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补阳还五汤及其拆方对大鼠脑缺血后神经发生的影响

曲铁兵$俞天虹$刘志婷$李$琳$储利胜

摘要$目的$研究补阳还五汤及其拆方对大鼠局灶性脑缺血后神经发生!

A;?-1B;A;@>@

"的影响及作

用机制# 方法$采用线栓法建立大鼠局灶性脑缺血模型$缺血
9" =>A

后再灌注$分假手术组%模型组%补阳

还五汤组%补气组%活血组$缺血后
!$ /

灌胃给药$连续
#$

天# 并腹腔注射
7

"溴脱氧尿嘧啶核苷!

7

#

G-1

#

=1H;1IJ?->H>A;

$

K-HL

"$

#

次
F

天$连续
#$

天# 在缺血后第
#

%

6

%

#$

天$采用改良的神经症状严重程度评分

!

=4MM

"和角实验评价神经功能&缺血后第
#$

天$采用免疫荧光双标检测
K-HLF4;@N>A

%

K-HLF4;?4

和

K-HLFOPQR

免疫阳性细胞$

*;@N;-A G21N

检测脑源性神经营养因子!

G-,>A

#

H;->S;H A;?-1N-1T/>. U,.N1-

$

KD4P

"%血管内皮生长因子!

S,@.?2,- ;AH1N/;2>,2 B-1VN/ U,.N1-

$

0<OP

"蛋白表达# 结果$与模型组比

较$全方组及补气组大鼠
=4MM

评分降低和右转次数减少!

R W"

!

"7

$

R W"

!

"#

"$侧脑室下区
K-HLF4;@N>A

免疫阳性细胞%缺血皮层周边区
K-HLF4;?4

和
K-HLFOPQR

免疫阳性细胞数量增多!

R W"

!

"7

$

R W"

!

"#

"$

KD4P

和
0<OP

蛋白表达增加!

R W"

!

"#

"&但补气组
K-HLFOPQR

差异无统计学意义!

R X"

!

"7

"$活血组各

项指标差异无统计学意义!

R X"

!

"7

"# 与全方组比较$补气组和活血组大鼠
K-HLF4;@N>A

%

K-HLF4;?4

和

K-HLFOPQR

免疫阳性细胞显著减少!

R W"

!

"#

"$

KD4P

和
0<OP

蛋白表达下降!

R W"

!

"#

"# 结论$补阳

还五汤能显著促进脑缺血后神经发生和神经功能恢复$机制可能与上调
KD4P

和
0<OP

蛋白有关$方中补

气药和活血药具有协同作用#

关键词$补阳还五汤&局灶性脑缺血&神经发生&脑源性神经营养因子&血管内皮生长因子
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$$脑缺血是导致成年人死亡和残疾的主要原因之

一' 近年来研究发现"神经发生$

A;?-1B;A;@>@

%在脑

缺血后脑组织修复和功能恢复中发挥重要的作用(

#

)

'

补阳还五汤是中医临床治疗脑缺血及其后遗症的常用

方剂"配伍特点是大量补气药与少量活血药相配"共奏

补气活血通络之功' 有学者对补阳还五汤及其拆方研

究发现"补阳还五汤对脑缺血损伤有保护作用"方中补

气药和活血药有协同作用(

!

"

%

)

' 以往研究发现"补阳

还五汤能促进脑缺血后内源性神经干细胞增殖和神经

功能恢复(

$

"

7

)

' 本实验观察补阳还五汤及其拆方对脑

缺血后神经发生的影响"并进一步研究其作用机制"以

期为补阳还五汤治疗脑缺血及组方配伍提供现代药理

学证据'

材料与方法

#

$动物$清洁级健康雄性
MD

大鼠"

% c$

月龄"

体重
!7" c%"" B

"购自上海斯莱克实验动物有限公

司"许可证号#

M&db

$沪%

!""6

"

"""7

"饲养在浙江中

医药大学实验动物中心"室温$

!!

&

#

%'"相对湿度

$"e c:"e

"

#! /F#! /

明暗循环"自由饮食进水'

!

