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益肾活血通窍方对单侧前庭功能障碍大鼠小脑绒球区

Ｇｌｕ－ＩＲ、ＧＦＡＰ和 ＥＲＫ１／２调控及突触重塑的影响

田雨１，冷辉２，石磊２，王爱平２，张琦２，曲汝鹏２，曲中源２，马贤德１

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳 １１００３２）

　　摘要：目的 探讨益肾活血通窍方对单侧前庭功能障碍大鼠患侧小脑绒球区的谷氨酸免疫反应物（Ｇｌｕｔａｍａｔｅｉｍｍｕ
ｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ，Ｇｌｕ－ＩＲ）、胶质纤维酸性蛋白（Ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）和细胞外信号调节激酶１／２（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ１ａｎｄ２，ＥＲＫ１／２）的表达影响，以及对突触重塑发挥的作用机制。方法 将８８只大鼠作为研究
对象，通过随机分组筛选出空白组、假手术组、模型组、益肾活血通窍方低剂量组（９．２０ｇ／ｋｇ）、益肾活血通窍方中剂量组
（１８．３９ｇ／ｋｇ）、益肾活血通窍方高剂量组（３６．７８ｇ／ｋｇ）共６组。采用氯仿进行右耳鼓室注射法建立单侧前庭功能障碍大
鼠模型，造模后，通过行为学评价、谷氨酸含量检测、免疫组化法、免疫荧光法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，评估各组大鼠前庭功能
和相关生物标志物的表达。结果 术后１２ｈ，与假手术组及空白组比，模型组失衡行为评分及空间姿势反射明显升高，出
现头偏斜、转圈异常神经损伤行为（Ｐ＜００１），谷氨酸含量降低，Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达降低，ＧＦＡＰ细胞增殖活化程度增多，
排列紧密，细胞纤维突起程度增加，ＥＲＫ１／２免疫荧光强度显著增加（Ｐ＜００５）。与模型组相比，益肾活血通窍方低剂量
组、中剂量组、高剂量组谷氨酸含量增加，Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达升高，ＧＦＡＰ细胞增殖活化程度降低，ＥＲＫ１／２免疫荧光亮度
表达降低，高剂量组表达最明显（Ｐ＜００５）。术后７ｄ，与假手术组及空白组相比，模型组失衡行为评分和空间姿势反射
消失，大鼠运动正常，头偏斜、转圈异常行为消失（Ｐ＞００５），谷氨酸含量降低，Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达降低，ＧＦＡＰ细胞增殖活
化高，ＥＲＫ１／２免疫荧光强度明显（Ｐ＜００５）。与模型组相比，益肾活血通窍方低剂量组、中剂量组、高剂量组谷氨酸含
量增加，Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达升高，ＧＦＡＰ细胞增殖活化程度降低，ＥＲＫ１／２免疫荧光亮度表达降低，高剂量组表达最明显
（Ｐ＜００５）。与术后１２ｈ模型组相比，术后７ｄ模型组大鼠的谷氨酸含量升高，Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达升高，ＧＦＡＰ细胞增殖
活化程度降低，ＥＲＫ１／２免疫荧光亮度表达降低（Ｐ＜００５）。结论 益肾活血通窍方通过多靶点调控Ｇｌｕ－ＩＲ、ＧＦＡＰ和
ＥＲＫ１／２的表达，促进突触重塑机制，加快了前庭代偿过程，为前庭功能障碍治疗提供了新方向。
　　关键词：益肾活血通窍；前庭；谷氨酸；突触重塑；前庭代偿
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ＹｉｓｈｅｎＨｕｏｘｕｅＴｏｎｇｑｉａｏＦｏｒｍｕｌａｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｍｏｓｔｏｂｖｉｏｕｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ１２ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＧｌｕ－ＩＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｏｆＧＦＡＰｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＲＫ１／２ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＢｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧｌｕ－ＩＲ，
ＧＦＡＰａｎｄＥＲＫ１／２ｔｈｒｏｕｇｈｍｕｌｔｉｐｌｅｔａｒｇｅｔｓ，ＹｉｓｈｅｎＨｕｏｘｕｅＴｏｎｇｑｉａｏＦｏｒｍｕｌａｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｓｙｎａｐｔｉｃｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ，ａｃ
ｃｅｌｅｒａｔｅｓｔｈｅｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙｐｒｏｃｅｓｓ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｓａｎｅｗｄｉｒｅｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｏｎｉｆｙｉｎｇｋｉｄｎｅｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｉｎｇｂｌｏｏｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎａｎｄｄｒｅｄｇｉｎｇｏｒｉｆｉｃｅｓ；ｖｅｓｔｉｂｕｌｅ；ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ；ｓｙｎａｐｔｉｃｒｅｍｏｄｅ
ｌｉｎｇ；ｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ

