
第 27 卷第 22 期
2021 年 11 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 22

Nov. ，2021

通窍活血汤通过调节星形胶质细胞 Glu-Gln 循环降低
Glu 兴奋性毒性改善 CIRI大鼠的神经功能
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［摘要］ 目的：观察并比较 3 种不同方法制备的通窍活血汤对脑缺血再灌注损伤（CIRI）大鼠的保护作用，并从星形胶质

细胞谷氨酸（Glu）代谢通路探讨其作用机制。方法：选用 SPF 级雄性 SD 大鼠，以改良线栓法建立 CIRI 模型，将造模成功的大

鼠随机分为模型组、通窍活血汤水煎组、通窍活血汤酒煎组、通窍活血汤醇提组，并设假手术组，分别给予对应药物灌胃，连续

治疗 7 d。通窍活血汤 3 个组的灌胃剂量为 6.3 g·kg-1·d-1，假手术组和模型组给予同体积生理盐水灌胃。末次灌胃结束后，以

神经功能缺损评分（mNSS）检测大鼠神经功能恢复情况，苏木素-伊红（HE）染色观察缺血脑组织的形态学变化，高效液相色谱

法（HPLC）检测大鼠缺血脑组织中 Glu 含量的变化，免疫组织荧光法检测缺血脑组织中谷氨酸转运体-1（GLT-1）和胶质纤维酸

性蛋白（GFAP）及谷氨酰胺合成酶（GS）和 GFAP 的共表达情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测缺血脑组织中 GFAP，

GLT-1 和 GS 蛋白的表达情况。结果：与假手术组比较，模型组大鼠 mNSS 评分显著升高（P<0.01），缺血脑组织皮质大片坏死，

细胞排列紊乱、边界模糊，出现细胞水肿及炎性浸润；缺血脑组织中 Glu 的含量显著增加（P<0.01），GLT-1 与 GFAP 共表达及

GS 与 GFAP 共表达显著降低（P<0.01），GFAP 蛋白表达显著升高（P<0.01），GLT-1，GS 蛋白表达明显降低（P<0.05，P<0.01）；与
模型组比较，3 种方法制备的通窍活血组 mNSS 评分均显著降低（P<0.01），大鼠缺血脑组织皮质及海马神经细胞的损伤程度均

有所减轻；缺血脑组织中 Glu 的含量均明显减少（P<0.05，P<0.01），GLT-1 与 GFAP 共表达均明显升高（P<0.05，P<0.01），
GFAP，GLT-1 蛋白表达均明显升高（P<0.05，P<0.01），通窍活血汤酒煎组、通窍活血汤醇提组 GS 与 GFAP 共表达明显增加（P<

0.05，P<0.01），GS 蛋白的表达显著升高（P<0.01）。与通窍活血汤水煎组比较，通窍活血汤醇提组 GLT-1 和 GFAP 共表达及 GS

和 GFAP 共表达明显增加（P<0.05），通窍活血汤酒煎组、通窍活血汤醇提组 GS 蛋白表达明显升高（P<0.05），通窍活血汤醇提

组 Glu 含量显著降低（P<0.01），GFAP，GLT-1 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01）；与通窍活血汤酒煎组比较，通窍活血汤醇

提组 GFAP，GLT-1 蛋白表达升高（P<0.05，P<0.01）。结论：3 种方式制备的通窍活血汤皆可改善 CIRI大鼠的神经功能，其作用

可能通过促进星形胶质细胞的进一步活化，增加 GLT-1 和 GS 表达，促进星形胶质细胞通过 Glu-Gln 循环清除突触间隙中 Glu

的过度堆积，降低 Glu 兴奋性毒性作用而实现。通窍活血汤醇提组在降低缺血脑组织 Glu 含量、促进星形胶质细活化、增强

GLT-1 和 GS 蛋白表达方面优于通窍活血汤酒煎组、通窍活血汤水煎组。
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［［Abstract］］ Objective：： To observe and compare the protective effects of Tongqiao Huoxue decoction

（TQHX）prepared by three methods against cerebral ischemia-reperfusion injury（CIRI），and to explore its

mechanism through the glutamate（Glu）metabolic pathway in astrocytes. Method：： The male SD rats of SPF

grade were subjected to CIRI model induction by the modified middle cerebral artery occlusion method. The

model rats were randomly divided into a model group，a sham operation group，and water-decocted，wine-

decocted，and alcohol-extracted TQHX（6.3 g·kg-1·d-1）groups. The rats were treated correspondingly for 7 days.

Those in the sham operation group and the model group were treated with an equal volume of normal saline by

gavage. After the final treatment，the neurological function of rats was assessed by the modified neurological

severity score（mNSS）. Hematoxylin-eosin（HE）staining was used to observe the morphological changes of

ischemic brain tissues in rats. High-performance liquid chromatography（HPLC）was used to detect glutamate

（Glu）in ischemic brain tissues. The expression of glutamate transporter-1（GLT-1）and glial fibrillary acidic

protein（GFAP）and co-expression of glutamine synthetase（GS）and GFAP in ischemic brain tissues were

detected by immunofluorescence assay. Western blot was used to detect the protein expression of GFAP，GLT-1，

and GS. Result：： Compared with the sham operation group，the model group showed increased mNSS（P<

0.01），large necrosis of cerebral cortex in ischemic brain tissues with disordered cell arrangement，obscure

boundary，intracellular edema，and inflammatory infiltration，elevated Glu in ischemic brain tissues（P<0.01），
declining GLT-1-GFAP co-expression and GS-GFAP co-expression（P<0.01），up-regulated expression of GFAP

protein，and reduced protein expression of GLT-1 and GS（P<0.05，P<0.01）. Compared with the model group，

the TQHX groups showed decreased mNSS（P<0.01），relieved injury in the cerebral cortex and hippocampal

nerve cells in ischemic brain tissues，reduced Glu expression（P<0.05，P<0.01），elevated co-expression of GLT-

1 and GFAP（P<0.05，P<0.01），and up-regulated protein expression of GFAP and GLT-1（P<0.05，P<0.01）.

