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通心络胶囊对大鼠低压低氧暴露后炎症反应和
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨通心络胶囊对急性低压缺氧暴露大鼠认知功能损伤的神经保护作用及其相关机制。 方

法　 64 只雄性 Sprague-Dawley 大鼠随机均分为四组,包括正常组(C),通心络组(TXL),低压低氧组(HH),和低压

低氧+通心络组(TXL+HH)。 在低压低氧暴露前,所有大鼠进行 5 d 水迷宫训练。 然后在低压低氧环境下暴露 7 d。
7 d 后,采用旷场实验,水迷宫实验测定认知功能,然后处死取海马组织,Western blot 检测海马组织 TLR-4、MyD88、
IκB-α,NF-κB p65,AQP4,MMP-9 的表达,ELISA 检测血清和海马组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6 的水平,HE 染色观察海

马组织病理学变化,并测定大鼠的脑水含量。 结果 　 (1)行为学实验:四组大鼠旷场实验结果无统计学差异(P>
0. 05);但在水迷宫空间探索实验中发现,与 C 组比较,HH 组大鼠原平台所在象限停留时间及穿越平台次数明显

降低(P<0. 05);TXL 干预后,大鼠原平台所在象限停留时间及穿越平台次数较低压低氧组明显升高,(P<0. 05);
(2)炎症指标比较:与 C 组比较,HH 组大鼠血清及海马组织 IL-1β、TNF-α、IL-6 水平,海马 TLR-4、MyD88、NF-κB
p65 蛋白水平明显升高(P<0. 05),TXL 干预后,炎症指标相关蛋白水平均下降(P<0. 05);(3)海马组织损伤比较:
HH 组大鼠海马 AQP4 及 MMP-9 表达及脑水含量明显高于 C 组(P<0. 05),海马区细胞排列紊乱,肿胀明显,边界

模糊;而 TXL 干预后,AQP4,MMP-9 表达及脑水含量均明显下降(P<0. 05)。 结论　 急性低压缺氧暴露可导致认知

功能障碍和脑组织水肿,通心络干预可通过抑制 TLR4 / MyD88 / NF-κB 信号通路活化,减轻海马炎症,改善认知损伤

和脑组织水肿。
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Effects of tongxinluo capsule on hippocampal inflammation, brain edema,
and cognitive function of rats exposed to acute hypobaric hypoxia
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the neuroprotective effect of tongxinluo capsule on cognitive impairment of
rats exposed to acute hypobaric hypoxia and its related mechanism. Methods　 Sixty-four male Sprague-Dawley rats were



randomly divided into four groups: the control group, tongxinluo group ( TXL group), hypobaric hypoxia group (HH
group), and tongxinluo + hypobaric hypoxia group (TXL + HH group). All rats were trained in a Morris water maze
(MWM) for 5 days prior to hypobaric hypoxia exposure. They were then exposed to hypobaric hypoxia for 7 days. After 7
days, the rats’ cognitive function was evaluated by open field and MWM tests. The hippocampi were then extracted for
molecular biological examination. Morphological changes were observed by pathological staining. The expressions of TLR-4,
MyD88, IκBα, NF-κB p65, and AQP4 in the hippocampus were detected by Western blot. Results 　 In the behavioral
experiment, no significant difference in the open field test was observed among the four groups (P > 0. 05). Likewise, in
the training part of the MWM tests, no significant difference in the escape latency was found among the four groups (P >
0. 05). However, in the probe trials, the residence time in the targeted quadrant and the crossing time to the original
platform were significantly shorter in the rats exposed to hypobaric hypoxia than in the control group ( P < 0. 05).
Tongxinluo treatment significantly attenuated hypobaric hypoxia-induced cognitive impairment ( P < 0. 05 ). Next,
measurement of inflammatory markers showed that the serum and hippocampal IL-1β, TNF-α, and IL-6 levels as well as
the hippocampal TLR-4, MyD88, and NF-κB p65 protein levels were all significantly higher in the HH group than in the
control group (P < 0. 05). The levels of these inflammatory proteins decreased after TXL intervention (P < 0. 05).
Finally, examination of hippocampal tissue damage revealed that hypobaric hypoxia increased the brain water content, with
increased AQP4 and MMP-9 expression in the hippocampus (P < 0. 05). The cells in the hippocampus were disordered
with obvious swelling and blurred boundaries. However, after TXL intervention, the brain water content and AQP4 and
MMP-9 expression were significantly reduced (P < 0. 05). Conclusion 　 Acute hypobaric hypoxia exposure can lead to
cognitive impairment and brain edema by activating the TLR-4 / MyD88 / NF-κB pathway. Tongxinluo intervention may
improve cognitive impairment and brain edema by inhibiting the TLR-4 / MyD88 / NF-κB signaling pathway.
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　 　 低压低氧导致的认知障碍及脑水肿是高原环

