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地黄饮子加减方对ＭＣＡＯ模型大鼠血浆
ＨＰＡ轴及脑组织ＨＳＰ７０表达的干预效应
研究
唐璐　 孙塑伦　 高颖　 朱陵群

【摘要】　 目的　 探讨地黄饮子加减方对大脑中动脉线栓（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ＭＣＡＯ）模型大鼠血浆下丘脑—垂体—肾上腺轴（ＨＰＡ轴）含量及其脑组织热休克蛋白７０（ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０，ＨＳＰ７０）表达的干预效应。方法　 ＭＣＡＯ法制作ＳＤ大鼠脑缺血模型，造模成功后第
二天开始给予地黄饮子加减方浓缩煎剂灌胃，对照组灌胃等量的生理盐水，连续７天，于最后一次灌
胃后１小时取材，放射免疫法检测血浆ＨＰＡ轴含量，免疫组化法检测脑组织ＨＳＰ７０表达。结果　 经
地黄饮子治疗后：ＭＣＡＯ模型大鼠血浆皮质醇（ＣＯＲ）含量明显低于正常组、模型组，差异有统计学
意义（Ｐ ＜ ０ ０１），促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）含量均明显高于
模型组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）；地黄饮子组较模型组脑组织的ＨＳＰ７０表达更为明显，差异有
统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０１）；模型组ＣＯＲ含量与脑组织ＨＳＰ７０表达存在显著的正相关关系，ＣＲＨ、ＡＣＴＨ
含量则与ＨＳＰ７０表达无明显相关性，地黄饮子组ＨＰＡ轴各指标与脑组织ＨＳＰ７０表达无明显相关
性。结论　 地黄饮子加减方可能通过纠正ＨＰＡ轴的紊乱状态、提高大鼠脑组织ＨＳＰ７０表达等途径
在脑缺血急性期发挥神经保护作用。

【关键词】　 地黄饮子；　 补肾护脑；　 ＭＣＡＯ模型大鼠；　 下丘脑—垂体—肾上腺轴（ＨＰＡ轴）；
　 热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）
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　 　 地黄饮子是滋肾阴、补肾阳、化痰开窍的代表
方剂，“治喑痱，肾虚弱厥逆，语声不出，足软不用”。
本实验中运用的地黄饮子加减方是导师孙塑伦教
授从中风病的病机出发，立足肾虚为本，以温补肾
阳为主要治法化裁而成，通过观察地黄饮子加减方
对大脑中动脉线栓（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ＭＣＡＯ）模型大鼠血浆下丘脑—垂体—肾上腺轴
（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｏｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＡ）激素水平
及其脑组织热休克蛋白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０，
ＨＳＰ７０）表达的干预效应，探讨了缺血性中风急性期
应用温阳补肾法对促进神经功能恢复，改善预后转
归的作用机理。
!

　 材料与方法
１ １　 动物及分组

成年ＳＤ雄性大鼠３０只（北京维通利华实验动
物技术有限公司ＳＰＦ ／ ＶＡＦ级，合格证号：ＳＣＸＫ
（京）２００６０００９）。体重（２８０ ± １０）ｇ。动物称重编
号，用随机数字表法［１］分为正常组，模型组，地黄饮
子组，每组１０只。
１ ２　 ＭＣＡＯ模型制备

模型组与地黄饮子组大鼠以大脑中动脉线栓
法造模。以１０％水合氯醛（０ ３５ｍｇ·ｋｇ －１）麻醉后
仰卧固定，常规备皮，沿颈部正中线切开皮肤１ ５ｃｍ
左右，钝性分离颈部肌群，以开睑器充分暴露手术
野，分离左侧颈总动脉（ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，ＣＣＡ）
及颈外动脉（ｅｘｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ），结扎ＥＣＡ
及ＣＣＡ近心端，ＣＣＡ远心端穿线备用。动脉夹夹闭
ＥＣＡ分叉处。于ＣＣＡ剪开一个小口，插入头端直径
为０ ２８ ｍｍ的栓线。轻轻结扎固定栓线于ＣＣＡ内，
开放动脉夹，将栓线插入颈内动脉（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙ，ＩＣＡ），使其头端到达大脑中动脉起始处。扎

