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［摘要］目的：观察通窍活血汤对蛛网膜下腔出血（SAH）大鼠的神经保护作用，并探讨其作用机制。方

法：将 60 只 SD 大鼠随机分为假手术组，模型组，通窍活血汤低、中、高 （3、6、12 g/kg） 剂量组各 12 只。

采用改良二次枕大池注血法制作 SAH 大鼠模型。造模成功后，通窍活血汤低、中、高剂量组大鼠分别灌胃对

应剂量的通窍活血汤溶液治疗，假手术组和模型组大鼠灌胃等量的 0.9%氯化钠溶液，连续灌胃 7 d。于治疗第

1、3、5、7 天评估各组大鼠 Bederson 神经功能评分；每组各取 6 只大鼠，在治疗第 3、7 天分批取材，采用酶

联免疫吸附法检测各组大鼠海马组织肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）水平；免疫组织化

学法测定各组大鼠醌氧化还原酶 1（NQO-1）、核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）蛋白表达。结果：与假手术组比

较，模型组大鼠在治疗第 1、3、5、7 天的 Bederson 神经功能评分均升高 （P＜0.05）；通窍活血汤中、高剂量

组大鼠在治疗第 5、7 天的 Bederson 神经功能评分均较模型组降低（P＜0.05）。与假手术组比较，模型组大鼠

治疗第 3、7 天海马组织中 TNF-α、IL-1β 含量明显升高（P＜0.01），海马齿状回区 NQO-1、Nrf2 蛋白表达明

显降低 （P＜0.01）；与模型组比较，通窍活血汤低、中、高剂量组大鼠治疗第 3、7 天海马组织中 TNF-α、

IL-1β 含量降低 （P＜0.01），通窍活血汤低、中、高剂量组大鼠海马齿状回区 NQO-1、Nrf2 蛋白表达升

高（P＜0.05）。结论：通窍活血汤可通过抗氧化应激，减轻炎性反应来改善 SAH 大鼠神经功能，其机制与调

节 Nrf2-抗氧化反应元件（Nrf2-ARE）信号通路下游 NQO-1、Nrf2 蛋白水平有关。
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Neuroprotective Effect and Mechanism of Tongqiao Huoxue Decoction on Rats with
Subarachnoid Hemorrhage

WEI Xuwang，ZHU Ping，GUO Zhili，JIN Minyan，SHEN Bin，
SUN Changzhong，LIU Pengpeng，GAO Chenchen

Abstract：Objective： To observe the neuroprotective effect of Tongqiao Huoxue Decoction on rats

with subarachnoid hemorrhage (SAH) and to discuss its mechanism. Methods：A total of 60 SD rats were

randomly divided into the sham-operation group，the model group，the low-dose，medium-dose and

high-dose of Tongqiao Huoxue Decoction group (3，6 and 12 g/kg)，with 12 rats in each group. The SAH

rat models were established by modified secondary blood injection into occipital cistern. After successful

modeling， rats in the low-dose，medium-dose and high-dose of Tongqiao Huoxue Decoction groups

were treated with Tongqiao Huoxue Decoction solution of corresponding dose respectively，and rats in the

·· 15



新中医 2023年4月第55卷第7期
NEW CHINESE MEDICINE April 2023 Vol.55 No.7

蛛网膜下腔出血（SAH）具有高发病率、高病死率

和高致残率等特点，其中动脉瘤破裂是其发病的主

要原因之一 [1]。脑血管痉挛引起早期脑损伤是导致

SAH 患者致残及死亡的主要原因 [2- 4]。氧化应激是

SAH 后脑损伤的主要发病机制[5]。SAH 后，氧自由基

含量显著增加，出现自由基瀑布样反应，释放大量

的炎性因子，如肿瘤坏死因子－α（TNF-α）、白细胞

介素－β（IL-β），诱发脑细胞死亡，加重脑损伤[6-7]。

核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）－抗氧化反应元件（ARE）
是体内经典的内源性抗氧化信号通路，在抑制氧化

