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龙生蛭胶囊保护脑缺血再灌注损伤大鼠的作用及机制研究 Δ
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摘 要 目的 探讨龙生蛭胶囊对脑缺血再灌注损伤大鼠的脑保护作用及机制。方法 通过改良线栓法建立大鼠大脑中动脉阻塞

（MCAO）模型。实验分为假手术组（仅分离血管不插线栓，予同体积生理盐水）、模型组（造模，予同体积生理盐水）、尼莫地平组

（阳性对照，造模，给药剂量为20 mg/kg）和龙生蛭胶囊低、中、高剂量组（造模，给药剂量依次为0.72、1.44、2.88 g/kg），每组10只。

各组大鼠灌胃相应药液/生理盐水，每天1次，连续7 d。末次给药1 h后，采用Zea Longa评分法对各组大鼠的神经功能缺失情况进

行评分；ABC-酶联免疫吸附试验法检测大鼠血清肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）水平；TTC染色观察大鼠脑梗死体

积并计算脑梗死体积比；苏木精-伊红染色观察大鼠脑组织病理形态的变化；免疫组化法检测大鼠脑组织NLRP3蛋白阳性表达情

况；实时荧光定量 PCR 法检测大鼠脑组织 Toll 样受体 4（TLR4）、核因子κB（NF-κB）mRNA 表达；Western blot 法检测大鼠脑组织

TLR4、NLRP3、磷酸化NF-κB（p-NF-κB）及细胞核内NF-κB蛋白表达情况。结果 与假手术组比较，模型组大鼠神经功能缺失评

分，血清TNF-α和 IL-6水平，脑梗死体积比，脑组织NF-κB和TLR4 mRNA的相对表达水平，以及脑组织TLR4、NLRP3、 p-NF-κB

蛋白的相对表达水平及其细胞核内NF-κB蛋白的相对表达水平均显著升高（P＜0.01）；大鼠脑组织皮层神经细胞间隙增大、水肿

明显，可见大量炎性细胞浸润；大鼠脑组织中NLRP3蛋白阳性表达明显增多。与模型组比较，龙生蛭胶囊中、高剂量组及尼莫地

平组大鼠以上指标水平均有不同程度逆转，大部分差异有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）；病理形态观察结果明显好转，大鼠脑

组织中NLRP3蛋白阳性表达均明显减少。结论 龙生蛭胶囊可能通过抑制TLR4/NF-κB/NLRP3信号通路，抑制神经炎症反应，从

而达到对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用。
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Protective effect and mechanism of Longshengzhi capsules on cerebral ischemia-reperfusion injury in rats

FANG　Huanle1，LI　Xiaoming1，ZHOU　Yaming1，ZHANG　Xin2，LIU　Xiaoxi2，CHEN　Yanbin2， 3（1. Medical College 

of Xi’an Peihua University， Xi’an 710125， China；2. Scientific Research Department， Buchang Pharma Co.， 

Ltd.， Xi’an 710075， China；3. Xi’an Jiaotong University Health Science Center，Xi’an 710061， China）

ABSTRACT OBJECTIVE To explore the protective effect and mechanism of Longshengzhi capsules on cerebral ischemia-

reperfusion injury in rats. METHODS The model of middle cerebral artery occlusion （MCAO） was established by using the 

improved thread occlusion method. The experiment was divided into six groups： sham surgery group （only separating blood vessels 

without inserting thread plugs， given the same volume of normal saline）， model group （modeling， given the same volume of 

normal saline）， nimodipine group （positive control， modeling， dose of 20 mg/kg）， and low-dose， medium-dose， and high-dose 

groups of Longshengzhi capsules （modeling， doses of 0.72， 1.44 and 2.88 g/kg， respectively）， with 10 mice in each group. Each 

group was given corresponding medication solution/normal saline by gavage， once a day， for 7 consecutive days. One hour after 

the last administration， the Zea Longa scoring method was used to score the neurological deficits in each group of rats， and the ABC 

enzyme-linked immunosorbent assay was used to detect the serum levels of tumor necrosis factor-α （TNF-α） and interleukin-6 （IL-6） 

in rats； TTC staining was used to observe the volume of cerebral infarction in rats and calculate the cerebral infarction volume ratio. 

