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地黄饮子通过 SIRT1-AMPK-mTOR/eNOS
通路减轻老龄大鼠脑缺血再灌注损伤
程巨萍 1 戴奉德 2 郑娅 3
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摘要： [目的] 探究地黄饮子（Dihuang Yinzi，DY）减轻老龄大鼠脑缺血再灌注损伤（cerebral ischemia-reperfusion injury，CIRI）的作用机
制。 [方法] 30只 SD大鼠随机分为假手术组、模型组、DY低剂量组（6 g·kg-1）、DY高剂量组（12 g·kg-1）、尼莫地平组（10 mg·kg-1）。 建立
CIRI 模型，进行神经功能评分，血小板聚集实验，采用 2，3，5-氯化三苯基四氮唑（2，3，5-triphenyltetrazole chloride，TTC）、苏木素-伊
红（hematoxylin-eosin，HE）和尼氏染色检测脑梗死率及病理改变，流式细胞术测定血小板 α颗粒膜糖蛋白 140（CD62P）表达，实时荧
光定量聚合酶链式反应（Real-time quantitative polymerase chain reaction，Real-time qPCR）检测沉默信息调节因子 2同系物 1-腺苷酸
活化蛋白激酶-雷帕霉素靶蛋白/内皮型-氧化氮合酶 （silent information regulator 2 homolog 1-adenylate activated protein kinase-
mammalian target of rapamycin/endothelial nitric oxide synthase，SIRT1-AMPK-mTOR/eNOS）通路相关 mRNA 表达，免疫印迹法检测各
相关蛋白表达情况。 [结果] 与假手术组比较， 模型组神经功能评分、 脑梗死率、 血小板聚集率、CD62P表达、 腺苷酸活化蛋白激酶
（adenylate activated protein kinase，AMPK）mRNA，磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（phosphorylation-adenylate activated protein kinase，
p-AMPK）和磷酸化一氧化氮合酶（phosphorylation-nitric oxide synthase，p-eNOS）蛋白表达显著上升（P＜0.01），SIRT1、mTOR的 mRNA
及 SIRT1和磷酸化-雷帕霉素靶蛋白（phosphorylation-mammalian target of rapamycin，p-mTOR）蛋白表达显著降低（P＜0.05，P＜0.01），
病理染色显示脑组织损伤严重，细胞核固缩。 与模型组比较，DY高剂量组神经功能评分、脑梗死率、CD62P表达量、AMPK的 mRNA
及 p-AMPK 和 p-eNOS 蛋白表达显著降低（P＜0.05，P＜0.01），SIRT1、mTOR 的 mRNA 及 SIRT1、p-mTOR 蛋白表达显著升高（P＜0.05，
P＜0.01），病理染色结果显示脑组织损伤情况减轻；尼莫地平组与 DY高剂量组相似。 [结论] DY能够减轻 CIRI引起的脑组织损伤，并
起到神经保护作用，其作用机制可能与影响 SIRT1-AMPK-mTOR/eNOS 通路相关蛋白的表达有关。
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Dihuang Yinzi Alleviates Cerebral Ischemia-reperfusion Injury in Aged Rats through SIRT1-AMPK-MTOR/eNOS Pathway
CHENG Juping1， DAI Fengde2， ZHENG Ya3 1. LI Huili Hospital， Ningbo Medical Center， Ningbo(315040)， China； 2. Longsai
Hospital of Ningbo Zhenhai； 3. Ningbo Rehabilitation Hospital
Abstract: [Objective] To investigate the mechanism of Dihuang Yinzi(DY) in alleviating cerebral ischemia-reperfusion injury(CIRI) in aged
rats. [Methods] Thirty SD rats were randomly divided into sham operation group， model group， DY low-dose group(6 g·kg-1)， DY high-dose
group(12 g·kg-1) and Nimodipine group(10 mg·kg-1). CIRI model was established in aged rats， then the neurological function score， platelet
aggregation test， 2，3，5-triphenyltetrazole chloride(TTC)， hematoxylin-eosin(HE) and Nissl staining were performed to detect cerebral infarction
rate and pathological changes， and CD62P expression was determined by flow cytometry. The mRNA expression of silent information regulator
2 homolog 1-adenylate activated protein kinase-mammalian target of rapamycin/endothelial nitric oxide synthase(SIRT1-AMPK-mTOR/eNOS)
pathway was detected by Real-time quantitative polymerase chain reaction(Real-time qPCR)， and the expression of related proteins was
detected by Western blot. [Results] Compared with sham operation group， neurological function score， cerebral infarction rate， platelet
aggregation rate， CD62P expression， adenylate activated protein kinase(AMPK) mRNA and phosphorylation-adenylate activated protein
kinase(p-AMPK) and phosphorylation-nitric oxide synthase(p-eNOS) protein expression were significantly increased(P＜0.01). The mRNA
expression of SIRT1 and mTOR， protein expression of SIRT1 and phosphorylation-mammalian target of rapamycin(p -mTOR) were
significantly decreased(P＜0.05， P＜0.01). Pathological staining showed severe brain tissue injury and nuclear pyrosis. Compared with model
group， neurological function score， cerebral infarction rate， CD62P expression， mRNA expression of AMPK， protein expression of p-AMPK
and p-eNOS in DY high-dose group were significantly decreased(P＜0.05， P＜0.01). The mRNA expression of SIRT1 and mTOR， protein ex-
pression of SIRT1 and p-mTOR were significantly increased(P＜0.05， P＜0.01). Pathological staining results showed that brain tissue damage
was relieved， and the results of Nimodipine group were similar to those of DY high-dose group. [Conclusion] DY can alleviate CIRI-induced
brain tissue injury and play a neuroprotective role， which may be related to regulating the expression level of SIRT1-AMPK-MTOR/eNOS
pathway related proteins.
Key words： Dihuang Yinzi； SIRT1-AMPK-mTOR/eNOS； cerebral ischemia-reperfusion injury； regulation； aged rats； cerebral infarction
rate； neurological function； Nimodipine
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缺血性脑卒中是全球三大致死性疾病之一，病死
率及复发率较高，给国家和社会带来了沉重负担 [1-2]。
恢复缺血区的供血是治疗的首要原则，但由此产生的
脑缺血再灌注损伤（cerebral ischemia-reperfusion in-
jury，CIRI）往往会加重病情 [3]，因此探究CIRI的机制并
寻找效的治疗药物是当今研究的重点。

