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心脑舒通胶囊抑制铁死亡减轻大鼠脑缺血再灌注损伤的机制 Δ
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摘 要 目的 研究心脑舒通胶囊调控铁死亡途径减轻大鼠脑缺血再灌注损伤（CIRI）的机制。方法 将大鼠随机分为假手术组，

模型组，心脑舒通低、高剂量组（220、440 mg/kg），银杏叶提取物组（阳性对照，150 mg/kg）。各组大鼠灌胃相应药液/生理盐水，连

续7 d。采用短暂性大脑中动脉闭塞法复制CIRI模型，术后24 h进行取材，检测大鼠脑梗死面积，并计算脑梗死率；观察大鼠脑组

织病理学变化；检测大鼠脑组织中总铁和血清中脂质过氧化物（LPO）、丙二醛（MDA） 、谷胱甘肽（GSH）水平；检测大鼠脑组织中

核转录因子红系2相关因子2（Nrf2）/血红素氧合酶1（HO-1）/谷胱甘肽过氧化物酶4（GPX4）蛋白和mRNA表达水平。结果 与模

型组比较，银杏叶提取物组和心脑舒通各剂量组大鼠脑梗死率、脑组织中总铁水平、血清中LPO水平（银杏叶提取物组和心脑舒

通低剂量组除外）均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；血清中GSH水平以及脑组织中Nrf2、HO-1、GPX4蛋白和mRNA表达水平均

显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；脑组织病理损伤减轻，神经细胞数目增多，水肿减轻，核膜平整。结论 心脑舒通胶囊可抑制铁死

亡，减轻CIRI，其作用机制可能与激活Nrf2/HO-1/GPX4信号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the mechanism of Xinnao shutong capsule alleviating cerebral ischemia reperfusion injury 

（CIRI） in rats by regulating the ferroptosis pathway. METHODS SD rats were randomly divided into sham operation group， model 

group， Xinnao shutong low-dose， high-dose group （220， 440 mg/kg）， Ginkgo biloba leaves extract group （positive control， 150 

mg/kg）. Each group of rats was orally administered with the corresponding medication/normal saline for 7 consecutive days. 

Transient occlusion of the middle cerebral artery was adopted to induce the CIRI model； the samples were taken 24 h after the 

operation； the cerebral infarction area of rats was detected， and the cerebral infarction rate was calculated. The pathological changes 

of brain tissues were observed， and the levels of lipid peroxide （LPO）， malondialdehyde （MDA） and glutathione （GSH） in 

cerebral tissue were detected； mRNA and protein expressions of nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）， heme oxygenase 

1（HO-1） and glutathione peroxidase 4 （GPX4） were all detected in cerebral tissue of rats. RESULTS Compared with model 

group， the cerebral infarction rate， the content of total iron in cerebral tissue and serum level of LPO （except for Ginkgo biloba 

leaves extract group and Xinnao shutong low-dose group） were all decreased significantly in G. biloba leaves extract group and 

Xinnao shutong groups （P＜0.05 or P＜0.01）； the serum level of GSH， the protein and mRNA expressions of Nrf2， HO-1 and 

GPX4 were all increased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）. The pathological damage to brain tissue was reduced， the number of 

nerve cells increased， the edema was alleviated， and the nuclear membrane was flattened. CONCLUSIONS Xinnao shutong 

capsule can inhibit ferroptosis and reduce CIRI， the 

mechanism of which may be associated with the activation of 

the Nrf2/HO-1/GPX4 signaling pathway.
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缺血性脑卒中是由大脑局部供血障碍所导致的神

