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基于 JAK2/STAT3 信号通路探讨抵当汤对脑梗死瘀热证
大鼠小胶质细胞焦亡的影响

毛恺妮， 冯雨静， 陈思源， 殷淑婷， 戴思思， 郑彩杏， 

龙昱艳， 宋志广， 李花*， 刘旺华*
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［摘要］ 目的：探讨抵当汤调控 Janus 激酶 2/信号传导与转录激活因子 3（JAK2/STAT3）信号通路对小胶质细胞焦亡及脑

梗死瘀热证的影响。方法：60 只大鼠随机分为假手术组，模型组，抵当汤低、中、高剂量组（0.95、1.89、3.78 g·kg-1）及依达拉奉

组（3.20 mg·kg-1），每组 10 只，除假手术组外采用大脑中动脉闭塞/再灌注（MCAO/R）联合腹腔注射角叉菜胶（50 mg·kg-1） 3 d

及皮下干酵母注射法（10 mL·kg-1）1 d 构建脑梗死瘀热证模型，24 h 后中药组灌胃给药，依达拉奉组腹腔注射给药，持续 7 d。

采用改良神经功能评分法（mNSS）评估神经功能缺损；2，3，5-三苯基四氮唑氯化物染色（TTC）测量脑梗死体积；血液流变学检

测全血及血浆黏度。另将 36 只大鼠随机分为假手术组、模型组、抵当汤高剂量组和 AG490 组（5 mg·kg-1），每组 9 只，造模及中

药组给药方法同前，AG490 组腹腔注射给药，持续 7 d。采用苏木素 -伊红（HE）染色和尼氏染色观察脑组织病理形态；蛋白免

疫印记法（Western blot）检测 JAK2/STAT3 信号通路及焦亡相关蛋白表达水平；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）
检测焦亡相关 mRNA 水平；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清白细胞介素（IL）-1β、IL-18、IL-6、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）
水平；免疫荧光（IF）染色检测离子钙结合适配器分子-1（Iba-1）、焦孔素 D（GSDMD）共表达；透射电镜观察小胶质细胞膜孔洞

形成。结果：与假手术组比较，模型组大鼠神经功能缺损评分、脑梗死体积、全血高、中、低切及血浆黏度、焦亡相关蛋白及

mRNA 表达、JAK2/STAT3 通路磷酸化水平、IL-1β、IL-18、IL-6、TNF-α水平、Iba-1 及 GSDMD 荧光面积、细胞焦亡率、小胶质细

胞膜孔数量均显著升高（P<0.01）；缺血侧脑组织病理结构及神经元存活情况显著恶化。与模型组比较，抵当汤高剂量组上述

各项指标均明显下降（P<0.05，P<0.01）；脑组织病理损伤及神经元存活情况显著改善，且效果优于抵当汤中、低剂量组。结论：

JAK2/STAT3 信号通路能够参与调控 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体介导的小胶质细胞焦亡，抵当汤可通过抑制该通路

活化，减轻小胶质细胞焦亡，发挥对脑梗死瘀热证的神经保护作用。
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infarction of stasis-heat syndrome through regulation of the Janus kinase 2/signal transducer and activator of transcription 3（JAK2/

STAT3） signaling pathway. Methods：： Sixty rats were randomly divided into a sham group， a model group， low-， medium-， and 

high-dose Didang Tang groups（0.95， 1.89， 3.78 g·kg-1）， and an edaravone group（3.20 mg·kg-1）， with ten rats per group. Except 

for the sham group， a cerebral infarction of stasis-heat syndrome model was established by middle cerebral artery occlusion/

reperfusion（MCAO/R） combined with intraperitoneal injection of carrageenan（50 mg·kg-1） for three days and subcutaneous 

injection of dry yeast（10 mL·kg-1） for one day. Twenty-four hours later， the rats in the Didang Tang groups received intragastric 

administration， and those in the edaravone group received intraperitoneal injection for seven days. Neurological deficits were 

evaluated by the modified neurological severity score（mNSS）. Cerebral infarct volume was assessed by 2，3，5-triphenyltetrazolium 

chloride（TTC） staining. The concentrations of whole blood and plasma were measured by hemorheology. Additionally， 36 rats 

were randomly divided into a sham group， a model group， a high-dose Didang Tang group， and an AG490 group（5 mg·kg-1）， with 

nine rats per group. Modeling and drug administration were performed as above. The rats in the AG490 group received AG490 via 

intraperitoneal injection for seven consecutive days. Hematoxylin-eosin（HE） staining and Nissl staining were used to observe the 

pathological morphology of brain tissues. Western blot was used to detect expression levels of the proteins related to the JAK2/

STAT3 pathway and pyroptosis. Real-time polymerase chain reaction（Real-time PCR） was used to detect pyroptosis-related mRNA 

levels. An enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA） was used to measure the levels of interleukin（IL）-1β， IL-18， IL-6， and 

tumor necrosis factor-α（TNF-α） in serum. Immunofluorescence staining（IF） was used to detect ionized calcium-binding adapter 

molecule-1/gasdermin D（Iba-1/GSDMD） co-expression. A transmission electron microscope was used to observe membrane pore 

formation in microglia. Results：： Compared with those in the sham group， the rats in the model group show significantly increased 

neurological deficit scores， cerebral infarct volume， the whole blood viscosity at high， medium and low shear rates， plasma 

viscosity， pyroptosis-related protein and mRNA expressions， phosphorylation levels of the JAK2/STAT3 pathway， the levels of 

