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疏血通注射液激活 PI3K/Akt 通路改善缺血性脑卒中大鼠的神经功能 
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摘  要：目的  探讨疏血通注射液对缺血性脑卒中大鼠神经功能恢复的影响，并探索其作用机制。方法  采用大脑中动脉闭

塞（MCAO）法建立大鼠缺血性脑卒中模型，将 40 只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组及疏血通注射液低、高剂量（1、

2 mL/kg）组，每组 10 只。在缺血性脑卒中后 3 h 及 3、7、14 d 评估神经功能评分，并测量脑梗死体积；利用苏木素–伊红

（HE）染色观察海马缺血区域病理形态学变化；采用免疫荧光染色检测 BrdU+/Nestin+和 BrdU+/DCX+阳性细胞数量，Western 

blotting 分析突触后致密区 95（PSD-95）和突触小泡蛋白（SYP）蛋白相对表达水平。构建体外氧糖剥夺/复氧（OGD/R）细

胞模型，采用细胞计数试剂盒-8（CCK-8）法检测 0～80 μmol/mL 疏血通注射液对 PC12 细胞的增殖情况，并采用 Western 

blotting 疏血通注射液对磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）-蛋白激酶 B（Akt）通路的影响。结果  与模型组相比，在第 3、7、14 天，

疏血通注射液低、高剂量组神经功能缺损评分降低（P＜0.01）。缺血后 14 d，疏血通注射液低、高剂量组脑梗死体积降低，

BrdU+/Nestin+和 BrdU+/DCX+阳性细胞数量增加，SYP 和 PSD-95 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）。与模型组相比，10 

μmol/mL 疏血通注射液组 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 蛋白水平显著升高（P＜0.01），而这些作用可被 Akt 抑制剂 MK-2206 和

PI3K 抑制剂 BKM120 减弱。结论  疏血通注射液可通过激活 PI3K/Akt 通路改善缺血性脑卒中大鼠的神经功能。 
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Shuxuetong Injection improves neurological function in rats with ischemic stroke 

by enhancing neurogenesis and activating the PI3K/Akt signaling pathway 
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Abstract: Objective  To explore the effect of Shuxuetong Injection on the recovery of neurological function in rats with ischemic 

stroke, and to explore its mechanism. Methods  The rat model of ischemic stroke was established by middle cerebral artery occlusion 

(MCAO). Forty SD rats were randomly divided into sham operation group, model group, Shuxuetong Injection low- and high-dose (1, 

2 mL/kg) groups, with 10 rats in each group. The neurological function score was evaluated at 3 h, 3, 7 and 14 d after ischemic stroke, 

and the volume of cerebral infarction was measured. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the pathomorphological 

changes of hippocampal ischemic area. The number of BrdU+/Nestin+ and BrdU+/DCX+ positive cells was detected by 

immunofluorescence staining. The relative expression levels of postsynaptic density area 95 (PSD-95) and synaptophysin (SYP) protein 

were analyzed by Western blotting. The in vitro oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) cell model was constructed. The 

proliferation of PC12 cells treated with 0 — 80 μmol/mL Shuxuetong Injection was detected by cell counting kit-8 (CCK-8) method, 

and the effect of Shuxuetong Injection on phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)-protein kinase B (Akt) pathway was detected by Western 

blotting. Results  Compared with the model group, the neurological deficit scores of the Shuxuetong Injection low and high dose 

groups were decreased on the 3rd, 7th and 14th days ( P < 0.01 ). On the 14th day after ischemia, the cerebral infarction volume was 

decreased, the number of BrdU+/Nestin+ and BrdU+/DCX+ positive cells was increased, and the expression levels of SYP and PSD-95 
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protein were significantly increased in Shuxuetong Injection low-dose and high-dose groups (P < 0.01). Compared with the model 

group, the levels of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt proteins in the 10 μmol/mL Shuxuetong Injection group were significantly increased 

(P < 0.01), and these effects could be attenuated by Akt inhibitor MK-2206 and PI3K inhibitor BKM120. Conclusion  Shuxuetong 

Injection can improve the neurological function of ischemic stroke rats by activating the PI3K/Akt pathway. 

