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［摘要］ 目的：探讨黄连解毒汤对缺血性脑卒中（IS）小鼠认知功能的改善作用，并重点阐明其是否通过抑制核转录因子-κB

（NF-κB）信号通路，进而阻断其所调控的神经元凋亡来发挥神经保护作用。方法：采用大脑中动脉闭塞法建立 IS 模型，60 只

C57BL/6J 小 鼠 随 机 分 为 假 手 术 组 ，模 型 组 ，黄 连 解 毒 汤 低（3.9 g·kg-1·d-1）、高（7.8 g·kg-1·d-1）剂 量 组 及 银 杏 叶 提 取 物 组

（31.2 mg·kg-1·d-1），每组 12 只。术后评估神经功能缺损评分（Longa 评分）、脑梗死体积（2，3，5-三苯基四唑氯化物，TTC 染色）
及脑组织含水量；新物体识别（NOR）和条件恐惧（FC）实验评价学习记忆；苏木素-伊红（HE）染色观察海马病理变化；免疫荧光

（IF）检测星形胶质细胞标志物胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、神经元激活标志物原癌基因 c-Fos 及 γ-氨基丁酸合成酶谷氨酸脱羧

酶 65（GAD65）的 表 达；蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 核 转 录 因 子 -κB 抑 制 蛋 白 α（IκBα）、磷 酸 化（p）-IκBα、核 转 录 因

子 -κB p65 亚基（NF-κB p65）、p-NF-κB p65、离子钙结合适配分子 -1（Iba-1）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）
及凋亡相关蛋白［裂解的胱天蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）、B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）相关 X 蛋白（Bax）、Bcl-2］的表达；实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 Iba-1、TNF-α、IL-1β、NF-κB p65、cleaved Caspase-3、Bax、Bcl-2 mRNA 水平。结果：

与假手术组比较，模型组 Longa 评分、脑组织含水量及脑梗死体积均显著增加（P<0.01），海马 CA1 区神经元排列紊乱，出现核

固 缩 、核 溶 解 等 病 理 改 变；NOR 探 索 时 间 及 FC 冻 结 时 间 缩 短（P<0.01）；GFAP、c-Fos 表 达 升 高 ，GAD65 表 达 降 低（P<0.01）；
cleaved Caspase-3、Bax 表 达 上 调 ，Bcl-2 表 达 下 调 ，Bax/Bcl-2 升 高（P<0.01）；p-IκB-α、p-NF-κB p65 及 炎 症 因 子 IL-1β、TNF-α、

Iba-1 表达均显著上升（P<0.01）。与模型组比较，黄连解毒汤高、低剂量组及银杏叶提取物组上述指标均显著改善（P<0.01），

其 中 黄 连 解 毒 汤 高 剂 量 组 神 经 元 结 构 恢 复 更 明 显 ，NOR 与 FC 表 现 更 好（P<0.01），GFAP、c-Fos 表 达 下 降 ，GAD65 升 高（P<

0.01），凋亡蛋白表达被逆转，且 NF-κB 信号通路及相关炎症因子表达均受抑制（P<0.01）。结论：黄连解毒汤能够改善 IS 后小

鼠的认知功能障碍，其机制可能是通过抑制 NF-κB 通路，进而减轻神经炎症和海马神经元凋亡有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effects of Huanglian Jiedutang （HLJDT） on cognitive function in mice with 

ischemic stroke （IS） and to elucidate whether its neuroprotective effects are mediated by inhibition of the nuclear factor- κB 

（NF- κB） signaling pathway and subsequent suppression of NF- κB-regulated neuronal apoptosis. Methods：： An IS model was 

established using middle cerebral artery occlusion （MCAO）. Sixty C57BL/6J mice were randomly assigned to five groups （n =12 

per group）， i. e.， sham operation， model， HLJDT low-dose （3.9 g·kg-1·d-1）， HLJDT high-dose （7.8 g·kg-1·d-1）， and Ginkgo 

biloba extract （GBE， 31.2 mg·kg-1·d-1）. Post-operatively， neurological deficit scores （Longa score）， cerebral infarct volume 

assessed by 2，3，5-triphenyltetrazolium chloride （TTC） staining， and brain water content were evaluated. Learning and memory 

were assessed using new object recognition （NOR） and fear conditioning （FC） tests. Hippocampal pathology was examined via 

hematoxylin and eosin （HE） staining. Immunofluorescence detected expression of glial fibrillary acidic protein （GFAP， astrocyte 

marker）， cellular oncogene Fos （c-Fos， neuronal activation marker）， and glutamate decarboxylase 65 （GAD65）. Western blot 

measured nuclear factor-κB inhibitor protein α （IκBα）， phosphorylated IκBα （p-IκBα）， NF-κB p65， phosphorylated NF-κB p65 

（p-NF-κB p65）， ionic calcium binding adapter molecule 1 （Iba-1）， tumor necrosis factor （TNF）-α， interleukin （IL）-1β， and 

apoptosis-related proteins， such as cleaved cysteinyl aspartate-specific protease 3 （Caspase-3）， B-cell lymphoma 2 （Bcl-2）， and 

Bcl-2-associated X protein （Bax）. Real-time quantitative PCR （Real-time PCR） was used to assess mRNA levels of Iba-1， TNF-α， 

IL-1β， NF- κB p65， cleaved Caspase-3， Bax， and Bcl-2. Results：： Compared with the sham group， the model group exhibited 

significantly increased neurological deficit scores， brain water content， and cerebral infarct volume （P<0.01）. Hippocampal CA1 

neurons were disorganized， showing nuclear pyknosis and karyolysis. NOR exploration time and FC freezing time were 

significantly reduced （P<0.01）. GFAP and c-Fos expression were increased， while GAD65 expression was decreased （P<0.01）. 

