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参附注射液预处理对新生大鼠缺氧缺血后脑保护作用 
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【摘 要】目的：研究参附注射液(Shenfu injection，SF)预处理对新生大鼠脑保护作用。方法：建立新生大鼠缺氧缺血性脑病 

(Hypoxic—ischemic encephalopathy，HIE)模型，并随机分为3组：假手术组(s)，生理盐水对照组(c)，参附预处理组(SF)。把实验 

分成 2部分：①检测新生大鼠缺氧缺血后24 h热休克蛋白HSP70和HSP90表达；②免疫组化方法检测缺氧缺血后 24 h新生 

大鼠海马 CA1区神经元 Bax、Bcl一2蛋白的表达。结果：缺氧缺血后 24 h，S组 HSP70表达较少(0．15~0．02)，C组可见到较多的 

HSP70免疫阳性细胞(0．84~0．14)，明显高于 s组(P<O．O1)；SF组 HSP70(1．56~0．16)免疫阳性细胞分布较 C组广泛 ，数量明显 

增多(P<O．05)而sF组 HSP90的表达与c组相仿；sF组海马神经元 Bax表达较生理盐水明显下调(16．5~2-3；23．2~3．4)(P<0．05)， 

而 Bcl一2表达显著增多(36．9~4．1；23．4~3．5)(P<O．05)。结论：sF预处理可通过增加HSP70表达，增强新生大鼠对缺氧缺血的耐 

受能力，通过上调海马CA1区椎体细胞Bcl一2蛋白的表达，下调Bax的蛋白表达，减少神经元凋亡的发生，从而达到对新生大 

鼠缺氧缺血后脑保护作用。 
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【Abstract]Objective：To study the protective effect of Shenfu injection pretreatment on neonatal rats with hypoxic—ischemic en— 

cephalopathy(HIE)．Methods：HIE model rats were randomly divided into three groups：sham operation group(S)，saline control group 

(C)，and Shenfu injection pretreatment group(SF)．The experiment included two pa~s：one was to detect the heat shock protein HSP70 

and HSP90 expression 24 h after hypoxia—ischemia(HI)；the second was to measure the expression of Bcl-2 and Bax of neurons in 

left hippocampal CAI region．Results：There was less expression of HSP70 and HSP90 in S group 24 h after HI；the increase of 
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SF group(1．56~0．16)than in C group(19<0．05)there was no obvious difference in the expression of HSP90 between these groups．(尸> 

0．05)．The expression of Bcl-2(36．9~4．1)or Bax(16．5~2．3)in group SF was markedly higher or lower than that of group C(23-4± 

3．5；23．2+3．4)(尸<0．05)．Conclusion：The pretreatment of SF could enhance the tolerance to hypoxia ischemia by increasing HSP70 

expression in neonatal rats with HIE．and significantly prevent apoptosis of hippocampus neurons from HI insult by up-regulation of 

the anti-apoptotic gene Bcl-2 and down-regulation of the pro-apoptotic gene Bax． 

【Key words]shenfu iIljection；hypoxic—ischemic encephalopathy；apoptosis；Bcl-2；Bax；heat shock protein 

缺氧缺血性脑病(Hypoxic—ischemic encephalopathy，HIE) 

