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基于 AMPK/ULK1/Beclin1 信号通路探究蛭蛇通络胶囊干预
缺血性脑卒中的作用机制

李煜， 蔡晴晴， 颜静， 张方博*， 唐仕欢*

（中国中医科学院  中药研究所，北京  100700）

［摘要］ 目的：该文旨在研究蛭蛇通络胶囊调控单磷酸腺苷激活的蛋白激酶（AMPK）/UNC-51 样激酶 1（ULK1）/自噬关键

分子酵母 Atg6 同系物（Beclin1）信号通路干预缺血性脑卒中的作用机制。方法：雄性 SD 大鼠随机分为假手术组，模型组，蛭蛇

通络胶囊低、中、高剂量组（0.63、1.25、2.50 g∙kg-1）和金纳多组（25 mg∙kg-1）。采用改良线栓法建立大鼠大脑中动脉阻塞

（MCAO）模型，并于造模后连续给药 7 d。通过 2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）染色、神经行为学评分、苏木素-伊红（HE）染色

和尼氏染色评估脑损伤程度；并运用免疫组化法（IHC）和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测脑组织中 AMPK、ULK1、Beclin1

和 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）/腺病毒 E1B 19 kDa 相互作用蛋白 3 样（BNIP3L）的表达水平。此外，构建氧糖剥夺诱导的大鼠肾上

腺髓质嗜铬瘤细胞（PC12）损伤模型，利用 Western blot检测细胞中 Beclin1 和 BNIP3L 的表达水平。结果：动物实验结果显示，

与假手术组比较，模型组大鼠神经行为学评分和脑梗死面积显著升高（P<0.01），异常神经元数目显著增多（P<0.01），尼氏小体

数量显著减少（P<0.01），AMPK、ULK1、Beclin1 和 BNIP3L 表达水平明显上调（P<0.05，P<0.01）；蛭蛇通络胶囊治疗后，与模型

组比较，蛭蛇通络胶囊高剂量组和金纳多组神经行为学评分和脑梗死面积明显降低（P<0.05，P<0.01），蛭蛇通络胶囊中、高剂

量组和金纳多组异常神经元数量明显减少（P<0.05，P<0.01），蛭蛇通络胶囊各剂量组和金纳多组尼氏小体数量明显增多（P<

0.05，P<0.01），AMPK、ULK1、Beclin1 和 BNIP3L 的表达水平明显下调（P<0.05，P<0.01）。细胞实验结果显示，与正常组比较，

氧糖剥夺组 PC12 细胞中 Beclin1 和 BNIP3L 的表达水平明显升高（P<0.05，P<0.01）；与氧糖剥夺组比较，蛭蛇通络胶囊肠吸收

液高剂量组和依达拉奉组 Beclin1 和 BNIP3L 的表达水平明显降低（P<0.05）。结论：蛭蛇通络胶囊通过调节 AMPK/ULK1/

Beclin1 信号通路发挥神经保护作用，从而减轻脑缺血损伤。
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Mechanism of Action of Zhishe Tongluo Capsules in Intervening Ischemic Stroke Based on 

AMPK/ULK1/Beclin1 Signaling Pathway
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（Institute of Chinese Materia Medica，  China Academy of Chinese Medical Sciences，

Beijing 100700，  China）

［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to explore the mechanism of action of Zhishe Tongluo capsules in intervening 

ischemic stroke by regulating the adenosine monophosphate-activated protein kinase （AMPK）/UNC-51-like kinase 1 （ULK1）/

homologue of yeast autophagy-related gene 6 （Beclin1） signaling pathway. Methods：： Male Sprague-Dawley （SD） rats were 

randomly divided into a sham group， a model group， Zhishe Tongluo capsule groups with low， medium， and high doses （0.63， 
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1.25， 2.50 g·kg-1）， and the Ginaton group （25 mg·kg-1）. A middle cerebral artery occlusion （MCAO） rat model was established 

using the modified intraluminal suture occlusion method. All treatments were administered continuously for seven days after 

modeling. Brain injury was evaluated using 2，3，5-triphenyltetrazolium chloride （TTC） staining， neurobehavioral scores， 

hematoxylin-eosin （HE） staining， and Nissl staining. The expression levels of AMPK， ULK1， Beclin1， and B-cell lymphoma-2 

（Bcl-2）/E1B 19 kDa-interacting protein 3-like protein （BNIP3L） in brain tissue were detected by both immunohistochemistry 