Hematoxylin eosin staining was used to observe the pathological changes in the brain tissue of rats. Immunohistochemical staining 

was used to detect the positive expression of NLRP3 protein in the brain tissue of rats. Real-time fluorescence quantitative PCR was 

used to detect mRNA relative expressions of Toll-like receptor 4 （TLR4） and nuclear factor-κB （NF-κB） in the brain tissue of rats. 

Western blot assay was adopted to detect the relative expressions of TLR4， NLRP3 and phosphorylated NF-κB （p-NF-κB） protein 

in the brain tissue of rats and its intracellular NF- κB protein. RESULTS Compared with the sham surgery group， the neural 

dysfunction score， serum levels of TNF-α and IL-6， cerebral 

infarction volume ratio， relative expression levels of NF- κB 

and TLR4 mRNA， as well as protein relative expressions of 

TLR4， NLRP3 and p-NF-κB in the brain tissue， and relative 

protein expression of intracellular NF-κB were increased 

significantly in the model group （P＜0.01）； the enlarged gap 

and significant edema were observed in cortical nerve cells of 
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brain tissue in rats， with a large amount of inflammatory cell infiltration； the positive expression of NLRP3 protein in brain tissue 

of rats obviously increased. Compared with the model group， the levels of the above indicators in the medium-dose and high-dose 

groups of Longshengzhi capsules， as well as the Nimodipine group， were reversed to varying degrees， and most differences were 

statistically significant （P＜0.05 or P＜0.01）； the pathological morphology observation showed a significant improvement， and the 

positive expression of NLRP3 protein in the brain tissue of rats was obviously reduced. CONCLUSIONS Longshengzhi capsules 

may inhibit TLR4/NF-κB/NLRP3 signaling pathway and neuroinflammatory response， thereby achieving a protective effect against 

cerebral ischemia-reperfusion injury in rats.

KEYWORDS Longshengzhi capsule； cerebral ischemia-reperfusion injury； inflammatory factor； TLR4/NF-κB/NLRP3 signaling 