在临床上，尤其围产期，是危及新生儿生命和导致婴儿和儿 

童期神经损伤的的主要原因．尽管有关防治的研究颇多，但 

目前仍未取得明显突破．缺氧缺血耐受现象的发现为缺氧缺 

血性脑损伤治疗开辟了新的途径。多种物理、化学或药物性 

预处理方法均可诱导产生脑缺氧缺血耐受_l_，本课题组以往 

的研究发现参附注射液(Shenfu injection，SF)对脑缺血一再灌 

注损伤具有类似缺氧缺血预适应的脑保护效应日，有报道缺 

氧缺血预适应所诱导的脑缺氧缺血耐受与热休克蛋白(Heat 

shock protein，HSP)表达增强有显著的关系翻，因此，本研究通 

过免疫组化方法，观察SF预处理对缺氧缺血后HSP70、HSP90 

和凋亡基因表达的影响．进一步探讨其脑保护效应及其部分 

机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

①动物：7 d龄新生sD大鼠 (徐州医学院院实验动物中 

心)，雌雄不限，体重 l2～16 g。②主要药品、免疫试剂以及仪 

器：8％02／92％N2混合气(上海特种气体厂)；兔抗Bcl一2抗体、 

兔抗 Bax抗体、Pv试剂盒和联苯二胺显色剂(北京中山公 

司)；HSP70、HSP90(博士德生物有限公司，武汉)。SF(雅安三 

九药业有限公司，批号 ：991210)；常压缺氧舱(上海市儿科研 

究所)；LEICA Qwin图像处理与分析系统(德国)。 

1．2 方法 

建立新生大鼠HIE模型。实验分成2大部分：①检测缺 

氧缺血后24 h HSP70和HSP90表达；②免疫组化方法测缺 

氧缺血后 24 h新生大鼠海马CA1区神经元 Bax、Bcl一2蛋白 

的表达。HIE模型的制作：参照Rice法，乙醚吸入麻醉后，结 

扎鼠左侧颈总动脉，术毕 2 h后置容器中持续吸入 8％0：、 

92％N2混合气体，流速2．0 Umin，以钠石灰吸收CO2，持续 2 

h。s组仅切开颈正中皮肤和分离左侧颈正中动脉，不结扎，不 

缺氧．sF组在缺氧缺血前连续4 d腹腔注射sF 10 ml／kg[ ， 

C组用法同SF组。HI后与母鼠同窝，母乳喂养，室温22-25．9℃， 

避免强光和噪音刺激，12 h光照与黑暗交替。 

1-3 免疫组化方法检测定及 HSP70、HSP90半定量分析 

各组新生大鼠海马CA1区锥体神经元Bcl一2。Bax一蛋白 

表达 ：全部脑标本立即用 10％中性甲醛固定 5 d后，取材、常 

规脱水、透明、浸蜡、包埋后。选取海马、齿状回互包平面行连 

续切片，片厚4 Ixm。Bcl一2和Bax免疫组化染色(PV法)。HSP70、 

HSP90半定量分析由 1名指定人员按照 McCaahy等的方法 

对全部免疫组化染色结果进行半定量分析．即按照细胞着色 

的程度分成 0～3四级 (0级无着色、1级轻度着色、2级明显 

着色、3级深度着色)。每张切片计数 100个相邻细胞。计算4 

种不同着色程度细胞的百分数，最终抗原表达程度的分值按 

公式 ZPixi计算，其中i为细胞着色程度，取值为0、1、2、3，Pi 

为细胞着色程度为 i时的细胞百分数。 

1-4 统计学处理 

多组间的比较采多个样本比较 的秩和检验 (Kruskal— 

Wallis法，日检验)，P<O．05认为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 HSP70、HSP90半定量分析 

S组 HSP70和 HSP90表达较少 ：C组可见到较多 的 

HSP70免疫阳性细胞，明显高于 S组(P<O．O1)；SF组 HSP70 

分布较 c组广泛，数量明显增多，胞浆及胞核都可见 HSP70 

的表达，明显高于c组(P<0．05)。而sF组HSP90的表达与s 

组及 C组比较差异无统计学意义(JP>0．05)(表 1、图 1～3)。 

2．2 SF预处理对 HI后 Bcl一2、Bax的分布及灰度的影响 

HI后 24 h，与 S组相比，C组和 SF组 Bcl一2、Bax在海马 

CAI区表达明显增加，sF组Bcl一2表达明显高于c组(P<0．05)， 

Bax表达明显低于 C组(P<0．05)(见表 2、图 4-9)。 

3 讨 论 

sF是由著名古验方参附汤加工提炼而成，为红参、黑附 

片的提取物．是采用现代技术提取制备的中药复方制剂，主要 

成分为人参皂甙(>0．8 mg／m1)~1]乌头碱(<0．1 m#m1)。人参皂 

甙具有清除自由基、抗氧化损伤，抑制细胞内Ca2 超载的作 

用．对脑缺血一再灌注损伤有明显的保护作用 ，SF同样具有 
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脑保护效应，在大鼠大脑中动脉栓塞模型中，缺氧缺血前给 

予sF预处理可明显减小缺血一再灌注损伤后的脑梗死容积 

并改善大鼠的神经行为学评分[51。本研究采用经典的大鼠缺 

氧缺血模型，根据以往对 sF预处理剂量效应关系及治疗时 

间窗的研究结果。所以选择了 10 ml／kg的剂量[21。HSP家族如 

HSP70参与了延长耐受缺氧的时间，增强抗应激能力[51以及 

缺血预适应的保护机制[61，其保护机制是通过伴侣蛋白对应 

激状态下蛋白质降解的抑制作用而实现，HSPT0在神经元早 

期的有效聚集是其能耐受缺氧缺血性损伤而得以生存的一 

个重要标志 。Currie等口在大鼠大脑中动脉栓塞模型中应用 

缺血预适应诱导产生缺血耐受的试验中，出现早期HSP70表 

达增强及较晚出现的 HSP27表达增强。本研究结果显示。脑 

缺氧缺血前给予SF预处理后可使HSP70的表达进一步增多， 

提示缺氧缺血前给予sF具有类似预缺血促进HSP70表达的 

效应。在缺氧缺血预适应的保护机制中，HSP70表达可减少 

氧自由基生成对抗脑组织的氧化性损伤[81，同时sF具有抗氧 

化损伤、抑制钙超载、增加心肌缺血一再灌注损伤后HSP70表 

达、升高心肌组织SOD活性并降低NMDA含量等作用[91．故 

我们推测sF的预处理效应可能通过上述抗氧化损伤、抑制钙 

超载等多种途径进一步引起HSP70表达增多而产生保护效 

应。在短暂全脑缺血模型中，HSP90在海马 CA1区细胞中表 

达，而在局灶性脑缺血模型中无变化 ，我们的结果也未发现 

缺氧缺血24 h后HSP90表达出现明显变化。有研究报道㈣， 

HSP90可与热休克因子 1(HSF1)形成多蛋白复合物并抑制 

其转录活性 。而 HSP70的转录活性直接与 HSF1关联 ，活化 

的HSF1与HSP70基因的启动基因结合并刺激其转录活性， 

同时．HSP70与 HSPgO等相互的作用对细胞凋亡过程有重 

要影响[1I】'因此，我们在检测HSP70表达的同时检测了细胞 

凋亡相关基因Bax和与Bcl一2表达情况，观察给予sF预处理 

后．HSP70表达增加是否会伴随 Bax和与Bcl一2表达变化， 

研究结果发现，使用 sF干预后 ，海马神经元Bcl一2和 Bax蛋 

白表达均有显著的的变化，表现为 SF组Bcl一2蛋白表达明显 

高于生理盐水对照组．而 Bax蛋白则明显低于生理盐水组的 

表达．提示 sF具有抗 HI后的神经细胞凋亡作用。 

综上所述．缺氧缺血前预先给予sF具有预处理效应，损 

伤后神经元 HSP70表达增强，提示 SF脑保护效应的可能机 

制为诱导 HSP70表达增多，通过上调海马CA1区椎体细胞 

Bcl一2蛋白的表达。下调Bax的蛋白表达，减少神经元凋亡的 

发生。从而达到对新生大鼠缺氧缺血后脑保护作用。 
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