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补阳还五汤对大鼠局灶性脑缺血后血管内皮生长因子

及其受体Flkl的影响

刘柏炎1，蔡光先1．，刘 维2，陈雪梅1

(1．湖南中医药大学内科实验室，湖南长沙410007；2．中南大学湘雅医院，湖南长沙410008)

摘要：目的探讨补阳还五汤对大鼠局灶性脑缺血后血管内皮生长因子(VEGF)及其受体(Fetal liver kinase

1，Flkl)的影响。方法大鼠随机分为假手术组、模型组、尼莫地平组、补阳还五汤组，大脑中动脉线栓法复制局灶

性脑缺血模型，采用免疫组织化学法和酶联免疫法检测各组动物脑内VEGF、Flkl的表达和蛋白水平，同时评价动

物神经功能。结果在正常大鼠脑内有少量VEGF和Flkl阳性细胞，脑缺血后VEGF和Flkl阳性细胞增加；与

模型组比较，尼莫地平、补阳还五汤均能改善模型大鼠的神经功能缺失症状，增强VEGF和Flkl的表达，提高

VEGF蛋白水平(P<o．05)，于7、14 d补阳还五汤作用强于尼莫地平(P<O．05)。结论补阳还五汤增强大鼠局

灶性脑缺血后VEGF及Flkl的表达和提高VEGF蛋白水平，是其抗脑缺血的可能作用机制之一。
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Abstract：0bjective To explore the effect of Buyang Huanwu Decoction(BYHWD)011 vascular

endothelial growth factor(VEGF)and itS receptor，Fetal liver kinase 1(Flk1)in rats after focal cerebral

ischemia．Methods Rats were randomly divided into following groups including Sham group，model

group，Nimodipine group，and BYHWD group．The model of focal cerebral ischemia in rats was repro—

duced by middle cerebral artery occlusion．Rats were ig administered and killed after operated，then the

expression of VEGF and Flk l and protein level of VEGF in brain tissue of every groups were measured by

immunohistochemisty and enzyme linked immunosorbent assay，and the nervous function deficit scores

were evaluated．Results There were a few VEGF and Flkl positive cells in normal brain tissue of rats．

After focal cerebralischemia the VEGF and Flk l positive cells were increased．Compared to model group．

Nimodipine and BYHWD significantly improved the neurological behavior performance．increased the

numbers of VEGF and Flk l·positive cells，and enhanced the VEGF protein level(P<0．05)．There were

more potential effect of BYHWD than Nimodipine(P<O．05)on VEGF and Flkl at 7 and 14 d．Conclusion

BYHWD can enhance the VEGF expressions and Flk l level in rats after focal cerebral ischemia．which iS

one of possible anti—ischemic mechanism of BYHWD．

Key words：Buyang Huanwu Decoction(BYHWD)I focal cerebral ischemia，vascular endothelial

growth factor(VEGF)I Fetal liver kinase 1(Flkl)
。

缺血性中风是临床常见的急性脑血管疾病，有

较高的死亡率和致残率，改善缺血半影区的血液供

应是治疗的关键。血管内皮生长因子(vascular

endothelial growth factor，VEGF)是一种特异性

作用于血管内皮细胞的多功能因子，参与了脑缺血

后脑组织的病理修复过程。VEGF及其受体(Fetal
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liver kinase 1，Flkl)的表达上调能促进内皮细胞