中医将脑卒中归于中风范畴，目前认为脑卒中是
由于邪毒损伤脑脉所致[4]。 地黄饮子（Dihuang Yinzi，
DY）出自《宣明论方》，由熟干地黄 、肉苁蓉（酒浸，
焙）、附子（炮）、五味子、麦门冬（去心）、菖蒲、远志（去
心）、官桂、白茯苓、巴戟（去心）、山茱萸、石斛等组成[5]。
研究发现，DY可以缓解CIRI模型大鼠的神经功能损
伤，减轻脑梗死，降低脑组织自噬水平，起到神经保护
作用[6]。

研究发现，脑组织缺血后，内皮型一氧化氮合酶
（endothelial nitric oxide synthases，eNOS）表达增加[7]。
血小板虽无基因转录，但可以发生自噬，参与层流剪
切应力介导的血管内皮细胞eNOS的表达上调[8]。血小
板内沉默信息调节因子2同系物1（silent information
regulator 2 homolog 1，SIRT1） 通过蛋白酶体和溶酶
体途径，抑制体外血小板聚集和血栓形成[9]。 Ganesan
等[9]研究证实，在含有SIRT1的胞质复合物中，腺苷酸
活化蛋白激酶 （adenylate activated protein kinase，
AMPK）的激活受到肝激酶B1（liver kinase B1，LKB1）
调节，而SIRT1是LKB1去乙酰化所必需。SIRT1-AMPK
通路能够作用于多囊卵巢综合征大鼠的颗粒细胞，发
挥自噬抑制作用，并且能够调控大鼠体内的相关炎症
因子水平， 而SIRT1/eNOS信号通路具有延缓细胞衰
老的作用 [10]。 AMPK和雷帕霉素靶蛋白（mammalian
target protein of rapamycin，mTOR）这两种信号分子呈
相互拮抗的时向关系， 且AMPK-mTOR通路能够参与
机体的免疫调节，并且与自噬过程也密切相关[11]。 基
于此， 本研究试图探讨CIRI中SIRT1-AMPK-mTOR/
eNOS通路对eNOS的调控作用，以及DY减轻老龄大鼠
CIRI的相关机制。

