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熄风通络方与补阳还五汤对大鼠脑缺血神经细胞

凋亡调控基因���
一

�
、

����的影响

李佑生
‘
陈朝晖

�
胡耀强

�
吴云虎

�

指导
�

王行宽
�

摘要 目的
�

比较熄风通络方与补阳还五汤对大鼠脑缺血神经

细胞凋亡调控基因 ���
一
�

、

��� 的影响
。

方法
�

造成大鼠全脑缺血

后
，
分别予以熄风通络方与补阳还五汤治疗

，

于缺血后 �� 小时

检测海马 区细胞凋亡调控基因 ��
一
�

、

��� 的表达量 �定性与定

量�
。

结果
�

模型组 ���
一
����� 的表达较正常对照组与假手术

组明显降低
，
而熄风通络方组呈过表达

，

高于正常对照组与假

手 术组
，

也高于补 阳还五 汤组
，

差异均 有统计学意 义 �尸�

。
�

����模型组 ��� ���� 表达量则较正常组与假手术组增高
，

而熄风通络方组明显低于模型组
，

也低于补阳还五汤组
，

但高

于正常对照组与假手术组
，

差异均有统计学意义�尸��
�

���
。

结

论
�

熄风通络方防治大鼠脑缺血的可能机制是影响细胞凋亡调

控基因 ���
一
�

、

��� 的表达
，

其对凋亡调控基因的影响优于补阳

还五汤
。

主题词 脑缺血�中医药疗法 细胞凋亡�药物作用 补阳还

五汤�药理学

益气活血法以补阳还五汤为代表方剂
，

是治疗缺

血中风的重要治法之一
，

有不少相关报道认为
，

该方可

用于脑梗死急性期的治疗
，

且有文献报道可改善脑缺

血引起的神经细胞凋亡
。

而有关熄风通络法的报道少

见到
，

也未见与益气活血法对 比研究的相关报道
。

本研

究即在比较两种治法对脑缺血细胞凋亡方面影响的基

础上
，

从比较两种治法对影响细胞凋亡调控基因方面
，

对熄风通络方与补阳还五汤进行 比较研究
，

探讨这两

种治法治疗急性脑梗死的疗效机理
。

� 材料

�
，

� 动物
�

������ 大鼠 �� 只
，

月龄 �� 个月以上
，

体重

多在 ���� 以上
，

购 自湖南省防疫站实验动物中心
。

�
�

� 药物
�

���熄风通络方
�

天麻 ���
，

钩藤 ���
，

石决

明 ���
，

珍珠母 ���
，

全蝎 ��
，

地龙 ���
，

丹参 ���
，

水蛙

��
，

���芍 ��
，

僵蚕 ���
，

牛膝 ���
，

葛根 ���
，

稀签草 ���
，

红花 �馆
，

水煎
，

浓缩至 ��生药���
，

每剂总体积为 ���

��
，

给药量为 ����������
。

���补阳还五汤
�

黄蔑 ����
，

当归尾 ��
，

赤芍 �
�

��
，

川芍 ��
，

地龙 ��
，

桃仁 ��
，

红花

基金项目
�

湖南省中医管理局资助课题�����。 �

� 湖南省中医药研究院附属医院内二科
，
长沙市麓山路 ��� 号

��������

� 中南大学湘雅医院

� 湖南中医学院 ����级研究生

� 湖南中医学院第一附属医院

收稿 日期
�����一 ��一���修回日期

�����一 ��一��

��
，

常规水煎
，

浓缩至与熄风通络方等体积
，

即每剂

�����
，

浓 度 为 �
�

��� 生 药���
，

给 药 量 为 ��� ���

����
。

�
�

� 主要试剂及仪器
�
������ ��� 仪

、

超低温高速

离 心 机
、

����� 紫外分光光度计 �美 国 ������� 公

司 �
、

