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通疲开窍与滋阴潜阳法对局灶性脑缺血再灌注后

神经上皮干细胞巢蛋白表达的影响
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泣

张 进
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黎 晖
址

张 宜
」

魏志军
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’

摘要 目的
�

探讨通摘开窍与滋阴潜阳对局灶性脑缺血冉灌注

后神经 仁皮干细胞巢蛋 自 ‘�。 、 �、� �表 �上的不同影响 方法
�

采用

人脑 中动脉线栓法造成局灶性脑缺血再灌注模型
�

应用 免疫组

织化学技术检测 � 。 、 ��工�的表达
�

观察通癣开窍方牛拍至宝微丸

与滋阴潜阳药龟甲对脑缺血后 �。 、 。 ‘�� 的不同影响
。

结果
�

脑缺

血再灌注后
�

通痕开窍方与滋阴潜阳药缺血侧室管膜
、

室管膜

下 区
、

皮层 和纹 状 体 �。 、 川 阳性细胞数 显著多于缺血对照组

�了
’ 之� 。

�

� �
，

通 痛 开 窍 方药 对 皮 层 和 纹 状 体影 响 明 显 〔 尸�

二 呱 �
�

而 滋 阴 潜 阳药对室 管膜
、

室管膜下 区 影 响明显 ��
，
�

。
�

呱 � 两 组 方 药神经病学 评分明 显 低 于 缺 血 对 照组 �尸�

比 。 只�、

而 以通痛开窍方起效较早
、

结论
�

通疲开窍方药治疗缺

血性脑血管病 的机理之一 主要 与其对脑缺血再灌注后皮层和

纹 状体 久。 日 ，�
的表达相关 ��’ 又 、，

�

听 �
�

而滋阴潜阳药治疗缺血

性脑 血管病的机理之一 主要 与其对脑缺 血再灌注后室管膜
、

室

管膜下 区影响 �。 、 ��，� 的表达相关

主题词 脑缺血
广

中医药疗法 再灌注 亩 囚。 ��� 蛋白

既 往认为神经元于出生后 不 久其发育即停止
，

然

而
�

近年研究发现成年个体海马和室管膜下层细胞具

有分裂产生新生神经元的能力
�

并分离了能不断分裂

增殖且具有多种分化潜能的细胞群
�

即神经 干细胞

��，��，����‘��， �����
，

���、 � ’ �二
，

这为中枢神经系统功能

重建和神经再生带来新希望 但是
，

脑组织 自身产生新

的神经干细胞的比率极低
，

因此
�

诱导体内神经干细胞

的增殖作用 具有重要临床意义
，

而通癖开窍方牛泊至

宝微丸与滋阴潜阳药龟甲为临床治疗脑梗塞常用方

药
，

其机理是否与诱导脑缺血后神经干细胞增殖相关�

两者又有何不同� 为此
�

我们进行了以下研究
。

� 材料和方法

�
�

� 药品制备
�

牛拍至宝微丸 ����支 �由江西 中医学

院热病研究室提供
，

批号 ��川
，

主要药物为水牛角
、

袱

摺
、

察香
、

唬拍
、

血竭
、

藏红花
、

大黄
、

石营蒲等
，

将微丸

溶于水
，

制备成含生药量 ������的 口服液
。

龟甲为龟

科动物乌龟的腹 甲���
、������� ���������

，

水煎龟甲约 �

基金项 目
�

国家 自然科学基金资助项 目����盯 �盯�����������

� 深圳 市中医院内科
、

�
‘ 一

东省深圳 ���福华路 �号�����〕���

� �
‘ 一

州中医药大学解����教研室

� 深封��，嘴�沙河性院

收稿 日期
���，〔�� 一 。 �一 盯

�
修回 ���期

��� ，‘招 一 ���一 。 吕

小时制备成含生药量 工����
、�的 口 服液

。

根据成人 日

服药量折算成大鼠灌胃剂量
，

牛泊至宝微丸组为 ����

������
�

龟甲为 丁
�

��，�����馆
。

�
�

� 动物分组
�

纯种 跳〕 大鼠 �即 只
，

清洁二级
，

雌雄

各半
、

月龄 �一 �个月
�

体重 �劝一 劝馆
�

由广州中医药

大学实验动物中心提供
。

将 ��。 只大鼠随机分为对照

组
、

通痕开窍方牛拍至宝微 丸组 �简称为通疲组 �与滋

阴潜阳龟甲组 �简称滋阴组 �
。

中药治疗组于局灶性脑

缺血后每天给予含药中药 口 服液灌胃