The co-expression of GS and GFAP（P<0.05，P<0.01）and the expression of GS（P<0.01）were increased in the

wine-decocted and alcohol-extracted TQHX groups. Compared with the water-decocted TQHX group， the

alcohol-extracted group showed increased GLT-1-GFAP and GS-GFAP co-expression（P<0.05）； the wine-

decocted and alcohol-extracted TQHX groups exhibited elevated GS protein expression（P<0.05）；the alcohol-

extracted TQHX group displayed declining Glu content（P<0.01）and increased protein expression of GFAP and

GLT-1（P<0.05，P<0.01）. Compared with the wine-decocted TQHX group，the alcohol-extracted TQHX group

showed increased protein expression of GFAP and GLT-1（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：TQHX prepared by

three methods can improve neurological deficits in CIRI rats. The effect is presumedly achieved by promoting the

further activation of astrocytes，increasing the expression of GLT-1 and GS，promoting the clearance of Glu

accumulated in the synaptic cleft by astrocytes through the Glu-glutamine（Gln）circulation，and reducing the

excitotoxicity of Glu. The alcohol-extracted TQHX group was superior to the water-decocted and wine-decocted

TQHX groups in reducing the content of Glu in ischemic brain tissues，promoting the activation of astrocytes，

and enhancing the protein expression of GLT-1 and GS.

［［Keywords］］ Tongqiao Huoxue decoction；cerebral ischemia-reperfusion injury；excitotoxicity injury；

glutamate；astrocytes

脑卒中是世界范围内致残及死亡的一大重要

原因，缺血性脑卒中占脑卒中的 80% 以上，其最常

用的治疗方法是尽快在“时间窗”内静脉溶栓，缩小

梗死灶范围，从而挽救濒死神经元［1-2］。但当血流恢

复后，其功能不但不能恢复，反而会出现更加严重

的脑机能障碍，神经功能缺损加重，这种现象称脑

缺血再灌注损伤（CIRI）［3］。CIRI 病理机制复杂，主

要与谷氨酸（Glu）兴奋性毒性损伤、细胞内钙超载、

自由基生成增多、炎症反应等机制有关［4］。其中，

Glu 兴奋性毒性损伤是 CIRI后神经功能障碍的重要
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机制［5-6］。星形胶质细胞在控制细胞外 Glu 含量，防

止其兴奋性毒性的产生中发挥着至关重要的作用。

胶质纤维酸性蛋白（GFAP）是星形胶质细胞活化的

标志，研究显示，CIRI 后活化的星形胶质细胞通过

调节谷氨酸转运体 -1（GLT-1），谷氨酰胺合成酶

（GS）表达，促进 Glu-谷氨酰胺（Gln）循环，清除 Glu，

拯救缺血半暗带区濒死神经元［7-9］。

在 CIRI 的治疗中，中药复方因毒副作用小、疗

效显著而广受关注。通窍活血汤出自《医林改错》，

为活血通窍的经典名方，有通络开窍，活血化瘀之

功，现代临床研究显示其在改善脑缺血损伤患者的

神经功能方面疗效显著，实验研究表明其作用可能

与降低 Glu 的兴奋性毒性有关，但是否通过调节星

形胶质细胞 Glu-Gln 循环而发挥其保护作用尚未见

报道［10-15］。本实验以改良线拴法建立 CIRI 大鼠模

型，模拟在临床常用的水煎、酒煎和醇提 3 种方法制

备通窍活血汤，连续灌胃治疗 7 d，通过进行神经功

能缺损评分（mNSS），观察缺血脑组织形态学变化，

以及 GLT-1 和 GFAP，GS 和 GFAP 的蛋白共表达情

况，检测缺血脑组织中 Glu 的含量，GFAP，GLT-1，

GS 蛋白的表达量的变化情况，比较 3 种不同方式制

备的通窍活血汤对 CIRI的治疗效果，并从星形胶质

细胞 Glu-Gln 循环角度探讨通窍活血汤改善神经功

能损伤的作用机制，为通窍活血汤治疗 CIRI的临床

应用提供一定的实验依据。

1 材料

1.1 动物 体质量 270~300 g，成年雄性 SD 大鼠，

共 162 只，SPF 级，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，合格证号 SCXK（京）2016-0006。动物饲

