
Drug Evaluation Research第45卷 第9期 2022年9月 Vol. 45 No. 9 September 2022

注射用丹参多酚酸恢复脑缺血早期血流改善远期运动功能的作用研究
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摘 要：目的 考察注射用丹参多酚酸（SAFI）对脑缺血大鼠急性期用药的可行性，明确大鼠脑缺血再灌注后脑血流的变

化及其与远期运动功能恢复之间的相关性。方法 将Wistar大鼠随机分为假手术组、模型组及SAFI（21 mg·kg−1）组。SAFI组

根据不同给药时机又分为 3个亚组，分别是再灌后立即给药组（SAFI 0周）、再灌后 1周给药组（SAFI 1周）、再灌后 2周给药

组（SAFI 2周），每组每天给药 1次，连续 ip 7 d，为保持一致性，其余时间均 ip生理盐水，假手术组及模型组分别 ip等量生理盐

水。采用线栓法构建大鼠脑缺血再灌注模型，假手术组仅分离血管。通过观测大鼠一般状态、评估大鼠神经功能和脑梗死

体积百分比考察SAFI急性期给药的药效作用；利用激光多普勒技术检测大鼠局部脑血流量（rCBF）；通过转棒实验和步态

实验分析大鼠的运动能力；通过Pearson相关性分析方法评估不同时间点的脑血流变化与远期运动功能恢复之间的相关性。

结果 与模型组比较，SAFI 0周组大鼠的神经功能评分显著降低（P＜0.01），脑梗死体积百分比显著降低（P＜0.01），rCBF

显著提升（P＜0.05、0.01），死亡率明显下降；与模型组比较，SAFI 0周组大鼠在转棒仪上跌落潜伏期显著增加（P＜0.05、

0.01），SAFI 0周组大鼠在步态仪上运动速度显著增加（P＜0.01），四肢的摆动时间、站立时间和步态周期显著下降（P＜0.05、

0.01），四肢（除左后肢外）的步幅显著增加（P＜0.05、0.01）。与 SAFI 1、2周组比较，SAFI 0 周组脑梗死体积百分比显著降

低（P＜0.01），死亡率降低，rCBF显著升高（P＜0.05、0.01），明显促进了神经行为学功能及运动功能的恢复。Pearson相关性分

析结果表明脑缺血再灌注损伤后早期的脑血流恢复与远期运动功能呈线性相关。结论 SAFI在缺血急性期给药具有一定的

可行性；脑缺血后梗死周边区域血流恢复对远期运动功能的恢复至关重要。
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Abstract: Objective To investigate the feasibility of Salvianolic Acid for Injection (SAFI) on the acute stage of cerebral ischemia

rats, and to clarify the change of cerebral blood flow after cerebral ischemia reperfusion and its correlation with the long-term

recovery of motor function in rats. Methods Wistar rats were randomly divided into sham operation group, model group and SAFI

(21 mg·kg−1) group. The SAFI group was further divided into three subgroups according to the timing of administration, namely, the

immediate administration group after reperfusion (SAFI 0 w), the administration group one week after reperfusion (SAFI 1 w), and

the administration group two weeks after reperfusion (SAFI 2 w). Each group was given ip once a day for seven consecutive days.
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To maintain consistency, normal saline was ip for the rest of the time. Sham operation group and model group were treated with the

same amount of normal saline. The model of cerebral ischemia reperfusion in rats was established by suture occluded method. In the

sham operation group, only blood vessels were isolated. The pharmacodynamic effects of SAFI in acute stage were investigated by

observing the general state of rats and evaluating the neurological function and cerebral infarction rate of rats. Regional cerebral

blood flow (rCBF) of rats was detected by laser doppler technique. The motor ability of rats was analyzed by rotating rod test and

gait test, and the relationship between the changes of cerebral blood flow at different time points and the long-term motor function

recovery was evaluated by Pearson correlation analysis method. Results Compared with model group, the neurobehavioral score