境急性期一种常见的表现类型,也是高原相关性脑

病的病理基础[1]。 大脑对缺氧的耐受力差,低氧会

出现形态学异常,炎症与应激反应,代谢紊乱[2]。
部分患者可以出现神经心理障碍,包括焦虑、抑郁、
睡眠障碍,认知损伤,反射迟钝等[3]。 既往研究表

明,高海拔暴露引起的氧化应激及炎症反应是高原

脑病发生、发展的关键因素[4-5]。 严重的炎症导致

炎症因子的过度释放,包括白细胞介素( IL-1β)、肿
瘤坏死因子(TNF-α)、IL-6[5-6]。 这些介质可进一步

诱发血脑屏障损伤、脑水肿和细胞凋亡。 这些细胞

因子 受 到 TLR-4 / MyD88 / NF-κB 信 号 通 路 的 调

控[7],所以本研究选择 TLR-4 / MyD88 / NF-κB 信号

通路与高原脑病之间的关系。
通心络是一种广泛应用于临床的中药制剂,

主要成分包括人参,水蛭,全蝎等 [8] 。 近年来研

究发现通心络可以抗氧化应激,抗炎,改善内皮

功能, 目 前 临 床 中 广 泛 应 用 于 心 脑 血 管 疾

病 [9-10] 。 但是其对低压低氧导致的脑水肿及认

知障碍并无明确报道。 因而本研究拟建立低压

低氧环境模拟高原模型,从 TLR-4 / MyD88 / NF-κB
角度揭示可能的作用机制,为临床高原脑病的防

治提供一定的实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 成年雄性 Sprague-Dawley 大鼠 64 只(8 周龄,
180~220 g,清洁级)购置于北京维通利华实验动物

技术有限公司[SCXK(京)2016-0006]。 所有大鼠

饲养于北京世纪坛医院动物实验室,所有操作均在

世纪坛医院动物屏障设施内进行[SYXK(京)2017-
0025]。 本实验已经通过北京世纪坛医院动物实验

伦理委员会批准(2019 年科研伦审第(49)号)。 本

实验方案符合中国卫生部《动物管理规定》(2001 年

第 55 号文),并且按照实验动物“3R”原则执行。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 通心络购置于石家庄以岭药业股份有限公司

(批号为 090226),经高效液相色谱(HPLC)和气相

色谱(GC)分析鉴定,通心络的主要化学成分为人参

皂苷 Rg1、人参皂苷 b1、异龙脑、冰片、芍药苷、红枣

苷 A、红枣苷 B,具有多种生物活性。 兔抗 TLR-4 多

克隆抗体 ( ab217274, Abcam,英国);兔抗 MyD88
(ab2064,Abcam,英国);兔抗 p-NF-κB p65 多克隆

抗 体 ( ab16502, Abcam, 英 国 ); 兔 抗-IκB-α
(ab32518,Abcam,英国)单克隆抗体;兔抗-AQP4 多

克隆抗体( ab125049,Abcam,英国);兔抗-MMP9-单
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克隆抗体 ( ab58803, Abcam, 英国); β-actin 一抗

(ab8227,Abcam,英国);白介素( IL)-1β、IL-6 和肿

瘤坏死因子(TNF)-α 酶联免疫吸附实验(ELISA)试
剂盒购置于武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司

(批号:E-EL-R0012c,E-EL-R0896c,E-EL-R2856c);
光学显微镜(Olympus,徕卡,德国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

