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摘 � 要:目的:观察安宫清开灵注射液对胶原酶诱导的自发性高血压大鼠 ( SHR )脑出血模型脑组

织中多环节炎性细胞因子 TNF- �、IL- 1�、ICAM - 1和 NF-  B表达的影响, 探讨安宫清开灵注射液

阻抑脑出血后炎症反应的作用环节以及作用效果。方法: 成年 SHR大鼠, 雌雄各半, 随机分成正常组、

模型组、安宫清开灵低剂量组、安宫清开灵中剂量组、安宫清开灵高剂量组、阳性对照组 (清开灵注射

液 )。基底核注射胶原酶法复制大鼠 48h脑出血模型。应用免疫组化法检测脑组织中 TNF - �、IL -

1�、ICAM - 1和 NF-  B的表达情况。结果:脑出血 48h, 大鼠脑组织 TNF - �、IL - 1�、ICAM - 1以及

NF-  B均有不同程度的表达。安宫清开灵中剂量组均能明显阻抑出血后 48h脑组织 TNF- �、IL -

1�、ICAM - 1和 NF-  B表达的增加;安宫清开灵低剂量组可以明显抑制 ICAM- 1和 NF-  B的表达,

而对 TNF- �和 IL- 1�的作用不明显; 安宫清开灵高剂量组对 TNF- �、IL- 1�和 ICAM - 1表达的具

有较强的抑制作用。结论:安宫清开灵注射液对抑制脑出血后炎症因子和黏附分子的表达具有良好的

作用,从而能够减轻炎性损伤。其中以中剂量组作用效果尤为突出,对脑出血后 48h前炎症因子和黏附

分子的表达都有显著的抑制作用,可以在多环节干预炎症反应过程、阻抑脑出血后损伤级联反应从而发

挥保护神经元的作用。

关键词:脑出血 � 炎症反应 � 前炎症细胞因子 � 安宫清开灵注射液

� � 脑出血目前尚缺乏有效的药物治疗手段。其中,

血肿周围脑组织炎症反应并导致迟发性水肿、神经细

胞凋亡提示这些可以作为治疗的靶点。近几年来炎症

反应在脑出血中的作用受到越来越多的重视。为了研

究更加有效的治疗手段,本文以炎症反应以及核转录

因子 -  B (NF-  B)、前炎症细胞因子 ( TNF- �和 IL

- 1�)和黏附分子 ( ICAM - 1)作为切入点, 观察安宫

清开灵注射液发挥脑保护作用的效应环节和作用靶
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点,为药物进入临床奠定理论基础。

一、材料与方法

1. 实验动物及分组

健康自发性高血压大鼠 60只, 雌雄各半, 体重

250~ 300 g,购于北京维通利华实验动物中心,合格证

号 SCKX (京 ) 2002 ~ 0003。将动物随机分为正常组

(N )、模型组 (M )、低剂量组 (QL)、中剂量组 ( QM )、高

剂量组 ( QH )、阳性药对照组 ( C) 6组,每组 10只。

2. 试剂及器材

主要试剂: ∃ 型胶原酶 (美国 Sigma公司 ) , 兔抗

NF-  B P65多克隆抗体 (美国 Santa C ruz B io Tech公

司 ) ;兔抗 TNF- �多克隆抗体、兔抗 IL- 1�多克隆抗

体、兔抗 ICAM - 1多克隆抗体 (武汉博士德生物技术

有限公司 )。免疫组化 ABC试剂盒 (北京中山生物技

术有限公司 )。

仪器: SN- 2型脑立体定位仪 (日本 NAR ISH IGE

公司产品 ) ; 微量进样器 (上海保西玻璃仪器厂 );

Shandon石蜡切片机 (英国 ); O lympus光镜 (日本 );