�

对照组则给予

等体积蒸馏水灌胃
，

每 口 �次
，

给药时间分别为 �天
、

�

天
、

�天
、

��天
、

�飞天
。

�
�

� 大 脑 中动 脉线 栓 法 造 成局 灶 性 脑 缺 血 模 型

《��八��
�

参照文献巨�」取大鼠 ，

用 ���水合氯醛腹腔

麻 醉 ‘������。馆 体重 �仰卧手术 台上
，

颈正 中切开
·

分离右侧颈总动脉 ���� �
、

颈外动脉 �����
、

颈 内动

脉 �兀� �
，

电热烧灼器烧断 ��� 的分支
�

结扎并游离

��� 主干一段
，

沿 兀� 向下分离翼颗动脉
�

穿线沿起

点结扎
。

在 ��� 剪一小 口 注人 �� �����浓度为 乙 �沐

���叼
��肝素钠溶液

，

将制备好的 日本制尼龙线 �直径

口
�

������
���插人 ���

，

经 ��� 分叉处通过 �
’

� 人颅

至大脑前动脉�����
，

尼龙线插入深度平均为 ��
�

�士

。
�

����，

以阻断该侧大脑 中动脉的血 流
，

持续时间为

������
。

此 时 大 鼠左 眼 虹 膜 颜 色 变 浅
�

出 现 右 侧

������，�综合征
，

右侧眼裂变小
�

瞳孔缩小出现左侧偏

瘫
，
以左上肢为明显

，

提尾悬拉后出现左转圈
、

跌倒
。

再

灌注时外拉尼龙线使其球端 回至 ��� 内即 可恢复大

脑中动脉�����血供
。

�
�

� 神经病学评分
�

参考 ��
� ������ 评定神经功能缺

损程度的 �级 �分法标准川
。
��分

�

无神经功能缺损症

状 ��分
�

轻微神经功能缺损
，

不能完全伸展左侧前爪
�

�分
�

中度局灶性神经功能缺损
，

向左侧转圈 ��分
�

重

度局灶性神经功能缺损
，

向左侧倾倒 ��分
�

不能 自发

行走
，

意识水平下降
。

�
�

� 神经 上皮十细胞巢蛋 白��������免疫组化反应

�����法 �

�
�

�
�

� 切片制备
�

参照文献仁�」
�

分别于第 �小时
、

第

�天
、

第 �天
、

第 ��� 天
、

第 红 天宰杀动物
，

大鼠在戊巴
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表 � 各组大鼠脑缺血后神经病学评分比较 �分
，

王士 、 �

组别 鼠数 第 �小时 第 �天 第 �天 第 �天

对照组 ��

通疲组 ��

滋阴组 ��

�

与对照组 比较
，
�� 。

�

��

�
�

���士 �
�

���
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���
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���士 �
�

���
汤

表 � 各组大鼠脑缺血后室管膜下区
、

皮层及纹状体 ������ 阳性细胞数比较 〔个
，

牙士 ，�

组别 鼠数 时间
室管膜下区

�
�

�士�
。

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�生�
�

�

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�
怜 △

��
�

�士 �
�

�
怜 △

��
�

�士 �
�

�
“ △

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�
资

��
�

�士 �
�

�
�

��
�

�士 �
�

�
讲

������ 阳性细胞数

皮质 纹状体

对照组 �� 第 �小时

第 �天

第 �天

第 �� 天

第 �� 天

第 �小时

第 �天

第 �天

第 �� 天

第 �� 天

第 �小时

第 �天

第 �天

第 �� 天

第 �� 天

�
�

�士�
�

�

�士 ��

�土 �
�

通疲组 ��

滋阴组 ��

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士�
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�
母 △