$药物$补阳还五汤原方来源*医林改错+"由

黄芪
#!" B

$当归
: B

$川芎
$

!

7 B

$赤芍
$

!

7 B

$地

龙
% B

$红花
% B

$桃仁
% B

组成&补气组由黄芪

#!" B

组成&活血组由当归
: B

$川芎
$

!

7 B

$赤芍

$

!

7 B

地龙
% B

$红花
% B

$桃仁
% B

组成"所有药材

均购自浙江中医药大学中医门诊部' 以上各组药物加

水浸泡
! /

"水煎
!

次"每次
$" =>A

"合并后浓缩为含

生药
! BF=\

'

%

$试剂及仪器$

K-HL

,小鼠抗
K-HL

单克隆抗

体,兔抗
4;@N>A

多克隆抗体$美国
M>B=,

公司%&兔抗

4;?4

多克隆抗体,兔抗
OPQR

多克隆抗体$美国
+>2

#

2>T1-;

公司%&兔抗脑源性神经营养因子$

KD4P

%多克

隆抗体,兔抗血管内皮生长因子$

0<OP

%多克隆抗体

$美国
M,AN, &-?_

公司%&

P()&

标记的羊抗鼠二抗,

&J%

标记的羊抗兔二抗$美国
',.a@1A

公司%&

MDM

#

RQO<

凝胶配制试剂盒$上海碧云天生物技术有限公

司%&冰冻切片机$德国
\;>.,

公司%&激光共聚焦显微

镜$日本
E2J=T?@

公司%&

R0DP

膜,垂直电泳转膜系

统,凝胶图像处理系统$美国
K>1

#

ZQD

公司%'

$

$大鼠局灶性脑缺血再灌注模型制备$参照

\1AB, <]

等(

:

)建立大鼠大脑中动脉阻塞$

+&QE

%模

型' 大鼠用
#"e

水合氯醛$

$"" =BFaB

" 腹腔注射%

麻醉"分离右侧颈总动脉,颈外动脉,颈内动脉"结扎并

游离颈外动脉主干"在颈外动脉剪一小口"将头端烧圆

的
%

"

"

单股尼龙线轻轻插入颈内动脉"当尼龙线插入

距颈总动脉分叉
#

!

5 c!

!

" .=

处有轻微阻力时"保持

尼龙线位置' 缺血
9" =>A

后"将尼龙线轻轻拔出再

灌注' 假手术组"尼龙线只插入
"

!

7 .=

左右' 术中

用电热板和白炽灯加温"维持肛温在
%6

'左右"术后

将大鼠置于恒温箱中直至苏醒'

7

$动物分组与干预方法$大鼠随机分成
7

组"即

假手术组,模型组,全方组$

#% BFaB

%,补气组$

#"

!

5 BF

aB

%,活血组$

!

!

! BFaB

%"给药剂量是按人和大鼠间体

表面积折算的等效剂量' 给药组在缺血后
!$ /

开始

灌胃"每天
#

次"连续
#$

天"假手术组和模型组分别

灌服等容量的生理盐水' 所有组在缺血后
!$ /

开始

腹腔注射
K-HL

$

7" =BF aB

%"每天
#

次"连续
#$

天'

:

$观察指标及检测方法

:

!

#

$改良的神经功能缺损程度评分$

=4MM

%$

参照
&/;A '

等(

6

)方法"在缺血后第
#

,

6

,

#$

天进行

=4MM

评分"包括运动,感觉,反射和平衡实验' 神经

功能评分等级
" c #5

分"正常为
"

分"最大功能缺损

为
#5

分"分值越高"说明动物行为障碍越严重'

:

!

!

$角实验$参照
]/,AB \

等(

5

)方法"在缺血

后
#

,

6

,

#$

天检测"评价感觉运动的整合功能' 将两

块同样大小木板连成
%"

(角"两木板交界处留一缝隙"
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!

%

将大鼠面向夹角放在两木板中间部"当大鼠进入夹角

深部时"两侧胡须接触到木板"大鼠会后肢站立,转身"

面向后方' 正常大鼠随机向左右两侧转身"但缺血大

鼠偏好转向非损伤肢体侧"每只大鼠重复
#"

次"分别

记录大鼠向左右转身的次数'

:

!