　　前庭功能障碍是一种表现为急性且持续性的眩晕，常伴有
恶心、呕吐等不适症状的前庭综合征［１－３］。其发病率逐年上升

且已成为主要的耳科疾病之一，其发病机制与病毒感染、免疫

反应、炎症反应和血管梗死等相关［３－６］。近年来，有研究发现

谷氨酸免疫反应物（Ｇｌｕｔａｍａｔｅｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ，Ｇｌｕ－ＩＲ）在前
庭功能障碍中有潜在作用［７－９］。Ｇｌｕ－ＩＲ是一种兴奋性神经
递质，在神经元的信息交流过程中，可以引起神经元的兴奋。

Ｇｌｕ－ＩＲ可诱导突触可塑性变化，ＧＦＡＰ和 ＥＲＫ１／２可以促进
突触连接的建立和稳定，为神经系统的正常发育提供保障。胶

质纤维酸性蛋白［１０］（Ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是一
类重要的神经可塑性改变及星形胶质细胞激活的生物标志物，

在维持细胞结构与信号传导方面起着重要作用。细胞外信号

调节激酶１／２［１１－１２］（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ１ａｎｄ
２，ＥＲＫ１／２）是一组主要负责调控细胞的增长、分化等过程的蛋
白激酶，在神经系统的发展中具有重要作用。尽管已有研究开

始关注 Ｇｌｕ－ＩＲ、ＧＦＡＰ和 ＥＲＫ１／２在神经系统中的作
用［１３－１５］，但它们与前庭代偿之间的联系仍然是一个较少被探

讨的领域。

值得注意的是，中医药在改善前庭功能方面具有独特优

势。基于“肾为耳窍之主，心为耳窍之客”的中医理论体系，益

肾活血通窍方通过熟地黄、山茱萸、丹参、川芎等药物实现多靶

点协同作用。益肾活血通窍方出自《医级宝鉴·卷八》杞菊地

黄汤联合《陈素庵妇科补解》桃仁红花煎的加减方［１６－１７］，前期

研究表明［１８－２０］，该方治疗耳源性眩晕的临床有效率可达９３．
３３％，长期疗效较好，且对大鼠模型前庭内侧核具有保护作用。
然而，目前关于该方剂治疗前庭功能障碍，调节前庭代偿机制

的研究尚未完全明确。因此，本研究在前期的临床疗效观察和

动物实验基础上，探讨益肾活血通窍方对前庭代偿的作用及其

分子机制，旨在为中医药治疗前庭功能障碍提供依据。

１　材料
１．１　动物

选择饲养于辽宁中医药大学实验动物中心的８８只８周龄
无特定病原体（Ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）的 ＳＤ大鼠，体质量
（２００±２０ｇ），并将其饲养在（２０±２）℃的环境中。本实验中
涉及的实验动物购于辽宁长生生物技术股份有限公司［许可

证号：ＳＣＸＫ（辽）２０２０－０００１］，经辽宁中医药大学实验动物伦
理委员会审核通过（编号：２１００００４２０２３１４８）。
１．２　主要试剂与仪器
１．２．１　中药方剂　益肾活血通窍方，药用：熟地黄２０ｇ，山药
１５ｇ，山茱萸２０ｇ，丹皮１５ｇ，泽泻１５ｇ，枸杞２０ｇ，菊花１５ｇ，桃
仁１５ｇ，红花１５ｇ，茯苓１５ｇ，丹参１５ｇ，石菖蒲１５ｇ，炙甘草１０
ｇ，该方中草药材购于辽宁中医药大学附属医院门诊。
１．２．２　试剂和抗体　０．９％氯化钠溶液（货号：Ｈ２００８３４００，四
川科伦药业股份有限公司）；谷氨酸含量检测试剂盒（货号：