pathway

脑卒中又称“中风”，是以突然发病、迅速出现局限

性或弥散性脑功能缺损为共同临床特征的脑血管疾病，

分为缺血性脑卒中和出血性脑卒中，其中缺血性脑卒中

较常见，是我国成年人残疾的首要原因，严重威胁着人

类的健康和生命安全[1]。缺血性脑卒中可引发兴奋性氨

基酸毒性作用、离子失衡、自由基反应和炎症反应等一

系列复杂病理过程。目前，相关证据表明，炎症反应是

影响缺血性脑卒中发生发展的重要因素[2]。脑缺血过程

中，Toll样受体4（Toll-like receptor 4，TLR4）可通过介导

核因子κB（nuclear factor-κB，NF-κB）的激活来促进其下

游炎症因子白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）、IL-1β和

NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like recep‐

tor thermal protein domain associated protein 3，NLRP3）

释放，从而放大炎症信号，引发炎症反应，最终造成缺血

后脑组织损伤[3]。

中医认为，脑卒中由风、痰、瘀血阻滞经络所致。龙

生蛭胶囊由黄芪、水蛭、桃仁等12味中药材组成，具有补

气活血、逐瘀通络的功效，临床用于动脉硬化性脑梗死

恢复期，症见半身不遂、偏身麻木、口角歪斜、语言不利

等[4]。本研究团队前期围绕龙生蛭胶囊抗动脉粥样硬化

及抗脑缺血再灌注损伤进行了研究，结果表明，该药具

有降脂、抑制系统炎症反应、抗动脉粥样硬化的作用，同

时其可通过抗氧化作用来保护脑缺血再灌注损伤大鼠

的脑组织[4―5]。本研究拟构建大鼠大脑中动脉阻塞

（middle cerebral artery occlusion，MCAO）模型，观察龙

生蛭胶囊对脑缺血再灌注损伤大鼠的脑保护作用，并基

于 TLR4/NF-κB/NLRP3信号通路探讨其潜在的作用机

制，以期为龙生蛭胶囊治疗缺血性脑卒中提供理论

依据。

1　材料
1.1　主要仪器

68907型大鼠脑模具购自深圳市瑞沃德生命科技股

份有限公司；JA10003B型电子精密天平购自上海精密

仪器仪表有限公司；CFX型荧光定量PCR仪、Universal 

Hood Ⅲ型化学发光成像仪、PowerPac Basic型电泳仪均

购自美国 Bio-Rad 公司；Fresco 17型冷冻高速离心机、

1510型全自动酶标仪均购自美国 Thermo Fisher Scien‐

tific公司；ECLIPSE Ci-L型显微镜购自日本Nikon公司。

1.2　主要药品与试剂

龙生蛭胶囊（批号150914，规格0.4 g）购自陕西步长

制药有限公司；尼莫地平片（批号180402，规格20 mg）购

自山东鲁抗医药集团赛特有限责任公司；TTC试剂（批

号 298-96-4）购自美国Sigma公司；苏木素-伊红（HE）染

液（货号BL700A）购自兰杰柯科技有限公司；通用型组

织固定液、RNA提取液、兔源NLRP3多克隆抗体、辣根

过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgG二抗（批号分别

为G1101、G3013、GB114320-100、GB23301）均购自武汉

赛维尔生物科技有限公司；IL-6和肿瘤坏死因子α（tumor 

necrosis factor-α，TNF-α）酶联免疫吸附测定（ELISA）试

剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒（批号分别为 20220609、

20220514、20220815）均购自南京建成生物科技有限公

司；RIPA裂解液、特超敏ECL化学发光试剂盒、细胞核

蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒（批号分别为 P0013B、

P0018S、P0027B）均购自南京碧云天生物技术有限公

司；鼠源TLR4单克隆抗体、兔源NF-κB单克隆抗体、兔

源磷酸化NF-κB（phosphorylated NF-κB，p-NF-κB）单克

隆抗体（批号分别为 ab22048、ab32536、ab76302）均购自

英国Abcam公司；鼠源甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH，

内参）单克隆抗体、兔源组蛋白H3（histone H3，核内参）

多克隆抗体、HRP标记的山羊抗鼠 IgG二抗（批号分别

为 YM3029、YK0006、RS0002）均购自美国 ImmunoWay

公司。

1.3　实验动物

SPF级雄性SD大鼠80只，体重250～280 g，购自西

安交通大学动物中心，动物生产许可证号为SCXK（陕）

2018-001，合格证号为 2879。实验动物饲养条件符合

《实验动物管理条例》，控制室温在18～20 ℃，相对湿度

在55%～60%，大鼠自由进食、进水。本研究经西安交通

大学医学部生物医学伦理委员会审查批准（批件号

2021-1297）。

2　方法
2.1　造模、分组与给药

采用改良线栓法制作大鼠 MCAO 模型[6]。大鼠腹

腔注射麻醉，固定于手术台上，于颈部正中纵向切口，逐

层钝性分离出右侧颈总动脉、颈内动脉、颈外动脉；结扎

颈总动脉和颈外动脉近心端，动脉夹夹闭颈总动脉远心

端，在动脉夹近心端打结剪一小口，将线栓送入颈总动
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脉过丝线后，松开动脉夹；将线栓沿颈总动脉、颈内动脉