%

$免疫荧光双标检测$缺血后
#$

天用
#"e

水

合氯醛腹腔麻醉大鼠"经主动脉用生理盐水快速冲洗

后"

$e

多聚甲醛灌流固定"取脑固定"脱水"用冰冻切片

机作
#" !=

$

K-;B=, f#

!

" c

"

#

!

" ==

%冰冻切片'

K-HLF4;@N>A

,

K-HLF4;?4

,

K-HLFOPQR

免疫荧光双

标检测#

! =12F\ Y&2 %6

'孵育
%" =>A

"

"

!

# =12F\

硼

酸漂洗
#" =>A

"

%e

过氧化氢灭活内源性过氧化物酶"

7e

羊血清封闭内源性
(BO

"加入一抗$小鼠抗
K-HL

单

克隆抗体
#

)

#""

,兔抗
4;@N>A

多克隆抗体
#

)

!""

,兔抗

4;?4

多克隆抗体
#

)

7""

,兔抗
OPQR

多克隆抗体

#

)

# """

%"

$

'过夜"

P()&

标记的羊抗鼠二抗$

#

)

#""

%

和
&J%

标记的羊抗兔二抗$

#

)

%""

%"

%6

'孵育
$"

=>A

"封片"激光共聚焦显微镜观察'

:

!

$

$

*;@N;-A G21N

检测$取
#"" =B

梗死周边

区脑组织匀浆"

$

'

#! """ -F=>A

离心
#" =>A

"取上清"

K&Q

法测定蛋白浓度' 取
7" !B

蛋白样品进行
MDM

#

RQO<

凝胶电泳"转膜"封闭"加入
KD4P

,

0<OP

一抗

$

#

)

!""

%孵育"

$

'静置过夜' 洗涤后加入二抗

$

#

)

! """

%"室温
! /

"充分洗涤"置于
<&\

发光剂中"

显影"定影"蒸馏水冲洗终止"凝胶图像处理系统分析

结果'

6

$统计学方法$采用
MRMM #:

!

"

统计软件进行

分析"数据以
I

&

@

表示'

=4MM

采用非参数
+,AA

#

*/>NA;J L

检验"其余均采用单因素方差分析并
M4b

进行组间比较"

R W"

!

"7

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠
=4MM

评分比较$表
#

%$脑缺血后

第
#

天"大鼠表现出严重的神经功能缺损' 缺血后第

6

,

#$

天"与模型组比较"全方组和补气组
=4MM

评分

表
#

$各组大鼠
=4MM

评分比较$$分"

I

&

@

%

组别
A

=4MM

评分

术后
#

天 术后
6

天 术后
#$

天

假手术
5 "

*

""

&

"

*

"" "

*

""

&

"

*

"" "

*

""

&

"

*

""

模型
5

##

*

7"

&

#

*

%#

!

#"

*

56

&

#

*

#%

!

9

*

:%

&

"

*

9!

!

全方
5 ##

*

!7

&

#

*

:6

5

*

""

&

#

*

"6

""

7

*

%5

&

"

*

6$

""

补气
5 ##

*

:%

&

#

*

$#

9

*

9"

&

#

*

%#

""

5

*

7"

&

#

*

7#

""

活血
5 ##

*

%5

&

#

*

7#

#"

*

#%

&

#

*

!7

"

9

*

#%

&

"

*

:$

"

$$注#与假手术组同期比较"

!

R W "

!

"#

&与模型组同期比较"

"

R W"

!

"7

"

""

R W"

!

"#

&与全方组同期比较"

"

R W"

!

"#

显著降低$

R W"

!

"#

"

R W"

!

"7

%"而活血组差异无统计

学意义$

R X "

!

"7

%&与全方组比较"活血组和补气组

=4MM

评分显著增高$

R W"

!

"#

%'

!

$各组大鼠角实验中右转次数比较$表
!

%$脑

缺血后第
#

天"大鼠右转次数显著增加' 缺血后第
6

,

#$

天"与模型组比较"全方组和补气组大鼠右转次数

显著减少$

R W"

!