��
�

�士 �
�

�
“ △

��
�

�士 �
�

�
译 △

�
�

�士�
�

�

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�
‘

��
�

�士 �
�

�
潇

��
�

�士 �
�

�
哺

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�
，

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�
·

乙

��
�

�士 �
� 、

飞
心 。

��
�

�士 �
�

�
‘
二

�
�

�士 �
�

�

�
�

�土 �
�

�

��
�

�士 �
�

�
子

��
�

�士 �
，

�
礴

��
�

�� �
�

�

与对照组 比较
， � 尸��

�

�� �
与滋阴组比较

，△�� 。
�

��

比妥钠 ���������腹腔麻醉下开胸
，

经升主动脉插管
，

先用生理盐水 �����冲去血液
，

继而灌注含 ��多聚

甲醛的 �
�

������ 的磷酸缓 冲液 ���
，
���

�

�������
，

注毕立即取脑置于相同的新鲜灌注液后固定 �小时
，

洗去表面的固定液
，

再置于 ���蔗糖溶液中至组织块

沉底
。

冰冻连续切片
，

片厚 ��拌�
，

隔 �片取 �片进行免

疫组化反应
。

�
�

�
�

� ������ 免疫组化反应 ����� 法 �
�
���含新鲜

�
�

���
�
�

�

的纯 甲醇中 ����� 灭活内源性酶
，

双蒸水

洗 ����切片人 �
�

���
����� 溶液中 ����� ����滴加正

常山羊血清 �����
，

不洗
，

甩去多余液体
����滴加兔抗

鼠 ������ 一抗 ��
� ����

，
������

，

室温下 ���
‘

��孵育 �

小时
，

再 ��下过夜
，
���洗 ����滴加生物素化山羊抗

兔 ����博士德二抗试剂盒 �
，

室温下 �����
，
���洗 �

���滴加 试 剂 ����
，

室 温 �����
，
���洗 ����� 又 �

次 ������� 显色 �博士德 �
，

室温下 �����
，

双蒸水多

次洗涤 ����脱水
、

透明
，

中性树胶封片
。

上述未提及的

洗涤时间均为 ����� 只 �次
。

�
�

�
�

� 免疫组化染色对照
�

同一组片中
，

分别用正常

山羊血清和 ���代替 ������ 一抗作孵育
，

其余步骤同

上
，

用以检查 ������ 免疫反应的特异性
。

�
�

� 病理组织观察
�

取免疫组化反应阳性切片的相邻

切片 ��染色进行病理观察
。

�
�

� 图像分析
�

切片在光镜的统一放大倍数下
，

将图

像输入图像分析系统
，

设置相等的检测窗 口 面积平均

阳性细胞数
。

随机选 ������ 阳性细胞
，

背景随机选 ��

个视野
，

所得数据输入计算机用 ����软件进行统计

学处理
，

均数间两两 比较采用 �检验
。

� 结果

�
�

� 各组大鼠脑缺血再灌注后神经病学评分 比较
�

由

表 �可见
，

脑缺血后 �� 各组神经病学评分最高
，

各组

间比较
，

差异无显著性
，

说明各组脑缺血状况基本一

致
。

但脑缺血再灌注后 ��
，

通疲组与滋阴组神经病学

评分降低 明显
，

与同时间对照组 比较
，

差异有显著性

�尸��� ���
，

而通癖组降低神经病学评分较滋阴潜 阳

组为早
，

于 �� 即有显著差异 ��� 。
�

���
。

�
�

� 病理组织 �� 染色观察
�

对照组缺血 中心 区 ��

片可见大量神经元细胞死亡
，

出现很多细胞死亡 留下

的空泡
，

部分神经元核固缩深染
，

核仁异染色体消失
，

并见胶质细胞广泛增生 �而通癖组与滋阴组则损伤较

轻
，

尚能观察到形态结构完整的神经元细胞
。

�
�

� 室管膜
、

室管膜下 区 ������ 在各组的表达
�

表 �

示
，

脑缺血再灌注后 �� 缺血侧室管膜
、

室管膜下 区 中

出现 ������ 阳性细胞表达
，

通癖组及滋阴组 ������ 阳
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性细胞数与对照组相 比差异无显著性
。