（IHC） and Western blot. Additionally， an oxygen-glucose deprivation （OGD）-induced injury model was constructed in rats’ 

adrenal medullary pheochromocytoma cells （PC12）. The expression levels of Beclin1 and BNIP3L in the cells were detected by 

Western blot. Results：： Animal experimental results show that， compared with the sham group， the model group exhibits 

significantly increased rats' neurobehavioral scores and cerebral infarction area （P<0.01）， significantly increased number of 

abnormal neurons （P<0.01）， significantly reduced number of Nissl bodies （P<0.01）， and significantly upregulated expression 

levels of AMPK， ULK1， Beclin1， and BNIP3L （P<0.05，P<0.01）. After treatment with Zhishe Tongluo capsules， compared with 

the model group， the Zhishe Tongluo capsule group with high dose and the Ginaton group exhibited significantly reduced 

neurobehavioral scores and cerebral infarction area （P<0.05，P<0.01）. Zhishe Tongluo capsules groups with medium and high doses 

and the Ginaton group exhibited significantly decreased number of abnormal neurons （P<0.05，P<0.01）. Zhishe Tongluo capsule 

groups with different doses and the Ginaton group exhibited significantly increased number of Nissl bodies （P<0.05，P<0.01）， and 

the expression levels of AMPK， ULK1， Beclin1， and BNIP3L were significantly downregulated （P<0.05）. Cellular experimental 

results show that， compared with the normal group， the expression levels of Beclin1 and BNIP3L in OGD-induced PC12 cells were 

significantly increased （P<0.01）. Compared with the OGD group， the expression levels of Beclin1 and BNIP3L were significantly 

decreased in the intestinal absorption liquid group of high-dose Zhishe Tongluo capsules and the edaravone group （P<0.05）. 

Conclusion：： Zhishe Tongluo capsules exert neuroprotective effects by regulating the AMPK/ULK1/Beclin1 signaling pathway， 

thereby alleviating cerebral ischemic injury.

［［Keywords］］ ischemia stroke； oxygen-glucose deprivation； Zhishe Tongluo capsules； adenosine monophosphate-activated 

protein kinase （AMPK）/UNC-51-like kinase 1 （ULK1）/homologue of yeast autophagy-related gene 6 （Beclin1） signaling 

