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黄芪注射液对大鼠脑缺血再灌注损伤后

ＢＤＮＦ表达的影响
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摘要　目的：探讨黄芪注射液对大鼠脑缺血／再灌注损伤后脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）表达的影响。方法：应用线栓法
建立大鼠大脑中动脉缺血再灌注（ＭＣＡＯ／Ｒ）模型，经腹腔注射黄芪注射液（６ｍＬ／ｋｇ）干预治疗。Ｌｏｎｇａ法评分评价大鼠
神经行为功能，蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）定量检测ＢＤＮＦ蛋白的表达，荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ）检测ＢＤＮＦ基因的
表达。结果：经黄芪注射液治疗后，大鼠大脑海马区ＢＤＮＦ蛋白和ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达较对照组明显增加，动物神经行为功
能显著改善。结论：黄芪注射液可通过上调ＢＤＮＦ的表达而促进受损神经的修复，刺激神经再生，改善动物的神经行为功
能。
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　　缺血再灌注性脑损伤的直接后果是神经细胞的
凋亡或难逆性坏死和超微结构的损坏［１］。脑源性神

经营养因子（ＢｒａｉｎＤｅｒｉｖｅｄＮｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃＦａｃｔｏｒ，ＢＤ
ＮＦ）是神经营养因子家族的一员，在神经系统的发
育和神经突触的形成中起着重要作用［２３］。Ｈａｎ
等［４］研究发现，ＢＤＮＦ在骨髓间充质干细胞分化为
神经元细胞的过程中发挥重要的作用。Ｇｒａｄｅ等［５］

研究证实，ＢＤＮＦ能够促进神经元前体细胞向缺血
区迁移，促进神经再生。赵宇等［６］研究指出，ＢＤＮＦ
和神经干细胞联合移植能够促进大脑中动脉阻塞大

鼠神经功能的恢复［７］。因此，增加脑缺血／再灌注损
伤后 ＢＤＮＦ的表达，诱导神经元前体细胞迁移以及

分化为成熟的神经细胞，刺激神经再生，促进受损神

经的修复，减少细胞凋亡，可能成为缺血再灌注性脑

损伤治疗的一种有效途径。Ｙｉｎ等［８］研究指出，黄

芪注射液对大鼠脑缺血／再灌注损伤具有保护作用，
其机制可能与抗氧化、调节 ｉＮＯＳ、ＮＧＦ和 ＴｒＫＡｍＲ
ＮＡ的表达有关。罗玉敏等［９］研究指出，黄芪甲苷是

一种脑组织保护剂，可以降低血脑屏障的通透性，保

护脑组织。张海宇等［１０］研究发现，黄芪注射液能保

护脑出血灶周围的神经元，减缓大鼠脑出血后神经

元的凋亡。大量研究表明，黄芪提取物对缺氧诱导

的大脑神经元损伤具有保护作用，但其脑保护作用

的机制仍需进一步探讨［１１１２］。我们的前期实验［１３１４］
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初步证实，黄芪注射液可能通过抑制ＪＮＫ３的表达抑
制神经细胞凋亡及促进神经营养因子和血管生长因

子的表达诱导血管新生，抑制神经元的凋亡或坏死。

本实验拟进一步观察黄芪注射液对脑缺血／再灌注
损伤后 ＢＤＮＦ表达的影响，探讨其在神经保护方面
的作用和机制。

１　材料与方法
１１　动物模型及分组　２２只成年雄性（ＳＰＦ级，体
重２３０～２５０ｇ）Ｗｉｓｔａｒ大鼠，青岛药检所动物中心提
供（ＳＣＸＫ２００９０００７）。随机选择５只大鼠为对照组，
其余１７只仰卧固定在手术台上，注意无菌操作，取
颈部右侧旁正中切口，经右侧颈外颈内动脉插入线
栓建立ＭＣＡＯ／Ｒ模型［１５］，缺血２ｈ后退出线栓实现
再灌注。对照组采用相同的手术步骤，但不插入线

