
丹龙醒脑方对脑缺血再灌注大鼠海马区
Notch 信号通路相关蛋白表达的影响

也摘要页 目的 探讨丹龙醒脑方对脑缺血再灌注模型大鼠海马区 Notch 信号通路相关蛋白 Notch1尧Notch2 及 Hes1 表达的

影响遥 方法 将 80 只雄性 SD 大鼠随机分为假手术组尧模型组尧丹龙醒脑方小剂量组渊丹小组 7.4 g/kg冤尧大剂量组渊丹大组

14.8 g/kg冤袁线栓法建立局灶性脑缺血再灌注大鼠模型袁再灌注 7 d 取缺血侧海马组织遥 采用免疫组织化学法尧免疫印迹法检

测大鼠海马区 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达遥 结果 与假手术组比较袁各组 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达显著升高渊P<
0.05袁P<0.01冤曰与模型组比较袁丹小组尧丹大组 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达显著升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥结论 丹龙醒脑方

能通过上调海马区 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达水平袁调节 Notch 信号转导通路袁这可能是其促进脑缺血损伤后神经功

能修复的机制之一遥
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脑血管疾病是当前危害中老年人健康袁降低其

生活质量的常见病之一袁其中缺血性脑血管病最多

见遥 研究表明袁发育成熟的哺乳动物神经系统中存

在具有增殖与分化潜能的神经干细胞 渊neural stem
cells袁NSCs冤遥 这一发现为中枢神经系统的损伤修复

带来了希望袁迅速成为脑缺血后神经再生研究的新

热点遥生理条件下袁NSCs 处于静息的干细胞状态袁而
在脑缺血损伤等病理性刺激下袁可促进其发生增殖尧
迁移和分化为成熟的神经细胞袁参与脑组织功能的

恢复[1]遥 神经发生过程受多种细胞信号通路和因子

的调控袁 其中 Notch 信号通路是目前中枢神经系统

中 NSCs 增殖作用机制的研究热点[2-3]遥
丹龙醒脑方主要由丹参尧三七尧地龙尧淫羊藿尧菟

丝子等药物组成袁具有活血通络尧化痰开窍尧补肾生

髓的功用袁是周小青教授临床治疗缺血性脑血管病

有效复方遥 以往研究已经证实本方能促进脑缺血后

内源性 NSCs 增殖与分化袁并且可能与激活 Wnt/茁-
catenin 信号通路有关[4]遥 而 Notch 信号通路作为同

样重要的调控信号通路袁丹龙醒脑方是否能通过调

控该通路来促进 NSCs 增殖袁值得进一步研究遥 本实

验初步探讨丹龙醒脑方对成年大鼠海马区 Notch 信

号通路相关蛋白 Notch1尧Notch2 及 Hes1 渊hairy en鄄
hancer of split1冤表达的影响袁进一步研究该方对脑

缺血后促进内源性 NSCs 增殖的作用机制遥
1 材料

1.1 动物与分组

SPF 级健康 SD 大鼠 80 只袁雄性袁体质量渊280依
20冤 g袁湖南斯莱克景达动物实验公司提供袁许可证

号院SCXK(湘)2013-0005遥 苦味酸标记后袁按随机数

字表法随机分为 2 组袁即假手术组 12 只尧模型制备

组 68 只遥 适应性喂养 7 d 后开始造模遥 造模后将模

型制备成功大鼠分为 3 组袁尽量保证每组均衡袁分别

是脑缺血模型组渊模型组冤尧丹龙醒脑方小剂量组渊丹
小组冤尧丹龙醒脑方大剂量组渊丹大组冤袁每组 12 只遥
1.2 药物尧试剂与仪器

丹龙醒脑方处方为院丹参 15 g袁三七 12 g袁地龙

6 g袁远志 15 g袁石菖蒲 12 g袁淫羊藿 10 g袁菟丝子

12 g遥饮片购自湖南中医药大学第一附属医院袁浸泡

30 min袁首煎加 6 倍水袁水沸后文火煎 60 min曰第二

次煎加 3 倍水袁水沸后文火煎 30 min袁两次药汁混

合遥 滤过袁于水浴锅内蒸发浓缩为含生药 1.6 g/mL袁

灭菌分装袁4 益冰箱冷藏遥
Notch1 兔源性多克隆抗体 渊20687 -1 -AP袁

PTG冤袁Notch2 兔源性多克隆抗体 渊07-1234袁Milli鄄
pore冤袁Hes1 兔源性多克隆抗体 渊2922-1袁 Epito鄄
mics冤曰山羊抗兔二抗渊K5007袁DAKO冤曰HRP 标记山

