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补阳还五汤对脑缺血模型大鼠脑损伤的保护作用

尹天雷1 李雅2 李鹤白3 指导老师：蔡光先1

(1湖南省中医药研究院，湖南省长沙市麓山路58号，410006；2湖南中医药大学；3世界中医药学会联合会)

摘要 目的：通过观察脑缺血模型大鼠脑组织cAMP反应元件结合蛋白cREB的表达及血液丙二醛(MDA)和超氧化物歧化

酶(SOD)的活性，揭示补阳还五汤传统剂量或超微制荆对脑缺血大鼠模型脑的保护作用及机制。方法：建立脑缺血模型，分别

于缺血1天及7天测定血液中sOD及MDA含量及用免疫组织化学法观察cREB的表迭，以阳性细胞计数作为观察指标。结

果：脑缺血后，MDA明显增加，SOD活性则明显降低，提示补阳还五汤能明显降低组织内的MDA和增加SOD活性，并上调

cREB的水平，促进其活化表达。超微补阳还五汤以1／2传统生药剂量时即可达到传统补阳还五汤的效果，等剂量时效果明

显增加。结论：复方超微补阳还五汤能通过降低组织内的MDA和增加SOD活性，并上调CREB的活化对大鼠脑缺血损伤进

行保护，其作用优于传统补阳还五汤。
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Abst豫ct objectives：Throu出obse“ing expression of cyclic AMP response elementbinding pmtein(CREB)，and activity of MDA

and SOD in Rats’brains with cerebral ischemia，protective e虢cts明d tlle mechanism of traditional YaIlg—Ton母ing Five-Retuming De—

coction and i协uhra-micm prep删tion were bmu曲t to light．MenM．ds：Model of eerebral ischemia was established．At Day l卸d Day
7，concentration of SOD and MDA were detected，and expressions 0f CREB were observed using immunohis协chemical method by

cmmting p∞itive cells．ResllIts：In ischeIIlic brains，MDA incre鹳ed while activity of SOD decrea8ed markedly，suggesting the decoc—

tion w鹊able to bring doⅧMDA level锄d incre鹊e soD acti、，ity，砒the s踟e time raise level of CREB to pmnlote activation expres．
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compound Y明g．TOIlifying Fiye—Retuming￡'ecoction is better tll舳tBaditional decoc￡ion at protecting cerebral ischemia caused brain in—

jury in rats througlI brin西ng down MDA level，i瑚【proving SOD activity，蛐d promoting CREB activation．
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中药超微粉碎(又称中药微粉化)是随着现代粉

体工程微粉化技术——超微粉体技术的发展而新兴的

一门中药加工技术。超细粉体技术是一门跨学科、跨

行业的高新技术，该技术引进中药加工领域产生了微

米中药。中药超细粉体技术可使中药达到细胞级粉

碎，能提高细胞破壁率，促进中药成分的溶出，从而提

高中药的利用率与生物利用度¨J。

经检索可知，近年来对中药超微的研究多是对超

微工艺的研究以及对单味药中药的超微化研究，而从

复方角度对其研究者相对较少。故本文选择能够反应

神经元功能状态和神经元分化的cAMP反应元件结合

蛋白(cAMP Response Element．Binding Protein．CREB)

作为主要指标，同时观察丙二醛(MDA)和超氧化物歧

化酶(s0D)的活性，对补阳还五汤对实验性脑缺血动

物模型的影响进行研究，为中药复方超微研究提供一

定的研究思路与实验依据。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1动物：健康清洁级sD大鼠，雄性，60只，体重

(330±20)g，购自上海必凯公司。

1-1．2药品：由赤芍、川芎、当归尾、地龙、黄芪、桃仁、

红花等组成，保持《医林改错》原方剂量比例不变。补

阳还五汤传统剂量或超微制剂均来源于同一批药材，

二者均由湖南省中药超微工程技术研究中心提供。

1．1．3试剂：SOD及MDA试剂盒购于南京建成生物

科技公司；cREB免疫组化染色采取ABc法，试剂盒及

相应的抗体均购自武汉博士德生物科技有限公司。

1．2方法

1．2．1 脑缺血模型的制作：采用栓线法制作局灶性大

鼠脑缺血模型心』。在室温(22℃)条件下，10％的水合

氯醛(3．5mL／kg)腹腔注射麻醉大鼠后，仰卧于手术台

上，固定。颈正中切开，分离右侧颈总动脉(CCA)、颈
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外动脉(EcA)、颈内动脉(IcA)，结扎ECA近端，分离

