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肾脑复元汤对 ＭＣＡＯ大鼠 ＨＧＦ及 ＴＧＦβ表达的影响
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摘要　目的：探究肾脑复元汤对ＭＣＡＯ大鼠脑保护作用及其机制。方法：７２只 ＳＤ大鼠随机分为假手术组、模型组、肾脑
复元汤组，根据处死时间每组再随机分为３ｄ、７ｄ、１４ｄ３个亚组。比较各组大鼠神经功能缺损评分、脑梗死体积、神经营
养因子ＨＧＦ及ＴＧＦβ表达。结果：与模型组比较，肾脑复元汤组大鼠神经功能缺损评分明显下降（Ｐ＜００１），脑梗死体
积明显缩小（Ｐ＜００１），缺血侧脑组织ＨＧＦ及ＴＧＦβ表达明显增加（Ｐ＜００１）。结论：肾脑复元汤可以明显改善 ＭＣＡＯ
大鼠神经功能缺损症状，并促进脑梗死组织修复，其机制可能是通过促进ＨＧＦ、ＴＧＦβ的表达。
关键词　肾脑复元汤；缺血性中风；肝细胞生长因子；转化生长因子β
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　　缺血性中风又称脑梗死，是指各种原因所致脑
部血液供应障碍，导致局部脑组织缺血、缺氧性坏

死，而出现相应神经功能缺损的一类临床综合征［１］。

目前，临床上尚缺乏有效的脑保护制剂，而以“肾脑同

病、肾脑同治”理论为指导的研究发现中医药能有效

促进中风后神经功能恢复，提高神经营养因子的表

达，抑制炎性反应［２３］。本研究以上述理论为指导，从

神经功能评分、脑梗死体积、肝细胞生长因子（Ｈｅｐａｔｏ
ｃｙｔｅＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）及转化生长因子β（Ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）的表达等方面探讨肾脑
复元汤对大脑中动脉缺血（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃ
ｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）大鼠模型神经保护作用及其机制。
１　材料与方法
１１　实验材料

１１１　实验动物　健康 ＳＰＦ级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠，体重（２８０±２０）ｇ，购于湖南省斯莱克景
达实验动物有限公司（实验动物生产许可证号

ＳＹＸＫ（湘）２０１１０００３）；动物饲养于湖南中医药大学
ＳＰＦ级实验动物中心（许可证号 ＳＹＸＫ（湘）２００９
０００１）。
１１２　药品试剂　兔抗大鼠 ＨＧＦ试剂盒与兔抗大
鼠ＴＧＦβ试剂盒（武汉博士德生物公司）；２，３，５氯
化三苯基四氮唑（Ｓｉｇｍａ）；通用ｐｖ９０００试剂盒（上海
瑞齐生物科技有限公司）；水合氯醛（武汉市法迪斯

公司）。

１１３　主要仪器　精密电子天平（ＯＨＡＵＳ），石蜡
切片机（ＲｅｉｃｈｅｒｔｈｉｓｔｏＳＴＡＴ），光学显微镜（Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ），电子体温计。
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１１４　药物制备　肾脑复元汤组成：熟地黄１０ｇ、
黄芪３０ｇ、山茱萸１０ｇ、山药１５ｇ、川芎１０ｇ、红景天
２０ｇ、丹参１０ｇ、牡丹皮１０ｇ、赤芍１０ｇ、当归尾１０ｇ、
地龙１０ｇ。所用均为道地药材，购于湖南省中医药
大学第一附属医院。采用自动煎药壶煎煮，煎煮方

法：第一煎加水５００ｍＬ，煎取２００ｍＬ汤汁；第二煎
加水３００ｍＬ，煎取１５０ｍＬ汤汁；２次汤药混合后置
于６０℃水浴锅内蒸发浓缩至含生药２ｇ／ｍＬ，待冷
却后置于４℃冰箱冷藏备用。
１２　实验方法
１２１　分组与给药　所有ＳＤ大鼠参照随机数字表
法分为假手术组、ＭＣＡＯ模型组、肾脑复元汤组，各
组再根据处死时间分为７、１４、２１ｄ３个亚组，每个亚
组８只大鼠。造模２４ｈ后，肾脑复元汤组予中药汤
剂灌胃，假手术组及 ＭＣＡＯ模型组予等量蒸馏水灌
胃。大鼠灌胃中药剂量根据成人每日服用１４５ｇ生
药剂量进行体表面积比值换算［４］，灌药体积均为２０
ｍＬ／ｋｇ，每组每日灌胃 １次。经过预实验已证明本
方中药剂量因素对药效的影响无统计学意义，因此