羊抗兔抗体渊GB23303冤袁茁-actin 兔源性多克隆抗体

渊GB13001-1冤袁BCA 蛋白定量检测试剂盒组化试剂

盒 渊G2003冤袁SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒渊G2003冤袁
均购自武汉谷歌生物科技公司曰 TRIZOL 试剂盒

渊15596-026袁Invitrogen Life Technologies冤遥 脱水机尧
包埋机渊武汉俊杰电子有限公司冤袁病理切片机渊上海

徕卡仪器有限公司冤袁显微镜渊CIC袁XSP-C204冤袁普通

光学显微镜及成像系统渊Nikon DS-U3袁日本冤袁Im鄄
age-Pro Plus6.0 图像分析处理软件 渊Media Cyber鄄
netics袁美国冤袁AlphaEase FC 专业灰度分析软件渊Al鄄
pha Innotech冤袁线身直径为 0.28 mm 成品 MCAO 线

栓若干渊北京西浓科技有限公司冤遥
2 方法

2.1 中脑动脉栓塞渊MCAO冤模型制备与评价

参考文献[5]再加以改进袁以左侧大脑中动脉栓

塞为例遥 大鼠术前禁食 12 h袁自由饮水遥 实验前袁腹
腔注射 10%水合氯醛渊0.35 mL/100 g冤予以麻醉袁仰
卧位固定遥 颈正中切口袁分离暴露左侧颈总动脉尧颈
外动脉和颈内动脉遥结扎颈总动脉和颈外动脉袁动脉

夹夹闭颈内动脉袁在颈总动脉分叉以下剪一小口袁将
已浸泡肝素的线栓从剪口处缓慢向颈内动脉入颅方

向推入袁以颈总动脉分叉处为标记袁至有轻微阻力感

停止渊18.0依0.5冤 mm袁扎紧并固定线栓袁缝合皮下组

织和皮肤遥手术完毕后注意保温遥造模过程中记录插

线时间袁阻断 2 h 后轻柔拨出线栓袁进行再灌注遥 假

手术组除不插线外袁 全过程同其它各组遥 待再灌注

24 h 动物完全清醒后袁采用 Zea-Longa 等 5 分制法

评分标准进行神经功能缺损评分并记录遥分值越高袁
说明动物行为障碍越严重袁评分为 1耀3 者为成功模

型遥评分后按野1.1冶所述进行分组遥不成功者剔除袁未
活到 7 d 大鼠剔除袁保证每组 12 只[4]遥
2.2 给药与取材

于再灌注 24 h 后开始给药袁1 次/d袁 连续给药

7 d遥 丹龙组每日给药剂量根据 70 Kg 成人每日服

用 82 g 生药剂量进行换算[6]袁设定丹龙醒脑方小尧大
剂量组剂量分别为 7.4 g/kg 渊相当于临床等效剂

陈娉婷袁等 丹龙醒脑方对脑缺血再灌注大鼠海马区 Notch 信号通路相关蛋白表达的影响第 1 期 11



组别

假手术组

模型组

丹小组

丹大组

F值

P值

剂量渊g/kg冤
-
-
7.4
14.8

Notch1
502.79依227.65

1 907.20依738.13**
3 150.80依698.65**吟吟

3 821.83依626.20**吟吟

95.61
0.00

Notch2
3357.28依636.65

9 399.04依1567.05**
14 565.75依1847.50**吟吟

20 820.03依2486.22**吟吟裕裕

28.85
0.00

Hes1
837.38依145.39

2 625.91依524.58**
4 628.90依921.27**吟吟

7 101.67依1 248.18**吟吟裕裕

142.13
0.00

表 1 各组大鼠 Notch通路组分蛋白表达的比较 渊曾依s袁n=6袁IOD冤

注院与假手术组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁吟吟P<0.01曰与丹小组比较袁##P<0.01遥

