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·论著·

补阳还五汤对脑缺血大鼠碱性成纤维细胞生长因子的影响

刘 芳，白雪松，刘柏炎，蔡光先

(湖南中医药大学第一附属医院，湖南长沙410007)

【摘要】 目的 通过观察补阳还五汤对碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)表达的影响，探讨补阳还五汤抗

脑缺血的作用机制。方法将85只大鼠(体重280～300 g)随机分为正常对照组、假手术组、模型组、传统补阳

还五汤饮片组和超微补阳还五汤饮片组，后4组又按术后1、3、5和7 d分为亚组，每组5只。采用线栓法制备脑

缺血大鼠模型。传统饮片和超微饮片组术后2 h起每日灌服传统补阳还五汤或超微补阳还五汤2 m1(按体表面

积计算，相当于70艇成人用量的3倍)，于术后不同时间点处死大鼠，取脑组织制备标本。用免疫组化方法观

察脑组织bFGF阳性细胞变化；用酶联免疫吸附法(ELISA)检测脑组织bFGF蛋白含量。结果bFGF阳性细

胞主要见于梗死灶周围，中心区仅见少量bFGF阳性细胞，在缺血对侧区未见bFGF阳性细胞；bFGF阳性细

胞从1 d开始增加，3 d达高峰，7 d减少明显；传统饮片组与超微饮片组缺血灶周围脑组织bFGF阳性细胞数

在3、5和7 d较模型组均明显增加，差异有统计学意义(P均<o．05)。传统饮片与超微饮片组bFGF蛋白含量

变化的规律与模型组基本一致，除1 d外，在3、5和7 d均显著高于模型组(P均<o．05)。超微饮片组与传统饮

片组比较，5 d和7 d bFGF阳性细胞数及蛋白含量差异均有统计学意义(P均<O．05)。结论脑缺血可致脑组

织中bFGF阳性细胞和bFGF蛋白含量增加；补阳还五汤能维持脑缺血后bFGF的高水平表达，这是其抗脑损

伤的可能机制之一；补阳还五汤超微饮片较传统煎剂效果更佳。
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Effect of Bu Yang Huan wu decoction(补阳还五汤)on basic fibroblast growth factor in rats with cerebral
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[Abstract] Objective To investigate the effect of Bu Yang Huan Wu decoction(BYHWD，补阳还五

汤)on the expression of basic fibroblast growth factor(bFGF)and its mechanism of anti—cerebral ischemia．

Methods Eighty—five Sprague—Dawley rats(body weight 280—300 g)were randomly divided into five groups：

normal control group(，z一5)，sham—operated group，model group(咒=20)，traditional BYHWD group and

ultra—fine powder BYHWD group．Then the latter four groups were further divided into four subgroups of 1，

3，5 and 7 days(each n=5)．The cerebral ischemic rat model was made by occluding the middle cerebral

artery(MCA)with a thread．The traditional decoction and ultra—fine powder decoction groups were ingested

with the liquid medicine of BYHWD after 2 hours of the operation[2 ml per rat per day，according to the

surface area，it w3s equivalent to three times the dosage of 70 kg adult(human)]．All groups were executed at

the l，3，5 and 7 days after the operation．At the same time there were 5 rats as the normal control group．

The brain tissue was taken for the preparation of specimens．The distribution and expression difference of

bFGF in the ischemic brain tissues of rats in different groups had been investigated with immuohistochemistry

technique．The contents of bFGF in the brain tissue were detected with enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA)．Results The positive expression of bFGF at peri-infarct area after ischemia increased obviously，

but at central—infarct area there was less such positive expression．There was no expression at contra—lateraI

side to the ischemic area．The expression of bFGF immune positive cell increased at 1 day，peaked at 3 days，

and returned to baseline at 7 days．The positive cells of bFGF in tradition decoction and ultra—fine powder

decoction groups were obviously more than those in the model group at 3，5 and 7 days(all P<0．05)．The

regularity of the change of bFGF protein content in traditional decoction and ultra—fine powder decoction

groups was basically the same as that in the model group，and except at 1 day，the contents at all the other

time points in the decoction groups were higher than the content in the model group(a11．P<0．05)．The

comparisons between the traditional decoction and ultra—fine powder groups showed the positive bFGF cell

number and its protein content had significant differences at 5 and 7 days(all P<O．05)．The positive cells and
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regularity of expression of bFGF in ultra—fine powder decoction groups were more than those in tradition

decoction at 5 and 7 days(all P<0．05)．Conclusion①After brain ischemia，the bFGF positive ceil number

and its protein content in the brain tissue are increased．②BYHWD can maintain high level expression of

bFGF after cerebral ischemia，that might be one of the mechanisms of BYHWD to antagonize the brain injury．