紧固定线，缝合皮肤。术中用１００ Ｗ灯泡照射，严
格控制室温。缝合伤口，清理血迹，将术后大鼠置
于电热毯保持体温，直至苏醒。
１ ３　 药物制备及灌胃方法

地黄饮子加减方配伍及剂量：熟附片４ ｇ、巴戟
天１０ ｇ、山萸肉１０ ｇ、熟地黄１２ ｇ、石斛１０ ｇ、肉苁蓉
１２ ｇ、五味子６ ｇ、麦冬１５ ｇ。按人与动物体型系数
折算，等效比例为７，总生药量３１６ ｇ。将所有药物
用１０倍量和８倍量的水煎煮２次，每次１小时，合
并水煎液，用旋转蒸发仪浓缩，制成含生药１ ０ ｇ ／ ｍｌ
的药液备用，ｐＨ值７ ０。每日称重，按１ ｍｌ ／ １００ ｇ
的量连续灌胃７天，其中地黄饮子组灌胃中药药液，
模型组和正常组灌胃等量的生理盐水，于最后一次
灌胃后１小时取材。至取材时模型组大鼠死亡３
只，原因为术后腹腔感染、灌胃失误，剩余７只；地黄
饮子组大鼠死亡３只，原因为术后腹腔感染、麻醉过
量、灌胃失误，剩余７只。
１ ４　 主要试剂

促肾上腺皮质激素（ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒ
ｍｏｎｅ，ＡＣＴＨ）放射免疫试剂盒、促肾上腺皮质激素
释放激素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＣＲＨ）放射
免疫试剂盒、皮质醇（ｃｏｒｔｉｓｏｌ，ＣＯＲ）放射免疫试剂盒
均由解放军总医院科技开发中心放免所提供。多
克隆小鼠抗动物ＨＳＰ７０试剂盒，ＳＡＢＣ、ＤＡＢ显色试
剂盒均由博奥森生物技术有限公司提供。
１ ５　 指标检测
１ ５ １　 血浆ＨＰＡ轴　 大鼠麻醉后经腹主动脉取血
４ ｍｌ，注入含３０ μｌ ＥＤＴＡ、４０ μｌ抑肽酶的试管中静
置，４℃ ３０００转／分离心１５分钟，取上清液，存－
８０℃冰箱备用。通过上海核所日环光电仪器有限
公司Ｓｎ６９５Ｂ型免疫计数器测定放射强度，记录
数值结果。
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１ ５ ２　 脑组织ＨＳＰ７０表达　 免疫组化ＳＡＢＣ法检
测大鼠脑组织ＨＳＰ７０的表达，阳性细胞为细胞核着
棕黄色，阴性为细胞核着蓝色。通过安装在Ｏｌｙｍ
ｐｕｓＢＸ６０显微镜上的ＳＰＯ －Ⅱ数码成相软件系统以
及Ｍｅｔａｍｏｒｐｈ图像分析软件对ＨＳＰ７０免疫组化染
色结果进行拍照分析。以统一的灰度值阈值作为
度量标准界定阳性染色部位，采用阳性面积作为测
量指标，每只大鼠选５张切片，在２０ × １０，４０ × １０的
倍数下，于脑梗死中心区，梗死周边区，对侧正常区
随机选取５个视野进行拍照、测量，测定阳性信号平
均光密度值，读取数据进行统计分析。
１ ６　 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １３ ０软件，结果以（ｘ ± ｓ）表示，正态
分布定量数据多组间均值比较采用单因素方差分
析，多组间比较用ＬＳＤ法，非正态分布定量数据多
组间比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔｓ Ｔ３检验，方差齐性检验采用
Ｌｅｖｅｎｅ法。在双变量相关分析中，对正态分布数
据，可选择Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数，对非正态分布数据，
选择Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数。
"

