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栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能及突触可塑性
的影响机制 Δ
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摘 要 目的 研究栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能和突触可塑性的影响机制。方法 大鼠随机分为假手术组、

模型组、栝楼桂枝颗粒组（3.6 g/kg），每组6只。采用线栓法构建大鼠脑缺血再灌注损伤模型，造模后2 h灌胃相应药物或生理盐

水，每日1次，连续7 d。末次给药后，评价大鼠神经功能[以改良神经功能缺损评分（mNSS）和转角百分率计]，检测大鼠缺血侧大

脑皮层神经元凋亡率，生长相关蛋白 43（GAP43）、微管相关蛋白 2（MAP2）阳性表达情况，神经元核抗原（NeuN）、神经突触素 1

（Syn-1）、突触后致密蛋白95（PSD-95）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPARγ）、脑源性神经营养因子（BDNF）、原肌球蛋白激酶

受体B（TrkB）蛋白以及NeuN、Syn-1、PSD-95 mRNA表达情况。结果 与模型组比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠mNSS、转角百分率、神

经元凋亡率均显著降低（P＜0.01）；GAP43呈弱免疫反应性，MAP2呈中等免疫反应性；NeuN、Syn-1、PSD-95、PPARγ、BDNF、TrkB

蛋白以及Syn-1、NeuN、PSD-95 mRNA表达量均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结论 栝楼桂枝颗粒可通过激活BDNF/TrkB信号

通路来提高突触可塑性，从而减轻脑缺血再灌注损伤大鼠的神经功能损伤。

关键词 栝楼桂枝颗粒；脑缺血再灌注损伤；突触可塑性；脑源性神经营养因子

Effect mechanism of Gualou guizhi granule on neurological function and synaptic plasticity in rats with 

cerebral ischemia-reperfusion injury
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effect mechanism of Gualou guizhi granule on neurological function and synaptic 

plasticity in rats with cerebral ischemia-reperfusion injury. METHODS The rats were randomly divided into sham operation group， 

model group and Gualou guizhi granule group （3.6 g/kg）， with 6 rats in each group. The cerebral ischemia-reperfusion injury 

model was established by the suture occlusion method. Two hours after modeling， the model rats were given relevant medicine or 

normal saline intragastrically， once a day， for 7 consecutive days. After the last medication， the neurological function of rats was 

evaluated [calculated by modified neurological severity scores （mNSS） and corner turning percentage]； the neuronal apoptosis rate 

of brain histiocyte in the ischemic side of rats was detected in each group； the positive expressions of growth associated protein 43 

（GAP43） and microtubule associated protein 2 （MAP2） were detected； protein expressions of neuron-specific nuclear protein 

（NeuN）， synaptophysin-1 （Syn-1）， postsynaptic density protein-95 （PSD-95）， peroxisome proliferators-activated receptor γ 

（PPARγ）， brain-derived neurotrophic factor （BDNF） and tropomyosin receptor kinase B （TrkB）， as well as mRNA expressions of 

NeuN， Syn-1 and PSD-95 were detected. RESULTS Compared with the model group， mNSS， corner turning percentage and 

neuronal apoptotic rate were decreased significantly in Gualou guizhi granule group （P＜0.01）； GAP43 represented weak 

immunoreactivity， and MAP2 represented moderate immunoreactivity； protein expressions of NeuN， Syn-1， PSD-95， PPARγ， 

BDNF， TrkB and mRNA expressions of Syn-1， NeuN， PSD-95 were all increased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）. 
CONCLUSIONS Gualou guizhi granule can promote synaptic 

plasticity by activating BDNF/TrkB signaling pathway， thus 

playing a protective role in cerebral ischemia-reperfusion injury 

in rats.
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缺血性脑卒中是一种严重危害神经系统的疾病，患

