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通络益智方通过 PERK 介导的内质网应激途径减轻大鼠 
血管性痴呆模型记忆缺陷的实验研究

薛大力 1a，张晓哲 2，王 慧 2，马冠峰 1a，郭素鹏 1b（1. 邢台医学高等专科学校第二附属医院  a．神经内科；b．
检验科，河北邢台 054000；2. 邢台医学高等专科学校，河北邢台 054000）

摘  要：目的 观察自拟通络益智方对血管性痴呆（VD）大鼠记忆缺陷及内质网应激（ERS）的影响及其机制。方法  
将 50 只 SPF 级 Wistar 大鼠随机分为假手术（Sham）组、模型组、通络益智方（TLYZF）低剂量（12.5 mg/kg/d）组、

TLYZF 中剂量（25 mg/kg/d）组和 TLYZF 高剂量（50 mg/kg/d）组，每组 10 只。除 Sham 组外，其他组大鼠采用改良

双侧颈总动脉结扎法构建 VD 模型。TLYZF 干预 4 周后，采用 Morris 水迷宫实验评估大鼠学习记忆能力；苏木素 - 伊

红染色检测海马病理结构；尼氏染色检测海马神经元损伤；原位末端转移酶标记染色检测海马神经元凋亡；酶联免疫吸

附试验检测海马组织炎性因子含量；蛋白免疫印迹法检测海马组织细胞凋亡及 ERS 相关蛋白的表达。结果 与 Sham 组

比较，模型组大鼠平均逃逸潜伏期延长，穿越平台次数减少（t=14.059，8.534），海马神经元排列紊乱、形态模糊、胞

质空泡化、胞核固缩、炎性细胞浸润增多，尼氏体数量减少（t=17.131），神经元凋亡率升高（t=17.701），TNF-α，

IL-1β 和 IL-6 含量增多（t=6.541，6.957，10.014），Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、裂解型半胱氨酸蛋白酶 3（cleaved 
caspase-3）、葡萄糖调控蛋白 78（GRP78）、磷酸化内质网激酶（p-PERK/PERK）、磷酸化真核细胞起始因子 2α（p-eIF2α）

/ eIF2α，激活转录因子 4（ATF4）和转录因子 CCAAT/ 增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）表达增多（t=13.548 ～ 76.468），

B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）蛋白表达降低（t=39.691），差异具有统计学意义（均 P<0.05）。与模型组比较，TLYZF 治

疗后大鼠平均逃逸潜伏期缩短（t=2.476，7.266，11.306），穿越平台次数增多（t=2.187，4.471，6.932），海马神经元

相对规则、细胞核清晰、炎性细胞浸润明显减少，尼氏体含量增加（t=4.359，9.477，11.449），神经元凋亡率降低（t=3.631，
6.145，7.580），TNF-α，IL-1β 和 IL-6 含 量 减 少（t=2.382 ～ 8.293），Bax（t=4.696，16.250，20.250），cleaved 
caspase-3（t=15.205，27.000，26.833），GRP78（t=5.918，13.139，13.741），p-PERK/PERK（t=13.416，14.230，

17.889），p-eIF2α/ eIF2α（t=20.152，39.346，50.750），ATF4（t=12.093，24.395，22.946）和 CHOP 蛋白（t=21.592，
19.207，22.136）表达降低，Bcl-2 蛋白表达增多（t=7.474，20.761，35.350），差异具有统计学意义（均 P<0.05），且