　 　 实验开始前,64 只成年雄性 Sprague-Dawley 大

鼠在温度(23±2)℃、湿度(55% ~ 60%)、光照 /暗循

环 12 h 的空调环境中适应性饲养 7 d,并饲喂实验

室标准饲料和水。 适应期结束后,所有大鼠在水迷

宫(morris water maze,MWM)中进行 5 d 的定位航行

训练,形成记忆。 然后随机分为四组,每组 16 只。
正常组(C):饲养在常压常氧环境中,给予 0. 9%生

理盐水灌胃 7 d,每天 1 次,作为对照;通心络组

(TXL):饲养在常压常氧环境中,予 1. 6 g / (kg·d)
通心络灌胃 7 d,每天 1 次;低压低氧组(HH):饲养

在低压低氧环境中,予 0. 9%生理盐水灌胃 7 d,每
天 1 次;低压低氧+通心络组(HH-TXL):饲养在低

压低氧环境中,予 1. 6 g / (kg·d)通心络灌胃 7 d,每
天 1 次。 低压低氧暴露 7 d 后,每组随机取 6 只大

鼠进行脑水含量测定,其余大鼠大鼠进行旷场实验

和水迷宫空间探索实验。
1. 3. 2　 低压低氧环境建立

　 　 通过动物减压舱模拟海拔 6000 m 高空,保持光

照 /黑暗循环 12 h,气压为 50 kPa,含氧量为 10%
(与海拔 6000 m 相同)的环境,温度和湿度保持在

25℃ ~27℃,55%~60%。 用新鲜空气(5 ~ 6 L / min)
持续冲洗,补充大鼠消耗的 O2,去除大鼠产生的

CO2。 在 30 min 的时间内,开始上升到目标高度的

速率为 3 m / s。 每天上午 10 ∶00 打开腔室 1 h,补充

食物、水、填充物和通心络处理。 大鼠连续 7 d 暴露

于 6000 m 的环境中。
1. 3. 3　 旷场实验

　 　 将大鼠置于旷场(100 cm×100 cm×50 cm)中央

(上海玉研科学仪器有限公司,上海),内壁涂成黑

色。 活动由视频跟踪系统自动记录,旷场分为中心

区域和周围区域。 所有大鼠在旷场内探索 5 min,记
录大鼠走行的全程距离,记录大鼠在中心区域停留

的时间。 每只大鼠在测试结束时,用 75%的乙醇擦

拭旷场,以避免嗅觉线索的出现。
1. 3. 4　 水迷宫实验

　 　 水迷宫实验包括两部分,定位航行和空间探索

实验。 采用 Morris 水迷宫(上海玉研科学仪器有限

公司,上海) (MWM)进行定位航行和空间探索测

试。 圆形水池直径 180 cm,深度 60 cm,注水至 50
cm 高度(温度 22℃ ~ 24℃)。 水迷宫在概念上被平

均划分为四个象限,标记为:I,II,III,IV。 在第 III 象
限中心,水面以下 2 cm 处有一逃生平台。 水迷宫装

置上方设置了摄像头和视频跟踪系统,监控并记录

大鼠的游泳轨迹。 在低压低氧环境暴露前,所有大

鼠均进行 5 d 的定位航行实验。 在每次实验中,大
鼠面对池壁,被随机放置在四个象限之一的水中。
在每次实验中,初始象限的顺序是不同的。 所有老

鼠允许在 60 s 内找到隐藏的平台。 如果老鼠在 60 s
内没有找到平台,则引导大鼠到达平台,并在平台

上停留 10 s。 记录并计算大鼠的逃逸潜伏期(s)、游
泳距离(cm)和平均速度(mm / s)。 在每个实验结束

时,将大鼠擦干放进笼子里。 在 7 d 低压低氧环境

暴露结束后,进行空间探索实验。 撤掉平台,将大

鼠面向池壁,从第 I 象限放入池中,跟踪 60 s。 记录

大鼠通过原平台区域的次数,原平台所在象限停留

的时间(s),及游泳速度(mm / s)。
1. 3. 5　 脑水含量测定

　 　 采用干湿重法测定大鼠大脑含水量。 每组随

机取 6 只,处死,然后完整游离出两个大脑半球,称
重记录湿重。 然后在 100℃电热鼓风烘箱中烘干 24
h,测定干重。 脑含水量(%)的计算公式为:(湿重-
干重) /湿重×100%。
1. 3. 6　 蛋白印迹

　 　 在行为学测试结束后,大鼠处死,然后完整游

离海马组织,置于-80℃备用。 取部分海马组织驾

驭组织裂解液,研磨,12000 r / min×5 min 离心,取上

清。 采用 Bradford 法检测相对蛋白浓度。 然后加入

缓冲液,取 50 μg 蛋白质样品采用十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)进行分离,转移

至 PVDF 膜。 然后用 5%脱脂奶粉封闭,TBST 漂洗,
加入兔抗 TLR-4 多克隆抗体(1 ∶500,Abcam,英国),
兔抗 MyD88(1 ∶ 1000,Abcam,英国),兔抗 p-NF-κB
p65 多克隆抗体(1 ∶2000,Abcam,英国),兔抗-IκB-α
(1 ∶2000,Abcam,英国)单克隆抗体,兔抗-AQP4 多

