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实验研究

黄连解毒汤有效部位调控 ＶＥＧＦ表达对中动脉栓塞
大鼠海马神经元的保护
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摘要　目的：观察黄连解毒汤有效部位（总生物碱、总黄酮、总环烯醚萜）对中动脉栓塞大鼠海马神经元的保护作用。并通过检
测缺血中心区（尾壳核）和远隔脑区（海马）血管内皮生长因子ＶＥＧＦ的表达，探讨其作用机制。方法：建立中动脉栓塞大鼠模
型，免疫荧光染色技术观察神经元核蛋白ＮｅｕＮ及血管内皮生长因子ＶＥＧＦ的表达。结果：脑缺血７ｄ大鼠海马神经元核蛋白
ＮｅｕＮ表达下调，尾壳核、海马ＶＥＧＦ免疫染色强度降低，差异较假手术组有统计学意义（Ｐ＜００５）。黄连解毒汤水提取物和总
黄酮可提高海马神经元ＮｅｕＮ表达（Ｐ＜００５）；总生物碱、总黄酮、总环烯醚萜组大鼠海马 ＣＡ１区 ＶＥＧＦ表达较模型组增强（Ｐ
＜００５）；总黄酮还可明显上调尾壳核ＶＥＧＦ表达（Ｐ＜００１）。结论：黄连解毒汤总黄酮对缺血中心区、远隔脑区ＶＥＧＦ均有调
节作用，可减轻脑梗死远隔部位海马ＣＡ１区神经元继发性损害。
关键词　黄连解毒汤；中动脉栓塞；神经核抗原；ＶＥＧＦ
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　　临床和实验研究表明，大脑中动脉缺血后，脑梗死
损害并不仅仅限于梗死灶局部，远隔缺血脑区海马

ＣＡ１区也会出现神经元变性［１］。采取有效手段减轻脑

梗死远隔部位继发性损害，对卒中康复具有重要意义。

黄连解毒汤源于唐·王焘《外台秘要》，可用于急性脑

卒中及脑血管后遗症的临床治疗［２－４］，本研究重点观

察黄连解毒汤水提物３个主要有效部位（总生物碱、总
黄酮、总环烯醚萜）对中动脉栓塞大鼠海马神经元标记
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蛋白ＮｅｕＮ表达的影响，并通过检测缺血中心区（尾壳
核）和远隔脑区（海马）血管内皮生长因子 ＶＥＧＦ的表
达，探讨黄连解毒汤对脑梗死后远隔脑区继发性损害

的保护作用及机制。

１　材料与方法
１１　动物　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，体质量３２０～３５０ｇ，
由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物合

格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２－０００１。饲养在首都医科大学
实验动物中心。实验条件下自然饮食，适应环境 ３ｄ
后进行实验。

１２　受试药物　黄连解毒汤水提物及３个有效部位
（总生物碱、总黄酮、总环烯醚萜），由中国中医科学院

中药研究所提供。水提取物粉末得率为２０％；总生物
碱主要成分有黄连碱、表小檗碱、小檗碱、巴马汀，质量

分数为 ４８５０％；总黄酮主要成分是黄芩苷、汉黄芩
苷、黄芩素、汉黄芩素，质量分数为３２２２％；总环稀醚
萜主要成分是栀子苷、京尼平龙胆双糖苷、京尼平苷，

质量分数为４３０８％。
１３　试剂　鼠抗 ＮｅｕＮ（Ｍｉｌｌｐｏｒｅ，Ｃａｔ＃ＭＡＢ３７７，Ｌｏｔ＃
１９９１２６３）；兔抗 ＶＥＧＦ（Ａｂｃａｍ，批号：ａｂ４６１５４）；二抗：
ＡｌｅｘａＦｌｕｒ４８８标记山羊抗小鼠ＩｇＧ、Ｄｙｌｉｇｈｔ５９４－山羊
抗兔ＩｇＧ（北京中杉金桥有限公司）。
１４　仪器　全自动脱水机（ＢＬＥＩＣＡＡＳＰ３００型，德
国）；轮转式石蜡切片机（ＬＥＩＣＡＲＭ２２３５型，德国）；摊
片机 （ＬＥＩＣＡ ＨＩ１２１０型，德国）；包埋机 （ＬＥＩＣＡ
ＥＧ１１５０Ｈ型，德国）；Ｎｉｋｏｎ生物显微镜、ＮＩＳ－Ｅｌｅｍｅｎｔｓ
ＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ图像采集分析系统（日本）。
２　方法
２１　中动脉栓塞大鼠模型制备　参照文献［５］制作。