(P < 0.01) and cerebral infarction rate (P < 0.01) of rats in SAFI 0 w group decreased significantly, rCBF increased significantly (P <

0.05 and 0.01), and mortality decreased significantly. Compared with model group, the drop latency on the rotarod (P < 0.05 and

0.01) and the movement speed on the gait meter (P < 0.01) of rats in SAFI 0 w group were significantly increased. The duration of

swinging time, standing time and gait cycle, and stride length of limbs (except left hind limb) of SAFI 0 w group significantly

increased (P < 0.05 and 0.01). Compared with SAFI 1 and 2 w group, the percentage of cerebral infarct volume in SAFI 0 w group

was significantly decreased (P < 0.05 and 0.01), the mortality was decreased, and rCBF was significantly increased (P < 0.05 and

0.01), which significantly promoted the recovery of neurobehavioral function and motor function. Pearson correlation analysis

showed that there was a linear correlation between early cerebral blood flow recovery and long-term motor function after cerebral

ischemia-reperfusion injury. Conclusion SAFI administration in the acute phase of cerebral ischemia has a certain feasibility.

Meanwhile, blood flow recovery in the peripheral area of cerebral infarction after cerebral ischemia is crucial to the recovery of

cerebral tissue perfusion and long-term motor function recovery.

Key words: Salvianolic Acid for Injection; cerebral ischemia reperfusion; acute phase; cerebral blood flow; gait analysis