养室内常规饲养，温度为 21~25 ℃，湿度维持在

50%±10%。动物自由摄食、饮水，按照昼夜节律自

然照明。实验操作过程中严格遵守山东中医药大

学实验动物伦理标准，动物实验伦理委员会的编号

SDUTCM20210305014。

1.2 药物及试剂 通窍活血汤组成药物桃仁、红

花、赤芍、川芎、生姜、大枣，购自山东中医药大学新

中鲁医院，并由山东中医药大学刘红燕副教授鉴定

符合 2020 年版《中华人民共和国药典》规范。通窍

活血汤水煎液、通窍活血汤酒煎液、通窍活血汤醇

提液由山东省中医经典名方协同创新中心制备；大
脑中动脉栓塞（MCAO）栓线（北京西浓科技有限公

司，批号 2038-A5）；75% 乙醇消毒液，碘伏（山东利

尔 康 医 疗 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 201017，

201101）；0.9% 氯化钠注射液（山东齐都药业有限公

司，批号 2B20010309）；异氟烷（深圳市瑞沃德生命

科技有限公司，批号 20120701）；RIPA 裂解液，BCA

蛋白测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，

批号分别为 P0013B，HP202302）；10% 快速免染丙

烯 酰 胺 制 胶 试 剂 盒（ 美 国 Bio-Rad 公 司 ，批 号

#1610183）；无水乙醇（昆山金城试剂有限公司，批

号 XK13-011-00087）；EAAT2 抗体，谷氨酰氨合成酶

（Glutamine Synthetase）抗体（英国 Abcam 公司，批号

分别为 ab205248，Ab73593）；GFAP 抗体（北京博奥

森生物技术有限公司，批号 bsm-33065M）；二抗（武

汉赛维尔生物科技有限公司，批号 GB23303）；山羊

血 清（ 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ，批 号

50062Z）；苏木素染液（北京索莱宝科技有限公司，

批号 G1080）；伊红（上海沪试实验室器材股份有限

公司，批号 71014460）。
1.3 仪器 R500 型小动物气体麻醉机（深圳市瑞

沃德生命科技有限公司）；5427R 型台式高速冷冻离

心机，VT 05404-0998 型酶标仪（美国伯腾仪器有限

公司）；KZ-Ⅱ型高速组织研磨仪（武汉塞维尔生物

科技有限公司）；041BR157122 型电泳仪，690BR019

078 型转膜仪，731BR03474 型蛋白分析表达系统

（ 美 国 Bio-Rad 公 司 ）；DX45 型 显 微 镜（ 日 本

Olympus 公司）；NIKON ECLIPSE C1 型荧光显微镜

（日本尼康公司）；ACQUITY UPLC BEH C18 型色

谱柱（美国 Waters公司）。
2 方法

2.1 通窍活血汤的制备 根据《医林改错》中通窍

活血汤的药物组成及配伍比例，川芎 3 g，赤芍 3 g，

大枣七枚约 21 g，红花 9 g，桃仁 9 g，生姜 9 g，老葱

6 g，麝香 0.15 g，黄酒 250 mL。以上为成人每日剂

量，按大鼠体表系数 6.3 折算可得等效剂量为 3 g+

3 g+21 g+9 g+9 g+9 g+6 g+0.15 g = 60.15 g，60.1 g/

60 kg×6.3≈6.3 g·kg-1·d-1

2.1.1 水煎组通窍活血汤的制备 精密称取赤芍、

川芎、桃仁、红花、老葱、生姜、大枣，按照药物比例

为 1∶1∶3∶3∶2∶3∶7，共 用 中 药 600 g，加 蒸 馏 水

6 000 mL，浸泡 2 h，煮沸 1 h，过滤，滤渣加入蒸馏水

4 800 mL 煮沸 1 h，过滤，合并滤液，滤液浓缩至适宜

浓度后加入麝香 1.5 g 快速搅拌混匀，补水定容至生

药质量浓度为 2 g·mL-1的提取液。

2.1.2 酒煎组通窍活血汤的制备 精密称取原方

10 倍量的通窍活血汤，以 10 倍量黄酒浸泡 1 h，煮沸

1 h，过滤，加入麝香 1.5 g 快速搅拌混匀，两沸后将

滤液浓缩至适宜浓度，补水定容成生药质量浓度为
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2 g·mL-1的提取液。

