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[bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK41]摘要 目的：探讨依达拉奉联合丁苯酞注射液治疗急性脑梗死（Acute cerebral infarction，ACI）的效果及对氧化应激相关信号通路水平的影响。方法：选择我院2023年12月至2024年12月收治的ACI患者86例，随机分为对照组和观察组（n=43），分别静脉滴注依达拉奉（30 mg Bid）或静脉滴注依达拉奉联合丁苯酞（100 mL Bid）治疗。治疗14 d后观察两组临床疗效、不良反应，并采用聚合酶链式反应检测抗氧化反应元件（Antioxidant Response Element，ARE）mRNA、核因子E2相关因子2（Nuclear Factor Erythroid 2-related factor 2，Nrf2）mRNA、Kelch样ECH相关蛋白1（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）mRNA水平，采用酶联免疫吸附法检测血管内皮生长因子（Vascular Endothelial Growth Factor，VEGF）、血栓素A2（Thromboxane A2，TXA2）、内皮素-1（Endothelin-1，ET-1）、促血管生成素-1（Angiopoietin-1，ANG-1）水平。结果：观察组总有效率（95.35%）高于对照组（76.74%）（P<＜0.05）。与治疗前相比，各治疗组的ARE mRNA、Nrf2 mRNA、TXA2、ET-1、ANG-1均明显降低（P<＜0.05），其中观察组更为显著（P<＜0.05）。与治疗前相比，各治疗组的Keap1 mRNA、VEGF均明显增加（P<＜0.05），其中观察组更为显著（P<＜0.05）。两组不良反应发生率比较无差异（P＞˃0.05）。结论：依达拉奉联合丁苯酞治疗ACI患者疗效显著，可调节信号通路减轻氧化应激，改善血管内皮功能，安全性良好。
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Effect of edaravone combined with butylphthalide injection on the levels of oxidative stress-related signaling pathways in acute cerebral infarction
Yang Qing *1, Chen Rui-ling 1, Yuan Wen-wen 2, Ma Hong-chao 3
(General Internal Medicine Department 1, Rehabilitation Department 2, Pharmacy Department 3, Zhengzhou Hospital of Traditional Chinese Medicine for Orthopedics and Traumatology, Zhengzhou 450000, HenanChina Province)
Abstract Objective: To explore the effect of edaravone combined with butylphthalide injection in the treatment of acute cerebral infarction (ACI) and its influence on the levels of oxidative stress-related signaling pathways. Methods: A total of 86 patients with ACI admitted to our hospital were selected and included from December 2023 to December 2024. According to the computer grouping method, they were divided into a control group of 43 cases treated with edaravone (100 mL intraperitoneal infusion, twice daily) and an observation group of 43 cases treated with butylphthalide (30 mg intraperitoneal infusion, twice daily). After 14 days of treatment, clinical efficacy and adverse reactions were evaluated in both groups. Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect the mRNA levels of Antioxidant Response Element (ARE), Nuclear Factor Erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), and Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1). The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was employed to measure Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Thromboxane A2 (TXA2), Endothelin-1 (ET-1), and Angiopoietin-1 (ANG-1). Results: The observation group demonstrated a higher overall response rate (95.35%) compared to the control group (76.74%) (P<<0.05). Compared to pre-treatment levels, all treatment groups showed significant reductions in ARE mRNA, Nrf2 mRNA, TXA2, ET-1, and ANG-1 (P<<0.05), with the observation group demonstrating more pronounced effects (P<<0.05). Conversely, both Keap1 mRNA and VEGF levels increased markedly across all treatment groups (P<<0.05), though the observation group again showed greater statistical significance (P<<0.05). No significant difference was observed in adverse reaction rates between the two groups (P˃0.05). Conclusion: The combination of edaravone and tienpina has a significant therapeutic effect on ACI patients. It can regulate the signaling pathway to reduce oxidative stress, improve vascular endothelial function, and has good safety.