经功能受损、脑组织坏死的一类疾病，其发病率、致残

率、复发率、病死率均较高，给患者家庭和社会带来沉重

的经济负担[1]。目前，缺血性脑卒中的临床治疗以静脉

溶栓和动脉内血栓切除术为主，以恢复缺血脑组织的血

液供应。然而，缺血脑组织在快速再灌注时，会发生一

系列继发性病理损伤，即脑缺血再灌注损伤（cerebral 

ischemia-reperfusion injury，CIRI），进而阻碍患者神经功

能的恢复；CIRI的病理机制较为复杂，涉及炎症反应、氧

化应激、细胞凋亡等过程[2―3]。因此，深入研究CIRI的病

理过程对于探索有效的防治策略至关重要。

铁在脑组织内存在着动态平衡，当脑缺血再灌注

时，脑组织细胞损伤，血脑屏障破坏，脑实质内的铁水平

急剧升高，从而引发铁超载、脂质过氧化、铁代谢紊乱

等，最终导致脑细胞铁死亡[4―5]。近年来，相关研究证

实，铁死亡是诱发CIRI的一种新机制，与脑组织细胞死

亡密切相关[6―7]。可见，抑制铁死亡逐渐成为减轻CIRI

患者神经损伤的一种重要方法。

心脑舒通胶囊是由中药蒺藜干燥的地上全草提取

后制成的胶囊剂，其主要成分是蒺藜总皂苷，具有活血

化瘀、舒利血脉等药理作用[8]。药理实验研究显示，心脑

舒通胶囊能够显著提高CIRI沙鼠的成活率，减轻沙鼠海

马CA1区的神经细胞损伤[9]；心脑舒通胶囊可促进大鼠

脑缺血后微血管新生和神经功能恢复[10]。研究显示，核

转录因子红系2相关因子2（nuclear factor-erythroid 2-re‐

lated factor 2，Nrf2）/血红素氧合酶 1（heme oxygenase 1，

HO-1）/谷胱甘肽过氧化物酶4（glutathione peroxidase 4，

GPX4）是铁死亡的关键通路，激活 Nrf2/HO-1/GPX4信

号通路可抑制CIRI大鼠神经元铁死亡[11]。基于此，本研

究拟采用短暂性大脑中动脉闭塞（transient middle cere‐

bral artery occlusion，tM-CAO）法建立CIRI大鼠模型，并

从 Nrf2/HO-1/GPX4信号通路角度出发，探讨心脑舒通

胶囊是否可通过调控铁死亡途径改善CIRI，以期为心脑

舒通胶囊的临床应用提供实验依据。

1　材料

1.1　实验动物

本研究所用实验动物为SPF级6周龄雄性SD大鼠，

共 50只，体重 180～200 g，购自济南朋悦实验动物繁育

有限公司，动物生产许可证号为 SCXK（鲁）20220006。

大鼠饲养于河南省中西医结合医院实验动物中心，温度

22～25 ℃、湿度50%～70%的环境中，自由进食与饮水。

本实验经河南省中西医结合医院实验动物伦理委员会

批准，批准号为HNTCMDW-2024050502。

1.2　主要药品与试剂

心脑舒通胶囊（批号2108026，规格为每粒含呋甾皂

苷15 mg）购自吉林敖东洮南药业股份有限公司；银杏叶

提取物片（批号 7491222，规格为每片含银杏叶提取物

40 mg）购自德国威玛舒培博士药厂；组织铁、脂质过氧

化物（lipid peroxide，LPO）、丙二醛（malondialdehyde，

MDA）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）含量检测试剂盒

（批号分别为2309001、2309002、1310003、2310004）均购

自北京索莱宝科技有限公司；TTC 染色试剂盒（批号

20230630）购自南京建成科技有限公司；兔源 HO-1、

GPX4抗体（批号分别为 ab189491、ab125066）均购自英

国 Abcam 公司；兔源 Nrf2抗体（批号 16396-1-AP）购自

武汉三鹰生物技术有限公司；兔源甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）抗

体（批号AB-P-R001）购自杭州贤至生物科技有限公司；

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白G二抗（批

号B42Q00103）购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司；ECL化学发光底物试剂盒、逆转录试剂盒、荧光定量

试剂盒（批号分别为BL520A、BL699A、BL697A）均购自

北京兰杰柯科技有限公司；引物由武汉赛维尔生物科技

有限公司设计、合成。

1.3　主要仪器

本研究所用主要仪器有 Synergy NEO 型全自动多

功能酶标仪（美国Bio-Rad公司）、Fluor Chem R型凝胶

成像分析仪（美国ProteinSimple公司）、TG16KK型高速

低温离心机（长沙东旺实验仪器有限公司）、Quanstudio 

5 型实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（美国

Thermo Fisher Scientific公司）。

2　方法

2.1　分组与给药

将大鼠随机分为假手术组，模型组，心脑舒通低、高

剂量组（220、440 mg/kg，低、高剂量分别为临床等效剂量

的2、4倍），银杏叶提取物组（阳性对照，150 mg/kg，剂量

根据临床等效剂量换算而得），每组10只。各给药组大

鼠灌胃相应药液，假手术组和模型组大鼠灌胃等量生理

盐水，均连续7 d。

2.2　造模与取材

采用 tM-CAO法构建CIRI大鼠模型。术前禁食不

禁水 12 h，各给药组大鼠腹腔注射 2%戊巴比妥钠（40 

mg/kg）麻醉后，以仰卧位固定于手术台，沿颈部正中间

切口并进行钝性肌肉分离，暴露出颈总动脉（common 

carotid artery，CCA），然后小心分离出右侧颈内动脉

（internal carotid artery，ICA）和颈外动脉（external carotid 

artery，ECA），结扎 CCA 近心端和 ECA，将尼龙线栓由
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CCA的剪口处插入 ICA，缓慢向前推进约 20 mm，使尼