ＢＣ１５８５，北京索莱宝生物科技有限公司）；Ｇｌｕ－ＩＲ抗体（货号：
ＡＦ６３０６，江苏亲科生物研究中心有限公司）；ＧＦＡＰ抗体（货号：
ＷＬ０８３６，沈阳万类生物科技有限公司）；ＥＲＫ１／２抗体（货号：
Ａ４７８２，武汉爱博泰克生物技术公司）；二抗 ＲａｂｂｉｔＩｇＧ－ＨＲＰ
（货号：ａｂ６７２１，英国ａｂｃａｍ公司）；免疫显色试剂（货号：ＫＩＴ－
９７１０，福州迈新生物技术有限公司）、ＤＡＢ显色试剂盒（货号：
ＤＡＢ－００３１，福州迈新生物技术有限公司）；免疫荧光染色试剂
盒（货号：Ｐ０１８６，江苏碧云天生物技术有限公司）；ＴＢＳＴ（货号：
ＢＬ１６８３Ａ，安徽白鲨生物技术有限公司）；ＰＢＳ（货号：ＧＺ１００１０，
江苏晨逸京泽生物科技有限公司）。

１．２．３　设备　高速匀浆机（Ｔ１０ＢＳ２５，ＩＫＡ公司）；全波长酶标
仪（ＭＤｓｅｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３，美谷分子仪器上海有限公司）；全自动
化学发光分析仪（４２００ＳＦ，上海天能科技有限公司）；光学显微
镜、倒置生物显微镜（ＤＭ２０００、ＤＭ１８，Ｌｅｉｃａ公司）。
２　方法
２．１　分组与造模

本实验将８８只健康的成年ＳＤ大鼠适应性喂养７ｄ，随机
分１２组，筛选出１２ｈ空白组（４只）、１２ｈ假手术组（８只）、１２
ｈ模型组（８只）以及３个不同剂量的１２ｈ益肾活血通窍方治
疗组（每组８只）。７ｄ空白组（４只）、７ｄ假手术组（８只）、７ｄ
模型组（８只）以及３个不同剂量的７ｄ益肾活血通窍方治疗
组（每组８只）。

在麻醉状态下，模型组及治疗组利用电子耳镜和鼓膜穿刺

针向大鼠的右耳鼓室注入０．２ｍＬ的氯仿有机溶液。假手术组
大鼠，在相同的麻醉条件下，执行相同操作流程，不过注入的是

０．２ｍＬ的０．９％氯化钠溶液。注射后分别于１２ｈ、７ｄ观察大

７５１
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鼠行为学特征。行为学评价后，分别于１２ｈ、７ｄ取大鼠小脑绒
球组织。

２．２　给药
依据人鼠体表面积的６．３倍换算公式，将益肾活血通窍方

煎煮浓缩至低、中、高３个剂量组９．２０、１８．３９、３６．７８ｇ／ｋｇ的生
药浓度。分装成袋，４℃冰箱保存备用。造模后，于１２ｈ及７ｄ
分组灌胃，各治疗组分别以９．２０、１８．３９、３６．７８ｇ／ｋｇ的益肾活
血通窍方剂量灌胃，而其余各组则予以等量的０．９％氯化钠溶
液，１次／ｄ。
２．３　取材

各组随机抽１只大鼠使用戊巴比妥钠进行腹腔麻醉，迅速
置于冰面上断头取全脑浸泡于４％多聚甲醛中，室温固定。其
余大鼠麻醉后，断头并取右侧小脑绒球置于冻存管中，存于 －
８０℃冰箱。
２．４　指标检测方法
２．４．１　行为学评价　（１）失衡行为测评：参考 ＰＥＴＲＯＳＩＮＩ
Ｌ［２１］的方法，分别于１２ｈ、７ｄ时间点对大鼠进行失衡行为评分
及头偏斜度测量。（２）空间姿势反射；将大鼠放置在海绵垫上
方５０ｃｍ处，让其自然落下，然后对其落下的全过程进行观测：
大鼠俯卧状，四足落地为阴性，如果有身体一侧或背部着地，说