前行，进入深度 18～19 mm，缝合皮肤，90 min 后拔线。

若大鼠存活苏醒后行为和功能异常，同时Zea Longa评

分为2～3分表示造模成功[6―7]。

实验分为假手术组（仅分离血管不插线栓）、模型组

（造模不给药）、尼莫地平组（阳性对照，造模并给药）和

龙生蛭胶囊低、中、高剂量组（造模并给药），每组 10只

（若造模过程中有大鼠死亡，则补足）。龙生蛭胶囊各组

剂量根据临床常用剂量，按照成人等效剂量折算系数，

以成人剂量的 6.25倍为龙生蛭胶囊中剂量，分别得到龙

生蛭胶囊低、中、高给药剂量分别为0.72、1.44、2.88 g/kg；

尼莫地平组根据临床常用剂量同法换算，得尼莫地平给

药剂量为20 mg/kg。于MACO术后第2天，各给药组大

鼠灌胃相应药液（以0.5%羧甲基纤维素钠溶液为溶剂，

临用前配制），体积均为10 mL/kg；假手术组和模型组大

鼠灌胃同体积生理盐水；每天1次，持续7 d。

2.2　大鼠神经功能缺失情况评分

于末次给药1 h后，采用Zea Longa 评分法对各组大

鼠的神经功能缺失情况进行评分[7]，具体评分标准：无神

经损伤症状，记0分；悬尾实验不能完全伸展对侧前爪，

记1分；向对侧转圈，记2分；向对侧倾倒，记3分；无自主

活动或陷入深度昏迷中，记4分；死亡，记5分。

2.3　大鼠血清TNF-α、IL-6水平检测

采用双抗体夹心ABC-ELISA法检测。神经功能缺

失评分结束后，各组大鼠腹腔注射麻醉，于腹主动脉取

血，以3 500 r/min离心20 min，收集上清液，按试剂盒说

明书方法检测血清TNF-α、IL-6水平。

2.4　大鼠脑梗死体积检测

采用TTC染色观察。取“2.3”项下各组麻醉大鼠 5

只，行颈部脱臼处死后快速取脑，用预冷生理盐水冲洗，

并于－20 ℃下放置10 min，再将其置于专用脑槽内作厚

约 2 mm的连续切片。将各切片放入TTC染液中，于避

光、37 ℃条件下孵育20 min，再于4%多聚甲醛中固定后

拍照。应用 Image J软件扫描图片，观察大鼠脑梗死体

积并计算脑梗死体积比[脑梗死体积比（%）＝（白色脑梗

死体积/全脑总体积）×100%]。

2.5　大鼠脑组织病理形态观察

采用 HE 染色观察。取“2.3”项下各组剩余麻醉大

鼠 5只，行颈部脱臼处死后快速取脑，将脑组织置入 4%

多聚甲醛中固定24 h，行常规石蜡包埋、切片（厚度4 μm），

备用。取切片，行常规HE染色，置于显微镜下观察大鼠

脑皮层的病理改变情况。

2.6　大鼠脑组织NLRP3蛋白阳性表达的检测

采用免疫组化法检测。取“2.5”项下各组大鼠的脑

组织切片，经脱蜡及抗原修复后，滴加NLRP3一抗（稀

释度为1∶200），于37 ℃下孵育1 h；滴加相应二抗（稀释

度为 1∶2 000），于 37 ℃下孵育 20 min，以DAB显色，再

以苏木精复染，经分化、返蓝后封片，使用显微镜观察

NLRP3蛋白阳性表达（呈棕黄色）情况。

2.7　大鼠脑组织TLR4、NF-κB mRNA表达的检测

采用实时荧光定量PCR法检测。取“2.5”项下各组

大鼠脑组织 100 mg，研磨后，加入RNA提取液 1 mL，充

分研磨提取总RNA。检测RNA浓度及纯度后，根据逆

转录试剂盒说明书 将 RNA 逆转录为 cDNA，再根据扩

增试剂盒说明书以 cDNA为模板进行扩增。反应体系

包括 2×Ultra SYBR Mixture 10 μL，上、下游引物各

0.8 μL，cDNA模板 1.6 μL，ddH2O 6.8 μL。反应条件为

95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火/延伸 30 s，

共 40个循环。使用 Excel 软件，以 GAPDH 为内参，以

2－ΔΔCt法计算TLR4、NF-κB mRNA的相对表达水平。结

果以假手术组为参照进行归一化处理。上述实验重复3

次。引物序列及产物长度见表1。

2.8　大鼠脑组织 TLR4、NLRP3、p-NF-κB 蛋白表达及

细胞核内NF-κB蛋白表达的检测

采用Western blot法检测。取“2.5”项下各组大鼠脑

组织 100 mg，提取总蛋白，在 4 ℃以 12 000 r/min 离心

10 min进行组织裂解，取上清液于100 ℃下变性后保存，备

用；另取上述大鼠脑组织50 mg，按照核蛋白提取试剂盒

说明书提取核蛋白，于100 ℃下变性，测定蛋白浓度，进

行8%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转

移蛋白至聚偏二氟乙烯膜上，室温封闭1 h；分别加入特

异性一抗（TLR4、NLRP3、p-NF-κB、NF-κB 的稀释度均

为 1∶500；GAPDH、histone H3的稀释度均为 1∶2 000），