高剂量组治疗效果最佳。结论 自拟通络益智方可减轻 VD 大鼠海马神经元凋亡和炎症损伤，其作用机制可能与抑制

PERK 介导的 ERS 有关。
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in Rat Model of Vascular Dementia through PERK-mediated  
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Abstact：Objective To observe the effect of self-formulated Tongluo Yizhi formula on memory deficits and endoplasmic 
reticulum stress (ERS) in rats with vascular dementia (VD) and its mechanism. Methods Fifty SPF-grade Wistar rats were 
randomly divided into sham surgery group, model group, TLYZF low-dose (12.5 mg/kg/d) group, TLYZF medium dose (25 mg/
kg/d) group and TLYZF high-dose (50 mg/kg/d) group, with 10 rats in each group. Except for the Sham group, other rats were 
subjected to modified bilateral carotid artery ligation to construct VD models. After 4 weeks of TLYZF intervention, Morris water 
maze experiment was used to evaluate the learning and memory abilities of rats．Hematoxylin eosin staining was used to detect 
the pathological structure of the hippocampus．Nissl staining was used to detect hippocampal neuronal damage．In 
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situ end transfer enzyme labeling staining was used to detect hippocampal neuronal apoptosis．Enzyme-linked immunosorbent 
assay was used to detect the content of inflammatory factors in hippocampal tissue．Protein immunoblotting was used to detect 
apoptosis of hippocampal tissue cells and the expression of ERS related proteins．Results  Compared with the Sham group, the 
average escape latency of the model group was prolonged（t=14.059）, the number of crossing the platform was reduced（t=8.534）, 
the hippocampal neurons were disorderly arranged, the morphology was fuzzy, the cytoplasmic vacuolization, the nuclear 
pyknosis, the inflammatory cell infiltration increased, the number of Nissl bodies decreased（t=17.131）, and the neuronal 
apoptosis rate increased（t=17.701）. The contents of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1 β (IL-1β) and IL-6 
increased（t=6.541，6.957，10.014）,the expression of Bcl-2 associated X protein (Bax), cleaved caspase-3, glucose-regulated 
protein 78 (GRP78), phosphorylated endoplasmic reticulum kinase (p-PERK) /PERK, phosphorylated eukaryotic initiation factor 
2α (p-eIF2α)/eIF2α, activating transcription factor 4 (ATF4) and CCAAT/ enhancer binding protein (C/EBP) homologous 
protein (CHOP) increased（t=13.548 ～ 76.468）, while the expression of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) proteinwas decreased
（t=39.691）, and the difference were statistically significant (all P < 0.05), respectively. Compared with the model group, the 
average escape latency of TLYZF-treated rats was shortened（t=2.476，7.266，11.306）, the number of platform crossing was 
increased（t=2.187，4.471，6.932）, the hippocampal neurons were relatively regular, the nucleus was clear, the inflammatory 
cell infiltration was significantly reduced, the content of Nissl bodies was increased（t=4.359，9.477，11.449），the apoptosis 
rate of neurons was decreased（t=3.631，6.145，7.580），the contents of TNF-α, IL-1β and IL-6 were decreased
（t=2.382 ～ 8.293），the expression of Bax（t=4.696，16.250，20.250）, cleaved caspase-3（t=15.205，27.000，
26.833）, GRP78（t=5.918，13.139，13.741）, p-PERK/PERK（t=13.416，14.230，17.889）, p-eIF2α/eIF2α（t=20.152，
39.346，50.750）, ATF4（t=12.093，24.395，22.946）and CHOP protein(（t=21.592，19.207，22.136）decreased，while 
Bcl-2 protein increased（t=7.474，20.761，35.350）,the differences were statistically significant (all P<0.05),respectively , and 
the high-dose group had the best therapeutic effect.Conclusion Self-formulated Tongluo Yizhi formula could reduce the apoptosis 
and inflammatory injury of hippocampal neurons in VD rats, and its mechanism may be related to inhibiting ERS mediated by 
PERK.
Keywords：vascular dementia；Tongluo Yizhi formula； endoplasmic reticulum stress