Key words: Shuxuetong Injection; ischemic stroke; neurological function; PSD-95; SYP; PI3K; Akt 

 

脑卒中是一种严重威胁人类健康的疾病，其中

缺血性脑卒中占比较高，具有高发病率、高死亡率

和高致残率的特点，给社会和家庭带来了沉重的负

担[1]。尽管目前在缺血性脑卒中的治疗方面取得了

一定进展，但仍然存在治疗时间窗有限以及部分患

者治疗后神经功能恢复不佳等问题[2]。因此，寻找

有效的治疗方法和药物来改善缺血性脑卒中患者的

神经功能恢复具有重要的临床意义。近年来，随着

对中枢神经系统可塑性研究的深入，人们认识到内

源性神经发生在脑损伤后的修复过程中起着至关重

要的作用[3]。神经干细胞（NSCs）能够在脑缺血损

伤后被激活，通过增殖、迁移和分化为成熟的神经

元，参与神经功能的修复[4]。同时，多种信号通路也

参与了这一复杂的过程，其中磷脂酰肌醇 3 激酶

（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路在调节细胞存

活、增殖、分化及血管生成等方面具有关键作用，其

激活对于改善脑缺血后的神经功能具有重要意义。 

中药注射液在我国脑卒中的治疗中应用广泛，

疏血通注射液是一种中药制剂，主要由水蛭、地龙

提取物组成，具有活血化瘀、通经活络的功效[5]。临

床研究表明，疏血通注射液在缺血性脑卒中的治疗

中具有一定的疗效，能够改善患者的神经功能缺损

症状[6]。本研究旨在探讨疏血通注射液对缺血性脑

卒中大鼠神经功能的影响，并进一步研究其是否通

过增强神经发生和激活 PI3K/Akt 信号通路来发挥

作用，为其临床应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  细胞与动物 

高度分化的 PC12 细胞购自中国上海细胞库。40

只雄性 Sprague-Dawley（SD）大鼠，体质量为 280～

320 g，购自上海实验动物研究中心，动物使用许可

证号 SCXK(沪)2020-0005，动物实验经郑州大学第一

附属医院科研和临床试验伦理委员会批准（批件号

2024-D0408）。动物饲养在温度约为 5 ℃、相对湿度

约为 60%的恒定环境中，食物和水不受限制。 

1.2  实验试剂 

疏血通注射液（规格 2 mL/支，批号 202305156）

购自牡丹江友搏药业有限责任公司；多聚甲醛（批

号 158127）、5-溴-20-脱氧尿苷（BrdU，批号 B8434）

均购自美国 Sigma-Aldrich 公司；2,3,5-三苯基四氮

唑氯化物（TTC，批号 T491113）购自阿拉丁；Nestin

一抗（批号 BY-0006R）购自上海博耀生物科技有限

公司；脑源性神经营养因子（批号 500-P84BT）购

自上海研卉生物科技有限公司； PI3K（批号

ab154598）、磷酸化 PI3K（p-PI3K，批号 ab302958）、

Akt（批号 ab8805）、磷酸化 Akt（p-Akt，批号

ab279732）、PSD-95（批号 ab192757）、SYP（批号

ab32127）和二抗（批号 ab256816）均购自英国

Abcam 公司；MK-2206（批号 WGC308046）购自武

汉赛维尔生物科技有限公司；BKM120（批号 HY-

70063）购自 Med Chem Express 生物科技有限公司。 

1.3  实验仪器 

bsa124s 电子天平购自赛多利斯科学仪器（北京）

有限公司；HWS-26 恒温水浴锅购自上海一恒科学仪

器有限公司；Allegra C-34R 离心机购自贝克曼库尔

特商贸（中国）有限公司；LEICA-CM1950 组织切片

机购自徕卡显微系统（上海）贸易有限公司；SteREO 

Lumar V12 荧光显微镜购自卡尔蔡司（上海）管理有

限公司；HT7700 透射电子显微镜购自日立高新技术

公司；BioLogic DuoFlow 40 蛋白质印迹设备购自伯

乐生命医学产品（上海）有限公司；XR-XB120 旷场

实验设备购自上海欣软信息科技有限公司。 

1.4  大脑中动脉闭塞（MCAO）模型的建立和治疗 

通过 MCAO 建立缺血性脑卒中模型，大鼠 ip 

2%戊巴比妥钠 40 mg/kg 进行麻醉，仔细分离颈外

动脉（ECA）、颈内动脉（ICA）和左颈总动脉（CCA）。

用手术缝线结扎颈外动脉和左颈总动脉，并用微动

脉夹夹闭颈内动脉。在左颈总动脉上切开一个小腔

后，将一根尼龙线轻轻插入颈内动脉，60 min 后进行

再灌注[7]。 

将 40 只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组及

疏血通注射液低、高剂量（1、2 mL/kg）组，每组

10 只。假手术除不进行缺血再灌注操作外，其他操

作与各组相同。造模后，假手术组和模型组均尾 iv 
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2 mL/kg 生理盐水；疏血通注射液低剂量组尾静脉