量冤尧14.8 g/kg渊相当于临床等效剂量 2 倍冤遥 假手术

组和模型组予等体积蒸馏水灌胃遥
第 7 天给药 2 h 后袁 每组其中 6 只予以麻醉袁

打开胸腔袁于右心耳部剪一小口袁从左心室插入导

管至主动脉袁快速注入 0.9%生理盐水 200 mL袁至右

心耳流出液清亮后袁 换 4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液

200 mL袁灌流固定至肝脏变硬后断头取脑袁去除小

脑和脑干袁 取大脑袁 放入 4%多聚甲醛固定液中固

定袁脱水尧透明尧浸蜡袁制作脑部冠状切片袁切片厚度

为 5 滋m袁 用于海马区各指标的免疫组织化学法检

测遥 每组其余大鼠于第 7 天给药 2 h 后麻醉袁颈动

脉处死放干血液后迅速断头取脑袁冰上快速分离缺

血侧海马区脑组织袁-80 益冰箱备用袁用于蛋白印迹

法渊Western Blot冤检测遥
2.3 检测海马区 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白的表

达

2.3.1 免疫组织化学法 每组其中 6 只大鼠缺血

侧海马区脑组织切片用于免疫组织化学检测遥脑切

片常规脱蜡至水袁置于 EDTA 抗原修复液进行微波

修复袁3%过氧化氢室温处理 25 min 以阻断内源性

过氧化物酶袁BSA 封闭袁 每片滴加稀释到相应浓度

的一抗袁Notch1尧Notch2 稀释比均为 1颐1 000袁Hes1
为1颐200袁 4 益孵育过夜袁 滴加二抗袁 室温孵育

50 min袁DAB 显色袁 蒸馏水终止显色袁Harris 苏木素

复染细胞核袁再脱水袁二甲苯透明后袁中性树脂封

片遥 阴性对照实验中采用磷酸盐缓冲液渊PBS冤代替

一抗袁 其他步骤如上遥 每组内每张切片随机挑选 5
个 400 倍视野进行拍照遥 应用 Image-Pro Plus6.0 软

件选取相同的棕黄色作为判断所有照片阳性的统

一标准[7]袁对每张照片进行分析袁得出每张照片阳性

细胞的积分光密度值 渊integrated optical density袁
IOD冤遥
2.3.2 Western Blot 法 采取常规方法提取缺血侧

海马组织蛋白袁采用 BCA 法测蛋白浓度袁再行 SDS-
PAGE 电泳分离蛋白袁转膜 2 h袁室温下用 5%脱脂

奶粉封闭 1 h遥 稀释一抗 4 益孵育过夜袁Notch1尧
Notch2 及 Hes1 稀释比均为 1颐1 000袁茁-actin 稀释比

例为 1颐3 000曰 二抗 HRP 标记山羊抗兔抗体稀释比

例为 1颐3 000袁室温孵育 30 min袁加 ECL 化学发光

法胶片曝光成像后袁经图片处理软件处理去色后袁观
察 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达的灰度值袁用
Alpha 专业灰度分析软件分析条带灰度袁 以目的蛋

白条带灰度与内参 茁-actin 条带灰度的比值表示蛋

白的表达水平遥
2.4 统计学方法

采用 SPSS22.0 软件进行统计分析袁计量资料若

符合正态分布袁以野曾依s冶表示袁多组间比较采用单因

素方差分析袁方差齐时选用 LSD 法袁方差不齐时采

用 Tamhane爷s T2 检验法袁 以 P<0.05 为差异有统计

学意义遥
3 结果

3.1 各组大鼠 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达的

比较

阴性对照组未见 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋

白表达袁 假手术组缺血侧海马区可见 Notch1尧
Notch2 及 Hes1 蛋 白 少 许 表 达 曰 再 灌 注 7d袁
Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋 白 表 达 明 显 增 强 袁
Notch1 主要表达于神经细胞胞浆袁Notch2 主要表

达细胞核与胞浆袁Hes1 表达于胞浆遥 与假手术组

比较袁各组 IOD 值显著升高 (P<0.01)曰与模型组

比较袁丹小组尧丹大组 IOD 值显著升高渊P<0.01)遥
丹小组与丹大组比较袁Notch1 蛋白表达差异无统

计学意义渊P>0.05冤袁而 Notch2尧Hes1 的 IOD 值表

达袁丹大组较丹小组显著升高渊P<0.01冤遥见表 1袁
图 1遥
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Notch1渊120kDa冤