缺血性脑卒中具有高发病率、高致残率和高致

死率的特点，在我国发病率逐年上升［1-2］。近年来研

究发现缺血性脑卒中不单单局限于老年人群，还逐

渐呈现出青年化的特点，因此针对缺血性脑卒中的

研究愈加受到科研人员的重视，目前对于缺血性脑

卒中的治疗倾向于分期诊治，依据情况具体分析。

脑缺血急性期是促进脑组织恢复、改善血液循环以

及改善肢体感觉运动功能障碍［3-4］的重要时期，尽快

恢复脑组织的血流供应、维持稳定的血液循环对恢

复脑缺血后受损组织的神经运动功能具有重要价

值，此外最新研究发现脑缺血后血流重建对远期运

动功能的恢复至关重要［5］。

注 射 用 丹 参 多 酚 酸（Salvianolic Acid for

Injection，SAFI）作为一种粉针剂，以丹参的水溶性

成分为主［6-7］。SAFI具有活血通络之功［8］，适用于治

疗轻中度脑卒中引起的半身不遂、偏身麻木［9］等神

经运动功能失调症状，主要适用于脑缺血恢复期的

治疗。大量实验研究表明 SAFI有效成分具有神经

保护、抗炎等［6，9-11］作用，但对脑缺血急性期的作用

特点尚不清楚，同时在脑缺血急性期用药是否能够

改善远期运动功能尚无明确结论。为了明确 SAFI

的药效特点和临床定位，本研究依据《中国急性缺

血性脑卒中诊治指南 2018》［12］对缺血性脑卒中的病

程分期结果，通过建立脑缺血再灌注损伤大鼠模

型，从脑缺血后急性期、亚急性期及恢复期的给药

时机问题出发，探讨脑缺血急性期SAFI给药干预的

合理性与有效性，进一步明确脑缺血后血流重建与

远期运动功能恢复间的相关性，以期为临床用药时

机的选择提供参考，并为促进脑缺血后神经运动功

能的改善提供思路。

1 材料

1.1 实验动物

健康雄性Wistar大鼠，体质量（290±20）g，由北

京维通利华生物科技股份有限公司供应，实验动物

生产许可证号为 SCXK（京）2016-0006，饲养于天津

中医药大学动物实验中心。动物饲养温度（23±

2）℃、湿度为（35±5）%、昼夜交替 12 h。动物实验

操作符合天津中医药大学动物伦理委员会标

准（TCM-LAEC2019080）。

1.2 实验仪器

激光多普勒血流仪（英国 Moor Instruments 公

司，型号为 Moor VMS）；大鼠转棒仪（意大利 Ugo

Basile公司）；MSI Digigait步态分析仪（深圳市瑞沃

德生命科技有限公司）。

1.3 药物及主要试剂

SAFI，每支0.13 g（含丹参多酚酸100 mg），国药

准字Z20110011，产品批号为 20190404，由天津天士

力之骄药业有限公司提供。

2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC，北京索莱宝科

技有限公司）；异氟烷（深圳市瑞沃德生命科技有限

公司，货号 21090501）；线栓（北京西浓科技有限公

司，编号A52838）。
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2 方法

2.1 实验分组及给药

Wistar 大鼠适应性饲养 1 周后，随机分为假手

术组、模型组以及 SAFI（21 mg·kg−1，预试验设置

10.5、21.0、42.0 mg·kg−1 3个剂量，结果21、42 mg·kg−1剂

量能够明显改善大鼠术后的神经功能、脑梗死程度

及脑组织形态等，且 2组间没有显著性差异，故选取

21 mg·kg−1作为给药的最佳剂量）组。SAFI组根据

不同给药时机又分为 3个亚组，分别是：再灌后立即

给药组（SAFI 0周），再灌后 1周给药组（SAFI 1周），

再灌后 2周给药组（SAFI 2周），每组每天 1次，连续

ip给药 7 d，为保持一致性，其余时间均 ip生理盐水，