者发病时脑部血管堵塞导致脑供血不足从而引起一系

列病理损伤，近年来其发病率高且呈年轻化趋势[1]。目

前国内外针对缺血性脑卒中主要使用重组组织型纤溶

酶原激活剂进行溶栓治疗。该治疗方法对治疗时间窗

（＜4.5 h）及患者身体素质有较高要求，仅有少数患者可

以从中受益，且容易引起脑水肿等不良反应，因此探究

缺血性脑卒中病理机制并寻找有效的治疗药物成为目

前医疗领域的研究热点。栝楼桂枝颗粒来源于张仲景

《金匮要略》中栝楼桂枝汤，由栝楼根、桂枝、白芍、生姜、

甘草、大枣组成，用药比例为 10∶3∶3∶3∶2∶3，有调和气

血、柔润筋脉的功效。临床研究发现，该颗粒可以显著

改善脑卒中引起的肢体痉挛、震颤等症状，针对脑卒中

后肢体痉挛的治疗有效率达96.97%[2]。

突触是神经元间信息传递的关键渠道，神经元通过

突触相连接以维持大脑的生物学功能。脑缺血发生后

神经网络被破坏，从而导致神经功能受损，此时脑神经

网络重新发育并发生结构性改变，这种在外界刺激后神

经元及相关神经网络发生的适应性变化称为突触可塑

性[3]。脑损伤后脑区间建立新的联系有利于大脑功能的

恢复。脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic 

factor，BDNF）是神经系统中重要的营养因子，在保障神

经元正常生理功能中起重要作用。原肌球蛋白激酶受

体B（tropomyosin receptor kinase B，TrkB）为BDNF的特

异性受体，研究发现，脑缺血发生后，激活BDNF可诱导

TrkB磷酸化，促进神经元轴突生长、改善突触可塑性，从

而减轻脑缺血后神经功能损伤[4]。本课题组前期研究发

现，栝楼桂枝颗粒可减小大脑中动脉闭塞模型大鼠脑梗

死体积，改善大鼠大脑皮层病理变化，其作用机制与抑

制内质网应激及未折叠蛋白反应、促进血管新生等多种

途径有关[5—6]，但其是否能通过调控BDNF/TrkB信号通

路提高突触可塑性从而起到抗脑缺血的作用尚不清楚。

本研究探讨了栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠

神经功能和突触可塑性影响的可能机制，旨在为栝楼桂

枝颗粒的临床应用提供理论依据。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括ChemiDoc XRS+型凝胶

成像系统、C1000 Thermal Cycler 型聚合酶链式反应

（PCR）仪（美国Bio-Red公司），DMi8型倒置荧光显微镜

（美国Leica公司），A28132型实时荧光定量 PCR仪（美

国Thermo Fisher Scientific公司）。

1.2　主要药品与试剂

栝楼桂枝颗粒（批号0087001）由福建中医药大学附

属第二人民医院药学部提供；即用型免疫组化试剂盒

（批号 SA1020）购自武汉博士德生物工程有限公司；

RIPA 裂解液、蛋白浓度测定试剂盒（批号分别为

P0013B、P0012）均购自上海碧云天生物技术有限公司；

5×蛋白缓冲液（批号 SD8320）购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；快速封闭液（批号 12010020）购自美