应激，减轻机体炎性反应起主导作用。醌氧化还原

酶 1（NQO-1）、Nrf2 为 Nrf2-ARE 信号通路的下游靶

向基因，激活 Nrf2-ARE 通路能发挥抗氧化应激，抑

制炎性反应的作用。中医认为 SAH 后脑血管痉挛的

发病机制主要为气血逆乱、脏腑功能失调，使血行

瘀滞，脉络受阻，当以行气化瘀通络为主治疗。通

窍活血汤源自于《医林改错》，有活血化瘀、通窍活

络的功效。既往研究发现通窍活血汤具有抗氧化应

激、减轻炎症反应、改善大脑微循环来发挥保护神

经细胞的作用[8-9]。本研究观察通窍活血汤对 SAH 大

鼠的干预效果，并探讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 动物 健康 SD 大鼠 60 只，体质量 200~250 g，
购自嘉兴学院实验动物中心［动物许可证号：SYXK（浙）

2020-0007］。大鼠饲养于嘉兴学院实验动物中心 SPF
级动物房，均在无菌洁净环境下适应性饲养 7 d，室

sham-operation group and the model group were treated with 0.9% sodium chloride solution of the same

amount by gavage for consecutive day. The Bederson neurological function scores of rats in each group

were evaluated on the first，third，fifth and seventh day of treatment；six rats in each group were taken in

batches on the third and seventh day of treatment，and levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and
interleukin- 1β (IL- 1β) in the hippocampus of rats in each group were detected by enzyme- linked

immunosorbent assay；the protein expressions of quinone oxidoreductase (NQO- 1) and nuclear factor

erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) were determined by immunohistochemistry. Results：Compared with

those in the sham-operation group，the Bederson neurological function scores in the model group were

higher on the first，third，fifth and seventh day of treatment (P＜0.05)；the Bederson neurological function

scores of rats in the Tongqiao Huoxue Decoction group of of medium-dose and high-dose were decreased

when compared with those in the model group on the fifth and seventh day of treatment (P＜0.05).

Compared with those in the sham-operation group，the levels of TNF-α and IL-1β in the hippocampus of

rats in the model group were significantly increased on the third and seventh day of treatment (P＜0.01)，

the protein expressions of NQO-1 and Nrf2 in the hippocampal dentate gyrus were significantly decreased

(P＜0.01)；compared with those in the model group，the levels of TNF-α and IL-1β in the hippocampus

of rats in the low- dose， medium- dose and high- dose of Tongqiao Huoxue Decoction group were

decreased on the third and seventh day after treatment (P＜0.01)，and the protein expressions of NQO-1

and Nrf2 in the hippocampal dentate gyrus in the low-dose，medium-dose and high-dose of Tongqiao

Huoxue Decoction group were increased (P＜0.05). Conclusion：Tongqiao Huoxue Decoction can improve

the neurological function of SAH rats by resisting oxidative stress and reducing the inflammatory reactions.

Its mechanism is related to regulating the protein levels of NQO-1 and Nrf2 downstream of the Nrf2 to

antioxidant responsive element (Nrf2-ARE) signal pathway.

Keywords：Subarachnoid hemorrhage；Tongqiao Huoxue Decoction；Neurological function；Nuclear

factor erythroid 2-related factor 2 antioxidant responsive element；Signal pathway
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内温度维持在（22±1）℃恒温条件下饲养，每隔 3 d
换垫料 1 次，自由活动及进食水，室内湿度维持在