大鼠麻醉后，分离右颈总动脉（ＣＣＡ）、颈内动脉（ＩＣＡ）
及颈外动脉（ＥＣＡ），同侧颈总动脉永久结扎，于 ＥＣＡ
与ＩＣＡ分叉处作一切口，将制备好的线栓沿 ＣＣＡ顺行
插入，插入深度为距动脉分叉１７～１８ｍｍ，实现大脑中
动脉阻塞导致脑缺血。动物入选的标准：大鼠麻醉清

醒后出现明显左侧偏瘫体征（不能完全伸展左前肢、行

走时向左侧倾倒或转圈者）纳入，无此体征者被弃去。

２２　分组、给药　黄连解毒汤３个有效部位的给药剂
量由药理实验动物与人体临床等效剂量换算而成。实

验大鼠随机分为５组：假手术组、模型组、总生物碱组
４４ｍｇ／ｋｇ、总黄酮组５０ｍｇ／ｋｇ、总环烯醚萜组８０ｍｇ／
ｋｇ。造模后２ｈ给药组大鼠灌胃给药１次，造模２４ｈ
再次灌胃给药，连续给药７ｄ，１次／ｄ，给药体积为
０５ｍＬ／１００ｇ。假手术组、模型组灌胃等容量生理盐
水。

２３　取材与标本处理　缺血７ｄ后，每组随机取４只
大鼠，麻醉后，进行４％多聚甲醛心内灌注固定，恒定
灌注时间４５ｍｉｎ，待固定充分后，开颅取脑，切取视交
叉前２ｍｍ至视交叉后２ｍｍ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。
２４　免疫荧光组织化学染色　０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲
液（ＰＨ６０）２０ｍｉｎ修复抗原，１０％羊血清封闭，每片滴
加一抗７０μＬ（ＮｅｕＮ抗体稀释１∶１００、ＶＥＧＦ抗体稀释
１∶２００），于湿盒中４℃孵育４０ｈ。每片滴加二抗试剂
７０μＬ，室温孵育２ｈ后，００１ＭＰＢＳ洗涤，ＤＡＰＩ封片。
２５　图像处理　ＮＩＳ－ＥｌｅｍｅｎｔｓＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ图像采
集分析系统采集每张切片右侧（缺血侧）远隔脑区海

马ＣＡ１区以及缺血脑区尾壳核相互不重叠的５个视
野，分析每个视野的阳性表达，以荧光强度反映阳性表

达的免疫强度。

２６　统计学处理　所有数据均以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，用美国ＣｈｉｃａｇｏＳＡＳ公司的 ＳＰＳＳ１１５版软件
进行单因素方差分析，组间比较采用ＬＳＤ检验。
３　结果
３１　黄连解毒汤有效部位对中动脉栓塞大鼠海马神
经元ＮｅｕＮ表达的影响　ＮｅｕＮ为神经细胞特异性抗
体，可反映神经元损伤程度。图像分析结果显示，脑缺

血７ｄ大鼠海马ＣＡ１区神经元 ＮｅｕＮ表达较假手术组
明显下调（Ｐ＜００５）。水提取物和总黄酮可明显提高
海马ＣＡ１区神经元 ＮｅｕＮ荧光强度，与模型组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。（见表１）
表１　黄连解毒汤有效部位对海马ＣＡ１区神经元ＮｅｕＮ