血管性痴呆（vascular dementia，VD）是由各种
脑血管疾病或长期慢性脑低灌注引起的神经功能异
常综合征 [1]。研究发现，VD 发病机制与内质网应激
（endoplasmic reticulum stress，ERS）密切相关，ERS
通过诱导神经元过度凋亡，引发认知功能障碍 [2-3]。
因此，抑制 ERS 介导的神经元凋亡可能是防治 VD
的重要途径。中医将 VD 归属于“呆病”“健忘”
等范畴，病症在脑 [4]。清代叶天士所著《临证医案
指南》指出“初为气结在经，久则血伤入络，脉络
失充则元神失养”，强调了痴呆“络脉阻滞”特点。
脉络受损，则脑窍失养进一步加重，久之脑髓失容，
神机失用最终发展为痴呆。基于叶天士“久病入络”
理论，本课题组前期以“通络”为原则，采用扶正、
虫蚁、辛香、辛温通络药，创新自拟通络益智方，
施于临床疗效较好 [5]。但该方是否通过调控 VD 患
者神经元 ERS 从而发挥治疗作用，目前尚不清楚。
本研究拟采用改良双侧颈总动脉结扎法制备 VD 模
型大鼠，通过给予不同剂量通络益智方干预，从
ERS 角度探讨通络益智方对 VD 大鼠神经元的保护
作用及相关机制。
1 材料与方法
1.1 动物来源 SPF 级雄性健康 Wistar 大鼠 50 只，
8 ～ 10 周龄，体重 220±20 g，购于北京华阜康生
物科技股份有限公司，动物许可证号：SCXK（京）
2021-0004。
1.2 仪器与试剂 通络益智方免煎细颗粒剂，由上海

世远生物设备工程公司制备。苏木素 - 伊红（HE）染
色试剂盒（C0105S），肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）

（PT516），白细胞介素（interleukin，IL）-1β（PI303）
和 IL-6（PI328）检测 ELISA 试剂盒（上海碧云天生
物技术有限公司）；Nissl 染色试剂盒（SY 2432，北
京伊塔生物科技有限公司）；原位末端转移酶标记
（teiminal-deoxynucleoitidyl transferase mediated nick end 
labeling，TUNEL）染色凋亡检测试剂盒（SNM535，
北京佰奥莱博科技有限公司）；葡萄糖调控蛋白 78
（glucose regulatory protein 78，GRP78）（3418S），蛋
白质激酶 RNA 样端激活因子（protein kinasa RNA-like 
endoplasmic reticulum kinase，PERK）（5063S）， 磷
酸化（phosphorylated，p）-PERK（5071S），CCAAT/
增强子结合蛋白同源蛋白（CCAAT/enhancer-binding 
protein -homologous pritein，CHOP）（4495S），裂解
型半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶 3（cleaved cysteinyl 
aspartate-specific proteinase-3，cleaved caspase-3）
（6408S），β- 肌动蛋白（β-actin，35127S）抗体

（美国 CST 公司）；真核细胞起始因子 2α（eukaryotic 
initiation factor 2α，eIF2α）（ab169528），p-eIF2α
（ab131505），激活转录因子 4（activating transcription 
factor 4，ATF4）（ab270980），B 淋巴细胞瘤 -2（B 
cell lymphoma 2，Bcl-2）（ab182858），Bcl-2 相关 X
蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）（ab32503）
抗体（美国 Abcam 公司）。Cytation3 多功能酶标仪
（美国 BioTek 公司）；Chemi Doc XRS 化学发光凝
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胶成像分析系统（美国 Bio-Rad 公司）；NIB 910 光
学显微镜（深圳博士达器械设备有限公司）；HBS-
ScanX 酶标仪（南京德铁生物科技有限公司）。
1.3 方法
1.3.1 VD 模型构建及分组：所有小鼠禁食禁水
12h，根据相关文献 [6]，采用改良双侧颈总动脉结
扎法构建 VD 模型。具体方法：使用 3g/dl 异氟烷
麻醉大鼠，仰卧位固定。颈部消毒后沿前正中线行
约 1.5cm 切口，钝性分离双侧颈总动脉并用 5-0 手
术缝线结扎，逐层缝合切口，碘伏消毒防止感染。