pathway； mechanism of action

脑卒中是世界范围内致残和致死的主要原因

之一，其特征常包括脑循环障碍、神经元损伤及局

部脑功能丧失［1］。随着人口老龄化加剧及脑卒中危

险因素增多，其发病率持续攀升，给家庭和社会带

来巨大的社会经济负担。其中，缺血性脑卒中（IS）
是最常见的脑卒中类型［2］。目前，IS 的临床治疗主

要依赖急性期干预手段，如静脉溶栓、抗血小板药

物和机械取栓。尽管这些手段能部分恢复脑血流，

但常导致患者出现多种后遗症，如认知功能障碍、

肢体瘫痪、失语及长期器官功能障碍［3］。因此，开发

治疗 IS 的有效新策略迫在眉睫。

IS 的发病机制复杂，涉及神经细胞损伤、炎症

反应、氧化应激和细胞凋亡等多个病理环节。近年

研究表明，单磷酸腺苷激活的蛋白激酶（AMPK）信
号通路在缺血性脑损伤中扮演关键角色，其异常激

活可能加剧脑缺血损伤［4］。AMPK 是细胞能量代谢

的核心调节因子，在缺血条件下，因能量代谢紊乱

而被激活。活化的 AMPK可磷酸化 UNC-51样激酶 1

（ULK1），促进 ULK1 复合体的形成［5］。ULK1 作为

自噬起始阶段的关键调控蛋白，其激活后可磷酸化

自噬关键分子酵母 Atg6 同系物（Beclin1），诱导线粒

体自噬体的形成。Beclin1 是自噬过程中的核心蛋

白，其表达上调与自噬活性增强密切相关［6］。然而，

自噬的过度激活可能引起细胞自噬性死亡，从而加

重缺血性脑损伤。因此，抑制 AMPK/ULK1/Beclin1

信号通路的过度表达，可能成为 IS 治疗的重要

策略。

蛭蛇通络胶囊由人参、黄芪、天麻、丹参、红花、

葛根、川芎、石菖蒲、郁金、水蛭、冰片及乌梢蛇组

成，具有息风通络、益气活血等功效［7］。现代药理表

明，蛭蛇通络胶囊可以减轻 IS 症状，如瘫痪、口舌歪

斜等［8］。临床观察显示，蛭蛇通络胶囊通过改善血

液流变学、调节血脂水平，可减轻 IS 患者因高黏滞

血症、高脂血症等异常状态引发的继发性病理损伤

（如微循环障碍、动脉硬化进展等），并通过抑制炎

症和细胞凋亡等病理过程，降低 IS 的复发风险，从

而改善患者预后［9］。在常规西医治疗基础上，加用

蛭蛇通络胶囊可促进 IS 患者神经功能恢复［10］。蛭

蛇通络胶囊临床用于中风病中经络（轻中度脑梗

塞）恢复期气虚血瘀证，为探索拓展其临床适应证，

本研究通过构建大鼠大脑中动脉阻塞（MCAO）模
型，模拟临床 IS 患者急性期病理状态，并于缺血

24 h（该时间点对应临床 IS 急性期）开始给予蛭蛇通

络胶囊进行干预。同时，结合氧糖剥夺（OGD）诱导

的 PC12 细胞模型，系统评价该干预方案下的药效

及作用机制，以期为蛭蛇通络胶囊用于 IS 急性期治

疗提供实验数据和理论依据。
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1 材料

1.1　动物和细胞     75 只 SPF 级雄性 SD 大鼠，体质

量 220~250 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公

司，合格证号 SCXK（京）2019-0008。实验前，所有

大鼠在标准实验动物房内适应性饲养 3 d，自由摄食

饮水，温度 20~22℃，相对湿度 40%~70%，换气次数

15 次/h。大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤 PC12 细胞，购自北

京协和医学院国家实验细胞资源共享平台，批号

1101RAT-PUMC000024。

1.2　伦理     本实验所有动物操作程序均经中国中

医科学院中药研究所动物福利伦理委员会审查批

准，批准号 2021B093。

1.3　试剂     蛭蛇通络胶囊（陕西健民制药有限公

司 ，国 药 准 字 号 Z20090658，批 号 2011106，规 格

0.5 g/粒）；金纳多（银杏叶提取物片，德国威玛舒培

博士药厂，批号 8530120，规格 40 mg/片）；依达拉

奉、2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）（北京索莱宝生

物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 IE0020、T8170）；
Beclin1、磷 酸 化（p）-AMPK、B 细 胞 淋 巴 瘤 -2