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[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK11]急性脑梗死（Acute cerebral infarction，ACI）作为神经内科常见的急危重症，以较高的发病率、致残率以及死亡率为特征，对患者的生命健康构成严重威胁[1]。该疾病机制复杂，其中氧化应激在急性脑梗死的病理过程中起着至关重要的作用，自由基的产生引发氧化应激反应，导致脂质过氧化、蛋白质氧化和DNA损伤，进而加剧脑梗死的病理过程[2]。
[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK44][bookmark: OLE_LINK42]当前的标准治疗主要包括静脉溶栓和机械取栓，但这些方法存在严格的时间窗限制、再灌注损伤风险、单一靶点等局限性。而氧化应激作为ACI核心病理环节，其信号通路变化直接关联治疗效果。因此，探索有效的抗氧化应激治疗策略，对于改善ACI患者的预后具有重要意义。依达拉奉作为一种氧自由基清除剂，已被广泛应用于ACI的临床治疗[3]。丁苯酞作为治疗缺血性脑血管疾病的新型神经保护剂，可发挥调节脑组织能量代谢、促进缺血区域的血液灌注、阻断神经元凋亡途径、抑制血小板活化和聚集等作用[4]。本研究旨在通过观察依达拉奉联合丁苯酞注射液对ACI患者氧化应激相关信号通路水平的变化，探讨该联合治疗方案对ACI氧化应激的干预作用及其可能机制，期望能为ACI的抗氧化应激治疗提供新的科学依据和临床指导。
1 临床资料与方法
1.1 一般资料 
[bookmark: OLE_LINK7]选取于我院接受治疗的86例ACI患者，纳入时间为2023年12月至2024年12月，按照计算机分组法分为对照组和观察组（n=43）。对照组年龄51~70岁，平均年龄61.56±7.79岁；男性/女性：24/19例；梗死类型，单发性/多发性：31/12例；发病至入院时间1~6 h，平均病程3.47±0.82 h。观察组年龄52~70岁，平均年龄61.96±7.98岁；男性/女性：23/20例；梗死类型，单发性/多发性：29/14例；发病至入院时间1~6 h，平均病程3.32±0.78 h。两组基线资料对比无差异（P＞0.05），具有可比性。
纳入标准：经影像学检查确诊为ACI；无本研究药物过敏史；经患者、家属知情同意。排除标准：合并脑出血；合并恶性肿瘤；合并严重感染。本研究通过医院伦理委员会批准。
1.2方法
两组均接受基础治疗，包括溶栓、抗凝、改善脑循环、调脂稳斑、控制血压及血糖水平等。
[bookmark: OLE_LINK15]对照组给予依达拉奉治疗：静脉滴注依达拉奉注射液（北京四环制药有限公司，H20193179，30 mg）30 mg·次-1，2次·d-1，治疗14 d。
[bookmark: OLE_LINK16]观察组加用丁苯酞治疗：静脉输注丁苯酞氯化钠注射液（石药集团恩必普药业有限公司生产，H20100041，100 mL），每次剂量为100 mL，每日给药频次为两次，两次给药间隔时间不少于6 h，治疗14 d。
1.3观察指标和评价标准
1.3.1 临床疗效：
在治疗2 w后，对患者的临床疗效进行评估，具体如下：基本痊愈：患者残疾程度为0级，美国国立卫生研究院卒中量表（National Institutes of Health Stroke Scale，NIHSS）评分较基线值下降90%以上，部分病例可达到完全恢复（100%）；显效：NIHSS评分较基线值下降介于45%~90%之间，患者残疾程度为1~3级；有效：NIHSS评分较基线值下降介于18%~45%之间；无效：NIHSS评分降低幅度低于18%。基本痊愈、显效、有效之和为总有效。
[bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK20]1.3.2 氧化应激相关信号通路水平：
治疗前、治疗后，于清晨采集患者空腹状态下肘静脉血2 mL，经4000 r·min-1离心15 min后，分离血清与血浆，并保存于-70 ℃超低温冰箱备用。采用实时荧光定量聚合酶链反应方法测定外周血中抗氧化反应元件（Antioxidant Response Element，ARE）、核因子E2相关因子2（Nuclear Factor Erythroid 2-related factor 2，Nrf2）及Kelch样ECH相关蛋白1（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）mRNA的表达水平。使用Trizol试剂（美国Invitrogen公司）提取细胞总RNA，经分光光度法检测其纯度与浓度，按试剂说明书流程完成逆转录反应。后续扩增反应在ABI 7300型荧光定量PCR仪（美国应用生物系统公司）上进行。
所有引物由上海生工生物工程股份有限公司合成，具体序列如下：Keap1正向5'-TCCTCAATCGTCTCCTTATGC-3'，反向5'-CTCGCTCCAGGTGTCTCTATCT-3；Nrf2正向5'-ATTGCCTGTAAGTCCTGGTCAT-3'，反向5'-GCTTTTGCCCTAAGTTCATCTCT-3'；ARE正向5'-TGACTAGTATTAGTCGGTAT-3'，反向5'-GTAGAGGTGAGTCGTCCGACC-3'；β-actin正向5'-CTGTGGCATCCACGAAACT-3'，反向5'-GGACTCGTCATACTCCTGCTT-3'。通过PCR系统自带分析软件获取各样本中目标基因的Ct值，以β-actin作为内参基因，采用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量（RQ）。所有实验操作均严格遵循仪器及试剂盒说明书要求进行。
1.3.3 血管内皮功能
[bookmark: OLE_LINK29]治疗前、治疗后，采用酶联免疫吸附试验检测血管内皮生长因子（Vascular Endothelial Growth Factor，VEGF）、血栓素A2（Thromboxane A2，TXA2）、内皮素-1（Endothelin-1，ET-1）、促血管生成素-1（Angiopoietin-1，ANG-1）水平。具体检测方法：采集患者静脉血5 mL，静置30 min，3000 r·min-1离心10 min，取上层血清，分装于离心管，-80 ℃保存待测；按试剂盒说明书要求，将试剂盒中的标准品、酶标试剂、显色剂、终止液等试剂恢复至室温，按照说明书要求稀释。在ELISA板中分别加入标准品和血清样本，100 μL·孔-1，37 ℃孵育30-60 min。配制洗板液，通常为PBS或TBS缓冲液。孵育结束后，将孔内的液体甩干，每孔加入300 μL洗板液，重复洗板3-5次，最后一次洗板后将孔内的液体彻底甩干。每孔加入100 μL显色剂，37 ℃避光显色15-30 min后加入50 μL终止液，轻轻拍打ELISA板，终止反应后溶液颜色会由蓝色变为黄色。用酶标仪在450 nm波长测定吸光度，以标准品浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准曲线，使用标准曲线方程计算样本的浓度。
1.3.4 不良反应
[bookmark: OLE_LINK26]比较治疗期间两组发生的不良反应（皮疹、腹泻、低血压、肝肾功能异常等）情况。
1.4统计学方法
[bookmark: _Hlk198283524]数据录入SPSS22.0软件中分析，计数资料以例或率（n（%））表示，采用χ2检验；计量资料用均数±标准差（[image: 2]±SD）表示，采用t检验，P<＜0.05表示差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 两组临床疗效对比  
[bookmark: OLE_LINK39][bookmark: OLE_LINK33]与对照组（76.74%）比，观察组总有效率（95.35%）明显更高（P<＜0.05），见表1。
表1 两组临床疗效对比（n（%），n=43）
	组别
	基本痊愈
	显效
	有效
	无效
	总有效率