按照随机数字表法将实验大鼠分为 5 组，每
组 10 只：① Sham 组：与 VD 相同手术过程，但
不进行双侧颈总动脉结扎；②模型组；③通络益
智方（TLYZF）低剂量组；④ TLYZF 中剂量组；
⑤ TLYZF 高剂量组。TLYZF 低、中和高剂量组
分别于造模完成后 6h，灌胃剂量为 12.5，25 和 50 
mg/kg 的通络益智方（参考人临床计量，低、中和
高剂量分别相当于临床用量的 1/2，1 和 2 倍）[5]，
每日 1 次，疗程 4 周。Sham 组和模型组仅给予等
量生理盐水灌胃。
1.3.2 Morris 水迷宫行为学检测：实验装置由一
个直径 200cm，深 60cm，内壁黑色的圆形水池
组成，其中水温保持在 23 ～ 25℃，室温保持在
24 ～ 26℃。实验分两部分进行：①定位航行试验：
将水池分成四个相等的象限，在第一象限的中心点
水面下 2 ～ 3cm 处放置一个直径 20cm 的平台。将
大鼠放入水中，记录大鼠找到平台并在其上停留超
过 3s 所花费的时间，记为逃逸潜伏期。如果大鼠未
能找到平台，则将潜伏期记录为 90s。②空间探索
实验：在定位航行试验结束后 24h 进行空间探测试
验，拿掉平台，将大鼠放入水中，观察大鼠在 90s 
测试期间穿过或停留目标象限的时间。
1.3.3 标本采集及处理：行为学测试结束后，腹膜下
注射 1g/dl 戊巴比妥钠（50mg/kg）深度麻醉大鼠并
断头，冰上钝性分离海马组织。一部分海马组织放
入 4g/dl 多聚甲醛中固定 48h，梯度乙醇和二甲苯
脱水透明后行常规石蜡包埋，3μm 厚度切片备用。
其余组织用高速匀浆器在预冷的 Tris 缓冲液（150 
mmol/L，pH7.4）中匀浆，4℃下 3 000 r/min 离心
5min，取上清液储存在 -80℃备用。
1.3.4 HE 染色检测海马病理结构：海马组织切片脱
蜡复水后，苏木精染色 10 min，5g/dl 乙酸分化液
30s，伊红染色 1 min，梯度乙醇（75，85，95 和
100g/dl）脱水各 10s，二甲苯透明 1min，通风橱自
然晾干后中性树脂封片，光学显微镜下随机选择 5

个视野观察并拍照。
1.3.5 Nissl 染色检测海马神经元损伤：将海马组织切
片脱蜡复水后，浸入 1g/dl 甲苯胺蓝中染色 15min，
蒸馏水清洗。95 g/dl 乙醇分化，无水乙醇脱水，二
甲苯透明后在光学显微镜下观察拍照，利用 Image J
分析神经元形态变化并对 Nissl 阳性细胞计数 [7]。
1.3.6 TUNEL 染色检测海马神经元凋亡：切片用
10mmol/L 磷酸盐缓冲溶液洗涤 3 次，滴加蛋白
酶 K（20mg/L）透化 30min。再次清洗后，滴加
TUNEL 反应液孵育 60min，过氧化氢冲洗淬灭酶
活性，后联合抗生物蛋白过氧化氢酶和二氨基联苯
胺覆盖，最后滴加显色底物 5- 溴 -4- 氯 -3- 吲哚磷
酸盐 / 硝基四氮唑蓝 10 min，终止反应，脱水，透明，
封片，凋亡细胞为棕黄色。光学显微镜下随机选择
5 个视野拍照记录并计算 TUNEL 阳性细胞率。
1.3.7 ELISA 检测海马组织炎性因子含量：按照相
应 ELISA 试剂盒使用说明书分别检测 TNF-α，
IL-1β 和 IL-6 含量。
1.3.8 蛋白免疫印迹法检测海马组织凋亡和 ERS 相关
蛋白表达：放射免疫沉淀法（RIPA）裂解缓冲液提
取海马组织总蛋白，采用 BCA 法检测蛋白浓度。
将 50μg 蛋白通过十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝
胶电泳（SDS - PAGE）上样缓冲液行电泳分离。湿
转至聚偏二氟乙烯膜上。室温下，将膜放入 5g/dl 脱
脂牛奶中封闭 1h，4℃下用抗 Bcl-1，Bax，cleaved 
caspase-3，GRP78，p-PERK，PERK，p-eIF2α，
eIF2α，ATF4，CHOP 和 β-actin 一抗孵育过夜。次
日，将膜放入含辣根过氧化物酶（HRP）标记的山
羊抗兔 IgG 的二抗稀释液中孵育 1h。使用电化学发
光法 (ECL) 显影，Image J 软件分析目的蛋白灰度值，
所有目的蛋白以 β-actin 作为内参。
1.4 统计学分析 采用 SPSS 22.0 统计学软件进行统
计分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示。
两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用
单因素方差分析（one-way ANOVA），组间两两比
较采用LSD检验。以P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 各组大鼠学习记忆能力比较 见表 1。Morris 水
迷宫检测发现，模型组大鼠平均逃逸潜伏期较 Sham
组延长（t=14.059），穿越平台次数减少（t=8.534），
差异具有统计学意义（均 P<0.001）。与模型组比较，
通络益智方低、中和高剂量组大鼠的平均逃逸潜伏
期逐渐缩短（t=2.476，7.266，11.306），穿越平台
次数逐渐增加（t=2.187，4.471，6.932），呈浓度依
赖性，差异具有统计学意义（均 P<0.05）。