（Bcl-2）/腺 病 毒 E1B 19 kDa 相 互 作 用 蛋 白 3 样

（BNIP3L）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体

（美国 CST 公司，货号分别为#3495、#2537、#12396、

#5174）；AMPK、p-ULK1、辣根过氧化物酶（HRP）标
记山羊抗大鼠免疫球蛋白 G（IgG）（H+L）、HRP 标记

山羊抗小鼠 IgG（H+L）抗体（武汉三鹰生物技术有

限 公 司 ，货 号 分 别 为 66536-1-Ig、29006-1-AP、

SA00001-15、SA00001-1）；ULK1 抗体（北京博奥森

生物技术有限公司，货号 bs-3602R）；苏木素 -伊红

（HE）高清恒染试剂盒、尼氏（Nissl）染液（武汉赛维

尔生物科技有限公司，货号分别为 G1076、G1036）。
1.4　 仪 器     ALC-M 型 组 织 - 器 官 水 浴 系 统 、

ALC-CWB 型数控恒温循环水槽（上海奥尔科特生

物 科 技 有 限 公 司）；5424R 型 低 温 离 心 机（德 国

Eppendorf 公司）；Spectra Max M5 型多功能酶标仪

（美国 Becton-Dickinson 公司）；C-31 型厌氧培养盒

（日本三菱瓦斯化学株式会社）；DYY-6D 型电泳仪

（北京六一生物科技有限公司）；Tanon 4600 型全自

动化学发光图像分析系统（上海天能科技有限公

司）；SCIENTZ-48 型高通量组织研磨器（宁波新芝

生物科技股份有限公司）。
2 方法

2.1　大鼠 MCAO 模型构建     采用改良线栓法建立

大鼠 MCAO 模型［11-12］。大鼠经腹腔注射 1% 戊巴比

妥钠麻醉后，仰卧位固定于手术台上。颈部备皮，

碘伏消毒，沿颈部正中线作垂直切口，剪开皮肤和

浅筋膜，钝性分离肌肉组织，充分游离颈总动脉、颈

内动脉和颈外动脉。结扎颈外动脉及颈总动脉，动

脉夹临时阻断颈内动脉。在颈总动脉处用眼科剪

剪一小口，将直径 0.26 mm 的线栓置入切口，并进入

颈内动脉约 18 mm，直至线栓前端遇到轻微阻力，切

断血液供应。固定线栓，分层缝合肌肉及皮肤切

口，大鼠置于 37 ℃保温箱中。假手术组大鼠仅分离

血管，不进行结扎及线栓插入操作。

2.2　神经行为学评分     采用 Zea-Longa 评分法评估

大鼠神经功能［13］。具体标准如下，四肢伸展及行走

正常评为 0 分；对侧上肢无法完全伸展评为 1 分；行
走时向对侧转圈评为 2 分；行走时向对侧倾斜评为

3 分；意识丧失，失去自主行走能力评为 4 分。 1~

3 分视为造模成功［14］，可纳入实验组。

2.3　分组与给药     造模成功的大鼠，按神经功能缺

损评分随机分为 6 组：假手术组，模型组，蛭蛇通络

胶囊低、中、高剂量组，金纳多组，每组 12 只。基于

体表面积等效剂量换算及课题组前期研究［15-16］，蛭

蛇通络胶囊高、中、低剂量组剂量分别为 2.50、1.25、

0.63 g·kg-1，金纳多组剂量为 25 mg∙kg-1，每天灌胃

相应剂量的药物。假手术组和模型组每天灌胃等

体积纯水，连续给药 7 d。

2.4　TTC 染色     将脑组织置于−20 ℃冰冻 30 min

后，使用大鼠脑模具自视交叉水平向后连续冠状切

取 6 片厚度为 2 mm 的脑片。将脑片置于 1%TTC 溶

液中，37 ℃避光孵育 30 min 后，移入 4% 多聚甲醛

中，固定 24 h。使用 Image J 软件计算脑梗死面积，

即脑梗死面积=（梗死对侧半球面积-梗死同侧非梗

死面积）/梗死对侧半球面积×100%［17］。

2.5　HE 和 Nissl 染色     取脑组织置于 4% 多聚甲醛

中，固定 24 h，经梯度乙醇脱水、二甲苯透明，石蜡包

埋，切成 4 µm 的脑组织切片。随后，将脑组织切片

脱蜡至水，分别浸入苏木素和伊红染色液中进行

HE 染色，Nissl染液进行 Nissl染色，水洗，脱水，中性

树胶封片。随机选取 5 个视野，定量分析缺血区存

活神经元和尼氏小体的数量。

2.6　免疫组化（IHC）法检测脑组织蛋白     脑组织

切片脱蜡至水，室温下，将切片置于 3%H2O2 中孵

育，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗，柠檬酸缓冲液进行抗

原 修 复 ，5%BSA 封 闭 1 h，滴 加 一 抗（Beclin1 和

BNIP3L，1∶1 000），4 ℃孵育过夜。次日，滴加 HRP

标记的相应种属二抗工作液（1∶500），室温孵育 1 h，

PBS 冲洗，二氨基联苯胺（DAB）避光显色 5 min，蒸
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馏水充分冲洗数次，终止显色反应。苏木素染液复