����� ��� �凝胶成像分析系统 �美 国 ��
�����

公司�
、
���一 皿电泳仪�美国������� 公司�等仪器

，

以及胆固醇�进 口
，

购 自长沙化玻公司�
、

����
、

������
、

����
� ����

、
������

、

��� �������������
、

�����
、

���

��� ���������� 、

������� 等试剂 �均购 自上海生工�
。

� 方法

�
�

� 动物造模及分组

�
�

�
�

� 高脂血症大鼠动物模型造模方法
�

参照文献

〔�〕报道的方法 ，

给予高脂饲料�基础饲料中加胆固醇
��

、

猪油 ���
、

甲基硫氧啥吮 �
�

���
，

预先喂饲 �周
，

加上给药及造模时间共给高脂饮食 �� 天
。

�
�

�
�

� 大 鼠持续性脑缺血模型造模方法
�

参照文献

口�
，

取大鼠
，

称重
，

按 �������剂量
，

以 ��的戊 巴比

妥钠腹腔注射麻醉
，

固定于手术台上
，

分离双侧颈总动

脉
，

同时分离其迷走神经
，
以免误扎

。

自其颈总动脉下

分别穿人 �根 �号丝线
，

做双结扎
，

记录结扎时间
，

放

人鼠笼中待其清醒
，

并记录清醒时间
，

继续喂饲
，

直至

处死
。

�
�

�
�

� 动物分组
�

���正常对照组
��只

，

给普通饲料
。

���假手术组
�
�只

，

给高脂饲料 �周
，

制成高脂血症动

物模型
，

脑缺血造模前给予等体积�����
·

��一
’ ·
�
一，
�

生理盐水
，

连续 �天
，

按前述造模方法
，
以 ��的戊巴

比妥钠腹腔注射麻醉大鼠并分离右侧颈总动脉
，

但不

结扎
，

随即缝合伤 口
，

动物清醒后给予生理盐水 �次
，

至缺血后 �� 小时处死
。

���熄风通络方组
��只

，

给高

脂饲料 �周
，

制成高脂血症动物模型
，

脑缺血造模前安

�������剂量
，

给予熄风通络方治疗
，

连续给药 �天
，

按前述方法制作大鼠脑缺血模型
，

动物清醒后再给千

熄风通络方治疗
，

至缺血后 �� 小时处死
。

���补阳还五

汤组
��只

，

给高脂饲料 �周
，
脑缺血造模前按 ����

·

��一
‘ ·
�一 ’
剂量

，

给予补阳还五汤治疗
，

连续给药 �天
，

按前述方法制作大鼠脑缺血模型
，

动物清醒后再给于

补阳还五汤治疗
，

至缺血后 �� 小时处死
。

���模型对照
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����
�

�
��

�

����
，
�����

，
��

�

�

组
�
� 只

，

给高脂饲料 �周
，

脑缺血造模前按 ���卜

��一
’ ·
�一

’
剂量给生理盐水 �天后

，

按前述方法制作大

鼠脑缺血动物模型
，

动物清醒后给等体积生理盐水 �

次
，

至缺血后 �� 小时处死
。

为检验高脂血症造模是否成功
，

在喂饲高脂饲料

�周后
，

随机选取每组 �只大鼠
，

取血检侧血脂
。

�
�

� 标本采集
�

各组大鼠待缺血至 �� 小时
，

颈动脉放

血
，

收集全血 ���
，

供检测血脂
，

立即断头处死大鼠
，

并

��分钟内�取脑
，

分离右侧海马
，

在 ��
。
的 ����水中

稍作漂洗
，

立即放人干净 ��冈���离心管中
，

存于 一

��℃超低温冰箱中待侧�做 ��
一

����
。

分离右侧海马
，

�于预先配制的 ��多聚甲醛中

固定
，

固定时间不少于 �� 小时
，