假手术组及模型组分别 ip等量生理盐水，各组给药

流程见图1。

2.2 短暂性大脑中动脉闭塞模型制备

基于 Longa等［13］文献报道，利用线栓法构建短

暂性大脑中动脉闭塞模型。Wistar大鼠经异氟烷气

体吸入性麻醉，维持在异氟烷浓度为1.5%～2.5%的

麻醉状态下进行手术，具体浓度根据大鼠痛觉反应

和呼吸状态进行调整。而后仰卧位固定于手术台

上，用刀片剃除大鼠颈部毛发，碘伏消毒，剪开颈部

皮肤，分离肌肉和筋膜，小心分离左侧颈总动

脉（CCA）、颈外动脉（ECA）和颈内动脉（ICA），结扎

并剪开 ECA，将线栓轻轻插入大脑中动脉，当插入

深度在 18 mm时，固定线栓，1.5 h后取出线栓，待大

鼠清醒后放入饲养笼中，自由进食进水。假手术组

仅分离血管。

2.3 SAFI溶液制备

取 SAFI冻干粉适量，加适量生理盐水混匀，制

成10 mg·mL−1的SAFI溶液，每天现用现配。

2.4 神经功能评分

于术后1、3、7、14、21、28 d采用Longa［13］5分制评分

方法对各组大鼠进行神经功能评分。评分标准见表1。

2.5 激光多普勒血流监测

选取激光多普勒血流仪监测大鼠的脑血流量。

分别于术前及术后 3、7、14、21 d对各组大鼠进行脑

血流的监测。大鼠经异氟烷气体麻醉，俯卧位固

定，头部皮肤剃毛，采用碘伏消毒，处正中行一约

1.5 cm的纵向切口，分离皮下组织，利用 3%过氧化

氢溶液破除骨膜，棉签吸干，使冠状缝及矢状缝清

晰可见，固定多普勒激光探头，记录局部脑血流

量（rCBF）。在整个监测过程中，始终维持大鼠处于

恒温（37 ℃）条件和稳定睡眠的状态下。术前CBF

作为初始CBF，计算 rCBF变化率。

rCBF变化率＝（各时间点rCBF－初始rCBF）/初始rCBF

2.6 转棒实验

于术前 3 d开始对各组大鼠进行适应性训练，

将大鼠置于旋转棒上，在 5 min 内从 4 r·min−1转

到 40 r·min−1，每天练习 3次，连续 3 d，每次训练间隔

为 1 h，使所有大鼠最终能够随着旋转棒一起转动。

在术前以及术后 3、7、14、21、28 d，各组大鼠在轮杆

上分别进行 3次实验，每次间隔 1 h，记录每只大鼠

从杆子上跌落的潜伏期，最长时间定为 5 min，

将 5 min 内未跌落的大鼠的旋转时间记为 300 s，计

算每只大鼠的平均持续时间。

2.7 步态实验

在术前 5 d对大鼠进行适应性训练，每天练习 3

次，每次间隔 1 h，整个过程中注意减少生殖器对摄

像系统摄取四肢信号时所产生的干扰。于术后

28 d，采用步态分析仪自带的高速摄像机捕捉大鼠

行走时的脚印信息，从整体运动水平和四肢运动水

平 2方面评估大鼠的运动功能情况，利用步态分析

仪的 Digigait系统生成多种步态相关参数，最终获

取大鼠四肢的步态信号。

2.8 脑梗死体积的测定

于术后 28 d行为学检测完毕后，采用异氟烷气

体麻醉大鼠。经磷酸缓冲液（PBS）灌注后在低温条

件下快速取出脑组织，将脑组织置于−40 ℃冰箱里

图1 动物实验分组及给药说明

Fig. 1 Animal experiment group and drug administration

description

表1 Longa 5分制神经功能评分方法

Table 1 A five-point neural function scoring method of

Longa

分数

0

1

2

3

4

症状表现

正常活动，无神经功能缺失症状

提尾时患侧前肢不能完全伸展

大鼠呈左侧转圈的运动方式

大鼠行走时肢体向左侧倾倒

缺乏活动能力
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冷冻 10 min，最后在培养皿中切成厚度约为 2 mm

