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参芎化瘀胶囊对大鼠全脑缺血再灌注损伤及其

海马
&I#

区生长相关蛋白
$%

表达的影响

黄海玲#

$李建民#

$赵亚宁!

摘要$目的$探讨参芎化瘀胶囊对大鼠全脑缺血再灌注损伤及海马
&I#

区生长相关蛋白
$%

!

C/4JK8

1LL4F@1K-M N/4K-@B $%

"

OIP$%

#表达的影响$ 方法$

#""

只成年
Q;

雄性大鼠随机分为对照组%模型组和

参芎化瘀胶囊每日
#

次组!中药
I

组#"每日
!

次组!中药
R

组#"每日
%

次组!中药
&

组#" 每组
!"

只$ 采

用改良的
P05L@B-55@

四血管闭塞法制备全脑缺血再灌注动物模型$ 在
#

%

%

%

9

%

#$

天
$

个时间点通过
S>

染

色观察海马
&I#

区组织学改变"免疫组织化学法检测海马
&I#

区
OIP$%

蛋白的表达同时测定行为学评

分"第
#$

天通过
*-LK-/B .54K

法检测海马
&I#

区
OIP$%

蛋白质含量$ 结果$与对照组比较"模型组各

时间点
OIP$%

蛋白表达增高!

P T"

!

"<

#"行为学评分升高!

P T"

!

"<

#"变性神经元增加"存活神经元减少

!

P T"

!

"<

#$ 与模型组比较"参芎化瘀胶囊各组
OIP$%

蛋白表达均升高!

P T"

!

"<

#"其中中药
&

组最明显

!

P T"

!

"#

#&行为学评分显著降低!

P T"

!

"<

#&变性神经元数量减少"存活神经元数量增加!

P T"

!

"<

#&

#$

天存活神经元数明显增多"其中以中药
&

组存活神经元数量最多%

OIP$%

蛋白质含量最高"与中药
I

%

R

两

组比较"差异有统计学意义!

P T"

!

"#

#$ 结论$参芎化瘀胶囊对大鼠全脑缺血再灌注损伤具有保护作用"其

机制可能与升高
OIP$%

的表达有关$

关键词$缺血再灌注损伤&海马
&I#

区& 参芎化瘀胶囊&生长相关蛋白
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K8- C/40N R
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%
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6 &4BF50L@4B

$

QS& 81M N/4K-FK@]- -UU-FK 4B K4K15 F-/-./15 (W @B K8- 8@NN4F1?N15

&I#

!

J8@F8 ?@C8K .- 1LL4F@1K-M J@K8 @BF/-1L-M -VN/-LL@4B 4U OIP$%6

_>\*GW;Q

$

@LF8-?@1

#

/-N-/U0L@4B @BX0/2

&

K8- 8@NN4F1?N15 &I# /-C@4B

&

Q8-BV@4BC S0120 &1NL05-

&

C/4JK8 1LL4F@1K-M N/4K-@B $%

$$脑缺血再灌注损伤!是指各种原因导致的脑血流

减少!脏器遭受短暂缺血缺氧后!出现炎症'钙离子超

载'氧自由基损害'能量缺乏等引发的细胞死亡'轴突

断裂'联系中断'出现行为功能障碍等一系列病理生理

变化!促进突触新生和重建的药物的研究和开发对人

类社会具有重要意义(

#

)

* 生长相关蛋白
$%

$

C/4JK8

1LL4F@1K-M N/4K-@B $%

!

OIP$%

%是一种神经生长相

关蛋白!在中枢神经系统特异性表达!位于新生和损伤

后再生神经元的胞浆和轴突!在发育中的神经元中沿

整个轴突表达(

!

)

!

OIP$% ?W7I

在受损神经元中可

迅速升高
!"

&

#""

倍(

%

)

!国内外研究表明
OIP$%

对

细胞有丝分裂有积极意义!是目前国际公认的神经元

再生突触重塑的首选分子学标志(

$

!

<

)

* 参芎化瘀胶囊

是河北联合大学附院药剂科自制的中药制剂!既往的

研究表明该药对局脑损伤有保护作用(

:

)

!但对于全脑

缺血再灌注损伤大鼠海马
&I#

区
OIP$%

表达的影

响未见报道* 本实验通过构建全脑缺血再灌注损伤模

型!观察海马区
OIP$%

蛋白表达'神经细胞形态'大

鼠行为学改变等变化!探讨参芎化瘀胶囊的脑保护作

用及其与
OIP$%

的关系*

材料与方法

#

$动物$清洁级雄性健康
Q;

大鼠
#""

只!体重

!<"

&

%!" C

!购自北京维通利华实验动物技术有限公

司!合格证号#

Q&`_

$京%

!"#"

"

""#%

&饲养于河北联

合大学动物实验室!室温
!"