明是阳性。阴性反应为数字０，阳性反应为数字１，重复６次。
２．４．２　小脑绒球谷氨酸含量检测　取大鼠的小脑绒球组织，
称重０．１ｇ，做好标记，放进新 ＥＰ管，加入谷氨酸试剂，进行研
磨，样本经离心处理，条件设定为１００００ｒ／ｍｉｎ，持续１０ｍｉｎ，全
程保持在４℃的低温环境中。随后，将分离出的上清放置于冰
上，以备后续检测之用。

２．４．３　免疫组织化学染色法检测小脑绒球ＧＦＡＰ分子的表达
　将组织进行石蜡包埋切片、烘烤、脱蜡、抗原修复后，ＰＢＳ漂
洗，加免疫显色试剂中的试剂 １及试剂 ２，室温分别孵育 １０
ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗。４℃过夜孵育一抗ＧＦＡＰ（１∶５０），次日ＰＢＳ漂
洗，加试剂３及试剂４，室温分别孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，加入
ＤＡＢ显色液，避光反应１０ｍｉｎ，通过光学显微镜观察并拍照。
２．４．４　免疫荧光染色法检测小脑绒球ＥＲＫ１／２分子的表达　
将组织进行石蜡包埋切片、烘烤、脱蜡、抗原修复后，ＰＢＳ漂洗。
封闭液对样本进行１ｈ的封闭处理，ＰＢＳ漂洗。４℃过夜孵育
一抗ＥＲＫ１／２（１：２００），次日室温避光孵育二抗 ＲａｂｂｉｔＩｇＧ－
ＨＲＰ（１∶１０００），最终用含 ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭剂封片，加盖玻
片，暗室晾干。使用倒置生物显微镜观察。

２．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小脑绒球Ｇｌｕ－ＩＲ分子的表达　取
大鼠右侧小脑绒球 ０．１ｇ组织，冰上解冻后剪碎、匀浆，４℃离
心后收集上清，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，电泳分离后转至 ＰＶＤＦ
膜，５％脱脂奶粉封闭 １ｈ，４℃过夜孵育一抗 Ｇｌｕ－ＩＲ（１∶
１０００）。次日ＴＢＳＴ漂洗，次日室温孵育二抗 ＲａｂｂｉｔＩｇＧ－ＨＲＰ

（１∶２００００），ＴＢＳＴ漂洗，滴加 ＨＣＬ发光液显影后用化学发光
分析仪显影成像，ＩｍａｇｅＪ图像分析软件分析条带灰度值，计算
各蛋白与ＧＡＰＤＨ灰度值之比。
２．５　统计学分析

使用ＳＰＳＳ２２．０软件来分析实验数据，并将符合正态分布
的数值以平均值±标准差（珋ｘ±ｓ）描述，以Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。利用ＩｍａｇｅＪ和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行数据分
析。

３　结果
３．１　各组大鼠行为学评价结果

行为学评价结果表明，在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组
相比，假手术组大鼠无头偏斜度及失衡症状，两组比较差异无

统计学意义（Ｐ＞００５）。在术后１２ｈ，与空白组和假手术组相
比，模型组及低、中、高剂量组大鼠，失衡症状评分和头部倾斜

角度均呈现出升高的趋势，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。与
模型组相比，低、中、高剂量组大鼠，失衡症状评分和头偏斜度

均有所下降，且高剂量组下降幅度更为明显，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）。在术后７ｄ，与空白组和假手术组相比，模型组
以及低、中、高剂量组无头偏斜度及失衡症状，差异无统计学意

义（Ｐ＞００５）。与术后１２ｈ的模型组相比，术后７ｄ模型组大
鼠头偏斜度和失衡症状下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
见表１。
３．２　各组大鼠空间姿势反射结果

空间姿势反射结果表明，在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白
组相比，假手术组大鼠空间姿势反射均阴性，两组比较差异无

统计学意义（Ｐ＞００５）。在术后１２ｈ，与空白组和假手术组相
比，模型组及低、中、高剂量组大鼠，空间姿势反射均阳性，差异

有统计学意义（Ｐ＜００１）。与模型组相比，低、中、高剂量组大
鼠，空间姿势阳性反射逐步下降，且高剂量组下降幅度更为明

显，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。在术后７ｄ，与空白组和假
手术组相比，模型组以及低、中、高剂量组空间姿势反射均阴

性，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。与术后１２ｈ模型组相比，
术后７ｄ模型组大鼠空间姿势反射均阴性，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１）。见表２。
３．３　各组大鼠小脑绒球谷氨酸含量检测结果

