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摘要　目的：观察川芎赤芍对大鼠脑梗死再灌注后血管生成素１（Ａｎｇ１）、缺氧诱导因子１ａ（ＨＩＦ１ａ）的影响。方法：线栓
法制备大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型，将ＳＤ大鼠随机分为空白组、模型组、川芎赤芍低、高剂量组、银杏叶片组。ＥＬＩＳＡ
法测定大鼠血清Ａｎｇ１，实时荧光定量ＰＣＲ方法检测缺血脑组织ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ表达。结果：大鼠血清Ａｎｇ１测定：给药３
ｄ、７ｄ、１４ｄ模型组与空白组相比升高，具有统计学意义（Ｐ＜００５）；给药３ｄ、７ｄ、１４ｄ模型组与川芎赤芍低剂量组、高剂
量组、银杏叶组相比水平低，具有统计学意义（Ｐ＜００５）；实时荧光定量ＰＣＲ检测ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ：给药３ｄ、７ｄ、１４ｄ模型组
与空白组相比表达升高，具有统计学意义（Ｐ＜００５）；给药３ｄ、７ｄ、１４ｄ模型组与川芎赤芍低剂量组、高剂量组、银杏叶组
相比表达水平低，具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：川芎赤芍可升高缺血再灌注大鼠血清中Ａｎｇ１的水平及缺血脑组织
中ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ的表达，提示川芎赤芍治疗脑梗死机制可能与促进血管新生有关。
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　　脑梗死（ＣｅｒｅｂｒａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＣＩ）是指由于脑部血
液供应障碍导致脑组织发生缺血缺氧性变性或死

亡，出现相应的神经功能受损表现［１］。近年来研究

发现［２］如果能尽快促进缺血区的血管新生，增加新

的侧枝循环，恢复局部血流，不仅可以阻止这些可逆

性损伤的神经元进一步加重出现不可逆变性，而且

可以为神经结构的重塑性创造良好的微环境，有利

于神经功能的恢复，改善患者预后。川芎、赤芍是传

统名方经常一起使用的药对，具有行气活血化瘀功

效。本研究探讨两药配伍应用对大鼠脑缺血再灌注

血管新生的影响，并与银杏叶片进行比较分析。

１　材料与方法
１１　实验材料　选用健康雄性 ＳＤ大鼠１２０只，体
重２４０～２６０ｇ，购自辽宁长生生物技术有限公司（许
可证编号：ＳＹＸＫ（辽）２０１２０００３）。川芎和赤芍，购
于辽宁中医药大学附属第二医院，中药阳性对照药

银杏叶片：安徽圣鹰药业有限公司，批号：１５０８０６。
血管生成素Ⅰ（Ａｎｇ１）ＥＬＩＳＡ试剂盒（北京诚林生物
科技有限公司，批号：Ｅ３０５７０）。罗氏 ｃＤＮＡ合成试
剂盒 ０４８９６８６６００１ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
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ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（１００ｕｎｉｔｓ）；０３３５８９４１００１组织匀浆仪用
锣盖管；０３５４２３９４００１ＭａｇＮａＰｕｒｅＬＣＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ
ＫｉｔＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ罗氏全自动核酸纯化试剂盒
（ＲＮＡ提取）。
１２　分组与给药方法　健康雄性 ＳＤ大鼠，每组２４
只。按照随机数字表法随机分为：１）空白组：正常大
鼠不手术；２）模型组：参照文献采用线栓法制备大脑
中动脉局灶性脑缺血模型；３）川芎赤芍低剂量组；４）
川芎赤芍高剂量组；５）银杏叶片组。银杏叶片配制
成浓度为００２７片／ｍＬ。各组大鼠于３ｄ、７ｄ、１４ｄ
进行取材，每次取材各组８只大鼠，进行ＥＬＩＳＡ法测
定大鼠血清 Ａｎｇ１（血管生成素），实时荧光定量
ＰＣＲ方法检测大鼠缺血脑组织ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ。
１３　主要仪器　ＭＣＡＯ栓线（２８０～３５０ｇ）：北京西
浓科技有限公司，型号：２８３８Ａ４。罗氏 ＭＰＬＣ２０全
自动核酸提取系统，罗氏 ＬＣ４８０实时荧光定量 ＰＣＲ
仪，罗氏组织匀浆仪。ＴＤ５ＡＷＳ低速台式离心机：
长沙湘仪离心机仪器有限公司。电热恒温培养箱：

