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【摘要】　目的　探讨补阳还五汤对脑缺血后神经血管单元功能的保护作用。方法　采用线栓法制作大鼠大脑中动脉缺血模型，并
将大鼠随机分为治疗组和对照组；治疗组给予补阳还五汤灌胃治疗，对照组给予等量０．９％ＮａＣｌ溶液灌胃，疗程７天。采用ＮＲＳＳ神
经行为学评分评价大鼠脑缺血后行为学表现，采用ＴＴＣ染色检测梗死面积，采用免疫组织化学染色的方法评价神经元数量情况，ＩＧＧ
染色评价神经血管单元的结构完整性。结果　干预处理后，与对照组比较，治疗组 ＮＲＳＳ行为学评分降低、脑梗死面积缩小、神经元
数量增多及神经血管单元完整性良好（Ｐ＜０．０５）。结论　补阳还五汤可通过保护神经血管单元的完整性以促进脑缺血后的康复。
【关键词】　补阳还五汤；脑缺血；神经血管单元；大鼠

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｏｆ“ＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ”ｏｎｔｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｔｈｅｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒｕｎｉｔａｆｔｅｒｒａｔ
ｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ
ＨＥＸｉａｏｓｏｎｇ１，ＬＩＵＳｈｉｘｉａｎ２，ＣＡＩＪｕｎ３，ＬＵＯＣｈｕｎｙｕｎ４

１．ＰｒｅｃｌｉｎｉｃａｌＳｃｈｏｏｌ，ＧｕａｎｇｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，５１１４３６；２．ＴｈｅＦｉｒｓｔＣｌｉｎｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＧｕａｎｇｚｈｏｕ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，５１１４３６；３．ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，５１０１２０；４．ＴｈｅＦｏｕｒｔｈＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕａｎｇｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，５１１４３６

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ“ＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ”ｏｎｔｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒｕｎｉｔａｆｔｅｒｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａｉｎｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ

　ＭＣＡＯｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｒａｔｓａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｉｎｔｏｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｏｒａｌｌｙｇｉｖｅｎ“Ｂｕｙａｎｇ

ＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ”ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｏｒａｌｌｙｇｉｖｅｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ｗｉｔｈａｃｏｕｒｓｅｏｆｓｅｖｅｎｄａｙｓ．Ｔｈｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒａｌ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，ｔｈｅＴＴＣｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｉｎｆａｒｃｔａｒｅａ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｒｏｎａｎｄｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｔｈｅｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒｕｎｉｔ．ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ

ｉｍｍｎｕｏｈｉｓｃｈｅｍｓｔｒｙＲｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＮＲＳＳｓｃｏｒｅｃｏｕｌｄｒｅｄｕｃｅｄ，ｔｈｅｉｎｆａｒｃｔａｒｅａｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｒｏｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆ

ｔｈｅｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒｕｎｉｔｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　“ＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ”ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｆｏｌｌｏｗｉｎｇＭＣＡＯｖｉａｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆ

ｎｅｕｒａｌｖａｓｃｕｌａｒｕｎｉｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：“ＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ”；ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ；ｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒｕｎｉｔ；ｒａｔ