4 ℃孵育过夜；用TBST洗膜5次后，加入相应二抗（稀释

度为 1∶2 000），室温孵育 1 h；用 TBST 洗膜 5次后，用

ECL化学发光试剂显色，再于化学发光成像仪下成像。

使用Gel-Pro Analyzer 4.0 软件分析，以TLR4、NLRP3蛋

白灰度值与内参GAPDH蛋白灰度值的比值表示大鼠脑

组织中TLR4、NLRP3蛋白的相对表达水平；以p-NF-κB

蛋白灰度值与NF-κB蛋白灰度值的比值表示大鼠脑组

织中NF-κB蛋白的磷酸化水平；以NF-κB蛋白灰度值与

核内参histone H3蛋白灰度值的比值表示大鼠脑组织细

胞核内NF-κB蛋白的相对表达水平。

2.9　统计学方法

采用SPSS 16.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

进一步两两比较采用LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

3　结果
3.1　龙生蛭胶囊对大鼠神经功能缺失的影响

假手术组大鼠无神经功能损伤，神经功能缺失评分

为0分。模型组、尼莫地平组和龙生蛭胶囊低、中、高剂

表1　PCR引物序列及产物长度

基因名称
GAPDH

TLR4

NF-κB

引物序列（5′→3′）

上游：CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游：GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

上游：CCAGGTGTGAAATTGAGACAATTG

下游：AAGCTGTCCAATATGGAAACCC

上游：AACGCAAAAGGACCTACGAGA

下游：TTGAAAAGGCATAGGGCTGG

产物长度/bp

138

191

156



· 816 ·  China Pharmacy  2024 Vol. 35  No. 7 中国药房  2024年第35卷第7期

量组大鼠神经功能缺失评分分别为（3.13±0.35）、

（0.75±0.71）、（3.00±0.53）、（2.38±0.52）、（1.00±0.76）

分。与假手术组比较，模型组大鼠神经功能缺失评分明

显升高；与模型组比较，龙生蛭胶囊中、高剂量组及尼莫

地平组大鼠神经功能缺失评分显著降低（P＜0.01）。

3.2　龙生蛭胶囊对大鼠血清TNF-α、IL-6水平的影响

与假手术比较，模型组大鼠血清 TNF-α、IL-6水平

显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，龙生蛭胶囊中、高

剂量组及尼莫地平组大鼠血清TNF-α、IL-6水平，以及

龙生蛭胶囊低剂量组大鼠血清TNF-α水平均显著降低

（P＜0.05或P＜0.01）。结果见表2。

3.3　龙生蛭胶囊对大鼠脑梗死的影响

假手术组大鼠脑部未见梗死区，脑梗死体积比为0。

模型组、尼莫地平组和龙生蛭胶囊低、中、高剂量组大鼠

脑梗死体积比分别为（35.00±3.46）%、（5.67±1.53）%、

（29.00±3.61）%、（18.00±2.00）%、（9.67±1.53）%。与

假手术组大鼠比较，模型组大鼠左侧大脑缺血明显，可

见白色梗死区，脑梗死体积比明显升高；与模型组比较，

龙生蛭胶囊中、高剂量组及尼莫地平组大鼠脑梗死缺血

明显减轻，白色梗死区减少，区域体积下降，脑梗死体积

比均显著降低（P＜0.01）。结果见图1。

3.4　龙生蛭胶囊对大鼠脑组织病理形态的影响

假手术组大鼠脑组织皮层神经细胞形态正常，结构

完整，排列紧密。与假手术组比较，模型组大鼠脑组织

皮层神经细胞排列紊乱，且可见变性、坏死，细胞数目明
显减少，细胞间隙增大，间质水肿明显，可见大量炎症细
胞浸润。与模型组比较，龙生蛭胶囊中、高剂量组及尼
莫地平组大鼠脑组织皮层神经细胞形态得到改善，细胞
间隙变小。结果见图2。

3.5　龙生蛭胶囊对大鼠脑组织NLRP3蛋白阳性表达的
影响

NLRP3在假手术组脑组织中阳性表达较低。与假
手术组比较，模型组大鼠脑组织中 NLRP3蛋白阳性表
达明显增多。与模型组比较，龙生蛭胶囊中、高剂量组
及尼莫地平组大鼠脑组织中NLRP3蛋白阳性表达均明显
减少，以龙生蛭胶囊高剂量组变化最明显。结果见图3。

3.6　龙生蛭胶囊对大鼠脑组织TLR4、NF-κB mRNA表
达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织TLR4、NF-κB 

mRNA的相对表达水平均显著升高（P＜0.01）。与模型
组比较，龙生蛭胶囊中、高剂量组及尼莫地平组大鼠脑
组织TLR4、NF-κB mRNA的相对表达水平均显著降低
（P＜0.05或P＜0.01）。结果见表3。