30%～40%。动物实验设施由嘉兴学院实验动物中心

提供。

1.2 药物 通窍活血汤处方：川芎 20 g，赤芍 15 g，
生姜、桃仁、红花、石菖蒲、白芷各 10 g，大枣

5 个，老葱 3 根，炙甘草 6 g，中药饮片由浙江中医

药大学附属嘉兴中医院药剂室提供。舒泰-50、赛拉

嗪由嘉兴学院实验动物中心提供，0.5%碘伏消毒

液（嘉兴市吉力消毒卫生厂，批准文号浙卫消证字

2018 第 0030 号）。

1.3 实验试剂 TNF-α（生产批号：SCA133Ra）、

IL-1β（生产批号：SEA563Ra）ELISA 检测试剂盒购自

武汉云克隆科技股份有限公司。免疫组化试剂

盒（生产批号：Ab64259）、Nrf2 抗体（生产批号：

Ab31163）、NQO-1 抗体（生产批号：Ab219169）均购

自 Abcam 公司。

1.4 实验仪器 BMJ-Ⅲ型包埋机（湖北泰康医疗设

备有限公司）；转轮式切片机（深圳瑞沃德科技有限

公司）；全自动封闭式组织脱水机（河北德科机械科

技有限公司）；TGL-16c 型台式离心机（中国上海安

亭科技仪器厂）；POLAR star OPTIMA 型酶标仪（德国

BMG 公司）；XLCU-PHY-III 病理组织漂烘仪（常州

派斯杰医疗设备有限公司）；DMBA400 测量显微

镜（麦克奥迪实业集团有限公司）；Image Pro Plus 6.0
软件（美国 Media CyberneHics 公司）。

1.5 SAH大鼠动物模型的建立 采用改良二次枕大

池注血法[10]进行 SAH 大鼠模型制备。具体操作步骤

如下：大鼠予舒泰-50联合赛拉嗪（80 mg/kg+20 mg/kg）
腹腔注射麻醉，待大鼠麻醉好后，头颅枕部剃毛消

毒，取仰卧位，尾动脉区消毒后，尾部正中行 2 cm
切口，钝性分离尾动脉抽取动脉血 0.3 mL，将大鼠

改俯卧位后，切开枕部皮肤，钝性分离肌肉暴露枕

骨，在 2 min 内用 1 mL 注射器穿刺入枕大池注入

0.3 mL 动脉血，缝合伤口并使大鼠保持仰卧位。48 h
后，用相同的方法取尾动脉血 0.3 mL 再次注入枕大

池，制成大鼠 SAH 动物模型。假手术组只做开颅动

作，不穿透硬脑膜， SAH 大鼠模型造成后，以

Berderson 神经功能评分 [11]确定是否造模成功，选取

评分＜4 分的 SAH 大鼠纳入实验。

1.6 分组与给药方法 假手术组和模型组予等量

0.9%氯化钠溶液灌胃，每天灌胃 1 次，连续 7 d；通

窍活血汤高、中、低剂量组灌胃剂量按动物与人的

体表面积换算方法计算出通窍活血汤高、中、低剂

量灌胃剂量为 12 g/kg、6 g/kg 和 3 g/kg，每天灌胃

1 次，连续给药 7 d。分别在治疗第 3、7 天 2 个时间

节点，每组各取 6 只大鼠处死取材。

1.7 检测指标 ①Bederson 神经功能评分。分别在

造模成功后，于治疗第 1、3、5、7 天各时间点进

行 Bederson 神经功能评分检测，由 2 名实验人员

同时观察，每只大鼠观察记录 1次。②TNF-α、IL-1β
水平。每组取 3 只大鼠，将各组大鼠海马组织分装

于 0.5 mL 离心管中，20 X 洗涤稀释液稀释备用。

ELISA检测大鼠海马组织中 TNF-α、IL-1β浓度，检测

步骤严格按照 ELISA 试剂盒说明书进行。③NQO-1、
Nrf2 蛋白表达。于治疗第 3、7 天，每组取 3 只大鼠

进行处死，4%多聚甲醛灌注取脑，冰冻切片机连续

冠状切片，切片厚 18 μm。取大脑左侧海马齿状回区

组织平面，胰蛋白酶修复 15 min，2 mol/L 的盐酸

37 ℃孵育 30 min，5%羊血清室温封闭 30 min，加入

Nrf2 抗体（1∶100）、NQO-1 抗体（1∶100），4 ℃冰箱

孵育过夜，复温 30 min，PBS 每次洗 5 min，洗

3 次，免疫组化检测严格按照试剂盒说明操作。每张

切片随机选取左侧海马齿状回区 5 个 400 倍高倍镜

视野，检测 NQO-1、Nrf2 蛋白表达。

1.8 统计学方法 采用 SPSS26.0 统计学软件对本实

验相关实验数据进行统计学分析，数据经正态性检

验，均服从正态分布，采用均数±标准差（x ± s）表

示，多组间比较采用双因素重复方差分析，以 P＜

0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠治疗不同时间点 Bederson 神经功能

评分比较 见表 1。与假手术组比较，模型组大鼠治

疗第 1、3、5、7 天 Bederson 神经功能评分均升高，

差异有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，治疗

第 5、7 天通窍活血汤中、高剂量组大鼠的 Bederson
神经功能评分均降低（P＜0.05），通窍活血汤低剂量

组大鼠仅治疗第 7 天 Bederson 神经功能评分低于模

型组（P＜0.05）。
2.2 各组大鼠治疗不同时间点海马组织中 TNF-α、
IL-1β含量比较 见表 2。与假手术组比较，模型组

大鼠治疗第 3、7 天海马组织中 TNF-α、IL-1β 含量
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明显升高（P＜0.05）；与模型组比较，通窍活血汤

低、中、高剂量组大鼠海马组织中 TNF-α、IL-1β
含量低于模型组（P＜0.05）。
2.3 各组大鼠治疗不同时间点海马区 NQO-1、Nrf2
蛋白表达比较 见表 3、图 1、图 2。与假手术组比