国Bio-Rad公司；Trizol试剂、反转录试剂盒（批号分别为

15596026、K1622）均购自美国 Thermo Fisher Scientific

公司；兔源神经突触素 1（synaptophysin-1，Syn-1）、突触

后致密蛋白 95（postsynaptic density protein-95，PSD-

95）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ（peroxisome proli-

ferators-activated receptor γ，PPARγ）、生长相关蛋白 43

（growth associated protein 43，GAP43）、TrkB 抗体（批号

分别为#5297、#3409、2435s、#8945、#4603）均购自美国

CST 公司；兔源神经元核抗原（neuron-specific nuclear 

protein，NeuN）抗体、鼠源 β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批

号分别为6975-1-AP、66009-1-lg）均购自美国Proteintech

公司；兔源BDNF抗体（批号Ab108319）购自美国Abcam

公司；羊源微管相关蛋白2（microtubule associated protein 

2，MAP2）抗体（批号Sc-5359）购自美国Santa Cruz公司；

TUNEL细胞凋亡试剂盒、山羊抗小鼠 IgG二抗、山羊抗

兔 IgG二抗（批号分别为B0013-50T、S0100、S0101）均购

自北京兰博利德生物技术有限公司。

1.3　动物

SPF级雄性SD大鼠18只，体重（260±20）g，由福州

市仓山区吴氏实验动物中心提供。大鼠饲养于福建中

医药大学实验动物中心SPF级动物房，实验动物使用许

可证号为SYXK（闽）2019-0007。本研究操作严格遵循

动物实验福利相关规定，并通过福建中医药大学动物伦

理委员会审核批准，批准号为FJTCM IACUC2022024。

2　方法

2.1　分组、造模与给药

将大鼠随机分为假手术组、模型组、栝楼桂枝颗粒

组，每组 6只。参照线栓法[7]，对模型组、栝楼桂枝颗粒

组大鼠行左侧大脑中动脉阻塞再灌注手术构建脑缺血

再灌注损伤模型，假手术组除不插入线栓外其余操作同

模型组。根据Zea-Longa评分法[7]对模型组和栝楼桂枝

颗粒组大鼠进行神经功能评分，1～3分视为造模成功。

造模后 2 h，栝楼桂枝颗粒组大鼠灌胃栝楼桂枝颗粒

（3.6 g/kg，根据前期研究结果设置），假手术组和模型组

大鼠灌胃等体积生理盐水，给药量为 10 mL/kg，每日 1

次，连续7 d。
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2.2　大鼠神经功能评价

末次给药后，采用改良神经功能缺损评分（modi‐

fied neurological severity scores，mNSS）[8]法评价各组大

鼠神经功能的损伤程度，然后采用转角实验评价各组大

鼠的神经功能。转角实验操作：取两块板，两板边缘紧

靠夹角为30 °，把大鼠放在两板开口处，大鼠进入角落后

会向右或者向左转弯。每只大鼠测试10次，统计其向右

转弯的次数，并计算转角百分率，转角百分率＝向右转

次数/10×100%。

2.3　大鼠缺血侧大脑皮层神经元凋亡率检测

转角实验后，麻醉大鼠，打开胸腔，在心脏处剪一个

小口进行灌注，待大鼠四肢发白后取脑，于4%多聚甲醛

中浸泡 24 h进行固定，然后脱水、石蜡包埋、切片、脱蜡

复水，于室温下依次用蛋白酶K孵育 10 min、平衡缓冲

液孵育 5 min，再滴加反应缓冲液，于 37 ℃恒温箱中孵

育2 h，加入TUNEL和4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）

染色液染核，封片。使用倒置荧光显微镜观察各组大鼠

缺血侧大脑皮层神经元凋亡情况，采用 Image J软件分

析，取不同视野记录阳性细胞数，并计算神经元凋亡率，

神经元凋亡率＝阳性细胞数/细胞总数×100%。

2.4　大鼠缺血侧大脑皮层中 GAP43、MAP2 阳性表达

检测

取“2.3”项下石蜡切片进行脱蜡复水，使用内源性过

氧化物酶阻断液覆盖 10 min，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗

3次。将配制好的柠檬酸钠抗原修复液用微波炉高火加

热至微沸，放入切片后低火加热 15 min进行抗原修复，

冷却至室温，用5%牛血清白蛋白封闭2 h，加入GAP43、