谷氨酸含量检测结果表明，在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空
白组相比，假手术组大鼠谷氨酸含量接近，差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）。在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组和假手术组相
比，模型组以及低、中、高剂量组大鼠谷氨酸含量均降低，差异

有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，低、中、高剂量组的
大鼠谷氨酸含量均增加，其中高剂量组谷氨酸含量显著增加，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与术后１２ｈ模型组相比，术后
７ｄ模型组大鼠谷氨酸含量增加显著，差异有统计学意义（Ｐ＜

表１　大鼠治疗前后失衡行为评分及头偏斜度测量变化比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ １２ｈ头偏斜度／（°） １２ｈ失衡评分／（分） ７ｄ头偏斜度／（°） ７ｄ失衡评分／（分）

空白组　 ８ ０．００±０．００　　 ０．００±０．００　　 ０．００±０．００ ０．００±０．００
假手术组 ８ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００
模型组　 ８ ８４．９６±０．９６△△ ６．８９±０．４１△△ ０．００±０．００★★ ０．００±０．００★★

低剂量组 ８ ６４．８１±１．４０△△ ５．３９±１．０３△△ ０．００±０．００ ０．００±０．００
中剂量组 ８ ４４．６５±１．４９△△ ５．１０±１．２８△△ ０．００±０．００ ０．００±０．００
高剂量组 ８ ３４．５０±１．２４△△＃＃ ３．００±０．５４△△＃ ０．００±０．００ ０．００±０．００

　　注：△△与空白组比较，Ｐ＜００１；与假手术组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；★★与模型组１２ｈ比
较，Ｐ＜００１。
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表２　大鼠治疗前后空间姿势反射变化比较（珋ｘ±ｓ） 单位：分

组别 ｎ
１２ｈ
性质

１２ｈ空间
姿势反射

７ｄ
性质

７ｄ空间
姿势反射

空白组　 ８ 阴性 ０．００±０．００　　 阴性 ０．００±０．００　
假手术组 ８ 阴性 ０．００±０．００ 阴性 ０．００±０．００
模型组　 ８ 阳性 ３１．６６±０．５７△△ 阴性 ０．００±０．００★★

低剂量组 ８ 阳性 ２９．３３±１．１５△△ 阴性 ０．００±０．００
中剂量组 ８ 阳性 ２８．００±１．７３△△ 阴性 ０．００±０．００
高剂量组 ８ 阳性 ２１．６６±２．８８△△＃＃ 阴性 ０．００±０．００

　　注：△△与空白组比较，Ｐ＜００１；与假手术组比较，Ｐ＜００１；
＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；★★与模型组１２ｈ比较，Ｐ＜００１。
００１）。见表３。

表３　大鼠治疗前后患侧谷氨酸含量检测变化比较（珋ｘ±ｓ）
单位：μｍｏｌ／ｇ

组别 ｎ １２ｈ ７ｄ

空白组　 ８ ７．００±０．３９ ７．４３±０．３２
假手术组 ８ ６．９０±０．３６ ７．２４±０．４６
模型组　 ８ １．９７±０．５８△△ ３．８７±０．９４△★★

低剂量组 ８ ３．０７±０．２２△△ ５．１０±０．０９△

中剂量组 ８ ３．４６±０．２６△△ ５．４６±０．２６△

高剂量组 ８ ４．３８±０．４４△△＃＃ ６．０９±０．１０△＃＃

　　注：△与空白组比较，Ｐ＜００５；△△与空白组比较，Ｐ＜００１；
与假手术组比较，Ｐ＜００５；与假手术组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型
组比较，Ｐ＜００１；★★与模型组１２ｈ比较，Ｐ＜００１。
３．４　各组大鼠小脑绒球免疫组织化学染色ＧＦＡＰ结果

免疫组织化学染色表明，在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白
组相比，假手术组大鼠 ＧＦＡＰ表达接近，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组和假手术组相
比，模型组以及低、中、高剂量组大鼠ＧＦＡＰ细胞增殖活跃度更
高，其排列更为密集，并且细胞纤维的凸显程度也有所增加，差

