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［摘要］ 目的 探讨血塞通胶囊对大鼠梗死脑组织自体神经干细胞增殖分化的影响。 方法 参照改良 Zea-
Longa法建立大鼠大脑中动脉缺血再灌注损伤模型，将造模成功大鼠随机分为模型组和中药高、中、低剂量
组，每组 40 只，另设健康大鼠 40 只为正常组。中药高、中、低剂量组分别以血塞通胶囊 60、40、20 mg /
( 100 g·d) 灌胃，正常组和模型组以 1 ml / ( 100 g·d) 生理盐水灌胃，各组均灌胃 28 天。分别于给药后 1、
3、7、14、28 天取材 8 只大鼠，检测梗死边缘区 5-溴脱氧尿嘧啶核苷 ( BrdU) 、微管相关蛋白-2 ( MAP-2) 、
胶质纤维酸性蛋白 ( GFAP) 、3 型 β 微管蛋白 ( IIIβ-Tubulin) 表达变化。 结果 正常组偶见 BrdU、MAP-
2、GFAP、IIIβ-Tubulin表达阳性细胞，模型组和中药高、中、低剂量组各时间点梗死边缘区 BrdU、MAP-2、
GFAP、IIIβ-Tubulin表达阳性细胞均较正常组显著增加 ( P ＜ 0. 05) ; 中药高、中剂量组在给药后 1、3、7、
14 天时 BrdU、MAP-2、GFAP、IIIβ-Tubulin阳性细胞数较模型组同时间点显著增多 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 血
塞通胶囊可促进梗死脑组织神经干细胞增殖分化，参与损伤脑组织的修复和再生作用。
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目前以骨髓间充质干细胞 ( bone marrow stem
cell，BMSCs) 为基础的治疗脑梗死的新策略已成
为研究热点，但许多研究集中在对其有效性的验证

上，而关于 BMSCs “归巢”过程中迁移、增殖等
关键环节的调控作用仍不明确［1-2］。我们前期研究
发现，活血化瘀药物对脑缺血后内源性神经干细胞

的增殖、分化有一定调控作用［3 － 4］。因此，本研究
通过探讨活血化瘀中药血塞通胶囊对大鼠梗死脑组

织自体神经干细胞 ( neural stem cell，NSCs) 修复
和再生的影响，旨在为探索更积极手段提高干细胞

疗效提供实验依据。

1 材料与方法

1. 1 动物
SPF级 SD雄性大鼠 200 只，体重 280 ～ 300 g，

购于北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动

物许可证号: SCXK ( 京) 2006 － 0009。

1. 2 药物与试剂
血塞通胶囊，批号: Z53020134，昆明制药集

团股份有限公司。微管相关蛋白-2 ( MAP-2) 免疫
组化试剂盒，批号: ZM-0380，北京中杉金桥生物
技术有限公司; 胶质纤维酸性蛋白 ( GFAP) 免疫
组化试剂盒，批号: GM07610，基因科技 ( 上海)
有限公司; 3 型 β 微管蛋白 ( IIIβ-Tubulin) TU-20
免疫组化试剂盒，批号: SC-51670，SantaCruz 公
司; 5-溴脱氧尿嘧啶核苷 ( BrdU) 免疫组化试剂
盒，批号: bs-0917Ｒ，北京博奥森生物有限公司;
免疫组化染色试剂盒，批号: SP-9001，北京中杉
金桥生物技术有限公司; DAB 显色试剂盒，批号:
PV-6000-D，北京中杉金桥生物技术有限公司。
1. 3 主要仪器

CX40 生 物 显 微 镜: 日 本 Olympus 公 司;
ＲM2535 型石蜡切片机: 德国 Leica公司。
1. 4 模型建立
参照改良的 Zea-Longa 法［5］建立大鼠大脑中动

脉脑缺血再灌注 ( MCAO) 损伤模型。10%水合氯
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醛 ( 35 mg /100 g ) 腹腔麻醉，常规消毒，颈正中
切口，依次分离左侧颈总动脉 ( CCA) ，颈外动脉
( ECA) 与颈内动脉 ( ICA) ，结扎 ECA、CCA，在
颈总与颈内分叉处系一活结。夹闭分叉口远心端，
血管剪在 CCA 至 ICA 分叉口处剪一小口，持线栓
将其圆钝一头自剪口处插入 CCA，然后将线栓送
至 ICA，入颅时稍遇阻力则止，计算栓线插入深度
距离 ICA、ECA分叉处约 ( 18. 0 ± 0. 5 ) mm。ICA
上丝线打一死结，线栓尾部留在皮肤表面，逐层缝