染 30 s，水洗，脱水，中性树胶封片。采用免疫反应

评分（IRS）于 5 个随机视野定量分析缺血区 Beclin1

与 BNIP3L 表达［18］。

2.7　肠吸收液的制备     3 只大鼠在实验前禁食

12 h，颈部脱位，沿腹部中心线剪开皮肤及肌肉。自

胃幽门下方 10 cm 处截取肠段，清洗干净。将肠管

的一端插入硅胶管，并翻出内表面，用细线结扎，

0 ℃台式缓冲液冲洗干净，另一端同样用细线结扎，

保证无漏液。将 25 mL 质量浓度为 170 g∙L-1的蛭蛇

通络胶囊供试液（或添加台式缓冲液作为空白肠吸

收液）加入麦氏浴管中，通入 95%O2 和 5%CO2 混合

气体，37 ℃恒温水浴。将 2 mL 台式缓冲液注入肠

管，置于麦氏浴管中 2 h，收集肠管中液体，0.22 µm

无菌滤膜过滤，−20 ℃贮存备用［19］。

2.8　OGD 模型构建     PC12 细胞采用含 10% 胎牛

血清和 1% 青霉素-链霉素的 DMEM 高糖培养基，在

37 ℃、5%CO2恒温培养箱中培养至对数生长期。待

细胞融合度达到约 80% 时，经胰蛋白酶消化后接种

于 6 孔板中，并分为以下 6 组：正常组、OGD 组、蛭蛇

通络胶囊肠吸收液低剂量组（0.5 g∙L-1）、蛭蛇通络

胶囊肠吸收液中剂量组（1.0 g∙L-1）、蛭蛇通络胶囊

肠 吸 收 液 高 剂 量 组（2.0 g ∙ L-1）和 依 达 拉 奉 组

（50 µmol·L-1）。正常组、模型组、各剂量蛭蛇通络胶

囊肠吸收液组和依达拉奉组分别使用空白肠吸收

液、相应剂量的蛭蛇通络胶囊肠吸收液或依达拉奉

预处理 24 h。除正常组外，其余各组更换为无糖无

血清培养基，并立即置于 95%N2和 5%CO2的 C-31 厌

氧培养盒中，于 37 ℃恒温条件下进行 4 h 缺氧处理。

实验结束后，细胞经 PBS 轻柔漂洗 2 次，加入含蛋白

酶抑制剂的 RIPA 裂解液，使用细胞刮刀收集细胞，

转移至离心管中 ，经超声破碎处理后 ，于 4 ℃ 、

3 000 r∙min-1离心 10 min（离心半径 6 cm），收集上清

并于−20 ℃保存备用。

2.9　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测脑组织和

细胞蛋白     使用 RIPA 裂解液和蛋白酶抑制剂提取

脑组织或 PC12 细胞中的总蛋白，聚氰基丙烯酸正

丁酯（BCA）测定蛋白浓度，进行十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）。随后，将样品转

移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上，5% 牛血清白蛋白

（BSA）室温封闭 1 h，滴加一抗（Beclin1、p-AMPK/

AMPK、BNIP3L、p-ULK1/ULK1，1∶1 000），4 ℃ 孵

育过夜。以 GAPDH（1∶1 000）作为内参。次日滴加

HRP 标记的相应二抗（1∶5 000），室温孵育 1 h，使用

增强化学发光液进行显影，Image J 软件分析条带灰

度值。

2.10　 数 据 处 理     所 有 数 据 均 采 用 x̄ ± s 表 示 ，

SPSS 20.0 软件进行统计学处理，多组间比较采用单

因素方差分析，两组间比较采用 t 检验，P<0.05 为差

异具有统计学意义。

3 结果

3.1　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠神经行为学评

分及脑梗死面积的影响     TTC 染色结果显示，与

假手术组比较，模型组大鼠脑梗死面积显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，蛭蛇通络胶囊中、高剂

量 组 和 金 纳 多 组 大 鼠 脑 梗 死 面 积 显 著 降 低

（P<0.01）。神经行为学评分结果显示，与假手术

组比较 ，模型组大鼠神经行为学评分显著增加

（P<0.01）；与模型组比较，蛭蛇通络胶囊高剂量组

和金纳多组神经行为学评分明显降低（P<0.05）。
见图 1、表 1。

3.2　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织结构的影

响     HE 染色结果显示，假手术组大脑皮层组织结

构完整，神经元排列紧密，胞体形态正常，核仁清晰

可见；与假手术组比较，模型组存活神经元数量显

著降低（P<0.01）；与模型组比较，蛭蛇通络胶囊中、

高剂量组和金纳多组存活神经元数量明显升高

（P<0.05，P<0.01）。见图 2、表 2。

3.3　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织尼氏小体

的影响     Nissl 染色结果显示，与假手术组比较，模

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 蛭蛇通络胶囊低剂量组；D. 蛭蛇

通络胶囊中剂量组；E. 蛭蛇通络胶囊高剂量组；F. 金纳多组（图 2-

图 5 同）
图 1　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑梗死面积的影响  （TTC）
Fig. 1　 Effect of ZSTL on cerebral infarction area of MCAO rats 