IL-1β， IL-18， IL-6， and TNF-α， Iba-1 and GSDMD fluorescence areas， pyroptosis rate， and microglial membrane pore number

（P<0.01）， accompanied by significantly deteriorated pathological structure and neuronal survival of brain tissue on the ischemic 

side. Compared with those in the model group， the rats in the high-dose Didang Tang group exhibit significantly reduced indicators

（P<0.05， P<0.01）， improved pathological injury and neuronal survival in brain tissues， and better effects than those in the 

medium- and low-dose Didang Tang groups. Conclusion：： The JAK2/STAT3 signaling pathway is involved in regulating NOD-like 

receptor protein 3（NLRP3） inflammasome-mediated microglial pyroptosis. Didang Tang may alleviate microglial pyroptosis and 

exert neuroprotective effects on cerebral infarction of stasis-heat syndrome by inhibiting the activation of this pathway.

［［Keywords］］ cerebral infarction； stasis-heat syndrome； Janus kinase 2/signal transducer and activator of transcription 3

（JAK2/STAT3） signaling pathway； microglia； pyroptosis； Didang Tang

缺血性脑卒中（IS）是脑梗死的主要亚型，由脑

血管阻塞或狭窄引起脑组织缺血缺氧，最终导致神

经功能损伤，占卒中总发病率的 65.3%［1］。超出时

间 窗 的 血 流 恢 复 极 易 诱 发 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤

（CIRI）［2］。近年来研究发现，神经炎症反应在 CIRI

中发挥核心作用，小胶质细胞作为中枢神经系统的

主要免疫细胞，其异常激活可通过释放炎症介质加

剧脑损伤［3］。焦亡是一种依赖炎症小体激活的程序

性细胞死亡方式，会导致细胞裂解并释放大量促炎

因子，加重脑损伤［4］。因此，抑制小胶质细胞焦亡已

成为干预 CIRI的重要研究方向。

中医认为，脑卒中属“中风病”范畴，瘀热证是

其急性期常见证型，血运不畅则瘀，而脑为清阳之

所，瘀最易化热，瘀热搏结，损伤脑络［5］。现代研究

亦表明，“瘀”与血液高凝状态及微循环障碍相关，

“热”则与炎症反应密切相关，提示瘀热证可能涉及

炎症与血流动力学异常的综合病理过程［6-7］。抵当

汤源于《伤寒论》，由大黄、桃仁、水蛭及虻虫组成，

具有破血逐瘀、泄热攻积之功效，是治疗瘀热互结

证的经典方剂。研究表明，抵当汤在脑卒中相关疾

病中具有调控作用，可通过调控炎症反应、抑制细

胞凋亡减轻神经损伤，对维护血脑屏障完整性有积

极作用［8］。此外，本课题组前期研究发现，抵当汤可

通过调控磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）
信号通路影响“凋亡 -自噬 -炎症”网络，从而减轻

CIRI损伤［9］。

Janus 激 酶 2/信 号 传 导 与 转 录 激 活 因 子 3

（JAK2/STAT3）信号通路在脑缺血损伤过程中被广

泛激活。已有研究表明，该通路可能通过调节 NOD

样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体的活化参与神经炎

症反应，并对细胞焦亡产生影响［10-12］。然而，目前关

于 JAK2/STAT3 信号通路在 CIRI中的作用仍存在争

议，其对 NLRP3 炎症小体及小胶质细胞焦亡的调控

机制尚未完全阐明。因此，探讨 JAK2/STAT3 信号

通路是否通过调控小胶质细胞焦亡参与 CIRI 的病

理过程，具有一定研究价值。本研究以脑梗死瘀热

证大鼠为研究对象，探讨抵当汤对小胶质细胞焦亡

的影响及其与 JAK2/STAT3 信号通路的关系。
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1 材料

1.1　 动 物     本 研 究 共 采 用 SPF 级 雄 性 SD 大 鼠

96 只，年龄 7~8 周，体质量 270~300 g，统一购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司，合格证号 SCXK