2.1.3 醇提组通窍活血汤的制备 精密称取原方

10 倍量的通窍活血汤，加入原方 10 倍量 75% 乙醇

混匀，浸泡 1 h，回流提取 2 h，过滤提取后加入 8 倍

量的 75% 乙醇回流提取 1 h，过滤，合并 2 次的滤液，

浓缩至无醇味，提取液中加入麝香 1.5 g，补水定容

成生药质量浓度为 2 g·mL-1的提取液。

2.2 CIRI 大鼠模型的建立 本研究参照 LONGA

等［16］改良线栓法建立 CIRI的大鼠模型，用小动物气

体麻醉机诱导麻醉成功后，换用麻醉面罩维持麻醉

状态，将大鼠颈部脱毛备皮，使大鼠仰卧位固定于

手术台上，碘伏、乙醇常规消毒，颈部正中偏左切

口，钝性剥离左侧颈总动脉（CCA），颈内动脉（ICA）
及颈外动脉（ECA）。结扎 ECA 远心端，CCA，并用

微动脉夹夹闭远端 ICA。在 ECA 残端下备线，用眼

科剪在 ECA 两线间剪一 V 形切口，插入栓线，将备

线适度打结至适宜的松紧度，线栓从 ECA 经 CCA

进入 ICA，直至出现少许阻力感即线拴到达大脑中

动脉入口处。从 ICA 与 ECA 分叉处算起线拴约插

入 18 mm，并结扎 ECA，伤口常规清洁并缝合，预留

部分栓线于皮肤外。缺血 2 h 后，拔出线栓，系紧颈

外动脉下方的细线，并解开 CCA 上的结使血流恢复

再灌注。缝合切口，常规消毒。假手术组大鼠只分

离血管，不进线。待大鼠苏醒后进行 mNSS 神经功

能障碍评分，分数 11~14 分为造模成功，纳入实验。

2.3 动物分组及给药 将大鼠随机分为假手术组

和造模组。造模组大鼠进行 CIRI模型复制，将造模

成功大鼠随机分为模型组、通窍活血汤水煎组、通

窍活血汤酒煎组、通窍活血汤醇提组，每组 12 只。

通窍活血汤水煎组、通窍活血汤酒煎组、通窍活血

汤醇提组大鼠每天以 6.3 g·kg-1剂量灌胃，假手术组

和模型组给予等体积的生理盐水灌胃，连续给药 7 d。

2.4 检测指标

2.4.1 大鼠 mNSS 评分 具体评分细则见表 1。

2.4.2 苏木素-伊红（HE）染色观察脑组织病理形态

学变化 取大鼠脑组织置于 4% 多聚甲醛固定，24 h

后石蜡包埋组织切片，行 HE 染色，镜下观察脑组织

形态学变化。

2.4.3 免疫组织荧光染色检测大鼠缺血脑组织中

GFAP，GLT-1，GS 表达情况 将脑组织按取材、脱

水和包埋的步骤制成蜡块；接着将脑组织蜡块切成

5 μm 厚的切片，按照常规步骤将组织切片脱蜡并浸

入 蒸 馏 水 中；在 EDTA 抗 原 修 复 缓 冲 液 中 煮 沸

15 min 进行抗原修复；切片在含有 5% 山羊血清的

PBS 37 ℃封闭 40 min；孵育一抗 GLT-1（1∶250），GS

（1∶100）4 ℃孵育过夜；加 GFAP 抗体（1∶200）室温

孵育 2 h；滴加与一抗相应种属的二抗（1∶200），
37 ℃中孵育 1 h；DAPI 复染细胞核，避光室温孵育

7 min；自发荧光淬灭剂 5 min，抗荧光淬灭剂封片，

通过荧光扫描仪检测免疫荧光。

2.4.4 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠缺

血脑组织中 GFAP，GLT-1，GS 表达情况 以颅底

Willis 环定位为取材部位，切取缺血侧脑组织。取

适量脑组织加入裂解液、蛋白酶抑制剂等，用高速

组织研磨仪匀浆（60 Hz，120 s），将匀浆液 4 ℃条件

下 12 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 8.5 cm），取

表 1 mNSS评分细则

Table 1 Standard of mNSS neurofunction defect score

实验名称

提尾实验（3 分）

直线行走实验

（3 分）

感觉实验（2 分）

平衡木实验

（6 分）

反射丧失和不

正常运动（4 分）

评分细则

前肢屈曲

后肢屈曲

头部在 30 s内偏离垂直轴>10°

将大鼠放置地板上，正常行走

将大鼠放置地板上，不能直线行走

将大鼠放置地板上，向轻瘫侧转圈

将大鼠放置地板上，向轻瘫侧倾倒

视觉测试或触觉测试：取一支笔在大鼠

眼前快频率转动，观察是否有眨眼反应；
取一棉签在大鼠腹部轻划，观察是否存在

腹壁反射。无眨眼反应、无腹壁反射或二

者皆不存在者加 1 分

本体感觉测试：向桌子边缘压鼠爪刺激

肢体肌肉，深感觉消失者加 1 分

四肢在平衡木上稳定平衡姿势

四肢紧抓平衡木边缘

紧抱平衡木，一肢体从平衡木垂落

紧抱平衡木，二肢体从平衡木垂落或在

平衡木上旋转（>60 s）
试图在平衡木上平衡但跌落（>40 s）
试图在平衡木上平衡但跌落（>20 s）
跌落；未尝试在平衡木上平衡（<20 s）

耳廓反射（接触外耳道时摇头为正常，

无摇头者加 1 分）
角膜反射（用棉丝轻触角膜时眨眼为正

常，无眨眼者加 1 分）
惊恐反射（对快弹硬纸板的噪音有运动

反应为正常，无运动反应者加 1 分）
癫病、肌阵挛

分数

/分

1

1

1

0

1

2

3

1

1

0

1

2

3

4

5

6

1

1

1

1
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上清液，提取脑组织蛋白，BCA 法检测蛋白浓度，计

算 蛋 白 的 上 样 量 ，GFAP 抗 体 ，EAAT2 抗 体 ，

Glutamine Synthetase 抗体（一抗稀释比例分别为 1∶

1 000，1∶1 000，1∶3 000，二抗稀释比例为 1∶4 000），
使用 Bio-Rad TGX 免染技术对印迹中的总蛋白信号

进行定量，以实现靶蛋白的归一化分析。Bio-Rad

V3 蛋白表达分析系统显影并测定各条带的灰度值，

目标蛋白的相对含量以目标蛋白/总蛋白的灰度值

表示。

2.4.5 高效液相色谱法（HPLC）检测缺血脑组织中

Glu 的表达 液相色谱条件：色谱柱为进样量 5 μL，

柱温 40 ℃，流动相 A-10% 甲醇水（含 0.1% 甲酸），
B-50% 甲醇水（含 0.1% 甲酸）。梯度洗脱条件为

0~6.5 min，10%~30%B；6.5~7 min，30%~100%B；
7~8 min，100%B；8~8.5 min，100%~10%B；8.5~

12.5 min，10%B。 流 速 ：0~8.5 min，0.3 mL·min-1；
8.5~12.5 min，0.3~0.4 mL·min-1。质谱条件：电喷雾

电 离（ESI）源 ，正 离 子 电 离 模 式 。 离 子 源 温 度

500 ℃，离子源电压 5 500 V，碰撞气 6 psi，气帘气

30 psi，雾化气和辅助气均为 50 psi（1 psi≈6.89 kPa）。
采用多重反应监测（MRM）进行扫描。

2.5 统计学方法 采用 SPSS 22.0 统计软件分析数

据，实验数据均以 x̄± s 表示，各组间均数的比较采用

完全随机单因素方差分析（One-way ANOVA），治疗

前后组内比较采用配对样本 t 检验，P<0.05 为差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 对 CIRI 大鼠神经功能的影响 治疗前后对各