克隆抗体(1 ∶2000,Abcam,英国),兔抗-MMP9-多克

隆抗体(1 ∶1000,Abcam,英国)以及 β-actin 一抗( l:
1000,Abcam,英国)。 然后与膜在 4℃孵育过夜。 再

用辣根过氧化物酶结合山羊抗兔 IgG 抗体(1 ∶500,
Abcam,英国)或辣根过氧化物酶偶联兔抗小鼠 IgG
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抗体(1 ∶500,Abcam,英国)二抗孵育膜,用含 0. 1%
Tween 20(TBST)的 Tris 缓冲盐水洗三次后 1 h。 使

用凝胶成像和分析系统(Amersham 公司,美国)捕

获和分析波段的化学发光信号 ( ECL kit, Thermo
Fisher Scientific,美国)进行曝光,拍照。 研究中采用

Image J 软件分析条带,将目的条带灰度值与内参 β-
actin 条带灰度值比值反映目的蛋白的表达水平。
1. 3. 7　 脑组织病理染色

　 　 行为学实验后,每组取 2 只大鼠,麻醉后,暴露

心脏,在右心耳剪切一小口,依次用 0. 9%生理盐水

和 4%多聚甲醛经升主动脉进行灌注,清除组织中

血液。 然后迅速游离大脑并置于 4%多聚甲醛固

定,经 100%、90%、70%分级乙醇脱水,二甲苯玻璃

化,石蜡包埋,制成 5 μm 厚的石蜡切片备用。 石蜡

切片经二甲苯脱蜡,分级乙醇浸泡,苏木精染色 5
min,伊红染色 2 min,脱水。 在×400 放大倍数的光

学显微镜下观察海马 CA1 区形态。
1. 3. 8　 酶联免疫吸附实验

　 　 行为学实验后采集血液 2 mL,海马 30 mg。 应

用特异性酶联免疫吸附测定试剂盒检测血液及海

马组织中的白介素(IL-1β)、肿瘤坏死因子(TNF-α)
和 IL-6 水平。 具体操作依照试剂盒中的说明执行。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 22. 0 软件进行统计分析。 数据以平

均数±标准差( 􀭰x ± s )形式记录。 行为学实验各项

指标、脑水含量及炎症相关蛋白水平组间比较比较

采用单因素方差分析,组间两两比较采用 Bonferroni
多重检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 通心络干预及低压低氧暴露对大鼠体重的