（苏）2021-0013，所有大鼠饲养在 SPF 级屏障系统

内 ，提 供 普 通 饲 料 和 饮 水 ，室 温（25±5）℃ 、湿 度

（60±5）%、12 h 明暗循环，适应性饲养 7 d。

1.2　伦理     本研究经湖南中医药大学实验动物伦

理委员会审批，伦理批号 HNUCM21-2503-02。

1.3　药物与试剂     抵当汤由水蛭 3 g、虻虫 3 g、大

黄 5 g、桃仁 10 g 组成（武汉素问中药饮片有限公司，

批号分别为 2301033、2311033、2401001、2403003），
上述饮片由湖南中医药大学药学院王智副教授鉴

定，与 2025 年版《中华人民共和国药典》质量标准相

符。 JAK2 抑制剂（AG490，美国 APExBIO 公司，货

号 A4139），2，3，5-三苯基四氮唑氯化物（TTC）染色

溶液（美国 Sigma 公司，货号 T8877），大鼠白细胞介

素（IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）酶联免疫

吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海江莱生物科技有

限公司，货号分别为 JL20884、JL20896、JL13202），
IL-18 ELISA 试剂盒（武汉瑞赛齐生物科技有限公

司 ，货 号 R-M-R07045），NOD 样 受 体 蛋 白 3

（NLRP3）抗体、胱天蛋白酶 -1（Caspase-1）抗体、焦

孔素 D（GSDMD）抗体、JAK2 抗体、STAT3 抗体、磷

酸化（p）-JAK2 抗体、p-STAT3 抗体（杭州华安生物

科技有限公司，货号分别为 ET1610-93、ET1608-69、

ER1901-37、ET1607-35、ET1607-38、ET1607-34、

ET1603-40），凋亡相关斑点样蛋白（ASC）抗体、β-肌

动蛋白（β-actin）抗体（成都正能生物技术有限责任

公司，货号和批号分别为 M07MA01、380624），离子

钙结合适配器分子 1（Iba-1）抗体［艾博抗（上海）贸
易有限公司，货号 abl78846］，二抗均为抗兔免疫球

蛋白（Ig）G（南京巴傲得生物科技有限公司，货号

BS13278），SevenFast Totol RNA Extraction 试剂盒、

SevenFast Two Step RT&qPCR 试剂盒（广州赛文生

物科技有限公司，货号分别为 SM132-01、SRQ-01），
苏木素-伊红（HE）染液、甲苯胺蓝染液、电子显微镜

固定剂、冰乙酸（武汉百仟度生物科技有限公司，货

号分别为 B1003、B1007、B0012、B1131），中性树胶

（国药集团化学试剂有限公司，货号 10004160）。
1.4　仪器     ZL9100C 型全自动血流变测试仪（北京

众驰伟业科技发展有限公司），Nikon Eclipse CI 型

正置光学显微镜、Nikon Eclipse Ti-SR 型荧光显微

镜（日本尼康公司），Multiskan FC 型酶标仪（美国赛

默飞世尔科技公司），ChemiDoc XRS+型蛋白表达成

像系统（美国 Bio-Rad 公司），LightCycler®480 Ⅱ型

实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）仪
（瑞士 Roche公司），1400 型透射电子显微镜（日本电

子株式会社）。
2 方法

2.1　药液制备     首次加入药材 5 倍体积的蒸馏水，

浸泡 30 min，沸煮 25 min 后滤出，再加入药材 3 倍体

积的蒸馏水，继续煎煮 15 min，将所得药液合并，减

压浓缩至 1 g·mL-1生药量，冷却后−20 ℃储存，使用

前 37 ℃水浴。

2.2　造模与模型评价     本研究分 2 个阶段进行。

第一阶段选取 60 只大鼠，随机分为假手术组（n=10）
和模型组（n=50）；第二阶段选取 36 只大鼠，随机分

为假手术组（n=9）和模型组（n=27）。参照文献［13］

的 方 法 ，模 型 组 大 鼠 经 腹 腔 注 射 角 叉 菜 胶

50 mg·kg-1，每天 1 次，连续 3 d。末次注射 24 h 后，

于大鼠背部皮下注射 20% 干酵母悬液 10 mL·kg-1，

6 h 后选取有瘀热证体征者继续实验。采用改良

Longa 线栓法建立大鼠脑梗死模型，假手术组仅进

行血管分离而不插入线栓。缺血 1.5 h 拔出线栓实

现再灌注，缝合切口，将大鼠置于干净的笼盒内待

其自然苏醒。造模后 24 h 大鼠出现明显“瘀热”表

征，如舌质红紫，鼻唇黏膜、耳部、爪甲红紫色，尾部

出现明显瘀斑，低热等异常表现，视为瘀热证造模

成功。大鼠再灌注 24 h 后，在双盲前提下，采用 Zea 

Longa 5 分法对其神经功能缺损评分并记录，评分为

1~3 分者纳入研究。

2.3　分组及给药     为确保组间基线均衡，依据 Zea 

Longa 评分对成模大鼠进行分层，再采用随机数字

表 法 将 各 层 动 物 分 配 至 不 同 实 验 组 。 本 研 究

第一阶段为抵当汤量效实验，共纳入 60 只动物。除

假手术组外，将 50 只成模大鼠分为模型组，依达拉

奉组（3.2 mg·kg-1），抵当汤低、中、高剂量组（0.95、

1.89、3.78 g·kg-1），以筛选抵当汤最佳剂量。给药剂

量为参考《药理实验方法学》大鼠与人体表面积折

算得出的等效剂量，相当于药材生药量的 0.5、1、

2 倍。第二阶段为机制研究，除假手术组外，将 27 只

成模大鼠分为模型组，抵当汤高剂量组及 AG490

（5 mg·kg-1）［14］，每组 9 只大鼠。模型组和假手术组

均予等量生理盐水。术后 24 h 开始，连续给药 7 d，

直至处死。

2.4　神经功能损伤评估     在手术后的第 1、3、5、

7 天，采用改良神经功能评分法（mNSS）对大鼠神经
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功能进行评估。

