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［摘要］ 目的 观察辛温开窍中药对脑梗死大鼠 NOD 样受体蛋白 3
( NLＲP3) 、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 1 ( Caspase － 1) 、白细胞介素 － 1β( IL －
1β) 、IL － 18 的影响，探讨脑卒中的炎性反应通道及辛温开窍中药对缺血大鼠

脑组织炎症反应的影响。方法 将健康成年雄性 SD 大鼠 120 只随机分为假

手术组、缺血组、常规中药组和辛温开窍组，每组 30 只。除假手术组外，其余

组均选择从颈总动脉插入线栓直达颈内动脉末端栓塞一侧大脑中动脉法制备

脑梗死模型。在术前连续 3 d( 每天 2 次) 及术后( 每 6 h 1 次) 给予各组大鼠

灌胃，常规中药组灌胃常规中药方煎剂，辛温开窍组灌胃常规中药方煎剂和麝香 0． 5 g，假手术组和

缺血组灌胃生理盐水。分别于术后 24 h 和 48 h 取缺血区脑组织，采用 Western Blot 检测 NLＲP3、
Caspase － 1 表达水平，采用酶联免疫法( ELISA) 检测 IL － 18、IL － 1β 表达水平，采用组织免疫荧光

染色法检测 NLＲP3 表达情况。结果 术后 24 h 和 48 h，缺血组、常规中药组和辛温开窍组大鼠脑

组织中 NLＲP3、Caspase － 1、IL － 18、IL － 1β 表达水平均显著高于假手术组( P 均 ＜ 0． 05) ，但常规

中药组和辛温开窍组均显著低于缺血组( P 均 ＜ 0． 05) ，且辛温开窍组均显著低于常规中药组( P 均 ＜
0. 05) 。结论 脑组织缺血后存在炎性因子的表达和 NLＲP3 炎性通道反应; 辛温开窍中药可显著

下调缺血脑组织 NLＲP3、Caspase － 1、IL － 1β 和 IL － 18 蛋白表达水平，可能与麝香快速通过血脑屏

障，抑制缺血后脑组织 NLＲP3 炎症通道有关。
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Abstract: Objective It is to investigate the effect of pungent and warm natured resuscitation drugs on the nod-like re-

ceptor protein-3( NLＲP3) ，Caspase-1，interleukin-1β ( IL-1β) ，IL-18 in in rats with cerebral infarction，thus to explore

the inflammatory response pathway of stroke and the effect of pungent and warm natured resuscitation drugs on the inflam-

matory response of ischemic rat brain tissue． Methods 120 healthy adult male Sprague-Dawley rats were randomly divided

into sham operation group，ischemia group，conventional Chinese medicine group and pungent and warm natured resuscita-

tion drug group，with 30 rats in each group． Except for the sham operation group，the cerebral infarction models were pre-

pared from the common carotid artery insertion line to the end of the internal carotid artery embolization side of the middle

cerebral artery in the other groups． The conventional Chinese medicine group was given conventional Chinese medicine de-

coction，and the drug group was given pungent and warm natured resuscitation decoction and musk 0． 5 g，sham operation

group and ischemia group were normal saline，all by intragastrically administration for 3 days before operation( 2 times a
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day) and after operation ( every 6 hours) ． The brain tissue of ischemic area was taken at 24 h and 48 h after operation． The

expression levels of NLＲP3 and Caspase-1 were detected by Western Blot． The expression levels of IL-18 and IL-1β were

detected by enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA) ． The expression of NLＲP3 was detected by tissue immunofluo-

rescence staining． Ｒesults At 24 h and 48 h after operation，the expression levels of NLＲP3，Caspase-1，IL-18 and IL-1β
in the ischemic group，conventional Chinese medicine group and drug group were significantly higher than those in the sham

operation group ( P ＜ 0． 05) ． However，the indexes in the conventional Chinese medicine group and drug group were signif-

icantly lower than those in the ischemic group ( P ＜ 0． 05) ，and the indexes in the drug group was significantly lower than

those in the conventional Chinese medicine group ( P ＜ 0． 05) ． Conclusion There was expression of inflammatory factors

and NLＲP3 inflammatory channel reaction after cerebral ischemia; pungent and warm natured resuscitation drugs can signif-

icantly down-regulate the expression levels of NLＲP3，Caspase-1，IL-1β and IL-18 in ischemic brain tissue，the mecha-

nism may be related with musk qulickly passing through the blood-brain barrier and inhibiting of NLＲP3 inflammatory chan-

nels in ischemic brain tissue．

Key words: pungent and warm natured resuscitation method; NLＲP3; Caspase-1; IL-1β; IL-18