　 结果
２ １　 地黄饮子加减方对ＭＣＡＯ模型大鼠血浆ＨＰＡ
轴的干预作用

正常组、地黄饮子组、模型组的ＡＣＴＨ、ＣＲＨ、
ＣＯＲ各组数据经ＫＳ检验提示均符合正态分布，各
组数据经ＡＮＯＶＡ方差分析提示总体有差异，以
ＬＳＤ法进行多组间比较，结果显示，在脑缺血发生后
７天，模型组的ＡＣＴＨ、ＣＲＨ含量均明显低于正常
组，ＣＯＲ含量明显高于正常组，差异有统计学意义；
地黄饮子组的ＣＯＲ明显低于正常组、模型组，差异
有统计学意义；地黄饮子组ＡＣＴＨ、ＣＲＨ含量均明显
高于模型组，差异有统计学意义；ＡＣＴＨ、ＣＲＨ含量
略低于正常组，差异无统计学意义。见表１。

表１　 各组大鼠灌胃７天后血浆ＨＰＡ轴含量变化
组别 ｎ ＡＣＴＨ（ｐｇ ／ ｍｌ） ＣＲＨ（ｐｇ ／ ｍｌ） ＣＯＲ（ｎｇ ／ ｍｌ）
正常组 １０ ２２ ４４ ± １０ ００ ４１ ６４ ± １４ ３１ １６ ６０ ± １ １２

模型组 ７ １１ ２９ ± ４ ２１ａ ２３ ８５ ± ７ ０５ａ ２５ ８３ ± １１ ３４ａ

地黄饮子组７ ２１ ７５ ± ５ ２７ｂ ３７ ２１ ± １２ ４３ｂ １３ １９ ± ６ ４１ａｃ

注：与正常组比较，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５，ｃＰ ＜ ０ ０１

２ ２　 地黄饮子对ＭＣＡＯ模型大鼠脑组织ＨＳＰ７０表
达的干预效应

ＨＳＰ７０阳性细胞主要出现在梗塞周边区的皮

层，主要为神经细胞，也可见少量的胶质细胞和毛
细血管内皮细胞。阳性表达主要在胞质，ＤＡＢ显色
呈棕黄色者即为阳性细胞。模型组仅有少量表达，
与模型组比较，地黄饮子组表达显著增加，见图１、
图２。

图１　 模型组大鼠脑组织ＨＳＰ７０表达
（免疫组化ＳＡＢＣ法染色，× ４００）

图２　 地黄饮子组大鼠脑组织ＨＳＰ７０表达
（免疫组化ＳＡＢＣ法染色，× ４００）

正常组、地黄饮子组、模型组脑组织ＨＳＰ７０表
达数据经ＫＳ检验提示均符合正态分布，各组数据
经ＡＮＯＶＡ方差分析提示总体有差异，以ＬＳＤ法进
行多组间比较，结果显示，正常组为阴性，模型组、
地黄饮子组脑组织与正常组比较均可见ＨＳＰ７０表
达，差异有显著统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０１）；同模型组相
比，地黄饮子组脑组织的ＨＳＰ７０表达更为明显，差
异有显著统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０１）提示地黄饮子加减
方可提高ＳＤ大鼠脑组织ＨＳＰ７０的表达，在脑缺血
急性期发挥脑保护作用，见表２。
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表２　 地黄饮子对ＭＣＡＯ模型大鼠脑组织
ＨＳＰ７０表达的干预效应（ｘ ± ｓ）

分组 ｎ ＨＳＰ７０ ９５％ 　 ＣＩ

正常组 １０ ０ ００ ± ０ ００ （０ ００，０ ００）
模型组 ７ ０ ０３ ± ０ ０１ａ （０ ２３，０ ２９）

地黄饮子组 ７ ０ ０４ ± ０ ０１ａｂ （０ ３２，０ ４０）
注：与正常组比较，ａＰ ＜ ０ ０１；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０ ０１