⑧The therapeutic effect of ultra—fine powder decoction is better than that of tradition decoction．

【Key words 1 Bu Yang Huan Wu decoction；basic fibroblast growth factor；cerebral ischemia；

immunohistochemistry：enzyme linked immunosorbent assay

脑梗死是神经系统的多发病，约占急性脑血管

病的70％～80％，有较高的病死率和致残率。研究

表明，碱性成纤维生长因子(bFGF)具有广泛的生物

学活性，能促进创伤愈合，特别是对来自中胚层的神

经系统修复作用很强，其能透过血脑屏障，是一种重

要的神经营养因子，并能抑制神经元凋亡n3。补阳还

五汤是治疗缺血性脑损伤的经典方，能够降低患者

的致残率，提高生存质量。本实验在既往对补阳还五

汤治疗脑缺血的作用机制的研究基础上，采用线栓

法制模，观察补阳还伍汤对脑缺血后大鼠脑内

bFGF蛋白含量及阳性细胞数的影响，以探讨补阳

还五汤对局灶性脑缺血新的治疗机制，并分析中药

的超微剂型与传统剂型在疗效上有何不同。

1材料与方法

1．1实验材料：①动物：清洁级Wistar大鼠85只，

雌雄各半，体重280～300 g(由湖南中医药大学实验

动物中心提供。②试剂：小鼠抗大鼠bFGF单克隆抗

体(单抗)为美国Neomarker公司产品；卵白素一生

物素一过氧化物酶法(ABC)免疫组化试剂盒和

3，3'-二氨基联苯胺(DAB)显色剂为美国Zymed公

司产品；人bFGF试剂酶联免疫吸附法(ELISA)试

剂盒由上海森雄公司提供；水合氯醛、磷酸盐缓冲液

(PBS)、曲拉通X一100(Triton—X100)、双氧水、甲醇

均由北京鼎国生物公司提供。

1．2药物制备：补阳还五汤按《医林改错》原方所记

载的药方和比例，以每钱3 g换算而成，组方：黄芪

120 g，归尾6 g，赤芍4．5 g，川芎3 g，干地龙3 g，红

花3 g，桃仁3 g，药材购自湖南中医药大学第一附属

医院，经鉴定为道地药材。另取相同剂量饮片，由湖

南省中药超微技术工程中心加工为超微补阳还五汤

饮片。传统饮片一煎加水500 ml，煎汁150 ml；二煎

加水300 ml，煎汁150 ml，两煎混合。超微饮片先用

60℃的开水1 000 ml搅拌后静止10 min，取上清
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液，再加水1 000 ml，如前法取上清液，两次液体混