	[bookmark: OLE_LINK17]对照组
	8（18.60）
	14（32.56）
	11（25.58）
	10（23.26）
	33（76.74）

	观察组
	12（27.91）
	15（34.88）
	14（32.56）
	2（4.65）
	41（95.35）△


注：与对照组比较，△P<＜0.05。
2.2 两组氧化应激相关信号通路水平对比 
[bookmark: OLE_LINK35]与治疗前相比，各治疗组的ARE mRNA、Nrf2 mRNA均明显降低，Keap1 mRNA明显增加（P<＜0.05），其中观察组更为显著（P<＜0.05），见表2。
表2 两组氧化应激相关信号通路水平对比 （[image: 2]±SD，n=43）
	[bookmark: OLE_LINK32]组别
	ARE mRNA
	Nrf2 mRNA
	Keapl mRNA

	
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后

	对照组
	2.49±0.62
	1.56±0.32*
	2.73±0.64
	1.89±0.60*
	0.39±0.09
	0.72±0.16*

	观察组
	2.58±0.74
	0.92±0.14*△
	2.85±0.71
	1.25±0.41*△
	0.42±0.11
	0.96±0.24*△


注：与治疗前比较，*P<＜0.05；与对照组比较，△P<＜0.05。
2.3 两组血管内皮功能对比 
[bookmark: OLE_LINK37]与治疗前相比，各治疗组的TXA2、ET-1、ANG-1均明显降低，VEGF明显增加（P<＜0.05），其中观察组更为显著（P<＜0.05），见表3。
[bookmark: OLE_LINK31]表3 两组血管内皮功能对比 （[image: 2]±SD，n=43）
	[bookmark: OLE_LINK36]组别
	[bookmark: OLE_LINK30]VEGF（ng·L-1）
	TXA2（ng·L-1）
	ET-1（ng·L-1）
	ANG-1（µg·mL-1）