&

!%

'!自然光照!自由

进食*

!

$实验药物$参芎化瘀胶囊$河北联合大学附

属医院药剂科自制!冀药制字
[!""<#<=:

%处方#人参

#"< C

$ 虫
#$9 C

$川芎
!#" C

$制乳香
$! C

$制

没药
$! C

$全蝎
=$ C

$紫河车
#:= C

$龙血竭
:% C

五味子
#$" C

$石菖蒲
#$" C

$郁金
#$" C

$桑葚子

#"< C

$鸡内金
!#" C

&每粒
"

!

$ C

*

%

$试剂与仪器$

P3

#

:""#

兔免疫球蛋白$北京

中杉金桥生物技术有限公司%和
OIP$%

兔抗鼠单克

隆抗体$北京博奥森公司! 批号#

.L"#<$W

%&

S>

试

剂$本校基础实验室提供%&

;IR

试剂盒$中山金桥%*

+4K@F :

!

"

图像采集及图像分析系统$麦克奥迪医学

图像分析系统%&

'O;

#

<"

高频电刀$张家港市航天医

疗电器有限公司%&低温高速离心机$美国
Q@C?1

公

司%&气浴恒温摇床$江苏省金坛市荣华仪器公司%!图

像采集及图像分析系统$美国
R@4

#

W1M

公司%*

$

$模型制备$采用改良的
P05L@B-55@

四血管闭塞

法(

9

)制作大鼠全脑缺血模型 $电凝双侧椎动脉!分离双

侧颈总动脉!

!$ 8

后夹闭双侧颈总动脉
#< ?@B

后再

通%* 造模成功标准#夹闭颈总后
%"

&

:" L

内大鼠昏

迷!翻正反射消失!瞳孔放大!眼睛颜色由红变白!呼吸

急促!松开动脉夹后
!"

&

%" L

!眼睛颜色快速恢复红

色!大鼠意识转清!并能活动* 剔除夹闭后诱发癫痫者'

术中颈总破裂大出血者'术后出现肢体瘫痪者'术后意

识障碍者'手术不成功者和死亡者!并予以补齐*

<

$动物分组及处理方法$

#""

只成年
Q;

雄性大

鼠按体重随机分为
<

组!分对照组'模型组$等量生理盐

水灌胃%和参芎化瘀胶囊每天
#

次组$中药
I

组%'每天

!

次组$中药
R

组%'参芎化瘀胶囊每天
%

次组$中药
&

组%!每组
!"

只* 实验时将参芎化瘀胶囊溶于双蒸水!

浓度
$= CHZ

!参芎化瘀胶囊组按体重给药!剂量为

$= CH^C

!灌胃给药$每次给药前称体重%!考虑中药起效

慢!造模前
#<

天开始灌胃!对照组和模型组给予双蒸水

灌胃!灌胃至相应时间的术日晨* 分别于造模后
#

'

%

'

9

'

#$

天观察
OIP$%

免疫组化表达'行为学改变及神经

细胞形态改变情况!每时间点每组
$

只&另外!在
#$

天

时间点检测各组
OIP$%

蛋白表达!每组
$

只*

:

$观察指标与检测方法

:

!

#

$行为学测试$于大鼠术后
#

'

%

'

9

'

#$

天进

行改良的行为学评分(

=

)

!包括运动'感觉'反射以及平

衡试验!最低
"

分!最高
#=

分!

#

&

:

分为轻度损害!

9

&

#!

分为中度损害!

#%

&

#=

分为重度损害* 评分标

准#$

#

%提尾#前
H

后肢屈曲各
#

分!

%" L

内头部垂直运

动
a#"

(计
#

分* $

!

%行走#正常计
"

分!不能走直线

计
#

分!偏向瘫痪侧计
!

分!倒向瘫痪侧计
%

分* $

%

%

感觉#视觉触觉正常计
"

分!减弱计
#

分!本体感觉消失

计
!

分* $

$

%平衡木#姿态稳定计
"

分!抓住边缘计
#

分!抱住木棍一侧肢体掉下计
!