合皮肤，消毒伤口。术后大鼠侧卧，注意保暖。缺
血 2 h后，将线栓轻轻外抽，感到阻力时，表明线
栓的头端已回到 ICA 的主干中，实现大脑中动脉
的再灌注。连续 3 天给予青霉素 4 万单位肌肉注射
抗感染，术后大鼠自由吃食、饮水。造模成功入选
标准: ①术后存活 24 h者; ②出现左侧 Horner's征
和右侧神经功能缺损。
1. 5 动物分组与给药
造模成功的 160 只大鼠采用随机数字表法分为

模型组和中药高、中、低剂量组，每组 40 只，另
设健康大鼠 40 只为正常组。中药高、中、低剂量
组分别给予血塞通胶囊 60、40、20 mg / ( 100 g·d)
灌胃，正常组和模型组给予 1 ml / ( 100 g·d) 生
理盐水灌胃，各组均每日 1 次，共 28 天。
1. 6 指标检测
各组分别于给药第 1、3、7、14、28 天随机选

取大鼠 8 只，心脏灌注取梗死侧大脑半球，4%的
多聚甲醛固定，石蜡包埋，连续切取 3μm厚切片。
免疫组织化学法检测不同时间点梗死边缘区 BrdU、
MAP-2、GFAP、IIIβ-Tubulin 阳性表达。光镜下观
察切片，取 4 个不重复视野，计数每个视野阳性细
胞数，为避免计数重复，不计算血管内的阳性细

胞，对每 1 个动物，由 3 张切片获得一个平均值代
表表达阳性细胞数。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 软件进行统计分析，所有数据

采用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，对所得数据进行
单因素方差分析，方差不齐者，将数值取对数值后

进行方差分析。

2 结果

2. 1 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 BrdU 表达
比较
表 1 示，与正常组比较，各时间点模型组大鼠

脑梗死边缘区 BrdU 阳性细胞数明显增高 ( P ＜
0. 05) ; 各时间点中药高、中剂量组 BrdU 阳性细
胞数亦显著高于模型组 ( P ＜ 0. 05 ) ; 各时间点中
药低剂量组与模型组比较，差异无统计学意义

( P ＞ 0. 05) 。除正常组，其余各组在 7 天时 BrdU
阳性细胞达到高点 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 2 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 MAP-2 的表
达比较
表 2 示，各时间点模型组 MAP-2 阳性细胞与

正常组相比差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 各时
间点中药高、中剂量组 MAP-2 阳性细胞数与模型
组相比亦升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。各时间点中药低剂量
组与模型组相比差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。
除正常组，其余各组在 7 天或 14 天时 MAP-2 阳性
细胞达到高点 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 3 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 GFAP 表达
比较
表 3 示，各时间点模型组大鼠脑梗死边缘区

GFAP 阳性细胞与正常组相比差异有统计学意义
( P ＜ 0. 05) ; 各时间点中药高、中剂量组 GFAP 阳
性细胞数与模型组相比亦升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。各时
间点中药低剂量组与模型组相比差异无统计学意义

( P ＞ 0. 05) 。除正常组，其余各组在 7 天时 GFAP
阳性细胞达到高点 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 4 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 IIIβ-Tubulin
表达比较
表 4 示，各时间点模型组 IIIβ-Tubulin 阳性细

胞与正常组相比均升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 各时间点中
药高、中剂量组 IIIβ-Tubulin 阳性细胞数与模型组
亦升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。各时间点中药低剂量组与模
型组比较差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) 。除正常

表 1 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 BrdU阳性细胞数比较 ( 个 /视野，珋x ± s)

组别 鼠数 1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

正常组 8 14. 53 ± 1. 78 15. 62 ± 1. 23 14. 63 ± 1. 24 15. 55 ± 0. 89 13. 66 ± 1. 22
模型组 8 20. 47 ± 3. 47* 46. 66 ± 2. 61＊△ 67. 05 ± 8. 27＊△ 45. 51 ± 6. 23＊△ 15. 62 ± 2. 18＊△

中药高剂量组 8 26. 50 ± 4. 89▲ 60. 91 ± 4. 56▲△ 90. 40 ± 6. 99▲△ 70. 32 ± 4. 32▲△ 18. 11 ± 1. 22▲△

中药中剂量组 8 24. 21 ± 1. 27▲ 52. 08 ± 3. 23▲△ 80. 20 ± 5. 73▲△ 60. 23 ± 1. 37▲△ 17. 02 ± 0. 23▲△

