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风药、补虚药对脑缺血大鼠淀粉样 β蛋白及其
蛋白前体表达的影响
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摘要　目的：观察侯氏黑散方中风药、补虚药、风药补虚药联用对脑缺血大鼠淀粉样前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）、β
－淀粉样蛋白（Ａβ）表达的影响。方法：线栓法阻断大鼠大脑中动脉，制备局灶性脑缺血大鼠模型，采用免疫组化与医学图像分
析相结合的方法检测侯氏黑散方中风药、补虚药、风药补虚药联用对 ＡＰＰ及 Ａβ４２表达的影响。结果：脑缺血２４ｈ、４８ｈ，模型
组大鼠皮层ＡＰＰ、Ａβ４２表达较假手术组明显增强（Ｐ＜００１）。缺血２４ｈ，补虚药、风药补虚药联用可明显下调ＡＰＰ表达，与模
型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；缺血４８ｈ，风药组大鼠皮层ＡＰＰ表达较模型组明显降低（Ｐ＜００５）；缺血４８ｈ，风药补
虚药联用可明显降低Ａβ４２表达，与模型组相比有统计学意义（Ｐ＜００１）。结论：风药补虚药联用可明显下调 ＡＰＰ表达，抑制
Ａβ４２的异常积聚，降低Ａβ４２的毒性，从而发挥抗脑缺血损伤的作用。
关键词　脑缺血；淀粉样前体蛋白；β－淀粉样蛋白；风药；补虚药
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　　医圣张仲景在《内经》的基础上，提出了中风的病
名，认为中风的病机是“内虚邪中”。侯氏黑散是张仲

景针对中风“正虚邪中”病机关键而创立的治疗中风

“第一方”［１］。方中以风药（菊花、防风、桂枝、川芎、细

辛、桔梗）祛风、搜风、熄风，配伍补虚药（白术、人参、

茯苓、当归）益气健脾、补益肝血，充分体现了风药佐助

补虚药治疗脑中风的用药特色。《经方发挥》认为

“《金匮要略》之侯氏黑散……列为治中风之首方，绝

非偶然，而是有其深刻意义。”前期研究表明［１－６］，侯氏

黑散可通过调节神经营养因子、控制星形胶质细胞的

适度活化，减少炎性反应因子的释放，对脑缺血大鼠神

经血管单元有很好的保护作用。为进一步阐释侯氏黑

散组方之精妙，本文利用免疫组化方法观察淀粉样前

体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）、β－淀粉样蛋
白（β－ａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）在缺血大鼠脑组织的表达
变化，探讨侯氏黑散方中风药、补虚药及风药补虚药联

用对脑缺血大鼠轴突转运及淀粉样沉淀的影响。

１　实验材料
１１　实验动物　雄性Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，清洁级，
体重２８０～３００ｇ，由北京维通利华实验动物技术有限
公司提供（许可证号为ＳＣＸＫ（京）２０１２－０００１）。饲养
于首都医科大学实验动物中心（许可证号为 ＳＹＸＫ
（ＪＩＮＧ）２０１０－００２０）。将动物分为假手术组、模型组、
风药组、补虚药组、风药补虚药联用组（简称联用药

组）。

１２　受试药物　侯氏黑散方中主要药物分为风药组、
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补虚药组。风药由菊花４０ｇ、防风１０ｇ、桂枝３ｇ、川芎
３ｇ、细辛３ｇ、桔梗８ｇ组成；补虚药由人参３ｇ、白术１０
ｇ、茯苓３ｇ、干姜３ｇ、当归３ｇ组成。（药物剂量依据
《金匮要略》侯氏黑散原方的剂量比例确定）。风药补