注射疏血通注射液 1 mL/kg，高剂量组尾 iv 疏血通

注射液 2 mL/kg[8]，并根据体质量连续每天给药 1

次，共 14 d。 

1.5  神经功能缺损评估 

在缺血性脑卒中后 3 h 及 3、7、14 d 评估神经

功能评分。评分标准如下：0 分，无神经功能缺损

症状；1 分，对侧前爪不能完全伸展；2 分，对侧抵

抗力下降；3 分，单向旋转；4 分，不能自主行走，

意识下降。分数越高表示神经功能损伤越严重[9]。 

1.6  脑梗死体积测量 

大鼠麻醉后断头处死，迅速分离脑组织并在

−20 ℃冰箱中冷冻约 20 min。去除小脑、脑干和嗅

球前部，将脑组织切成 5 个 2 mm 厚的冠状切片。

将切片立即在 2%的 TTC 溶液中孵育 20 min。按照

冠状切片的顺序放置脑切片并拍照。使用 Image J 测

量脑梗死体积。 

梗死体积比＝梗死体积/总脑切片体积 

1.7  苏木精–伊红（HE）染色 

灌注后，迅速分离脑样本并固定在 4%多聚甲

醛中。使用自动脱水机脱水后，将组织包埋在石蜡

中并切成 6 μm 切片，并用 HE 染色。用光学显微镜

（×200）拍摄海马齿状回的图像。 

1.8  免疫荧光染色 

为了评估神经细胞增殖，从第 9～13 天，每组

大鼠每天 ip 2 次 BrdU，剂量为 50 mg/kg，进行双

重免疫荧光染色。用 1% Triton 破坏细胞膜，并用

10%山羊血清封闭。然后，将切片在 4 ℃下与大鼠

单克隆抗体（1∶500）孵育 24 h。所用抗体为 BrdU、

Nestin 和双皮质素（DCX）。用 PBS 洗涤后，加入

二抗。覆盖切片并使用荧光显微镜拍照。 

1.9  氧糖剥夺/复氧（OGD/R）细胞模型制备 

正常 PC12 细胞在 RPMI 1640 培养基中培养，

并含有 10%胎牛血清，在常氧条件下（37 ℃、95% 

O2和 5% CO2）培养。在无葡萄糖或缺氧（94% N2和

5% CO2）的 RPMI 1640 培养基中培养高度分化的

PC12 细胞 8 h，然后复氧 12 h，制备 OGD/R 细胞

模型。在疏血通注射液处理前，分别将细胞与 TrkB

和 PI3K抑制剂（ANA-12 和 LY294002）在 10 μmol/L

下孵育 30 min。高度分化的 PC12 细胞在 OGD/R 处

理后，有或无疏血通注射液处理 12 h[10]。 

1.10  细胞增殖实验 

将高度分化的 PC12 细胞接种在 96 孔板中过

夜。本研究采用细胞计数试剂盒-8（CCK-8）观察不

同浓度（0～80 μL/mL）疏血通注射液对细胞增殖的

影响，并选择最佳浓度。采用上述方法构建 OGD/R

模型。在加入 ANA-12 和 LY294002 后，观察疏血

通注射液处理对细胞增殖的影响。 

1.11  Western blotting 实验 

使用 BCA 试剂盒检测海马组织和高度分化的

PC12 细胞中的蛋白质水平。通过电泳分离蛋白质，

并转移到 PVDF 膜上，然后将其置于用 1×TBST 配

制的 5%脱脂奶粉中完全浸泡进行封闭。分别加入

兔抗小鼠单克隆抗体 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、

PSD-95、SYP 一抗（1∶1 000），加入二抗后，使用

化学发光凝胶成像系统分析蛋白质信号。 

1.12  统计学分析 

采用 IBM-SPSS-Statistics 24.0 统计软件开展数

据统计分析。定量资料以x±s 描述，利用 ANOVA 

单因素方差分析对组间进行比较，采用 SNK 法进

行事后的两两比较。 

2  结果 

2.1  疏血通注射液对缺血性脑卒中后的神经功能

及梗死体积影响 

如表 1 所示，在缺血性脑卒中后 3 h 及 3、7、

14 d，与假手术组相比，模型组神经功能缺损评分

显著升高（P＜0.01）。与模型组相比，在第 3、7、

14 天，疏血通注射液低、高剂量组神经功能缺损评

分显著降低（P＜0.01）。与模型组相比，缺血后 14 

d，疏血通注射液低、高剂量组脑梗死体积显著降低

（P＜0.01）。结果表明，疏血通注射液以剂量相关的

方式改善了缺血性脑卒中后的神经功能。 

2.2  疏血通注射液对缺血性脑卒中大鼠的脑部病

理变化影响 

如图 1 所示，假手术组病理学正常，未观察到

神经元坏死。模型组神经元排列紊乱，细胞膜受损，

形态肿胀。此外，许多神经元丢失和死亡，一些细

胞核溶解和浓缩。然而，疏血通注射液低、高剂量

组的细胞膜和细胞结构破坏、神经细胞坏死和核浓

缩均得到明显改善。 

2.3  疏血通注射液对缺血性脑卒中大鼠神经发生

的影响 