MAP2一抗（稀释比例均为 1∶200），于 4 ℃冰箱孵育过

夜；次日加入相应二抗，室温孵育2 h，清洗后，使用链霉

抗生物素蛋白-生物素-过氧化物酶复合物（streptavidin-

biotin-peroxidase complex，SABC）于37 ℃孵育1 h，二氨

基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）染色，苏木素复染30 s，

清洗20 s，封片。使用倒置荧光显微镜观察并拍摄缺血

侧大脑皮层GAP43、MAP2阳性表达情况，采用 Image J

软件，以免疫组织化学评分（immunohistochemical score，

IHS）法进行分级评价[9]。首先计算阳性细胞率（阳性细

胞数/细胞总数×100%），根据阳性细胞率进行评级得到

阳性细胞率分级（A），分级标准：阳性细胞率≤1%为

0，＞1%～10%为 1，＞10%～50%为 2，＞50%～80%为

3，＞80%～100%为 4；再根据样本细胞核、胞质等部位

的染色强度进行分级得到阳性细胞显色强度分级（B），

评级标准：阴性为 0，弱阳性为 1，阳性为 2，强阳性为 3；

最后按A×B计算 IHS，分级标准：IHS为9～12表示强免

疫反应性，5～8表示中等免疫反应性，1～4表示弱免疫

反应性，0表示阴性[9]。

2.5　大鼠缺血侧大脑皮层中神经可塑性及 BDNF/TrkB

信号通路相关蛋白表达检测

取大鼠缺血侧大脑皮层约 100 mg，加 1 mL裂解缓

冲液，放入匀浆机匀浆，于冰上静置 30 min，离心，取上

清，测定蛋白浓度，按上样蛋白总量为30 μg计算上样体

积。取适量蛋白原液，加入4倍量的5×蛋白缓冲液，于

100 ℃变性 10 min。将处理后的样品电泳、分离、转膜、

封闭后，加入NeuN、Syn-1、PSD-95、PPARγ、BDNF、TrkB、

β-actin一抗（除 β-actin稀释比例为 1∶10 000外，其余一

抗稀释比例均为1∶1 000），于4 ℃冰箱过夜；次日用PBS

清洗 3次，加入相应二抗（稀释比例为 1∶5 000），室温下

孵育 1.5 h，再用PBS清洗 3次，曝光，显影。使用 Image 

Lab 4.1软件进行分析，以目的蛋白与内参蛋白（β-actin）

的灰度值比值表示目的蛋白的表达量，并以假手术组为

参照进行归一化处理。

2.6　大鼠缺血侧大脑皮层中神经可塑性相关因子

mRNA表达检测

取大鼠缺血侧大脑皮层约100 mg，加入1 mL Trizol

试剂匀浆，于室温静置 10 min，将其移至新的EP管中，

加入0.2 mL氯仿，混匀离心，将上层水相吸入到新的EP

管中，加入 500 μL 异丙醇，混匀离心，得到白色沉淀

（RNA），测定 RNA 的浓度。采用反转录试剂盒合成

cDNA，使用实时荧光定量 PCR 仪检测，按 2－ΔΔCt 计算

NeuN、Syn-1、PSD-95 mRNA 表达量。反应条件：50 ℃

预热2 min，95 ℃预热10 min；95 ℃变性15 s，60 ℃退火

30 s，60 ℃延伸30 s，共40个循环。反应体系如下：扩增

预混合溶液5 μL、无酶水3.4 μL、正反向引物各0.3 μL、

cDNA 1 μL。引物由福州沃森生物技术有限公司设计、

合计，序列与产物大小见表1。

2.7　统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行统计分析。本研究数据以

x±s表示，符合正态分布的数据多组间比较采用单因素

方差分析，方差齐则进一步两两比较采用LSD-t检验，方

差不齐则进一步两两比较采用Games-Howell检验；不符

合正态分布的数据采用非参数 Mann-Whitney U 检验。

检验水准α＝0.05。

表1　PCR引物序列与产物大小

引物名称
GAPDH

NeuN

Syn-1

PSD-95

引物序列                            

正向引物：5′-GTTGGTGCTGAAGGAGTGGT-3′

反向引物：5′-GCTGGTTGAGTGGAAAGAGC-3′

正向引物：5′-GTGCTGAGATTTATGGAGGCTATG-3′

反向引物：5′-ATGGTTCCGATGCTGTAGGT-3′

正向引物：5′-GGTGGATTCTCCGTGGACAT-3′

反向引物：5′-GCAGCCCAATGACCAAACTG-3′

正向引物：5′-CAGTGAGACCGACGACATTG-3′

反向引物：5′-GATGATGGGACGAGCATAGTG-3′

产物大小/bp

148