2.5　血液流变学检测     采集大鼠腹主动脉血，一部

分用于全血黏度（WBV）检测，一部分离心后（4 ℃，

3 000 r·min-1，15 min，离心半径 8.6 cm）用于血浆黏

度（PV）值检测，以上所有检测流程在采血后 4 h 内

完成。

2.6　TTC 染色观察大鼠脑梗死体积     将鼠大脑切

成 5 个 2 mm 厚的冠状切片，放入 1% 的 TTC 溶液中

染色 30 min，再于 4% 多聚甲醛溶液中固定 24 h，拍

照，Image J 软件（版本 1.46r）计算脑梗死体积，脑梗

死体积=患侧脑缺血体积/正常全脑体积×100%。

2.7　病理切片检测观察大鼠缺血侧脑组织病理结

构     将 4% 多聚甲醛固定 24 h后的脑组织修整，经梯

度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡浸透后包埋，切片厚度

4 µm，摊片并烘干。HE 染色：切片脱蜡复水后，以苏

木素染核，伊红染胞质，再经脱水透明，中性树胶封

片，镜检。尼氏染色：切片脱蜡复水后，以甲苯胺蓝染

色，冰乙酸分化，脱水透明，中性树胶封片，镜检。

2.8　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠焦亡

蛋白表达及通路磷酸化水平     取缺血侧皮质组织，

加入含蛋白酶及磷酸酶抑制剂的放射免疫沉淀法

（RIPA）裂解液匀浆，取上清为蛋白原液。经蛋白定

量法（BCA）测定浓度后，稀释至 2 g·L-1 作为上样

液 。 经 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDS-PAGE）、转 膜 、快 速 封 闭 后 ，加 入 稀 释 的