ICA主干至翼腭动脉，不结扎。动脉夹夹闭CCA近心

端，在ccA近动脉分叉处剪一小口，缓慢向IcA插入

栓线(向内上方角度插入，否则易误人翼腭动脉)，直

到有阻力不能再插入为止，回抽少许，栓线插入深度为

(18±1)mm。在cCA根部结扎，缝合皮肤，栓线末端

留在皮肤外，缺血2h后抽出栓线即可造成再灌注模

型。动物清醒后爬行时向左转圈(追尾现象)，严重时

向左跌倒，提尾时左前肢内收屈曲提示造模成功。假

性手术组仅作皮肤切开和血管剥离，不做栓线处理，其

余操作同其它组。

1．2．2动物分组及给药：所有动物于动物清醒后按相

应分组开始灌胃给药，给药剂量按动物与人体表面积

折算，其中补阳还五汤传统汤剂组(保持《医林改错》

原方剂量)每日灌胃1．779／d浸膏粉，相当于成人每日

剂量为142．59／d的2倍；补阳还五汤超微低剂量组

(药物剂量与传统汤剂组相同)每日灌胃O．789／d浸膏

粉，相当于成人每日剂量为142．59／d，补阳还五汤超微

高剂量组，每日灌胃1．569／d浸膏粉，相当于成人每日

剂量为142．59／d的2倍。假手术组及模型对照组用

相应剂量蒸馏水3ml，并分别连续给药1天、7天后进

行处死，每组每个时点处死6只并进行相应检测。

1．2．3病理学观察：石蜡切片染色后光镜下观察缺血

侧皮层半暗带区脑组织的病理学改变。

1．2．4生化指标测定：用10％的水合氯醛腹腔注射麻

醉，迅速经腹主动脉取血，置肝素抗凝的离心管，离心

(3600r·min～，4℃)分离血浆，测定血浆sOD及MDA

含量。SOD检测采用黄嘌呤氧化酶法，MDA检测采用

硫代巴比妥酸法，测定按照试剂盒说明书进行。

1．2．5 cREB免疫组化观察：将大鼠用10％的水合氯

醛腹腔注射麻醉后，迅速打开胸腔，暴露心脏，经左心

室插管至升主动脉，剪开右心耳，快速灌人100ml左右

的生理盐水，然后用4％的多聚甲醛(0．1moL／L磷酸盐

缓冲液配制，pH7．2～7．4)进行灌注，先快后慢，进液

总量约250ml，灌注时间20～30min，然后取脑，置于相

同固定液中后固定，石蜡包埋。以视交叉和其后4mm

处两点冠状切片，行HE染色及免疫组织化学染色(采

用ABC法，按试验剂规定内容进行操作)。染色后在

400倍光镜下随机取3个视野进行拍照，并用专业软

件计算出阳性细胞数目(拍照及图像分析在湖南省中

医药大学病理教室完成)。

1．3数据处理：数据库选择EPIDA7rA3．0英文版，统

计软件选择sPsslO．0。计量资料均用茗±s进行统计

描述，各剂量组间的比较，当数据满足正态性与方差齐

性，采用LsD—t检验；如果数据不满足上述条件则采用

秩和检验。

2结果

2．1 HE染色(光镜下形态学观察)观察病理学改变：

光镜下进行形态学观察，假手术组大鼠神经细胞形态

正常，着色均匀，细胞核呈蓝色；模型组大鼠缺血中心

区大量神经细胞排列紊乱，神经元数目减少，残留神经

元萎缩，核固缩。补阳还五汤传统汤组及补阳还五汤

超微组存在缺血脑组织病变；与模型对照组比较，缺血

损伤减轻，存活神经元数目相对较多。

2。2对实验性脑缺血大鼠脑组织SOD活性及MDA

含量的影响：从表1可知，与假手术组比较，模型组脑

表1 补阳还五汤对脑缺血大鼠脑组织sOD活性及MDA含量的影响(五±s)

注：与假手术组比较，(1’P<O．05、(2’P<O．01；与模型组比较，(3’P<0．05、(4’P<0．01。

表2补阳还五汤对脑缺血大鼠脑组织cREB免疫反应阳性细胞计数的影响

注：与假手术组比较，(1’P<0．05、‘2’P(O．0l；与模型组比较，‘3’P<0．05、‘4’P<O．Ol。7天与l天比较，+P<O．05，’P<0．0l。
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组织sOD活性明显降低，MDA含量明显增高<P<