Notch2渊72kDa冤

Hes1渊30kDa冤

茁-actin渊42kDa冤
A B C D

注院A 假手术组曰B 模型组曰C 丹小组曰D 丹大组

图 2 Western blot法检测各组海马区 Notch 通路

相关蛋白表达的电泳图

A 阴性对照组 B 假手术组 C 模型组 D 丹小组 E 丹大组

Notch1

Notch2

Hes1

图 1 各组海马区 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白的表达光镜图

渊免疫组化染色伊400冤

表 2 各组Notch通路相关蛋白条带灰度比值比较 渊曾依s袁n=6冤

注院与假手术组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与模型组比较袁吟P<0.05袁吟
吟P<0.01曰与丹小组比较袁##P<0.01遥

组别

假手术组

模型组

丹小组

丹大组

F值

P值

剂量渊g/kg冤
-
-
7.4
14.8

Notch1
0.08依0.04
0.13依0.02*
0.15依0.04**
0.26依0.05**吟吟裕裕

18.93
0.00

Notch2
0.27依0.06
0.49依0.07**
0.61依0.08**吟

0.65依0.11**吟吟

26.00
0.00

Hes1
0.15依0.04
0.26依0.07*
0.40依0.06**吟吟

0.45依0.10**吟吟

22.98
0.00

3.2 各组大鼠 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达的

比较

Notch1尧Notch2 及 Hes1 免疫印迹法检测的反应

条带分别位于 120 kDa尧72 kDa 及 30 kDa 处袁内参

茁-actin 反应条带位于 42 kDa袁 结果显示各组呈现

强弱不等的阳性条带遥 与假手术组比较袁模型组尧丹
小组和丹大组 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达的

相对灰度值明显升高(P<0.05袁P<0.01)袁表明脑缺血

能激活 Notch 通路相关的蛋白表达遥与模型组比较袁
丹小组 Notch1 表达差异无统计学意义 渊P>0.05冤袁
Notch2 和 Hes1 蛋白表达有所升高 渊P<0.05袁P<
0.01冤曰丹大组 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达明显

升高渊P<0.05袁P<0.01)曰丹龙大小剂量组间比较袁丹大

组 Notch1 表达升高差异有统计学意义渊P<0.01冤袁而
Notch2 与 Hes1 比较差异无统计学意义渊P>0.05冤遥见
图 2尧表 2遥

4 讨论

NSCs 广泛存在于成年哺乳动物中枢神经系统袁
目前研究表明大脑存在两个聚集区袁分别是海马齿

状回的颗粒下层区和侧脑室壁室管膜下区遥 海马区

是对缺血性损伤最敏感的脑区之一袁缺血性损伤会

造成大量神经元丢失导致脑功能缺失袁然而该病理

性损伤也能刺激脑内海马区 NSCs 发生增殖尧 迁移

和分化袁替代和修复损伤的内源性神经元袁但其数

量与能力有限遥 因此袁海马区是观察脑缺血后损伤

后修复效果及作用机制的关键部位遥
国内外大量研究发现袁缺血性卒中后可激活

Notch 信号通路袁 同时该通路在脑缺血再灌注后

存在动态变化 [7]袁有研究发现造模后 19 d 海马区

Notch 信号通路下游靶基因 Hes1尧Hes5 蛋白及 mR鄄
NA 表达增多袁 而 28 d 后以上两个指标明显下降袁
低于 19 d 时的表达水平遥 这说明脑缺血后 NSCs 在
早期促进增殖袁后期可能以分化为主遥 Notch 信号通