龙线末端位于大脑前动脉进而堵塞大脑中动脉；缺血2 h

后，缓慢匀速拔出尼龙线栓实现再灌注。假手术组大鼠

进行相同的手术操作，但不插入线栓。再灌注 24 h后，

采用Zea-Longa评分法对大鼠进行神经功能评分：无明

显的神经功能缺损症状为0分；提尾时向左侧前肢屈曲

为1分；不能直行，向左侧行走为2分；行走困难，站立或

爬行时向左侧倾倒为3分；无法自主行走伴意识障碍为

4分。1～3分为造模成功；0分为造模失败；评分为 4分

的大鼠容易死亡，予以剔除[12]。造模过程中，模型组大

鼠死亡 3只，银杏叶提取物组死亡 1只，心脑舒通低、高

剂量组均死亡2只。评分完成后，麻醉大鼠，腹主动脉采

血，血样静置1 h后以3 000 r/min离心10 min，吸取上清

液，于－80 ℃冰箱中保存，备用。采血后，大鼠迅速断头

取出脑组织，生理盐水清洗 2遍，滤纸拭干后于－80 ℃

冰箱中保存备用。

2.3　大鼠脑梗死面积检测

取“2.2”项下各组 4只大鼠的脑组织，去除脑干、小

脑和嗅球后于－20 ℃冷冻20 min；用手术刀片将脑组织

沿冠状面均匀切成 5片（每片厚 2 mm），然后用 2%TTC

染液于37 ℃水浴条件避光染色15 min，再以4%多聚甲

醛固定后拍照，正常部位为红色，梗死区为白色。将

TTC染色图片导入 Image J软件计算梗死面积，并计算

脑梗死率，脑梗死率＝梗死面积/横切总面积×100%。

2.4　大鼠脑组织病理学变化观察

取“2.2”项下各组 3只大鼠的脑组织适量，以 4%多

聚甲醛固定24 h后进行石蜡包埋切片，将切片脱蜡后进

行苏木素-伊红（HE）染色，然后采用光学显微镜观察大

鼠脑组织病理学变化。

2.5　大鼠脑组织中总铁水平和血清中 LPO、MDA、

GSH水平检测

取“2.2”项下各组大鼠血清适量以及各组 3只大鼠

脑组织适量，根据ELISA试剂盒方法处理，检测大鼠脑

组织中总铁水平和血清中LPO、MDA和GSH水平。

2.6　大鼠脑组织中Nrf2、HO-1、GPX4蛋白表达水平检测

取“2.2”项下各组3只大鼠缺血侧脑组织（假手术组

对应侧脑组织）适量，加入RIPA裂解液裂解，冷冻研磨

仪中研磨后，以 12 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液，

采用BCA法测定蛋白浓度。蛋白变性处理后，以十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离，再转移至