1 材料和方法
1.1 实验动物 40周龄雄性SD大鼠30只， 体质量
400～600 g， 购于上海斯莱克实验动物有限责任公司
[实验动物生产许可证号：SCXK（沪）2017-0005]，饲
养于杭州鹰旸生物科技有限公司动物中心[实验动物
使用许可证号：SYXK（浙）2020-0024]。本研究通过杭

州鹰旸生物科技有限公司动物实验伦理审批（动物伦
理审查批准号：EYOUNG-20210527-02）。
1.2 实验材料 抗SIRT1抗体、抗AMPK抗体、抗磷酸
化腺苷酸活化激酶（phosphorylation-adenylate activated
protein kinase，p-AMPK）抗体、抗磷酸化雷帕霉素靶
蛋白（phosphorylation-mammalian target of rapamycin，
p-mTOR）抗体、抗mTOR抗体、抗磷酸化一氧化氮合
酶 （phosphorylation -nitric oxide synthase protein ，
p-eNOS）抗体、抗eNOS抗体、抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶
（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）
抗体均购于美国Affinity公司（批号：DF6033、AF3423、
AF6243、AF3308、AF6308、AF3247、AF0096、AF7021）。
DY由熟干地黄18 g，山茱萸、肉苁蓉、茯苓各12 g，石
菖蒲8 g，远志9 g，麦门冬、石斛、巴戟天各10 g，附子、
肉桂、薄荷各4 g，五味子6 g，生姜3 g，大枣5个组成，
将各味中药浸泡于5倍体积水中1 h， 煮沸煎煮半小
时，取出煎液再次加入3倍体积水，煎煮两次，收集过
滤后浓缩至2 g·mL-1。 尼莫地平片购于上海源叶生物
科技有限公司（批号：B20899），以0.9%氯化钠溶液制
备成1 g·L-1的尼莫地平混悬液。
1.3 实验设备 DM3000型荧光显微镜及RM2235型
石蜡切片机均购于德国Leica公司；NIKON DS-U3型
成像系统为日本尼康公司产品；C6型流式细胞仪为美
国BD公司产品；CFX Connect型实时荧光定量聚合酶链
式反应 （Real -time quantitative polymerase chain
reaction，Real-time qPCR） 仪购于美国Bio-Rad公司；

Steellex型凝血系统购于北京中勤世帝科学仪器有限公司。
1.4 方法

1.4.1 CIRI模型建立 大鼠喂养7 d后随机分为假手
术组、 模型组、DY低剂量组 （6 g·kg-1）、DY高剂量组
（12 g·kg-1）、尼莫地平组（10 mg·kg-1）。大鼠以1%戊巴
比妥钠30 g·kg-1腹腔注射麻醉后， 分离颈部动脉，结
扎左侧颈总动脉及颈外动脉，于颈总动脉分叉近心端

4 mm处插入线栓， 插入深度约18 mm， 固定线拴，
90 min后去掉线栓完成再灌注，建立CIRI模型 [12]。 假
手术组除不结扎外，与模型组进行同样操作。 造模结
束后1.5 h，参照Longa评分法进行神经行为学评分，评
分标准为：各项反应正常0分，对侧前爪不能轻松伸展
1分，行走时出现对侧转圈现象2分，行走时出现向对
侧跌倒的情况3分，丧失自发行走能力4分。 将评分1～
3分的大鼠随机分配到模型组及各个给药组。术后第1
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天起，DY各剂量组及尼莫地平组大鼠以相应药物灌
胃，假手术组与模型组予0.9%氯化钠溶液灌胃，连续
28 d。 给药后，各组大鼠再次进行神经行为学评分。