NLRP3（1∶1 000）、Caspase-1（1∶10 000）、GSDMD

（1∶2 000）、ASC（1∶10 000）、JAK2（1∶1 000）、

p-JAK2（1∶1 000）、STAT3（1∶1 000）、p-STAT3

（1∶1 000）抗体进行一抗孵育过夜，加入稀释二抗

（1∶10 000）后室温孵育 1 h，使用 Bio-Rad 系统检测

蛋白表达，并用 Image J软件对条带进行分析。

2.9　 Real-time PCR 检测大鼠焦亡相关 mRNA 水

平     取 大 鼠 缺 血 侧 皮 质 区 ，按 试 剂 盒 说 明 提 取

RNA，确 认 纯 度 达 标 后 ，逆 转 录 为 cDNA。 使 用

NLRP3、GSDMD、Caspase-1 的合成引物进行扩增，

扩增条件为：95 ℃ 预变性 1 min；95 ℃ 变性 20 s，

60 ℃ 退火 20 s，72 ℃ 延伸 30 s，共 45 个循环。以

β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt法计算目的 mRNA 的相对

表达量。引物由湖南艾科瑞生物工程有限公司合

成，序列见表 1。

2.10　ELISA 检测大鼠血清炎症因子水平     按试剂

盒说明书检测大鼠血清 IL-18、IL-1β、IL-6、TNF-α水

平，依次进行样本孵育、抗体孵育、酶标孵育、底物

显色、终止反应。样品吸光度 A 代入标准曲线计算

指标浓度。

2.11　免疫荧光染色（IF）检测大鼠小胶质细胞焦亡

率     将石蜡切片脱蜡至水后，浸泡于乙二胺四乙酸

（EDTA）溶液在微波高温下进行抗原修复。磷酸盐

缓冲液（PBS）漂洗后，圈定组织区域，先后经自发荧

光淬灭剂及牛血清白蛋白（BSA）封闭处理。随后依

次进行 GSDMD（1∶100）及 Iba-1（1∶100）的一抗及

其对应荧光二抗（1∶1 000）的孵育，4′，6-二脒基 -2-

苯基吲哚（DAPI）染核。封片后于荧光显微镜下观

察，Image J 软件（版本 1.46r）分析图像。通过细胞

计数法计算小胶质细胞焦亡率，小胶质细胞焦亡

率=Iba1+GSDMD+细胞数/Iba1+细胞数×100%。

2.12　透射电镜观察小胶质细胞膜孔洞形成     取电

镜液固定后的组织，在 1% 锇酸中室温固定 2 h，PBS

漂洗。梯度酒精脱水后，依次用 1∶1 的丙酮 -812 包

埋剂及纯 812 包埋剂渗透过夜，60 ℃聚合 48 h。切

取 60~80 nm 切片，并用醋酸铀、枸橼酸铅双染色各

15 min，室温干燥后透射电镜观察图像并采集分析。

2.13　统计学方法     使用 SPSS 26.0 软件进行统计

分析，多组间数据比较首先进行正态性检验和方差

齐性检验，若数据符合正态分布且方差齐性，则多

组间比较采用单因素方差分析，神经功能评分为重

复测量数据，采用两因素重复测量方差分析进行统

计分析，计量资料用 x̄ ± s 表示，以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

3 结果

3.1　对脑梗死瘀热证大鼠宏观表征的影响     模型

组大鼠表现为爬行时向患侧倾斜或转圈，精神萎

靡，毛色枯槁，唇舌暗紫、舌体歪斜，耳廓散在瘀点，

尾尖暗红充血，烦躁或抑郁，伴大便干结、尿黄量

少。与模型组比较，依达拉奉组及抵当汤中、高剂

量组大鼠症状明显改善，爬行仅呈轻度偏侧，毛发

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

NLRP3

GSDMD

Caspase-1

β-actin

序列（5′-3′）
上游 CTGAAGCATCTGCTCTGCAACC

下游 AACCAATGCGAGATCCTGACAAC

上游 GGCAACTTCCAAGTCTCCGATGTC

下游 TGAGTCACACGCAGCATACACAC

上游 TTGCTTTCTGCTCTTCAACACC

下游 TGTCCTCCAAGTCACAAGACC

上游 GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA

下游 GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

长度/bp

87

106

123

150
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较光亮，唇舌转红润，耳廓瘀斑淡化，社交活动增

加，尤以抵当汤高剂量组效果更显著。

3.2　对脑梗死瘀热证大鼠神经功能的影响     与假

手术组比较，模型组大鼠 7 d 内 mNSS 评分均显著升

高（P<0.01）；与模型组比较，抵当汤高剂量组大鼠评

分在第 5、7 天显著降低（P<0.01），抵当汤中剂量组

评分在第 7 天明显降低（P<0.05），抵当汤低剂量组

则差异无统计学意义。与依达拉奉组比较，抵当汤

高 剂 量 组 评 分 在 7 d 内 差 异 无 统 计 学 意 义 。

见表 2。

3.3　对脑梗死瘀热证大鼠全血及血浆黏度的影响    

    与假手术组比较，模型组 WBV 低、中、高切及 PV

均显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与模型组

比较，抵当汤高剂量组和依达拉奉组 WBV 低、中、

高 切 及 PV 均 明 显 降 低 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05，P<0.01），其中抵当汤高剂量效果最佳。与

依达拉奉组比较，抵当汤高剂量组 WBV 及 PV 差异

均无统计学意义。见表 3。

3.4　对脑梗死瘀热证大鼠脑梗死体积率的影响        

    与假手术组比较，模型组大鼠的梗死体积率显著

增大（P<0.01），主要累及大脑中动脉供血的皮质区；
与模型组比较，各剂量抵当汤组梗死体积率均明显

减小（P<0.05，P<0.01），其中抵当汤高剂量组最为显

著。与依达拉奉组比较，抵当汤高剂量组梗死体积

率差异无统计学意义。综合以上结果，后续机制研

究采用高剂量抵当汤进行实验。见图 1 与表 4。

3.5　对脑梗死瘀热证大鼠缺血脑组织病理形态学影

响     HE 染色显示，假手术组大鼠脑皮质区细胞完

整，核仁居中且明显，排列呈规则的层状结构；模型

组细胞数量较假手术组显著减少，可见大面积嗜酸

性染色无细胞区域，残存细胞体积缩小，胞核固缩呈

表 2　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠 mNSS 评分的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　Effect of Didang Tang on mNSS scores in rats with cerebral infarction of stasis-heat syndrome （x̄± s，n=10） 分

组别

假手术组

模型组

抵当汤低剂量组

抵当汤中剂量组

抵当汤高剂量组

依达拉奉组

剂量/g·kg-1

0.95

1.89

3.78

3.20×10-3

1 d

0.00±0.00

11.50±1.961）

11.10±1.60

11.20±2.04

10.60±2.07

10.70±1.95

3 d

0.00±0.00

10.80±2.491）

10.90±1.66

9.10±1.60

8.90±1.79

9.20±2.49

5 d

0.00±0.00

9.60±1.901）

9.30±1.574）

8.00±1.89

7.00±1.763）

7.20±1.932）

7 d

0.00±0.00

8.90±1.851）

8.30±1.705）

6.90±1.972，4）

4.70±0.823）

5.00±1.493）

注：与假手术组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与依达拉奉组比较 4）P<0.05，5）P<0.01（表 3 和表 4 同）

表 3　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠血液流变学的影响  （x̄± s，n=10）

Table 3　Effect of Didang Tang on hemorheology in rats with cerebral infarction of stasis-heat syndrome （x̄± s，n=10） mPa·s

组别

假手术组

模型组

抵当汤低剂量组

抵当汤中剂量组

抵当汤高剂量组

依达拉奉组

剂量/g·kg-1

0.95

1.89

3.78

3.20×10-3

WBV

低切（5 s-1）
11.38±1.94

18.88±0.841）

17.22±0.604）

15.42±1.043，4）

13.11±1.053）

13.02±0.933）

中切（50 s-1）
5.11±1.72

8.18±1.081）

7.84±0.554）

7.17±0.612，4）

6.09±1.023）

6.07±1.023）

高切（200 s-1）
4.12±1.42

6.35±1.121）

6.30±0.564）

6.01±0.744）

4.85±0.972）

4.73±0.803）

PV

1.14±0.06

2.13±0.411）

1.41±0.133，4）

1.35±0.083，4）

1.15±0.073）

1.13±0.063）

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 抵当汤低剂量组；D. 抵当汤中剂

量组；E.抵当汤高剂量组；F.依达拉奉组

图 1　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠脑梗死体积的影响

Fig.  1　 Effect of Didang Tang on cerebral infarct volume in rats 

with cerebral infarction of stasis-heat syndrome
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深紫色碎块状，胞质内可见大量空泡；抵当汤高剂量