Image- pro plus5. 1生物医学图像分析系统。

3. 大鼠脑出血模型的建立

参照 Rosenberg
[ 1]
等报道的方法,大鼠经水合氯醛

( 0. 4g /kg)腹腔注射麻醉后, 按包新民等
[ 2]
的方法将

大鼠固定在立体定位仪上, 取头皮正中切口, 剪开骨

膜,暴露前囟,于前囟后 1mm, 中线向左旁开 4mm处钻

一直径为 1mm的小孔,用固定于立体定位仪的微量进

样器沿钻孔进针, 进针深度为 5mm (即尾状核位置 ),

缓慢注射 ∃ 型胶原酶 0. 5U (用等渗盐水配制成 1U /

! l)。注射后留针 5m in, 退针后缝合皮肤,回笼饲养,

给予正常进食、进水, 室温控制在 25% 。入组大鼠均
为试验结束时取脑证实颅内有明确血肿。

4. 给药方式及途径

采用腹腔注射给药。除假手术对照组外, 其余各

组造模后立即给药一次, 以后每隔 24小时给药一次。

安宫清开灵注射液低剂量组为 0. 1mL /100g体重; 中

剂量组为 0. 2mL /100g体重;高剂量组为 0. 4mL /100g

体重;阳性对照组腹腔注射清开灵注射液 0. 3mL /100g

体重;均以生理盐水稀释至 0. 9mL /100g体重; 模型组

腹腔注射生理盐水 0. 9mL /100g体重。

安宫清开灵注射液 (简称安宫清开灵, 由栀子苷、

黄芩苷、珍珠母、猪去氧胆酸等组成, 药物组分含量为

90mg /mL) ,清开灵注射液 (简称清开灵, 由胆酸、珍珠

母、猪去氧胆酸、栀子、水牛角、板蓝根、黄芩苷、金银花

组成,药物组分及生药含量为 313mg /mL) , 两药均由

北京中医药大学药厂提供。

图 1� 脑出血 48小时脑组织的病理学改变

A正常脑组织 ( 40X ); B出血区脑组织 ( 40X ); C出血周围脑组织 ( 200X ); D出血周围脑组织 ( 400X );

E出血区脑组织 ( 400X ); F出血周边区脑组织 ( 400X )

图 2� 脑出血后 48小时脑组织中 TNF- �、IL- 1�、ICAM - 1以及 NF-  B的表达

A TNF- �主要表达在神经细胞 ( 400X ) ; B IL- 1�主要表达在神经细胞 ( 400X ) ; C ICAM - 1主要表达

在出血侧脑组织中的血管上 ( 400X ); D NF-  B主要表达在神经细胞 ( 400X )
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� � 5. 取材处理

