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益气活血药物对脑梗死恢复期大鼠

ｃｆｏｓ基因表达的影响
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摘要　目的：基于ｃｆｏｓｍＲＮＡ观察益气活血药物对脑梗死恢复期大鼠的影响。方法：以Ｌｏｎｇａ的方法略作改良制作大鼠
左侧大脑中动脉阻塞模型，按照随机数字表的方法随机分为正常组、模型组、假手术组、益气组、活血组、益气活血组、ＥＲＫ
抑制剂７组，采用ＲＴＰＣＲ技术，在治疗２８ｄ观察益气活血药物对脑梗死恢复期大鼠梗死皮层 ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达的影响。
结果：在治疗２８ｄ后，模型组较正常组ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达明显下降（Ｐ＜００５），益气活血组与ＥＲＫ抑制组较模型组有一定
程度提高（Ｐ＜００５），活血组与模型组比较，无明显统计学意义（Ｐ＞００５），益气组的ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达低于其他各组（Ｐ＜
００５）。结论：在脑梗死恢复期，益气活血药物在一定程度上可改善脑缺血，优于单纯益气与单纯活血，其疗效机制可能与
提高ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达有关。
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　　脑梗死是一种严重危害人类健康的常见难治性
疾病，寻求有效的防治方法一直是脑梗死研究领域

的热点课题。益气活血中药在脑梗死恢复期的治疗

中起到重要价值，然而其疗效的分子机制尚不清楚，
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为此设立本研究。通过比较单纯益气及单纯活血药

物，于梗死２８ｄ观察益气活血药物对脑梗死恢复期
大鼠的ｃｆｏｓ基因的影响，从分子生物学水平揭示益
气活血药物治疗脑梗死恢复期的疗效机制，为益气

活血药物治疗脑梗死恢复期的应用提供科学依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康雄性 ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４２只，
体重（２０７～２３８）ｇ，平均（２１９８４±６７２）ｇ，由北京维
通利华实验动物技术有限公司提供，许可证号：

ＳＣＸＫ（京）２０１５０００１。饲养在 ＳＰＦ环境下，术前１２
ｈ禁食，不禁水。
１１２　药物　活血药：注射用血栓通（冻干）（三七
总皂苷）（广西梧州制药集团股份有限公司，批准文

号：国药准字 Ｚ２００２５６５２，生产批号：１４０５２４０６）。益
气药：黄芪注射液（正大青春宝药业有限公司，批准

文号：国药准字 Ｚ３３０２０１７９，生产批号：１４０９０５１）。
益气活血药：注射用血栓通（冻干）＋黄芪注射液。
ＥＲＫ抑制剂：Ｕ０１２６（Ｓｉｇｍａ）。
１１３　试剂与仪器　１）试剂：ＴＲＮｚｏｌ总 ＲＮＡ提取
试剂（北京天根生化科技有限公司）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＴａＫａＲａ公司）、
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＩＩ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ），ＲＯＸ
ｐｌｕｓ（ＴａＫａＲａ公司）、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ
公司）、引物合成（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。２）主要仪器：涡旋振
荡仪（ＱＬ９０２）（海门市其林贝尔仪器制造有限公
司）、离心机（Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｄ）（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、分光光
度计（ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００）（Ｔｈｅｒｎｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、荧光定
量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００）（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　１）分组：按照随机数字表
法，将大鼠分为 ７组：正常组、假手术组、模型组、
ＥＲＫ抑制组、单纯活血组、单纯益气组、益气活血
组，每组６只，由于本研究观察时点较长，部分大鼠
因进食困难等因素而死亡，因此，每组实际完成研究

的例数为３只。２）模型制备方法：以 Ｌｏｎｇａ的方法
略作改良，制作线栓阻塞大鼠左侧大脑中动脉模型，

同时按照Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分观察术后动物的神经症状和
体征［１］。

１２２　给药方法　各组均在脑梗死造模后开始给
药。中药各组给予相应中药注射剂腹腔注射，１次／
ｄ，连续给药 ２８ｄ，其中活血组给予血栓通注射液
０４５ｇ／（ｋｇ·ｄ）（配比浓度 ００３ｇ／ｍＬ，平均给药
３３ｍＬ），１次／ｄ，益气组给予黄芪注射液６０ｇ／（ｋｇ