固有免疫被认为是机体防御的第一道防线，又

称非特异性免疫，参与免疫反应的细胞包括吞噬细

胞、上皮细胞和树突状细胞等。其中吞噬细胞是通

过模式识别体( pattern recognition receptor，PＲＲ) 来

识别和吞噬病原体，或分泌多种炎性细胞因子［1］以

促进炎症反应。在 PＲＲ 中，Toll 样受体 ( TLＲ ) 和

NOD 样受体( NLＲ) 分别作为胞外和胞内模式识别

受体最受关注，更多的 PＲＲ 为胞内 NLＲ［2］。NOD

样受 体 蛋 白 3 ( Nod － Like Ｒeceptor Protein － 3，

NLＲP3) 是胞浆内模式识别受体 NOD 样受体家族一

员，主要功能是活化半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 1
( Caspase － 1 ) 来间接调控白细胞介素 － 1β ( IL －
1β) 、IL － 18 等的成熟和分泌［3］。当细胞受到感染

等刺激时，被激活的 NLＲP3 能够通过凋亡相关点样

蛋白招募 pro － caspase － 1，并形成 NLＲP3 炎性体。

在炎性体的作用下，pro － caspase － 1 被激活成为

Caspase － 1，而 Caspase － 1 将 IL － 18 和 IL － 1β 的

前体进一步裂解成为具有重要生物活性的炎症因

子，并参与多种炎症反应过程。近年来的临床试验

证明动脉粥样硬化［4 － 5］、心脑血管事件、阿尔茨海默

病［6］、2 型糖尿病［7］、炎性肠病等的发病与发展与

NLＲP3 炎性反应通路都密切相关。急性脑梗死属

于中医学“中风”病的范畴，中医对脑梗死多是整体

立法上的辨证论治，注重全身气血的调节，但是临床

疗效却不尽如人意。笔者在临床中发现整体辨证论

治的同时从局部立法，应用通窍中药治疗可引药直

达其所，临床疗效更佳。为进一步明确脑梗死后脑

组织的炎性反应机制及辛温开窍法治疗急性脑梗死

的作用机制，为构建完整的中医脑病体系、提高中医

药治疗脑病急危重症的疗效提供依据，笔者在整体

辨证基础上结合急性脑梗死发病后的脑组织病理生

理反应，以炎症因子为指标进行了实验研究，现将结

果报道如下。
1 实验资料

1. 1 实验动物及分组 健康成年雄性 SD 大鼠 120

只，体质量 250 ～ 280 g，购自山东省朋悦动物繁育有

限公司，实验动物许可证号: SCXK( 鲁) 2014 － 0007。

大鼠饲料由潍坊医学院实验动物中心提供，室温控

制在 20 ～ 25 ℃，环境符合 12h 昼夜循环。将 120 只

大鼠随机分为假手术组、缺血组、常规中药组、辛温

开窍组，每组 30 只。
1. 2 药物及试剂 常规中药以化痰泄浊、活血通络

为主，组方: 陈皮 15 g、半夏 9 g、竹茹 12 g、茯苓 20 g、

桃仁 15 g、红花 12 g、当归 20 g、川芎 12 g、郁金 12 g、

大黄 9 g、甘草 6 g，由潍坊市中医院煎药室浓煎取汁

共 100 mL。β － actin 一 抗 ( Protein Tech Group，

USA) ; Caspase － 1 一抗( Protein Tech Group，USA) ;

NLＲP3 一抗( Protein Tech Group，USA) ; DAPI 染色

液 ( Ｒoche，Mannheim，Germany) ; 5 × SDS － PAGE

蛋白 上 样 缓 冲 液 ( 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司) ;

ELISA 试剂盒( Ｒ＆D Systems，USA) ; HＲP － 羊抗鼠 /

抗兔( Protein Tech Group，USA) ; ＲIPA，ＲIPA + ED-
TA( 碧云天生物技术有限公司) 。
1. 3 大鼠模型制备 取直径为 0． 24 mm( 线头直径