２ ３　 ＭＣＡＯ大鼠缺血后ＨＰＡ轴与脑组织ＨＳＰ７０表
达的相关性分析

模型组ＣＯＲ含量与脑组织ＨＳＰ７０表达存在正
相关关系，但ＣＲＨ、ＡＣＴＨ则与ＨＳＰ７０表达无明显
相关性，见表３。地黄饮子组ＨＰＡ轴各指标与脑组
织ＨＳＰ７０表达无明显相关性，见表４。

表３　 模型组ＡＣＴＨ、ＣＲＨ、ＣＯＲ含量与ＨＳＰ７０
表达的相关性分析

统计值 ＣＲＨ ＡＣＴＨ ＣＯＲ

相关系数 ０ ３３６ － ０ １７０ ０ ９０８ａ

Ｐ值 ０ ４１６ ０ ６８７ ０ ００２

注：ａＰ ＜ ０ ０１，两个指标显著相关

表４　 地黄饮子组ＡＣＴＨ、ＣＲＨ、ＣＯＲ含量与ＨＳＰ７０
表达的相关性分析

统计值 ＣＲＨ ＡＣＴＨ ＣＯＲ

相关系数 ０ ４３３ ０ ６４２ ０ ０７２

Ｐ值 ０ ２８４ ０ ０８６ ０ ８６６

#

　 讨论
根据本实验结果，地黄饮子灌胃能够改善脑缺

血大鼠血浆ＨＰＡ轴的紊乱状态，通过提高ＣＲＨ含
量抑制大鼠体内ＣＯＲ的释放。这一结果支持了钟
历勇、沈自尹等［２３］提出的补肾药可通过上调下丘
脑ＣＲＦ＿ｍＲＮＡ表达来保护ＨＰＡ轴免受外源性皮质
醇的抑制，补肾药对肾阳虚证的主要调节点定位于
下丘脑的观点。

热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）是一种极敏感和可靠
的脑缺血的标志，它是ＨＳＰ家族中的一种，主要功
能是保护各种应激所致的细胞损伤。ＨＳＰ７０对大

脑缺血性损伤有保护作用，已有的研究结果证实，
它的保护作用机制为：作为分子伴侣，有助于蛋白
质的正确折叠；通过直接抑制促细胞凋亡蛋白的
功能及间接提高抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达水平而
抑制细胞凋亡等［４］。另有研究证明，地黄饮子孵
育骨髓间充质干细胞移植能够促进大鼠脑梗塞
ＨＳＰ７０和神经生长因子ＶＥＧＦ的表达，通过此作
用途径发挥脑保护作用［５］。本实验结果说明地黄
饮子加减方能够通过促进ＭＣＡＯ大鼠梗死区大脑
皮层的ＨＳＰ７０表达，在脑缺血后发挥对机体的保
护作用。

有研究者认为梗死后的高糖皮质激素水平是
加重病情的一个原因，另有研究发现，ＭＣＡＯ模型大
鼠脑组织内ＨＳＰ７０主要位于缺血的半暗带区［６］。
ＨＳＰ７０是机体在遭受应激刺激后诱导产生的一组应
激蛋白，正常脑内不存在，但可被脑缺血、缺氧等各
种损伤迅速诱导产生。模型组血浆ＣＯＲ含量平增
高的情况下可加速诱导缺血区ＨＳＰ７０的表达。本
研究结果说明，ＭＣＡＯ大鼠经地黄饮子灌胃后，改善
了ＨＰＡ轴的紊乱状态，降低了血浆内ＣＯＲ的含量，
提高了脑组织ＨＳＰ７０的表达，通过多途径作用于机
体发挥着缺血急性期的脑保护作用。
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