影响

　 　 四组大鼠实验前体重比较,无统计学差异(P>
0. 05),低压低氧暴露 7 d 后,四组大鼠组间比较体

重无明显统计学差异(P>0. 05)。 见表 1。
2. 2　 通心络干预及低压低氧暴露对大鼠一般行为

的影响

　 　 低压低氧暴露 7 d 后,大鼠进行旷场实验,评价

其一般行为表现的变化。 四组间比较,低压低氧暴

露对大鼠运动的整体距离和中心区域停留时间无

明显影响(P>0. 05)。 通心络干预后,对正常组及低

氧低氧组大鼠,均不影响旷场实验中大鼠运动的整

体距离和中心区域停留时间(P>0. 05),见表 2。

2. 3　 对大鼠空间记忆的影响

　 　 采用 Morris 水迷宫(Morris water maze, MWM)
测试评价大鼠海马相关的空间记忆能力。 低压低

氧暴露前进行训练实验。 四组在同一时间点的逃

避潜伏期比较,差异无统计学意义(P>0. 05)。 训练

第 5 天的潜伏期明显短于第 1 天时的潜伏期,提示

通过训练大鼠行成记忆(P<0. 05),见表 3。
在低压低氧暴露结束后的空间探索实验中,与

正常组比较,低压低氧暴露可显著减少大鼠穿越平

台次数和在目标象限的停留时间(P < 0. 05)。 而

1. 6 g / (kg·d)通心络干预后,大鼠穿越平台次数和

在目标象限的停留时间明显长于低压低氧组大鼠

(P<0. 05);但通心络对正常组大鼠空间探索实验无

明显影响(P>0. 05),见表 4。
2. 4　 对大鼠脑组织水肿的影响

　 　 与正常组比较,低压低氧组大鼠脑水含量明显

升高,海马组织水通道蛋白 4(AQP4)及基质金属蛋

白酶-9(matrix metalloproteinases-9,MMP-9)表达明

显增强(P<0. 05);1. 6 g / (kg·d)通心络干预后,大
鼠脑水含量、海马组织 AQP4 及 MMP-9 表达明显低

于低压低氧组大鼠(P<0. 05)。 而对正常组大鼠,通
心络干预后,大鼠脑水含量、海马组织 AQP4 及

MMP-9 表达无明显变化(P>0. 05),见表 5 及图 1。
病理染色提示,正常组及单纯通心络组海马区

细胞排列整齐,边界清晰,数量多,层次分明。 而低

压低氧组海马区细胞稀疏,排列不规则,边界模糊,
细胞肿胀明显。 通心络干预后,神经元数目层次增

多,边界相对清晰,见图 2。

表 1　 四组大鼠实验前后体重的变化(n= 16, 􀭰x ± s )
Table 1　 Body weight of rats in the four groups

before and after the HH exposure

组别
Groups

适应性饲
养前(g)
Before
adaptive
feeding

适应性饲
养 7 d 后(g)
Seven days

after
adaptive
feeding

低压低氧暴
露 7 d 后(g)
Seven days

after hypobaric
hypoxia
exposure

C 组 Group C 217±21 231±25 253±21
TXL 组 Group TXL 218±19 236±27 244±24
HH 组 Group HH 220±22 234±21 247±26

HH-TXL 组 Group HH-TXL 218±23 234±26 251±27
注:C:对照组;TXL:1. 6 g / (kg·d)通心络干预;HH:低压低氧组;HH-
TXL:低压低氧+1. 6 g / (kg·d)通心络组。 下同。
Note. C, Control group. TXL, TXL treatment with the dose of 1. 6 g / (kg
·d). HH, Hypobaric hypoxia exposure. HH-TXL, Hypobaric hypoxia
exposure and TXL treatment with the dose of 1. 6 g / (kg·d). The same as
below.
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表 2　 四组大鼠旷场实验的结果(n= 10, 􀭰x ± s )
Table 2　 Results of open field test in the four groups

组别
Groups

运动总
距离(cm)

Total
distance

中心区域活
动时间(s)
Time spent

in the
central area

中心区域
活动时间

百分比(%)
Percentage
of the time
spent in the
central area

C 组 Group C 1243±57 11. 3±2. 4 3. 8±0. 7
TXL 组 Group TXL 1253±62 12. 3±2. 5 4. 1±0. 9
HH 组 Group HH 1287±106 11. 7±2. 3 3. 9±0. 8

HH-TXL 组 Group HH-TXL 1274±95 11. 5±2. 1 3. 8±0. 7

2. 5　 对大鼠海马 TLR-4 / MyD88 / NF-κB p65 通路

的影响

　 　 与正常组比较,低压低氧组大鼠海马组织 TLR-
4、MyD88、p-NF-κB p65 蛋白的表达明显升高(P <
0. 05),Iκ-Bα 的水平明显降低(P<0. 05);通心络干

预后,大鼠海马组织 Iκ -Bα 的水平明显升高(P<
0. 05),TLR-4、MyD88、p-NF-κB p65 蛋白的表达明

显降低(P<0. 05)。 但是单纯通心络干预对 TLR-4 /
MyD88 / NF-κB p65 通路无明显影响(P>0. 05),见
表 6 及图 3。

表 3　 四组大鼠定位航行实验结果(n= 10, 􀭰x ± s )
Table 3　 Results of navigation experiments in the MWM test of the rats

指标
Indicators

组别
Groups

第 1 天
Day 1

第 2 天
Day 2

第 3 天
Day 3

第 4 天
Day 4

第 5 天
Day 5

平均
潜伏期(s)

Average latency

C 组 Group C 39. 2±6. 5 34. 7±5. 2 26. 7±4. 5△ 22. 7±4. 1△ 17. 5±3. 1△

TXL 组 Group TXL 40. 7±6. 9 36. 5±6. 1△ 27. 3±5. 0△ 23. 5±3. 8△ 16. 8±3. 3△

HH 组 Group HH 41. 1±7. 2 35. 8±4. 9△ 27. 3±4. 6△ 22. 4±3. 3△ 17. 2±2. 8△

HH-TXL 组 Group HH-TXL 39. 8±5. 9 35. 3±5. 1△ 26. 9±4. 8△ 23. 1±3. 5△ 16. 5±3. 4△

平均游泳
速度(mm / s)

Mean swimming speed

C 组 Group C 　 139±27. 7 141±34. 3 142±28. 6 143±30. 5 144±27. 8
TXL 组 Group TXL 143±26. 3 143±27. 9 144±33. 3 143±29. 1 145±31. 5
HH 组 Group HH 142±28. 6 145±31. 2 146±35. 1 145±31. 2 146±34. 3

HH-TXL 组 Group HH-TXL 142±27. 5 145±29. 5 145±30. 7 146±33. 1 144±28. 7

注:与 C 组相比,∗P<0. 05;HH-TXL 与 HH 组比较,#P<0. 05;与 T1 时间点比较,△P<0. 05。 下同。
Note. Compared with group C,∗P<0. 05.Group HH-TXL compared with group HH,#P<0. 05.Compared with the time of T1,△P<0. 05. The same as
below.