造模后 48 h大鼠经水合氯醛麻醉,在冰上迅速取

出全脑,沿注射胶原酶进针孔,冠状面切厚约 2mm的

脑片, 置入 4%多聚甲醛中,固定 24 h, 常规石蜡包埋,

切片厚 6!m,分别进行常规 HE染色和免疫组织化学

染色。

6. 免疫组化染色

免疫组织化学方法采用链霉菌抗生物素蛋白 -过

氧化物酶 ( SP )法。石蜡切片常规脱蜡至水, 用正常山

羊血清封闭 30m in, 一抗分别为 1&100兔抗 NF-  B

P65多克隆抗体、1&100兔抗 THF- �多克隆抗体、1&
100兔抗 IL - 1�多克隆抗体和 1&100兔抗 ICAM - 1

多克隆抗体, 室温下孵育过夜, 按 ABC试剂盒说明书

进行操作, DAB (棕黄色或蓝紫色 ) 显色系统显色后

用光镜观察。阴性对照用磷酸盐缓冲液 ( PBS)代替一

抗进行孵育。采用 Image- pro p lus 5. 1生物医学图像

分析系统测定平均面积和百分比。

7. 统计学处理

各组实验数据用均数 ∋标准差 ( x ∋ s )表示, 组间

显著性检验采用 t检验。

二、结 � 果

1. 组织病理学改变

HE染色发现, 脑出血后 48h,基底核部位可见典

型的弥漫型出血灶, 并有小血肿形成 (见 B )。出血灶

中可见大量红细胞及成群分布以中性粒细胞为主的炎

性细胞浸润,组织水肿, 大量神经元核结构模糊, 变性

坏死,并可见噬神经细胞现象 (见 C )。在出血灶周边

的脑组织疏松,并有淋巴细胞浸润以及神经元和神经

胶质细胞水肿表现;血管内皮细胞肿胀,管腔内血细胞

聚集嵌塞微血管 (见 DD);而各用药组与模型组比较,

出血灶周围组织疏松程度降低,炎细胞的浸润、血肿周

围组织水肿特别是出血灶周边组织微血管内皮细胞的

损伤显著减轻,未见血细胞聚集,管腔通畅,以安宫清

开灵中、高剂量组最为显著 (见 E, F)。

2. 免疫组织化学改变

脑出血后 48小时,模型组脑组织中 TNF- �、IL-

1�、ICAM - 1以及 NF-  B的表达显著高于正常组 (P

< 0. 01或 P < 0. 05) ; 安宫清开灵低剂量组与模型组

比较,出血灶及周围脑组织中 ICAM - 1以及 NF -  B

的表达显著降低 (P < 0. 01) ,而 TNF- �和 IL- 1�的

表达差异不显著 (P > 0. 05); 安宫清开灵中剂量组与

模型组比较, 出血灶及周围脑组织中 TNF - �、IL-

1�、ICAM - 1以及 NF -  B的表达均显著降低 ( P <

0�01) ;安宫清开灵高剂量组与模型组比较,出血灶及

周围脑组织中 TNF- �、IL- 1�和 ICAM - 1的表达显

著下降 (P < 0. 01或 P < 0. 05), 而 NF-  B的表达差

异没有统计学意义; 阳性对照药清开灵注射液组与模

型组比较, TNF - �和 NF-  B的表达显著减少 (P <

0. 01或 P < 0. 05) ,而 IL- 1�和 ICAM - 1的表达差异

不显著 (P > 0. 05)。如表 1所示。

三、讨 � 论

中枢神经系统炎症反应的基本标志是小胶质细胞

表 1� 脑出血 48h脑组织中 TNF- �、IL- 1�、ICAM - 1以及 NF-  B的表达

N 百分比 平均面积

TNF- � IL- 1� ICAM - 1 NF-  B

正常组 10 4. 62E- 06 ∋ 6. 01E - 07 0. 32E- 05 ∋ 1. 13E- 07 30. 82 ∋ 4. 24 44. 17 ∋ 4. 97

模型组 10 7. 06E- 06 ∋ 1. 41E - 06( 2. 97E- 05 ∋ 1. 39E- 05( ( 47. 44 ∋ 6. 80( ( 85. 55 ∋ 31. 03(

安宫清开灵低剂量组 10 8. 02E- 06 ∋ 1. 53E - 06 1. 93E- 05 ∋ 1. 15E- 05 32. 89 ∋ 8. 05� � 49. 50 ∋ . 27� �

安宫清开灵中剂量组 10 4. 15E- 06 ∋ 9. 28E - 07� � 0. 81E- 05 ∋ 3. 26E- 06� � 37. 5 ∋ 6. 32� � 51. 20 ∋ 8. 82� �

安宫清开灵高剂量组 10 3. 94E- 06 ∋ 1. 25E - 06� � 1. 15E- 05 ∋ 4. 13E- 06� � 36. 75 ∋ 12. 11� 61. 46 ∋ 16. 48

阳性对照组 10 3. 71E- 06 ∋ 1. 38E - 06� � 2. 49E- 05 ∋ 1. 58E- 05 41. 01 ∋ 12. 96 57. 21 ∋ 12. 49�

� � 注: 与假手术组比较 ( P < 0. 05, ( ( P < 0. 01;与模型组比较: � P < 0. 05, � � P < 0. 01
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的激活和白细胞的浸润。激活的小胶质细胞和浸润的