Cleaved Caspase-3 and Bax were upregulated， Bcl-2 was downregulated， and the Bax/Bcl-2 ratio was elevated （P<0.01）. 

Expression levels of p-IκBα， p-NF-κB p65， IL-1β， TNF-α， and Iba-1 were significantly increased （P<0.01）. Compared with the 

model group， HLJDT high-dose， low-dose， and GBE groups showed significant improvements in all parameters （P<0.01）. Among 

them， the HLJDT high-dose group showed the most pronounced neuronal structural recovery and superior performance in NOR and 

FC tests （P<0.01）. In this group， GFAP and c-Fos decreased， GAD65 increased （P<0.01）， apoptosis-related protein expression 

was reversed， and NF-κB signaling and related inflammatory factor expression were suppressed （P<0.01）. Conclusion：： HLJDT 

ameliorates cognitive dysfunction in mice after IS， potentially by inhibiting the NF- κB signaling pathway， thereby reducing 

neuroinflammation and hippocampal neuronal apoptosis.

［［Keywords］］ Huanglian Jiedutang； ischemic stroke； nuclear factor- κB （NF- κB） signaling pathway； neuroinflammation； 

apoptosis； cognitive impairment； hippocampus

缺血性脑卒中（IS）已成为全球首要死因，具有

高发生率、高致残率、高病死率［1］。脑卒中显著增加

认 知 功 能 障 碍 风 险 ，其 发 生 率 较 普 通 人 群 增 加

5~8 倍［2］，卒 中 后 认 知 障 碍 作 为 主 要 并 发 症 严 重 影

响患者生活质量［3］，目前已有多种溶栓药物用于 IS

的 治 疗 ，但 由 于 治 疗 时 间 窗 狭 窄 及 技 术 限 制 ，许 多

患者难以获得有效救治［4］。有统计显示，30%~50%

的 IS 患者在发病后 3 个月内出现记忆力、执行能力

和 信 息 处 理 下 降 ，10%~20% 可 能 发 展 为 血 管 性 痴

呆［5］。目前临床上针对脑卒中后认知障碍的药物治

疗的效果有限，且不良反应多，因此，探索安全有效

的 干 预 策 略 具 有 重 要 意 义 。 神 经 炎 症 在 IS 后 认 知

功 能 障 碍 中 扮 演 关 键 作 用 。 脑 缺 血 后 小 胶 质 细 胞

激活并释放促炎因子和活性氧（ROS），加剧血脑屏

障破坏并诱导神经元凋亡［6］。海马作为学习记忆的

核 心 脑 区 ，对 缺 血 和 炎 症 尤 为 敏 感 ，其 神 经 元 损 伤

与认知功能下降密切相关［7］。抑制神经炎症可改善

神经功能恢复，提示“抗炎-抗凋亡”双途径干预是治

疗卒中后认知障碍（PSCI）的潜在策略［8］。核转录因

子 -κB（NF-κB）信号通路是神经炎症调控核心。其

过度激活是继发性损伤的重要标志［9］。损伤相关分

子 模 式（DAMPs）通 过 Toll 样 受 体 4（TLR4）等 受 体

激 活 小 胶 质 细 胞 ，触 发 核 转 录 因 子 -κB 抑 制 蛋 白

（IκB）激 酶（IKK）磷 酸 化 导 致 IκB 降 解 ，进 而 释 放

NF-κB p65 亚基并使其核转位［10］，核内 NF-κB 通过启

动白细胞介素（IL）-1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α等炎

症 因 子 的 转 录 ，形 成 自 我 放 大 的“ 炎 症 瀑 布 ”反 应 。

值得注意的是，近年研究进一步揭示 NF-κB 通路不

仅 驱 动 神 经 炎 症 ，还 可 直 接 激 活 B 细 胞 淋 巴 瘤 -2

（Bcl-2）相 关 X 蛋 白（Bax）/Bcl-2 失 衡 及 裂 解 的 胱 天

蛋 白 酶 -3（cleaved Caspase-3）等 凋 亡 通 路 ，形 成“ 炎

症-凋亡”恶性循环，导致海马神经元大量丢失［11］。虽

然 NF-κB 抑制剂或抗凋亡药物有一定疗效，但其靶

向性差、不良反应明显，限制了临床应用［12］。
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黄连解毒汤是中医清热解毒方剂的代表，源自