"#

"

R W"

!

"7

%"而活血组差异无统计

学意义$

R X"

!

"7

%&与全方组比较"活血组和补气组大

鼠右转次数显著增多$

R W"

!

"#

%'

表
!

$各组大鼠角实验中右转次数比较$$次"

I

&

@

%

组别
A

右转次数

术后
#

天 术后
6

天 术后
#$

天

假手术
5 7

*

$7

&

"

*

:5 7

*

#9

&

"

*

9# 7

*

"5

&

"

*

6!

模型
5

9

*

7"

&

#

*

%:

!

5

*

9"

&

"

*

6!

!

5

*

!7

&

"

*

$:

!

全方
5 9

*

:9

&

"

*

7!

:

*

:%

&

"

*

7!

""

7

*

:%

&

"

*

7!

""

补气
5 9

*

%$

&

"

*

65

6

*

55

&

"

*

7%

""

:

*

97

&

"

*

65

""

活血
5 9

*

:5

&

"

*

75

5

*

%7

&

"

*

:7

"

6

*

55

&

"

*

%7

"

$$注#与假手术组同期比较"

!

R W "

!

"#

&与模型组同期比较"

"

R W

"

!

"7

"

""

R W"

!

"#

&与全方组同期比较"

"

R W"

!

"#

%

$各组大鼠
K-HLF4;@N>A

免疫阳性细胞数量比较

$表
%

"图
#

%$缺血后第
#$

天"与模型组比较"全方组和

补气组大鼠侧脑室下区
K-HLF4;@N>A

免疫阳性细胞数量

显著增多$

R W"

!

"#

"

R W"

!

"7

%"但活血组差异无统计学

意义$

R X"

!

"7

%&与全方组比较"补气组和活血组
K-HLF

4;@N>A

免疫阳性细胞数量显著减少$

R W"

!

"#

%'

表
%

$各组大鼠
K-HLF4;@N>A

,

K-HLF4;?4

,

K-HLFOPQR

免疫阳性细胞数量比较$$个
F==

!

"

I

&

@

%

组别
A K-HLF4;@N>A K-HLF4;?4 K-HLFOPQR

假手术
5 !7

*

9:

&

5

*

!5 #5

*

%$

&

5

*

6! !"

*

67

&

5

*

6:

模型
5

:9

*

76

&

9

*

%!

!

%6

*

55

&

9

*

:5

!

%5

*

!7

&

9

*

:!

!

全方
5

##6

*

:"

&

##

*

:%

""

65

*

67

&

#!

*

#!

""

:5

*

""

&

#!

*

55

""

补气
5

5!

*

5:

&

#"

*

:$

""

7"

*

!7

&

##

*

67

""

$5

*

55

&

#"

*

$:

"

活血
5

67

*

#%

&

9

*

!%

"

$:

*

7#

&

9

*

57

"

$7

*

:5

&

9

*

7$

"

$$注#与假手术组同期比较"

!

R W"

!

"#

&与模型组同期比较"

"

R W"

!

"7

"

""

R W

"

!

"#

&与全方组同期比较"

"

R W"

!

"#

$

$各组大鼠
K-HLF4;?4

及
K-HLFOPQR

免疫阳

性细胞数量比较$表
%

"图
!

,

%

%$缺血后第
#$

天"与模

型组比较"全方组大鼠缺血皮层周边区
K-HLF4;?4

,

K-HLFOPQR

免疫阳性细胞数量显著增多$

R W"

!

"#

%&

补气组大鼠缺血周边区
K-HLF4;?4

免疫阳性细胞数

量显著增多$

R W"

!

"7

%"但
K-HLFOPQR

免疫阳性细胞

差异无统计学意义$

R X"

!

"7

%&活血组
K-HLF4;?4

,

K-HLFOPQR

免疫阳性细胞差异均无统计学意义$

R X

"

!

"7

%&与全方组比较"活血组和补气组
K-HLF4;?4

,

K-HLFOPQR

免疫阳性细胞数量显著减少$

R W"

!