3.7　龙生蛭胶囊对大鼠脑组织 TLR4、NLRP3、p-NF-

κB及细胞核内NF-κB蛋白表达的影响
与假手术组比较，模型组大鼠脑组织 TLR4 及

NLRP3蛋白的相对表达水平、NF-κB磷酸化水平和细胞
核内 NF-κB 蛋白的相对表达水平均显著升高（P＜

0.01）。与模型组比较，龙生蛭胶囊中剂量组大鼠脑组织

表2　各组大鼠血清 TNF-α、IL-6 水平比较（x±s，n＝

10，pg/mL）

组别
假手术组
模型组
龙生蛭胶囊低剂量组
龙生蛭胶囊中剂量组
龙生蛭胶囊高剂量组
尼莫地平组

IL-6

24.74±3.54

36.34±3.83a

35.77±1.85

29.10±4.74c

22.51±4.74c

24.40±5.02c

TNF-α
34.60±2.52

52.60±3.56a

50.46±3.61b

40.75±2.44c

31.71±3.77c

30.72±3.06c

a：与假手术组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与模型

组比较，P＜0.01。

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ
Ⅰ：假手术组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：龙生蛭胶囊低剂量组；Ⅳ：龙生蛭胶

囊中剂量组；Ⅴ：龙生蛭胶囊高剂量组；Ⅵ：尼莫地平组。

图1　各组大鼠脑组织TTC染色图

A.假手术组 B.模型组

C.龙生蛭胶囊低剂量组 D.龙生蛭胶囊中剂量组

E.龙生蛭胶囊高剂量组 F.尼莫地平组

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

注：箭头所指为神经细胞。

图2　各组大鼠脑组织病理形态观察显微图（HE 染色， 

×400）
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NLRP3蛋白的相对表达水平、细胞核内NF-κB蛋白的相

