、小脑和低位脑干，室温下
相同固定液后固定 24h，组织体积与固定液体积比例为 1:20。
从视交叉向后以 2mm间距连续取 3个冠状切片，室温下相同
固定液固定 48h.后常规制作石蜡切片。
1.3 Maxvision法检测缺血脑组织 TNF-α，按照试剂盒说明操
作

常规脱蜡至水；PBS（Ph7.4）冲洗，水化，每张切片加 1 滴
3%过氧化氢，室温下孵育 10min以阻断内源性过氧化氢酶活
性，PBS（Ph7.4）冲洗三次，3 min×3，除去 PBS；滴加 TNF-α一
抗(大鼠抗小鼠，1:50)置湿盒中 4℃过夜；PBS洗 5min×3，除去
PBS；每张切片加 1滴即用型 Maxvision 试剂，室温卵育 15
min；PBS洗 3min×3，除去 PBS；加 2滴新鲜配制 DAB溶液；
显微镜下观察 5min；水洗，苏木素染核；脱水，透明，封片。阴性
对照：用 0.1mol/L PBS代替一抗，余步骤同前。用带刻度的目镜
在 10×40倍光镜下计数缺血侧脑组织一个线性长度(1mm)内
阳性细胞数，共取 3个刻度范围，取其平均值。
1.4 脑含水量、梗死体积测定

干、湿重法检测脑含水量：缺血 2h再灌注 24 h后，每组取

3只大鼠，断头取脑，左右脑分开，取右脑，除去小脑和低位脑
干、嗅球。用双量程电子分析天平立即称湿重，然后称量在电热
恒温干燥箱中 106℃干燥 48 h后的干重,以计算含水量。公式
如下：含水量 =(湿重 -干重) /湿重× 100 %。

TTC染色法测脑梗死体积：缺血 2h再灌注 24 h后，每组
取 3只大鼠，断头取脑，置 -4℃冰箱 30min，左右脑分开，将右
前脑沿冠状面切成厚度基本相同的 5片，脑片置于 30 ml 2%
TTC溶液中避光孵育 20 min。将脑片置于 10%的甲醛溶液中
固定。缺血再灌注病灶呈苍白色，正常组织呈红色。分离苍白区
(梗死区 )和非苍白区 (正常区)，计算梗死比率。计算公式：梗死
比率 (% ) =苍白区重 / (苍白区重 +非苍白区重 )×100%。
1.5 统计学分析

采用 SPSS16.0软件处理，计量资料以均数士标准差(x±s)
表示，多组间分析用 One-way ANOVA分析，组间两两比较用
LSD法；以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠脑组织 TNF-α测定
光镜下 TNF-α阳性细胞染色呈棕黄色细小颗粒，主要位

于胞质、突起和核膜中，胞核不着色，背景清晰，阳性细胞体积
正常，细胞核大而圆与对照组比较，松龄血脉康预处理组大鼠
缺血侧脑组织 TNF-α阳性细胞表达均有减少（P＜0.05），假手
术组脑组织 TNF -α阳性细胞表达较少[1.50±0.55]。见表 1，
图 1。

注:与对照组比较▲P＜0.05，▲▲P＜0.01

Note:Compared with control group▲P＜0.05，▲▲P＜0.01

Group n TNF -α

Sham operation group 6 1.50±0.55

Control group 6 24.67±2.50

Precaution 4w group 6 17.33±2.07▲▲

表 1 各组大鼠脑组织 TNF-α变化（x±s ,n=6）（个 /mm）
Table 1 change of TNF-α in rat brain tissue in each group

图 1各组大鼠脑组织 TNF-α免疫反应阳性细胞表达比较：A假手术组；B对照组：C预防 4周组；Maxvision法×200

Fig 1 Comparison of brain tissue TNF-α immunoreactive cells in each group : A Sham operation group; B Control group; C Precaution 4w group;

Maxvision×200
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2.2 脑含水量、梗死率测定
与对照组比较，松龄血脉康预处理组大鼠脑组织含水量降

低（P＜0.05）、脑梗死体积缩小（P＜0.05）；假手术组大鼠脑组织
正常。见表 2。

注:与对照组比较▲P＜0.05

Note: Compared with control group▲P＜0.05

表 2 各组大鼠缺血侧脑含水量、梗死率比较(x±s, n=3) %

Table 2 Comparison of water content and infarction rate of ischemic brain in each group

Group n Brain water content Infarction rate

Sham operation group 3 68.60±6.16 0

Control group 3 89.31±7.65 29.52±2.98

Precaution 4w group 3 76.63±5.31▲ 24.73±2.26▲

3 讨论

大量研究均支持炎症反应参与了缺血性脑损伤，它是由多
种细胞因子介导的一种连锁过程 [7]。肿瘤坏死因子 -α (TNF-
α)是重要的炎性细胞因子，在神经损伤中起重要作用[8]。脑缺
血早期即出现 TNF-α及其受体表达上调[9]，从而促进神经细
胞凋亡、坏死和脑水肿形成[10]。沈氏等[11]研究结果提示炎症反应
遍及全脑并作用全身，贯穿脑缺血再灌注整个病理过程。

脑缺血再灌注后内皮细胞炎症反应使血脑屏障受损，加重
了脑损害及脑水肿，此病理生理过程的基础是以 TNF-α、IL-6
等细胞因子为代表的多种炎性介质失控、释放而形成的“瀑布
效应”机制[12]。有研究表明 TNF-α水平增高能加重缺血性脑卒
中，TNF-α的水平在一定程度上体现了缺血的严重程度。并且
可能提示病人的预后[13]。早期针对 TNF-α高表达的治疗可以
改善脑缺血病人的预后[14]。因此通过各种措施阻断 TNF-α的
表达可减少缺血性神经元损伤。

本实验采用松龄血脉康预防性给药，在相同时间点采用线
栓法建立缺血再灌注大鼠模型，模拟人类缺血性脑血管病再灌
注状态，于再灌注 24h后检测脑组织 TNF-α免疫反应阳性细
胞表达，同时检测缺血侧脑组织含水量、梗死体积，了解松龄血
脉康预处理对局灶性脑缺血再灌注后 TNF-α细胞因子表达变
化及其对脑水肿和脑梗死体积的影响，探讨其脑保护作用。结
果显示，松龄血脉康预处理后 MCAO大鼠，与对照组比较，松
龄血脉康药物干预后缺血侧脑组织 TNF-α免疫反应阳性细胞
表达数降低，实验过程中我们观察到松龄血脉康预处理组在
MCAO后，缺血侧脑组织含水量、脑梗死体积率较对照组均降
低。

综上所述，松龄血脉康预处理大鼠 MCAO 后，脑组织
TNF-α表达明显降低，缺血脑组织含水量、梗死体积均有改
善，结果提示松龄血脉康预处理可抑制大鼠脑缺血再灌注后
TNF-α的表达，减轻脑水肿和脑梗死体积，改善神经损伤，发
挥了一定的抗炎症反应作用。
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