较，模型组大鼠治疗第 3、7 天大鼠海马齿状回区

NQO-1、Nrf2 蛋白表达明显降低（P＜0.05）；与模型

组比较，通窍活血汤低、中、高剂量组大鼠海马齿

状回区 NQO-1、Nrf2 蛋白表达升高（P＜0.05）。

图 1 各组大鼠治疗不同时间点海马齿状回区 NQO-1蛋白表达比较（×400）
假手术组 模型组 通窍活血汤低剂量组 通窍活血汤中剂量组 通窍活血汤高剂量组

第 3 天

第 7 天

表 2 各组大鼠治疗不同时间点海马组织中 TNF-α、
IL-1β含量比较（x ± s） pg/mL

组 别

假手术组

模型组

通窍活血汤低剂量组

通窍活血汤中剂量组

通窍活血汤高剂量组

鼠数

3
3
3
3
3

第 3 天

TNF-α
5.36±0.12
9.11±0.98①

8.02±0.12②

7.01±0.26②

6.92±0.14②

IL-1β
6.22±0.23

10.56±0.23①

9.21±0.11②

8.11±0.32②

6.76±0.68②

第 7 天

TNF-α
5.11±0.87
8.86±0.16①

7.91±0.41②

6.33±0.15②

5.94±0.22②

IL-1β
5.97±0.23
9.98±0.18①

8.67±0.32②

7.29±0.31②

6.03±0.18②

注：①与同期假手术组比较，P＜0.01；②与同期模型组比

较，P＜0.05

表 3 各组大鼠治疗不同时间点海马齿状回区 NQO-1、
Nrf2蛋白表达比较（x ± s） %

组 别

假手术组

模型组

通窍活血汤低剂量组

通窍活血汤中剂量组

通窍活血汤高剂量组

鼠数

3
3
3
3
3

第 3 天

NQO-1
27.82±1.14
20.42±1.53①

22.92±1.41
23.04±2.05②

28.06±1.21②

Nrf2
38.65±1.47
22.54±0.83①

30.96±2.58②

31.88±2.38②

38.24±1.62②

第 7 天

NQO-1
38.65±1.47
22.54±0.83①

30.96±2.58②

31.88±2.38②

38.24±1.62②

Nrf2
70.12±1.53
44.37±2.47①

63.75±3.22②

64.46±4.14②

69.21±3.26②

注：①与同期假手术组比较，P＜0.01；②与同期模型组比

较，P＜0.05

表 1 各组大鼠治疗不同时间点 Bederson神经功能

评分比较（x ± s） 分

组 别

假手术组

模型组

通窍活血汤低剂量组

通窍活血汤中剂量组

通窍活血汤高剂量组

鼠数

12
12
12
12
12

第 1 天

0.22±0.03
3.27±0.49①

3.38±0.58
3.37±0.33
3.35±0.34

第 3 天

0.34±0.05
3.33±0.48①

2.98±0.56
2.95±0.38
1.76±0.02②

第 5 天

0.18±0.06
3.14±0.32①

1.95±0.16
1.42±0.01②

0.82±0.02②

第 7 天

0.21±0.01
3.23±0. 21①

1.01±0.13②

0.63±0. 25②

0.51±0.12②

注：①与同期假手术组比较，P＜0.01；②与同期模型组比

较，P＜0.05

3 讨论

氧化应激是 SAH 后继发脑损伤过程中的重要环