［基金项目］广 州 医 科 大 学 科 研 基 金 项 目 （Ｌ１４５１０１２）
［作者简介］贺小松，男，博士，讲师，主要从事脑缺血治疗研究

　　脑缺血，又称缺血性卒中，是脑血管受阻后脑内细
胞缺乏氧气和营养物质供给而引起神经功能障碍的一

类神经血管性疾病，具有高发病率、高致死率和高致残

率等特点，严重危害人类健康。我国每年有近１５０万
人死于脑缺血，并新增２００万残疾幸存者，给社会和家
庭造成沉重的经济和心理负担。目前临床上对脑缺血

的治疗，除ｔＰＡ溶栓外，无其他有效的治疗手段，但ｔＰＡ
溶栓有严格的治疗时间窗，即仅为缺血发生后的

４．５个小时内，而且 ｔＰＡ溶栓会增加出血风险，这使大
多数患者无法及时接受 ｔＰＡ溶栓治疗［１］。研究促进卒

中患者神经功能恢复的新方法，对于改善我国人民的

健康及保证社会和经济的稳定持续发展有着重大

意义。

当前，关于脑卒中治疗困境在于多个实验证明有

效的脑保护药物在向临床转化的过程中都以失败告

终。究其原因，很重要的一点在于过去的研究往往针

对的是某个特定的神经元，而未将多个因素考虑在

内［２］。研究发现，神经血管单元内多个细胞往往相互

影响，因此将多个细胞在一个整体内考虑有助于阐述

脑缺血后的病理发展。例如，通心络胶囊可以通过保

护神经血管单元的完整性而达到保护脑损伤的目

的［３］。因此，探索传统中医药在保护血管神经单元中

的作用有助于促进脑缺血的康复研究的发展。补阳还
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五汤是中医治疗气虚血瘀型脑卒中的一个经典方剂，

能够减轻钙离子超载、抗氧化应激和减轻细胞的凋

亡［４］。但是，神经血管单元的完整性亦是脑缺血病理

发展过程中的一个关键环节，神经血管单元的完整性

影响到早期的炎症反应过程及后期的血管新生过

程［５］。而补阳还五汤能否保护脑缺血后神经血管单元

的完整性从而减轻脑缺血损伤却未见报道。本研究旨

在探讨补阳还五汤对脑缺血后神经血管单元完整性的

影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　３０只雄性 ５月龄 ＳＤ大鼠，体质量
２５０～３００ｇ，购自广州中医药大学动物中心，饲养在恒
温恒湿的动物房中，每天更换垫料、饲料和水；动物合

格证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１３００３４。
１．２　药物与试剂　无水乙醇，国药集团化学试剂有限
公司，批号：１２１１０９３６０１；免疫组织化学试剂盒，福建迈
新生物技术开发有限公司，批号：１３０１１１０９７０６；抗ＮｅｕＮ
抗体，Ａｂｃａｍ公司，批号：ＧＲ１３８８２９２５。补阳还五汤
（生黄芪１２０ｇ，当归尾６ｇ，赤芍４．５ｇ，地龙３ｇ，桃仁
３ｇ，红花３ｇ）由广州中医药大学制备：即先用清水清洗
药材，后加入约５倍体积清水加热约３０ｍｉｎ后，过滤，
留汁；第二煎方法同上，两份汁液混合后，浓缩至

５ｇ／ｍｌ，冷藏备用。
１．３　大脑中动脉缺血模型的制作　模型制作参考文
献方法［３］：大鼠麻醉后，将大鼠仰卧位固定于桌面上；

取颈正中切口，暴露颈总动脉（ＣＣＡ），分离颈内动脉
（ＩＣＡ）和颈外动脉，分别结扎上述动脉，在颈外动脉剪
一小口；将预处理过的线栓小心地从颈外动脉（ＥＣＡ）
插入颈内动脉，直至大脑中动脉的起始处。栓塞

９０ｍｉｎ后，取出线栓。
１．４　药物干预　模型制作后大鼠被随机分成两组，治
疗组和对照组。治疗组为每天给予补阳还五汤灌胃治

疗（５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），连续７天。对照组以等量０．９％
ＮａＣｌ溶液灌胃，连续７天。
１．５　行为学检测　行为学评分按文献方法进行［３］，根

据ＮＲＳＳ１４评分细则，采取双盲方法，评价及记录大鼠
再灌注７天后的行为学表现。
１．６　脑梗死面积计算　缺血再灌注７天后，用戊巴比
妥钠麻醉大鼠，迅速取脑，将脑组织放入脑膜中，用刀

片将脑组织切成２ｍｍ厚的脑片，将脑片取出放入２％
的ＴＴＣ染色液中，避光放置１５ｍｉｎ后，将脑片取出，用
卫生纸吸干脑片表面的液体，拍照。将照片导入 Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件中，统计正常侧和梗死侧面积。梗死面积＝非缺
血侧半球面积－缺血侧半球未梗死区面积。

１．７　免疫组织化学染色　将脑组织切片从 －２０℃中
取出，将一组切片全部放入３７℃孵育好的 ＰＢＳ中，洗
３×５ｍｉｎ，脑片转入到含有０．３％的 Ｔｒｉｔｏｎ１００的 ＰＢＳ
中震荡３０ｍｉｎ，用以破膜，ＰＢＳ洗３×５ｍｉｎ，５％的正常
驴血清封闭１ｈ，后加入一抗，并４℃过夜。次日，先用
ＰＢＳ洗３×５ｍｉｎ，后加入二抗，室温孵育１ｈ后，将脑片
在ＰＢＳ中贴上玻片，加入辣根过氧化物酶标记的三抗，
室温孵育１ｈ后，ＤＡＢ显示５ｍｉｎ，后水洗，自然阴干，
用封片剂封片后，在显微镜下观察并拍照。显微镜下