表 1 各组大鼠逃逸潜伏期和穿越平台次数比较（x±s，n=10）

项  目 Sham 组 模型组
TLYZF

F P
低剂量组 中剂量组 高剂量组

逃逸潜伏期（s） 24.29±3.47 57.52±6.62 50.76±5.54 39.23±4.42 28.84±4.53 58.843 <0.001

穿越平台次数（次） 6.83±1.56 1.74±1.06 2.65±0.78 3.82±1.02 4.98±1.03 14.519 <0.001

2.2 各组大鼠海马病理结构比较 见图 1。Sham 组大 鼠海马组织轮廓清晰，神经元排列紧密整齐，细胞
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核完整。模型组大鼠海马组织形态模糊，神经元排

列紊乱，出现胞质空泡化和胞核固缩，炎性细胞浸

润增多。TLYZF 低、中和高剂量组大鼠海马神经元

相对规则，细胞核清晰，炎性细胞浸润程度逐渐降低。

图 1 HE 染色检测大鼠海马病理结构（×400）
2.3 各组大鼠海马神经元损伤程度比较 见图 2。Sham
组大鼠海马神经元形态无异常，尼氏体丰富。与 Sham
组相比，模型组大鼠表现出以海马组织萎缩和固缩为

标志的严重神经元损伤，尼氏体数量减少（56.82±6.82
个 / 视野 vs 165.98±12.51 个 /HP），差异具有统计学

意义（t=17.131，P<0.001）。与 Sham 组相比，TLYZF
低、中和高剂量组大鼠海马神经元损伤减轻，尼氏

体 数 量（77.82±8.34 个 /HP，128.32±15.54 个 /HP，
146.82±16.20 个 /HP）逐渐增加，差异具有统计学意义

（t=4.359，9.477，11.449，均P<0.01），呈浓度依赖性。

图 2 尼氏染色检测大鼠海马神经元损伤（×400）
2.4 各组大鼠海马神经元凋亡率比较 与 Sham
组相比，模型组大鼠海马神经元凋亡率明显升高

（46.72%±5.48% vs 3.24%±0.37%），差异具有统

计学意义（t=17.701，P<0.001）。与模型组比较，

TLYZF 低、中和高剂量组大鼠海马神经元凋亡率

（36.72%±2.81%，28.91%±3.46%，25.36%±3.11%）

逐渐降低，差异具有统计学意义（t=3.631，6.145，7.580，
均 P<0.01），呈浓度依赖性。

2.5 各组大鼠海马组织细胞凋亡相关蛋白表达比较 见

表 2。Western blot 结果显示，与 Sham 组相比，模型

组大鼠海马组织 Bax 和 cleaved caspase-3 蛋白表达增多

（t=18.783，32.119），Bcl-2蛋白表达降低（t=39.691），

差异具有统计学意义（均 P<0.001）。与模型组比

较，通络益智方低、中和高剂量组大鼠海马组织 Bax
（t=4.696，16.750，20.250）和 cleaved caspase-3（t=15.205，
27.000，26.833）蛋白表达逐渐降低，Bcl-2 蛋白表达逐

渐增多（t=7.474，20.761，35.350），差异有统计学意义（均