（TTC）
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型组神经元排列紊乱 ，尼氏小体数量显著减少

（P<0.01）；与模型组比较，蛭蛇通络胶囊各剂量组和

金纳多组神经元损伤明显减轻，尼氏小体数量明显

增加，差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。见

图 3、表 3。

3.4　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织中 AMPK/

ULK1/Beclin1 信号通路蛋白表达的影响     Western 

blot 结果显示，与假手术组比较，模型组大鼠脑组织

p-AMPK/AMPK、p-ULK1/ULK1、Beclin1 和 BNIP3L 蛋

白表达明显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，蛭蛇

通络胶囊中、高剂量组和金纳多组 p-AMPK/AMPK 和

p-ULK1/ULK1蛋白表达明显降低（P<0.05，P<0.01），蛭
蛇通络胶囊低、中和高剂量组和金纳多组 Beclin1 和

BNIP3L蛋白表达明显降低（P<0.05）。见图 4、表 4。

3.5　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织中 Beclin1

和 BNIP3L 表达的影响     IHC 结果显示，假手术组

大鼠脑组织中 Beclin1 和 BNIP3L 均无表达；与假手

术组比较，模型组大鼠 Beclin1 和 BNIP3L 的表达显

著增加（P<0.01）；与模型组比较，蛭蛇通络胶囊中、

高剂量组和金纳多组 Beclin1 和 BNIP3L 的表达明

显降低（P<0.05，P<0.01）。见图 5、表 5。

3.6　蛭蛇通络胶囊肠吸收液对 OGD 诱导 PC12细胞

损伤中 Beclin1和 BNIP3L蛋白表达的影响     Western 

blot 结果显示，与正常组比较，OGD 组 Beclin1 和

图 3　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织尼氏小体的影响  （尼氏，×200）
Fig. 3　Effect of ZSTL on Nissl bodies of brain tissue in MCAO rats （Nissl，×200）

表 1　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠神经行为学评分及脑梗死面积的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of Zhishe Tongluo capsules（ZSTL） on neurobehavioral score and cerebral infarction area of MCAO rats （x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

蛭蛇通络胶囊低剂量组

蛭蛇通络胶囊中剂量组

蛭蛇通络胶囊高剂量组

金纳多组

剂量/mg∙kg-1

630

1 250

2 500

25

神经行为学评分/分

0.00±0.00

2.33±0.822）

1.67±0.52

1.50±0.55

1.17±0.413）

1.33±0.523）

脑梗死面积/%

0.00±0.00

64.07±5.012）

57.26±7.35

50.70±5.354）

37.08±10.864）

41.98±8.314）

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2-表 5 同）

图 2　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织结构的影响  （HE，×200）
Fig. 2　Effect of ZSTL on brain tissue structure of MCAO rats （HE，×200）
表 2　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织结构的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of ZSTL on brain tissue structure of MCAO rats 

（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

蛭蛇通络胶囊低剂量组

蛭蛇通络胶囊中剂量组

蛭蛇通络胶囊高剂量组

金纳多组

剂量/mg∙kg-1

630

1 250

2 500

25

存活神经元数量/个

261.00±18.31

101.60±37.002）

142.87±18.38

187.60±19.733）

240.33±9.914）

222.73±7.784）
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BNIP3L蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01）；与OGD

组比较，蛭蛇通络胶囊肠吸收液中、高剂量组和依达拉

奉组 BNIP3L 蛋白表达明显降低（P<0.05），蛭蛇通络

胶囊肠吸收液高剂量和依达拉奉组 Beclin1蛋白表达 明显降低（P<0.05）。见表 6、图 6。

4 讨论

IS 是指脑血管病变导致大脑缺血、缺氧，进而

引发严重的脑组织结构性损伤和神经功能障碍［2］。

蛭蛇通络胶囊在脑血管疾病治疗中疗效确切，并具

有副作用小、价格低廉等优点。研究证实，蛭蛇通

络胶囊可显著缩小脑梗死面积，其组方中各单味药

的活性成分在神经保护及调控 AMPK 信号通路方

面表现出协同作用［20］。例如，人参皂苷 Rg1 可保护

神经元免受 OGD 损伤，并通过调控 AMPK 介导的

自噬通路发挥神经保护作用［21］；人参与石菖蒲联用

表 4　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织中 AMPK/ULK1/Beclin1 信号通路的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of ZSTL on AMPK/ULK1/Beclin1 signaling pathway in brain tissue of MCAO rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