1.4.2 血小板聚集实验 给药10 d后，大鼠腹股沟动
脉取血，120 r/min离心10 min， 制备富血小板血浆
（platelet-rich plasma，PRP）。 收集血清 ， 剩余血样

1600 r/min离心10 min获得贫血小板血浆（platelet-
poor-plasma，PPP）。以Steellex凝血系统记录血小板聚
集情况，将各组别的PRP加入到测试单元中，随后加
入聚合剂。 以下列公式计算血小板聚集率（platelet
aggregation inhibition rate，PAI），PAI （% ） =（MARc -
MARt）/MARc×100%，MARc为假手术组的最大聚集
率，MARt为给药组的最大聚集率。
1.4.3 大鼠脑梗死面积计算 末次给药结束后处死
大鼠，分离脑组织，切片后行2，3，5-氯化三苯基四氮
唑（2，3，5-triphenyltetrazole chloride，TTC）染色。利用
相应图像处理软件分析图片中梗死与非梗死区面积，
并计算脑梗死率。 脑梗死率（%）=脑梗死区面积/脑总
面积×100%。

1.4.4 组织病理检测

1.4.4.1 苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色
将大脑皮层组织固定脱水，石蜡包埋后切片，行HE染
色，镜检观察并进行脑损伤评分。 组织形态正常0分；
只有少量细胞损伤1分；出现大量细胞损伤，细胞旁边
出现大量空泡2分；细胞明显损伤，出现明显空泡3分；
大量细胞损伤，出现大量空泡4分。

1.4.4.2 Nissl染色 将大脑海马组织固定脱水，石蜡
包埋后切片，行Nissl染色，镜检观察。

1.4.5 流式细胞术检测血小板活化特异标志物
CD62P表达 大鼠麻醉后取血离心，去血清后加入红
细胞裂解液，1 000 r/min离心5 min，去上清液，调整
细胞浓度为2×107/mL， 加入CD62P抗体2.5 μL， 孵育
0.5 h，清洗重悬细胞，流式细胞仪检测。

1.4.6 Real-time qPCR检测大鼠脑组织中 SIRT1、
AMPK、mTOR mRNA表达 处死大鼠后分离脑组织，
提取RNA， 经逆转录合成cDNA， 逆转录结束后进行
Real-time qPCR反应。SIRT1、AMPK、mTOR mRNA表
达量采用2-△△Ct方法计算。 各引物序列见表1。
1.4.7 免疫印迹法检测SIRT1-AMPK-mTOR/eNOS通
路相关蛋白表达 制备蛋白样品， 行十二烷基硫酸
钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 （sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE），转膜
后加入一抗、二抗孵育，化学发光显色，收集图像并拍
摄保存，进行分析处理。
1.5 统计学分析 应用SPSS 16.0统计软件进行统
计学分析。计量资料以x±s表示，组间比较采用单因素
方差分析的SNK检验，方差不齐者运用Kruskal-Wallis
H检验。 以P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 各组大鼠神经行为学评分比较 与假手术组比
较， 模型组大鼠神经行为学评分显著升高（P＜0.01）；
与模型组比较，DY高剂量组及尼莫地平组大鼠神经
行为学评分显著降低（P＜0.05，P＜0.01）；与尼莫地平
组比较，DY低、 高剂量组神经行为学评分明显升高
（P＜0.05）；DY低剂量组与高剂量组之间差异无统计
学意义（P＞0.05）。 见表2。
2.2 各组大鼠脑梗死情况比较 与假手术组比较，
模型组脑梗死面积及梗死率显著升高（P＜0.01）；与模
型组比较， 给药组的脑梗死面积、 梗死率显著降低
（P＜0.05，P＜0.01）； 与DY低剂量组比较，DY高剂量组
脑梗死率显著降低（P＜0.01）；与尼莫地平组比较，DY
低、高剂量组梗死率显著升高（P＜0.01）。 见图1。
2.3 各组大鼠脑组织病理学改变比较 与假手术组
比较，模型组脑组织损伤严重，出现明显水肿，脑损伤
评分显著上升（P＜0.01）；而且细胞核固缩，神经元数
量显著减少（P＜0.01）。 与模型组比较，DY高剂量组和