白细胞可释放 TNF- �、IL- 6、IFN- ∀等炎性因子
[ 3]
。

在炎症反应的初期,前炎症细胞因子主要是 IL- 1�和

TNF- �,他们能够激活内皮细胞, 促进他们募集巨噬

细胞、中性白细胞和 T细胞穿过血脑屏障
[ 4 ]
。而 ICH

后血肿周围炎症反应的前提条件是炎症细胞粘附于血

管内皮细胞,黏附分子是介导粘附的重要因素,其中起

核心作用的是 ICAM - 1,它也是中枢神经系统中细胞

表达最广泛的黏附分子,脑中几乎所有的细胞如小胶

质细胞、星形胶质细胞、少突胶质细胞、神经细胞均有

ICAM - 1的表达;而 TNF- �、IL- 6均能增加 ICAM-

1的生成和表达, ICAM - 1可使激活的小胶质细胞与

ICAM - 1阳性神经元相黏附,引起神经元损伤
[ 5]
。

核转录因子 -  B ( nuc lear factor kappa B, NF -

 B)是一种多向性转录调节蛋白, 是启动 TNF- �、IL

- 6、ICAM - 1、VEGF和 MMP- s等炎症因子转录、合

成的关键物质。正常情况下, N F-  B由两个蛋白亚

基 ( N F-  B P50和 N F-  B P65)组成二聚体, 与其

抑制物 I B结合, 存在于静止期细胞的胞浆中。当受

到某些刺激时,通过特定的蛋白激酶,使 I B磷酸化而

被降解,此二聚体被激活释放, P65和 P50进入细胞

核,从而启动一系列免疫和炎症反应相关基因的转录,

诱导众多细胞因子的表达。

本研究显示,脑出血后 48h, NF-  B广泛表达于

出血侧血肿周围区, 皮质、海马等部位, 主要在星形胶

质细胞、神经元及内皮细胞表达。表明脑出血作为一

种刺激, 诱导了 NF -  B的合成, 与文献报道基本一

致。而小、中剂量的安宫清开能够抑制 NF-  B的表

达,可以阻断 NF-  B的作用。表明安宫清开灵注射

液可以通过抑制 NF-  B蛋白的合成与分泌, 从而起

到抑制 TNF- �、ICAM - 1等炎症因子相关基因的转

录、翻译以及蛋白的合成, 发挥了对炎症反应上游信号

启动的抑制作用,对脑出血后炎症反应造成的继发性

脑损伤具有保护作用。

脑出血后 48h, 脑出血区以及出血周围区可见

TNF- �、IL- 1�以及 ICAM - 1的表达, TNF- �和 IL

- 1�主要表达于胶质细胞、小胶质细胞和神经元。

ICAM - 1主要表达于血管内皮细胞上。安宫清开灵

注射液由于剂量的不同对各种炎症因子表达的作用也

各有特征。其中, 小剂量的安宫清开灵只能够抑制

ICAM - 1的表达, 而对 TNF- �和 IL- 1�的作用不

突出;中剂量的安宫清开灵注射液可以显著抑制出血

灶及出血周边区 TNF- �、IL- 1�以及 ICAM - 1的表

达,作用强烈并且靶点广泛;大剂量的安宫清开灵也可

以抑制出血区以及出血周围区 TNF- �、IL - 1�以及

ICAM - 1的表达,但作用强度弱于中剂量。组织病理

学中脑组织炎症反应以及微血管损伤表现与此具有一

致的变化趋势。表明中剂量安宫清开灵注射液在阻抑

炎症反应这一病理环节中的作用效果最佳、范围最

广。 �

以上分析显示, 不同剂量的安宫清开灵注射液在

阻抑脑出血后炎症反应以及前炎症细胞因子激活上具

有不同的作用强度。中小剂量具有阻抑炎症反应上游

信号的作用;而中大剂量抑制前炎症细胞因子 TNF-

�、IL- 1�和黏附分子 ICAM - 1的表达的作用效果较

为突出;大剂量突出作用于抑制前炎症细胞因子 TNF

- �、IL- 1�和黏附分子 ICAM - 1蛋白的合成。本实

验结果为安宫清开灵注射液进入临床研究及合理使用

剂量提供了实验依据。
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some tough challenges so far encountered in commercia l app lications can be addressed through an enhanced R&D effo r.t
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Effects of An G ong Q ingK aiL ing Injection on Inflammatory Reaction in

Spontaneous Hypertensive Rats w ith CerebralH em orrhage

Xu Ya, Li P eng tao, Chen J ie, J ia X u

B eijing University of Ch ineseM ed icine 100029

In this paper, authors stud ied the e ffects of An Gong Q ing K ai L ing In jection on the expression o f TNF - �, IL-

1�, ICAM - 1andNF-  B in the brain t issue of SHR hav ing cerebra l hemorrhage. They a lso d iscussed the links and

effects ofAn Gong Q ing Ka i L ing In ject ion in inh ib iting inflamm atory reactions. In the study, the SHRs w ere random ly

div ided into six groups: normal group, model group, low - dose group, m idd le- dose group, high- dose g roup, and

positive contro l group. Cerebra l hemorrhage w as induced using co llagenase∃ in SHR. Immunohistochem istry w as em�
ployed to iden tify the expression o fTNF- �, IL- 1�, ICAM- 1andNF-  B in the brain tissues of SHR s hav ing cerebra l

hemorrhage. 48 hours after cerebral hemorrhage, TNF- �, IL- 1�, ICAM - 1andNF-  B produced an expression. The

m iddle- dose group show ed an obv ious e ffect on inh ib it ing the increased expression of TNF- �, IL- 1�, ICAM - 1and

NF-  B. The low- dose g roup can inhibit the increased expression o f ICAM - 1andNF-  B, though hav ing no appar�
ent effect on TNF- �and IL- 1�. The h igh- dose group inh ib ited the increased expression o fTNF- �and IL- 1�and

ICAM - 1 in an apparentmanner. It is conc luded thatAn Gong Q ingK aiL ing Injection is o f a not iceable effect on inh ib�
it ing the expression of inflamm atory factors and adhesionmolecules, wh ich in turn a llev iates the damage of inflamm ation.

Them iddle- dose application can not iceably inh ib it the expression of pro- inflammato ry factors and adhesionmo lecule,

48 hours after cerebra l hemorrhage, interfering inflammato ry reactions in a number of links, and inhibiting the cascade

reaction, a fter cerebral hemorrhage. It plays a role o f protect ing the neurons.
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