栓。动物苏醒后将出现右侧 Ｈｏｒｎｅｒ征，爬行时向右
侧划圈，提尾左前肢内收屈曲的１０只大鼠随机分为
模型组和治疗组各５只，术后死亡和造模不成功的７
只大鼠剔除。

１２　治疗方法　参照前期实验报道［１６］的剂量，在

造模成功２ｈ后，治疗组大鼠，经腹腔注射黄芪注射
液（国药准字Ｚ３１０２００８４）６ｍＬ／ｋｇ，之后每隔２４ｈ给
药１次，连续给药２次，对照组和模型组按同样方法
注射等量生理盐水。

１３　检测指标
１３１　神经行为功能评分　所有大鼠（ｎ＝１５）在最
后一次给药２４ｈ后，参照Ｌｏｎｇａ评分标准［１７］进行神

经行为功能评分。评分越高表示神经行为功能损伤

越严重。

１３２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量检测 ＢＤＮＦ蛋白表达　
Ｌｏｎｇａ评分后，每组的５只大鼠，腹腔注射１０％水合
氯醛３ｍＬ／ｋｇ麻醉，剪开胸壁，暴露心脏，输液器针
头刺入左心室，同时快速剪破右心耳，经心脏灌注生

理盐水约２５０ｍＬ，待大鼠四肢和肺部发白后，将大
鼠断头取出脑组织，用生理盐水洗净，迅速剥离缺血

侧（右侧）海马区脑组织２００ｍｇ，－８０℃保存备用。
取脑组织１００ｍｇ，按１００ｍｇ组织：１ｍＬＲＩＰＡ组织裂
解液：１ＬＰＭＳＦ的比例加入组织裂解液（北京盖宁科
技有限公司），－４℃冰浴中充分研磨，置于冰上裂
解３０ｍｉｎ，４℃低温离心机 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５
ｍｉｎ，取上清液于 ＥＰ管中，取１００Ｌ用 ＢＣＡ蛋白浓
度试剂盒（北京索莱宝公司）测定样品总蛋白浓度。

其余样品按体积比４∶１加入５×ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上
样缓冲液混匀，９５℃加热５ｍｉｎ，使蛋白质变性，－
２０℃保存。制备ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，下层为１０％的分

离胶，上层为５％的浓缩胶。根据测得的蛋白浓度，
各组分别取蛋白样品４０ｇ，各组分别取蛋白样品４０
ｇ，应用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）分离
蛋白，全湿法转膜（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）。转膜结束后将
ＰＶＤＦ膜浸入封闭液（含５％脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ）中，
室温下摇床封闭２ｈ，取出ＰＶＤＦ膜ＰＢＳＴ漂洗３次，
１０ｍｉｎ／次，将一抗以一定比例的稀释比例（ＢＤＮＦ为
１∶１０００，βａｃｔｉｎ为１∶６０００）加入ＰＢＳＴ中，４℃摇床
孵育过夜，ＰＢＳＴ漂洗３次，１０ｍｉｎ／次。以ＨＲＰ标记
的羊抗兔二抗稀释液（１∶１００００）室温摇床孵育２ｈ。
ＰＢＳＴ漂洗 ３次，１０ｍｉｎ／次。将化学发光液底物 Ａ
和Ｂ按１∶１的比例混合后，滴加到ＰＶＤＦ膜上，静置
１ｍｉｎ，送入暗箱曝光，用凝胶成像系统显影。应用
Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件进行条带灰度值的分析，以同一标
本βａｃｔｉｎ的灰度值作为内参照，按公式计算相对值
（目的蛋白的灰度值 ＝样品灰度值／βａｃｔｉｎ灰度
值），重复测定３次，以均数±标准差表示。
１３３　荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ）：检测ＢＤＮＦ
基因表达　取上述缺血侧脑组织１００ｍｇ，加冷的Ｔｒ
ｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）１ｍＬ，匀浆；然后４℃下离心，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ。收集上清，置于１５ｍＬＥＰ管
中。室温放置５ｍｉｎ后，加０２ｍＬ氯仿，用振荡器
振荡１５ｓ，室温放置５ｍｉｎ。４℃离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
１５ｍｉｎ取上清，加等体积异丙醇，室温放置１０ｍｉｎ。
４℃离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ。弃上清，加７５％乙
醇ｌｍＬ，旋涡器混匀，４℃离心，７５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ。
在空中短暂凉干ＲＮＡ沉淀。加超纯水２０μＬ溶解，
用枪头吹打数次，紫外分光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）
测定ＲＮＡ浓度备用。大鼠 ＢＤＮＦｃＤＮＡ引物（Ｆ：５
ＣＡＧＴＧＧＣＴＧＧＣＴＣＴＣＡＴＡＣＣ３，Ｒ：５ＣＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＡＡＣＧＡＡＣＡＧＡＡ３）扩增片段长度为 １１５
ｂｐ。内参 ＧＡＰＤＨｃＤＮＡ引物（Ｆ：５ＴＣＣＣＴＣＡＡＧ
ＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡ３，Ｒ：５ＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＧＧＡＴ
ＡＣＡＴＴ３）扩增片断长度为２０６ｂｐ，由生工生物工
程（上海）股份有限公司设计合成。利用 Ｔａｋａｒａ
ＲＮＡ反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ））根据说明书操作，按下列组成
配制反转录反应液：５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ２μＬ，Ｐｒｉ
ｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘＩ０５μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ
０５μＬ，Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ０５μＬ，ＴｏｔａｌＲＮＡ（量由浓
度定），ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏｕｐｔｏ１０μＬ。按下列条件
进行反转录反应：３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，进行１个
循环，将ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。之后利用 Ｔａｋａｒａ荧
光定量 ＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＩＩ

·７８６·世界中医药　２０１６年４月第１１卷第４期



（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）），根据说明书，按下列组成配制
ＰＣＲ反应液：ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ１０μＬ，上游
引物（５ｕＭ）１６μＬ，下游引物（５ｕＭ）１６μＬ，灭菌蒸
馏水４８μＬ。取反转录反应结束后的产物２μＬ，加
入ＰＣＲ反应液中，轻轻混匀。按以下条件进行 ＰＣＲ
反应：９５℃５ｍｉｎ，进行１个循环；９５℃１０ｓ，５７℃３０
ｓ，７２℃１０ｓ，进行４０个循环；７２℃１ｍｉｎ进行１个循
环。反应结束后，应用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０软件分析内参
基因ＧＡＰＤＨ和目的基因ＢＤＮＦ的扩增曲线，得出各
试验孔的Ｃｔ值，同一ｃＤＮＡ样本设置４个复孔，求其
Ｃｔ值的均值，并以同一样本中的ＧＡＰＤＨ的Ｃｔ值作为
内参，按照公式计算各组样品的２－ΔΔＣｔ值（２－ΔΔＣｔ＝
２［（实验组目的基因Ｃｔ实验组ＧＡＰＤＨＣｔ）（对照组目的基因Ｃｔ对照组ＧＡＰＤＨＣｔ）］ ）
将对照组的２－ΔΔＣｔ值设为１，分别计算模型组和治疗
组与对照组的２－ΔΔＣｔ值的比值，进行相对定量。
１４　统计学分析　实验结果采用 ＳＰＳＳ１７０软件
分析，实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比
较采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤｔ检验。

２　实验结果
２１　神经行为功能评分　对照组大鼠 Ｌｏｎｇａ法评
分为 （０００±０００），模型组大鼠 Ｌｏｎｇａ法评分为
（２５０±０５５），较对照组显著增高 （ｔ＝１０１１，Ｐ
＜００５）治疗组动物 Ｌｏｎｇａ法评分为 （１５０±
０５５），较模型组显著降低 （ｔ＝３１６，Ｐ＜００５）。
结果见表１。