组大鼠进行 mNSS 评分，评价神经功能缺损及恢复

情况。与本组治疗前比较 ，假手术组及模型组

mNSS 评分差异无统计学意义；3 种方式制备的通窍

活血汤治疗组 mNSS 明显降低（P<0.05）。连续治疗

7 d 后，与假手术组比较，模型组大鼠 mNSS 评分显

著升高，出现明显的神经功能损伤（P<0.01）；与模

型组比较，通窍活血汤水煎组、通窍活血汤酒煎组、

通窍活血汤醇提组 mNSS 评分显著降低，神经功能

有所改善（P<0.01）。3 种方式制备的通窍活血汤治

疗组间比较，醇提组较酒煎组、水煎组 mNSS 神经功

能 评 分 有 下 降 趋 势 ，但 差 异 无 统 计 学 意 义 。

见表 2。

3.2 对 CIRI 大鼠脑组织病理形态学的影响 HE

染色结果显示，假手术组大脑皮质及海马神经细胞

排列整齐、形态结构完整、细胞大小正常，核仁清

晰；模型组大脑皮质呈现坏死，排列紊乱、细胞边界

模糊，出现细胞水肿及炎性浸润；与模型组比较，3种

方式制备的通窍活血汤治疗组大脑皮质及海马神经

细胞形态结构改善，损伤程度有所减轻。见图 1。

3.3 对 CIRI大鼠脑组织中 Glu 表达的影响 HPLC

结果显示，治疗后，与假手术组大鼠比较，模型组大

鼠脑组织 Glu 含量显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，通窍活血汤水煎组、通窍活血汤酒煎组缺血脑

组织中 Glu 含量降低（P<0.05），通窍活血汤醇提组

缺血脑组织中 Glu 含量显著降低（P<0.01）；与水煎

组比较，醇提组大鼠脑组织 Glu 含量显著降低（P<

0.01）。水煎组、酒煎组差异无统计学意义。与酒煎

组相比，醇提组脑组织 Glu 含量明显降低（P<0.05）。
见表 3。

3.4 对 CIRI大鼠脑组织 GLT-1 与 GFAP 共表达，GS

与 GFAP 共表达的影响 与假手术组比较，模型组

表 2 通窍活血汤对 CIRI大鼠 mNSS评分的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Tongqiao Huoxuetang on mNSS neurofunction

defect score in CIRI rats（x̄± s，n=6） 分

组别

假手术

模型

通窍活血汤水煎

通窍活血汤酒煎

通窍活血汤醇提

剂量/g·kg-1

6.3

6.3

6.3

治疗前

0.00±0.00

12.17±0.752）

12.33±1.21

12.17±1.17

12.33±1.51

治疗后

0.00±0.00

13.17±1.942）

7.00±1.104，9）

6.67±0.824，9）

6.00±1.104，9）

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；与通窍活血汤水煎组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与通

窍活血汤酒煎组比较 7）P<0.05，8）P<0.01；与本组治疗前比较 9）P<

0.05（表 3~6 同）。

A. 假手术组；B. 模型组；C. 通窍活血汤水煎组；D. 通窍活血汤酒煎组；E. 通窍活血汤醇提组（图 2~4 同）
图 1 通窍活血汤对 CIRI大脑皮层及海马神经细胞的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Tongqiao Huoxuetang on CIRI cerebral cortex and hippocampus nerve cells（HE，×400）
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缺血脑组织中 GLT-1 与 GFAP 共表达显著减少（P<

0.01）；与模型组比较，通窍活血汤水煎组 GLT-1 与

GFAP 共表达明显增加（P<0.05），通窍活血汤酒煎

组、通窍活血汤醇提组 GLT-1 与 GFAP 共表达显著

增加（P<0.01）。与通窍活血汤水煎组比较，通窍活

血汤酒煎组 GLT-1 与 GFAP 共表达差异无统计学意

义，通窍活血汤醇提组 GLT-1 与 GFAP 共表达明显

增加（P<0.05）；与通窍活血汤酒煎组比较，通窍活血

汤醇提组 GLT-1 与 GFAP 共表达有升高趋势，但差

异无统计学意义。见图 2，表 4。与假手术组比较，

模型组脑组织中 GS 与 GFAP 共表达明显减少（P<

0.01）；与模型组比较，通窍活血汤水煎组 GS 与

GFAP 共表达有升高的趋势，但差异无统计学意义，

通窍活血汤酒煎组 GS 与 GFAP 共表达增加（P<

0.05），通窍活血汤醇提组 GS 与 GFAP 共表达显著

增加（P<0.01）。与通窍活血汤水煎组比较，通窍活

血汤酒煎组 GS 与 GFAP 共表达无显著性差异，通窍

活血汤醇提组 GS 与 GFAP 共表达明显增加（P<

0.05）；与通窍活血汤酒煎组比较，通窍活血汤醇提

组 GS 与 GFAP 共表达有升高的趋势，但差异无统计

学意义。见图 3，表 5。

3.5 对 CIRI 大鼠脑组织 GFAP，GLT-1，GS 蛋白表

达的影响 与假手术组比较，模型组 GFAP 表达煎

煮升高，GLT-1 表达显著降低（P<0.01），GS 表达明

显降低（P<0.05）。与模型组比较，通窍活血汤水煎

组 GFAP，GLT-1 表达明显升高（P<0.05），通窍活血

汤水煎组 GS 表达有升高趋势，但差异无统计学意

义；通窍活血汤酒煎组 GFAP，GLT-1 表达明显升高

（P<0.05），通窍活血汤酒煎组 GS 表达显著升高（P<

0.01）；通窍活血汤醇提组 GFAP，GLT-1，GS 表达显

著升高（P<0.01）。与通窍活血汤水煎组比较，通窍

活血汤酒煎组 GFAP，GLT-1 表达差异无统计学意

义，通窍活血汤酒煎组 GS 表达明显升高（P<0.05）；
通窍活血汤醇提组 GFAP 表达显著升高（P<0.01），
通窍活血汤醇提组 GLT-1，GS 表达明显升高（P<