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

目的基因 正向引物 反向引物

Rat SIRT1 ATCTCCCAGATCCTCAAGCCA CTTCCACTGCACAGGCACAT

Rat AMPK CCTTCGGCAAAGTGAAGATTGG ATGAAGGAACCCGTTGGAGG

Rat mTOR CTGCACTTGTTGTTGCCTCC ATCTCCCTGGCTGCTCCTTA

Rat β-actin CCCGCGAGTACAACCTTCTT AACACAGCCTGGATGGCTAC
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尼莫地平组脑组织损伤情况减轻，脑损伤评分显著降
低（P＜0.01），且神经元细胞核深染和固缩现象明显减
少，神经元数量显著增加（P＜0.01）。 与尼莫地平组比
较，DY低、 高剂量组神经行为学评分明显升高（P＜
0.01，P＜0.05），神经元数量减少（P＜0.01）。 与DY低剂
量组比较，高剂量组脑损伤评分降低，而神经元数量
增加（P＜0.01）。 见表3、图2～3。

2.4 各组大鼠血小板聚集率比较 与假手术组比
较，模型组血小板聚集率显著上升（P＜0.01）。 与模型
组比较，DY高剂量及尼莫地平组血小板聚集率显著
降低（P＜0.05，P＜0.01），DY低剂量组差异无统计学意
义（P＞0.05）。与DY低剂量组比较，DY高剂量组差异无
统计学意义（P＞0.05）。 与尼莫地平组比较，DY低、高
剂量组ADP及PAF显著升高（P＜0.05，P＜0.01）。见表4。

注：与假手术组比较，▲▲P＜0.01；与模型组比较，★P＜0.05，★★P＜0.01；与尼莫地平组比较，#P＜0.05。

Note： Compared with sham operation group， ▲▲P＜0.01； compared with model group， ★P＜0.05， ★★P＜0.01； compared with Nimodipine

group， #P＜0.05.

表2 各组大鼠神经行为学评分比较

Tab.2 Comparison of neurobehavioral scores of rats in each group （x±s， score）

组别 假手术组 模型组 DY低剂量组 DY高剂量组 尼莫地平组

评分 0 3.50±0.55▲▲ 3.00±0.63# 2.67±0.52★# 1.83±0.41★★
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注：A.CIRI大鼠脑梗死面积统计情况（TTC染色）；B.CIRI大鼠脑梗死率。 注：与假手术组比较，▲▲P＜0.01；与模型组比较，★P＜0.05，★★P＜0.01；与DY低

剂量组比较，%%P＜0.01；与尼莫地平组比较，##P＜0.01。

Note： A. Statistics of cerebral infarction area in CIRI rats （TTC staining）； B. Cerebral infarction rate in CIRI rats. Compared with sham operation

group， ▲▲P＜0.01； compared with model group， ★P＜0.05， ★★P＜0.01； compared with DY low-dose group， %%P＜0.01； compared with Nimodipine

group， ##P＜0.01.

图1 各组大鼠脑梗死面积及梗死率

Fig.1 Area and rate of cerebral infarction in each group
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注：与假手术组比较，▲▲P＜0.01；与模型组比较，★★P＜0.01；与DY低剂量组比较，%%P＜0.01；与尼莫地平组比较，#P＜0.05，##P＜0.01。

Note： Compared with sham operation group， ▲▲P＜0.01； compared with model group， ★★P＜0.01； compared with DY low-dose group， %%P＜

0.01； compared with Nimodipine group， #P＜0.05， ##P＜0.01.