异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，低、中、高剂量组
大鼠的ＧＦＡＰ免疫反应密度有所降低，其中高剂量组显著降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与术后１２ｈ模型组相比，
术后７ｄ模型组大鼠右侧 ＧＦＡＰ的细胞增殖活化程度显著降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见插页ⅩⅩⅩ图１、表４。
３．５　各组大鼠小脑绒球免疫荧光染色ＥＲＫ１／２结果

免疫荧光结果表明，在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组的
大鼠相比，假手术组大鼠 ＥＲＫ１／２荧光表达接近，差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组和假手
术组相比，模型组以及低、中、高剂量组大鼠ＥＲＫ１／２荧光强度

更强，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，低、中、
高剂量组大鼠ＥＲＫ１／２荧光强度有所降低，其中高剂量组荧光
强度显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与术后１２ｈ模
型组相比，术后７ｄ模型组大鼠ＥＲＫ１／２荧光强度显著降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见插页ⅩⅩⅪ－插页ⅩⅩⅫ图２、图３。

表４　大鼠治疗前后患侧ＧＦＡＰ结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ １２ｈＧＦＡＰ ７ｄＧＦＡＰ

空白组　 ８ ０．１３±０．０１ ０．１５±０．０２
假手术组 ８ ０．１５±０．０２ ０．１４±０．０２
模型组　 ８ ０．３２±０．０１△△ ０．２５±０．０３△★

低剂量组 ８ ０．３０±０．０２△△ ０．２２±０．０４△

中剂量组 ８ ０．２８±０．０２△△ ０．２１±０．０２△△

高剂量组 ８ ０．２１±０．０２△△＃＃ ０．１６±０．０１△＃

　　注：△与空白组比较，Ｐ＜００５；△△与空白组比较，Ｐ＜００１；
与假手术组比较，Ｐ＜００５；与假手术组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组
比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；★与模型组 １２ｈ比较，
Ｐ＜００５。
３．６　各组大鼠小脑绒球 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的 Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达量
结果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组
相比，假手术组大鼠 Ｇｌｕ－ＩＲ表达接近，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组和假手术组相
比，模型组以及低、中、高剂量组大鼠 Ｇｌｕ－ＩＲ表达减少，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，低、中、高剂量组大
鼠Ｇｌｕ－ＩＲ的表达增加，其中高剂量组显著增加，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。与术后１２ｈ模型组相比，术后７ｄ模型组
大鼠Ｇｌｕ－ＩＲ组明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见
图４、图５ａ～图５ｂ。
４　讨论

单侧前庭功能障碍性疾病，在中医药学中属于“耳眩晕”

范畴。经典理论认为心、肾与耳之间存在密切联系，肾开窍于

耳，心寄窍于耳。《医贯》［２２］提到：“肾为耳窍之主，心为耳窍

之客”。肾藏精，精生髓，髓聚于脑，而耳与脑相通，肾精充足

是耳窍功能正常的根本保障。心主血脉，通过推动脉管内血液

循环，将营养物质送至耳窍，是维持耳部正常功能的重要基础。

益肾活血通窍法的治疗原则主要是通过补益肾精、养血活血、

通窍醒脑来促进前庭代偿，缓解前庭功能障碍的症状。益肾活

血通窍方以《医级宝鉴·卷八》杞菊地黄汤联合《陈素庵妇科

补解》桃仁红花煎加减组成［１６－１７］，遵循君臣佐使的配伍原则，

　　注：△与空白组比较，Ｐ＜００５；△△与空白组比较，Ｐ＜００１；与假手术组比较，Ｐ＜００５；与假手术组比较，Ｐ＜
００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；★与模型组１２ｈ比较，Ｐ＜００１。

图３　大鼠治疗前后患侧ＥＲＫ１／２表达比较（免疫荧光检测，×２００，ｎ＝８）
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图４　大鼠治疗前后患侧Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达比较
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果，ｎ＝８）