的增殖，诱导新生血管形成及侧支循环建立[1’2]。补

阳还五汤是中医治疗缺血性脑损伤的有效经典方，

能够降低患者的致残率。近年来，大量实验研究表明

补阳还五汤具有降低内皮细胞黏附分子表达，减轻

脂质过氧化反应，抑制脑水肿，缩小梗死面积等抗脑

缺血作用[3~5]，但尚未见补阳还五汤对VEGF表达

影响的研究报道。本实验拟从补阳还五汤对VEGF

及Flkl的影响方面探讨其抗脑缺血的作用机制。

1材料与方法

1．1 药物及主要试剂：补阳还五汤处方来源于《医

林改错》，由黄芪120 g、赤芍10 g、川芎10 g、当归

10 g、干地龙10 g、红花10 g、桃仁10 g组成，药材

均购自湖南省中医研究院，经鉴定为道地药材，按标

准方法煎煮熬膏(含生药2 g／mL)，冷藏备用。尼莫

地平片购自济南东方制药厂，规格每片20 mg，批号

050102，用无菌蒸馏水溶解为0．1 mg／mL溶液；小

鼠抗大鼠VEGF单克隆抗体、小鼠抗大鼠Flkl单

克隆抗体购自Neomarker公司，SABC免疫组化试

剂盒、AEC显色剂购自Zymed公司，VEGF ELISA

试剂盒购自R＆D公司，水合氯醛、Triton—X100、双

氧水、甲醇均购自北京鼎国生物公司。

1．2主要仪器：E60冰冻切片机，英国Thermo公

司；BX51光学显微镜及Image--Pro Express图像

分析系统，日本Olympus公司。

1．3动物分组与给药：清洁级Wistar大鼠，280

300 g，雌雄各半，湖南中医药大学实验动物中心提

供。大鼠随机分为假手术组、模型组、尼莫地平组、补

阳还五汤组，动物术后分别存活1、3、7、14 d，每组

每个时间点各16只；另设正常对照组16只。根据

预实验结果，补阳还五汤组动物于手术后2 h起ig

14．2 g／kg补阳还五汤药液(按体表面积计算相当

60 kg成人用量的3倍)，每日1次；尼莫地平组ig

给予尼莫地平溶液1 mg／kg，给药体积均为10 mL／

kg；其他各组动物均给予等体积无菌蒸馏水，自由

饮食、活动。

1．4动物造模：参照文献方法[6]，采用大脑中动脉

线栓法复制局灶性脑缺血大鼠模型。大鼠10％水

合氯醛(1．0 g／kg)ip麻醉后，将大鼠固定于手术操

作台上，取颈正中切口，游离右侧颈总动脉、颈内动

脉、颈外动脉。结扎颈总动脉、颈外动脉。于颈总动

脉分叉部下方剪一小口，将一预先烧成圆头的尼龙

线插入颈内动脉，直到遇到轻微阻力为止，插入深度

由分叉部计为(18．5-4-0．5)mm。固定尼龙线，依次

关闭切口。假手术组仅切开皮肤、分离右侧颈总动脉

后即缝合。室温保持在20～30℃，手术时使用加热

垫。术后将动物置于放有清洁垫料的饲养盒内，自由

饮水、进食。动物于清醒后2 h参照文献方法口3进行

神经功能评分，分值在1～3分者入组，死亡等不足

动物随机替补。

I．5 神经功能评分：参照文献方法[7]进行5级评

分。0分为无神经损伤症状；1分为不能完全伸展对

侧前爪；2分为向瘫痪侧转圈；3分为向对侧倾倒；4

分为不能自发行走，意识丧失。各组动物在处死前2

h进行评分。

1．6组织处理：大鼠以10％水合氯醛(4．0 mL／

kg)麻醉后，一半大鼠沿胸骨左侧剪开胸腔，从左心

室进针，插人到主动脉，固定针头，剪开右心耳，快速

滴人预冷生理盐水(10 mL／min)，无血污后改滴人

4％多聚甲醛(5～10 mL／min)，先快后慢，约250

mL，开颅取脑，去额极、小脑，4％多聚甲醛后固定1

h，依次放入15％、20％、30％蔗糖沉底24 h。0TC

包埋，冰冻切片机冠状连续切片，15弘m厚，每隔20

张取4张切片。另一半大鼠迅速断头取脑，预冷

PBS冲洗血污，立即放于液氮中保存。

1．7 VEGF及Flkl免疫组化检测：免疫组化采用

SABC法，AEC显色，其中VEGF浓度为1 l 300，

Flkl浓度为1；1 000，阳性细胞呈紫红色。每只动

物取海马部位切片5张，置于100倍物镜下，每张切

片随机选3个视野，用Olympus Micro Image 4．0

图像处理系统自动计数免疫阳性细胞数。

1．8 VEGF蛋白水平检测：用双抗体夹心酶联免

疫吸附(ELISA)法。准确称取缺血海马区脑组织

10 mg，按体积比为10 t 1加入0．01 mol／L PBS，

匀浆离心，收集上清液，按操作说明测定脑组织

VEGF蛋白水平。
’