表１　各组大鼠Ｌｏｎｇａ法评分结果（珋ｘ±ｓ）

组别 样本 Ｌｏｎｇａ法评分（分）

对照组 ５ ０００±０００
模型组 ５ ２５０±０５５

治疗组 ５ １５０±０５５＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

２２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＢＤＮＦ蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法显示，对照组 ＢＤＮＦ蛋白形成较弱 ２８ｋＤ片
段；模型组ＢＤＮＦ蛋白表达较对照组增强（ｔ＝４５１，
Ｐ＜００５）；治疗组 ＢＤＮＦ蛋白表达较模型组明显增
强（ｔ＝３６１，Ｐ＜００５）。见图１。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＢＤＮＦ蛋白表达

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

２３　ＢＤＮＦ基因的表达　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ显示，对
照组 ＢＤＮＦｍＲＮＡ（１１５ｂｐ）表达较弱，将对照组的
２－ΔΔＣｔ值设为１，分别计算模型组和治疗组与对照组
的２－ΔΔＣｔ值的比值，进行相对定量。模型组 ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ表达较对照组显著增强（ｔ＝５２５，Ｐ＜００５），
治疗组 ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达较模型组显著增强（ｔ＝
３４７，Ｐ＜００５）。见表２。

表２　各组大鼠神经元细胞ＢＤＮＦｍＲＮＡ的２－ΔΔＣｔ（珋ｘ±ｓ）

组别 样本 ＢＤＮＦｍＲＮＡ

对照组 ５ １００±０００
模型组 ５ １５５±０２３

治疗组 ５ ３０７±０９５＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

３　讨论
缺血再灌注性脑损伤是导致死亡和残疾的重要

原因，严重威胁人类健康。目前对于缺血再灌注损

伤的治疗以恢复部分脑组织的再灌注，改善脑组织

缺血缺氧状态为主，远期效果欠佳［１８］。ＢＤＮＦ不仅
神经细胞的分化、发育以及神经的生长和再生起着

维持和促进作用，而且在神经细胞损伤修复过程中

起着重要作用［１９］。因此，通过增加脑缺血／再灌注
损伤后ＢＤＮＦ的表达，诱导神经元前体细胞迁移以
及分化为成熟的神经细胞，促进受损神经的修复，刺

激神经再生，减少细胞凋亡可能成为缺血再灌注性

脑损伤治疗的重要途径。Ｔａｋｅｍｕｒａ等［２０］利用大脑

血管钳碾压ＢＤＮＦ灭活（ＢＤＮＦ＋／）小鼠左侧坐骨
神经作为模型研究发现，ＢＤＮＦ＋／小鼠神经功能和
组织上的恢复缓慢，而 ＢＤＮＦ没有灭活（ＢＤＮＦ＋／
＋）和灭活后进行骨髓移植的小鼠（ＢＤＮＦ＋／ＢＭＴ）
的神经功能和组织恢复迅速，证明 ＢＤＮＦ能够刺激
神经再生，促进受损神经的修复，在神经的形成和修

复过程中起着重要作用。Ｓｈｅｎ等［２１］研究发现，茶氨

酸能通过与氨基酸的相互作用和上调 ＢＤＮＦｍＲＮＡ
和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达对大鼠脑缺血再灌注损伤的
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起到保护作用。黄芪作为传统的中药，具有及广泛

的应用前景，Ｙｕ等［２２］研究发现，黄芪注射液具有诱

导脊髓间充质干细胞分化为神经元的能力，并能协

同间充质干细胞促进脊髓损伤的修复。江清林

等［２３］研究发现在合适浓度范围内，黄芪甲苷可促进

体外培养神经干细胞的增殖。Ｌｉｕ等［２４］研究发现黄

芪注射液在大鼠脑缺血再灌注损伤后可下调 ＪＮＫ３
基因的表达，抑制神经元凋亡，减少脑梗死体积。我

们的前期实验证实，黄芪注射液可能通过抑制ＪＮＫ３
的表达抑制神经细胞凋亡及促进神经营养因子和血

管生长因子的表达诱导血管新生，抑制神经元的凋

亡或坏死。本研究结果表明，大脑缺血再灌注损伤

后大鼠表现为行为功能障碍，同时海马区 ＢＤＮＦ蛋
白及ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达增强，经黄芪注射液干预
治疗后，ＢＤＮＦ蛋白及 ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达较治疗
前增强，动物神经行为功能改善。这些结果表明黄