为 0． 3 mm) 的尼龙线。使用前，在距离线头 20 mm

处做标记，乙醇消毒后浸泡于肝素盐水中( 1 ∶ 2 500
IU) 。采用 0． 8% 戊巴比妥钠 30 mg /kg 腹腔注射麻

醉大鼠，于大鼠颈部正中切口，钝性分离出右侧颈总

动脉、颈内动脉及颈外动脉，在颈外动脉、颈总动脉

的近心端结扎，于远心端靠近颈总动脉分叉处打一
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活结，两结之间置线备用。在两结扎线之间做一直

径约 0． 1 mm 的“V”字型微切口，将尼龙线栓自切口

处小心插入( 圆头一端在前) ，将备用线结收紧，松

开远心端活结，将尼龙线沿着颈内动脉送入颅内，插

入深度约 20 mm 时遇阻力而停止，以阻断大脑中动

脉血流。将尼龙线固定，逐层缝合后将大鼠放于 25
℃温箱内，待苏醒后放回笼中。
1. 4 干预方法 在术前连续 3 d( 每天 2 次) 及术后

( 每 6 h 1 次) 给予各组大鼠灌胃，常规中药组灌胃

常规中药方煎剂，辛温开窍组灌胃常规中药方煎剂

和麝香 0． 5 g，假手术组和缺血组灌胃生理盐水，均

每次 2 mL。
1. 5 检测指标 分别于术后 24 h 和 48 h 每组各随

机处死大鼠 15 只，取脑组织，然后将缺血区域和正

常区域的皮质修剪成 1 mm3 大小的小块，洗涤血液

并去除脑膜组织，用 2． 5% 戊二醛固定液在离心管

内固定，以确保固定剂完全浸没组织块。固定 48 h
后，完成电镜标本制备及拍片。Western Blot 检测脑

组织中 NLＲP3、Caspase － 1 表达情况，酶联免疫法

( ELISA) 检测脑组织中炎性因子 IL － 18 和 IL － 1β
表达水平，组织免疫荧光染色检测 NLＲP3 表达情况

( NLＲP3 在图像中呈现绿色荧光) 。
1. 6 统计学方法 采用 SPSS 17． 0 软件进行数据

统计分析，数据采用均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，比较

采用 t 检验，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结 果

2. 1 各组大鼠大脑皮质中 NLＲP3、Caspase － 1 表达

情况 术后 24 h 和 48 h，缺血组大鼠损伤脑组织中

NLＲP3、Caspase － 1 蛋白表达水平均明显高于假手

术组( P 均 ＜ 0． 05) ，常规中药组和辛温开窍组 NL-
ＲP3、Caspase － 1 蛋白表达水平均明显低于缺血组

( P 均 ＜ 0． 05) ，且辛温开窍组均明显低于常规中药

组( P 均 ＜ 0． 05) 。见图 1 和图 2。
2. 2 各组大鼠大脑皮质中 IL － 1β、IL － 18 表达水

平术后 24 h 和 48 h，缺血组大鼠损伤脑组织中 IL －
1β、IL － 18 蛋白表达水平均明显高于假手术组( P
均 ＜ 0． 05) ，常规中药组和辛温开窍组 IL － 1β、IL －
18 蛋白表达水平均明显低于缺血组( P 均 ＜ 0. 05) ，

且辛 温 开 窍 组 均 明 显 低 于 常 规 中 药 组 ( P 均 ＜
0. 05) 。见图 3。
2. 3 各组大鼠脑组织免疫荧光染色情况 组织免

疫荧光染色结果与 Western Blot 实验结果一致，常

规中药组和辛温开窍组 NLＲP3 绿色荧光量均明显

少于缺血组，且辛温开窍组更少。见图 4 和图 5。

图 1 术后 24 h 和 48 h 各组大鼠损伤区大脑皮质中

NLＲP3 蛋白表达情况

图 2 术后 24 h 和 48 h 各组大鼠损伤区大脑皮质中

Caspase － 1 蛋白表达情况

图 3 术后 24 h 和 48 h 各组损伤区大脑皮质中

IL － 1β、IL － 18 表达水平

3 讨 论

NLＲP3 炎症小体在树突状细胞、单核细胞和巨

噬 细胞中广泛表达，其是由NLＲ、ASC和无活性的
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图 4 术后 24 h 各组大鼠损伤区大脑皮质