对表达水平，龙生蛭胶囊高剂量组及尼莫地平组大鼠脑

组织TLR4及NLRP3蛋白的相对表达水平、NF-κB磷酸

化水平和细胞核内NF-κB蛋白的相对表达水平均显著

降低（P＜0.01）。结果见图4、表4。

4　讨论
龙生蛭胶囊源自清代王清任名方“补阳还五汤”。

临床研究表明，单独或联合应用龙生蛭胶囊在治疗各类

急性脑梗死、缺血性脑卒中、动脉粥样硬化、中风后偏瘫

等方面均有显著疗效[8]。本研究采用改良线栓法制作大

鼠MCAO模型，考察龙生蛭胶囊的干预效果，结果显示，

与模型组比较，龙生蛭胶囊中、高剂量组大鼠神经功能

缺失评分、脑梗死体积比均显著降低，且大鼠脑组织损

伤得到明显改善，表明龙生蛭胶囊具有一定的脑缺血再

灌注损伤保护作用。

目前研究表明，炎症反应在缺血性脑卒中的发生与

发展中起重要作用，TNF-α、IL-6 和 IL-1β是脑缺血再灌

注损伤的关键炎症因子[9]。龙生蛭胶囊中，君药黄芪的

主要成分黄芪甲苷能抑制炎症反应，对大鼠脑缺血损伤

有保护作用[10]；君药水蛭也具有一定抗炎、抗纤维化作

用，其治疗脑卒中的地位不断提高[11]。本研究观察了龙

生蛭胶囊对炎症因子TNF-α、IL-6的影响，结果显示，与

模型组比较，龙生蛭胶囊中、高剂量组大鼠血清TNF-α、
IL-6水平均显著降低，表明其具有较好的抗炎作用，可

能与方中黄芪、水蛭的抗炎作用有关。

TLR4作为启动炎症反应的一种跨膜蛋白，研究发

现其在小鼠的大脑皮质中高表达，与缺血性脑损伤有一

定的相关性[12]。NF-κB是由p65（RelA）与p50（NF-κB1）

2个亚基组成的核转录因子，一般情况下，NF-κB以非活

性形式存在于细胞质中；病理条件下，TLR4与配体结合

后形成TLR4/髓样分化蛋白 2复合物并二聚化，与髓样

分化因子88（myeloid differentiation factor 88，MyD88）的

TLR 结构域结合后激活 MyD88，形成有活性的 TLR/

MyD88复合物，再通过其氨基端结构域招募 IL-1受体相

关激酶家族成员，使其磷酸化后与肿瘤坏死因子受体相

关因子 6结合，促使NF-κB及其抑制因子解聚，其核定

位序列暴露，从而被转运到细胞核内促进NF-κB依赖的

基因转录，活化后的 NF-κB 可加速 TNF-α、IL-1β、IL-6

等多种炎症因子的表达，进而加重缺血后的脑损伤[13]。

TLR4/NF-κB 信号通路激活是 NLRP3炎性小体形成的

基本步骤，并与活化密切相关。NLRP3炎症小体广泛参

A.假手术组 B.模型组

C.龙生蛭胶囊低剂量组 D.龙生蛭胶囊中剂量组

E.龙生蛭胶囊高剂量组 F.尼莫地平组

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

图3　各组大鼠脑组织 NLRP3蛋白阳性表达显微图（免

疫组化染色，×400）

表3　各组大鼠脑组织 TLR4、NF-κB mRNA 相对表达

水平比较（x±s，n＝5）

组别
假手术组
模型组
龙生蛭胶囊低剂量组
龙生蛭胶囊中剂量组
龙生蛭胶囊高剂量组
尼莫地平组

TLR4 mRNA

0.98±0.08

2.64±0.36a

2.47±0.26

1.72±0.19b

1.32±0.23c

1.29±0.15c

NF-κB mRNA

1.00±0.04

2.35±0.17a

2.25±0.13

1.53±0.31b

1.18±0.14c

1.09±0.11c

a：与假手术组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与模型

组比较，P＜0.01。

TLR4

NLRP3

GAPDH

90 kDa

115 kDa

36 kDa

p-NF-κB

NF-κB

65 kDa

65 kDa

核内NF-κB

histone H3

65 kDa

17 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ
Ⅰ：假手术组 ；Ⅱ：模型组；Ⅲ：龙生蛭胶囊低剂量组；Ⅳ：龙生蛭胶

囊中剂量组；Ⅴ：龙生蛭胶囊高剂量组；Ⅵ：尼莫地平组。

图4　各组大鼠脑组织 TLR4、NLRP3、p-NF-κB 及细胞

核内NF-κB蛋白表达电泳图

表4　各组大鼠脑组织 TLR4、NLRP3、p-NF-κB 及细胞

核内NF-κB蛋白表达结果比较（x±s，n＝5）

组别
假手术组
模型组
龙生蛭胶囊低剂量组
龙生蛭胶囊中剂量组
龙生蛭胶囊高剂量组
尼莫地平组

TLR4/GAPDH

0.404±0.020

0.693±0.026a

0.705±0.058

0.667±0.053

0.520±0.058b

0.530±0.060b

NLRP3/GAPDH

0.789±0.075

1.164±0.061a

1.062±0.058

0.667±0.053b

0.520±0.058b

0.530±0.060b

p-NF-κB/NF-κB

1.004±0.02

1.293±0.026a

1.305±0.058

1.300±0.900

0.920±0.058b

1.031±0.057b

核内NF-κB/histone H3

0.689±0.049

0.873±0.025a

0.745±0.091

0.683±0.063b

0.487±0.058b

0.392±0.035b

a：与假手术组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01。
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与中枢神经系统疾病，其参与炎症过程通常为TLR或别

的识别受体遇到炎症刺激之后，开启NF-κB通路，引起

NLRP3、IL-1β前体的表达和转录，实现致炎因子的成熟

分泌[14]。本研究发现，与假手术组比较，模型组大鼠脑

组织中 TLR4、NF-κB mRNA，TLR4、NLRP3蛋白的表

达，NF-κB磷酸化均显著上调，细胞核内NF-κB蛋白表

达也显著上调，中、高剂量龙生蛭胶囊可下调 TLR4 

mRNA 及蛋白表达、抑制 NF-κB 蛋白磷酸化，减少 NF-

κB入核，从而抑制NF-κB信号通路的激活，下调NLRP3

蛋白表达，减少炎症因子的释放。

综上所述，龙生蛭胶囊可能通过抑制TLR4/NF-κB/

NLRP3信号通路，抑制神经炎症反应，从而达到对大鼠

脑缺血再灌注损伤的保护作用。
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