0．05或P<0．01)；与模型组比较，补阳还五汤传统汤

组及补阳还五汤超微组均能明显升高脑组织中SOD

活性，降低MDA含量。对不同剂量的补阳还五汤超

微组的分析可知，低剂量组对增加sOD活性和降低

MDA含量均略高于传统组，高剂量组效果明显高于传

统组，但不同剂量组与传统组比较差异均未有统计学

意义，经分析与本试验样本量相对较小有关。

2．3 CREB免疫组化检测

2．3．1 cREB免疫组化染色结果：在光镜下，实验大

鼠缺血后各组均有阳性细胞表达。模型组可见少量阳

性神经细胞的表达，但表达较弱；补阳还五汤传统汤组

和超微低剂量组可见阳性细胞在皮质广泛分布，而在

海马内分布相对较少；补阳还五汤超微高剂量组高倍

镜下皮质内充满棕黄色阳性反应颗粒，阳性细胞为星

形或多角形，与模型对照组比较有明显差异。

2．3．2 CREB免疫组化染色阳性细胞计数：由表2可

见，各组缺血后各时点均见有CREB免疫反应阳性细

胞，且分布特点以皮质为多，海马内分布较少。经进一

步分析，补阳还五汤传统汤组与超微汤组缺血1天及

7天后试验大鼠皮质与海马内的阳性细胞数均多于假

手术组及模型组，且补阳还五汤超微高剂量组明显优

于补阳还五汤传统汤组。缺血7天后模型组阳性细胞

有明显减少，与缺血1天比较差异有统计学意义；而补

阳还五汤传统汤组及超微汤组皮质内阳性细胞减少幅

度相对较小，与缺血1天比较未有明显差异，且高剂量

组的海马内的阳性细胞数与缺血1天比较亦未有明显

下降，明显优于补阳还五汤传统汤组。

3讨论

中风又称脑血管意外或脑卒中，缺血缺氧及再灌

注损伤造成神经元的不可逆损伤，是该病最终致围内

死亡和致残的主要原因。故如何减轻脑组织损伤、保

护神经细胞、降低致残率是治疗该病的重点。cREB

是位于细胞核内的转录因子，活化的CREB是在脑发

育期决定神经元生存及分化的关键因素之一。近年来

发现转录因子eAMP反应元件结合蛋白在中枢神经系

统中起着关键作用，诸如促进神经细胞的存活日j、再

生Hj、分化等。且随着脑缺血分子机制的深入研究，

发现急性脑缺血所致的损伤信号同时激活了内源性保

护性机制。已有实验证明转录因子cREB在脑缺血性

刺激下被活化为磷酸化CREB(pCREB)，并可能参与

了缺血性脑损伤的内源性保护机制K J。

补阳还五汤是清代著名医家王清任创立的益气活

血之代表方剂，宗《内经》“疏其气血，令其条达，而致

和平”之旨，遣方用药别具风格，并广为流传，为近代

医家治疗中风的常用方剂之一。经检索，近年来报道

用补阳还五汤治疗缺血性中风均取得了较好的疗效，

对其药理作用的报道证实了补阳还五汤具有改善脑循

环、增加脑血流量、改善血液流变学、改善脑细胞能量

代谢、抗氧化作用及抑制自由基的产生和灭活自由基、

拮抗神经毒性作用、减轻炎症反应、促进神经干细胞增

殖分化抑制神经细胞凋亡和调节神经递质或神经肽紊

乱等多方面作用帕J。

本实验研究表明，补阳还五汤能明显降低实验性

脑缺血大鼠脑组织MDA含量，提高sOD活性，增加脑

组织CREB的表达。提示补阳还五汤可能是通过清除

氧自由基及提高抗氧化酶活性，并增加cREB的表达

而增强脑损伤的内源性保护机制，从而对脑组织产生

保护作用。同时本实验进一步证明，补阳还五汤超微

组在与补阳还五汤传统1／2剂量时便具有相似的效

果，并随着补阳还五汤超微用药的增加效果明显加强；

达到与传统剂量相同时，其药理作用明显优于传统制

剂，提示中药复方超微制剂在提高药物疗效，治疗疾病

方面具有比传统药物更佳的优势。故应用补阳还五汤

超微制剂可以用较少的生药达到与传统制剂相同的效

果，可以节约原料药材，使中药服用、携带更加方便，更

易使人接受。

故加强对中药超微复方制剂的研究对推进中医及

中药的现代化事业不无裨益，也为我们以后对中药复

方现代化研究提供了一个较新的探索思路。
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