NLＲP3 免疫荧光染色表现

图 5 术后 48 h 各组大鼠损伤区大脑皮质

NLＲP3 免疫荧光染色表现

半胱天冬酶 － 1 前体［8］组成的复合体，这种复合体

对 Caspase 的激活起着非常重要作用，被命名为“炎

性体”。NLＲP3 炎症小体的活化分为 2 步［9］: 首先，

激活剂通过细胞膜上的 Toll 样受体启动 NF － κB 信

号通路，并引起 pro － IL － 1β 和 pro － IL － 18 前体表

达增多; 其次，激活剂通过多种分子机制进入细胞

质并介导 NLＲP3、ASC 和半胱天冬酶 － 1 的聚集，以

激活 NLＲP3 炎性体，并促进 pro － IL －1β和 pro － IL －
18 向 IL － 1β 和 IL － 18 转化［10］。因此 NLＲP3 炎症

小体在适应性免疫应答中发挥着重要作用，并形成

经典的 NLＲP3 炎症复合物通路。另外半胱氨酸蛋

白酶可以启动并执行一系列导致炎症或细胞凋亡的

细胞程序，它们通常以无活性的酶原形式存在，并且

在高效细胞活性的蛋白水解活化中起作用。其催化

活性与信号依赖性炎症介质的激活密切相关，并间

接处理细胞因子 IL － 1β 和 IL － 18 前体［11］。IL － 1β
是脑缺血损伤炎症级联的关键因子，是重要的促炎

介质，并通过多种途径影响脑缺血再灌注损伤过

程［12］。在生理条件下，脑内 IL － 1β 水平很低，脑缺

血后脑组织中 IL － 1β 表达上调，可刺激细胞黏附分

子的产生，引起嗜中性粒细胞聚集，诱导多种细胞因

子表达［13］。IL － 18 主要由单核 － 巨噬细胞产生，其

作为前炎性细胞因子可促进 T 细胞增加［14］，增强

CD8 + T 细胞和自然杀伤细胞的细胞毒性作用。
本实验结果显示，术后 24 h 和 48 h，缺血组大

鼠损伤脑组织中 NLＲP3、Caspase － 1、IL － 1β、IL －

18 蛋白表达水平均明显高于假手术组，提示急性脑

梗死大鼠缺血后存在 NLＲP3 炎症反应，IL － 1β 和

IL － 18 参与急性脑梗死炎症过程，与急性脑梗死的

发生发展密切相关，这与文献［15］报道一致。常规

中药组和辛温开窍组干预后 NLＲP3、Caspase － 1、IL －
1β、IL － 18 蛋白表达水平均明显低于缺血组，且辛

温开窍组均明显低于常规中药组，提示辛温开窍中

药可显著抑制急性脑梗死大鼠 NLＲP3 炎性通道，减

轻炎性反应。分析与中药麝香的加入，使整个方剂

君臣佐使和药物作用途径及靶点发生改变有关: 麝

香辛香走窜，主要功效为开窍醒神、活血通络。《本

草纲目》指出:“盖麝香走窜，能通诸窍之不利，开经

络之壅遏。”麝香通达十二经络，善于通关利窍，可

携药直达病所，能够加强化痰通络药物的局部作用。
麝香的主要成分有麝香酮、麝香醇，这两种成分能明

显减轻脑水肿，提高中枢神经系统对缺氧的耐受性，

能改善微循环和抑制炎症，尤其是对炎症早期作用

最明显［16］。目前药理研究显示，天然麝香和人造麝

香对缺血脑组织均有保护作用，其作用机制可能与

抑制脑组织中基质金属蛋白酶 － 9 ( MMP － 9 ) 的表

达，降低兴奋性氨基酸毒性，减少脑组织血脑屏障的

细胞外基质降解，改善血脑屏障的通透性，减轻血脑

屏障损伤和缺血后脑水肿等作用有关［17 － 18］。

综上所述，急性期脑梗死大鼠脑组织中存在

NLＲP3 炎性通路反应; 常规化痰通络中药可显著降

低损伤区大脑皮质中 NLＲP3、Caspase － 1、IL － 1β、
IL － 18 表达水平; 加用麝香后，NLＲP3、Caspase － 1、
IL － 1β、IL － 18 表达水平更低，提示辛温开窍法能

显著减轻缺血脑组织的炎性反应，可能与麝香快速

通过血脑屏障，携带药物直达其所，抑制缺血后脑组

织 NLＲP3 炎症通道有关。
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