表 4　 四组大鼠空间探索实验结果(n= 10, 􀭰x ± s )
Table 4　 Results of probe trial in the MWM test of the rats

组别
Groups

原平台所在象限停留时间(s)
The time spent in the quadrant with the original platform

经过原平台次数(次数)
Number of crossings ( time)

平均游泳速度(cm / s)
Mean swimming speed

C 组 Group C 36. 5±6. 6 5. 3±1. 2 143±26. 8

TXL 组 Group TXL 37. 1±7. 1 5. 1±0. 8 145±31. 2

HH 组 Group HH 19. 7±4. 1∗ 1. 2±0. 8∗ 143±29. 7

HH-TXL 组 Group HH-TXL 28. 1±4. 8∗# 3. 3±0. 9∗# 147±27. 3

表 5　 四组大鼠脑水含量及海马组织 AQP4 和
MMP-9 蛋白的表达( 􀭰x ± s )

Table 5　 The brain water content, and the expression of
AQP4 and MMP-9 protein inhippocampus of the rats

组别
Groups

脑水含量(%)
Brain water
content
(n= 6)

AQP4(%)
(n= 8)

MMP-9(%)
(n= 8)

C 组 Group C 77. 5±2. 4 55. 6±6. 4 39. 7±4. 4
TXL 组 Group TXL 77. 8±2. 9 56. 4±5. 2 40. 3±5. 5
HH 组 Group HH 86. 6±3. 1∗ 92. 5±9. 2∗ 96. 8±8. 3∗

HH-TXL 组 Group HH-TXL 81. 8±2. 6∗# 69. 7±6. 5∗# 71. 4±5. 6∗#

图 1　 Western blot 检测大鼠海马 AQP4 及 MMP-9 的表达

Figure 1　 Immunoblots of AQP4 and MMP-9 proteins in the
hippocampus of the rats
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2. 6　 对大鼠外周血及海马炎症因子水平的影响

　 　 与正常组比较,低压低氧暴露后大鼠海马及血

清 IL-1β, TNF-α 及 IL-6 的水平明显升高 ( P <
0. 05);1. 6 g / (kg·d)通心络干预后,大鼠血清及海

马组织的 IL-1β, TNF-α 及 IL-6 的水平较低压低氧

组明显降低(P<0. 05)。 单纯通心络干预对大鼠外

周血及海马炎症因子水平无明显影响(P>0. 05),见
表 7。

图 3　 Western blot 检测大鼠海马 TLR-4、MyD88、
NF-κB p65 和 IκB-α 的表达

Figure 3　 Immunoblots of TLR-4、MyD88、NF-κB p65 and
IκB-α proteins in the hippocampus of the rats

3　 讨论

　 　 随着西部大开发的推进,越来越多的人因工

作,旅游或其他原因暴露于高原环境下。 高原属于

低压低氧环境,因而短期或长期暴露会引起不同程

度的高原反应。 其中急性高原反应是指在高原暴

露后数小时或数天内发生高原缺氧而引起的一系

列临床综合征,包括轻度高原反应、急性脑水肿、急
性肺水肿等[1-2];而高原脑水肿多属于高原病的终

末阶段,患者表现为头痛,恶心呕吐,严重者可出现

共济失调,精神及认知、意识的改变。 因而如何有

效的缓解高原反应,降低高原病的发生,具有重要

的现实意义。
本研究中将大鼠置于低压低氧环境中 7 d,作为

急性高原暴露模型[3-5]。 结果发现,与正常组比较,
低压低氧暴露 7 d 后,脑水含量明显增加,病理染色

提示海马区细胞肿胀,边界模糊不清,细胞数量明

显减少。 提示低压低氧暴露 7 d 后,出现了明显的

脑组织水肿,同时行为学测试发现,大鼠认知功能

明显减退,这与既往研究结果相符。 早期研究同样

注:C:对照组;TXL:1. 6 g / (kg·d)通心络干预;HH:低压低氧组;HH-TXL:低压低氧+1. 6 g / (kg·d)通心络组。

图 2　 大鼠海马组织苏木精-伊红染色

Note. C, Control group. TXL, TXL treatment with the dose of 1. 6 g / (kg·d). HH, Hypobaric hypoxia exposure. HH-TXL,
Hypobaric hypoxia exposure and TXL treatment with the dose of 1. 6 g / (kg·d).