路主要由 Notch 受体尧 配体和细胞内信号分子等组

成遥 目前共发现 Notch 蛋白的同源体有 4 种 院
Notch1尧Notch2尧Notch3 和 Notch4袁 对于这 4 个同源

基因的配体包括 Jagged1尧Jagged2尧Delta1尧Delta3尧
Delta4遥 当配体受体结合后袁 Notch 蛋白分别经过肿

瘤坏死因子-转化酶渊TACE冤和-分泌酶袁发生 2 次

蛋白水解袁形成水溶性的胞内域渊Notch intracellu鄄
lar domain袁NICD冤袁并转移到胞核遥 NICD 与胞核上

的 DNA 结合蛋白 CSL 结合袁形成转录因子袁刺激下

游靶因子 Hes1尧Hes3尧Hes5 等转录遥 这类因子编码

的核 bHLH 蛋白抑制其下游某些靶点袁 如Mash-1尧
Shh 等袁从而抑制 NSCs 向神经元方向分化袁保持干

细胞的增殖状态遥 国内报道大鼠局灶性脑缺血后

Notch1 和 Jagged1 蛋白的表达与假手术组比较明显

增多[8-9]遥也有部分研究报道 Notch3 蛋白有增强表达
[10]袁而对 Notch2 的报道较少遥 Hes 属于碱性螺旋环-
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螺旋转录因子家族袁 包括 Hes1-7 基因袁 是公认的

Notch 通路的靶基因[11]遥 其中 Hes1 是 Notch 信号通

路的重要效应分子袁上调 Hes1 表达可抑制 NSCs 分
化为神经元袁促进保持增殖状态袁若 Hes1 基因的缺

失袁可见神经元的分化明显增加[12]遥 还有研究发现

Hes1 的表达可能是通过 Notch2 和 Shh 表达激活[13]遥
丹龙醒脑方以丹参为君袁三七尧远志尧石菖蒲为

臣袁佐以地龙尧淫羊藿尧菟丝子遥 全方通补兼施袁以通

为主袁具有活血通络尧化痰开窍尧补肾生髓之功遥 课

题组十余年的研究表明袁丹龙醒脑方不仅能多环节

干预脑缺血后发生的级联反应袁 还能促进海马区

NSCs 增殖[14]袁前期研究发现本方促进机制可能与激

活 Wnt/茁-catenin 信号通路有关袁 可促进 Wnt3a尧茁-
catenin 的表达[4]遥 本实验以 Notch 信号通路为切入

点袁探讨本方可能的生物学作用机制袁采用线栓法成

功建立脑缺血再灌注大鼠模型袁运用免疫组织化学

法和免疫印迹法观察再灌注 7 d 后丹龙醒脑方对大

鼠海马区 Noth1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达情况袁探
讨 Notch 信号通路的调控作用遥研究结果显示袁与假

手术组比较袁局灶性脑缺血再灌注 7 d 后大鼠海马

区 Notch1尧Notch2 及 Hes1 蛋白表达均有所增加袁与
国内外实验结果一致袁验证了脑缺血再灌注后存在

Nothc 信号通路的变化遥 与模型组比较袁丹龙醒脑方

大小剂量组的各指标均有显著表达袁且差异有统计

学意义遥 丹龙醒脑方大小剂量组间比较时袁各指标

存在不同水平的表达遥 Notch1 的免疫组化结果提示

大小剂量之间不存在差异袁而免疫印迹法检测蛋白

表达时袁 该指标的表达与浓度有一定梯度关系曰
Notch2尧Hes1 蛋白的表达采用两种检测方法的结果

也存在不同袁 免疫组化法显示 Notch2尧Hes1 蛋白表

达与浓度呈一定梯度相关性袁而免疫印迹法发现以

上两个指标大小剂量之间无差异遥 对于这两种检测

方法结果上的差异袁可能是由于两种检测方法各自

有其优缺点袁免疫组织化学法检测结果是定位检测

相关蛋白表达袁可准确定位相关蛋白在海马区的表

达曰而蛋白免疫印迹法是海马组织蛋白的相对定量

检测袁所需样本组织量少袁取材组织部位难以达到完

全一致遥 另外袁每组大鼠数量相对可能偏少袁大小剂

量组间设置浓度差异偏小等因素袁都可能造成本次

实验结果在剂量梯度上存在不同检测方法的差异遥
由于 Notch 通路阻滞剂渊酌-分泌肽酶抑制剂 DAPT冤
有明显肠道毒性袁且参与体内多个信号系统的调节袁

其应用造成如痴呆样的副反应袁 可能严重干扰实验

的观察遥 因此本研究未设置 Notch 通路抑制剂对照

组袁有待今后体外实验研究进一步验证遥
总之袁 丹龙醒脑方能上调局灶性脑缺血再灌注

后海马区 Notch1尧Notch2 及 Hes1 的表达水平袁 其神

经保护与再生机制可能与激活 Notch 信号通路有关遥
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