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温阳化瘀方改善大鼠脑缺血再灌注损伤的作用及机制研究 Δ
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摘 要 目的 基于核转录因子红系2相关因子2（Nrf2）/谷胱甘肽过氧化物酶4（GPX4）信号通路和线粒体铁死亡途径，研究温阳

化瘀方对大鼠脑缺血再灌注损伤的改善作用及机制。方法 将SD大鼠随机分为假手术组、模型组、尼莫地平片组（10.8 mg/kg）、温

阳化瘀方组（28 g/kg），每组24只。除假手术组外，其余各组大鼠均采用Longa线栓法构建大脑中动脉闭塞模型。造模成功后，各

给药组大鼠灌胃相应药液（连续给药7 d或者14 d），假手术组和模型组大鼠灌胃等体积生理盐水，每天1次。分别于给药后第7、

14天时，计算大鼠神经功能缺损评分；观察大鼠缺血侧脑组织神经元线粒体超微结构；检测大鼠缺血侧脑组织中丙二醛（MDA）、

谷胱甘肽（GSH）、Fe2+含量以及Nrf2、溶质载体家族 7 成员 11（SLC7A11）、GPX4蛋白和mRNA表达水平。结果 给药后第7、14天

时，与假手术组比较，模型组大鼠缺血侧脑组织神经元线粒体呈铁死亡典型改变，且随时间推移损伤持续加重；神经功能缺损评分

和MDA、Fe2+含量均显著升高（P＜0.05），GSH含量以及Nrf2、SLC7A11、GPX4蛋白和mRNA表达水平均显著降低（P＜0.05）。与

模型组比较，尼莫地平片组和温阳化瘀方组大鼠缺血侧脑组织神经元线粒体形态随时间推移逐步改善，上述定量指标均显著逆转

（P＜0.05），且温阳化瘀方组大部分指标的改善效果均显著优于尼莫地平片组（P＜0.05）。结论 温阳化瘀方可改善大鼠脑缺血再

灌注损伤，其作用机制可能与激活Nrf2/GPX4信号通路、抑制线粒体铁死亡有关。
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Study on the effect and mechanism of Wenyang huayu formula in improving cerebral ischemia-reperfusion 

injury in rats

XIE　Tingting，GONG　Zhiying，MA　Wei，MO　Xueni（Institute of Traditional Chinese and Zhuang-Yao Ethnic 

Medicine，Guangxi University of Chinese Medicine，Nanning 530023，China）

ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the improving effect and mechanism of Wenyang huayu formula on cerebral ischemia-

reperfusion injury in rats based on nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）/glutathione peroxidase 4 （GPX4） signaling 

pathway and mitochondrial ferroptosis pathway. METHODS SD rats were randomly divided into sham operation group， model 

group，Nimodipine tablet group （10.8 mg/kg）， and Wenyang huayu formula group （28 g/kg）， with 24 rats in each group. Except 

for the sham operation group， rats in other groups were all subjected to middle cerebral artery occlusion model by Longa thread 

occlusion method. After successful modeling， rats in each administration group were intragastrically gavaged with corresponding 

liquid for 7 days or 14 days， while rats in sham operation group and model group were given equal volume of normal saline once a 

day. At 7 and 14 days after administration， neurological deficit scores of rats were calculated； the ultrastructure of neuronal 

mitochondria in ischemic brain tissue of rats was observed；the contents of malondialdehyde （MDA）， glutathione （GSH） and Fe2+， 

as well as the protein and mRNA expression levels of Nrf2， solute carrier family 7 member 11 （SLC7A11） and GPX4 in ischemic 

brain tissue of rats were detected. RESULTS At 7 and 14 days after administration， compared with the sham operation group， the 

neuronal mitochondria in ischemic brain tissue of rats in the model group showed typical changes of ferroptosis， and the injury 

continued to worsen over time； the neurological deficit scores， the contents of MDA and Fe2+ were significantly increased （P＜

0.05），while the content of GSH and the protein and mRNA expression levels of Nrf2， SLC7A11 and GPX4 were significantly 

decreased （P＜0.05）. Compared with the model group， the morphology of neuronal mitochondria in ischemic brain tissue of rats in 

Nimodipine tablet group and Wenyang huayu formula group was gradually improved over time， and the above quantitative 

indicators were significantly reversed （P＜0.05）；moreover， 

the improvement effect of most indicators in Wenyang huayu 

formula group was significantly better than that in Nimodipine 

tablet group （P＜0.05）. CONCLUSIONS Wenyang huayu 

formula can improve cerebral ischemia-reperfusion injury in 

rats， and its mechanism may be related to activating Nrf2/
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GPX4 signaling pathway and inhibiting mitochondrial ferroptosis.