虚药联用组由菊花４０ｇ、防风１０ｇ、桂枝３ｇ、川芎３ｇ、
细辛３ｇ、桔梗８ｇ、生白术１０ｇ、茯苓３ｇ、干姜３ｇ、当归
３ｇ、人参３ｇ组成。中药购自北京同仁堂药店。
１３　试剂　ＡＰＰ：＃１５６５－１，ＥＰＩＴＯＭＩＣＳ；Ａβ４２：
ａｂ１０１４８，Ａｂｃａｍ；山羊抗兔ＩｇＧ－ＨＲＰ：ＡＮＲ０２－１，欣博
盛生物；苏木素：ＣＷ０１２７，北京康为世纪生物科技有限
公司；ＤＡＢ，ＺＬＩ－９０１８，中杉金桥；３％Ｈ２Ｏ２，中杉金桥；
兔超敏二步法检测试剂盒：ＰＶ－９００１，中杉金桥。
１４　主要仪器　ＤＥＮＶＥＲＩＮＳＴＲＵＭＥＮＴ电子天平：
北京赛多利萁仪器系统有限公司；微波炉（ＰＴＯＤ２０ＴＬ
－Ｄ４）：格兰仕微波炉电器有限公司；电热鼓风干燥
箱：天津市泰斯特仪器有限公司；ＭＥＮＬＡＢ－Ｕ／
４Ｃ５０１Ｈ生物信号采集处理系统：南京美易科技有限公
司；光学显微镜 ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅ８０ｉ：日本；涡旋振荡器
（ＶＧ３Ｓ２５）：ＩＫＡ公司；台式离心机（９４－１０８）：Ｓｉｇｍａ公
司；ＡＲ１１４０电子天平：美国Ａｄｒｅｎｔｕｒｅｒ公司；ＮＩＳ－Ｅｌｅ
ｍｅｎｔｓＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ图像采集分析系统，日本；ｃｅｎｔｒｉ
ｆｕｇｅ５８１０Ｒ离心机：美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
２　实验方法
２１　脑缺血大鼠模型制备　参照文献［７］制备大脑中

动脉永久性缺血模型。雄性Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，麻
醉后，仰卧固定，结扎颈总动脉近心端和颈外动脉。将

预先处理成圆头的尼龙线（直径０２６５ｍｍ）置于颈内
动脉１８ｍｍ，阻断大脑中动脉的血液供应，扎紧动脉残
端，缝合皮肤。假手术组大鼠麻醉后，仅暴露颈内外动

脉分支，不闭塞大脑中动脉。参考 ＺｅａＬｏｎｇａ［８］法于缺
血２４ｈ、４８ｈ进行神经功能缺损评分。通过神经功能评
分判断脑缺血模型的成功与否，２～３分为入选动物。
２２　分组及给药　６０只ＳＤ雄性大鼠，用随机数字表
方法将实验动物随机分为５组，即假手术组、模型组、
风药组、补虚药组，联用药组，每组１２只动物。给药剂
量按体表面积折算，风药组等效剂量为７７ｇ／ｋｇ；补虚
药组等效剂量为２５９ｇ／ｋｇ；联用药组等效剂量为１０５
ｇ／ｋｇ。各给药组先灌胃给药３ｄ，第４ｄ给药后２０ｍｉｎ
施行手术，术后２４ｈ及４８ｈ各组每６ｈ给药１次。模
型组灌胃等容量生理盐水。

２３　取材及标本处理　大鼠造模后分别于缺血２４ｈ、
４８ｈ取材。每组随机取５只大鼠，麻醉后，生理盐水快
速灌流至清澈。继以４％多聚甲醛０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓
冲液（ｐＨ７４）心内灌注固定，待充分固定后，开颅取

脑。冠状位取视交叉向尾端３～４ｍｍ组织块，投入相
同固定液于４℃固定１周后，常规石蜡包埋，切片，进
行免疫组化染色。

２４　ＡＰＰ、Ａβ４２检测　采用二步法免疫组织化学染
色法进行染色。ＡＰＰ、Ａβ４２免疫组织化学染色暴露抗
原方法：用 ００１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸缓冲液进行微波修
复，ＰＢＳ冲洗。然后每片滴加一抗５０μＬ（ＡＰＰ抗体稀
释浓度１∶１００；Ａβ４２抗体稀释浓度１∶５０），４℃孵育４０
ｈ，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗。接着每片滴加二抗Ⅰ５０
μＬ，３７℃孵育 ０５ｈ，ＰＢＳ冲洗，每片滴加二抗Ⅱ５０
μＬ，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗。最后ＤＡＢ显色２５ｍｉｎ，
蒸馏水洗涤终止，苏木素染细胞核５ｍｉｎ，显色后脱水、
透明、封片。