厦门医疗电子仪器厂，出厂编号：８２０６２。ＴｈｅｒｍｏＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪：北京平利洋经贸有限公
司。

１４　模型制备　采用线栓法制备大鼠大脑中动脉
局灶性脑缺血再灌注模型［３］：ＳＤ大鼠腹腔注３％水
合氯醛麻醉后，仰卧固定于手术台，颈部正中切开，

暴露出右侧颈总动脉，分离出颈内、外动脉，在颈内

外动脉分叉处结扎颈外动脉，右侧颈总动脉处剪口，

插入头端圆钝直径为０２８ｍｍ的 ＭＣＡＯ栓线，进栓
线长度约１８～１９ｍｍ，在大脑中动脉起始端线栓大
鼠大脑中动脉，然后将颈总动脉连同栓线一起结扎。

栓塞２ｈ后取出ＭＣＡＯ栓线。动物清醒２ｈ后参照
ＺｅａＬｏｎｇａ［４］的５分制法进行神经功能评分，分值在
１～３分者入组。０分：无神经损伤症状；１分：不能
完全伸展对侧前爪；２分：向对侧转

#

；３分：向对侧
倾倒；４分：不能自发行走，意识丧失。神经功能评
分分数越高，神经功能缺损越严重，反之亦然。未到

时间点死亡等不足动物随机替补。

１５　实验方法　１）分别于给药第３天、７天、１４天
处死各组大鼠。处置方法：３％水合氯醛腹腔麻醉，
腹主动脉取静脉血，取血５ｍＬ／次，全血在室温中静
置３０ｍｉｎ左右，然后以３０００ｒ／ｍ离心１０ｍｉｎ，取血
清放入－２０℃冰箱中冻存备用。取血后将各组大
鼠断头处死，取出右侧缺血脑组织，置 －８０℃冰箱
进行冻存。２）ＥＬＩＳＡ法测定大鼠血清血管生成素
（Ａｎｇ１）。用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测缺氧诱导

因子１ａ（ＨＩＦ１ａ）。
１６　统计学方法　数据采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，应用ＳＰＳＳ１７０统计分析软件进行数据处理。
经正态性和方差齐性检验，多组间均数比较采用单

因素方差分析，以Ｐ＜００５表示有统计学意义。
２　结果
２１　ＥＬＩＳＡ法大鼠血清血管生成素（Ａｎｇ１）测定　
给药３ｄ、７ｄ、１４ｄ模型组与空白组、相比升高，具有
统计学意义（Ｐ＜００５）；给药３ｄ、７ｄ、１４ｄ模型组与
低剂量组、高剂量组、银杏叶组相比水平低，具有统

计学意义（Ｐ＜００５），提示川芎、赤芍对脑神经功能
缺失有治疗作用，可能是通过调节与血管新生有关

因子的变化，促进了神经功能修复。见表１。

表１　各组血清中ＡＮＧ１的含量变化情况（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 只数 ３ｄ ７ｄ １４ｄ

空白组 ８ ２２９６３±４４５８ ２４３２５±４２６５ ２５１７５±４１１７

模型组 ８ ３７１００±６５１７ ４０１１３±３９１９ ３７６００±７０８４
低剂量组 ８ ４８９６３±７８７２ ５０６７５±５９７５ ４６８６３±５１６４

高剂量组 ８ ４６３８８±８９４２ ４８１００±４２２４ ４５５２５±５２５４

银杏叶组 ８ ４４８５０±７０２８ ４６０５０±５４３９ ４４１１３±５４３７

　　注：和模型组比较：Ｐ＜００５。

图１　给药３ｄ各组缺血脑组织中ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ
表达水平变化情况

图２　给药７ｄ各组缺血脑组织中ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ
表达水平变化情况

２２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ　给药
３ｄ、７ｄ、１４ｄ模型组与空白组相比表达升高，具有统
计学意义（Ｐ＜００５）；给药３ｄ、７ｄ、１４ｄ低剂量组、
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高剂量组、银杏叶组与模型组相比表达水平高，具有