如图 2 所示，假手术组在齿状回缺血区域很少

检测到 BrdU+/Nestin+和 BrdU+/DCX+阳性细胞。然

而，模型组大鼠中这些细胞均增加（P＜0.01），表

明 NSCs 的增殖和迁移被缺血激活。此外，在疏血
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通 注 射 液 低 、 高 剂 量 组 ， BrdU+/Nestin+ 和

BrdU+/DCX+阳性细胞数量均显著增加（P＜0.01），

表明疏血通注射液促进了脑缺血后NSCs的增殖和

迁移。 

表 1  各组大鼠神经功能评分（A）和相对梗死体积（B）比较（n＝10） 

Table 1  Comparison on neurological function scores (A) and relative infarct volumes (B) of rats in each group (n = 10) 

分组 剂量/(mL∙kg−1) 
神经功能评分 

相对梗死体积/% 
3 h 3 d 7 d 14 d 

假手术 — 0.2±0.05 0.3±0.06 0.2±0.05 0.3±0.06 — 

模型 — 3.5±0.40## 3.2±0.40## 2.7±0.50## 2.3±0.20## 35±3## 

疏血通注射液 1 3.6±0.50 2.8±0.60** 1.5±0.40** 1.0±0.30** 25±4** 

 2 3.4±0.50 2.2±0.40** 1.2±0.30** 0.9±0.20** 10±2** 

与假手术组比：##P＜0.01；与模型组比：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs sham group; **P < 0.01 vs model group. 

 

图 1  各组海马缺血区域 HE 染色（×200） 

Fig. 1  HE staining in the ischemic area of hippocampus in each group (×200) 

  

与假手术组比：##P＜0.01；与模型组比：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs sham group; **P < 0.01 vs model group. 

图 2  各组 BrdU+/Nestin+和 BrdU+/DCX+阳性细胞的荧光染色（×200）和定量分析（n＝10） 

Fig. 2  Fluorescent staining (×200) and quantitative analysis of BrdU+/Nestin+ and BrdU+/DCX+ positive cells in each group 

(n = 10) 
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如图 3 所示，与假手术组比较，模型组 PSD-95

和 SYP 蛋白相对表达水平明显降低（P＜0.01）。与

模型组相比，疏血通注射液低、高剂量组 SYP 和

PSD-95 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）。表明在

疏血通注射液治疗期间，来自 NSCs 的新神经元可

以与宿主神经元形成突触连接。 

2.4  疏血通注射液对海马组织 PI3K/Akt 信号通路

的干预 

如图 4 所示，与假手术组比，模型组 p-PI3K/ PI3K

和 p-Akt/Akt 显著下降（P＜0.01）；与模型组相比，疏

血通注射液低、高剂量组 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 蛋

白显著升高（P＜0.01）。表明 PI3K/Akt 通路可能参与

疏血通注射液对脑缺血再灌注损伤的保护机制。 

2.5  疏血通注射液对 PC12 细胞 PI3K/Akt 的干预 

在正常条件下，0～80 μL/mL 疏血通注射液处

理 PC12 细胞后，细胞增殖差异无统计学意义。在

OGD/R 条件下，2.5～40 μL/mL 疏血通注射液处理显

著增加细胞增殖，最佳剂量为 10 μL/mL。在处理前加

入 Akt 抑制剂 MK-2206 和 PI3K 抑制剂 BKM120 均

降低了细胞增殖，见图 5。 

 

 
与假手术组比：##P＜0.01；与模型组比：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs sham group; **P < 0.01 vs the model group. 