表１　风药、补虚药对脑缺血大鼠皮层ＡＰＰ表达的影响
（ＩＯＤ：珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ２４ｈ ４８ｈ

假手术组 ７６３３２１±４９０８４６ ８９６２４３±６０５９６７

模型组 １６０６７４０±１１５８８７４ ２５０９７１６±１３２６４０１
风药组 １２８４３８０±５８７４３６ １６５４２１４±５４０３２１

补虚药组 １０６３４４０±３６１３２６ ２０９８２００±６７７２８４
联用药组 ６５２８３３±２７０５７６ ２４９０５１７±１５２４３３６

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

表２　风药、补虚药对脑缺血大鼠皮层Ａβ４２表达的影响
（ＩＯＤ：珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ２４ｈ ４８ｈ

假手术组 ８５５００±７６１７１ ７９４５０±５１１０３

模型组 １３５４７６９±７１８３６０ １７３９５７７±９１０４６３
风药组 １２８２９２５±５８６５４９ １２２４５８２±５８７３８４
补虚药组 １１２４８００±７１７００８ １７２９５００±１２７７３２８
联用药组 １２７４３５６±９０８０７８ ９７４３００±４６１８２４

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

２５　图像分析　在 Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜下观察免疫
组化染色切片，在各组动物右侧（缺血侧）颞叶皮层选

取５个视野，ＬＥＩＣＡ数字显微照相机采集图像，利用
ＮＩＳ－ＥｌｅｍｅｎｔｓＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ图像采集分析系统分析
每个视野下 ＡＰＰ及 Ａβ４２阳性表达的积分光密度
（ＩＯＤ，ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ）以反映ＡＰＰ及Ａβ４２免
疫染色强度。

２６　统计学分析　所有数值均用（珋ｘ±ｓ）表示，运用
ＳＰＳＳ１１５（ＳＰＳＳ，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）进行统计学分析，采
用单因素方差分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果

ＡＰＰ表达主要位于神经元核周体及周围的轴突部
位。缺血２４ｈ后，缺血侧脑组织ＡＰＰ免疫反应明显增
强，棕黄色颗粒增多，染色加深，免疫阳性细胞呈丛状

聚集。图像分析结果显示，缺血２４ｈ、４８ｈ大鼠颞叶皮
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层ＡＰＰ表达明显高于假手术组（Ｐ＜００１）；与模型组
相比，补虚药、联用药可明显下调缺血２４ｈ大鼠颞叶
皮层ＡＰＰ的表达（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）；缺血４８ｈ，风
药组大鼠颞叶皮层 ＡＰＰ表达也明显低于模型组（Ｐ＜
００５）。见表１，图１。

Ａβ４２阳性表达物为棕褐色颗粒，分布于神经元细

胞质中，并可见细胞核皱缩。随着缺血时间延长，

Ａβ４２阳性表达增强。图像分析结果显示，缺血２４ｈ、
４８ｈ大鼠颞叶皮层 Ａβ４２表达较假手术组增强（Ｐ＜
００１）；风药补虚药联用可明显下调缺血４８ｈ大鼠颞
叶皮层Ａβ４２表达，差异较模型组显著（Ｐ＜００１）。见
表２，图２。

图１　脑缺血后大鼠皮层ＡＰＰ表达的变化（ｂａｒ＝５０μｍ）

图２　脑缺血后大鼠皮层Ａβ４２表达的变化（ｂａｒ＝５０μｍ）

４　讨论
淀粉样前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）

为具有受体样结构的跨膜糖蛋白［９］，通过轴浆快速顺

行运输，具有维护突触膜稳定，促进细胞黏附、增殖和

分化，抑制丝氨酸蛋白酶活性等作用［１０］。近期研究表

明，淀粉样前体蛋白也参与脑缺血损伤过程［１１－１３］，并

且是脑缺血的敏感指标之一［１４］。在本实验中我们发

现，局灶性脑缺血２４ｈ后，缺血侧脑组织 ＡＰＰ生成增
多，ＡＰＰ代谢产物Ａβ４２表达明显增高，随着缺血时间
延长，ＡＰＰ、Ａβ４２表达均成上升趋势。轴突纤维易受
到缺氧或缺血性损伤［１５］，相关研究表明，局灶性脑缺