中药低剂量组 8 22. 26 ± 2. 12 47. 14 ± 3. 72△ 70. 13 ± 3. 84△ 47. 01 ± 8. 52△ 16. 29 ± 0. 89△

注: 与正常组同时间比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组同时间比较，▲P ＜ 0. 05; 与本组前一时间点比较，△P ＜ 0. 05
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表 2 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 MAP-2 阳性细胞数比较 ( 个 /视野，珋x ± s)

组别 鼠数 1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

正常组 8 5. 68 ± 1. 90 5. 61 ± 2. 80 5. 77 ± 1. 69 5. 59 ± 2. 38 5. 93 ± 0. 34
模型组 8 7. 41 ± 1. 06* 20. 69 ± 3. 50* 22. 26 ± 2. 39* 14. 51 ± 1. 98＊△ 5. 00 ± 1. 03＊△

中药高剂量组 8 13. 16 ± 5. 20▲ 31. 06 ± 5. 95▲△ 34. 58 ± 5. 16▲ 38. 65 ± 5. 85▲ 28. 04 ± 5. 77▲△

中药中剂量组 8 11. 18 ± 1. 27▲ 27. 12 ± 1. 23▲△ 31. 27 ± 4. 27▲△ 34. 62 ± 1. 03▲ 25. 23 ± 0. 74▲△

中药低剂量组 8 8. 18 ± 1. 60 22. 87 ± 1. 70△ 23. 71 ± 1. 39 15. 27 ± 0. 98△ 8. 21 ± 4. 15△

注: 与正常组同时间比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组同时间比较，▲P ＜ 0. 05; 与本组前一时间点比较，△P ＜ 0. 05

表 3 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 GFAP阳性细胞数比较 ( 个 /视野，珋x ± s)

组别 鼠数 1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

正常组 8 4. 62 ± 0. 57 4. 83 ± 1. 47 5. 50 ± 1. 64 5. 33 ± 1. 75 5. 17 ± 1. 16
模型组 8 5. 72 ± 0. 57* 7. 33 ± 1. 21* 13. 17 ± 2. 47＊△ 8. 83 ± 1. 50＊△ 4. 17 ± 1. 83＊△

中药高剂量组 8 6. 92 ± 0. 47▲ 8. 83 ± 1. 13▲ 20. 00 ± 1. 41▲△ 12. 17 ± 1. 47▲△ 7. 17 ± 1. 72▲△

中药中剂量组 8 6. 23 ± 0. 52▲ 8. 50 ± 0. 74▲△ 18. 50 ± 1. 04▲△ 11. 50 ± 1. 78▲△ 6. 65 ± 0. 23▲△

中药低剂量组 8 5. 77 ± 0. 36 7. 83 ± 0. 26 16. 26 ± 1. 78△ 9. 50 ± 1. 51△ 5. 33 ± 1. 57△

注: 与正常组同时间比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组同时间比较，▲P ＜ 0. 05; 与本组前一时间点比较，△P ＜ 0. 05

表 4 各组大鼠不同时间脑梗死边缘区 IIIβ-Tubulin阳性细胞数比较 ( 个 /视野，珋x ± s)

组别 鼠数 1 d 3 d 7 d 14 d 28 d

正常组 8 4. 27 ± 1. 32 4. 27 ± 1. 32 4. 29 ± 1. 03 4. 27 ± 1. 02 4. 28 ± 1. 03
模型组 8 5. 51 ± 0. 22* 7. 37 ± 0. 56* 9. 69 ± 1. 17＊△ 12. 70 ± 1. 04＊△ 9. 75 ± 0. 63*

中药高剂量组 8 7. 26 ± 1. 12▲ 8. 71 ± 1. 04▲ 14. 30 ± 1. 01▲△ 17. 20 ± 0. 94▲△ 12. 30 ± 0. 74▲△

中药中剂量组 8 6. 72 ± 1. 31▲ 8. 51 ± 0. 24▲△ 12. 70 ± 1. 14▲△ 15. 90 ± 1. 34▲△ 11. 80 ± 0. 93▲△

中药低剂量组 8 5. 27 ± 1. 32 7. 88 ± 0. 21 11. 30 ± 1. 04△ 13. 60 ± 0. 92 10. 30 ± 0. 67

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，▲P ＜ 0. 05; 与本组前一时间点比较，△P ＜ 0. 05

组，其余各组在 7 天或 14 天时 IIIβ-Tubulin阳性细
胞达到高点 ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