节之一。SAH 后，大量富含高血氧饱和度动脉血进

入蛛网膜下隙，脑组织受到刺激，引起脑血管痉

挛，释放炎性因子，造成脑细胞缺血缺氧，引起脑

神经元去极化，血脑屏障被破坏，最终引起不可逆

的脑损伤[12-14]。中医将 SAH 归属于中风范畴，其病机

为血溢脉外，离经之血积于脑腑，治疗当以通窍祛

瘀、行气活血通络为主。既往研究证实，通窍活血

汤治疗中风、颅脑损伤、失眠、头痛、头晕等疾病

的疗效已得到肯定[15-17]。前期研究发现，通窍活血汤

加味联合耳穴放血不仅能够促进脑血流，改善微循

环，而且能缓解脑外伤后头痛症状，改善患者预

后[18]。金正龙等[19]研究表明，通窍活血汤可以改善脑
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缺血患者脑血流，抑制炎性反应，保护神经细胞，

改善认知功能。通窍活血汤中有效成分能减少氧自

由基，抑制氧化应激反应，保护内皮细胞功能，改

善局部脑循环[20]。研究发现，改良二次枕大池注血法

制作 SAH 大鼠模型主要用于研究急性和迟发性脑变

化，其注血量和注射速度均可控，造模死亡率低，

损伤程度较轻[21]。故本研究 SAH 选择改良二次枕大

池注血法制作 SAH 大鼠模型。

Nrf2-ARE 信号通路是体内经典的内源性抗氧化

反应信号通路之一，当机体受到各种损伤后，内源

性抗氧化系统的核心调控枢纽 Nrf2 通路被广泛激

活，诱导下游靶向基因的大量转录，上调抗氧化酶

表达；通过负反馈调节，抑制炎性因子释放，减轻

氧化应激反应，修复细胞损伤和延缓细胞凋亡 [22-23]。

李桃等 [24]研究表明，Nrf2 基因敲除小鼠炎性因子

TNF-α、IL-1β 浓度表达上升，加重炎性反应与脑损

伤，进一步说明 Nrf2-ARE 信号通路具有抗氧化应

激，减轻炎性反应作用。NQO-1 在正常组织中呈低

表达，在氧化应激状态下时，会被大量诱导表达，

以增加机体抗氧化能力，减少炎性因子释放，保护

脏器功能平衡，发挥机体抗氧化应激损伤作用。本

实验结果显示，通窍活血汤高、中、低剂量灌胃干

预 SAH 大鼠后，治疗第 3、5、7 天通窍活血汤高、

中剂量组大鼠 Bederson 神经功能评分均低于模型

组；治疗第 3、7 天，通窍活血汤高、中、低剂量组

海马组织 TNF-α、 IL-1β 浓度明显低于模型组，

NQO-1、Nrf2 蛋白表达均高于模型组。提示通窍活

血汤可以通过降低 SAH 大鼠海马组织 TNF-α、IL-1β

浓度，提高 NQO-1、Nrf2 蛋白表达，发挥抗氧化应

激损伤，减轻炎性反应，从而提高大鼠神经保护功

能。常红恩等[25]研究表明，通窍活血汤可以降低脑缺

血再灌注损伤大鼠血清中 TNF-α、白细胞介素-6 水

平，减轻脑缺血大鼠再灌注损伤，从而保护大鼠神

经功能。现代药理研究证实，当归可扩张血管，降

低毛细血管通透性，改善细胞缺氧状态；赤芍、川

芎可调节血液流变学，降低血小板黏附性，减少血

栓形成，改善脑微循环与局部微循环，增强神经再

生功能，促进海马及皮质神经元损伤后再生修复[26]。

综上所述，通窍活血汤可以发挥抗氧化应激损

伤作用，减轻炎性反应，改善 SAH 大鼠神经功能，

其机制可能与通过上调 Nrf2-ARE 信号通路下游靶向

基因 NQO-1、Nrf2 蛋白表达有关。
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