的冠状切片。切片浸泡在新制备的 2% TTC 溶液

中，在 37 ℃的黑暗条件下进行孵育。15 min后观察

并拍摄染色结果。使用 Image J图像分析软件分析

结果，测定脑梗死面积，计算脑梗死体积百分比。

梗死体积百分比＝（正常半侧切片面积－对侧非缺血区

域面积）/正常半侧切片面积

2.9 统计学方法

应用 SPSS 23.0 统计学软件分析处理数据，计

量资料以 x̄±s 表示，采用单因素方差分析（One

Way-ANOVA）进行显著性分析；通过 Pearson 相关

性分析方法评估不同时间点的脑血流变化与远期

运动功能恢复之间的相关性。

3 结果

3.1 SAFI对脑缺血再灌注大鼠的脑保护作用

利用神经功能评分、TTC染色以及死亡率来评

估SAFI的脑保护作用。与假手术组比较，模型组大

鼠神经功能评分显著增加，脑梗死明显（P＜0.05、

0.01），提示脑缺血再灌注模型复制成功。与模型组

比较，SAFI 0周组造模后 1、3、7 d脑缺血大鼠的神

经功能评分显著降低（P＜0.05），脑梗死体积百

分比显著降低（P＜0.01），死亡率降低；SAFI 1

周组脑梗死体积百分比显著降低（P＜0.01），SAFI

1、2周死亡率降低。与 SAFI 1、2周组比较，SAFI 0

周组脑梗死体积百分比显著降低（P＜0.01）、死亡率

降低，并促进了神经行为学功能的恢复，结果见图2。

3.2 SAFI对脑缺血再灌注大鼠脑血流的影响

如图 3 所示，与假手术组比较，模型组大鼠

在术后血流量显著下降（P＜0.01）；与模型组比

较，SAFI 0 周组在再灌后立即干预后 rCBF 显著

提升（P＜0.05、0.01），且与 SAFI 1、2 周组比较

具有显著性差异（P＜0.05、0.01）。

3.3 SAFI对脑缺血再灌注大鼠运动功能的影响

如图 4所示，转棒实验结果表明，模型组大鼠运

动协调能力降低，出现了一定的运动功能障碍，跌

落潜伏期与假手术组相比具有显著性差异（P＜

0.01）；与模型组及SAFI 1、2周组比较，从造模后 7 d

开始，SAFI 0周给药显著促进了运动协调能力的恢

复（P＜0.05、0.01）。

28 d步态行为学结果显示，与假手术组比较，模

型组大鼠运动速度显著下降（P＜0.01），四肢摆动时

间显著增加（P＜0.01），四肢的站立时间显著增

加（P＜0.01），四肢的步态周期显著增加（P＜0.01），

四肢的步幅显著降低（P＜0.01），表明脑缺血大鼠出

现四肢和躯体的运动功能障碍。与模型组比较，

SAFI 0周组运动速度显著增加（P＜0.01），四肢的摆

与假手术组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01；与SAFI 0周比较：△P＜0.05 △△P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs sham-operation group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group；△P < 0.05 △△P < 0.01 vs SAFI 0 week group

图2 SAFI对脑缺血再灌注大鼠的神经功能评分（x̄±s，n＝＝7～～12）、脑梗死体积百分比（x̄±s，n＝＝3～～4）、死亡率的影响

Fig. 2 Effect of SAFI on neurobehavioral score (x̄±s, n=7—12), infarct volume (x̄±s, n=3—4) and mortality rate in cerebral

ischemia reperfusion rats

与假手术组比较：*P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01；与

SAFI 0周比较：△P＜0.05 △△P＜0.01
*P < 0.05 vs sham-operation group; #P < 0.05 ##P < 0.01 vs model

group; △P < 0.05 △△P < 0.01 vs SAFI 0 week group

图3 大鼠在术后不同时期的局部脑血流量变化（x̄±s，n＝＝5～～6）

Fig. 3 Changes of regional cerebral blood flow in rats at

different periods after modeling (x̄±s, n=5—6)
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动时间、站立时间和步态周期显著下降（P＜0.05、

0.01），四肢（除左后肢外）的步幅显著增加（P＜

0.05、0.01）；与模型组比较，SAFI 1 周组运动速

度显著改善（P＜0.01），右前肢的摆动时间、左

后肢的步态周期显著下降（P＜0.05），其余各项

指标仅有改善的趋势；此外，与模型组比较，针

对运动速度、摆动时间、站立时间、步态周期以

及步幅，SAFI 2 周组仅有改善的趋势，不具备显

著性差异。

3.4 缺血再灌后局部脑血流恢复与运动功能恢复

相关性

考虑缺血再灌后大鼠局部脑血流变化状况与

运动功能恢复可能存在相关性关系，采用Pearson相

关性分析评估二者的相关性。结果发现，当脑血流

减少时，缺血后再灌注大鼠的运动协调能力也下

降，当脑血流恢复时，同时期的大鼠的运动协调能力

也逐渐提高，见图 5。根据图形趋势，进一步以 3、7、

14及 21 d rCBF变化率为自变量，以 28 d大鼠步态

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与SAFI 0周比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham-operation group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs SAFI 0 week group

图4 SAFI对脑缺血再灌注大鼠运动功能的影响（x̄±s，n=7～～12）

Fig. 4 Effect of SAFI on motor function of cerebral ischemia-reperfusion rats（x̄±s，n=7—12）
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分析各项参数为因变量，分别绘制散点图，如图 6所