合，文火煎成膏状(1 m1含生药2 g)，冷藏备用。

1．3动物分组与给药方法：85只大鼠按随机数字

表法分为正常对照组、假手术组、模型组、补阳还五

汤传统饮片组和补阳还五汤超微饮片组，后4个组

再按动物存活时间分为1、3、5和7 d 4个时间点组，

每组5只。传统饮片组与超微饮片组分别于术后2 h

灌服补阳还五汤2 ml，药液按体表面积计算，相当于

70 kg成人用量的3倍，每日分2次灌服；其他各组

动物给予等量生理盐水。

1．4动物制模方法：参照文献[2]栓线法进行制模；

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，必要时用滴管给动物喂水。

1．5 检测指标及方法：①神经功能缺损程度评分

(NDS)：参照文献(3]方法进行5级评分。②组织样

本处理：按文献(43进行处理。手术后不同时间点处

理大鼠，取缺血区脑组织约1 g，用液氮迅速冷却保

存备用。标本融化后仍然保持2～8℃的温度，加入

PBS(pH7．4)匀浆，2 000～3 000 r／min(离心半径

7 crn)离心20 rain左右，取上清液用于检测。@ABC

免疫组化法检测bFGF阳性细胞数：按试剂盒说明

书进行操作。@ELISA检测bFGF蛋白含量：按试剂

盒说明书进行操作。⑤图像分析和数据处理：所有切

片均采用同一光强度和同一放大倍数(10×40)，每

只动物取相应平面的4张脑片，光镜下计数阳性细

胞数，计算其平均值。各组数据均以均数±标准差

(z士s)表示，应用SPSS 11．0统计软件包对数据进

行处理，P<O．05表示差异有统计学意义。

2结 果

2．1实验动物的神经功能评价(表1)：线栓法制模

后2 h动物即出现精神不振、少食、跛行、行走倾斜、

肌力减退、同侧眼睑下垂，不能完全伸展对侧前爪，

向瘫痪侧转圈，向对侧倾斜，不能自发行走，意识丧

失。假手术组无神经功能缺损，大鼠精神状态良好，

毛色正常。正常对照组NDS评分为0分。两种中药
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干预后1 d动物NDS与模型组比较差异无统计学