唐 代《外 台 秘 要》，具 有 抗 炎 、抗 氧 化 和 神 经 保 护 作

用［13］。然而，黄连解毒汤能否通过抑制 NF-κB 通路

来调控神经元凋亡 ，从而改善 IS 后认知功能障碍 ，

尚 缺 乏 系 统 实 验 证 据 。 本 研 究 通 过 建 立 小 鼠 大 脑

中动脉闭塞模型，重点探讨黄连解毒汤是否通过干

预“NF-κB 通路-神经元凋亡”轴发挥神经保护作用，

为其临床应用提供实验依据。

1 材料

1.1　 动 物     选 取 C57BL/6J 雄 性 小 鼠（6 周 龄；体 质

量 20~25 g），购自河南斯克贝斯生物股份科技有限

公 司 ，合 格 证 号 SCXK（豫）2020-0005，饲 养 于 河 北

省 沧 州 中 西 医 结 合 医 院 基 础 实 验 室 动 物 房 。 小 鼠

在标准条件下单独饲养，可获得标准的水和常规的

光-暗循环，温度（25±1）℃和湿度（50±10）%受控，适

应性喂养 1 周。

1.2　伦理     经河北省沧州中西医结合医院伦理委

员会批准同意，批准号 CZX2024012。

1.3　试剂     黄连、黄芩、黄柏（山东百味堂中药饮片

有限公司，编号分别为 250403、241103、240801），栀

子（ 北 京 益 通 柏 瑞 医 药 科 技 有 限 公 司 ，编 号

240924004），银杏（Ginkgo biloba）叶提取物（德国威

玛舒培博士药厂，编号 HJ20170088），所用饮片均购

自河北省沧州中西医结合医院中药房，并经沧州中

西 医 结 合 医 院 药 剂 科 李 宝 芬 主 任 中 药 师 鉴 定 均 符

合 2020 年版《中华人民共和国药典》规定。抗 c-Fos

蛋白鼠多克隆抗体、抗谷氨酸脱羧酶 65（GAD65）兔

多 克 隆 抗 体 、TNF-α、山 羊 抗 兔 辣 根 过 氧 化 物 酶

（HRP）、山 羊 抗 小 鼠 HRP（武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限

公司，型号分别为 66509-1-Ig、21760-1-AP、60291-1-

Ig、RGAM001、RGAG001）。IL-1β、离子钙结合适配

分 子 1（Iba-1）、IκB- α、磷 酸 化（p）-IκB- α、NF- κB 

p65、p-NF- κB p65、cleaved Caspase-3、Bcl-2、Bax、

β-肌 动 蛋 白（β-actin）抗 体（苏 州 睿 瀛 生 物 技 术 有 限

公 司 ，货 号 分 别 为 YM8498、YM8165、YM8511、

YM8850、YM8209、YM8442、YM3431、YM8319、

YM8175、YM8147）。 抗 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白（anti-

GFAP）抗体、Alexa Fluor488 标记山羊抗小鼠免疫球

蛋白（Ig）G（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为

AC241211084、GB25301-100UL）；Cy3 标 记 的 山 羊

抗兔 IgG 抗体（上海碧云天生物科技有限公司，货号

A0516）；甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（GAPDH）（美 国

Proteintech 公司，批号 60004-1-Ig）。

1.4　 仪 器     BKQH1M3 型 通 用 新 物 体 识 别 视 频 分

析系统（上海吉量软件科技有限公司）；Labmaze 型

条件性恐惧视频分析系统（北京众实迪创科技发展

有限公司）；MiniChemi 610 型全自动化学发光成像

分 析 系 统（北 京 赛 智 创 业 科 技 有 限 公 司）；DYY-6D

型 电 泳 仪 、转 膜 仪（北 京 六 一 生 物 科 技 有 限 公 司）；
QuantStudio™ 5 型 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