组与 AG490 组残存细胞形态轻度不规则，部分胞核

轻微碎裂或边缘化，胞质内空泡数量较模型组减少，

细胞间隙略有增宽但明显优于模型组。尼氏染色显

示，假手术组大鼠神经元尼氏体丰富，结构完整，未

见变性或坏死迹象；模型组大鼠神经元排列紊乱，层

状结构消失，细胞间隙显著增宽。抵当汤高剂量组

与 AG490 组神经元排列较模型组有所改善，胞质空

泡减少，提示水肿减轻。见图 2与图 3。

3.6　 对脑梗死瘀热证大鼠脑组织焦亡及 JAK2/

STAT3通路蛋白水平的影响     与假手术组比较，模型

组大鼠脑组织中 NLRP3、ASC 和 Caspase-1的相对表

达量显著升高，GSDMD 及其剪切产物 GSDMD-N 的

表达水平也显著增加，JAK2、STAT3磷酸化水平显著

升高（P<0.01）；与模型组比较，抵当汤高剂量组焦亡

相关蛋白表达明显降低（P<0.05，P<0.01），JAK2、

STAT3 磷酸化水平显著降低，差异有统计学意义

（P<0.01）。与 AG490 组比较，抵当汤高剂量组上述

蛋白表达量差异无统计学意义。见图 4、表 5、表 6。

3.7　对脑梗死瘀热证大鼠脑组织焦亡相关基因

mRNA 表达水平的影响     与假手术组比较，模型组

缺血侧脑组织中 NLRP3、Caspase-1 和 GSDMD 的

mRNA 表达水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，

抵当汤高剂量组和 AG490 组上述 mRNA 表达水平

均显著降低（P<0.01）；与 AG490 组比较，抵当汤高

剂量组表达水平差异无统计学意义。见表 7。

注：A.假手术组；B.模型组；C.抵当汤高剂量组；D.AG490组（图 3-

图 6 同）
图 2　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠缺血侧脑组织病理形态的影响  

（HE，×400）
Fig.  2　 Effect of Didang Tang on pathological morphology of 

ischemic cerebral tissue in rats with cerebral infarction of blood 

stasis-heat syndrome （HE，×400）

图 3　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠缺血侧脑组织病理形态的影响  

（尼氏，×400）
Fig.  3　 Effect of Didang Tang on pathological morphology of 

ischemic brain tissue in rats with cerebral infarction of blood 

stasis-heat syndrome （Nissl， ×400）

图 4　各组大鼠焦亡相关蛋白及 JAK2/STAT3 信号通路蛋白表达电泳

Fig.  4　　 Electrophoresis of pyroptosis-related proteins and JAK2/

STAT3 signal pathway proteins expression in different groups of rats

表 4　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠脑梗死体积率的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of Didang Tang on cerebral infarct volume ratio in 

rats with cerebral infarction of stasis-heat syndrome （x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

抵当汤低剂量组

抵当汤中剂量组

抵当汤高剂量组

依达拉奉组

剂量/g·kg-1

0.95

1.89

3.78

3.20×10-3

脑梗死体积率/%

0.00±0.00

0.39±0.041）

0.31±0.062，4）

0.26±0.053，4）

0.17±0.033）

0.15±0.033）
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3.8　对脑梗死瘀热证大鼠血清炎症因子水平的影

响     与假手术组比较，模型组 IL-6、IL-1β、IL-18 及

TNF-α的水平显著升高，差异具有统计学意义（P<

0.01）；与模型组比较，抵当汤高剂量组和 AG490 组

IL-6、IL-1β、IL-18 和 TNF-α水平均明显降低，差异

具有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。与 AG490 组比

较，抵当汤高剂量组上述炎症因子水平差异无统计

学意义。见表 8。

3.9　对脑梗死瘀热证大鼠小胶质细胞焦亡水平的影

响     IF 染色显示，与假手术组比较，模型组 Iba-1、

GSDMD与 DAPI荧光面积之比及小胶质细胞焦亡率

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，抵当汤高剂量组

及 AG490组 Iba-1、GSDMD与 DAPI荧光面积之比及

焦亡率明显下降，差异有统计学意义（P<0.05，P<

0.01）。见图 5与表 9。

3.10　对脑梗死瘀热证大鼠小胶质细胞膜孔洞形成

的影响     电镜观察下，假手术组小胶质细胞形态正

常，轮廓光滑，核膜完整；模型组可见胞膜多处破裂

及膜孔形成，胞浆电子密度降低并伴大范围空泡

化。与模型组比较，抵当汤高剂量组和 AG490 组膜

孔数量显著减少。见图 6。

4 讨论

脑梗死在中医中可归为“中风病”范畴，病位在

脑，病机同时涉及心、肝、脾、肾四脏。《伤寒论·太阳

病篇》首次提出“瘀热”的概念，为瘀热理论的发展

奠定了基础［15］。瘀热阻窍证是中风急性期常见的

一种证型，其中血热和血瘀是其重要的初始病理因

素。瘀阻之后，因瘀致热，由热蕴毒，热毒互相搏

结，进而损伤脑中元神［6］。本研究建立脑梗死瘀热

互结证的复合动物模型，并从该角度探讨抵当汤的

干预作用。

从病理机制上看，脑梗死所引起的神经炎症反

应是造成伤害的主要机制之一［16-17］。脑梗死患者脑

缺血/再灌注直接导致脑络痹阻，脑络损伤，血液运

表 5　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠脑组织细胞焦亡相关蛋白表达量的影响  （x̄± s，n=5）