·ｄ）（配比浓度２ｇ／ｍＬ，平均给药６６ｍＬ），１次／ｄ，
益气活血组给予黄芪注射液联合血栓通注射液，１
次／ｄ，剂量同上２组。假手术组与模型组给药时间
和途径同中药组，以蒸馏水代替药液。ＥＲＫ抑制
组：予ＥＲＫ抑制剂 Ｕ１０２６腹腔注射（０１ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ），１次／ｄ）（配比浓度 ００１ｍｇ／ｍＬ，平均给药 ２２
ｍＬ）
１２３　检测指标与方法　１）检测指标：各组大鼠梗
死皮层的 ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达；２）检测方法：ＲＴＰＣＲ
法检测，引物在北京 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，ｃｆｏｓ上游
引物序列ＣＣＧＡＡＧＧＧＡＡＡＧＧＡＡＴＡＡＧＡＴＧ，ｃＦｏｓ下
游引物序列ＧＧＧＣＴＧＣＣＡＡＡＡＴＡＡＡＣＴＣＣ，ＰＣＲ扩增
片段长度大小 １７３ｂｐ；内参 ＧＡＰＤＨ上游引物序列
ＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣ，ＧＡＰＤＨ下游引物序列
ＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴＧ，ＰＣＲ扩增片段长度大
小１３１ｂｐ。采用通用方法［２］提取总 ＲＮＡ、反转录
ｃＤＮＡ、ＲＴＰＣＲ扩增及检测。按照２－△△ｃｔ相对定量
计算公式：

Ｆ＝２［（待测目的基因平均Ｃｔ值－待测组管家基金平均Ｃｔ值）－（对

照组目的基因平均Ｃｔ值－对照组管家基因平均Ｃｔ值）］

计算出相对于对照样品，各组目的基因 ｍＲＮＡ
转录水平的差异。

１３　统计学方法　将获得的实验数据输入ｅｘｃｅｌ数
据库，以均数±标准差来表示，采用 ＳＰＳＳ２００软件
作统计分析，计量资料组间比较采用方差分析，两两

比较采用ＬＳＤ检验，以 Ｐ＜００５为差异有统计学意
义，以Ｐ＜００１为差异有显著统计学意义。
２　结果
２１　各组一般情况观察　造模前，各组大鼠健康状
况相同；毛色光亮、顺滑；行动、饮食、饮水、排泄均正

常。造模后，各组大鼠在苏醒后即刻观察，其中假手

术组大鼠一般状况可，毛色光亮，受伤口影响，行动

缓慢，进食、饮水、排泄正常。而模型组等其他各组

大鼠一般状况较差，形体消瘦，进食量明显减少，毛

色黄暗，被毛不顺滑，出现右侧肢体偏瘫、转圈、不能

直立，身体向右侧倾倒，或者在原地向右侧转圈、追

尾等，评分在１～３分，不能自主到食盒内采食，不能
自主饮水，需要人为辅助喂食喂水。给药２８ｄ后，
中药各组、ＥＲＫ抑制组大鼠偏瘫症状均好于模型
组。

２２　各组脑梗死恢复期大鼠 ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达比较
（ＲＴＰＣＲ法）以正常组的平均△ＣＴ值４４４５作为对
照样本，治疗２８ｄ后，ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达趋势：正常组
与假手术组＞抑制组与益气活血组＞模型组与活血

·５６１２·世界中医药　２０１７年９月第１２卷第９期



组＞益气组，即模型组较正常组 ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达明
显下降（Ｐ＜００５），益气活血组与 ＥＲＫ抑制组较模
型组有一定程度提高（Ｐ＜００５），活血组与模型组
比较，无明显统计学意义（Ｐ＞００５），益气组的 ｃｆｏｓ
ｍＲＮＡ表达低于其他各组，提示益气活血药物在一
定程度上可提高ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达，好于单纯益气
及单纯活血，与 ＥＲＫ抑制组的疗效大致相当，但仍
未恢复至正常。见表１。