（Realtime-PCR）仪（美国 Applied Biosystems 公司）。

2 方法

2.1　小鼠大脑中动脉闭塞模型建立     建立小鼠大

脑中动脉闭塞模型［14］，用七氟醚气麻机进行平稳麻

醉，用钝性剪分离颈外动脉（ECA）、颈内动脉（ICA）
和 颈 总 动 脉（CCA）。 用 手 术 缝 线 结 扎 ECA 和

CCA，并用微动脉夹夹闭 ICA。在 CCA 上用手术剪

剪 一 个 小 口 ，将 线 栓 轻 轻 沿 着 CCA 插 入 ICA，遇 到

阻力即可停止，1 h 后进行再灌注。手术后根据神经

功能缺损评分（Longa 评分）及 2，3，5-三苯基四唑氯

化物（TTC）染色判断造模是否成功［15］。

2.2　分组和给药     将 60 只小鼠随机分为 5 组（假手

术 组 ，模 型 组 ，黄 连 解 毒 汤 低 、高 剂 量 组 ，银 杏 叶 提

取 物 组），根 据《肘 后 备 急 方》制 备 黄 连 解 毒 汤 水 提

取物（黄连 9 g、黄芩 6 g、黄柏 6 g、栀子 9 g 水煎浓缩

得 2.0 g 生 药/mL 储 备 液 ，收 率 21.4%），按 人 和 动 物

体 表 面 积 等 效 剂 量 系 数 折 算 法［16］，黄 连 解 毒 汤 低

（3.9 g·kg-1·d-1）、高（7.8 g·kg-1·d-1）剂 量 组 。 生 理 盐

水稀释后进行灌胃。神经功能、脑梗死体积及脑组

织 含 水 量 评 估 显 示 高 剂 量 组 疗 效 显 著 优 于 低 剂 量

组，故后续实验统一采用高剂量组。假手术组和模

型组灌胃等体积生理盐水，阳性对照选用银杏叶提

取物 31.2 mg·kg-1·d-1［17-18］，参考文献［19］，每日灌胃

1 次 8 mL·kg-1，共给药 5 d。

2.3　检测指标     

2.3.1　Longa 评分     各组小鼠采用 Longa 评分［20］进行

评分，无明显的神经功能缺失症状为 0 分；提尾左侧前

肢屈曲不能伸展为 1 分；行走向左侧划圈或出现追尾

症状为 2 分；行走困难，躯体向左侧倾倒为 3 分；不能

自行行走或呈昏迷状态为 4 分。当评分为 0 分或 4 分，

或 评 分 前 发 现 小 鼠 死 亡 ，则 排 除 不 用 于 后 续 实 验

研究。

双盲评分：由 2 名独立研究者对所有小鼠进行

Longa 评 分 。 在 评 分 过 程 中 ，对 实 验 分 组 信 息 完 全

不知情（即不知晓假手术组、模型组、黄连解毒汤组

或 银 杏 叶 提 取 物 组）。 小 鼠 在 术 后 24 h 被 逐 一 编

号，根据随机顺序独立对每只小鼠进行神经功能缺

损评估，评分标准统一采用 Longa 评分法。
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2.3.2　TTC 染色     取脑制作 2 mm 冠状切片，于 2% 