缺血再灌注后

下〔�
�

对照组 ������ 表达最强
�

���后明显降低
。

通癖组

及滋阴组 ������ 阳性细胞数开始多于对照组
，

一直持

续 至 ��。��有向外上方迁移进人缺血 区的迹象
，

滋阴组

缺血 丙灌注 后室管膜
、

室管膜下 区 � 。 �� ���
比通疲组表

达
�

还强

竺
�

� 皮质 �������
在各组 的的表达

�

表 �示
�

脑缺血再

灌注后 川
�

各组 �����。 阳性细胞主要见于缺血 区扣带

内吼和郁
、
叫

一

皮后 刊照���缺 血再灌注后皮质 �。 、 �，� 阳

日 �扣 �、 川 达到高峰
�

�� 。�时 丫 。 、 ，�� 反 应减弱或消失
�

胞浆着色浅淡 通癖组与滋阴组在缺血再灌注后 ��开

始至 艺�〔�后
�

同一部位皮质 ��、 ��
阳性数明显多于对

照组
�

组间 比较
�

差异有显著性
�
而通痕组 ������ 阳性

免疫反应明 显强于滋阴组
�

差 异有显著性

�
�

界 纹状体 �。 ���
在各组的表达

�

表 �示
�

脑缺血再

灌注后 引�
�

纹状体 � 。 对 ���
在各组 中出现表达

，

但差异

无显著性
。

脑缺血再灌注后 ��
，

对照组纹状体 ������

阳性 反应较强
，

���后 ��、 �� 反应减弱
，

胞浆着色浅

淡 而同时段
�

同一部位通癖组与滋阴组 ������ 阳性

反应强
�

阳性细胞数明显多于对照组
，

差异有显著性
，

细胞形态呈椭圆形为主
�

胞浆着色深而均匀
，

突起短亦

着色 而通癖组 ��从��
阳性免疫反应明显强 于滋阴

组
�

差异有 显著性
。

� 讨论

局 灶 性 脑 缺 血 再 灌 注 与 �������
表 达 的关 系

�

�。 、 ���
是一种中间丝蛋 白

，

只在多潜能的神经外胚层

细胞表达
，

随着神经上皮的分化成熟逐渐消失阮
�口

，

因

此常作为神经干细胞的标记
。

但在某些因素下在少数

仍保持神经发生功能的部位仍有表达
�

主要是大脑室

管膜下 区和海马齿状 回
。

室管膜是由神经上皮发育
、

演

变而来的一层上皮性结构
�

它被覆于脑室和脊髓中央

管的腔面
。

因为神经上皮和早期室管膜下层中存在着

大量未分化细胞具有极大的分化潜能
，

神经上皮细胞
、

胚胎早期的室管膜层细胞对于室管膜的形成
，

中枢及

周围神经组织的发生起着至关重要的作用区
�〕 。

而缺血周 围区 出现的 ����� 阳性细胞 中可能有

两类神经干细胞
。

第一类是能分化成胶质细胞的神经

干细胞
，

其来源可能主要是反应性胶质细胞
�环绕缺血

周围
�

它们的纤维交织成网
，

可以减少缺血区的进一步

扩大
�

有利于缺 血区的修复
。

第二类是能分化成新的神

经元的神经干细胞
�

其可能来 自侧脑室的室管膜下区

和海马齿状 回的神经干细胞
。

此类神经干细胞从侧脑

室的室外管膜下 区迁移到缺血区
，

有可能分化为胶质

细胞和神经元
�

代替缺血损伤神经元
，

因此
，

它们是成

体脑中神经细胞新生基础
，

在缺血损伤后修复中意义

非常重要
一

��川 ’ 。

成体神经干细胞正常情况下处于静息状态
，

但遇

到与胚胎时期相同因子的影响或异常情况时也会被诱

导分裂
、

分化
，

它可被碱性成纤维细胞生长因子
、

表皮

生 长因子
、

脑机械性损伤及脑缺血等诱发分裂弘