表达的影响（珋ｘ±ｓ，例数＝４）

组别 剂量（ｍｇ·ｋｇ－１） 荧光强度

假手术 － １４１０５９±６７３６０

模型 － ８９２５５±４８１１１
水提取物 ８００ １４４７４５±９８８３６

总生物碱 ４４ ７６４４８±６１７７０
总黄酮 ５０ １３８２２０±７９９６０

总环烯醚萜 ８０ １２０４７０±６３１３６

　　注：与模型组比较Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３２　黄连解毒汤有效部位对中动脉栓塞大鼠 ＶＥＧＦ
表达的影响　ＶＥＧＦ是血管新生的正性调节因子，同
时又是一个多效性的神经保护因子。图像分析结果显

示：脑缺血７ｄ大鼠海马ＣＡ１区、尾壳核ＶＥＧＦ表达较
假手术组明显下调（Ｐ＜００５）；黄连解毒汤水提取物
及３个有效部位总生物碱、总黄酮、总环烯醚萜均可明
显上调海马ＣＡ１区 ＶＥＧＦ表达（Ｐ＜００５），总黄酮还
可增强缺血中心区尾壳核 ＶＥＧＦ的荧光强度，较模型
组差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。（见表２）
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表２　黄连解毒汤有效部位对脑缺血大鼠ＶＥＧＦ表达的
影响（珋ｘ±ｓ，例数＝４）

组别
剂量

（ｍｇ／ｋｇ）
尾壳核 海马ＣＡ１区

荧光强度

假手术 － ６９８０±４５８３ ９１０９±３４７３
模型 － １５９６６±１０４１９ ４９１３±２５６８

水提取物 ８００ １７２９８±９３９９ １１５４０±９６９１

总生物碱 ４４ １４６６３±７６３０ ９２１７±８１８７

总黄酮 ５０ ３１０３８±２４７８６ １１２９７±９２４２

总环烯醚萜 ８０ ２００１３±１５８５７ １０３４３±７８７７

　　注：与模型组比较Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

附图：

图１　黄连解毒汤有效部位对大鼠脑缺血７ｄ海马ＣＡ１区
神经元ＮｅｕＮ表达的影响（免疫荧光染色，×４００）
Ａ假手术组；Ｂ模型组；Ｃ水提物组；Ｄ总生物碱组；

Ｅ总黄酮组；Ｆ总环烯醚萜组。

图２　黄连解毒汤有效部位对大鼠脑缺血７ｄ后海马ＣＡ１区
ＶＥＧＦ表达的影响（免疫荧光染色，×４００）

Ａ假手术组；Ｂ模型组；Ｃ水提物组；Ｄ总生物碱组；
Ｅ总黄酮组；Ｆ总环烯醚萜组。

４　讨论
ＮｅｕＮ是神经元的标志蛋白，在缺血、缺氧、神经损

伤等多种病理条件下，ＮｅｕＮ免疫活性的降低可诱导神
经元的死亡［６］。在本次实验中我们观察到中动脉栓塞

７ｄ大鼠海马ＣＡ１区神经元ＮｅｕＮ表达明显减弱，结果
进一步证实大脑中动脉栓塞后并不直接影响海马的供

血，却引起了海马神经元变性［１］。同时我们注意到，伴

随神经元 ＮｅｕＮ免疫活性降低，缺血中心区尾壳核及
远隔脑区海马血管内皮生长因子 ＶＥＧＦ表达明显下
调。结果提示，中动脉栓塞后远隔缺血区海马神经元

变性与血管内皮生长因子的表达变化存在必然的联

系。

黄连解毒汤源于唐·王焘《外台秘要》，由黄连、

黄芩、黄柏和栀子组成，为清热解毒代表方。基础研究

与临床报道表明黄连解毒汤可用于治疗缺血性脑血管

病［２，７－１１］。本次实验重点对黄连解毒汤３个主要有效
部位总生物碱、总黄酮、总环烯醚萜防治脑梗死后远隔

部位继发性损害的作用进行了研究。结果显示，黄连

解毒汤水提物及有效部位总黄酮可明显增强中动脉栓

塞大鼠海马ＣＡ１区 ＮｅｕＮ阳性表达，提示总黄酮是黄
连解毒汤减轻海马 ＣＡ１区神经元损伤的主要有效部
位。ＶＥＧＦ是高度特异性的血管内皮细胞有丝分裂因
子［１２］，不仅可诱导内皮细胞增殖及毛细血管瓣生成，