P<0.001），具有浓度依赖性。

表 2  各组大鼠海马组织凋亡相关蛋白表达比较（x±s，n=10）

项  目 Sham 组 模型组
TLYZF

F P
低剂量组 中剂量组 高剂量组

Bcl-2 蛋白 1.22±0.03 0.58±0.02 0.76±0.05 1.08±0.05 1.15±0.03 328.863 <0.001

Bax 蛋白 0.58±0.06 1.42±0.08 1.21±0.06 0.78±0.03 0.61±0.04 207.785 <0.001

cleaved caspase-3 蛋白 0.55±0.03 1.27±0.04 0.93±0.03 0.73±0.02 0.67±0.03 392.402 <0.001

2.6 各组大鼠海马组织炎性因子水平比较 见表 3。
与 Sham 组相比，模型组大鼠海马组织 TNF-α，
IL-1β 和 IL-6 含量增多（t=6.541，6.957 和 10.014，
均 P<0.01）。与模型组比较，通络益智方低、中和

高剂量组大鼠海马组织 TNF-α（t=2.842，3.898，
5.631)，IL-1β（t=2.536，3.983，6.172）和 IL-6（t=2.382，
4.677，8.293）含量逐渐降低，差异具有统计学意义（均
P<0.05），具有浓度依赖性。

表 3 各组大鼠海马组织炎性因子水平比较（x±s，n=10）

项  目 Sham 组 模型组
TLYZF

F P
低剂量组 中剂量组 高剂量组

TNF-α（ng/ml） 1.35±0.17 2.41±0.32 1.98±0.11 1.77±0.18 1.52±0.15 12.736 <0.001

IL-1β（pg/ml） 31.23±5.34 53.82±4.92 44.72±6.34 40.23±5.83 34.24±5.11 14.723 <0.001

IL-6（pg/ml） 6.87±0.83 23.11±3.53 18.23±2.92 14.11±2.46 7.82±2.13 66.973 <0.001

2.7 各组大鼠海马组织 GRP78 和 PERK/eIF2α/ATF4/
CHOP 通路相关蛋白表达 见表 4。与 Sham 组相

比，模型组大鼠海马组织中 GRP78，p-PERK/PERK，
p-eIF2α/eIF2α，ATF4 和 CHOP 蛋白表达增多，差异
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具有统计学意义（t=13.548，40.500，76.468，27.000，
30.312，均 P<0.001）。与模型组比较，通络益智方
低、中和高剂量组大鼠海马组织 GRP78（t=5.918，
13.139，13.741），p-PERK/PERK（t=13.416，14.230，

17.889），p-eIF2α/eIF2α（t=20.152，39.346，
50.750），ATF4（t=12.093，24.395，22.946） 和 CHOP
（t=21.592，19.207，22.136）蛋白表达逐渐降低，差异
具有统计学意义（均 P<0.001），具有浓度依赖性。