表3 各组大鼠脑梗死情况比较

Tab.3 Comparison of cerebral infarction in each group （x±s）

组别 脑损伤评分（分） 神经元个数（个）

假手术组 0.00±0.00 194.33±9.85

模型组 3.33±0.52▲▲ 41.67±4.08▲▲

DY 低剂量组 3.00±0.63## 81.17±5.04★★##

DY 高剂量组 1.67±0.52★★%%# 100.67±6.86★★%%##

尼莫地平组 1.33±0.52★★ 159.33±8.98★★

注：A.假手术组；B.模型组；C.DY低剂量组；D.DY高剂量组；E.尼莫地平组（标尺：100 μm）。

Note： A. Sham operation group； B. Model group； C. DY low-dose group； D. DY high-dose group； E. Nimodipine group（Scale: 100 μm）.

图2 各组大鼠脑组织病理学改变（HE染色，200×）
Fig.2 Histopathological changes of rat brain in each group（HE staining， 200×）
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2.5 各组大鼠CD62P表达比较 与假手术组比较，
模型组CD62P表达量显著升高（P＜0.01）。 与模型组比
较 ， 给药组CD62P表达量均显著降低 （P＜0.05，P＜
0.01）；与尼莫地平组比较，DY低剂量组CD62P表达量
显著升高（P＜0.05）。 见图4。
2.6 各组大鼠脑组织SIRT1、AMPK、mTOR的mRNA表

达比较 与假手术组比较， 模型组SIRT1、mTOR的
mRNA表达显著降低，AMPK的mRNA的表达显著升
高（P＜0.05，P＜0.01）。 与模型组比较，DY高剂量组的
SIRT1、mTOR的mRNA表达显著升高， 同时AMPK的
mRNA的表达显著降低（P＜0.01，P＜0.05）；尼莫地平组
SIRT1及AMPK的mRNA表达显著降低，mTOR的mRNA

1193



浙江中医药大学学报 2022 年 11 月第 46 卷第 11 期

注：A.假手术组；B.模型组；C.DY低剂量组；D.DY高剂量组；E.尼莫地平组（标尺：100 μm）。

Note： A. Sham operation group； B. Model group； C. DY low-dose group； D. DY high-dose group； E. Nimodipine group（Scale: 100 μm）.

图3 各组大鼠脑组织病理学改变（Nissl染色，200×）
Fig.3 Histopathological changes of rat brain in each group（Nissl staining， 200×）

注：ADP：二磷酸腺苷；PAF：血小板活化因子；AA：花生四烯酸。与假手术组比较，▲▲P＜0.01；与模型组比较，★P＜0.05，★★P＜0.01；与尼莫地平组

比较，#P＜0.05，##P＜0.01。

Note： ADP. Adenosine diphosphate； PAF. platelet activating factor； AA. arachidonic acid. Compared with sham operation group， ▲▲P＜

0.01； compared with model group， ★P＜0.05， ★★P＜0.01； compared with Nimodipine group， #P＜0.05， ##P＜0.01.

表4 各组大鼠血小板聚集率比较

Tab.4 Comparison of PAI in each group （x±s，%）

组别
血小板聚集率

ADP PAF AA

假手术组 29.81±3.55 31.61±3.75 28.90±2.87

模型组 53.35±5.21▲▲ 55.05±5.24▲▲ 49.99±5.08▲▲

DY 低剂量组 48.19±4.16# 49.63±4.76## 45.57±5.30

DY 高剂量组 46.91±2.96★# 46.85±4.17★# 42.18±3.56★

尼莫地平组 41.70±3.48★★ 40.49±4.59★★ 43.01±4.93★
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表达显著升高 （P＜0.05，P＜0.01）；DY低剂量组SIRT1
的mRNA表达显著升高（P<0.05），mTOR的mRNA表达
显著下降（P＜0.01，P＜0.05）。 与DY低剂量组比较，DY
高剂量组mTOR的mRNA表达显著升高 （P＜0.01），
AMPK的mRNA表达显著降低（P＜0.05）。 见图5。