蛭蛇通络胶囊低剂量组

蛭蛇通络胶囊中剂量组

蛭蛇通络胶囊高剂量组

金纳多组

剂量/mg∙kg-1

630

1 250

2 500

25

p-AMPK/AMPK

0.45±0.16

1.03±0.142）

0.88±0.03

0.63±0.033）

0.43±0.043）

0.40±0.063）

p-ULK1/ULK1

0.85±0.17

1.39±0.371）

1.18±0.50

0.98±0.384）

0.76±0.203）

0.77±0.203）

Beclin1/GAPDH

0.25±0.11

0.66±0.122）

0.51±0.134）

0.37±0.083）

0.26±0.123）

0.24±0.123）

BNIP3L/GAPDH

0.47±0.08

1.03±0.162）

0.86±0.103）

0.73±0.143）

0.42±0.093）

0.37±0.093）

图 5　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织中 Beclin1 和 BNIP3L 阳性表达的影响  （IHC，×200）
Fig. 5　Effect of ZSTL on Beclin1 and BNIP3L positive expression in brain tissue of MCAO rats （IHC，×200）
表 5　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织中 Beclin1 和 BNIP3L 表

达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of ZSTL on Beclin1 and BNIP3L expression in 

brain tissue of MCAO rat （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

蛭蛇通络胶囊低剂量组

蛭蛇通络胶囊中剂量组

蛭蛇通络胶囊高剂量组

金纳多组

剂量/mg∙kg-1

630

1 250

2 500

25

Beclin1

0.00±0.00

3.60±0.202）

3.07±0.42

2.13±0.314）

1.80±0.204）

2.40±0.354）

BNIP3L

0.00±0.00

3.33±0.312）

3.20±0.20

2.33±0.313）

2.00±0.204）

2.40±0.403）

表 3　蛭蛇通络胶囊对 MCAO 大鼠脑组织尼氏小体的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 3　 Effect of ZSTL on Nissl bodies of brain tissue in MCAO 

rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

蛭蛇通络胶囊低剂量组

蛭蛇通络胶囊中剂量组

蛭蛇通络胶囊高剂量组

金纳多组

剂量/mg∙kg-1

630

1 250

2 500

25

尼氏小体数量/个

249.13±17.16

122.20±18.142）

162.40±11.003）

199.07±7.414）

220.93±16.104）

236.67±4.244）

图 4　大鼠脑组织中 p-AMPK、AMPK、p-ULK1、ULK1、Beclin1 和

BNIP3L 蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of p-AMPK， AMPK， p-ULK1， ULK1， 

Beclin1 and BNIP3L protein expressions in rat brain tissue
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可增强神经保护作用［22］。葛根中的葛根素通过调