表１　各组对脑梗死恢复期大鼠ｃｆｏｓｍＲＮＡ
表达的影响比较（ｎ＝３）

组别 ２８ｄ

正常组 １００±００４４
假手术组 ０８３±００９５
模型组 ０２５±００７２
益气组 ０１４±００３６
活血组 ０３１±００２４

益气活血组 ０４１±０００３３
抑制组 ０４４±００５４
Ｆ １８１２
Ｐ ＜０００１

３　讨论
脑梗死是严重危害人类健康的重大疾病，许多

患者在急性期过后，常常留有肢体瘫痪、言语障碍、

吞咽困难、二便失控、生活难以自理等症状，这给患

者带来极大的痛苦及悲观情绪，甚至丧失生活信心，

针对脑梗死具有较高的致残率和复发率，探讨脑梗

死恢复期有效的治法，促进脑梗死患者的康复，提高

其生命质量，显得非常重要。脑梗死属于中医“中风

病”范畴，病理性质属本虚标实，急性期多以痰、瘀实

证的表现为主，而恢复期则多表现为虚（气虚、阴

虚）、瘀，益气活血法成为重要治法，王清任创立了中

风病气虚血瘀理论，他在《医林改错》中说：“半身不

遂，亏损元气，是其本源”“元气既虚，必不能达于血

管，血管无气，必停留而瘀”，提示脏腑气血的运行均

有赖于元气的推动，气无则血无以依附。久病或脏

腑衰竭，造成元气虚弱，气虚鼓动无力，不能帅气正

常运行于脉中，而变成瘀血。采用益气活血代表方

剂———补阳还五汤治疗中风偏瘫，至今仍有很高的

立论和临床指导意义，备受后世医家推崇。益气活

血法成为脑梗死恢复期的经典治法，大量研究证实

其有效性［３４］。

益气活血中药治疗脑梗死有确切疗效，但是其

疗效机制非常复杂，这与脑梗死病理机制庞杂以及

中药本身具有多水平、多通道、多靶点的效应有关。

例如，益气活血法可促进脑缺血再灌注大鼠的血管

新生，改善脑循环［５］，参与调节 Ｎｏｔｃｈ通路［６］及 Ｗｎｔ
信号通路［７］，其中黄芪注射液［８］还可使脑缺血再灌

注大鼠的神经营养因子表达。丝裂原激活蛋白激酶

（ＭｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）是细胞内
的至关重要的蛋白激酶。研究证实，ＭＡＰＫ信号转
到通路存在于大多数细胞内，将细胞外刺激信号转

导至细胞及其核内，并引起细胞生物学反应（如细胞

增殖、分化、转化及凋亡等）的过程中具有至关重要

的作用。ＭＡＰＫ可分为３个主要的亚群，即细胞外
信号调节激酶 （ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＳｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄＫｉ
ｎａｓｅ，ＥＲＫ），应激活化蛋白激酶 （ＪＮＫ）和
ｐ３８ＭＡＰＫ。其中，ＥＲＫ１／２在细胞信号转导通路中
起主要作用。ＥＲＫ１／２由２种同工异构体组成，分
别为ＥＲＫ１和ＥＲＫ２，两者在体外有相同的作用底
物，两者在功能上的重叠。活化的 ＥＲＫ形成二聚
体，转入细胞核，磷酸化其他转录因子如癌基因ｃ
ｆｏｓ、ｃｊｕｎ等而调控基因表达，参与细胞的增殖、
存活、分化、凋亡、炎性反应和氧化应激等。ｃｆｏｓ
是ＥＲＫ下游的转录因子之一，正常情况下，在神
经元中呈极低水平表达，但其作为细胞核的 “第三

信使”，通过启动和调控某些具有特殊功能意义的

靶基因的表达，对神经元的生长、分化、再生和重

塑起着举足轻重的作用。研究发现，ｃｆｏｓ的表达与
脑缺血缺氧后神经元的信息传递、凋亡密切相关。

脑缺血缺氧后即快速而短暂的诱导表达。ｃｆｏｓ的表
达参与了脑缺血耐受，是脑缺血耐受的保护机制之

一。ｃｆｏｓ蛋白的积累说明缺血后神经元蛋白质合成
能力的快速恢复，并可能在学习记忆过程中起到重

要作用［９１０］。也有学者认为 ｃｆｏｓ参与脑缺血的损
伤［１１１５］。

本研究发现，在治疗 ２８ｄ时，模型组的 ｃｆｏｓ
ｍＲＮＡ表达量较正常组明显下降，而经过益气活血
药物治疗后，呈现上升趋势（见表１），这提示在脑梗
死恢复期中，ｃｆｏｓ本身参与脑缺血的保护作用，这与
部分学者［１６］的结果相一致，益气活血药物的疗效机

制之一是提高ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达。
本研究的不足之处，每组样本量较小，需要在今

后的实验中扩大样本量进行验证，不妥之处望同行

指正。
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