0.05）。与通窍活血汤酒煎组比较，通窍活血汤醇提

组 GFAP 表达显著升高（P<0.01），通窍活血汤醇提

组 GLT-1 表达明显升高（P<0.05），通窍活血汤醇提

组 GS 表达差异无统计学意义。见图 4，表 6。

4 讨论

在中医学中无 CIRI 的病名，根据其临床症状归

属中医学“中风”的范畴。中风病位在脑，脑为元神

之官，贵在清灵通利，脑窍清灵则元神得安，脏腑生

理功能正常，诸形体官窍得以濡养而功能正常行

使。若受痰、热、瘀邪侵犯巅顶，阻滞经络，脑脉不

通则出现运动及认知功能障碍等神经功能损伤的

症状。中风病理机制复杂，虚实挟杂，但不论风、

火、痰、瘀、虚何因所致，最终皆可导致脉络不通，血

行不畅［17］，故活血通窍为中风的重要治法。通窍活

表 4 通窍活血汤对 CIRI大鼠缺血脑组织中星形胶质细胞 GLT-1

阳性表达率的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Tongqiao Huoxuetang on positive expression of

GLT-1 astrocytes in ischemic brain tissue in CIRI rats（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

通窍活血汤水煎

通窍活血汤酒煎

通窍活血汤醇提

剂量/g·kg-1

6.3

6.3

6.3

GLT-1 阳性表达比率

0.40±0.01

0.34±0.022）

0.36±0.013）

0.36±0.014）

0.38±0.024，5）

表 3 通窍活血汤对 CIRI大鼠脑组织 Glu含量的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Tongqiao Huoxuetang on expression of Glu in

brain tissues of CIRI rats（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

通窍活血汤水煎

通窍活血汤酒煎

通窍活血汤醇提

剂量/g·kg-1

6.3

6.3

6.3

Glu/μg·g-1

1 643.29±143.11

2 118.35±143.192）

1 963.06±97.723）

1 905.40±96.893）

1 751.22±124.384，6，7）

缺血半暗带脑组织中 GLT-1 呈红色荧光，GFAP 呈绿色荧光，GLT-1

与 GFAP 共表达部位呈黄色荧光

图 2 通窍活血汤对 CIRI 大鼠缺血脑组织中 GFAP 与 GLT-1 共表

达的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 2 Effect of Tongqiao Huoxuetang on colocalization of GLT-1

and GFAP in CIRI rats Ischemic brain tissue（IF，×100）
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血汤为活血通窍的经典名方，方中麝香味辛性温，

功专开窍通闭，解毒活血，为君药；方中赤芍、川芎

行血活血，桃仁、红花活血通络，葱、姜通阳，黄酒通

络，佐以大枣缓和芳香辛窜药物之性，功专通络开

窍，活血化瘀，原方主治“头面血瘀证”，现临床治疗

CIRI得到广泛应用。

现代药理学研究显示通窍活血汤中组成药物

麝香，其有效成分麝香酮，能减少 Glu 转运体谷氨酸

转运蛋白 1（EAAC1）的逆向转运，同时调节脑内

Glu 和抑制性神经递质的平衡，从而保护缺血缺氧

的脑组织［18-19］；川芎有效成分川芎嗪可抑制 Glu 等

兴奋性氨基酸过度释放，对 CIRI具有明显的保护作

用［20］。还有研究显示川芎和赤芍有效成分能够上

调缺血脑组织中 GLT-1 蛋白的表达，降低 Glu 兴奋

性毒性［21］。桃仁、生姜及红花其有效成分抗缺氧及

血栓形成，减少自由基生成，下调凋亡蛋白的表达，

对缺血脑损伤发挥保护作用［22］，由此可见，通窍活

血汤改善脑缺血损伤与降低 Glu 的兴奋性毒性作用

密切相关，而 GLT-1 是星形胶质细胞将 Glu 由细胞

间隙转运入细胞内的关键蛋白，且转运入星形胶质

细胞的 Glu 大部分经 Glu-Gln 循环代谢，所以推测通

窍活血汤通过调节星形胶质细胞 Glu-Gln 循环，清

除细胞间隙过度堆积的 Glu，从而改善了 CIRI 所致

的神经功能损伤。

研究显示通窍活血汤改善 CIRI 患者神经功能

疗效显著［23］，但其制备方式不尽相同，大致分为以

下 3 类：①按照《医林改错》原方药物配伍比例及煎

煮方法制备；②按照《医林改错》原方药物配伍比

例，忽略黄酒，水煎制备；③按照《医林改错》原方药

物配伍比例，应用现代工艺以乙醇回流提取［24-27］。

由此，本实验设置了 3 种不同制备方式的通窍活血

汤治疗组，比较三者治疗 CIRI 的疗效，并探讨其机

制差异。通窍活血汤酒煎组按照《医林改错》原方

药物比例配置，用黄酒半斤，将前七味煎一钟，去

渣，将麝香入酒内，再煎二沸，旨在模拟《医林改错》

中通窍活血汤的原方原貌；通窍活血汤水煎组乃通

窍活血汤原方药物配伍比例，去黄酒，经水煎制备

而成，旨在模拟现代临床应用。通窍活血汤醇提组

的制备药物组成及配伍比例与水煎组相同，但经

图 4 各组大鼠脑组织 GFAP，GLT-1，GS蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of GFAP，GLT-1 and GS protein expression in brain tissues of each group rats