"#

%'
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!

%

!!"&$$!

图
#

$各组侧脑室下区
K-HLF4;@N>A

免疫荧光双标染色$$ +

!""

%

7

$各组大鼠
KD4P

和
0<OP

蛋白表达的比较

$表
$

"图
$

%$缺血后第
#$

天"与模型组比较"全方

组,补气组和活血组
KD4P

和
0<OP

蛋白表达显著增

多$

R W"

!

"#

%&与全方组比较"补气组和活血组
KD4P

和
0<OP

蛋白表达显著减少$

R W"

!

"#

%'

表
$

$各组大鼠
KD4P

和
0<OP

蛋白表达比较$$

I

&

@

%

组别
A KD4PF#

#

,.N>A 0<OPF#

#

,.N>A

假手术
: "

*

%6

&

"

*

"7 "

*

%$

&

"

*

"$

模型
:

"

*

!9

&

"

*

"$

!

"

*

!%

&

"

*

"%

!

全方
:

"

*

9!

&

"

*

##

"

"

*

6%

&

"

*

"7

"

补气
:

"

*

79

&

"

*

"6

""

"

*

%5

&

"

*

":

""

活血
:

"

*

7$

&

"

*

"$

""

"

*

%6

&

"

*

"6

""

$$注#与假手术组比较"

!

R W"

!

"#

&与模型组比较"

"

R W"

!

"#

&与全方

组比较"

"

R W"

!

"#

讨$$论

近年来大量研究发现"成年脑内神经发生主要位

于侧脑室下区$

M0]

%和海马齿状回颗粒下区$

MO]

%'

局灶性脑缺血能诱导侧脑室下区内的神经干细胞

图
!

$各组缺血周边区
K-HLF4;?4

免疫荧光双标染色$$ +

$""

%

$

4M&@

%增殖,向缺血周边区迁移,并分化为成熟的神

经细胞"然后与残存的神经元形成突触联系构成神经

环路发挥生理功能(

!

)

' 采用药物促进脑缺血后神经

发生可加速缺损的神经功能恢复(

9

"

#"

)

'

补阳还五汤是中医临床用于治疗缺血性中风及其

后遗症的常用方剂' 方中重用黄芪为君药"取其大补

脾胃之元气"使气旺促血行"祛瘀而不伤正&小量活血

通络药$当归,川芎,赤芍,地龙,红花,桃仁%主要在于

活血以通经络"可协助君药黄芪共奏益气活血通络之

功' 过去研究发现"补阳还五汤能促进脑缺血后神经

干细胞增殖和神经功能恢复(

$

"

7

)

' 在本研究中"我们

采用
K-HLF4;@N>A

免疫荧光双标标记增殖的神经干

细胞"

K-HLF4;?4

,

K-HLFOPQR

免疫荧光双标分别标

记分化的神经元和星形胶质细胞"进一步观察补阳还

五汤及其拆方对大鼠脑缺血后侧脑室下区神经干细胞

增殖,分化和神经功能恢复的影响' 结果发现"补阳还

五汤组大鼠侧脑室下区
K-HLF4;@N>A

,缺血皮层周边
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!

%

图
%

$各组缺血周边区
K-HLFOPQR

免疫荧光双标染色$$ +

$""

%

$$注#

#

为全方组&

!

为补气组&

%

为活血组&

$

为模型组&

7

为假

手术组

图
$

$各组大鼠
KD4P

和
0<OP

蛋白表达电泳图

区
K-HLF4;?4

和
K-HLFOPQR

免疫阳性细胞显著增

多"神经功能恢复加速$

R W"

!

"#

%' 这表明补阳还五

汤能促进脑缺血大鼠室下区神经干细胞增殖,分化和

神经功能恢复' 拆方研究发现"补气药黄芪能促进室

下区神经干细胞增殖,分化和神经功能恢复 $

R W

"

!

"7

%"但活血药对神经发生和神经功能恢复无影响

$

R X"

!