意义(P均>o．05)，但3 d后药物组以上情况哽显

改善，至7 d时与模型组比较差异均有统计学意义

(P均<o．05)；超微饮片组在5 d和7 d与传统饮片

组比较差异均有统计学意义(P均<o．05)。

表1补阳还五汤不同饮片对NDS

的影响(；±s，胛一5) 分

注：与假手术组同期比较，8P<O．05；与模型组同期比较，

。P<O．05；与传统饮片组同期比较，。P<O．05

2．2脑缺血后bFGF表达规律(表2)：bFGF阳性

细胞表达集中在缺血周围区的神经元和神经胶质细

胞。模型组和中药组脑组织bFGF阳性细胞主要分

布在梗死灶周围皮质，梗死灶中心表达较少。假手术

组大鼠大脑皮质仅见bFGF少量表达，bFGF阳性

细胞呈棕黄色。正常对照组bFGF阳性细胞数为

(5．20±0．84)个。模型组缺血半球皮质bFGF表达

于1 d开始增加，3 d达高峰，各时间点与假手术组

比较差异均有统计学意义(P均<o．05)。传统饮片

组与超微饮片组缺血皮质bFGF表达更强，3、5和

7 d与模型组比较差异均有统计学意义(P均<

0．05)。超微饮片组在5 d和7 d与传统饮片组比较

差异有统计学意义(P均<o．05)。

表2补阳还五汤不同饮片对bFGF阳性

细胞数的影响(；土s，弹一5) 个

注：与假手术组同期比较，8P<O．05；与模型组同期比较，

6P<O．05；与传统饮片组同期比较，。P<O．05

2．3脑缺血后脑组织bFGF蛋白含量的变化(表

3)：正常对照组脑组织bFGF蛋白含量为(62．66±

8．95)ng／L。模型组脑组织bFGF蛋白含量于术后

1 d开始增加，3 d达高蜂，各时问点与假手术组比较

差异有统计学意义(P均<0．05)。两种饮片组

bFGF蛋白含量变化规律与模型组基本一致，除1 d

外，3、5和7 d均显著高于模型组(P均<o．05)。超

微饮片组在5 d和7 d bFGF蛋白含量显著高于传

统饮片组(P均<O．05)。

表3补阳还五汤不同饮片对bFGF蛋白含量

的影响(；±s，一一5) ng／L

注：与假手术组同期比较，8P<O．05；与模型组同期比较，

“P<O．05；与传统饮片组同期比较，。P<O．05

3讨 论

bFGF是一种具有强烈促增殖作用的多肽生长

因子，在神经元中含量最为丰富。3。研究表明，bFGF

基因表达参与了脑外伤引起的脑组织损伤病理过

程，对神经细胞变性、坏死起重要的调节作用“3。本

实验中发现，bFGF蛋白表达在1 d时开始增强，3 d

达高峰；bFGF阳性细胞主要见于梗死灶周围，梗死

灶中心仅见少量bFGF蛋白表达，与国外研究结

果。3一致。熊露等。3研究也显示，脑缺血／再灌注损

伤后，bFGF表达即明显增加，半暗区和新纹状体区

于24 h达高峰，海马CAl～3区和丘脑、纹状体于

96 h达高峰；至168 h仍有相当数量的凋亡细胞，表

明脑缺血／再灌注损伤后bFGF表达升高，在一定程

度上可抑制神经元凋亡，促进神经功能状态恢复，对

脑缺血损伤有重要的保护作用。补阳还五汤能维持

较长时间bFGF蛋白高水平表达，且动物神经功能

症状得到改善。提示影响bFGF表达水平是补阳还

五汤抗脑缺血损伤的又一机制，其可能作用有：①直

接保护神经元，提高神经元对缺血的耐受性；②通过

影响自由基和钙超载调节细胞凋亡；③影响内皮细

胞，促进血管薪生，增加缺血区血流代偿。

在实验中我们发现，超微饮片组较传统饮片组

有更好的作用，提示超微饮片较传统饮片在药物浓

度、药物溶出度方面更具有优势。超微粉碎技术可提

高药物的生物利用度，降低临床应用剂量。3，减少药

用资源消耗，简化制剂工艺，提高药品附加值，是促

进中药传统产业改造的有效途径之一。
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自体动一静脉内瘘是目前最为理想、

最为常用的血液透析方式，永久性血管

通路被称为是维持血液透析患者的“生

命线”。如何保护性使用动一静脉瘘，减少

内瘘并发症，延长其使用寿命，保证患者

透析时的充分性，提高其生活质量，是目

前需要探讨的问题。我们采用静脉内瘘

维持透析将动脉端的穿刺改为向心性穿

刺(顺穿)建立动一静脉内瘘，报告如下。

1临床资料

1．1病例与方法：选择在我院血液净化

中心进行维持性透析的患者16例，均走

动一静脉内瘘已成熟的透析患者，透析时

问0．5～16．0年，血液透析每周2～3次，

时间8～12 h。穿刺的部位皆为成熟的自

体动一静脉内瘘，16号内瘘穿刺针进行

内瘘血管穿刺，动脉端穿刺距离内瘘吻

合口至少5 cm以上，动、静脉穿刺在同

一条斑管时，两点距离在10 cm以上。透

析时采用全身肝素化、碳酸氢盐透析，内

瘘压迫止血。将16例患者按随机原则分

为两组，每组8例。第l组先按传统穿刺

法离心性穿刺(逆向)动脉端3个月，后

改为向心性穿刺3个月；第2组先按向

心性穿刺动脉端3个月，后改为离心性

穿刺3个月，共观察半年，将向心性穿刺

作为观察组，离心性穿刺作为对照组进

行分析。两组间性别、年龄、原发疾病以
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表1两组患者不同穿刺方式的结果比较 例次

注：与对照组比较，aP<O．05，6P<O．01

及透析方式、时间、材料差异均无统计学

意义，有可比性，且两组患者交替操作，

避免了护士在操作时由于情绪等原因带

来的偏差。

1．2观察指标：①比较两种穿莉方法在

透析过程中血流量达标(≥ZOO ml／h)结

果，以及内瘘狭窄、内瘘阻塞的发生情

况。内瘘狭窄表现为血流量不足或较原

来减少，瘘口处听诊有非连续性的收缩

期粗糙及高调的血管杂音。内瘘阻塞表

现为血流量不足，瘘口处听诊杂音减弱

或消失，触诊震颤感减弱或消失。②比较

两组患者内瘘使用后并发症发生率、一

次穿刺成功率，以及有无皮下血肿和拔

针时有无出血。

1．3统计学处理：采用SPSS 11．0统计

软件包，率的比较采用X2检验，两组透

析效果比较用t检验，尸<0．05为差异

有统计学意义。

1．4结果(表1)：两组患者不同穿刺方

法的血流量达标数、一次性穿刺成功数

及内瘘阻塞、动脉端皮下渗血发生情况

比较差异均有统计学意义(尸<0．05或

P<0．01)。

2讨论

对于自体动一静脉内瘘的穿刺，传统

理论上认为动脉端逆穿可以提高血流

量，减少再循环，透析效果好n1。在复习

文献的基础上，我们对长期用动一静脉内

瘘维持血液透析的患者，改用向心性穿

刺，结果显示，动脉端向心性穿刺血流量

达标率明显优于离心性穿刺，说明向心

性穿刺能够更好地维持有效的血流量，

保证血液透析的顺利完成。向心性穿刺

动脉端，其一次穿刺成功率，明显高于对

照组；动脉端拔针后压迫止血皮下血肿

发生率也明显低于对照组。在半年的观

察期中，两组均未发生狭窄丽闭塞的情

况。观察组未发生内瘘阻塞情况，而对照

组的发生率为17．7％。说明动脉端向心

性穿刺能有效减少内瘘的并发症。
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