图 3  各组大鼠 PSD-95 和 SYP 蛋白相对表达水平比较（n＝10） 

Fig. 3  Comparison on relative expression level of PSD-95 and SYP protein in different groups of rats (n = 10) 

 

 

与假手术组比：##P＜0.01；与模型组比：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs sham group; **P < 0.01 vs the model group.  

图 4  疏血通注射液激活 PI3K/Akt 信号通路（x ± s，n = 10） 

Fig. 4  Shuxuetong Injection activates the PI3K/Akt signaling pathway (x ± s，n = 10) 

 

与对照组比：##P＜0.01；与 OGD/R 组比：*P＜0.05 **P＜0.01；与疏血通注射液组比：&&P＜0.01。 
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05 **P < 0.01 vs the OGD/R group; &&P < 0.01 vs Shuxuetong Injection group. 

图 5  疏血通注射液对 PC12 细胞的增殖作用（x ± s，n = 6） 

Fig. 5  Proliferation effect of Shuxuetong Injection on PC12 cells (x ± s，n = 6) 
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如图 6 所示，疏血通注射液增加了p-PI3K/PI3K和

p-Akt/Akt 蛋白质水平，这些增加被 MK-2206 和

BKM120 减弱。表明疏血通注射液促进脑缺血大鼠的

神经功能恢复，并且可能与PI3K/Akt信号的激活有关。 

 

 

 

与对照组比：##P＜0.01；与 OGD/R 组比：**P＜0.01；与疏血通注射液组比：&&P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs the OGD/R group; &&P < 0.01 vs Shuxuetong Injection group. 

图 6  疏血通注射液在体外通过激活 PI3K/Akt 信号促进神经增殖（x ± s，n = 6） 

Fig. 6  Shuxuetong Injection promotes neural proliferation by activating the PI3K/Akt signaling pathway in vitro (x ± s，n = 6) 

3  讨论 

中药注射液由于具有多靶点、起效快和协同作

用，在急诊治疗中具有独特优势，使其成为化学药

的合适补充[11]。同时，中药注射液也有一些局限性。

近年来，有报道称一些特定的中药注射液与严重不

良事件如感染、过敏反应，甚至死亡有关[12]。然而，

需要注意的是，并非所有的中药注射液都与严重不

良反应有关，许多在临床实践中已被安全有效地使

用。疏血通注射液是一种广泛用于治疗缺血性心脑

血管疾病的中药注射液，并显示出多成分和多靶点

的特征。国家卫生健康委员会发布的《中国缺血性

中风中成药合理使用指导规范》中，疏血通注射液

被列为治疗缺血性脑卒中的常用中成药之一[13]。 

本研究重点关注脑卒中恢复期的神经功能康复

和神经再生。本研究在缺血后 14 d 的观察期内研究

疏血通注射液对行为和认知功能康复的影响。行为

实验表明，疏血通注射液显著改善了缺血性脑卒中

大鼠的空间认知缺陷并增强了其活动能力。此外，

在本研究中，疏血通注射液治疗有效地改善了缺血

半暗带的病理和神经元超微结构变化。这些结果表

明，疏血通注射液治疗在神经功能的长期恢复中起

着重要作用。 

PI3K/Akt 信号通路在缺血性脑卒中可以抑制

细胞凋亡，从而促进神经元的存活。能够促进血管

内皮细胞的增殖、迁移和管腔形成，增加缺血组织

的血液灌注，改善微循环。还可以调节炎症因子的

表达，减少炎症细胞的浸润，从而减轻缺血性脑卒

中后的炎症反应[14]。本研究发现疏血通注射液显著

增加了 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 的蛋白质表达，增

强了缺血区域的神经发生水平。此外，PI3K 和 Akt

抑制剂显著抑制了疏血通注射液对体外神经增殖的

影响。本研究结果表明，疏血通注射液治疗激活的

PI3K/Akt 信号可能有助于 MCAO 大鼠的神经发生，

这在缺血性脑卒中治疗中起着至关重要的作用。 

综上所述，疏血通注射液通过激活 PI3K/Akt 信

号通路促进神经功能和神经发生。因此，疏血通注

射液可能是一种通过促进内源性神经发生治疗缺血

性脑卒中的有效药物。本研究为中医药治疗缺血性

脑卒中提供新的理论依据和治疗策略，有望改善患

者预后并拓展临床治疗思路。 
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