KEYWORDS Wenyang huayu formula； cerebral ischemia-reperfusion injury； Nrf2/GPX4 signaling pathway； mitochondrion； 

ferroptosis； neuron

缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）具有高发病率、

高致残率及高死亡率的特点，是当前全球范围内的重大

公共卫生问题[1]。尽管溶栓及血管内取栓等血流重建手

段显著提高了患者的血管再通率，但随之而来的脑缺血

再灌注（ischemia-reperfusion，I/R）损伤往往引发二次瀑

布式神经损害，严重限制了 IS的临床预后。因此，深入

解析脑 I/R损伤的病理演变规律，并寻找新的治疗 IS的

药物具有重要意义。

近年来的研究发现，线粒体铁死亡是介导脑 I/R损

伤的核心病理机制[2]。铁死亡是一种由铁依赖性脂质过

氧化驱动的程序性细胞死亡方式。线粒体作为细胞能

量代谢的中枢，不仅是铁代谢的重要场所，更是活性氧

产生的源头与铁死亡攻击的核心靶点[3]。核转录因子红

系 2相关因子 2（nuclear factor-erythroid 2-related factor 

2，Nrf2）/谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 

4，GPX4）信号通路作为机体最主要的内源性铁死亡防

御系统，可通过调控谷胱甘肽（glutathione，GSH）合成及

脂质氢过氧化物降解，维持线粒体稳态[4]。由此可知，

Nrf2/GPX4 信号通路在拮抗脑 I/R损伤后的脂质过氧化、

维持线粒体结构与功能稳态中发挥着关键的调控作用。

中医认为，IS及其引发的 I/R损伤的病机实质多属

“本虚标实”。其中，“阳气虚衰”为本，“瘀血内阻”为标。

“阳虚”在微观层面常表现为线粒体生物功能代谢障碍，

而“血瘀”则与微循环紊乱导致的铁盐沉积及氧化毒素

积聚密切相关[5]。温阳化瘀方作为临床验证有效的经典

方剂，经本课题组前期研究证实能显著改善 IS患者的神

经功能评分，并降低D-二聚体水平，展现出良好的抗栓

与神经修复作用[6]。然而，该方能否通过激活 Nrf2/

GPX4信号通路、抑制线粒体铁死亡这一关键环节，尚缺

乏系统的实验证据支持。基于此，本研究拟构建大脑中

动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）模型

以模拟脑 IR损伤，聚焦脑 I/R损伤的亚急性期与恢复期，

从线粒体超微结构变化、铁代谢平衡及氧化还原稳态等

多个维度，探讨温阳化瘀方改善脑 I/R损伤的具体作用

机制，以期为中医药精准防治 IS 提供实验依据与理论

参考。

1　材料

1.1　主要仪器

5418R 型低温离心机购自德国 Eppendorf 公司；

EPOCH2T型全波长酶标仪购自美国Bio-Tek公司；Power‐

pas型电泳仪购自美国Bio-Rad公司；KZ-Ⅲ-F型高速低

温组织研磨仪购自武汉赛维尔生物科技有限公司；

LightCycler480Ⅱ高通量实时荧光定量聚合酶链式反应

（PCR）仪购自瑞士Roche公司；NIKONDS-U3型超灵敏

多功能成像仪购自日本Nikon公司。

1.2　主要药品与试剂

温阳化瘀方由附片 20 g、淫羊藿 15 g、桂枝尖 15 g、

石菖蒲20 g、酒大黄6 g、三七15 g、苍术15 g、炙甘草6 g

组成，各药材均购自广西中医药大学第一附属医院药剂

科。临用时将除附片外（附片单独先煎煮2 h）的药材用

适量清水浸泡1 h，然后煎煮30 min，过滤后药渣再煎煮

20 min；合并两次滤液并加热浓缩，制成 2 g/mL的药液

（以生药量计），密封保存备用。

尼莫地平片（国药准字 H14022821，规格 20 mg）购

自正大青春宝药业有限公司；逆转录试剂盒、超敏ECL

发光检测试剂盒（批号分别为 MR05101M、PW30701S）

购自莫纳（武汉）生物科技有限公司；BCA法蛋白浓度测

定试剂盒、Fe2+试剂盒（批号分别为PC0020、BC5415）购

自北京索莱宝科技有限公司；兔源Nrf2 、溶质载体家族

7成员 11（solute carrier family 7 member 11，SLC7A11）、

GPX4、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号分别为 10176-2-

AP、14064-1-AP、11097-1-AP、ab8227）均购自英国 Ab‐

cam公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白

G 二抗（批号 GB23303）购自武汉赛维尔生物科技有限

公司；RIPA裂解液（批号P0013B）购自上海碧云天生物

技术股份有限公司；丙二醛（malondialdehyde，MDA）、

GSH试剂盒（货号分别为A003-1、A006-2-1）均购自南京

建成生物工程研究所。

1.3　实验动物

本研究所用动物为健康雄性 SPF 级 Wistar 大鼠，6

周龄，体重为（200±20）g。所有大鼠饲养于广西中医药

大学SPF级动物房，正式实验前均适应性喂养7 d，以确

保能够自由饮水和进食。本实验经广西中医药大学实验

动物伦理委员会审批通过，审批号为DW20220511-078。

2　方法

2.1　动物分组、造模与给药

将SD大鼠随机分为假手术组、模型组、尼莫地平片

组（10.8 mg/kg，根据临床等效剂量换算而得）、温阳化瘀

方组（28 g/kg；剂量参考文献[7]设置，以生药量计），每组

24只。除假手术组外，其余各组大鼠均采用Longa线栓
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法构建MCAO模型：大鼠禁食 8～10 h后，腹腔注射 1%