石蜡包埋
，

常规切片
，

脱蜡人水
，

制作组织切片
。

�
�

� 凋亡相关基因 ���
一

����� 及 ��� ���� 表达

的 ��
一

��� 检测方法

�
�

�
�

� 脑组织总 ��� 的提取
�

参照文献 〔�〕按步骤
进行

。

�
�

�
�

� ��� ������ 及 ��
�� ������由上海 生 工提

供�
�

用于扩增 ���
一
�

、

��� 的引物
�

见表 �
。

多组间计量资料比较采用方差分析
，

计数资料 比较采

用 丫检验或 ���表检验方法
，

所有统计学数据分析

均采用 ������
�

�分析软件进行分析处理
。

� 结果

�
�

� 各组大鼠血脂水平比较
�

表 �示
，

通过比较
，

发现

给予高脂饲料各组的胆固醉水平明显高于正常对照

组
，

差异有非常显著性意义�尸 均��
�

�� �
，

但给高脂饲

料各组之间差异无显著性意义 �尸 均��
�

���
，

而甘油

三醋水平各 组之 间 差 异 均无 显 著 性 意 义 �尸 均 �

�
�

���
。

表明高胆固醉血症造模成功
。

裹 � 各组血脂水平比较�������
，

牙士 ，�

襄 � ��� 扩增 �种犯墓因的引物序列和反应基本参效

墓因 引物序列
退火

谧度

循环

次掀
产物

玩�
一

�

���

�，���������心���������
，

���
一
�

，

�，�������������������
一

�’

�七��
一

�” �
一�

�

�����
，

����������
一
�

，

�气��������������������
一
�，

�，�����以�������������
一

�，

�，���������������������
一
�，

��℃ �� �����

��℃ �� �����

����� ��℃ �� �����

�
�

�
�

� 凋亡调控基因 ���
一
�

、

��� ���� 表达水平的

结果分析方法
�

采用琼脂糖凝胶 电泳
，

检测扩增效果

�有无条带
，

条带的强弱�
。

�
�

�
�

� 凋亡调控基因 ��
一

�
、

��� ���� 表达水平的

半定量分析方法
�

为了更好地比较各组间表达水平的

差异
，

在凝胶图像分析系统下将 ���
一

�
、

��� 基因表达的

强度与内对照进行比较
，

计算出比值
，

作为该基因的表

达量
，

进行组间比较
。

�
�

� 细胞凋亡的检测
�

行常规 �� 染色�切片常规胶

蜡
，

人水
，

苏木素染色 ����
，

盐酸乙醉分色 ��
� ，

伊红复

染 ������
，

水洗
、

胶水
、

透明
、

中性树胶封片�
。

与原位

细胞凋亡的检测参照博士德公司提供的细胞凋亡检测

试剂盒��
� ���� �����囚�����

�

块�������
，
����说明书

进行操作
，
���显色

，

显微镜下观察
。

�
�

� 统计学方法
�

两组间计量资料比较采用 �检验
，

组 别 样本数 血清甘油三酸 血清胆固醉

正常对照组 � �
�

��士 �
�

��� �
·

��士�
·

���

模蟹组 � �
�

��士 �
�

��� �
·

��土�
·

���
�

很手术组
‘ � �

�

��士 �
�

��� �
·

��士 �
·

���
�

想风通络方组 � �
�

��士�
�

��� �
�

��士�
·

���
’

补阳还五汤组 � �
�

��士 �
�

��� �
�

��士 �
�

���
’