血２ｈ后，就可见细胞骨架破坏，有髓纤维快速轴突运
输发生障碍［１６］。ＡＰＰ作为轴突损伤后的一种快速反
应性蛋白在轴突微管结构破坏，细胞骨架崩溃后，出现

异常聚集［１７］，ＡＰＰ的代谢方式有淀粉样降解途径
（ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃｐａｔｈｗａｙ）和非淀粉样降解途径（ｎｏｎ－
ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃｐａｔｈｗａｙ）。生理状态下，ＡＰＰ主要经非
淀粉样降解途径代谢，而病理状态下，ＡＰＰ则以淀粉样
降解途径代谢，产生过量的Ａβ４２与Ａβ４０，造成Ａβ的
积聚［１８］。目前研究表明 ＡＰＰ的过度表达可直接引起
神经损害，促神经细胞凋亡［１９］。但 ＡＰＰ的神经毒性
主要是由ＡＰＰ异常裂解产生的 Ａβ所引起。Ａβ４２与
Ａβ４０相比，延长的两个氨基不仅增加了 Ａβ的疏水
性，而且使其更容易聚集，具有较强的神经毒性［２０］，可

触及多种毒性机制：如通过突触体脂质过氧化物作用，

引起自由基生成和氧化应激，损伤神经元；并通过扰乱

细胞内环境的稳定，诱导细胞凋亡［２１－２２］；还可直接激

活补体系统，通过补体经典途径和膜攻击复合物介导
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产生神经毒性［２３－２４］。因而调节 ＡＰＰ表达，抑制 Ａβ４２
异常聚集，可减轻神经元损伤并减缓神经元退行性变

进程。

现代《中药学》以功效分类，将大部分风药归入解

表药中，突出了它们发散表邪、解除表证的作用，却淡

化了其他一些重要功能，在一定程度上束缚了风药的

应用范围。侯氏黑散是仲景治疗缺血性脑中风的主

方，方中集合诸药祛风、搜风、熄风：菊花用至四十分，

祛风平肝；防风用至十分，助菊花祛风；川芎亦治风，本

经谓治“中风入脑头痛”；细辛善治暗风卒倒（《世医得

效方》）；桂枝祛风更为仲景所推崇。配以白术、人参、

茯苓益气健脾，当归补肝血、润肝燥。全方体现了风药

佐助补虚药“补不足，损有余”的立法思想。本研究利

用经典的脑缺血大鼠模型，探讨侯氏黑散方中风药、补

虚药对淀粉样 β蛋白及其蛋白前体表达的单独效应
及联合作用。结果表明，风药、补虚药单独应用虽可不

同程度降低ＡＰＰ表达，但对 Ａβ４２的异常积聚没有明
显的阻抑作用，补虚药与风药联用可明显下调 ＡＰＰ表
达，抑制 Ａβ４的异常积聚，降低 Ａβ４２的毒性，从而发
挥神经元的保护作用。仲景作为中医学理、法、方、药

的奠基人，治疗脑中风善用“风药”，所立经方中“风

药”妙用者举不胜举。长期的医疗实践证明，风药非

独祛风，在调节人体脏腑经络、畅达气血津液等方面有

着重要的意义，应用范围相当广泛，尤其在多种配伍中

具有独特增效作用［２５－２６］。因此深入探讨风药佐助补

虚药抗脑血损伤的作用机制，不仅有助于阐释仲景

“内虚邪中”脑中风病机理论，还可指导风药在脑卒中

临床治疗的合理配伍应用，拓宽中医治疗脑中风的思

路。
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