戊巴比妥钠（40 mg/kg）进行麻醉，仰卧固定并维持气道

通畅；碘伏消毒后沿颈正中线作1～2 cm切口，逐层分离

颈总动脉、颈外动脉及颈内动脉；结扎颈总动脉与颈外

动脉近心段，动脉夹夹闭颈内动脉，于颈总动脉处作斜

面小口，插入线栓至颈内动脉，系紧活结后缝合切口；缺

血 2 h后抽出 10 mm线栓实施再灌注[8]。假手术组仅暴

露分离血管，不置入线栓，其余操作与造模组完全一致。

造模后以大鼠出现提尾时右前肢内弯、左侧霍纳综合

征、行走右倾、身体转圈等任一项神经功能缺损表现，作

为造模成功的判定标准[8]。造模过程中剔除不合格模型

并及时补齐，保障实验有效性。

造模成功后，各给药组大鼠灌胃相应药液，假手术

组、模型组大鼠灌胃等体积生理盐水，每日1次；各组随

机选取12只大鼠连续给药7 d（以考察药物对脑 I/R损伤

亚急性期的影响），剩余12只大鼠连续给药14 d（以考察

药物对脑 I/R损伤恢复期的影响）。

2.2　大鼠神经功能缺损评分

分别于给药后第 7、14天时，各组取 6只大鼠采用

Zea Longa 5分制法[9]进行神经功能缺损评分，以动态评

价温阳化瘀方在脑 I/R损伤亚急性期与恢复期对神经功

能的保护与修复作用。

2.3　大鼠缺血侧脑组织神经元线粒体的形态变化观察

分别于给药后第7、14天时，各组取3只大鼠剖取缺

血侧脑组织，采用1%戊巴比妥钠麻醉后，于右心耳灌注

生理盐水，再恒速注入 1%戊二醛-3%多聚甲醛混合液

进行固定；取大脑中动脉供血区脑组织制成1 mm3标本，

再以1%锇酸避光固定2 h，经梯度乙醇脱水、包埋、切片

（60～80 nm）后，依次采用 2%醋酸铀避光染色 8 min及

2.6%枸橼酸铅溶液避CO2染色5 min；经干燥处理后，采

用透射电镜进行观察，并拍照。

2.4　大鼠缺血侧脑组织中MDA、GSH、Fe2+含量检测

分别于给药后第7、14天时，各组另取6只大鼠剖取

缺血侧脑组织。取部分脑组织（剩余部分用于后续实

验），按体积比 1∶9加入预冷生理盐水进行匀浆，再以

2 500 r/min离心 15 min，取上清液。根据试剂盒说明书

方法操作，采用酶标仪分别于532、420、520 nm波长处测

定吸光度，再根据相应公式计算大鼠缺血侧脑组织中

MDA、GSH、Fe2+的含量。

2.5　大鼠缺血侧脑组织中 Nrf2、SLC7A11、GPX4蛋白

表达检测

取“2.4”项下相应时间点大鼠缺血侧脑组织适量，加

入研磨珠和裂解液于低温条件下研磨，离心取上清液；

蛋白样品经BCA法定量后，加入上样缓冲液于100 ℃煮

沸变性。取变性后蛋白样品适量，进行十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，再湿法转膜 90 min；以 TBST

洗涤后，加入快速封闭液室温封闭15 min，再加入GPX4、

SLC7A11、Nrf2、β-actin 一抗（稀释度分别为 1∶2 000、  