Table 5　 Effect of Didang Tang on expression of pyroptosis-related proteins in brain tissue of rats with cerebral infarction of stasis-heat 

syndrome （x̄± s，n=5）

组别

假手术组

模型组

抵当汤高剂量组

AG490 组

剂量/g·kg-1

3.78

5×10-3

NLRP3/β-actin

0.56±0.13

1.19±0.211）

0.84±0.083）

0.73±0.262）

GSDMD/β-actin

0.52±0.01

1.32±0.381）

0.88±0.192）

0.77±0.242）

GSDMD-N/β-actin

0.35±0.07

1.10±0.271）

0.69±0.033）

0.62±0.103）

Caspase-1/β-actin

0.38±0.13

1.25±0.341）

0.70±0.113）

0.64±0.173）

ASC/β-actin

0.43±0.22

1.20±0.451）

0.77±0.102）

0.74±0.022）

注：与假手术组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 6-表 9 同）

表 6　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠脑组织 JAK2/STAT3 信号通路的

影响  （x̄± s，n=5）

Table 6　Effect of Didang Tang on JAK2/STAT3 signal pathway in 

brain tissue of rats with cerebral infarction of stasis-heat syndrome 

（x̄± s，n=5）

组别

假手术组

模型组

抵当汤高剂量组

AG490 组

剂量/g·kg-1

3.78

5×10-3

p-JAK2/JAK2

0.54±0.07

0.95±0.021）

0.80±0.073）

0.81±0.073）

p-STAT3/STAT3

0.55±0.09

0.93±0.061）

0.78±0.073）

0.83±0.052）

表 7　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠脑组织焦亡相关 mRNA 表达水

平的影响  （x̄± s，n=4）

Table 7　 Effect of Didang Tang on relative expression levels of 

pyroptosis-related mRNAs in brain tissue of rats with cerebral 

infarction of stasis-heat syndrome （x̄± s，n=4）

组别

假手术组

模型组

抵当汤高剂量组

AG490 组

剂量/g·kg-1

3.78

5×10-3

NLRP3

1.02±0.24

6.18±0.451）

2.31±0.303）

2.40±0.433）

GSDMD

1.00±0.05

5.42±0.311）

1.70±0.123）

1.78±0.083）

Caspase-1

1.00±0.05

3.06±0.081）

1.49±0.303）

1.56±0.293）

表 8　抵当汤对各组大鼠血清炎症因子含量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 8　Effect of Didang Tang on serum inflammatory cytokine levels in rats with cerebral infarction of stasis-heat syndrome （x̄± s，n=6）

ng·L-1

组别

假手术组

模型组

抵当汤高剂量组

AG490 组

剂量/g·kg-1

3.78

5×10-3

IL-6

34.77±6.75

82.33±7.611）

41.20±9.643）

52.32±16.083）

IL-1β

44.87±5.30

134.68±34.871）

62.87±12.662）

51.24±15.623）

TNF-α

64.69±5.45

116.14±22.091）

73.37±26.302）

75.84±18.682）

IL-18

119.30±5.58

292.26±11.491）

241.38±9.233）

246.56±26.503）
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行不畅，同时血管活性物质比例失调，血管舒缩紊

乱，凝血机制紊乱，形成中医“瘀血”阻滞的病理基

础。再灌注加剧氧化应激并导致促炎细胞因子的

释放增加，从而触发一系列炎症级联反应［18-19］。炎

症因子大量释放，活性氧、过氧化脂质、兴奋性神经

毒素等聚集，与脑梗死“热毒”蕴结病机紧密契合。

在 CIRI病理过程中，持续性的炎症不仅抑制组织再

生［20-21］，还会破坏血脑屏障，加重炎性级联反应，激

活更多神经胶质细胞和星形胶质细胞，最终导致神

经细胞死亡［22-23］。有研究提出将脑梗死瘀热证与栓

炎反应相关联，将脑梗死后的血液流变性、凝血因

子等因素归为“瘀”，而这些因素所导致的炎症即为

“热”［24］。中医理论认为，瘀热证的核心病机在于

“瘀””与“热”相互搏结，互为因果。瘀血阻滞脑络，

气血运行失常，郁而化热生火；火热燔灼津血，又进

一步加重瘀滞，形成恶性循环［25］。本研究所采用的

角叉菜胶（致瘀）联合干酵母（致热）法，正是通过诱

导血液高凝状态与全身炎症反应，模拟了脑梗死急

性期“瘀热阻窍”的病理状态。实验结果显示，模型

组大鼠不仅呈现唇舌暗紫、耳廓瘀斑、体温升高等

典型瘀热表征，其血液流变学指标全血黏度、血浆

黏度亦显著升高，同时伴随血清 IL-1β、IL-6、TNF-α

等促炎因子大量释放，表明“血瘀”与“热毒”在微观

层面分别与血液高黏滞状态和神经炎症反应有很

大关联。脑梗死后细胞发生水肿，这与《金匮要略》

中“血不利则为水”的病机理论相吻合，揭示了瘀血

与水肿之间的因果转化关系，成为“血瘀”与“热毒”

在微观层面的物质基础。

本研究进一步发现，瘀热证在微观层面可能与

神经炎症及小胶质细胞焦亡密切相关。小胶质细

图 5　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠缺血侧皮质区 GSDMD+与 Iba-1+共表达的影响  （×400）
Fig.  5　 Effect of Didang Tang on co-expression of GSDMD ⁺ and Iba-1 ⁺ in ischemic cortex of rats with cerebral infarction of stasis-heat 

syndrome （×400）
表 9　抵当汤对脑梗死瘀热证大鼠缺血侧皮质区 GSDMD 与 Iba-1

荧光面积的影响  （x̄± s，n=6）

Table 9　 Effect of Didang Tang on expression levels of GSDMD 

and Iba-1 in ischemic cortex of rats with cerebral infarction of 

stasis-heat syndrome （x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

抵当汤高剂量组

AG490 组

剂量

/g·kg-1

3.78

5×10-3

Iba-1/DAPI

0.29±0.05

1.78±0.711）

0.92±0.412）

0.81±0.642）

GSDMD/DAPI

0.09±0.03

1.32±0.411）

0.44±0.163）

0.52±0.423）

小胶质细胞

焦亡率/%

1.71±2.69

13.67±1.601）

11.05±1.882）

9.77±1.943）

图 6　各组脑梗死瘀热证大鼠缺血侧皮质区小胶质细胞超微结构观

察  （透射电镜，×2 500）
Fig.  6　 Ultrastructural observation of Microglia in ischemic 

cortical region of rats with cerebral infarction of stasis-heat 

syndrome （TEM，×2 500）
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胞是急性脑损伤中最早应答的非神经元细胞，其