TTC 溶液中 37 ℃避光孵育 30 min。染色后置于 4%

多 聚 甲 醛 固 定 24 h，使 用 Image J 软 件 测 量 梗 死 区

（白色）与非梗死区（红色）面积，计算梗死体积百分

比。每组取 5 只小鼠，处死后取全脑称湿质量，随后

置 于 恒 温 烘 箱 烘 干 24 h，称 干 质 量 。 按 公 式（湿 质

量−干质量）/湿质量×100% 计算脑组织含水量。

2.3.3　新型目标识别（NOR）    在行为学测试前（造

模后第 5 天），所有小鼠先进行 Longa 评分以确认状

态稳定。造模后第 6 天进行适应性训练。第 7 天正

式测试并同步记录局部场电位（LFP）：先将小鼠与

2 个相同物体（A+A）置于箱中自由探索 5 min；24 h

后 更 换 其 中 一 个 为 新 物 体（A+B），再 次 记 录 5 min

的 探 索 行 为 和 LFP。 数 据 分 析 使 用 Labmaze 软 件

（3.0 版），每 只 小 鼠 测 试 后 实 验 箱 用 75% 乙 醇 彻 底

清洁以排除气味干扰。

2.3.4　 条 件 恐 惧 反 射（FC）    给 药 6 d 后 ，在 试 验 室

内 驯 化 2 min 后 进 行 FC。 训 练 包 括 3 个 音 调 -脚 电

击 配 对（音 调 2 000 Hz，80 dB，60 s；脚 震 动 1 mA，

2 s），试验之间间隔 120 s。在最后一次足部电击后，

小 鼠 在 室 内 停 留 60 s，然 后 返 回 笼 子 。 第 1 天 进 行

条 件 恐 惧 学 习 ，随 后 给 予 CNO 处 理 。 在 第 7 天 ，通

过在相同环境中 8 min 的情境恐惧条件反射来评估

长 期 记 忆 ，然 后 在 2 h 后 在 不 同 的 环 境 中 进 行 听 觉

恐惧条件反射。使用 Labmaze 软件。

2.3.5　 苏 木 素 -伊 红（HE）染 色     将 脑 组 织 进 行 脱

水、包埋、切片处理后，用苏木素对切片染色 40 s，随

后进行冲洗。用流动的蒸馏水冲洗切片约 1 h。伊

红溶液对切片染色约 8 min。再次进行脱水，最后树

脂进行封片。显微镜观察：在显微镜下观察染色后

的切片并拍照以进行分析。

2.3.6　 免 疫 荧 光（IF）检 测     将 小 鼠 深 度 麻 醉 后 灌

注 ，取 脑 于 4% PFA 固 定 24 h，经 脱 水 、石 蜡 包 埋 。

切片脱蜡后封闭，分别与兔抗 GFAP、兔抗 GAD65、

鼠抗 c-Fos 一抗（1∶200）4 ℃孵育过夜。磷酸盐缓冲

液（PBS）清洗后以 Cy3 标记山羊抗兔/抗鼠（1∶300）
及 Alexa Fluor 488 标 记 山 羊 抗 小 鼠（1∶300）二 抗 室

温避光孵育 1 h，4 ′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）复

染核。使用 Image-Pro Plus 6.0 软件分析免疫反应共

定位与荧光强度。

2.3.7　 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测     处 死

小 鼠 ，剥 离 海 马 组 织 ，放 射 免 疫 沉 淀 法（RIPA）裂 解

液 匀 浆 ，4 ℃ 、12 000 r·min-1 离 心 15 min 取 上 清 液 。

蛋白定量法（BCA）测定蛋白浓度，电泳、转膜、封闭，

将膜与一抗在 4 ℃下孵育过夜，一抗及稀释比例 IκBα
（1∶2 000）、p-IκBα （Ser32/36）（1∶2 000）、NF-κB p65

（1∶2 000）、p-NF-κB p65（Ser536）（1∶2 000）、Iba-1

（1∶2 000）、TNF-α（1∶1 000）、IL-1β（1∶1 000）、Bcl-2

（1∶ 2 000）、Bax（1∶ 2 000）、cleaved Caspase-3

（1∶2 000）及内参 β-actin（1∶5 000）。次日，TBST 洗

膜 3 次，每次 5 min。与相应二抗（1∶5 000）室温孵育

1 h，再 TBST 洗 3 次，使用增强化学发光法（ECL）化

学 发 光 试 剂 盒 孵 育 聚 偏 二 氟 乙 烯（PVDF）膜 ，在 化

学发光凝胶成像系统中曝光并采集信号。

2.3.8　 Real-time PCR 检 测     取 海 马 组 织 ，加 入

TRIzol 1 mL 提 取 总 RNA，测 RNA 浓 度 。 用

MonScript 试 剂 盒（含 去 DNA 酶 步 骤）反 转 录 制 备

cDNA。 以 TB Green® Premix Ex Taq Ⅱ配 制 含 上

下游引物的 Real-time PCR 反应体系，加入 cDNA 后

上 机 检 测 。 反 应 条 件 ：95 ℃ 5 min 预 变 性；95 ℃ 

15 s、60 ℃ 1 min、72 ℃ 30 s，共 40 循 环 。 以

GAPDH 为内参，采用 2-ΔΔCt 法分析数据，引物由上海

捷瑞生物合成，见表 1。

2.4　统计学分析     采用 GraphPad Prism 9.5.0 软件进

行统计分析。数据正态性及方差齐性分别经 Shapiro-

Wilk 检验评估。符合正态分布的数据以 x̄ ± s 表 示 。

两 组 间 满 足 参 数 检 验 ，采 用 独 立 样 本 t 检 验 。 多 组

间 满 足 参 数 检 验 ，采 用 单 因 素 方 差 分 析 ，若 结 果 显

著，进一步以 Tukey 检验进行两两比较，以 P<0.05 为

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

IBa-1

IL-1β

TNF-α

NF-κB p65

Caspase-3

Bax

Bcl-2

GAPDH

序列（5 ′-3 ′）
上游 AGCCTGAGGAGATTTCAACAGAA

下游 CCTCAGACGCTGGTTGTCTT

上游 AACATAAGCCAACAAGTGGT

下游 TCACACAGGACAGGTATAGA

上游 ACCCTCACACTCACAAACCA

下游 ATAGCAAATCGGCTGACGGT

上游 CCCTACGGAACTGGGCAAAT

下游 GCGGAATCGAAATCCCCTCT

上游 AGCTGGACTGCGGTATTGAG

下游 CGCGTACAGTTTCAGCATGG

上游 GATCGAGCAGAGAGGATGGC

下游 GTAGAAAAGGGCAACCACCC

上游 GCCTTCTTTGAGTTCGGTGG

下游 CTGAGCAGCGTCTTCAGAGA

上游 CGATGCCCCCATGTTTGTGA

下游 GAGCCCTTCCACAATGCCAA

长度/bp

167

115

212

153

182

249

221

145
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差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　黄连解毒汤对模型小鼠神经功能损伤、脑组织