表 4 各组大鼠海马组织 GRP78 和 PERK/eIF2α/ATF4/CHOP 通路相关蛋白表达（x±s，n=10）

项  目 Sham 组 模型组
TLYZF

F P
低剂量组 中剂量组 高剂量组

GRP78 0.53±0.07 1.32±0.11 0.96±0.08 0.61±0.05 0.55±0.06 157.426 <0.001

p-PERK/PERK 0.13±0.02 0.94±0.04 0.64±0.03 0.58±0.04 0.54±0.03 265.674 <0.001

p-eIF2α/ eIF2α 0.82±0.02 3.64±0.08 2.87±0.03 1.98±0.05 1.61±0.04 328.371 <0.001

ATF4 0.51±0.03 1.32±0.06 0.93±0.04 0.63±0.02 0.58±0.04 278.934 <0.001

CHOP 0.61±0.02 1.34±0.05 0.82±0.02 0.79±0.04 0.64±0.05 232.563 <0.001

3 讨论
VD 好发于老年人，且多继发于各种脑血管疾

病或长期慢性脑低灌注，随着全球人口老龄化，其
发病率逐渐升高。目前，西医治疗以抗血小板聚集、
营养神经、扩张血管、改善脑供血等对症治疗为主，
但其疗效有限且会产生一定不良反应。而中医药因
其多组分多靶点协同治疗效应，对 VD 治疗效果较
好，具有独特优势 [2-3]。

中医络病理论认为，VD 多为久病入络，患者
在出现肾精亏虚和痰瘀内阻后，虚痰瘀毒相互作用，
导致脉络空虚、阻滞和损伤，是典型的脑络病症 [4]。
清代叶天士《临证指南医案》中指出 [8]：“凡久恙
必入络”“初为气结在经。久则血伤入络”“凡寒、
暑、劳形、阳气 受损、嗔怒动肝、七情郁结等皆能
致气血阻滞而伤人经络”等。即所谓“络病”，无
论内因外因，影响到络脉气血正常运行，皆可致使
络脉瘀阻或亏虚。自拟通络益智方方中人参、黄芪
等具有益气通络之效 [9]；水蛭、蜈蚣、地龙等药物
能够搜剔血络，温通气血 [10]；添加益智仁、石菖蒲
等益智醒脑之品，再配以吴茱萸、川穹、丹参等温
香通络药，使本方具有益气活血，搜风通络，益智
健脑的作用。本团队前期的临床小样本研究发现 [5]，
通络益智方对 VD 患者早期干预疗效显著，但其作
用机制尚未可知。

改良双侧颈总动脉结扎法已被广泛用于研究慢性
缺血导致神经损伤的机制，可在大鼠引发与 VD 患者
类似的病理改变，如脑白质病变、轴突和髓鞘受损、
皮质和海马 CA1 区神经元损伤、神经胶质细胞活化、
氧化应激反应、血脑屏障破坏和金属蛋白酶基质激活
等 [11]。本研究构建的 VD 模型大鼠表现出明显的认知
障碍和海马组织及神经元损伤，证实模型构建成功。
此外，基于 Mirros 水迷宫实验，经通络益智方治疗四
周后的 VD 大鼠的认知功能障碍和海马神经元病变得
到显著改善，高剂量通络益智方显示出最优效应。这
些结果表明，自拟通络益智方对 VD 大鼠海马神经元
损伤具有保护作用，可改善学习和记忆能力，发挥与
前期临床研究类似的治疗效果 [5]。