与正常对照组比较
， ， 尸� 。 �

��

�
�

� 熄风通络方与补阳还五汤对脑缺血大鼠神经细

胞凋亡影响的比较
�

正常组及假手术组 �� 染色光镜

下观察
，

细胞形态结构完整
，
��� 均未发现阳性凋亡

细胞出现 �模型组 ��染色见海马区神经细胞坏死
，

皮

质可见多个小灶性细胞变性
、

坏死
，
��� 有明显 阳性

凋亡细胞
，

部分区域呈片状出现
。

补阳还五汤组 ��染

色也有海马区神经坏死
，

皮质个别小灶性细胞变性
、

坏

死现象
，
��� 大多呈明显阳性凋亡细胞存在

，

个别呈

散在性出现阳性凋亡细胞
。

熄风通络方组 ��染色海

马区神经细胞坏死明显轻于模型组与补阳还五汤组
，

只有个别皮质出现细胞水肿
、

间质水肿现象
，

未见明显

坏死灶
，
��� 熄风通络方组大鼠中有 �只有散在的凋

亡细胞存在
，

其余未见凋亡细胞 �另外
，

从实验过程看
，

补阳还五汤组大鼠在脑缺血造模清醒后
，

有部分大鼠

出现跳跃等躁动现象
，

并有 �只大鼠死亡
，

而熄风通络

方组未见明显异常
。

�
�

� 熄风通络方与补阳还五汤对持续性脑缺血大鼠

海 马 区凋亡调控基因 ��卜�
、

��� ���� 表达影 响 比

较
�
��� 电泳图示

，

模型组大鼠��卜����� 的表达水

平较正常对照组与假手术组明显降低
，

熄风通络组大

鼠 ���
一

����� 的表达水平较正常对照组与假手术对

照组高
，

呈过表达
，

而补阳还五汤组较正常对照组与假

手术对照组明显降低
，

但明显高于模型对照组
。

各组大 鼠 ��� ���� 的表达水平
�

模型组大 鼠

��� ���� 的表达水平较正常对照组与假手术组明显

增高
，

熄风通络方组的表达水平接近正常对照组与假
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手术组
，

但略高
，

而补阳还五汤组较正常对照组与假手

术对照组明显增高
，

但明显低于模型对照组�图略�
。

�
�

� 熄风通络方与补阳还五汤对脑缺血大鼠海马区

凋亡调控基因 ���
一

�
、
��� ���� 表达量影响的比较

�

为保证定量 比较的齐同性
，

我们每组只取 �只样品
，

在

同一凝胶上进行电泳比较
。

表 �示
，

模型组大鼠���
一

�

���� 的表达量 明显低于正常对照组与假手术组
，

��� ���� 表达量则明显高于正常对照组与假手术

组
，

差异均有统计学意义 �尸� �
�

���
，

而熄风通络组

���
一
����� 的表达量明显高于模型组

，

也高于补 阳

还五汤组
，

且高于正常对照组与假手术组
，

��� ����

表达量则明显低于模型组
，

也低于补阳还五汤组
，

但高

于正常对照组与假手术组
，

差异均有统计学意义���

。
�

����补阳还五汤组 ���
一

����� 的表达量也明显高

于模型组
，

但低于正常对照组与假手术组
，
��� ����

表达量则明显低于模型组
，

但高于正常对照组与假手

术组
，

各组间差异均有统计学意义 �尸��
�

���
。

熄风通

络 方 组 与 补 阳 还 五 汤 组 比 较
，

���
一

� �����
、

���

���� 差异均有统计学意义 ����
�

���
。

表 � 各组 ���
、

���
一
����� 表达量比较 ‘ 士，�

组 别 样本数 阮卜� ���

正常对照组 � �
�

��士 �
�

��� �
�

��士�
�

���

假 手 术 组 � �
�

��士�
�

���
‘

�
�

��士�
�

���
‘

模 型 组 � �
�

��士�
�

���
�

�
�

��士�
·

���
�

熄风通络方组 � �
�

��士 �
�

���
‘ ▲△ �

�

��士�
�

���
备 ‘ △

补阳还五汤组 � �
，

��土�
�

���
� ▲ �

�

��士�
�

���
� ‘

与正常对照组比较
， � 尸� 。 �

�� �
与模型组 比较

，▲�� 。 �

�� �
与补

阳还五汤组比较
，△尸� 。 �

��

� 讨论

细胞凋亡是受到特定基因调控的
，

神经元凋亡也

不例外
。

在脑缺血时
，

缺血是诱导脑中基因表达的强烈

刺激因素之一
，

迄今己发现脑缺血至少可诱导产生 ��

种不同的 ����闭
。

目前已知的神经元凋亡相关基因

大体可分为两类闭
，

一类是促进凋亡的基因
，

如 ���
、

���
一

��
、

���
、

���
、 ������� 等 �一类是凋亡抑制基因

，

如

���
一

�
、

��卜��等
。

从现有文献分析
，

���
一
�是一个公认的

凋亡抑制基因
，

��� 是 ���
一

�家族中与 ��卜�功能相反

的一个基因
，

可促进细胞凋亡
，

���
一

����� 组成一个平

衡体系
。

������卜�异源二聚体形成的调节是细胞凋亡

调控中一个非常重要的环节
，

其最好的概括就是
“
二聚

体决定细胞命运
” 。

关于 ���
一
�家族基因在细胞凋亡调

控中的机理
，

������� ������
�
等进行了深人研究与

分析阁
。

我们通过观察持续性脑缺血高脂血症大鼠海

马区神经细胞凋亡调控基因 ���
一

�����
、

��� ����

的表达水平
，

证实在持续性脑缺血大鼠的海马区
，

其凋

亡抑制基因 ��
一
����� 的表达水平降低

，

而促凋亡

基因 ��� ���� 的表达水平增高
，

表明 ���
一

�
、

���
基

因参与了脑缺血神经细胞凋亡的调控
。

通过比较熄风

通络方与补阳还五汤对持续性脑缺血大鼠神经细胞凋

亡调控基因的影响
，

从观察结果来看
，

熄风通络方组抗

凋亡基因 ���
一
����� 表达水平明显高于模型对照组

与正常对照组
，

且高于补阳还五汤组
，

呈过度表达
。

补

阳还五汤组的抗凋亡基因 ���
一
����� 表达水平虽也

明显高于模型对照组
，

但未见明显的过度表达 �熄风通

络方组促凋亡基因 ��� ���� 表达水平明显低于模

型对照组
，

且低于补阳还五汤组
，

补阳还五汤组的促周

亡基因 ��� ���� 表达水平虽也明显低于模型对照

组
，

但仍高于熄风通络方组
，

各组 ��� ���� 表达水

平均高于正常对照组
。
以上结果表明熄风通络法与益

气活血法均可能通过影响凋亡调控基因 ���
一

�与 ���

的表达
，

达到抗脑缺血引起的神经元凋亡的作用
，

这一

作用 以熄风通络法为优
。

已有不少研究证实
，

益气活血之代表方补阳还五

汤可用于脑梗死急性期的治疗
，

且有减轻脑缺血再灌

注引起的神经元凋亡的作用
。

我们认为
，

缺血中风主要

与肝风内动
、

脑络痹阻有关
，

其治疗应 以平肝熄风
、

活

血通络为治疗大法
。

治疗上选用天麻钩藤饮之意
，
以天

麻平肝熄风
，

合用地龙
，
既可熄风

，

又可活血通络
，

同为

君药 �钩藤
、

石决明
、

珍珠母重镇平肝
，

加强天麻平肝瘪

风之效 �全蝎
、

僵蚕
、

稀签草助地龙以活血化痰通络
，

共

为臣药 �佐以丹参
、

川芍
、

鸡血藤养血活血以通络
，

亦有

养血熄风之意 �牛膝与葛根合用
，
共为使药

，

乃升降并

举
，
一以引逆乱之血气下行

，
一以升阳明清阳之气上荣

痹阻之脑络
，

从而使逆乱不顺之气血因之而得顺畅
，
风

自得平熄
。

诸药合用
，

共奏熄风通络之功效
。

而通过比

较熄风通络方与补阳还五汤对老龄高脂血症双侧持续

性脑缺血大鼠神经细胞凋亡调控基因的影响
，

熄风通

络方在抑制促凋亡的表达
、

促进抗凋亡基因表达方面

的作用优于同期对照的补阳还五汤
。
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