PVDF 膜，以封闭液封闭 1 h，加入 Nrf2、HO-1、GPX4、

GAPDH一抗（稀释度分别为1∶2 000、1∶2 000、1∶3 000、

1∶1 000）于 4 ℃下孵育过夜，再加入二抗（稀释度为 1∶  

5 000）室温孵育1 h；在暗室中加入增强型化学发光液显

色成像，采用 Image J图像分析系统对蛋白条带灰度值

进行分析，以目的蛋白与内参蛋白GAPDH的灰度值比

值表示目的蛋白的表达水平。

2.7　大鼠脑组织中Nrf2、HO-1、GPX4 mRNA表达水平

检测

取“2.2”项下各组3只大鼠缺血侧脑组织（假手术组

对应侧脑组织）10 mg，采用 Trizol 法提取总 RNA，测定

浓度和纯度后，参照试剂盒说明书逆转录为 cDNA进行

PCR扩增。PCR体系（20 μL）为：PCR试剂10 μL，正、反

向引物各 0.5 μL，cDNA 模板 1 μL，ROX 试剂 0.4 μL，

ddH2O 7.6 μL。PCR 扩增条件为：95 ℃预变性 2 min；

95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 10 s，共 40个

循环。以GAPDH为内参，采用 2－ΔΔCt法进行数据分析，

计算 Nrf2、HO-1、GPX4 mRNA 表达水平。引物序列及

产物大小见表1。

2.8　统计学分析

采用SPSS软件和GraphPad Prism软件分别进行数

据分析及作图。计量资料 x±s表示，多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。检验水

准α＝0.05。

3　结果

3.1　心脑舒通胶囊对大鼠脑梗死面积的影响

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织出现明显的脑

梗死现象，脑梗死率为（29.10±5.94）%。与模型组比

较，银杏叶提取物组和心脑舒通低、高剂量组大鼠脑梗

死率[分别为（20.18±3.54）%、（20.04±3.2）%、（22.01±

5.22）%]均显著降低（P＜0.05）。结果见图1。

3.2　心脑舒通胶囊对大鼠脑组织病理损伤的影响

由图2可见，假手术组大鼠神经细胞核膜清晰完整，

排列正常有序。与假手术组比较，模型组大鼠缺血核心

区脑组织神经细胞呈空泡样改变，出现大片坏死细胞，

神经细胞数目减少且排列紊乱，间质水肿，细胞核固缩。

银杏叶提取物组和心脑舒通低、高剂量组大鼠的脑组织

病理损伤均有不同程度减轻，神经细胞数目增多，水肿

减轻，核膜平整。

表1　引物序列及产物大小

基因
GAPDH

HO-1

Nrf2

GPX4

序列（5′→3′）

正向：CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

反向：GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

正向：CAGCATGTCCCAGGATTTGTC

反向：CCTGACCCTTCTGAAAGTTCCTC

正向：GACATCCTTTGGAGGCAAGACAT

反向：TGGGAATGTGGGCAACCTG

正向：ATTCCCGAGCCTTTCAACCC

反向：TATCGGGCATGCAGATCGAC

产物大小/bp

138

104

268

263
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3.3　心脑舒通胶囊对大鼠脑组织及血清中生化指标的