实验中只选用临床常规使用的中药剂量。

１２２　动物造模　采用改良ＺｅａＬｏｎｇａ线栓法制作
大鼠ＭＡＣＯ模型［５］。大脑中动脉阻断成功２ｈ后拔
除线栓，造成脑缺血再灌注模型。实验中使用恒温

垫加温，电子体温计监测，使大鼠体温维持在（３７０
±０５）℃。再灌注后２ｈ后采用ＺｅａＬｏｎｇａ５分制进
行神经功能评分，分值在１～３分者为造模成功。
１２３　神经功能缺损评分　选取造模前２４ｈ、造模
成功后２４ｈ、处死前等３个时间点，采用改良大鼠神
经功能缺损严重程度评分量表（ｍＮＳＳ）［６］进行神经
功能缺损评分，各指标评分３次取均值纳入结果。
１２４　脑梗死体积计算　大鼠处死后用生理盐水

从心尖处灌注２ｍｉｎ，取出脑组织，从前囱前 ２ｍｍ
处，每隔２ｍｍ做一冠状切片，厚１０ｍ，共选取５个
层面。将２，３，５氯化三苯基四氮唑（２，３，５Ｔｒｉｐｈｅ
ｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍＣｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）用蒸馏水配成２％溶液，
将切片在３７℃下浸泡１５ｍｉｎ，每５ｍｉｎ轻轻震荡数
次。采用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件计算脑梗死面积（红
色区域为正常区域，白色区域为梗死区），各脑片梗

死面积乘以厚度（２ｍｍ）为梗死体积。
１２５　ＨＧＦ及 ＴＧＦβ表达检测　取前囱后１０～
１５ｍｍ区域做冠状切片，厚５ｍ，常规脱蜡，水化组
织，１∶１００稀释一抗、３７℃孵育２ｈ后，滴加聚合物
辅助剂和辣根酶标记二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ
显色，常规脱水，透明及封片。阴性对照滴加ＰＢＳ代
替一抗。采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜下观察，每组每
个指标检测５张切片，每张切片选取缺血海马区３
个互不重叠的视野，观察棕黄色样阳性细胞数目。

１２６　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１９０进行统计学
分析。实验数据以（珋ｘ±ｓ）表示，组间均数采用 ｔ检
验进行２组间比较，多组比较采用单因素方差分析
比较，Ｐ＜００５认为差异有统计学意义。
２　结果
２１　大鼠神经功能缺损评分　脑缺血造模后，模型
组及肾脑复元汤组大鼠神经功能均明显下降，而肾

脑复元汤组在缺血再灌注后３ｄ、７ｄ及１４ｄ神经功
能评分明显低于模型组，２组相比具有显著统计学
意义（Ｐ＜００１），说明肾脑复元汤能促进脑缺血再
灌注后神经功能恢复。见表１。
２２　大鼠脑梗死体积比较　肾脑复元汤组大鼠脑
梗死体积较模型组明显减小，差异有显著统计学意

义（Ｐ＜００１），说明肾脑复元汤能有效减小缺血灶
体积，保护脑组织。见表２、图１。

表１　不同时间点各组神经功能缺损分值比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 造模前２４ｈ 造模后２４ｈ 给药３ｄ 给药７ｄ 给药１４ｄ

假手术组 ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００
模型组 ０００±０００ ９７５±０９８ ８７６±１６７ ７１±１９８ ５７８±２５４

肾脑复元汤组 ０００±０００ ９８１±１３５ ５９７±１６８ ４３８±１６９ ３１８±１３０

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００１。

表２　大鼠脑梗死体积比较（ｍｍ３，珋ｘ±ｓ）

组别 例数
梗死体积

３ｄ ７ｄ １４ｄ

假手术组 ８ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００
模型组 ８９０５２±１２５４ ６１３５±１２３５ ３２６７±８５５

肾脑复元汤组 ８７１２４±１０１５ ４０５８±９２４ ２００３±６４３

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００１。

２３　缺血侧脑组织ＨＧＦ及ＴＧＦβ阳性细胞数比较
　模型组及肾脑复元汤组脑缺血侧脑组织 ＨＧＦ及
ＴＧＦβ阳性细胞数明显升高，且肾脑复元汤组阳性
细胞数明显高于模型组，差异有显著统计学意义（Ｐ
＜００１）。见表３、图２。

·４８５· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｐｒｉｌ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．４



表３　各组大鼠ＨＧＦ及ＴＧＦβ表达比较

组别
ＨＧＦ

第３天 第７天 第１４天
ＴＧＦβ

第３天 第７天 第１４天

假手术组 １５７９±２３８ １６１０±２４１ １５７７±２２３ ２２７９±３４４ ２２８０±２４２ ２３７７±３３９
模型组 １８１６±２４３ ２６５２±２３２ ３０３３±３６４ ３０１０±４６７ ３８５０±４３２ ４４４１±５２８