1∶1 000、1∶2 000、1∶5 000）于 4 ℃下孵育过夜；次日，加

入二抗（稀释度为1∶10 000）室温孵育1 h。经ECL试剂

显影处理后，采用多功能成像仪成像，再利用 Image J软

件分析条带灰度值。以目的蛋白与内参蛋白（β-actin）的

条带灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

2.6　 大 鼠 缺 血 侧 脑 组 织 中 Nrf2、SLC7A11、GPX4 

mRNA表达检测

取“2.4”项下相应时间点大鼠缺血侧脑组织适量，加

入MonzolTM ReagentPro预冷研磨，按试剂盒说明书方法

提取总 RNA，再根据逆转录试剂盒说明书方法合成

cDNA。以 cDNA为模板进行PCR扩增：95 ℃预变性30 

s；95 ℃变性10 s，60 ℃退火/延伸30 s，共40个循环。以

GAPDH为内参，采用2－ΔΔCt法计算目的基因的mRNA相

对表达量。本研究所用引物由南宁捷尼斯生物科技有

限公司设计并合成，具体信息见表1。

2.7　统计学方法

采用GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析。符合

正态分布且方差齐时，计量资料以 x±s表示，多组间比

较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检

验。符合正态分布但方差不齐时，多组间比较采用

Welch方差分析，进一步两两比较采用Tamhane’s T2检

验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　温阳化瘀方对大鼠神经功能缺损评分的影响

给药后第7、14天时，假手术组大鼠均没有出现神经

功能缺损症状（评分均为0）；与假手术组比较，模型组大

鼠出现明显的神经功能缺损症状，神经功能缺损评分显

著升高（P＜0.05）；与模型组比较，尼莫地平片组和温阳

化瘀方组大鼠神经功能缺损评分均显著降低（P＜

0.05）；与尼莫地平片组比较，温阳化瘀方组大鼠神经功

能缺损评分显著降低（P＜0.05）。结果见表2。

表1　引物序列和扩增产物长度

基因名称
Nrf2

SLC7A11

GPX4

GAPDH

引物序列（5′→3′）

正向：CACATCCAGACAGACACCAGT

反向：CTACAAATGGGAATGTCTCTGC

正向：AAATTCTCATTAGCAGTCCCGAT

反向：CAGCAAACACACCACCGTT

正向：CCCATTCCCGAGCCTTTCAACC

反向：ATCGATGTCCTTGGCTGCGAAT

正向：ACAGCAACAGGGTGGTGGAC

反向：TTTGAGGGTGCAGCGAACTT

扩增产物长度/bp

126

114

138

112
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3.2　温阳化瘀方对大鼠缺血侧脑组织神经元线粒体形