分!抱住木棍一侧两侧

肢体掉下或转动
a:" L

计
%

分!试图平衡但掉下或转

动
a$" L

计
$

分!试图平衡但掉下或转动
a!" L

计
<
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分!掉下'不想在平衡木上呆或吊在平衡木上计
:

分&

$

<

%反射#羽翼反射消失计
#

分!角膜反射消失计
#

分!

惊恐反射消失计
#

分!出现抽搐肌痉挛计
#

分*

:

!

!

$神经细胞形态及数目观察$分别在相应时

间点!对各组大鼠用
#"b

水合氯醛$

%""

&

%<" ?CH^C

%

腹腔注射麻醉&先灌注生理盐水约
%<" ?Z

至肝脏发

白!再灌注
$

'

$b

的多聚甲醛!灌注速度先快后慢

$

#<" ?Z c#<" ?Z

%!"

$

'冰上剥离脑组织&脑组织

灌注后固定于
$b

多聚甲醛溶液中
!$ 8

!常规脱水'浸

蜡'包埋* 石蜡切片机自视交叉后约
! ??

处向后做冠

状面连续切片!厚度约
$ !?

*

S>

染色!

!""

倍光镜下

随机观察脑组织海马
&I#

区不重叠的
:

个视野!采用

+4K@F :

!

"

数码医学图像分析系统测量海马
&I#

区存

活神经元个数!取其平均值进行统计分析*

:

!

%

$免疫组织化学法检测
OIP$%

表达$在规

定时间点常规麻醉动物!灌注取材后切片!按试剂盒说

明进行免疫组化染色$

OIP$%

抗体浓度为
#

)

%""

%!

辣根过氧化酶$

SWP

%显色*

:

!

$

$

*-LK-/B .54K

检测
OIP$%

蛋白表达$不灌

注!脱颈法处死大鼠!断头!用钳子依次分离皮层'肌层

和骨组织!取出脑组织!用干净刀片沿冠状缝切开脑组

织!取出双侧海马!用干净滤纸吸取血液!充分剥离海马

组织外侧的白色组织!放入标识好的
>P

管$上述所有

步骤均在"

!"

'冰盘上操作%* 加入裂解液!考马斯亮

蓝法蛋白质定量!样品制备!转膜!封闭!加入抗体

$

OIP$% #

)

<""

!

"

#

1FK@B

!

#

)

# """

%!

$

'过夜!二抗$

#

)

# """

%室温
! 8

!

>&Z

显色*

R@4

#

W1M

系统进行吸光度

测定!以目的条带与内参照
"

#

1FK@B

的平均吸光度的比

值表示蛋白水平!进行半定量分析*

9

$统计学方法$应用
QPQQ #%

!

"

进行实验数

据的统计处理!计量资料以
V

*

L

表示!组间比较采用单

因素方差分析!

P T"

!

"<

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组行为学评分比较$表
#

%$与对照组比较!

模型组所有时间点行为学评分升高!差异有统计学意义

$

P T"

!

"<

%* 与模型组比较!中药
I

'

R

'

&

各组各时间

点行为学评分降低!差异有统计学意义$

P T"

!

"<

%* 与

中药
I

组比较!中药
R

组
#

'

%

天行为学评分降低不明

显!

9

'

#$

天降低明显!差异有统计学意义$

P T"

!

"#

%&

中药
&

组
%

'

9

'

#$

天均降低明显!差异有统计学意义

$

P T"

!

"#

%* 与中药
R

组比较!中药
&

组
#

'

%

天评分

降低不明显!

9

'

#$

天明显降低!差异有统计学意义$

P T

"

!

"#

%*

!

$各组
&I#

区神经细胞形态及数目比较$图
#

!

表
!

%$对照组大鼠海马
&I#

区神经元细胞排列整

齐'紧密!结构清晰!染色均匀!核大而圆!细胞间分界

清楚* 与对照组比较!模型组大量神经元进行性坏死#

#

天出现大量红色神经元!核染色质深染!部分神经元

出现水肿!

%

天水肿加重!排列松散!细胞轮廓不清!细

胞核模糊!

9

天核皱缩明显!部分细胞溶解碎裂!

#$

天

大量坏死神经元溶解!余红色残碎部分!仅少数细胞形

态可辨!细胞分布松散不均!神经元数量明显减少

$

P T"

!