影响

与假手术组[总铁水平（2.35±0.13） μg/g]比较，模

型组大鼠脑组织中总铁水平[（3.32±0.36） μg/g]和血清

中 LPO、MDA 水平均显著升高（P＜0.01），GSH 水平均

显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，银杏叶提取物组

和心脑舒通低、高剂量组大鼠脑组织中总铁水平

[（2.64±0.42）、（2.49±0.20）、（2.64±0.26） μg/g]均显著

降低（P＜0.05），血清中 GSH 水平均显著升高（P＜

0.05）；心脑舒通高剂量组大鼠血清中 LPO 显著降低

（P＜0.05）。结果见表2。

3.4　心脑舒通胶囊对大鼠脑组织中 Nrf2、HO-1、GPX4

蛋白表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中Nrf2、HO-1、

GPX4蛋白表达水平均显著降低（P＜0.01）；与模型组比

较，银杏叶提取物组和心脑舒通各剂量组大鼠脑组织中

Nrf2、HO-1、GPX4蛋白显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。

结果见图3。

3.5　心脑舒通胶囊对大鼠脑组织中 Nrf2、HO-1、GPX4 

mRNA表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中Nrf2、HO-1、

GPX4 mRNA表达水平均显著降低（P＜0.01）；与模型组

比较，银杏叶提取物组和心脑舒通各剂量组大鼠脑组织

中Nrf2、HO-1、GPX4 mRNA表达水平均显著升高（P＜

0.05或P＜0.01）。结果见表3。

E.心脑舒通高
剂量组

D.心脑舒通
低剂量组

C.银杏叶提取
物组

B.模型组A.假手术组

图1　各组大鼠脑梗死面积染色图（TTC染色）

A.假手术组 B.模型组

C.银杏叶提取物组 D.心脑舒通低剂量组

E.心脑舒通高剂量组

黑色箭头：神经细胞空泡样改变；三角形：细胞核固缩。

图2　各组大鼠脑组织病理学观察结果（HE染色）

表2　各 组 大 鼠 血 清 中 LPO、GSH、MDA 水 平 比 较

（x±s）

组别
假手术组
模型组
银杏叶提取物组
心脑舒通低剂量组
心脑舒通高剂量组

n 

10  

7

9

8

8

LPO/（nmoL/L）

0.17±0.02

1.12±0.24a

0.91±0.23

0.56±0.04

0.17±0.02c

GSH/（μg/mL）

257.27±12.19

161.40±4.56a

251.75±35.00b

195.17±20.06b

206.05±13.51b

MDA/（nmol/mL）

2.00±0.40

7.20±2.61a

6.53±1.58

5.70±1.13

6.34±2.90

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

组比较，P＜0.05。

GPX4
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GAPDH

17 kDa

68 kDa

32 kDa

36 kDa

A B C D E

1.0
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0

蛋
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表
达

水
平

A

B

C

D

E

HO-1                    Nrf2                  GPX4

b

a

c c

b b

b

b

b

b
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a

A：假手术组；B：模型组；C：银杏叶提取物组；D：心脑舒通低剂量

组；E：心脑舒通高剂量组；a：P＜0.01；b：P＜0.01；c：P＜0.05。

图3　各组大鼠脑组织中 Nrf2、HO-1、GPX4 蛋白表达

比较（x±s，n＝3）
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4　讨论

脑卒中可分为缺血性卒中和出血性卒中，其中缺血

性卒中在全部脑卒中所占的比例最大，呈逐步年轻化趋

势[13]。应对缺血性卒中最主要的方法就是血管重建和

限制继发性神经细胞损伤，临床上常运用溶栓方法恢复

缺血脑组织血流，但是只有很少一部分患者能够在有效

的时间窗内接受治疗，且溶栓后患者还会遭受CIRI，因

此深入研究CIRI的发病机制，探索有效的防治措施来减

轻CIRI尤为重要。研究表明，CIRI发生机制主要与炎

症反应、氧化应激、血脑屏障功能障碍有关，常伴随着凋

亡、焦亡、坏死等多种细胞死亡形式[14]。铁死亡是由于

细胞内铁离子过载、脂质过氧化物过度积累引起的细胞

破裂性死亡[15]，是近年来被发现的一种细胞新型死亡方

式，抑制铁死亡已成为心、脑等器官缺血再灌注损伤的

防治策略[16]。

药理实验研究证实，心脑舒通胶囊具有提高耐缺氧

能力、增强学习和记忆能力、抗炎、保护神经细胞、保护

心肌、抗脑缺血等作用[17―19]。临床上，心脑舒通胶囊对

脑梗死等缺血性脑病有一定的疗效，王豪杰等[20]对58例

缺血性脑病患者进行研究，发现心脑舒通胶囊可显著降

低缺血性脑病患者颈动脉内中膜厚度和血清同型半胱

氨酸水平，从而降低缺血性脑病发生风险。曾松等[21]对

106例脑梗死患者进行研究，发现心脑舒通胶囊可促进

脑梗死患者神经功能的恢复，效果显著。

Nrf2是细胞内调节氧化应激的主要转录因子，也是

铁死亡过程中的关键负调节因子。在静息细胞中，Nrf2

与 Kelch 样 ECH 关联蛋白 1（Kelch-like ECH-associated 

protein 1，Keap1）相结合并存在细胞质内；当机体受到

H2O2、MDA或某些疾病刺激时，激活的Nrf2与Keap1分

离并转移至细胞核，激活下游HO-1和GPX4等抗氧化基

因的表达[22]。GPX4是一种GSH依赖性抗氧化酶，其可

通过GSH的作用有效清除有毒的脂质过氧化物（如LPO

等），从而抑制细胞氧化损伤[23]。本研究结果显示，大鼠

CIRI后神经功能变差，且脑梗死面积增大，脑组织发生

显著的病理学改变；脑组织中总铁水平增加，血清中

LPO、MDA水平升高，GSH水平降低；Nrf2、HO-1、GPX4

等铁死亡关键靶蛋白和mRNA表达水平均降低，这提示

CIRI大鼠脑组织存在铁死亡现象。经心脑舒通胶囊干

预后，大鼠脑梗死面积减小，神经功能和脑组织病理损

伤改善，血清中GSH水平升高，LPO水平降低，脑组织中

总铁水平降低，脑组织中 Nrf2、HO-1、GPX4 蛋白和

mRNA表达水平均升高，这提示心脑舒通胶囊能够抑制

CIRI后铁死亡的发生。

综上所述，心脑舒通胶囊可抑制铁死亡，减轻CIRI，

其作用机制可能与激活 Nrf2/HO-1/GPX4 信号通路

有关。
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