示，发现各时间点的 rCBF 变化和 28 d 步态各项参

数呈线性相关关系。

4 讨论

脑缺血是由于多种因素引发脑组织微血流循

环的紊乱，进一步导致的脑组织坏死，当脑血流循

环稳态受到破坏时，会导致进一步的脑损伤［14］，引

起一系列的神经功能障碍，其具有一定的突发性，

传统上将其分为急性期和恢复期［12］。目前针对脑

缺血急性期的治疗最优的是利用重组组织型纤溶

酶原激活剂进行溶栓［15］，但是该类药物时间窗过

短，具有出血风险，在临床上不能广泛应用，因此迫

切需要脑缺血急性期治疗药物的开发。

丹参的水溶性酚酸类成分，主要包括丹酚酸B

和丹酚酸 D等［16-17］，是 SAFI的主要组成成分，能明

显改善脑缺血恢复期神经运动功能障碍［18-19］。本研

究探讨其是否可以作用于脑缺血急性期，因此采用

线栓法构建脑缺血后再灌注损伤大鼠模型，基于脑

缺血后不同发展阶段，如超急性期、亚急性期以及

恢复期，设计 3个给药干预组，旨在评估 SAFI在脑

缺血急性期用药的可行性。本研究通过实验观察

术后不同时机SAFI给药对缺血后脑组织的影响，发

现与模型组、亚急性期及恢复期给药干预组比较，

术后SAFI立即给药干预能明显改善神经功能评分，

降低脑梗死率和死亡率，脑保护作用更佳，表明了

SAFI针对脑缺血急性期的治疗有一定可行性。

脑缺血的严重程度与病发时间、脑血流变化密

切相关，因此尽快恢复血流供应是治疗脑缺血的关

键环节［20］。刘媛等［21］通过核磁共振成像技术考察

SAFI对脑缺血患者血流灌注的影响，发现 SAFI改

善了患者的血流灌注。基于此，本研究从多个时间

点出发，通过激光多普勒技术发现与模型组、亚急

性期及恢复期给药干预组比较，术后SAFI立即给药

干预明显促进了脑血流的恢复；并通过对行为学的

检测，进一步考察了脑缺血后不同时机SAFI给药对

脑缺血后运动功能的影响，发现SAFI在术后立即给

药可以显著提高脑缺血大鼠的运动协调能力，结果

表明SAFI急性期给药具有一定的合理性，这与其目

前临床上作用效果相仿，但提前了其原有的临床给

药时间定位。

在再灌后 3 d，脑缺血再灌注大鼠血流量下降，

同时运动协调能力降低，而后随着时间的延伸，血

流量恢复，运动协调能力也随时间逐渐恢复，发现

二者变化趋势相似。由于卒中后经常性地出现上

肢损伤［22］，因此进行相关性分析时着重前肢运动功

能的恢复。基于此，进一步发现 3、7、14、21 d血流

变化与远期运动功能呈线性相关关系，这与既有文

献报道［5］相似，脑缺血后缺血周边区域的血流恢复

对远期神经运动功能的恢复具有重要意义，同时表

明缺血急性期 SAFI给药干预可能通过恢复早期血

流而进一步作用于远期运动功能。此外，针对脑缺

血临床治疗时，可以采取一定的方法推动脑血流的

恢复，维持脑微血管循环的稳定，可能有益于远期

运动功能的恢复。

本实验结果初步表明脑缺血后 SAFI越早给药

越佳，明确了早期血流变化与远期运动功能恢复的

密切相关性关系，提示急性期SAFI给药干预可能是

通过改善早期血流从而改善远期运动功能障碍，显

示脑缺血急性期 SAFI给药具备一定的可行性及合

理性，为其临床用药时机的选择提供了一定的参

考。由于和临床实际剂量、给药方式存在一定差异

以及局灶性脑缺血动物模型与临床上缺血性脑卒

中患者两者间存在一定差异，SAFI在临床上具体用

药时机的选择，以及脑缺血后SAFI用药时机的不同

如何引起血流量的变化，从而展现不同的神经运动

功能改善作用的具体机制有待进一步深入研究。

有研究表明，SAFI具有促进血管新生的作用［23］，而

新生血管可以促进血流恢复，改善梗死周围血流的

灌注，因此，后期研究探讨不同时机给药如何影响

血流量的变化时可以从治疗性血管新生、重塑血管

可塑性的角度出发。
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