态的影响

给药后第7、14天时，假手术组大鼠缺血侧脑组织神

经元线粒体外膜完整、形态规整。模型组大鼠缺血侧脑

组织神经元线粒体呈铁死亡典型改变，且随时间推移损

伤持续加重——给药后第7天时，线粒体数量减少、肿胀

明显，嵴减少，膜及基质密度增大；给药后第14天时，线

粒体肿胀加剧，胞体固缩，嵴大量断裂消失。尼莫地平

片组和温阳化瘀方组大鼠缺血侧脑组织神经元线粒体

形态随时间推移逐步改善——给药后第 7天时，线粒体

大小均一、但肿胀明显，膜结构完整，基质溶解、嵴断裂；

给药后第14天时，线粒体肿胀明显减轻，膜结构完整，嵴

少量断裂。结果见图1。

3.3　温阳化瘀方对大鼠缺血侧脑组织中 MDA、GSH、

Fe2+含量的影响

给药后第 7、14天时，与假手术组比较，模型组大鼠

缺血侧脑组织中MDA、Fe2+含量均显著升高，GSH含量

显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，尼莫地平片组和温

阳化瘀方组大鼠缺血侧脑组织中MDA、Fe2+含量均显著

降低，GSH含量均显著升高（P＜0.05）；与尼莫地平片组

比较，温阳化瘀方组大鼠缺血侧脑组织中MDA（给药后

第7天除外）、Fe2+含量均显著降低，GSH含量（给药后第

7天除外）显著升高（P＜0.05）。结果见表3。

3.4　 温 阳 化 瘀 方 对 大 鼠 缺 血 侧 脑 组 织 中 Nrf2、

SLC7A11、GPX4蛋白表达的影响

给药后第 7、14天时，与假手术组比较，模型组大鼠

缺血侧脑组织中Nrf2、SLC7A11、GPX4蛋白表达水平均

显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，尼莫地平片组和温

阳化瘀方组大鼠缺血侧脑组织中上述蛋白表达水平均

显著升高（P＜0.05）；与尼莫地平片组比较，温阳化瘀方

组大鼠缺血侧脑组织中上述蛋白（第 7 天给药后

SLC7A11、GPX4蛋白除外）表达水平均显著升高（P＜

0.05）。结果见表4、图2。

3.5　 温 阳 化 瘀 方 对 大 鼠 缺 血 侧 脑 组 织 中 Nrf2、

SLC7A11、GPX4 mRNA表达的影响

给药后第 7、14天时，与假手术组比较，模型组大鼠

缺血侧脑组织中 Nrf2、SLC7A11、GPX4 mRNA 表达水

平均显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，尼莫地平片组

和温阳化瘀方组大鼠缺血侧脑组织中上述mRNA表达

水平均显著升高（P＜0.05）；与尼莫地平片组比较，温阳

表2　各组大鼠不同时间点神经功能缺损评分比较（x±
s，n＝6，分）

组别
假手术组
模型组
尼莫地平片组
温阳化瘀方组

第7天
0

3.50±0.54a

2.17±0.75b

1.33±0.51bc

第14天
0

3.25±0.45a

1.75±0.45b

1.16±0.39bc

a：与同时间点假手术组比较，P＜0.05；b：与同时间点模型组比

较，P＜0.05；c：与同时间点尼莫地平片组比较，P＜0.05。

假
手

术
组

模
型

组
尼

莫
地

平
片

组
温

阳
化

瘀
方

组

第7天 第14天

注：红色箭头所指为发生形态学改变的线粒体。

图1　各组大鼠不同时间点缺血侧脑组织神经元线粒体

形态的观察结果（标尺为2.0 μm）

表3　各组大鼠不同时间点 MDA、GSH、Fe2+含量比较

（x±s，n＝6）

组别
假手术组

模型组

尼莫地平片组

温阳化瘀方组

时间点
第7天
第14天
第7天
第14天
第7天
第14天
第7天
第14天

MDA/（nmol/mg prot）

16.08±1.12

15.75±1.05

38.24±2.65a

37.42±2.72a

25.12±1.84b

22.31±1.62b

24.36±1.57b

18.25±1.34bc

GSH/（nmol/mg prot）

13.62±0.95

13.84±1.02

4.08±0.36a

4.35±0.42a

9.75±0.68b

10.46±0.81b

10.32±0.72b

12.12±0.85bc

Fe2+/（nmol/g）

7.12±0.58

6.95±0.52

17.65±1.42a

17.12±1.38a

12.84±1.05b

10.95±0.88b

11.72±0.91bc

8.54±0.68bc

a：与同时间点假手术组比较，P＜0.05；b：与同时间点模型组比

较，P＜0.05；c：与同时间点尼莫地平片组比较，P＜0.05。
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化瘀方组大鼠缺血侧脑组织中上述mRNA（给药第 7天