Figure 2　 Hematoxylin-eosinstaining of rat hippocampus

表 6　 四组大鼠海马 TLR-4、MyD88 和 p-NF-κB p65 的表达(n= 8, 􀭰x ± s )
Table 6　 Expression of TLR-4、MyD88 and p-NF-κB p65 in hippocampus of rats

组别 Groups TLR-4(%) MyD88(%) p-NF-κB p6(%) Iκ-Bα(%)
C 组 Group C 37. 8±5. 2 39. 5±4. 7 43. 1±3. 9 83. 1±5. 9

TXL 组 Group TXL 37. 5±4. 8 40. 2±4. 3 42. 8±4. 5 82. 8±6. 5
HH 组 Group HH 101. 3±11. 2∗ 112. 7±8. 8∗ 123. 3±11. 4∗ 23. 3±3. 4∗

HH-TXL 组 Group HH-TXL 74. 4±7. 8∗# 79. 3±5. 8∗# 85. 6±6. 7∗# 58. 6±6. 7∗#

表 7　 大鼠外周血及海马组织 IL-1β,TNF-α 和 IL-6 的表达(n= 8, 􀭰x ± s )
Table 7　 Expression of IL-1β,TNF-α and IL-6 in hippocampus and serum of rats

样本
Sample

指标
Indicators

C 组
Group C

TXL 组
Group TXL

HH 组
Group HH

HH-TXL 组
Group HH-TXL

外周血(pg / mL)
Blood

IL-1β 52. 3±4. 5 53. 4±5. 2 90. 4±7. 2∗ 74. 3±6. 2∗#

TNF-α 76. 4±5. 3 77. 8±6. 2 122. 5±9. 2∗ 107. 3±9. 0∗#

IL-6 62. 3±6. 1 63. 7±6. 8 198. 9±14. 7∗ 155. 3±10. 6∗#

海马(pg / mL)
Hippocampus

IL-1β 11. 5±2. 3 12. 3±3. 1 38. 3±2. 4∗ 27. 3±3. 1∗#

TNF-α 18. 6±3. 3 19. 5±3. 4 49. 7±2. 3∗ 33. 5±3. 6∗#

IL-6 22. 2±3. 8 23. 4±4. 4 66. 3±3. 5∗ 38. 8±4. 2∗#
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发现低压缺氧暴露 3 d、7 d 甚至 14 d 后,大鼠出现