1．9 统计学方法：所有数据以z士s表示，应用

SPSS 11．0统计软件包对数据进行统计分析，组间

比较用单因素方差分析。

2结果

2．1 补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠神经功能的

影响：结果见表1。用药7、14 d，尼莫地平组、补阳还

五汤组神经功能评分均显著低于模型组(P<

0．05)，且补阳还五汤组与尼莫地平组比较差异亦有

显著性(P<o．05)；各组7、14 d与3 d比较差异显

著(P<0．05)。结果提示：补阳还五汤能改善大鼠局

灶性脑缺血神经功能缺失症状，且随着时间延长，其

对神经功能缺失症状的改善作用越明显。
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表1 补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠神经功能缺失症状的

影响G士s，露=8)
：

Table l Effect of BYHWD on nervous function deficit

symptom in focal cerebral ischemia of rats

(；士J，露一S)

糟曼／

组剧(g．kg-1)_1 d【g‘g一‘，

神经功能缺失症状评分

’P<0·05 w model groupl#P<0·05 w Nimodipine group

2．2 VEGF与Flkl蛋白表达的分布规律：VEGF

及其受体Flkl在正常组和假手术组均有少量表

达，VEGF主要分布在皮层和室旁区，Flkl则在室

旁区和脉络膜表达，皮层未见阳性细胞。脑缺血后，

VEGF在缺血半球皮层、室旁区明显增多，健侧有

少量阳性细胞，细胞呈胞浆染色，细胞形态多样，可

见锥体状、星状、管状表达；Flkl主要分布于缺血侧

皮层，室旁区有少量表达，细胞形态以丝状为多，亦

可见圆点状。

2．3补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠VEGF及

Flkl阳性细胞数的影响：结果见表2。脑缺血1 d，

VEGF及Flkl阳性细胞数即增加，7 d达高峰，14 d

有所下降。各手术组VEGF阳性细胞数与假手术

组、正常组比较差异均有显著性(P<o．05)；补阳还

五汤组在各时间点与模型组比较差异亦均有显著性

(P<0．05)，与尼莫地平组比较在3、7、14 d差异显

著(P<o．05)。脑缺血后Flkl阳性细胞增幅不及

VEGF，3 d起补阳还五汤、尼莫地平组与模型组差

异有显著性(P<o．05)，在7、14 d补阳还五汤组与

尼莫地平组差异有显著性(P<o．05)。以上结果提

示，补阳还五汤、尼莫地平均能提高VEGF、Flkl阳

性细胞数，但补阳还五汤能维持VEGF、Flkl阳性

细胞数高值时间。

裹2补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠VEGF及Flkl阳性细胞数的影响(；±，，一一8)

Table 2 Effect of BYHWD on numbers of VEGF and Flkl positive cells in focal cerebral ischemia of rats(；士$，痒一8)

与假手术组比较I ZXp<0．05l 与模型组比较；’P<0．05f 与尼莫地平组比较：#P<0．05(下表同)

。P<0．05 7J$Sham group l’P<0．05 w model group；#P<0．05 w Nimodipine group(following Table is same)

2．4补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠VEGF蛋白 脑缺血后，由于脑组织缺血、缺氧，缺血中心区

水平的影响：结果见表3。在正常组和假手术组大鼠 细胞迅速死亡，半暗区神经细胞处于低氧、低灌注状

脑内有低水平VEGF，脑缺血后其蛋白水平迅速增 态，及时恢复该区域血流供应有望改善患者的神经

加，7 d达高峰，14 d有所下降，但仍明显高于假手 功能。而半暗区血流的恢复有赖于侧枝循环的建立，

术组，与VEGF阳性细胞表达规律基本一致。补阳 血管再生是决定这些细胞存活的关键因素，与缺血

还五汤组在各时间点与模型组差异均有显著性 性脑卒中病人的预后关系密切[8]。在血管再生过程

(P<o．05)，与尼莫地平组比较在3、7、14 d差异均 中，众多因子参与调节，VEGF作为一种特异性作

显著(P<O．05)。

裹3补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠脑VEGF蛋白水平

的影响(；士s，捍=8)