能够在多靶点的基础上，协同发挥作用。君药为方剂的根基，

其中熟地黄、山茱萸、山药、枸杞作为君药，可滋阴补血、益精填

髓［２３］。臣药辅助君药，其中红花、丹参、桃仁可辅助君药活血

通窍。丹参尤显卓越，可以增强活血化瘀与养血安神之力，契

合“一味丹参，功同四物”，为耳窍功能的恢复创造了更为有利

的条件。佐药配合君臣之药，其中石菖蒲，凭通窍醒神之功，于

君、臣药作用后，进一步疏耳窍、引气血至病所。丹参与之配

合，恰合“治风先治血，血行风自灭”之理，借活血通窍驱前庭

障碍之“风邪”，稳五官功能平衡。炙甘草作为使药，调和诸

药，使各药协同达平衡态。现代药理学研究表明［２４］，杞菊地黄

汤可通过血液循环、血管内皮生长因子受体信号通路等改善血

管功能，促进机体修复损伤。桃仁红花煎［２５－２６］中丹酚酸Ａ、羟
基红花黄色素Ａ及丝裂原活化蛋白激酶等成分具有神经保护
的作用。结合前期研究基础发现［１８－２０，２７］，益肾活血通窍方在

缓解耳眩晕，治疗前庭功能障碍方面有独特疗效。综上，益肾

活血通窍法在调节神经系统功能、促进神经功能恢复方面具有

明确的物质基础和作用机制。

研究发现［２８－２９］谷氨酸能使神经元活动与星形胶质细胞

相互作用，可以调节谷氨酸浓度和突触重塑性，同时通过

ＥＲＫ１／２信号通路的激活，协同促进神经元和星形胶质细胞功
能的改善，这与本文研究内容一致。本文研究结果表明益肾活

血通窍法可以缓解大鼠前庭功能障碍的症状，其机制可能与

Ｇｌｕ－ＩＲ、ＧＦＡＰ和 ＥＲＫ１／２发挥作用，加快前庭代偿有关。前
庭代偿［３０］是指当一侧外周前庭系统受损后，产生的眩晕、呕

吐、身体失衡等症状随着时间逐渐自行缓解的现象。

Ｇｌｕ－ＩＲ是［７－９］是一种兴奋性神经递质，在神经元的信息

交流过程中，扮演着重要的角色。研究表明［３１］，在一侧前庭器

官受损后，小脑绒球区会引发谷氨酸改变，从而调整对身体平

衡和眼球运动的控制，启动前庭代偿过程。研究发现［３２－３３］，丹

参酮和石菖蒲挥发油在调节谷氨酸水平和改善突触重塑方面

具有潜在的药理作用。本研究同样观察到，术后１２ｈ和术后７
ｄ，与空白组和假手术组相比，模型组及低、中、高剂量组谷氨酸
含量及Ｇｌｕ－ＩＲ均降低。低、中、高剂量组与模型组相比，谷氨
酸含量及 Ｇｌｕ－ＩＲ则升高。其中高剂量组升高明显。此外，术
后７ｄ模型组谷氨酸含量及Ｇｌｕ－ＩＲ较术后１２ｈ模型组升高。
提示前庭代偿与谷氨酸含量及 Ｇｌｕ－ＩＲ有关，谷氨酸含量及
Ｇｌｕ－ＩＲ降低可能反映了突触功能的初期受损。在益肾活血
通窍方高剂量组中，谷氨酸含量及Ｇｌｕ－ＩＲ的升高可能促使突
触前神经元合成和释放更多的谷氨酸，增强突触重塑及神经兴

奋，促进神经元间的信息传递，从而加快前庭代偿。

ＧＦＡＰ是［１０］一种主要在中枢神经系统星形胶质细胞中的

中间丝蛋白，通过激活信号通路，促使神经元形成新的突触连

接，从而调节突触结构和功能。作为神经系统的诊断标志［３４］，

常对炎症和神经变性疾病进行评估。在前庭代偿过程中，

ＧＦＡＰ的调节有助于神经递质在神经元之间的信号传递。研
究表明［３５］，枸杞糖肽能够降低星形胶质细胞表达，缓解神经性

疼痛。本研究发现，在术后１２ｈ及术后７ｄ，与空白组和假手
术组相比，模型组及各剂量组右侧 ＧＦＡＰ细胞增殖活化增强。
与模型组相比，各剂量组免疫反应密度低，高剂量组显著降低。

术后７ｄ模型组右侧 ＧＦＡＰ细胞增殖活化程度较术后１２ｈ模
型组显著下降。ＧＦＡＰ细胞增多表明神经组织中的胶质细胞
激活，参与了神经组织修复和功能代偿。ＧＦＡＰ表达水平的降
低可能与神经炎症的减轻和神经微环境的稳定有关。