统计学意义（Ｐ＜００５），提示川芎、赤芍对脑缺血损
伤后ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ表达水平有影响，提示川芎、赤
芍可能增加血管新生和具有脑保护作用。见图１－
图３。

图３　给药１４ｄ各组缺血脑组织中ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ

表达水平变化情况

３　讨论
缺血性脑血管病遗留的神经功能缺损一直是人

类医学史上的难题。脑缺血后神经元的修复不仅与

生长相关因子、营养因子表达等有关，而且还取决于

脑缺血区血管新生的微环境［５］。血管新生（Ａｎｇｉｏ
ｇｅｎｅｓｉｓ，ＡＧ）的概念于 １９９３年由 Ｈｏｃｋｅｌ等首先提
出。血管新生是指在原有血管基础上通过血管内皮

细胞增殖、芽生、游走、血管分裂和分支而形成新的

毛细血管网，使其功能与局部的需要相适应的生物

学过程［６］。血管新生可以影响脑缺血后侧枝循环的

建立，从而为神经功能的重塑和神经细胞的修复创

造良好的微环境。

Ａｎｇ属于特异性血管新生作用因子，由 Ａｎｇ１、
Ａｎｇ２、Ａｎｇ３和 Ａｎｇ４组成。Ａｎｇ１是目前发现的
一种能够抵抗血管渗漏的内源性蛋白质因子，缺血

再灌注早期 Ａｎｇ１表达升高具有促进血管新生作
用。它能抵抗炎性以及血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
引起的血管渗漏，对 ＶＥＧＦ促血管新生的功能有促
进和互补作用，且并不影响血管的正常形态，长期高

浓度的 Ａｎｇ１对健康无明显不利影响［７］。Ｍｅｎｇ
等［８］研究发现，Ａｎｇ１能促进大鼠脑缺血后缺血半
暗带内内源性内皮细胞增殖和血管新生。脑缺血损

伤过程中，低氧引起神经元细胞损伤。低氧诱导因

子１（ＨＩＦ１）是аβ异型二聚体，对与血管新生相关
的基因有重要的调节作用。缺氧细胞低氧诱导因
子血管内皮生长因子血管新生可能是主要的调节
通路［９］。缺氧细胞通过激活低氧诱导因子来诱导血

管内皮生长因子等基因的表达，通过此来完成受损

区新生血管代偿缺血区血供不足的功能。

近年来，许多学者对中药治疗脑梗死的作用机

制进行了大量的临床观察和实验研究，证实了多种

中药具有抗凝、防止动脉粥样硬化、改善脑血流、防

止缺血性损伤、保护神经细胞，促进血管新生等作

用，而且均可通过多种途径发挥协同作用共同治疗

脑梗死。有研究结果显示，其中丹参组、川芎组、赤

芍组，丹参黄芪组、丹参黄芪组、川芎黄芪组可明显

促进人脐静脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）增殖能力；可
见不同的活血化瘀药和补气活血药配伍应用对 ＨＵ
ＶＥＣ的增殖能力具有不同的促进作用，这可能是这
些药物在细胞层面上促进血管生成的作用机制。本

研究显示川芎、赤芍配伍应用能够显著上调脑缺血

再灌注后 ＡＮＧ１及 ＨＩＦ１ａｍＲＮＡ的表达，提示川
芎、赤芍治疗急性脑梗死可能与参与调节促进血管

新生因子表达有关，为该药临床治疗脑梗死提供了

理论依据。
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