后 SLC7A11、GPX4 mRNA 除外）表达水平均显著升高

（P＜0.05）。结果见表5。

4　讨论

脑 I/R损伤是 IS溶栓、取栓治疗后二次损伤的核心

病理环节，其发病机制复杂，涉及氧化应激、线粒体功能

障碍、铁死亡等[8]。铁死亡作为一种铁依赖性脂质过氧

化驱动型细胞死亡方式，在脑 I/R损伤中扮演关键角色，

而线粒体作为铁死亡的核心靶点，其形态与功能的完整

性直接决定神经元活性[10―11]。Nrf2/GPX4信号通路作为

调控铁代谢与氧化应激平衡的核心通路，已成为干预脑

I/R损伤的重要分子靶点[12―13]。基于此，本研究基于“温

阳化瘀”中医治法，系统探讨温阳化瘀方对脑 I/R损伤大

鼠的神经保护作用。

中医认为“阳虚”则无以温煦推动，“血瘀”则脉络失

通，二者互为因果。在 IS病理过程中，“阳虚”在微观层

面对应神经元线粒体能量代谢的失衡，“血瘀”则对应微

循环障碍，表现为红细胞渗出和血红素降解导致的游离

铁积聚[14―15]。温阳化瘀方中附片、淫羊藿可补火助阳，

本质上具有激活细胞代谢的潜力；三七、酒大黄可活血

通络，具有改善微血管通透性、减少游离铁积聚的作用；

该方从整体层面实现了对神经功能的保护作用[16]。本

研究结果显示，模型组大鼠神经功能缺损严重，线粒体

呈现典型铁死亡形态学特征，表现为线粒体皱缩、体积

缩小、嵴减少或消失、膜密度增加；经温阳化瘀方干预

后，模型大鼠神经功能缺损评分显著降低，线粒体皱缩

缓解、嵴增多、水肿减轻，且给药后第14天时的改善作用

更明显，并优于尼莫地平片组。这提示，温阳化瘀方对

MCAO模型大鼠的神经功能缺损和铁死亡相关线粒体

损伤具有改善作用。

铁代谢紊乱及随之而来的氧化应激是触发铁死亡

的关键环节[17]。本研究观察到，脑 I/R后模型大鼠缺血

侧脑组织中 Fe2+异常富集、MDA 含量升高且 GSH 大量

消耗，这一微观层面的病理演变实质上是中医“瘀血生

毒”理论的具象化反映。经温阳化瘀方干预 7、14 d后，

大鼠缺血侧脑组织中Fe2+、MDA含量均显著降低，GSH

含量显著升高。这提示温阳化瘀方可能通过阻断“血

瘀-铁沉积-脂质过氧化”这一恶性级联反应，发挥改善脑

I/R损伤的作用。

Nrf2/GPX4信号通路是机体对抗脑 I/R损伤中铁死

亡的核心内源性防御轴，其功能失活是缺血神经元发生

铁死亡的关键[18]。脑 I/R损伤后，氧化应激爆发与线粒

体能量代谢障碍会抑制Nrf2核转位与转录活性，导致下

游抗氧化防御系统崩溃，最终触发铁依赖性脂质过氧化

与神经元死亡[4]。Nrf2作为抗氧化转录中枢，其激活与

入核依赖稳定的能量供应与适宜的氧化还原微环境。

活 化 的 Nrf2 可 结 合 抗 氧 化 反 应 元 件 ，驱 动 下 游

SLC7A11与 GPX4转录：SLC7A11作为胱氨酸/谷氨酸

反向转运体，介导细胞外胱氨酸摄取，为GSH合成提供

原料；GPX4是铁死亡关键负调控因子，以GSH为辅酶

特异性还原脂质过氧化物，从根本上阻断铁死亡进

表4　各 组 大 鼠 不 同 时 间 点 缺 血 侧 脑 组 织 中 Nrf2、

SLC7A11、GPX4蛋白表达水平比较（x±s，n＝6）

组别
假手术组

模型组

尼莫地平片组

温阳化瘀方组

时间点
第7天
第14天
第7天
第14天
第7天
第14天
第7天
第14天

Nrf2/β-actin

1.13±0.03

1.21±0.02

0.39±0.03a

0.53±0.02a

0.65±0.05b

0.89±0.05b

0.77±0.07bc

0.98±0.03bc

SLC7A11/β-actin

1.14±0.03

1.19±0.02