促进微血管形成，有利于侧支循环的建立［１３－１４］，还能

直接作用于皮质、海马、小脑神经细胞，发挥神经营养

效应和神经再生作用［１２－１５］。已有报道表明，黄连解毒

汤可促进 ＶＥＧＦ表达［１６］，对多种因素诱导的神经细胞

损伤具有保护作用［１７－１８］。在此基础上，我们进一步分

析了黄连解毒汤总生物碱、总黄酮、总环烯醚萜对中动

脉栓塞大鼠缺血中心区尾壳核及缺血远隔脑区海马

ＶＥＧＦ表达的影响，结果发现总黄酮、总生物碱、总环
烯醚萜均可增加远隔脑区海马 ＶＥＧＦ表达，而总黄酮
还可明显上调缺血中心区ＶＥＧＦ表达。综合本次实验
结果，我们认为黄连解毒汤总黄酮可通过调节缺血中

心区、远隔脑区血管内皮生长因子，发挥神经营养效

应，对减轻脑梗死后远隔部位继发性损害具有重要意

义。
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紊乱具有一定的改善作用。

我国传统中药很多具有保肝作用，如五味子，始载

于《神农本草经》，有收敛固涩，益气生津，补肾宁心之

功效［１３］，是常用中药之一。本研究保肝实验所用阳性

对照药联苯双酯是合成五味子中木质素类成分五味子

丙素的中间体，是我国研究五味子时创制的一种治疗

肝炎的降酶药物［１４］。

巴西莓是南美洲地区常用草药［１］，其引入极大丰

富了我国药食同源原料资源。加强对这些品种的活性

成分，药理作用等方面的基础研究，可以促进传统植物

资源的有效利用，同时也促进国外天然资源与我国特

有中药资源相融合，进行更加合理的应用。本研究表

明巴西莓具有一定的解酒及保肝作用，其机制有待深

入研究。
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［Ｊ］．ＴｒａｎｓｌＳｔｒｏｋｅＲｅｓ，２０１３，４（２）：１８９－２００．

［１４］ＳｕｎＹ，ＪｉｎＫ，ＸｉｅＬ，ｅｔａｌ．ＶＥＧＦ－ｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，ｎｅｕｒｏｇｅｎｅ

ｓｉｓ，ａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｆｔｅｒｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ，２００３，１１１（１２）：１８４３－１８５１．

［１５］ＮａｍｉｅｃｉｎｓｋａＭ，ＭａｒｃｉｎｉａｋＫ，ＮｏｗａｋＪＺ．ＶＥＧＦａｓａｎａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ，ｎｅｕｒｏ

ｔｒｏｐｈｉｃ，ａｎｄｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＰｏｓｔｅｐｙＨｉｇＭｅｄＤｏｓｗ，２００５，５９：

５７３－５８３．

［１６］ＹｅＹ，ＨｕａｎｇＣ，ＪｉａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｈｕａｎｇｌｉａｎ－Ｊｉｅ－Ｄｕ－Ｔａｎｇｅｘｔｒａｃｔｐｒｏ

ｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｃｈｒｏｎｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｖｉａｈｙｐｏｘｉａ

－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ－ｆａｃｔｏｒ－１ａｌｐｈａ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＢｉｏｌＰｈａｒｍＢｕｌｌ，２０１２，３５（３）：３５５－３６１．

［１７］王志潭，窦锦明，王修彬，等．黄连解毒汤药效部位对大鼠脑缺血／再

灌注损伤的保护作用研究［Ｊ］．山东中医杂志，２０１２，３１（５）：３５４－

３５６．

［１８］吴彦，孙建宁，张爱林，等．黄连解毒汤有效部位对实验性脑缺血的

保护作用［Ｊ］．中药材，２００４，２７（５）：３５７－３６０．

（２０１４－０４－０３收稿　责任编辑：曹柏）
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