	
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后

	对照组
	384.13±54.22
	430.18±61.33*
	239.83±48.24
	82.35±8.40*
	83.35±7.61
	64.25±6.16*
	28.59±4.45
	17.97±3.79*

	观察组
	387.62±55.10
	479.30±64.14*△
	235.85±44.31
	64.25±6.81*△
	82.75±7.34
	51.86±5.91*△
	28.12±4.22
	13.32±3.45*△


注：与治疗前比较，*P<＜0.05；与对照组比较，△P<＜0.05。
2.4 两组不良反应对比  
[bookmark: OLE_LINK38][bookmark: OLE_LINK25]治疗期间，对照组发生皮疹1例、低血压1例，发生率为2/43（4.65%）；观察组发生皮疹1例、肝肾功能异常1例、腹泻1例，发生率为4/43（9.30%）；两组比较无差异（χ²=0.179，P=0.672）。
3 讨论
近年来，ACI的发病率也呈现出稳步上升的趋势[5]。依达拉奉作为一种自由基清除剂，已被证实能够减轻ACI患者的氧化应激损伤，保护神经细胞免受自由基的攻击[6]。而丁苯酞不仅可抑制血栓形成、提升脑组织血流储备量，还能抑制谷氨酸释放，在ACI治疗中显现出巨大潜力[7]。本研究通过联合这两种药物，期望能为临床实践提供更为有力的证据支持。
[bookmark: OLE_LINK19]本研究结果显示，与对照组比，观察组总有效率更高，治疗后ARE mRNA、Nrf2 mRNA、TXA2、ET-1、ANG-1更低，Keapl mRNA、VEGF更高，表明依达拉奉联合丁苯酞注射液的疗效较为显著，能够减轻机体氧化应激反应，改善血管内皮功能。依达拉奉能够特异性中和羟自由基及过氧亚硝酸盐等毒性氧自由基，同时抑制黄嘌呤氧化酶和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶的活性，从而减少自由基的生成；在脑缺血及梗死区域，通过阻断脂质过氧化链式反应，显著降低氧化应激对细胞膜结构的破坏[8]。丁苯酞通过上调血管内皮细胞中一氧化氮及前列环素的生物合成，有效降低神经元内钙离子超载，进而抑制兴奋性神经递质谷氨酸的过度释放，还能显著抑制花生四烯酸代谢途径，并通过激活超氧化物歧化酶等抗氧化酶系统减轻氧化应激损伤[9]。ARE是Nrf2的靶基因启动子区的顺式作用元件，其激活通常伴随着抗氧化酶和解毒酶基因的表达上调。Nrf2能够调节多种抗氧化酶和解毒酶的表达，从而对抗氧化应激。Keap1 mRNA表达水平的升高可能是一种负反馈调节机制，用于维持Nrf2/ARE信号通路的稳态。依达拉奉能够直接清除体内的自由基，减少自由基对细胞的损伤，降低氧化应激水平，进而减少ARE和Nrf2的激活。丁苯酞具有抗血小板聚集、改善微循环、减轻脑水肿等多重作用，能够保护神经细胞免受缺血缺氧损伤，其可能通过改善脑组织的血液循环，减少缺血半暗带的神经细胞凋亡，从而间接降低氧化应激水平。氧化应激是血管内皮损伤的重要原因之一[10]。依达拉奉和丁苯酞可能通过上调VEGF等血管生成相关因子的表达，促进血管内皮细胞的增殖和迁移，从而加速血管的修复和再生。还能通过降低TXA2和ET- 1等血管收缩因子的水平，改善血管的舒缩功能，减轻血管收缩和痉挛，增加脑组织的血流灌注。两者联合应用可能通过多途径、多靶点地抑制氧化应激反应，从而更有效地减轻脑组织的损伤。在本研究中，两组不良反应发生率比较没有显著差异，表明联合用药的安全性较高。
[bookmark: OLE_LINK46][bookmark: OLE_LINK45]综上所述，对ACI患者应用依达拉奉联合丁苯酞注射液的疗效较为显著，能够减轻机体氧化应激反应，改善血管内皮功能，且安全性良好。
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