Table 3 Effect of BYHWD on VEGF protein level in focal

cerebral ischemia of rats(-土s，珏一8)

组剧
剂量／ VEGF蛋白水平／(ng·L-*)

假手术

模型

尼奠地平

补阳还五汤

一 10．1士1．5 9．3士1．Z 9．8土1．9 9．25：1．4

— 16．3=1：2．6a 36．2士1．7zx 65．45：3．1a 46．2士1．8△

0．001 20．15：2．8zx 64．8+2．5a。89．5士2．5zx’61．65：2．3△。

14．2 25．7-1-2．1ZX"84．1士2．4△。4102．45：3．2／,。478．65：2．5zx’o

3讨论

用于血管内皮细胞的多功能因子，其作用备受关注。

VEGF生理状况下主要存在于内皮细胞，在脑、肾、

子宫内膜等组织亦有表达，可被低氧、缺血等因素诱

导。目前发现VEGF主要有Flkl和Fit两个特异

性受体，其中Flkt是发挥生物活性的主要受体口]，

当脑缺血时，VEGF表达增强，并特异性与Flkl结

合发挥作用：①促进内皮细胞增殖与血管生成，血管

生成是指从前端血管生长的内皮细胞分化形成新的

血管，包括内皮细胞的增殖、移行，管状结构形成与

血管网络的建立[9]，VEGF对血管内皮细胞有生长

刺激作用和趋化作用而促进新血管的形成口们，②
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VEGF可诱导基质金属蛋白酶等表达，改变细胞的

细胞外基质，有利于新血管的出芽与生长n妇；③

VEGF还可通过抑制兴奋性毒性作用，直接保护低

氧损伤神经元[12]，减小脑梗死面积‘133；④VEGF作

为有丝分裂原，能促进脑内神经干细胞增殖分化，提

高内源性神经再生[131，可见增强VEGF及其受体

表达有助于神经功能的恢复。

本实验结果发现，补阳还五汤能显著提高局灶

性脑缺血模型大鼠神经功能，增强脑缺血后VEGF

及Flkl的表达，维持阳性细胞数相对高值时间，增

加脑内VEGF蛋白水平，随着用药时间延长，其作

用优于尼莫地平，提示影响VEGF及Flkl是补阳

还五汤抗脑缺血损伤的又一可能机制。
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应用大鼠肝微粒体筛选对细胞色素P4502D6有抑制作用的中药

于卫江1”，黄丽军1，朱大岭1’2。

(1．哈尔滨医科大学附属第二医院I临床药学药物研究所，黑龙江哈尔滨150081I 2．哈尔滨医科大学药学院

黑龙江省生物医药工程重点实验室，黑龙江哈尔滨150081)

摘要：目的从17种中药(单体、提取物和注射液)中快速筛选出对细胞色素P4502D6(CYP2D6)亚型有抑制

作用的中药，建立高通量筛选对CYP2D6有抑制作用中药的技术平台。方法取大鼠空白肝微粒体，分别加入17

种中药，HPLC法测定大鼠肝微粒体中CYP2D6的探针药物右美沙芬(DM)的代谢率，通过代谢率降低的现象初

步筛选出能抑制肝微粒体中CYP2D6代谢的药物。结果槲皮素、黄芩苷、厚朴提取物、清开灵注射液、盐酸川芎嗪

注射液可明显降低DM的代谢率(P<o．01)。结论初步筛选出槲皮素、黄芩苷、厚朴提取物、清开灵注射液、盐酸

川芎嗪注射液这5种中药可抑制肝微粒体CYP2D6酶活性。此方法可作为高通量筛选对CYP2D6活性有抑制作

用中药的技术平台。

关键词：细胞色素P4502D6(CYP2D6)，肝微粒体；右美沙芬
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