含 水 量 的 影 响     与 假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠

Longa 评分、脑组织含水量比值显著升高（P<0.01）。

与模型组比较，高剂量、低剂量组小鼠 Longa 评分、

脑组织含水量比值显著降低（P<0.01）。见表 2。

3.2　 黄 连 解 毒 汤 对 模 型 小 鼠 脑 梗 死 面 积 的 影 响        

    与假手术比较，模型组小鼠脑梗死面积显著增大

（P<0.01）。与模型组比较，黄连解毒汤低、高剂量组

及 银 杏 叶 提 取 物 组 小 鼠 脑 梗 死 面 积 均 显 著 减 小

（P<0.01）。见图 1、表 3。

3.3　黄连解毒汤对模型小鼠脑海马组织病理损伤

的 影 响     假 手 术 组 小 鼠 海 马 CA1 区 锥 体 神 经 元 排

列 紧 密 整 齐 ，细 胞 核 大 而 圆 ，核 仁 清 晰 ，染 色 质 均

匀，结构清晰完整。模型组小鼠脑组织细胞肿胀变

形 ，排 列 紊 乱 细 胞 间 隙 变 宽 ，出 现 大 量 的 核 固 缩 核

溶解等坏死性特征。与模型组比较，黄连解毒汤高

剂量组小鼠神经元排列层次较为清晰，细胞间隙变

窄 ，且 核 固 缩 核 溶 解 的 神 经 元 数 量 明 显 减 少 ，病 理

损伤明显减轻。见图 2、表 4。

3.4　黄连解毒汤对模型小鼠行为学认知功能的影

响     与模型组比较，黄连解毒汤高剂量组小鼠的探

索时间显著增多（P<0.01）。在 FC 中，模型组小鼠的

冻结时间比假手术组的时间显著缩短（P<0.01），高

剂 量 组 和 银 杏 叶 提 取 物 组 小 鼠 的 冻 结 时 间 和 探 索

时间显著改善（P<0.01）。黄连解毒汤对模型小鼠条

件 恐 惧 冻 结 时 间 的 影 响 见 增 强 出 版 附 加 材 料 ，

图 3、表 5。

3.5　 黄 连 解 毒 汤 对 模 型 小 鼠 脑 组 织 中 GFAP 的 影

响     与 假 手 术 比 较 ，模 型 组 小 鼠 脑 组 织 中 GFAP 荧

光强度显著增强（P<0.01）。与模型组比较，黄连解

毒汤高剂量组、银杏叶提取物组荧光强度显著减弱

表 2　黄连解毒汤对模型小鼠 Longa 评分及脑组织含水量的影响

（x̄± s，n=3）

Table 2　Effect of Huanglian Jiedutang（HLJDT） on Longa scores 

and brain water content in model mice （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤低剂量组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

3.9

7.8

0.031 2

Longa 评分/分

0.00±0.00

2.80±0.402）

1.80±0.404）

1.40±0.494）

1.60±0.484）

脑组织含水量/%

78.08±0.97

84.62±0.582）

82.07±0.924）

80.66±0.474）

83.27±0.383）

注 ：与 假 手 术 组 比 较 1）P<0.05，2）P<0.01，与 模 型 比 较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 10 同）

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 黄连解毒汤高剂量组；D. 银杏叶

提取物组（图 3-图 8 同）
图 2　黄连解毒汤对模型小鼠海马病理损伤的影响  （HE，×100）
Fig. 2　 Effect of HLJDT on hippocampal pathological injury in 

model mice （HE，×100）

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 黄连解毒汤低剂量组；D. 黄连解

毒汤高剂量组；E. 银杏叶提取物组

图 1　黄连解毒汤对模型小鼠脑梗死面积的影响

Fig. 1　Effect of HLJDT on cerebral infarct area in model mice

表 3　黄连解毒汤对模型小鼠脑梗死面积的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of HLJDT on cerebral infarct area in model mice 

（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤低剂量组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

3.9

7.8

0.031 2

脑梗死体积率/%

0.00±0.00

38.13±0.222）

21.63±0.344）

16.75±0.414）

20.65±1.054）

表 4　黄连解毒汤对模型小鼠海马病理损伤的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of HLJDT on hippocampal pathological injury in 

model mice （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

7.8

0.031 2

脑组织含水量/%

77.45±0.81

85.20±1.212）

79.40±0.604）

80.39±0.064）
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（P<0.01），见图 4、表 6。

3.6　 黄 连 解 毒 汤 对 模 型 小 鼠 海 马 组 织 c-Fos 与

GAD65 的影响     与假手术组比较，模型组小鼠海马

区 c-Fos 的 阳 性 细 胞 数 显 著 增 加（P<0.01），而

GAD65 荧 光 强 度 显 著 降 低（P<0.01）。 与 模 型 组 比

较 ，黄 连 解 毒 汤 高 剂 量 组 、银 杏 叶 提 取 物 组 海 马 区

GAD65 的 表 达 显 著 上 调（P<0.01），c-Fos 阳 性 信 号

显著减少（P<0.01）。见图 5、表 7。

3.7　黄连解毒汤对模型小鼠海马组织中细胞凋亡

蛋白的影响     与假手术组比较，模型组小鼠海马组

织 中 cleaved Caspase-3、Bax 表 达 显 著 升 高

（P<0.01），Bcl-2 水 平 显 著 降 低（P<0.01），Bax/Bcl-2

显著增大（P<0.01）。与模型组比较，黄连解毒汤高

剂 量 组 、银 杏 叶 提 取 物 组 小 鼠 海 马 组 织 cleaved 

Caspase-3 和 Bax 表 达 明 显 降 低（P<0.05，P<0.01），

Bcl-2 表 达 明 显 上 调（P<0.05，P<0.01），Bax/Bcl-2 明

显减小（P<0.05，P<0.01）。见表 8、图 6。

3.8　黄连解毒汤对模型小鼠海马脑组织相关蛋白

的影响     与假手术组比较，模型组小鼠的 NF-κB 通

路 被 激 活 ，p-IκBα显 著 升 高（P<0.01），IκBα显 著 降

解（P<0.01），p-NF-κB p65 显 著 上 调（P<0.01），下 游

炎 症 因 子 IL-1β、TNF-α及 Iba-1 蛋 白 表 达 显 著 增 加

（P<0.01）。黄连解毒汤高剂量组与银杏叶提取物组

治疗后，均能显著抑制 p-IκBα和 p-NF-κB p65 的水平

（P<0.01），阻 止 IκBα 的 降 解（P<0.01），降 低 IL-1β、

图 4　黄连解毒汤对小鼠海马脑区 GFAP 表达的影响  （IF，×100）
Fig. 4　 Effect of HLJDT on expression of GFAP fluorescence 