‘�一 ’�〕 。

脑缺血后
，

机体通过诱导内源性神经干细胞增多而对

缺血损伤产生代偿性适应性反应
�
但也有人认为

，

脑缺

血损伤可能刺激脑内成熟的间质细胞或星形胶质细胞

返 回到神经千细胞
�

再重新分化成受损最严重的神经

元细胞
，

从而可能发挥修复和重排神经元网络的作用
。

本实验观察到脑缺血再灌注后 ��、 ��� 的表达随时间

的延长而逐渐降低
�

第 ��达高峰
�

第 ��〔�明显降低
。

然

而脑缺血损伤后调动内源性神经干细胞的数量不 足
�

因此
，

用中药增强内源性神经干细胞的活 化成为我们

的研究 目标
。

通疲开窍药与滋阴潜阳药对局灶性脑缺血再灌注

后 ����� 表达的影响
�

脑缺血 中医称之为中风
�

阴 虚

风动
、

癖血阻滞为中风的根本病机
，

因此
，

滋阴潜阳
、

通

癖开窍为其治疗的基本大法
。

本研究发现
，

这两种治疗

方法不但使脑缺血再灌注后 神经干细胞 的 ������ 的

表达数量增多
，

而且还使其表达时间延长
。

牛拍至宝微

丸是据清代何廉 臣 《重订广温热论 》载犀 拍至宝丹化

裁
，

具有通痕开窍之功
�

何氏称其
“
此丹大剂通疲直达

心窍
，

又能上清脑络
，

下降浊阴
，

专治一 切时邪内陷血

分
，

癖塞心房
，

不省人事
” 。

本实验发现
，

用牛泊至宝微

丸治疗的脑缺血再灌注组
，

大鼠的神经损伤评分降低

较快
，

这与方中大量通癖开窍药的作用有关
�而在缺血

周围区的 ������ 阳性细胞表达增多 比室管膜及室管

膜下区明显
，

差异有显著性
，

这是因为通癖开窍药不但

能较快地改善病侧的缺血缺氧
一 ‘� ’� ，

而且具有抗氧化

功能
，

而抗氧化剂能诱导神经干细胞的生长
。

龟甲甘
、

咸
、

寒
， 《本草从新 》谓其

“
通心人肾

” ，

有滋

阴潜阳
、

养血补心之功
，《临证指南医案 》指明中风之因

为
� “

精 血 衰 耗
，

水 不 涵 木
， …… 肝 阳 偏 亢

，

内风 时

起 板 ‘�口
。

叶天士
、

吴鞠通等治疗中风及热病后神志异常

皆多用 龟 甲
，

而 张 锡 纯 之镇 肝 熄 风 汤 中龟 甲 为 主

药 〔 ‘叼 。

运用龟 甲后
，

在缺血侧室管膜 及室管膜下 区

������ 阳性细胞表达增多明显
，

这与中医
“
肾主骨生

髓
、

髓生海
、

海通脑
”
的认识有一致之处

。 《灵枢
·

海

论 》有
“
脑为髓之海

”
之说

， 《素问
·

宣 明五气篇 》谓
“
肾

主骨
” ， 《素问

·

阴阳应象大论 》明确指出
� “
肾生骨髓

” ，

并有
“ ‘

肾者其充在骨
”
及

“
肾不实则髓不能满

”

等论述
，

依据中医所指的
“
肾

”
概念

，

补肾药能促进髓海相生
�

也



·
���

·

����
�

���� ����
，
���

�

��
，
�� �

是其促进神经干细胞再生的机理
。

从发育生物学角度

看
，

古代龟因其长寿而被列为四灵之一沙 〕 ，

其长寿的

原因可能与干细胞增生修复有联系 �龟甲是从外胚层

发育而来
，

在其沿 �
一

�轴及 �
一

� 轴分化过程中
，
可能

存有促进神经干细胞增殖的相关成分
。
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