节 AMPK/ULK1 信号通路，抑制神经元自噬，从而

减轻脑组织缺血损伤［23］；葛根与川芎联合用药可有

效干预 IS 所致的血脑屏障破坏［24］。此外，黄芪中的

重要活性成分黄芪皂苷Ⅳ已被广泛应用于脑损伤

治疗，可通过调控 AMPK 介导的小胶质细胞极化，

进而改善 IS 大鼠脑组织修复［25］；与丹参中的丹参酮

联用后，可抑制神经元凋亡，对 IS 大鼠发挥神经保

护作用［26］。本研究构建 MCAO 大鼠模型和 OGD 损

伤 PC12 细胞模型，结果表明蛭蛇通络胶囊可以降

低 MCAO 大鼠脑缺血面积和神经行为学评分，有效

减轻神经元损伤，显著改善脑组织结构和增加尼氏

小体数量，进而改善大鼠脑损伤。机制研究表明，

蛭蛇通络胶囊通过调控 AMPK/ULK1/Beclin1 信号

通路并下调 BNIP3L 的表达，有效抑制 MCAO 大鼠

脑损伤和 OGD 诱导的 PC12 细胞损伤，从而发挥神

经保护作用。

在 IS 后的修复过程中，神经元再生是恢复脑组

织结构和功能的关键环节。 IS 可导致神经元凋亡

和坏死，进而破坏脑组织结构和功能［27］。尼氏小体

由游离核糖体与粗面内质网组成，是神经元内蛋白

质合成的核心结构，其状态是评估神经元损伤程度

和脑损伤预后能力的重要指标［28］。研究表明，IS 后

神经元内尼氏小体结构破坏且数量减少，反映神经

元蛋白质合成功能降低，进而削弱神经元的自我修

复能力。改善可存活神经元内尼氏小体的结构，增

加尼氏小体的数量，有助于减轻脑组织病理损伤并促

进神经修复［29］。本研究结果显示，IS后出现大量神经

元损伤，并伴随尼氏小体数量显著减少；蛭蛇通络胶

囊治疗后，神经元损伤程度减轻，尼氏小体数量增加。

因此，蛭蛇通络胶囊可通过减轻神经元损伤，增加尼

氏小体数量，改善 IS后脑组织结构损伤。

AMPK 是蛋白激酶家族的丝氨酸-苏氨酸激酶，

维持大脑能量代谢稳态，调节基因表达、脂质代谢

和蛋白质合成等，且在神经保护过程中发挥关键作

用［30］。在氧化应激、ATP 耗尽或缺血等状态下会激

活 AMPK，其激活对脑卒中是有害的，造成脑损伤

加重［4］。给予 AMPK 激活剂后，导致脑卒中后的代

谢功能障碍和酸中毒，导致脑梗死面积增加［31］。

ULK1 和 Beclin1 作为 AMPK 的下游底物，参与神经

元修复过程［32］。AMPK 通过磷酸化激活 ULK1 发挥

作用，ULK1 作为自噬相关蛋白 1（Atg1）的哺乳动物

同源物，负责自噬的启动，并激活 Beclin1 的表达［5］。

Beclin1 是哺乳动物中发现的自噬相关蛋白，与仅含

B 细胞淋巴瘤 -2 同源结构域 3（BH3）的促凋亡蛋白

BNIP3L 共同参与细胞过程［33］。已有研究表明，大

鼠脑缺血后缺血半暗带中 Beclin1 的水平升高，其可

能 是 脑 卒 中 后 修 复 缺 血 损 伤 的 潜 在 靶 点［34］。

BNIP3L（NIX）是 重 要 的 线 粒 体 外 膜 受 体 蛋 白 ，

BNIP3L 可直接与微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）结合

以触发线粒体去极化，激活含胱天蛋白酶（Caspase）
级联反应，导致神经元凋亡。在脑缺血过程中，抑

制 BNIP3L 的表达可有效抑制脑损伤［35］。本研究结

果显示，蛭蛇通络胶囊治疗可显著抑制 MCAO 诱导

的 AMPK/ULK1/Beclin1 信 号 通 路 激 活 ，并 在

MCAO 大鼠模型和 OGD 细胞模型中下调 Beclin1 与

BNIP3L 的表达。

综上所述，本研究通过构建 MCAO 大鼠模型和

OGD 损伤 PC12 细胞模型，发现蛭蛇通络胶囊通过

表 6　蛭蛇通络胶囊肠吸收液对 OGD 诱导 PC12 细胞损伤中 Beclin1 和 BNIP3L 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of ZSTL intestinal absorption liquid on Beclin1 and BNIP3L protein expression in OGD-induced PC12 cell injury （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

OGD 组

蛭蛇通络胶囊肠吸收液低剂量组

蛭蛇通络胶囊肠吸收液中剂量组

蛭蛇通络胶囊肠吸收液高剂量组

依达拉奉组

浓度

0.5 g∙L-1

1.0 g∙L-1

2.0 g∙L-1

50 µmol·L-1

Beclin1/GAPDH

0.36±0.13

0.69±0.191）

0.67±0.20

0.53±0.08

0.38±0.033）

0.41±0.103）

BNIP3L/GAPDH

0.48±0.25

1.20±0.252）

1.08±0.22

0.84±0.153）

0.68±0.083）

0.73±0.073）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 OGD 组比较 3）P<0.05

注：A.正常组；B.OGD 组；C-E.蛭蛇通络胶囊肠吸收液低、中、高

剂量组；F.依达拉奉组

图 6　PC12 细胞中 Beclin1 和 BNIP3L 蛋白表达电泳

Fig. 6　Electrophoresis of Beclin1 and BNIP3L protein expressions 

in PC12 cells
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调节 AMPK/ULK1/Beclin1 信号通路，发挥神经保护

作用，从而减轻急性 IS 所致缺血性脑损伤。目前已

有大量文献表明，直接抑制 AMPK 信号通路是治疗

IS 的有效策略［36-37］。因此，在后续的研究中，笔者将

对该信号通路进行实验验证，并在此基础上，进一

步辨识蛭蛇通络胶囊的有效成分，基于该信号通路

深入解析其作用原理。本研究为探索拓展蛭蛇通

络胶囊的临床适应症提供实验基础，也为治疗急性

IS 的新药开发及保护策略提供理论依据。蛭蛇通

络胶囊通过调节 AMPK/ULK1/Beclin1 信号通路减

轻 IS 的示意见增强出版附加材料。
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