160

142

178
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3　结果

3.1　栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能

的影响

与假手术组比较，模型组大鼠mNSS和转角百分率

均显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，栝楼桂枝颗粒组

大鼠mNSS和转角百分率均显著降低（P＜0.01）。结果

见图1。

3.2　栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血侧大

脑皮层神经元凋亡率的影响

假手术组、模型组、栝楼桂枝颗粒组大鼠缺血侧大

脑 皮 层 神 经 元 凋 亡 率 分 别 为 0、（56.11±4.43）% 、

（37.36±3.29）%。与假手术组比较，模型组大鼠缺血侧

大脑皮层神经元凋亡率显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠缺血侧大脑皮层神经元凋亡

率显著降低（P＜0.01）。结果见图2。

3.3　栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血侧大

脑皮层中GAP43、MAP2阳性表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠缺血侧大脑皮层中

GAP43、MAP2阳性细胞率、显色强度分级、IHS均显著

降低（P＜0.01）；与模型组比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠缺

血侧大脑皮层中 GAP43、MAP2阳性细胞率、显色强度

分级、IHS均显著升高（P＜0.01）。根据 IHS分级标准可

知，假手术组GAP43、MAP2均呈中等免疫反应性，模型

组 GAP43、MAP2均呈弱免疫反应性，栝楼桂枝颗粒组

GAP43呈弱免疫反应性、MAP2呈中等免疫反应性。结

果见图3和表2。

3.4　栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血侧大

脑皮层神经可塑性相关蛋白表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠缺血侧大脑皮层中

NeuN、PSD-95、Syn-1 蛋白表达量均显著降低（P＜

0.01），PPARγ蛋白表达无明显变化（P＞0.05）；与模型组

比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠缺血侧大脑皮层中 NeuN、

PSD-95、Syn-1、PPARγ蛋白表达量均显著升高（P＜

0.01）。结果见图4。
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图1　栝楼桂枝颗粒对脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能
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图3　各组大鼠缺血侧大脑皮层中 GAP43、MAP2阳性

表达的显微图

表2　各组大鼠缺血侧大脑皮层中 GAP43、MAP2阳性

表达比较（x±±s，n＝6）

蛋白

GAP43

MAP2

组别

假手术组

模型组

栝楼桂枝颗粒组

假手术组

模型组

栝楼桂枝颗粒组

阳性细胞率/%

36.83±4.30

16.83±3.80a

24.33±1.97b

35.67±5.79

25.50±5.88a

36.33±5.37b

显色强度分级

2.67±0.47

1.17±0.37a

2.00±0.00b

3.00±0.00

1.83±0.37a

2.50±0.76b

IHS

5.33±0.94

2.33±0.75a

4.00±0.00b

6.00±0.00

3.67±0.75a

5.00±1.53b

a：与假手术组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01。
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图4　各组大鼠缺血侧大脑皮层中神经可塑性相关蛋白

表达比较
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3.5　栝楼桂枝颗粒对大鼠缺血侧大脑皮层中 BDNF/