肾脑复元汤组 ２５１２±３８２ ３６６５±４１２ ４４７３±３９４ ４０３±４２３ ６０４５±３４３ ７５７６±４４５

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００１。

图１　第７天时各组脑梗死情况比较

图２　ＨＧＦ及ＴＧＦβ第７天各组表达情况（×４００）

３　讨论
肝细胞生长因子（ＨｅｐａｔｏｃｙｔｅＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，

ＨＧＦ）最先通过肝切除手术大鼠的血浆离心提纯后
得到，具有广泛的生物学效应，对于肝细胞的 ＤＮＡ
合成起到促进作用。研究表明，肝细胞生长因子对

于短暂性脑缺血后中枢神经系统神经元的生长、分

化、修复和再生起到强大的刺激作用［７］。作为一种

新发现的重要神经营养因子，ＨＧＦ的表达在脑缺血
性损伤后反应性升高，能有效营养神经，保护中枢神

经元［８］。在体和离体实验均证实，ＨＧＦ可以减少一
氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、ＴＮＦα
的表达，降低一氧化氮（ＮＯ）含量，同时促进抗炎性
因子ＩＬ１０的表达，从而起到脑保护作用［９］。ＨＧＦ
还能通过抑制细胞凋亡和细胞自噬以减少死亡细胞

数，显著降低脑缺血梗死面积［１０］。亦有研究显示，

缺血性中风后轻偏瘫患者接受康复训练能明显提高

ＨＧＦ的表达，且 ＨＧＦ的血清浓度与的恢复能力密
切相关［１１］。

转化生长因子β（ＴｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒβ，
ＴＧＦβ）属于ＴＧＦ超家族成员，对细胞的生长、分化
和免疫功能都有重要的调节作用。ＫａｎａＳｕｇｉｍｏｔｏ
研究发现，ＴＧＦβ在脑缺血核心区域表达最明显，它
的受体ｍＲＮＡ的表达则在缺血再灌注后３ｄ达到顶
峰，与此同时，作为对ＴＧＦβ升高的回应，缺血灶内
ＮＧ２＋小胶质细胞的数量明显上升，而后者则能有效
清除退化和凋亡的神经元［１２］。ＴＧＦβ信号通路是
胶质细胞限制神经炎性反应的分子机制，在中风后

亚急性期梗死皮层周围组织上调 ＴＧＦβ的蛋白表
达，降低炎性反应以保护脑功能［１３］。有研究报告指

出间充质干细胞通过分泌 ＴＧＦβ，降低单核细胞趋
化蛋白１（ＭＣＰ１）的水平，阻止 ＣＤ６８＋免疫细胞通
过受损的血脑屏障渗透进入脑组织，从而抑制缺血

后免疫炎性反应，促进缺血后大脑功能恢复［１４］。研

究也发现活化ＴＧＦβＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路能够上调
紧密连接蛋白的表达，减少基底膜降解，以此增加血

脑屏障的紧密性，降低血脑屏障被破坏和脑梗死后

出血转化概率［１５１６］。

肾脑复元汤的组方原则基于“肾脑同病、肾脑

同治”理论，药物组成主要有熟地黄、山茱萸、山药、

黄芪、红景天、牡丹皮、当归尾、赤芍、地龙、丹参、川

芎。方中以熟地黄、黄芪为君药，熟地黄能养阴填精

益髓，黄芪能大补元气，两者合用，精聚而生髓，气行
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则瘀去。山药，补脾胃而养气阴，山茱萸益肝肾而填

精髓，共为臣药；山茱萸与熟地合用助其补养肝肾，

取“肝肾同源”之意。牡丹皮、赤芍、红景天、当归尾

皆为活血之药，且以牡丹皮、赤芍之凉血活血制山茱

萸之性温，以当归尾养血活血之力助黄芪补气行血

之功，红景天既能健脾益气，又可活血化瘀，以上四

味皆为佐药。地龙入经络能搜风邪，入血脉能行气

血，帅诸药通行全身，活血通络。全方诸药合用，共

奏填精益髓、益气活血之效。

本研究结果显示，肾脑复元汤可以降低脑缺血

后大鼠神经功能评分，改善其运动、感觉及平衡功

能，对于肢体功能的恢复起到积极的促进作用。同

时，肾脑复元汤能明显缩小脑梗死体积，说明肾脑复

元汤能够减少梗死后脑组织损伤、促进损伤后组织

修复。在相关神经营养因子的表达方面，肾脑复元

汤可以显著增加 ＨＧＦ及 ＴＧＦβ阳性细胞数，促进
相关蛋白的表达。因此，本实验从动物实验的角度

证明肾脑复元汤能够在缺血性中风后有效地起到脑

保护的作用，其作用机制可能与促进神经营养因子

ＨＧＦ及ＴＧＦβ的表达有关。
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