"<

%*与模型组比较!中药
I

'

R

'

&

组神经元病

变均减轻!

#

天可见许多红色神经元!但明显减少!正

常神经元数目增多!差异有统计学意义$

P T"

!

"<

%&

%

'

9

天部分细胞形态清楚!

#$

天存活细胞数量多!排列

规整!差异有统计学意义$

P T "

!

"<

%&其中以中药
&

组存活神经元数量最多!与中药
I

'

R

两组比较!差异

有统计学意义$

P T"

!

"#

%!与中药
I

组比较!中药
R

组各时间点神经细胞数量均增多!差异有统计学意

义$

P T"

!

"#

%*

%

$各组
&I#

区
OIP$%

免疫组织化学结果比较

$图
!

!表
%

%$

OIP$%

阳性染色显棕
H

黄色!阳性产物

位于细胞胞浆及轴突* 神经胶质细胞和神经纤维网'

血管内皮也可见较多阳性颗粒物沉着* 对照组各时间

点均未见明显阳性表达细胞* 模型组
#

天即开始出现

阳性表达!较对照组阳性细胞数量增多!差异有统计学

意义$

P T"

!

"<

%&

%

天升高!

#$

天达高峰!阳性细胞数

明显增多!差异均有统计学意义$

P T"

!

"<

%!棕黄色的

表
#

$各组行为学评分比较$$分!
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%
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$$$$注#与对照组同期比较!

!

P T"

!
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&与模型组同期比较!

"

P T"

!

"<

&与中药
I

组同期比较!

#

P T"

!

"#

&与中药
R

组同期比较!

$

P T"

!

"#

&下

表同
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$$注#

I

为对照组&

R

为模型组&

&

为中药
I

组&

;

为中药
R

组&

>

为中药
&

组&箭头所指为阳性区域

图
#

$各组造模后
9

天
&I#

区神经细胞形态比较$$

S>

染色! ,

$""

%

表
!

$各组
&I#

区神经细胞数量比较$$个
H

视野!
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B
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为对照组&
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为模型组&

&

为中药
I

组&

;

为中药
R

组&

>

为中药
&

组&箭头所指为阳性区域

图
!

$各组
#$

天
&I#

区
OIP$%

免疫组织化学结果比较$$ ,

$""

%

表
%

$各组免疫组织化学染色海马
OIP$%

阳性细胞数比较$$个
H

视野!
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沉积物增加!但未见明显突起伸出* 参芎化瘀胶囊各

组
#

天出现明显阳性表达!

9

天较
%

天显著升高!阳性

细胞呈现出芽状!差异有统计学意义$

P T "

!

"<

%&

#$

天达高峰!可看到
OIP$%

沿新生突起高表达!与模型

组比较!参芎化瘀胶囊各组阳性细胞均显著增加$

P T

"

!

"<

%* 与中药
I

组比较!中药
R

组和中药
&

组阳性

细胞数
%

'

9

'

#$

天明显增多!差异有统计学意义$

P T

"

!

"#

%* 与中药
R

组比较!中药
&

组
%

'

9

'

#$

天显著

增多!

#$

天表达量最高!伸出的突起又多又长!差异有

统计学意义$

P T"

!

"#

%*

$

$各组大鼠
#$

天
&I#

区
OIP$%

蛋白含量表

达比较$图
%

!表
$

%$对照组未见明显
OIP$%

蛋白表

达&与对照组比较!模型组
OIP$%

蛋白表达升高$

P T

"

!

"<

%&与模型组比较!中药
I

'

R

'

&

组
OIP$%

蛋白

表达均升高$

P T "

!

"<

%!其中中药
&

组与中药
I

'

R

组比较亦升高!差异有统计学意义$

P T"

!

"#

%* 与中

药
I

组比较!中药
R

组
OIP$%

蛋白表达升高!差异

有统计学意义$

P T"

!

"#

%*

$$注#

#

为对照组&

!

为模型组&

%

为中药
I

组&

$

为中药
R

组&

<

为

中药
&

组

图
%

$各组大鼠
#$

天
&I#

区
OIP$%

蛋白含量

比较$$上样量
%" !C

%

表
$

$各组大鼠
#$

天
&I#

区
OIP$%

蛋白含量表达比较$$

V

*

L

%

组别
B OIP$%

对照
$ "

+

"$

*

"

+

"!

模型
$

"

+

!D

*

"

+

"D

!