表 5 通窍活血汤对 CIRI 大鼠缺血脑组织中星形胶质细胞 GS 阳

性表达率的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of Tongqiao Huoxuetang on positive expression of

GS astrocytes in ischemic brain tissue in CIRI rats（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

通窍活血汤水煎

通窍活血汤酒煎

通窍活血汤醇提

剂量/g·kg-1

6.3

6.3

6.3

GS 阳性表达比率

0.47±0.01

0.43±0.012）

0.45±0.02

0.46±0.013）

0.47±0.024，5）

缺血半暗带脑组织中 GS 呈红色荧光，GFAP 呈绿色荧光，GS 与

GFAP 共表达部位呈黄色荧光

图 3 通窍活血汤对 CIRI大鼠缺血脑组织中 GFAP与 GS共表达的

影响（免疫荧光，×100）
Fig. 3 Effect of Tongqiao Huoxuetang on the colocalization of GS

and GFAP in CIRI rats Ischemic brain tissue CIRI rats（IF，×100）
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75% 的乙醇回流提取，此设置旨在模拟现代临床应

用，为经典名方的二次开发提供一定理论基础。

本实验采用改良线栓法建立局灶性 CIRI 的大

鼠模型，mNSS 神经功能损伤评分及 HE 染色观察通

窍活血汤对 CIRI 大鼠的神经保护作用。mNSS 评

分可以从意识、运动、视觉、感觉、共济及神经反射

等方面反应大鼠的神经功能损伤情况。分值为 0~

18 分，神经功能缺损程度与评分高低成正比，评分

越高，说明神经系统功能损伤越严重。本研究将

mNSS 评分在 11~14 分的大鼠纳入实验范畴，模型

复制成功的 CIRI 大鼠出现偏瘫甚至运动时向右侧

转圈，精神萎靡，腹壁反射减弱或消失，感觉障碍，

平衡失调，神经反射减弱等症状。经 3 种方式制备

的通窍活血汤治疗后，CIRI 大鼠的 mNSS 评分降为

7 分左右，mNSS 评分较模型组（13 分）皆显著降低，

大鼠的肢体运动、感觉、协调能力及精神状态等方

面有所改善，神经功能逐渐恢复。江颖等［28］亦通过

mNSS 评分观察了通窍活血汤对 CIRI 大鼠的神经

功能改善作用，结果与本实验一致。

本研究 HE 染色结果显示，3 种方式制备的通窍

活血汤皆可减少炎性浸润，促进缺血脑组织细胞形

态的恢复，其中醇提组优于酒煎组，酒煎组优于水

煎组。

Glu 兴奋性毒性是神经功能障碍的重要机制。

脑缺血时，Glu 在突触间隙大量堆积，引起一系列病

理连锁反应，最终导致神经元损伤和神经功能障

碍［29］，Glu 释放的数量与神经元损伤程度密切相

关［30］。星形胶质细胞在控制细胞外 Glu 含量，调节

神经胶质和神经递质的稳态、突触重塑、神经细胞

再生、防止兴奋性毒性的产生等方面中发挥着至关

重要的作用［31］。GLT-1 和谷氨酰胺合成酶（GS）是
星形胶质细胞 Glu-Gln 循环过程中的 2 个关键蛋白，

GLT-1 负责将突触间隙内的 Glu 转移进入星形胶质

细胞，在 GS 的作用下生成为 Gln，Gln 重新回到突触

前神经元供给能量。研究显示 GLT-1 负责突触间隙

高达 90% Glu 的清除［32］，而星形胶质细胞占 90%~

95%［33］。研究显示脑缺血损伤数小时后，GFAP 表

达明显增加，星形胶质细胞被激活，细胞肥大、突起

增大变长［34］。

本研究结果显示，CIRI 大鼠缺血脑组织中 Glu

含量显著升高，GFAP 的表达明显增多，水煎、酒煎、

醇提 3 种方式制备的通窍活血汤皆可改善 CIRI 大

鼠的神经功能，降低缺血脑组织 Glu 表达量，同时上

调 GFAP，GLT-1 蛋白的表达，其中通窍活血汤醇提

组的作用最为明显，通窍活血汤酒煎组与通窍活血

汤水煎组比较无统计学差异。此外，通窍活血汤醇

提组和酒煎组还可上调 GS 蛋白的表达，推测可能

与醇提法、酒煎法制备的通窍活血汤，其有效成份

提取率更高有关。醇提法制备的通窍活血汤采用

75% 的乙醇回流、过滤提取，可以溶解生物碱、水溶

性成分及脂溶性成分，其浸出液含量比水浸出液、

酒浸出液含量明显增加，其有效成分可能通过进一

步促进星形胶质细胞活化，增强 Glu-Gln 循环过程

中 GLT-1 对 Glu 的转运，GS 对 Glu 的转化，降低 Glu

的兴奋性毒性而发挥保护作用，这可能是醇提法制

备的通窍活血汤在促进脑组织细胞形态恢复方面

较酒煎法、水煎法显著的原因之一。酒煎法制备的

通窍活血汤，能将能溶于酒的有效成份浸出，同时

黄酒亦发挥通血脉，行药势、引药直达病所的作用，

在增强 GS 蛋白表达方面较水煎组更为明显，同时

与通窍活血汤水煎组相比，有降低 Glu 兴奋性毒性

的趋势。

由此得出结论，通窍活血汤通过调节星形胶质

细胞 Glu-Gln 循环降低 Glu 兴奋性毒性，改善 CIRI