intensity in hippocampal region of mice in each group （IF， ×100）

表 7　黄连解毒汤对模型小鼠海马 c-Fos 和 GAD65 荧光强度表达的

影响  （x̄ ± s，n=3）

Table 7　 Effect of HLJDT on expression of c-Fos and GAD65 

fluorescence intensity in hippocampal region of model mice （x̄ ± s，

n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

7.8

0.0312

c-Fos

50.74±5.82

245.92±21.342）

59.89±2.134）

66.47±4.644）

GAD65

234.64±26.07

66.67±5.412）

165.54±29.624）

121.98±13.033）

图 3　黄连解毒汤对模型小鼠新物体识别指数的影响

Fig.  3　 Effect of HLJDT on novel object recognition index in 

model mice

表 5　黄连解毒汤对模型小鼠冻结时间及识别指数、时间占比的影

响  （x̄± s，n=10）

Table 5　 Effect of HLJDT on freezing time， recognition index， and 

time proportion in fear conditioning test of model mice （x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量

/g·kg-1

7.8

0.031 2

冻结时间占

比/%

88.68±5.54

23.48±5.052）

77.57±3.804）

53.65±4.094）

新物体识别

指数/%

87.46±3.97

33.19±6.842）

71.06±6.144）

56.72±5.634）

新物体识别

时间/s

23.04±24.52

26.01±26.61

9.51±4.97

44.52±27.48

表 6　黄连解毒汤对各组小鼠海马脑区 GFAP表达的影响  （x̄ ± s，n=3）

Table 6　 Effect of HLJDT on expression of GFAP fluorescence 

intensity in hippocampal region of mice in each group （x̄ ± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

7.8

0.031 2

GFAP

33.63±1.28

149.48±1.892）

67.80±1.884）

95.65±1.834）

图  5　黄连解毒汤对模型小鼠海马 c-Fos 和 GAD65 荧光强度表达的

影响  （IF，×100）
Fig. 5　 Effect of HLJDT on expression of c-Fos and GAD65 

fluorescence intensity in hippocampal region of model mice 

（IF，×100）
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TNF-α 及 Iba-1 过 度 表 达 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义

（P<0.01）。见图 7、表 9。

3.9　黄连解毒汤对模型小鼠脑组织中 mRNA 表达

的 影 响     与 假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 Iba-1、

TNF-α、IL-1β、NF-κB p65、cleaved Caspase-3 与 Bax

的 mRNA 水 平 显 著 升 高（P<0.01），Bcl-2 mRNA 水

平显著降低（P<0.01）。与模型组比较，黄连解毒汤

高 剂 量 组 与 银 杏 叶 提 取 物 组 小 鼠 脑 组 织 中 Iba-1、

TNF-α、IL-1β及 NF-κB p65 的 mRNA 表达均被明显

抑 制（P<0.05，P<0.01），cleaved Caspase-3 与 Bax 

mRNA 水平显著降低（P<0.01），并促进 Bcl-2 mRNA

水平显著回升，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

表 10。

表 8　黄连解毒汤对模型小鼠海马组织细胞凋亡相关蛋白表达的影响  （x̄ ± s，n=3）

Table 8　Effect of HLJDT on expression of apoptosis-related proteins in hippocampal tissue of model mice （x̄ ± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

7.8

0.031 2

cleaved Caspase-3/GAPDH

1.00±0.02

1.98±0.022）

1.55±0.044）

1.72±0.054）

Bcl-2/GAPDH

1.00±0.02

0.40±0.012）

0.92±0.024）

0.45±0.013）

Bax/GAPDH

1.00±0.01

2.14±0.012）

1.74±0.034）

1.92±0.013）

Bax/Bcl-2

1.00±0.01

5.35±0.032）

1.90±0.024）

4.29±0.023）

图 7　模型小鼠海马脑区相关蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of related proteins in hippocampal region 

of model mice

图 6　模型小鼠海马组织细胞凋亡相关蛋白表达电泳

Fig. 6　 Electrophoresis of apoptosis-related proteins expression in 

hippocampal tissue of model mice

表 9　黄连解毒汤对模型小鼠海马脑区相关蛋白表达的影响  （x̄ ± s，n=3）

Table 9　Effect of HLJDT on expression of related proteins in hippocampal region of model mice （x̄ ± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

7.8

0.031 2

Iba-1/β-actin

1.00±0.01

3.71±0.062）

1.41±0.024）

2.41±0.024）

IL-1β/β-actin

1.00±0.01

2.39±0.042）

1.48±0.034）

1.73±0.034）

TNF-α/β-actin

1.00±0.01

2.11±0.052）

1.20±0.024）

1.42±0.014）

p-IκBα/IκBα

1.00±0.02

2.21±0.032）

1.59±0.034）

1.63±0.014）

p-NF-κB p65/NF-κB p65

1.00±0.01

1.54±0.032）

1.13±0.034）

1.16±0.014）

表 10　黄连解毒汤对模型组小鼠海马脑区相关 mRNA 表达的影响  （x̄ ± s，n=3）

Table 10　Effect of HLJDT on mRNA expression of related proteins in hippocampal region of model group mice （x̄ ± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