在脑梗死时，机体可以自发动员或促进自体

NSCs激活，促进 NSCs迁移增殖分化，参与损伤修
复，但这种自我修复能力有限，尚不足以改善脑缺

血后血供及神经功能恢复［6 － 7］。近年来研究证明，
中药在调节内源性神经干细胞的迁移中发挥了重要

作用，如苏晓慧等［8］研究发现给予补阳还五汤 3 周
后损伤区残存或侵入的星形胶质细胞和内皮细胞基

质细胞衍生因子-1 ( SDF-1 ) 的表达上调，缺血区
周围 BrdU阳性细胞数显著增加。冯珂等［9］证实健
脾益智胶囊可促进 BrdU 阳性细胞数量增加，通过
激活 Notch 通路以促进缺血后神经干细胞增殖分
化，延长神经干细胞增殖分化时间的作用。程建华
等［10］发现姜黄素除促进缺血后内源性 NSCs的增殖
外，也促进其迁移，其机制可能是通过激活 Notch
信号通路产生的。NSCs 在脑梗死区局部微环境诱
导下可分化为神经元、星形胶质细胞等; MAP-2
为神经细胞骨架成分，IIIβ-Tubulin 是成熟神经元
标记物之一，GFAP是星形胶质细胞的特异性标记

物，BrdU 是反映神经干细胞增殖较为理想的指
标［11 － 14］。
本研究结果显示，正常组偶见 BrdU、MAP-2、

GFAP、IIIβ-Tubulin 阳性细胞，模型组和中药低、
中、高剂量组各时间点梗死边缘区 BrdU、MAP-2、
GFAP、IIIβ-Tubulin阳性细胞数均比正常组明显增
多; 并且除正常组，其余各组 BrdU、MAP-2、
GFAP、IIIβ-Tubulin阳性细胞数随缺血时间延长有
增多趋势，在 7 天或 14 天达到高点 ( P ＜ 0. 05 ) 。
中药中、高剂量组在 1、3、7、14 天时 BrdU、
MAP-2、GFAP、IIIβ-Tubulin 阳性细胞数比模型组
相应时间点显著增多 ( P ＜ 0. 05 ) 。提示血塞通胶
囊对于 NSCs有激活作用，有利于脑缺血后神经功
能重建，并促进 NSCs 增殖和在脑内转移，说明血
塞通胶囊对维持神经元较长时间处于分化状态作用

明显。
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Effects of Xuesaitong Capsules on the Ｒepair and Ｒegeneration of Autologous Neural Stem Cells in Infarcted
Brain Tissue of Ｒats
ZHANG Jinsheng1，ZHANG Baoxia2，DU Meimei1，WANG Xiaoya1，FAN Huihui1

( 1． The First Affiliated Hospital of Henan University of TCM，Henan Province 450008; 2． The Third Affiliated Hospital of Henan U-
niversity of TCM)

ABSTＲACT Objective To study the effects of Xuesaitong Capsules on the repair and regeneration of autologous
neural stem cells in infarcted brain tissue of rats． Methods The middle cerebral artery ischemia-reperfusion injury
model was established with modified Zea-Longa method． The rat models were randomized into the model group and
Xuesaitong Capsules high-dose，middle-dose and low-dose groups，with 40 in each． Forty healthy rats were selected as
the normal group． Xuesaitong Capsules high-dose，middle-dose and low-dose groups were gavaged with 60 mg / ( 100
g·d) ，40 mg / ( 100 g·d) and 20 mg / ( 100 g·d) of Xuesaitong Capsules respectively． The normal group and
model group were gavaged with same volume of normal saline． The intragastric administration lasted for 28 day． Eight
rats were sacrificed on the 1st，3rd，7th，14th and 28th day after administration respectively to detect the expressions
of 5-bromodeoxyuridine ( Brdu) ，microtubule associated protein-2 ( MAP-2) ，glial fibrillary acidic protein ( GFAP)
and IIIβ-Tubulin． Ｒesults The Brdu，MAP-2，GFAP and IIIβ-Tubulin positive cells were occasionally seen in the
normal group． Comparing with the normal group，the Brdu，MAP-2，GFAP and IIIβ-Tubulin positive cells were sig-
nificantly increased in the model group and Xuesaitong Capsules high-dose，middle-dose and low-dose groups ( P ＜
0. 05) ． Comparing with the model group at the same time point，the Brdu，MAP-2，GFAP and IIIβ-Tubulin positive
cells were significantly increased in Xuesaitong Capsules high-dose，middle-dose and low-dose groups ( P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusion Xuesaitong Capsules can promote the proliferation and differentiation of neural stem cells in infarcted
brain tissue and improve the repair and regeneration of damaged brain tissue．
Keywords Xuesaitong Capsules; neural stem cells; cerebral infarction; cell proliferation; cell differentiation
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