0.57±0.12a

0.67±0.03a

0.85±0.06b

0.99±0.02b

0.88±0.05b

1.06±0.05bc

GPX4/β-actin

1.12±0.01

1.18±0.02

0.46±0.05a

0.50±0.03a

0.82±0.03b

0.87±0.02b

0.87±0.04b

0.96±0.02bc

a：与同时间点假手术组比较，P＜0.05；b：与同时间点模型组比

较，P＜0.05；c：与同时间点尼莫地平片组比较，P＜0.05。

Nrf2

SLC7A11

GPX4

β-actin

100 kDa

55 kDa

22 kDa

42 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
A.给药后第7天

Nrf2

SLC7A11

GPX4

β-actin

100 kDa

55 kDa

22 kDa

42 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
B.给药后第14天

Ⅰ：假手术组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：尼莫地平片组；Ⅳ：温阳化瘀方组。

图2　各 组 大 鼠 不 同 时 间 点 缺 血 侧 脑 组 织 中 Nrf2、

SLC7A11、GPX4蛋白表达的电泳图

表5　各 组 大 鼠 不 同 时 间 点 Nrf2、SLC7A11、GPX4 

mRNA表达水平比较（x±s，n＝6）

组别
假手术组

模型组

尼莫地平片组

温阳化瘀方组

时间点
第7天
第14天
第7天
第14天
第7天
第14天
第7天
第14天

Nrf2 mRNA

1.00±0.03

1.00±0.04

0.31±0.02a

0.36±0.02a

0.67±0.01b

0.78±0.01b

0.73±0.02bc

0.87±0.02bc

SLC7A11 mRNA

1.00±0.12

1.00±0.04

0.25±0.04a

0.36±0.05a

0.54±0.02b

0.67±0.09b

0.65±0.03b

0.74±0.11bc

GPX4 mRNA

1.00±0.11

1.00±0.05

0.29±0.02a

0.37±0.03a

0.58±0.05b

0.77±0.04b

0.64±0.02b

0.83±0.06bc

a：与同时间点假手术组比较，P＜0.05；b：与同时间点模型组比

较，P＜0.05；c：与同时间点尼莫地平片组比较，P＜0.05。
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程[19—20]。本研究结果显示，温阳化瘀方干预 7、14 d 后，

大鼠缺血侧脑组织中 Nrf2、SLC7A11、GPX4 蛋白和

mRNA表达均显著上调。这提示温阳化瘀方可有效逆

转脑 I/R损伤引发的Nrf2/GPX4信号通路抑制，通过增

强内源性抗氧化防御功能，阻断铁依赖性脂质过氧化进

程，进而抑制线粒体铁死亡，发挥神经保护作用。

综上所述，温阳化瘀方可改善大鼠脑 I/R损伤；其作

用机制可能与激活Nrf2/GPX4信号通路、抑制线粒体铁

死亡有关。本研究验证了该方在中长期的神经修复作

用，但观察节点仅局限于亚急性期与恢复期；鉴于缺血

后铁死亡的启动与急性氧化应激多发生于再灌注早期，

后续研究将增设超早期多时间点动态监测，以完整揭示

该方在急性期至恢复期全过程的干预靶点与时效规律。
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