内质网对蛋白折叠等生理过程具有重要调控作
用，多种条件如缺氧、应激、感染、钙稳态紊乱、

热休克、紫外线辐射和机械损伤等均可能导致内质
网中未折叠 / 错误折叠蛋白质的积累，并导致内质
网自我修复机制 ERS 的激活，以试图恢复受干扰
的稳态 [12]。VD 的血管病理改变可导致慢性血流持
续低灌注，脑内神经元缺氧和能量代谢受阻，引起
蛋白质折叠功能损伤，诱发 ERS，这可能是 VD 发
生发展的关键机制。研究显示，缺氧细胞抵抗 ERS
的保护机制之一是进化上保守的未折叠蛋白质反应
（unfolded protein response，UPR）。UPR 首 先 试
图恢复蛋白质稳态，若错误折叠蛋白累积过多超
过 UPR 修复能力，则会诱导内质网凋亡信号分子
CHOP 转录启动，直接激活 caspase-3，调节 Bcl-2
家族蛋白的表达，触发细胞凋亡以应对严重的
ERS[13]。此外，CHOP 表达增加后，能够激活 NF-
κB，导致炎性因子分泌，进一步诱导细胞死亡和
炎症反应 [14]。因此，VD 患者神经元 ERS 诱导的细
胞凋亡和炎症反应可能与患者认知功能障碍具有密
切联系。陈晨等 [2] 发现，大蒜素能够通过抑制 ERS
减轻 VD 大鼠海马神经元凋亡和炎症损伤。杨圆圆
等 [15] 研究显示，丹参及其活性成分可有效降低 VD
大鼠海马神经元凋亡并抑制炎性因子 IL-1β，IL-6
和 TNF-α 的生成。与这些研究结果类似，本团队
自拟通络益智方治疗 VD 大鼠显示出显著的保护
作用，能够明显抑制 CHOP，Bcl-2/Bax 和 cleaved 
caspase-3 蛋白表达，神经元凋亡以及炎性因子分泌，
提示通络益智方可能通过抑制 ERS 对 VD 大鼠海马
组织发挥保护作用。

PERK 是具有激酶性质的 I 型跨膜蛋白，当未
折叠 / 错误折叠的蛋白聚集在内质网腔内时，其 N
端会发生寡聚化，并在激酶结构域发生自磷酸化，
导致 PERK 激活 [16]。磷酸化的 PERK 将募集并激
活 eIF2α，抑制蛋白质翻译，从而减少未折叠蛋白
质在内质网腔中的积累。虽然磷酸化的 eIF2α 能
在一定程度抑制部分蛋白翻译，减轻内质网的负担，
但却能特异性促进 ATF4 表达，直接激活 CHOP 启
动凋亡。这些组分共同形成 PERK/eIF2α/ATF4/
CHOP 通路 [17]。GRP78，位于 ER 的管腔中，作为
UPR 的主要传感器，是 ERS 的标志蛋白 [18]。在正
常稳态情况下，GRP 78 与 PERK，IRE1α 和 ATF6
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结合，抑制它们的活化。当未折叠 / 错误折叠的蛋
白质在内质网腔中达到过量水平时，GRP78 由于对
未折叠 / 错误折叠蛋白的亲和力增加，与 PERK，
IRE1α 和 ATF6 解离启动 UPR。因此设法调节
GRP78 表达和 PERK/eIF2α/ATF4/CHOP 通路活性
以抑制神经元 ERS 可能是治疗 VD 的潜在有效策
略。袁茵等 [19] 发现，何首乌提取物二苯乙烯苷可
通过调控 GRP78 表达和 PERK/eIF2α/ATF4/CHOP
通路激活，抑制神经元凋亡，改善 VD 大鼠学习
记忆障碍。LIU 等 [3] 研究显示，游泳运动可调控
PERK/ATF4/CHOP 通路，抑制 VD 大鼠海马 ERS
相关蛋白表达，改善 VD 大鼠认知功能。与这些研
究结果类似，本研究亦发现，通络益智方干预后，
VD 大鼠海马组织中 GRP78，p-PERK，p-eIF2α，
ATF4 和 CHOP 蛋白表达降低，表明通络益智方对
VD 大鼠 ERS 相关蛋白具有一定的调控作用。

综上所述，自拟通络益智方能够减轻 VD 大鼠
海马神经元凋亡和炎症损伤，改善记忆缺陷，其作
用机制可能与抑制 PERK 介导的 ERS 有关。然而
本研究仍存在一些不足之处，未设置 PERK 抑制或
激活组，并与通络益智方联合应用，以验证通络益
智方对 ERS 的特异性作用，本课题组接下来拟对
本研究中的不足之处进行深入探讨。
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