2.7 各组大鼠脑组织SIRT1、p-AMPK、p-mTOR和
p-eNOS蛋白表达比较 与假手术组比较， 模型组大
鼠脑组织中p-AMPK和p-eNOS蛋白的表达水平均显
著升高，SIRT1和p-mTOR蛋白的表达水平均显著降
低（P＜0.01）。 与模型组比较，DY高剂量组和尼莫地平
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注：与假手术组比较，▲▲P＜0.01；与模型组比较，★P＜0.05，★★P＜0.01；与尼莫地平组比较，#P＜0.05。

Note： Compared with sham operation group， ▲▲P＜0.01； compared with model group， ★P＜0.05， ★★P＜0.01； compared with Nimodipine group， #P＜0.05.

图4 各组大鼠CD62P表达比较

Fig.4 Comparison of CD62P in each group
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组大鼠脑组织中SIRT1和p-mTOR蛋白的表达水平显著
升高，p-AMPK和p-eNOS蛋白的表达水平显著降低
（P＜0.05，P＜0.01）；DY低剂量组p-mTOR蛋白表达显
著升高（P<0.05）。与DY低剂量组比较，DY高剂量组大
鼠脑组织中SIRT1含量显著升高（P＜0.05）。 与尼莫地
平组比较，DY低剂量组大鼠脑组织中SIRT1含量显著
降低（P＜0.05）。 见图6。

3 讨论
中风又称为脑卒中，多发于50岁以上老人，此时

人体髓海空虚，元气虚弱，而肾为人之根本，主骨生
髓，脑又为髓汇聚之处[13]。有学者指出，肾虚是缺血性
中风的基本病机， 而DY是临床上补肾法治疗缺血性
中风的名方[14]，因此用DY治疗CIRI符合其病机。

何华等[15]证实，DY能够减轻大鼠脑水肿，减少脑
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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；与DY低剂量组比较，%P＜0.05，%%P＜0.01；与尼莫地平组比较，#P＜0.05，##P＜0.01。

Note： Compared with sham operation group， ▲P＜0.05， ▲▲P＜0.01； compared with model group， ★P＜0.05， ★★P＜0.01； compared with DY low-

dose group， %P＜0.05， %%P＜0.01； compared with Nimodipine group， #P＜0.05， ##P＜0.01.

图5 各组大鼠脑组织中SIRT1、AMPK、mTOR mRNA表达比较
Fig.5 Comparison of mRNA expressions of SIRT1， AMPK and mTOR in brain tissue in each group
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缺血再灌注脑梗死范围和病理损伤，对局灶性CIRI有
较好的保护作用。 李胜志等[16]观察发现，DY对CIRI模
型大鼠的脑保护以及对神经干细胞增殖分化的促进
作用与调控干细胞因子（stem cell factor，SCF）有关。
段新芬等 [17]对CIRI大鼠模型的研究发现，DY预处理
对脑缺血大鼠脑组织神经元有保护作用，其作用机制
可能与调节大鼠脑组织神经生长因子（nerve growth
factor，NGF）表达，保护梗死区神经元有关。 以上研究
充分证实了，DY在治疗脑缺血相关疾病中的良好疗
效，对CIRI的修复效果明确。

本研究通过线栓法成功制备脑缺血再灌注动物
模型，DY处理后大鼠的神经功能评分、血小板聚集率、
脑梗死面积均显著下降，提示DY对于脑组织有一定的
保护作用。 其中神经功能评分降低以及脑梗死面积减
小，直观体现了脑组织病变程度的减轻；而血小板聚
集率是反映血小板聚集功能的重要指标，当聚集率升
高时容易形成血栓， 给药后血小板聚集受到抑制，说
明DY可以减轻血小板聚集，延缓并减轻血栓形成。 HE
及Nissl染色提示， 用药后脑组织病理损伤情况改善，
脑损伤评分减低，神经元数量增加，说明DY对于神经
元有较好的保护作用。尼莫地平是治疗脑缺血的常见
药物，因此选择其作为本文的阳性对照药物，实验结
果提示，DY高剂量组的指标变化趋势与尼莫地平组
接近，进一步证明DY对CIRI有治疗作用，而且与尼莫
地平有类似的效果。