M1 表型分泌促炎因子［26］，M2 表型则发挥抗炎、修

复作用［27］。小胶质细胞向 M2 表型大量极化产生的

炎症环境可能损伤神经元及血脑屏障［28］，但其异常

死亡又会削弱神经保护功能［29］。因此，调控小胶质

细胞活化与死亡是干预脑梗死的关键环节。当缺

血/再灌注、氧化应激、炎症等危险信号激活 NLRP3

炎症小体时，可诱导持续性炎症反应［30-31］。脑缺血

后，NLRP3 在小胶质细胞中率先引发细胞焦亡，活

化 Caspase-1，一方面剪切 GSDMD 形成膜孔导致细

胞破裂，GSDMD 的核心功能是介导细胞焦亡，在炎

症反应调控中发挥关键作用，通过形成细胞膜孔道

释放炎症因子；另一方面促进 IL-1β、IL-18 成熟释

放，放大炎症级联反应［32-35］。本研究中，模型组大鼠

缺血侧脑组织中 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 等焦

亡相关蛋白表达及 mRNA 表达水平显著上调，小胶

质细胞焦亡率显著升高，透射电镜下可见典型的细

胞膜孔洞形成，这些指标揭示了“瘀热搏结”在细胞

水平的病理本质。小胶质细胞在缺血缺氧及炎症

刺激下被过度激活，发生焦亡，释放大量炎症因子，

形成“热毒”。同时，焦亡释放的炎症因子进一步激

活血小板和凝血系统，加重“血瘀”。瘀与热在小胶

质细胞焦亡这一节点上实现了耦合。

JAK2/STAT3 信号通路是存在于细胞质中的重

要信号转导途径，在多种神经退行性疾病中发挥抑

制神经炎症的作用［36-37］。该通路与 NLRP3 介导的

焦亡可能存在交联作用，脑缺血后 JAK2/STAT3 激

活可促进 NLRP3 炎症小体组装，而 STAT3 缺失则降

低 NLRP3 启动子区组蛋白乙酰化水平，抑制其组分

表达，证实 STAT3 对 NLRP3 具有直接调控作用［38］。

本研究显示，高剂量抵当汤可抑制 JAK2/STAT3 信

号 通 路 过 度 活 化 ，下 调 NLRP3、Caspase-1 及

GSDMD 的蛋白与 mRNA 表达，减少 IL-18、IL-1β释

放，缓解小胶质细胞焦亡及膜孔形成。方中水蛭、

虻虫破血逐瘀，直入脑络以消瘀散结，针对“血瘀”

之本；大黄泻热攻积、通腑降浊，导热下行以解“热

毒”之标；桃仁活血化瘀，助水蛭、虻虫破血之力，兼

润燥通腑，四药合用，共奏“破血逐瘀、泄热攻积”之

功，作用涵盖改善血液流变学、调控炎症反应等多

个环节。本研究发现，抵当汤高剂量组干预后，大

鼠全血黏度和血浆黏度显著降低，炎症因子水平明

显下降，JAK2/STAT3 信号通路激活被抑制，NLRP3

炎症小体组装受阻，小胶质细胞焦亡显著减轻。这

一结果揭示了抵当汤“化瘀清热”功效的分子机制

可能为通过抑制 JAK2/STAT3 信号通路阻断小胶质

细胞焦亡，从而切断“瘀热相搏”的根本病机。其

中，JAK2/STAT3 信号通路作为调控炎症反应的关

键信号节点，正是瘀热搏结在分子层面的重要枢

纽，抵当汤通过干预该通路，实现了“破瘀”与“泄

热”的双重功效。

综上，本研究从现代医学角度部分揭示了脑梗

死瘀热证的生物学基础，并为抵当汤治疗脑梗死瘀

热证提供了实验依据，值得进一步推广。然而，本研

究仍存在一些局限性：第一，本研究建立的动物模型

虽通过复合刺激模拟了中医瘀热证的特征，但模型

大鼠的“瘀热”体征与临床患者的复杂证候表现仍存

在差异，且缺乏规范化的评分量表；第二，本研究尚

未在体外通过细胞培养及干预等手段直接验证抵当

汤对小胶质细胞焦亡的作用；第三，本研究主要聚焦

于 JAK2/STAT3/NLRP3 信号通路，但小胶质细胞焦

亡的调控网络复杂，与其他通路的串扰仍有待探索。

未来研究可从以下角度深入开展：建立规范化瘀热

证评分量表；慢病毒转染技术建立 JAK2 过表达模

型，进一步明确抵当汤的作用靶点；建立 BV-2 小胶

质细胞氧剥夺-复氧模型，验证抵当汤关键活性成分

对小胶质细胞焦亡的直接调控作用。
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