ＥＲＫ１／２是［１１－１２，３６］一种能够调控细胞的生长、分化和存

活，还可调节突触前膜上的蛋白质转运和囊泡释放机制的关键

分子，具有增强突触的结构和功能稳定性，促进前庭代偿过程

中的突触重塑性变化的功能。研究表明［３７］，ＥＲＫ通过调节突
触后密度蛋白 －９５等关键突触蛋白的表达和分布，从而调整
小脑绒球的神经回路，以促进前庭代偿。ＥＲＫ１／２信号通路的
激活，协同促进神经元和星形胶质细胞功能的改善，使突触传

递更加高效。研究发现［３８］，山茱萸提取物通过抑制 ＥＲＫ信号
传导，减轻了星形胶质细胞的炎症反应。本研究发现，术后１２
ｈ及术后７ｄ，模型组及各剂量组ＥＲＫ１／２荧光表达增强。与模
型组相比，各剂量组荧光表达降低，高剂量组明显降低，且术后

７ｄ模型组荧光表达较术后１２ｈ模型组显著降低。ＥＲＫ１／２表

　　注：△与空白组比较，Ｐ＜００５；△△与空白组比较，Ｐ＜００１；与假手术组比较，Ｐ＜００５；＃与
模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；★★与模型组１２ｈ比较，Ｐ＜００１。

图５　大鼠治疗前后患侧Ｇｌｕ－ＩＲ蛋白表达比较（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ｎ＝８）
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达增加表明细胞内信号通路的启动，参与了神经组织修复和功

能代偿。ＥＲＫ１／２表达的降低可能反映了细胞应激反应的减
弱，这可能与前庭代偿过程中神经细胞功能的恢复和适应性变

化有关。在高剂量组中 ＧＦＡＰ及 ＥＲＫ１／２表达明显降低可能
表明高剂量治疗能够进一步调节星形胶质细胞的活动和神经

信号传导，从而加速前庭代偿过程。这可能与高剂量组治疗增

强了神经保护和修复机制，促进了神经功能的恢复有关。

综上所述，通过多靶点作用机制使益肾活血通窍方在改善

神经信号传导、促进神经修复与再生、调节细胞信号通路等多

个层面发挥作用，更有效地进行前庭代偿，为前庭功能障碍的

治疗提供了新的潜在方向和理论依据。
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ｄｅｒｓｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃａｎｄｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．Ｊ
Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２４，３３５：１１８６７６．

［３４］　何晓峰，邓文静．血浆ＧＦＡＰ与ＮｆＬ水平评估创伤性脑损伤患
者疾病严重程度及预后的价值［Ｊ］．中国实用神经疾病杂志，
２０２４，２７（７）：８２６－８３０．

［３５］　吴海姣．枸杞糖肽ＬｂＧｐ缓解大鼠Ｌ５ＳＮＬ诱导的神经病理性疼
痛的作用及外周机制［Ｄ］．福州：福建师范大学，２０２３．

［３６］　王友，张程斐，周洛卿，等．基于ＰＰＡＲγ／ＥＲＫ１／２信号通路探
讨补肾开玄通络方对ｄｂ／ｄｂ小鼠的肾脏保护作用［Ｊ］．中华中
医药杂志，２０２４，３９（１１）：５８４９－５８５５．

［３７］　ＬＩＵＤ，ＷＡＮＧＪ，ＴＩＡＮＥ，ｅｔａｌ．ｍＧｌｕＲ１／ＩＰ３／ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎｉｎＯＮＵＢＣｓｏｆｔｈｅｃｅｒｅ
ｂｅｌｌａｒｆｌｏｃｃｕｌｕｓ［Ｊ］．ＣＮＳＮｅｕｒｏｓｃｉＴｈｅｒ，２０２４，３０（２）：ｅ１４４１９．

［３８］　ＣＡＯＢ，ＺＥＮＧＭＮ，ＨＡＯＦＸ，ｅｔａｌ．ＣｏｒｎｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＳｉｅｂ．Ｅｔ
Ｚｕｃｃ．ａｔｔｅｎｕａｔｅｓＡβ２５－３５－ｉｎｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄａｍａｇｅａｎｄｎｅｕ
ｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＥＲＫｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０２４，１２９：１５５７０９．
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