明显的脑组织水肿及认知功能障碍[11]。 同时研究

检测了海马组织 AQP4 及 MMP9 的表达,发现低压

低氧暴露后,海马组织 AQP4 及 MMP-9 水平明显升

高。 AQP4 广泛分布于脑组织胶质细胞,血管内皮

细胞等,在维持脑水平衡,稳定细胞微环境等方面

发挥重要作用。 任何创伤,应激,低氧均可以导致

AQP4 的异常表达,脑水肿发生[12]。 而 MMP-9 能够

有效降解细胞外基质,抑制血管基底膜蛋白表达,
导致血脑屏障受损[12]。 因此,进一步证明低压低氧

暴露 7 d 导致明显的脑组织水肿。
对于高原导致的脑水肿如何有效的防治,目前

尚无明确统一的定论。 前期有研究相继报道了红

景天,七叶皂苷钠等的保护作用。 同样,通心络也

是中药复方,由 12 种中药成分组成,在国内广泛应

用于动脉粥样硬化、心绞痛、心肌梗死、缺血性中风

等心脑血管疾病患者[13]。 多项研究表明,通心络具

有明显的抗氧化、抗炎和抗血栓形成作用。 在脑缺

血再灌注损伤模型等基础研究中证实了通心络可

改善内皮功能,减少细胞凋亡,保护血脑屏障[8,14]。
但是该药物是否能在急性低压低氧暴露的大鼠中

发挥神经保护作用尚不清楚。 因而,本研究选择通

心络作为干预方案。 研究显示,与低压低氧组相

比,通心络干预后,大鼠的空间参考记忆有明显改

善,同时海马 AQP4 及 MMP-9 表达下降,脑含水量

同样明显低于低压低氧组。 以上结果提示,通心络

能够有效缓解低压低氧导致的脑组织水肿和认知

功能障碍。 另外,在整个实验过程中,所有大鼠未

发生通心络的肝、肾毒性,也未发生不良反应导致

大鼠死亡,证明 1. 6 g / (kg·d)通心络干预是安全可

行的。 　
而对于高原脑水肿发生的分子机制尚未明确。

近年来相继有研究从形态学、生理学、生物化学及

分子生物学的角度讨论了急性高原脑水肿的发生

机理[3-5]。 其中炎症反应与氧化应激是较为认可的

机制[5-6]。 早期研究报道急性低压低氧暴露可促进

NK 细胞的激活,血清细胞因子(包括 IL-6、IL-1β 和

CRP)浓度升高[15]。 本研究同样发现,急性低压低

氧暴露明显上调海马和血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6
的水平,提示低压低氧急性暴露可导致显著的外周

及中枢炎症反应。 而在通心络干预后,外周血及海

马组织 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的水平明显下降,证明

通心络具有有效的抗炎作用。

目前已发现有多种信号通路参与机体炎症反

应的调控。 其中 Toll 样受体 ( Toll like receptor,
TLR)是一种天然免疫受体,广泛分布于巨噬细胞,
淋巴细胞,单核细胞等[16]。 TLR4 是人类发现的第

一个 TLR 相关蛋白,其是介导内毒素 /脂多糖应答

反映的主要受体[17]。 TLR-4 作为 LPS 的重要受体,
通过 MyD88 依赖的通路上调 NF-κB 的表达,激活炎

症介质[18-19]。 MyD88 作为 TLR-4 信号转导的关键

调控蛋白,可与 TLR-4 相互作用,激活 NF-κB。 同时

反过来促进 IκB-α(NF-kappa-B 抑制剂 α)的磷酸

化[20]。 IκB-α 与 REL 二聚体相互作用,抑制 NF-
κB / REL 复合物参与炎症反应[20]。 磷酸化 NF-κB
(p-NF-κB)可诱导 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 等细胞因子

的表达[21]。 在一项缺血再灌注损伤研究中发现,
TLR4 突变小鼠进行脑缺血再灌注损伤( I / R)造模

时,其神经行为、脑水肿程度和促炎细胞因子分泌

水平均有所缓解[17]。 同样 TLR-4 在应激下的大脑

氧化和炎症损伤中发挥重要作用[18]。 因而本研究

选择 TLR4 / MyD88 / NF-κB 信号通路,探讨通心络可

能的作用机制。 本研究发现,低压低氧暴露后,海
马组织中 TLR-4、MyD88 和 p-NF-κB 的表达明显增

加,而 IκB-α 表达水平明显下降。 通心络干预后,能
够明显抑制低压低氧诱导的 TLR4 / MyD88 / NF-κB
通路活化。 对于正常组大鼠,通心络干预后对

TLR4 / MyD88 / NF-κB 通路相关蛋白的表达无明显

影响。 以上结果证实通心络能够有效抑制低压低

氧环境下 TLR4 / MyD88 / NF-κB 信号通路的激活及

海马的炎症反应,进一步降低脑水肿和认知功能障

碍的发生,发挥脑保护作用。
同时,本研究也存在一定的局限性。 首先,本

研究讨论了通心络干预对大鼠低压低氧暴露 7 d 时

脑水肿及认知功能的影响。 而低压低氧环境中不

同暴露时间(例如 第 3、7、14、21、28 天)下脑组织的

变化情况尚未探讨。 其次研究初步探讨了通心络

的脑保护作用。 在后续的研究中,将进一步探讨不

同剂量通心络干预对脑功能的影响,提供更高质量

的证据。 另外,本研究初步从神经炎症角度探讨了

低压低氧导致认知障碍,脑水肿的可能机制,及通

心络发挥脑保护作用的抗炎机制。 但炎症,血脑屏

障,脑水肿这三部分之间如何相互作用还有待进一

步探讨。
综上所述,低压低氧可激活 TLR4-MyD88-NF-

κB 信号通路,引起外周及海马炎症,最终导致脑水
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肿及认知障碍的发生;而通心络干预可以有效抑制

TLR4-MyD88-NF-κB 通路的活化,减轻外周和中枢

炎症反应,最终改善急性低压低氧暴露导致的脑组

织水肿及认知障碍。
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