大鼠的神经功能，经醇提法制备的通窍活血汤在该

机制中的作用优于酒煎法和水煎法。本研究创新

性的比较了水煎法、酒煎法、醇提法制备的通窍活

血汤对 CIRI 的作用效果，并探讨了其相关机制，为

下一步对通窍活血汤的药效物质基础及有效组分

配伍研究提供了依据。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。

表 6 通窍活血汤对 CIRI大鼠脑组织 GFAP，GLT-1，GS蛋白表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of Tongqiao Huoxuetang on expression of GFAP，GLT-1 and GS protein in brain tissues of CIRI rats（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

通窍活血汤水煎

通窍活血汤酒煎

通窍活血汤醇提

剂量/g·kg-1

6.3

6.3

6.3

GFAP/总蛋白

0.08±0.02

0.23±0.042）

0.29±0.043）

0.30±0.043）

0.38±0.084，6，8）

GLT-1/总蛋白

0.51±0.17

0.18±0.062）

0.34±0.013）

0.35±0.133）

0.50±0.114，5，7）

GS/总蛋白

0.37±0.11

0.25±0.051）

0.29±0.08

0.40±0.084，5）

0.41±0.124，5）
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·书讯·

口腔正畸治疗牙周疾病致前牙移位的改善分析
——评《口腔临床实践指导》

牙周炎是常见的口腔疾病，牙周病是除了癌症、心血管病之外危害人类健康的最大疾病。牙周炎主要是牙龈及牙周组织

炎症，临床表现为形成牙周袋、牙周发炎等症状，而牙周炎的发生常常会导致患者的前牙出现移位、松动的情况，不仅使患者的

牙齿美观受损，还会让患者的咀嚼变得困难，影响食欲。通常情况下，面对牙周病会采用基础性治疗的方法。同时这方面的研

究著作也相继问世，是口腔科医生学习治疗牙周疾病的基础方法。

《口腔临床实践指导》张佐主编，由阳光出版社 2017 年出版。张佐教授曾任中华口腔医学会第二、三、四届理事会理事，口

腔正畸专业委员会第二、三、四、五届委员。享受国务院、自治区政府特殊津贴，其内容融合了张佐教授多年的临床实践经验，

并结合中西医诊疗技术和临床案例，撰写了这部兼顾学术性和实用性的医学丛书。该书分为 13 章，对口腔医学知识做了全面

系统的梳理、归纳、筛选、总结了理论上的重要知识点及难点问题，对临床具有指导意义的问题和热点问题，引起当今口腔学界

广泛关注、热议的问题，进行了凝练与升华，形成了临床实践指导呈现给读者。本书中较详细的介绍了牙周病致前牙移位应用

口腔正畸治疗对患者牙周不良的改善效果。具体方法，口腔正畸一般指牙齿矫正对患者采用方丝带环，在活动的尖牙和切牙

上连接托槽，采用医用钛镍圆丝对活动的前牙进行矫正，正畸力大小的调整，应根据患者的反应及牙周支持组织的多少，促进

其稳定性的提高。对患者牙周袋深度、出血指数、前牙覆盖度、牙槽骨高度和覆盖度进行详细观察。引导患者如何使用矫治

器，叮嘱患者对牙周状况及口腔卫生要特别注意，同样进行 3 个月的治疗，在牙周疾病引起的前牙移位的治疗中，采用口腔正

畸治疗可有效地降低牙周深度。一般来说，在进行口腔正畸治疗之前，先进行炎症的处理治疗，有可能受此影响，使矫正治疗

不受其他因素的影响。目前，有效控制牙周病患者的发炎，是牙周病前牙移位治疗的关键环节，如果盲目施以正畸力，不但对

畸形牙齿不能起到矫正作用，还可能加重病情。通过正畸治疗，创伤可以去除，关系可以重建，同时在进行口腔治疗时，还需做

好口腔维护，保持口腔清洁，防止牙龈发炎的现象。对于牙周疾病引起的前牙移位患者，采用口腔正畸治疗能有效地帮助患者

移位后的牙齿恢复到原来的位置。不仅有助于牙周病的治疗，而且使患者的复发率大幅度降低，让患者拥有一口健康的牙齿。

患者牙齿恢复健康后，将对患者的生活产生很大影响，可以提高患者的生活质量。经口腔正畸治疗后，可使患者的牙周组织深

度明显降低。但是口腔正畸术的疗效与患者的牙周炎消炎程度有很大关系，为确保口腔正畸术的疗效，需要在治疗准备阶段

开展有效的抗炎工作。若不能消除炎症，便贸然进行后期修复治疗，不但不能使移位的牙齿复位，还会加重患者的病情。

《口腔临床实践指导》在编写过程中，力求内容全面，层次明确，在本书中作了较为详尽的阐述，提出了许多临床上需要口

腔医生高度重视的难题，做出了具体的指导意见。希望能为在口腔临床医学一线工作的广大医生提供更好的帮助。可以作为

口腔医生，尤其是口腔全科医生和基层口腔医生临床实践的参考和指南，也可以作为培训口腔全科医生的教材，推广适宜技

术，实施口腔科技惠民计划。

（作者杨琴 1，金费妍 2*，1.嘉兴市秀洲区洪合镇卫生院，浙江 嘉兴 314023；2. 浙江省桐乡市妇幼保健院，浙江 桐乡 314500）
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