芪注射液可能通过增加 ＢＤＮＦ的表达，诱导神经元
前体细胞迁移以及分化为成熟的神经细胞，刺激神

经再生，促进受损神经的修复，减少细胞凋亡，从而

发挥对脑缺血／再灌注损伤的保护作用，有望为我们
治疗缺血／再灌注脑损伤提供新的策略。当然，对于
黄芪注射液的研究仍然有许多问题没有解决，其临

床药理作用和作用机制仍需要进一步研究和探讨。

目前关于黄芪注射液的研究大多停留在细胞和动物

水平，对于分子水平和临床应用有待进一步加强。

总之黄芪注射液为我们治疗缺血／再灌注性脑损伤
提供了一种新方法，有广泛的应用前景和研究价值。

今后我们将进一步研究黄芪注射液治疗缺血／再灌
注性脑损伤的机制和治疗效果，争取将黄芪注射液

治疗缺血／再灌注性脑损伤早日应用于临床。
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ｓｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔｃｒａｎｉｅｃｔｏｍｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，１９８９，２０（１）：８４９１．

［１６］刘莎莎，高维娟，钱涛，等．黄芪注射液对脑缺血／再灌注大鼠海
马组织ＪＮＫ３表达的影响［Ｊ］．中国药理学通报，２０１２，２８（５）：
６６５６７０．

［１７］ＳｕｎＷ，ＧｏｕｌｄＴＷ，ＮｅｗｂｅｒｎＪ，ｅｔａｌ．ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｃＪｕｎｉｎａ

ｖｉａｎａｎｄｍａｍｍａｌｉａｎｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｉｎｖｉｖｏｄｕｒｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ：Ａｎｅａｒｌｙ
ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｅｖｅｎｔｉｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃａｓｃａｄｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２００５，２５
（２３）：５５９５５６０３．

［１８］贾建平．缺血性脑血管病治疗学进展［Ｊ］．中国药学杂志，２００４，

３９（４）：２４１２４３．
［１９］吴莎，华清泉，杨琨，等．脑源性神经营养因子研究进展［Ｊ］．中

华临床医师杂志：电子版，２０１３，２０（９）：２３２６．
［２０］ＴａｋｅｍｕｒａＹ，ＩｍａｉＳ，ＫｏｊｉｍａＨ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒｆｒｏｍｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｓｐｏｓｔｉｎｊｕｒｙｒｅｐａｉｒｏｆ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（９）：４４５４９２．

［２１］ＳｈｅｎＨ，ＳｈｅｎＸ，ＷａｎｇＲ，ｅｔａｌ．［Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅａｎｉｎｅｏｎｃｅｒｅｂｒａｌｉｓ
ｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ］［Ｊ］．ＷｅｉＳｈｅｎｇＹａｎＪｉｕ，２０１１，４０

（６）：６８４６８７．
［２２］ＹｕＱ，ＢａｉＹＳ，ＬｉｎＪ．［ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｓｔｒａｇａｌｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｆｏｒｒｅｐａｉｒｉｎｇｔｈｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ
ｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ］［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｇｕｏＺｈｏｎｇＸｉＹｉＪｉｅＨｅＺａＺｈｉ，２０１０：３０

（４）：３９３３９７．
［２３］江清林，张天英，李竹，等．黄芪甲苷对大鼠海马源神经干细胞

体外增殖的影响［Ｊ］．中国医药，２０１３，８（２）：１７９１８１．
［２４］ＬｉｕＧ，ＳｏｎｇＪ，ＧｕｏＹ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｃｔｓｃｅｒｅｂｒａｌｉｓ

ｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｎｅｕｒｏｎａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＪＮＫ３ａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＢｅｈａｖＢｒａｉｎ
Ｆｕｎｃｔ，２０１３，９：３３３６．
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