每个脑片随机选取６个视野拍照，并计算阳性细胞数
量。ＩＧＧ染色除不加一抗外，其余步骤相同。ＩＧＧ染色
利用ＩＰＰ软件统计每张图片的阳性面积。
１．８　统计学方法　试验数据用Ｇｒａｐｈｐａｄ３．０１软件进
行统计分析。计量资料以 ｘ±ｓ表示，比较用配对 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠死亡情况及行为学表现　干预处理期间，对
照组大鼠死亡２只，治疗组大鼠死亡１只。治疗组大
鼠的行为学评分低于对照组，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见表１。
表１　两组大鼠行为学评分比较（ｘ±ｓ，分）

组别 ｎ 行为学评分

对照组 １３ １０．４±０．８

治疗组 １４ ８．６±０．６

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　脑梗死面积比较　干预处理后，治疗组大鼠脑梗
死面积较对照组显著缩小，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见表２。
表２　两组脑梗死面积比较（ｎ＝６，ｘ±ｓ，ｍｍ２）

组别 脑梗死面积

对照组 ２９８．６±２０．４

治疗组 ２６４．２±１２．３

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　神经元数量比较　组织化学染色是检测纹状体
区域神经元的数量。干预处理７天后，治疗组每个视
野内神经元的平均数量显著多于对照组，差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表３。
表３　两组大鼠神经元数量比较（ｎ＝６，ｘ±ｓ，个）

组别 神经元数量

对照组 ２０．４±３．１

治疗组 ２８．９±２．６

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　神经血管单元完整性比较　ＩＧＧ免疫组织化学
染色检测神经血管单元完整性。结果显示，干预处理７
天后，治疗组阳性面积较对照组显著减小，差异具有统
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计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表４。
表４　两组大鼠神经血管完整性比较（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

组别 光密度／面积

对照组 ２５．４±５．３

治疗组 １７．５±６．６

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

当前，促进脑缺血后康复的方法很多，中医药方法

是其中之一，如通心络可以通过保护神经血管单元的

完整性以达到保护脑损伤的目的，针灸可以通过促进

脑缺血后的神经再生以促进康复［６］。但是，更为完整

的治疗措施应当是既能够考虑脑缺血后早期的病理反

应又能够考虑到康复期的病理过程。因此，将早期的

脑保护及后期的修复过程看成一个有机的整体来研究

更可能促进脑缺血的康复。

神经血管单元是将由星型胶质细胞、神经元、血管

内皮细胞、少突胶质细胞及小胶质细胞等多个细胞组

成的一个功能单位，在这个单位的框架内探讨细胞与

细胞之间的关系［７］。神经血管单元的功能完整性对于

脑缺血的病理发展具有重要作用。例如，星型胶质细

胞与血管内皮细胞之间的紧密链接蛋白是神经血管单

元功能完整性的结构基础。此外，有研究表明少突胶

质细胞前体细胞释放 ＭＭＰ９从而增大神经血管单元
的渗透性［８］。

补阳还五汤由生黄芪、当归尾、赤芍、地龙、桃仁、

红花组成，具有补气养血、活血通络之功效［９］。近年

来，临床和实验研究发现，补阳还五汤可以通过激活

ＡＫＴ细胞信号通路以减轻细胞凋亡，从而达到脑保护
的作用［１０］；补阳还五汤可以明显抑制谷氨酸的释放，通

过降低亲代谢型谷氨酸受体１ＲＮＡ的表达等机制减轻
兴奋性毒性［１１］；在康复阶段，补阳还五汤可促进血管内

皮因子的表达以促进血管的新生，促进神经干细胞的

迁移，促进脑缺血后的康复［１２］。

本研究结果发现，补阳还五汤能够促进脑缺血的

康复，但是对手术后大鼠的存活率无影响。在康复机

制方面，补阳还五汤能够保护神经血管单元功能完整

性，从而降低脑缺血后神经元的凋亡或者死亡的数量，

减少脑缺血导致的脑梗死面积，提高脑缺血后行为学

康复。
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