CD62P是血小板颗粒表面的特异性糖蛋白， 在α
颗粒膜表达，介导血小板黏附于内皮细胞，进而激活
中性粒细胞，释放多种酶及细胞因子，损伤内皮细胞，

导致基底膜通透性增强，从而启动血栓形成[18]。 流式
细胞术检测得出 ，CIRI后血小板活化特异标志物
CD62P表达显著增加，而药物处理后CD62P表达量均
显著降低，表明DY可以降低血小板的活化水平，并且
能够对血栓形成起到一定的抑制作用。

脑缺血后脑组织中eNOS单体增加， 经有效干预
后eNOS激活形成二聚体，选择性抑制eNOS则导致神
经毒性， 说明eNOS在脑缺血中起保护作用。 当发生

CIRI后，p-eNOS蛋白的表达水平显著升高，表明具有
保护作用的eNOS发生了磷酸化， 转化成了p-eNOS，
从而加重了脑组织的损伤， 而药物处理后p-eNOS蛋
白的表达水平显著降低，eNOS表达量升高，说明药物
起到了保护神经组织及细胞的作用。 Mahmood等[19]研
究发现，小鼠脑缺血大脑半暗带内，激活形式的eNOS
二聚体与失活形式的单体的比例降低，从而引起继发
损伤加重。 当细胞能量充足时，AMPK处于失活状态，
mTOR处于活化状态，而发生CIRI后，细胞缺氧导致

AMPK催化亚基位点Thr172磷酸化激活， 抑制mTOR
活性，引起细胞自噬增强[20]。本研究中，模型组脑组织
中SIRT1、mTOR mRNA及SIRT1和p-mTOR蛋白表达
显著降低，AMPK mRNA及p-AMPK和p-eNOS蛋白表
达显著上升，表明细胞受到了严重损伤，且SIRT1也
参与了CIRI的过程， 给药后SIRT1和p-mTOR蛋白表
达升高，p-AMPK和p-eNOS蛋白表达降低，表明DY可
起到保护大鼠脑组织的作用。

综上所述，DY能够显著改善CIRI引起的脑组织
损伤，抑制血小板聚集，起到神经保护作用，其作用机
制可能与SIRT1-AMPK-mTOR/eNOS信号通路有关，

1196



浙江中医药大学学报 2022 年 11 月第 46 卷第 11 期
程
巨
萍

，等
：地
黄
饮
子
通
过

SIRT1-AM
PK

-m
TOR

/eNOS
通
路
减
轻
老
龄
大
鼠
脑
缺
血
再
灌
注
损
伤

注：与假手术组比较，▲▲P＜0.01；与模型组比较，★P＜0.05，★★P＜0.01；与 DY 低剂量组比较，%P＜0.05；与尼莫地平组比较，#P＜0.05。
Note: Compared with sham operation group, ▲▲P＜0.01; compared with model group, ★P＜0.05, ★★P＜0.01; compared with DY low-dose group, %P＜0.05;
compared with Nimodipine group, #P＜0.05.

图 6 各组大鼠脑组织中 SIRT1、AMPK、p-AMPK、mTOR、p-mTOR、eNOS 和 p-eNOS 蛋白表达比较
Fig.6 Comparison of protein expressions of SIRT1, AMPK、p-AMPK, mTOR、p-mTOR、eNOS and p-eNOS in brain tissues in each group

即上调SIRT1和p-mTOR， 下调p-AMPK和p-eNOS蛋
白的表达水平。
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