黄连解毒汤高剂量组

银杏叶提取物组

剂量/g·kg-1

7.8

0.031 2

Iba-1

0.86±0.11

2.60±0.162）

1.40±0.154）

1.74±0.064）

IL-1β

1.42±0.11

2.36±0.042）

1.70±0.074）

2.10±0.113）

TNF-α

1.29±0.23

2.65±0.152）

1.73±0.24）

2.31±0.133）

NF-κB p65

1.26±0.06

7.84±0.582）

2.87±0.074）

4.43±0.104）

cleaved Caspase-3

0.92±0.03

3.66±0.072）

1.65±0.054）

2.36±0.044）

Bax

1.31±0.08

6.35±0.092）

2.32±0.084）

4.81±0.094）

Bcl-2

5.78±0.13

0.96±0.022）

4.39±0.094）

2.53±0.124）
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4 讨论

IS 是全球范围内致残和致死的主要原因之一，其

病理机制复杂，涉及神经元急性坏死、继发性神经炎

症反应及细胞凋亡等过程，最终导致认知功能障碍，

脑卒中后认知障碍是 IS 常见的并发症，严重影响患

者生活质量［21］。近年研究表明，同时靶向抑制神经炎

症与细胞凋亡［22］，可更有效地减轻脑卒中损伤并改善

认知功能［23］，这为 IS 的治疗提供了新的研究方向。

在中医理论中，IS 属“中风”“偏枯”范畴，病机多

为本虚标实［24］，针对卒中后认知功能障碍，“瘀热互

结、毒损脑络”被视为核心病机，与火热、热毒密切相

关。宋代刘完素提出“六气皆从火化”理论，开创从

火热论治中风的先河［25］，强调“火郁发之”的治疗原

则［26］。现代研究表明，“热毒”病机与缺血后神经炎

症反应高度相关，涉及小胶质细胞与星形胶质细胞

的过度活化、NF-κB 等炎症信号通路激活及促炎细

胞因子释放等过程［27］。黄连解毒汤清热解毒之功，

正合 IS 后“热毒壅盛”之病机。临床研究已证实该方

能改善患者认知功能与神经功能提高生活质量［28-29］。

现代药理亦表明其活性成分具有多靶点通路抗炎和

神经保护作用［30］。然而，该方是否通过调控细胞凋

亡途径来发挥“护卫脑髓”的作用，尚待深入阐明。

本实验采用线栓法进行大脑中动脉闭塞，与假

手术组比较，模型组小鼠出现严重的神经功能缺损，

TTC 染色显示大面积脑梗死，脑组织含水量显著增

加。HE 染色观察可见海马 CA1 区神经元排列紊乱、

细胞肿胀、间隙增宽，出现核固缩、核溶解等坏死表

现。黄连解毒汤干预后，在行为学层面，黄连解毒汤

组小鼠的 Longa 评分显著降低，探索时间延长、识别

指数提高、冻结时间显著延长，表明其有效保护了海

马依赖性学习记忆功能。黄连解毒汤组海马 CA1 区

神经元结构完整性显著恢复，核固缩等坏死性细胞

数量减少，有效减轻了脑水肿，改善了血脑屏障的通

透性，从而减轻缺血后神经元损伤。

黄连解毒汤通过改善神经功能、减轻脑组织损

伤及提升学习记忆能力，尽管干预周期仅为 5 d，但

覆盖了脑缺血后急性关键窗口期，此期间神经炎症

与细胞凋亡等继发性损伤迅速启动并达到高峰，及

时 干 预 对 于 阻 断 损 伤 恶 性 循 环 至 关 重 要 。 进 一 步

揭示，中医“热毒”病机不仅与炎症相关，还涉及“触

发 并 加 剧 神 经 元 的 内 在 凋 亡 程 序 ”。 这 与“ 毒 邪 耗

伤精血、蚀损脑髓”的传统认识不谋而合。一方面，

在抗炎机制上，黄连解毒汤能显著抑制小胶质细胞

活 化 ，阻 断 IκBα/NF-κB p65 的 磷 酸 化 及 核 转 位 ，降

低 IL-1β、TNF-α等炎症因子水平，从源头上“清解热

毒 ”，减 轻 神 经 炎 症 和 血 脑 屏 障 的 破 坏 ，另 一 方 面 ，

通过上调 Bcl-2、下调 Bax 并抑制 Caspase-3 的活化，

减 少 神 经 元 丢 失 ，海 马 c-Fos 阳 性 细 胞 增 加 亦 印 证

了 神 经 元 功 能 恢 复 及 其 抗 凋 亡 作 用 。 上 述 双 重 机

制共同减轻神经炎症损伤，保护血脑屏障与神经元

结构完整性，从而改善认知功能。这一发现不仅深

刻深化了“清热解毒”治法的科学内涵，也为中西医

结合防治本病提供了新的理论依据和干预策略。

本研究证实黄连解毒汤可通过抑制 NF-κB 介导

的神经炎症改善卒中后认知障碍，为“清热解毒”理论

提供了现代药理学支持。同时，本研究存在一定局限

性，如动物模型与临床差异、干预周期较短等。未来

需在病证结合模型、长期疗效评价等方面深入探索。
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