"7

%"补阳还五汤全方组作用好于补气组' 这

些结果表明"方中补气药和活血药配伍对脑缺血后神

经发生有协同作用' 其他学者对补阳还五汤进行拆方

研究也发现"与黄芪组,活血组相比"全方组对脑缺血

后抗炎,抗氧化和抗凋亡等作用最好"结果也表明方中

补气,活血中药配伍具有协同作用(

!

"

%

)

'

KD4P

主要由血管内皮细胞分泌"能促进脑缺血

后内源性神经干细胞增殖,迁移和存活(

##

)

'

0<OP

作

为有丝分裂因子和血管生成因子"不仅可直接促进神

经干细胞增殖"还可刺激血管内皮细胞分泌
KD4P

"促

进神经干细胞增殖和分化(

#!

)

' 前期研究发现"补阳还

五汤抗脑缺血损伤可能与上调
KD4P

和
0<OP

表达

有关(

#%

"

#$

)

' 本研究结果发现"脑缺血后
#$

天"全方

组,补气组和活血组
KD4P

和
0<OP

蛋白表达显著增

加' 这些结果提示"补阳还五汤促进脑缺血后神经发

生可能与上调
KD4P

和
0<OP

蛋白表达有关'

总之"本研究结果表明"补阳还五汤能促进脑缺血

后神经发生和神经功能恢复"机制可能与上调
KD4P

和
0<OP

蛋白有关"方中补气药和活血药具有协同

作用'
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在大鼠局灶性脑

缺血的表达变化及加减补阳还五汤对其影响的实验研究
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补阳还五汤促进大鼠局灶性

脑缺血后血管生成和功能恢复(
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血管脉络病专业委员会成立大会暨首届中西医血管病学大会在北京召开

!"#%

年
6

月
#%

'

#$

日中国中西医结合学会血管脉络病专业委员会成立大会暨首届中西医血管

病学大会在北京国际会议中心召开#

#%

日晚中国中西医结合学会血管脉络病专业委员会选举暨成

立大会成功召开# 中国中西医结合学会穆大伟秘书长主持开幕式$国家中医药管理局马建中副局长%

中国工程院陈灏珠院士%中国科学院!中国中西医结合学会名誉会长"陈可冀院士%中国科学院!中国

中西医结合学会会长"陈凯先院士%中国工程院高润霖院士%中国工程院吴以岭院士% (新英格兰杂

志)副主编%美国哈佛大学医学院心血管中心主任
QAN/1AJ Z1@;A_V;>B +3D

!托尼"教授等出席会

议# 来自国内外的
# """

多位专家%学者出席并参加了会议#

马建中副局长%陈凯先院士在大会开幕式致辞# 在高润霖院士主持下$由中华医学会心血管病分

会常委%心衰学组组长黄峻教授发布了*脉络理论指导慢性心力衰竭防治研究成果+$引起了与会专

家%学者热烈反响# 中药抗心衰循证医学研究方面取得了里程碑式的突破'''其论文于
!"#%

年
:

月

7

日在线发表在国际心血管领域权威杂志(美国心脏病学会杂志)# 这是中国心衰治疗领域第一篇登

载于国际著名
M&(

期刊的研究论文$该杂志刊发述评(让衰竭的心脏更加强劲,中国传统医学给我们

的启示)$对中药*芪苈强心胶囊+抗心衰的研究成果给予高度评价# 该论文发表后$引起美国%英国等

西方医学界的高度关注$美国(今日医学要闻)刊登评论称,*复方中药有助于心力衰竭治疗$在过去的

几十年$药物治疗心力衰竭取得的突破性进展并不多$我们高兴地看到了用严格的临床试验客观地%

科学地评价中医药所取得的重大进展#+

吴以岭院士%

QAN/1AJ Z1@;A_V;>B +3D

%南京医科大学第一附属医院黄峻教授%首都医科大学

天坛医院王拥军教授%中国医学科学院阜外心血管病医院杨跃进教授%武汉大学人民医院黄从新教授

等著名专家分别作了有关血管病变研究的专题学术报告# 全国近
6"

个分会场同步直播了会议盛况#

会议还分为脑血管病单元%心律失常单元%心力衰竭单元分别进行学术报告和讨论#