中药
I $

"

+

$:

*

"

+

#9

"

中药
R $

"

+

:D

*

"

+

!<

"#

中药
& $

"

+

D"

*

"

+

%9

"#$

讨$$论

目前神经元再生的机制尚不清楚!国内外研究认

为主要有三大影响因素#生存微环境'自身促进再生和

抑制再生的因子(

D

)

* 有研究表明!

OIP$%

在引导轴

突生长和调节轴突形成新的联系上起关键作用!是神

经元再生和重塑的分子标志(

#"

)

!它对神经元细胞骨架

的重新装配'蛋白激酶
&

活性'钙调蛋白的结合能力'

小
O

蛋白对生长锥的抑制'

,

#肌动蛋白的聚集'神经

系统上下通路的整合'运动感觉以及反射功能等均有

影响(

##

"

#%

)

*

本实验发现!中药
I

'

R

'

&

组大鼠椎体神经元病

变较模型组均减轻!

&I#

区存活神经元数量最多!说

明参芎化瘀胶囊对全脑缺血再灌注损伤有脑保护作

用!能减少神经元的死亡* 对大鼠进行行为学评分发

现!各用药组得分低于模型组!说明模型组较用药组损

伤严重!参芎化瘀胶囊可以有效减轻脑损伤!促进运动

整合协调功能重塑和肌力的恢复* 而组织病理学的转

归是行为康复的前提!挽救残存神经元促进再生是研

究的重点!提示参芎化瘀胶囊能够促进神经元再生和

突触重建*

本实验中!各用药组
OIP$%

表达呈现逐步增强

趋势!

#$

天达高峰*

OIP$%

沿新生突起高表达!残存

神经元伸出多个突起向四周伸展!突起的长度和数目

均以中药
&

组为最多!伴随着运动功能的恢复!说明

参芎化瘀胶囊通过升高
OIP$%

表达引导突起延长'

促进功能重建* 局灶性脑缺血模型研究发现随着

OIP$%

表达增高!缺血周围区神经元结构重塑!树突

棘突数量增加!

9

天达高峰!伴随着行为学的转

归(

#$

!

#<

)

&江爱娟等(

#:

)发现局灶性脑缺血后
OIP$%

上

调和功能重建!

!

周达高峰!

%

周仍有微弱表达!本实

验结果和他们研究报道基本相符* 近年来!国内外的

研究发现许多中药都有促进神经再生突触重塑的功

能!如中风醒脑液'丹参注射液'藻酸双酯钠'参芎滴丸

等(

#9

)

!多为局灶模型和体外培养!对全脑缺血再灌注

损伤
OIP$%

表达变化研究较少* 参芎化瘀胶囊中川

芎功效行气活血&人参调节免疫'益气养血'定痛疗伤

等&全蝎和川芎合用通络活血&石菖蒲涤痰开窍&此外

郁金香'桑葚'乳香'紫河车' 虫'没药等
D

味中草药

辅助增加活血益气'调节免疫之功效* 研究表明!川芎

能明显降低脑梗死患者全血黏度及红细胞聚集指数!

能扩张脑血管!解除痉挛!增加营养供给!促进
3>O,

和神经生长因子$

B-/]- C/4JK8 U1FK4/

!

7O,

%的表

达!使海马区神经细胞增殖(

#=

)

!人参皂甙作用于胶质

细胞源性神经再生相关因子$

C5@15 F-55 5@B-

#

M-/@]-M

B-0/4K/4N8@F U1FK4/

!

O;7,

%等!改善神经再生和修

复(

#D

)

!丹参'黄芪'川芎等提取物能促进
OIP$%

'突触

素$

Q\7

%的表达* 具体到底是有何种成分促进了

OIP$%

的表达尚需进一步研究* 此外!本实验室以往

单
H

双次给药的基础上增加了每日
%

次的给药方法!并

将观察时间由原来的
9

天延长至
#$

天!同时选取免

疫组化染色最明显的时间点
#$

天!进一步比较
%

个

用药组间
OIP$%

蛋白含量!发现每日
%

次组含量最
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高!说明参芎化瘀胶囊对神经功能重塑和用药频次间

有一定关系!希望能为临床用药提供参考*

综上所述!参芎化瘀胶囊能减少全脑缺血再灌注

大鼠脑细胞损伤'降低行为学评分'促进
OIP$%

表

达!对脑缺血再灌注损伤的修复有积极意义*
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