TrkB信号通路相关蛋白表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠缺血侧大脑皮层中

BDNF、TrkB 蛋白表达量均显著降低（P＜0.05 或 P＜

0.01）；与模型组比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠缺血侧大脑

皮层中BDNF、TrkB蛋白表达量均显著升高（P＜0.05）。

结果见图5。

3.6　栝楼桂枝颗粒对大鼠缺血侧大脑皮层中神经可塑

性相关因子mRNA表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠缺血侧大脑皮层中

NeuN、PSD-95、Syn-1 mRNA 表达量均显著降低（P＜

0.05或 P＜0.01）；与模型组比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠

缺血侧大脑皮层中NeuN、PSD-95、Syn-1 mRNA表达量

均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结果见图6。

4　讨论

栝楼桂枝颗粒源自《金匮要略》中栝楼桂枝汤，是该

汤剂的颗粒制剂。本课题组前期实验结果显示，栝楼桂

枝汤中瓜氨酸、芍药内酯苷、芍药苷、芹糖甘草苷、芹糖

异甘草苷、异甘草苷等主要成分可通过血脑屏障，改善

血脑屏障通透性，与其药效发挥息息相关；同时还发现，

芍药内酯苷可以缩小新生缺氧缺血性脑损伤小鼠脑梗

死面积，芍药苷可以减少急性脑梗死大鼠海马神经元凋

亡，改善其认知功能[10－11]。本研究结果发现，栝楼桂枝

颗粒可以降低脑缺血再灌注损伤大鼠的mNSS和转角

百分率，表明栝楼桂枝颗粒可以改善脑缺血再灌注所致

的神经、感觉和运动功能障碍。

神经元是脑部核心组成部分，脑缺血再灌注发生

后，神经元凋亡使神经元间连接被破坏、突触数目减少。

本研究采用TUNEL染色观察各组大鼠缺血侧大脑皮层

神经元凋亡情况，结果显示，模型组大鼠神经元凋亡率

显著高于假手术组，栝楼桂枝颗粒组大鼠神经元凋亡率

显著低于模型组。同时本研究还发现，栝楼桂枝颗粒组

大鼠缺血侧大脑皮层中神经元成熟标志物NeuN蛋白及

mRNA表达量均显著高于模型组，说明栝楼桂枝颗粒可

显著减少脑缺血引起的神经元凋亡，改善神经元损伤。

突触前、后膜存在多种信号分子，在调节突触可塑

性中起到重要作用。Syn-1广泛分布于突触前膜的突触

囊泡上，主要作用是调控神经递质的释放；GAP43同样

分布于突触前膜，对突触系统重构起着重要作用；PSD-

95是位于突触后膜的支架蛋白，主要通过调节突触神经

信号传递以维持突触结构紧密；MAP2广泛分布于神经

元分支，其在突触形成中起着关键作用，被认为是突触

可塑性的重要标志物；PPARγ是核转录因子，可改善原

代神经元突触功能障碍[12—14]。本研究结果显示，与模型

组比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠缺血侧大脑皮层中MAP2

和GAP43阳性表达，以及Syn-1、PSD-95、PPARγ蛋白和/

或mRNA表达量均显著升高，说明栝楼桂枝颗粒可以提

高神经可塑性，减轻神经功能损伤。

BDNF/TrkB信号通路与突触上重要信号分子关系

密切。喻晓路等[12]研究发现，BDNF可增加缺氧缺糖条

件下小鼠伏隔核脑片中Syn-1蛋白表达，从而对神经元

突触起到保护作用；Wang 等[15]发现激活 BDNF/TrkB 信

号通路可以使脑缺血再灌注损伤大鼠海马中PSD-95表

达升高，提高其突触可塑性，改善认知功能；Zheng等[16]

研究发现，补肾益髓方可提高低浓度血清培养的 SH-

SY5Y 细胞中 GAP43蛋白表达，促进轴突再生，其作用

机制与激活BDNF/TrkB信号通路有关。这些实验都说

明激活BDNF/TrkB信号通路可以增强突触上关键信号

分子表达，提高突触可塑性。本研究结果显示，与模型

组比较，栝楼桂枝颗粒组大鼠缺血侧大脑皮层中BDNF、

TrkB蛋白表达量均显著升高。

综上，栝楼桂枝颗粒可以通过激活BDNF/TrkB信号

通路来提高突触可塑性，从而减轻脑缺血再灌注损伤大

鼠的神经功能损伤。
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