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·论著·

川芎嗪对局灶性脑缺血大鼠血管内皮生长因子表达的影响

·陈懿1，王国佐2，葛金文2，陈敏2

(湖南中医药大学①生理学教研室，②科技处，湖南长沙410208)

【摘要】 目的 观察川芎嚷对大鼠局灶性脑缺血后血管内皮生长因子(VEGF)的影响。方法将15只

SD大鼠随机均分为假手术组、模型组、Jlf芎嗪组。通过月桂酸钠损伤血管内皮细胞来复制局灶性脑缺血模型；

采用免疫组化和逆转录一聚合酶链反应(RT-PCR)检测各组大鼠脑内VEGF阳性细胞数和VEGF mRNA表

达．同时评价大鼠的神经功能缺失程度。结果 脑缺血后，大鼠神经功能缺失评分明显升高[(2．80士

0．45)分比03，川芎嗪组神经功能症状得到明显改善((1．80士0．45)分．P<O．013。假手术组大鼠脑内有少量

VEGF阳性细胞表达C(11．70士1．83)个／mm2]，模型组VEGF阳性细胞数明显增多((35．28±2．88)个／mm2。

P<o．013，VEGF mRNA表达增强(O．26士0．08比0．20士0．05)；与模型组比较，川芎嗪组VEGF阳性细胞数

C(47．16士3．78)个／mm2]明显增多(P<O．01)，同时VEGF mRNA表达(1．12士0．11)tg显著加强(Pd0．01)。

结论川芎嗪增强大鼠局灶性脑缺血后VEGF的表达，是其抗脑缺血的作用机制之一。
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[Abstract]Objective To observe the effects of ligustrazine(川芎嚷)on vascular endothelial growth

factor(VEGF)in rats with focal cerebral ischemia．Methods Fifteen Sprague—Dawley(SD)rats were

randomly divided into three groups namely：sham operation group，model group，and ligustrazine group．

Focal cerebraI infarction model was established by sodium laurate which may induce vascular endothelial cell

injury．Some indexes were detected such as VEGF mRN『A expression examined by reverse transcription—

polymerase chain reaction(RT—PCR)，the number of VEGF positive cells counted by immunohistochemical

methods．In the mean time，the neurological dysfunction score in rats was evaluated．Results The

highest neurological dysfunction score appeared in the model group(2．80士0．45)，while in the ligustrazine

group，it was decreased significantly(1．80士0．45，P<0．01)，showing neurological improvement．The

number of VEGF positive cells was barely detectable in the sham operation group((11．70士

1．83)cells／mm2)，while in the model group，both the Rumbet of the VEGF positive cells，and VEGF mRNA

were obviously increased[(35．28士2．88)cells／ram2，P<0．01；0．26士0．08 VS．0．20士0．053，compared tO

those in the model group，the number of VEGF positive cells and the expression of VEGF mRNA in the

ligustrazine group were higher((47．16-63．78)cells／mm2·P<O．01；1·12-60．11，P<O·013，respectively．

Conclusion Ligustrazine may elevate the expression of VEGF in rats with focal cerebral ischemia that is one

of the mechanisms for its protective effeCt against cerebral ischemia．
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病死率和致死率较高，改善缺血半暗带区血液供应

是治疗关键。血管内皮生长因子(VEGF)是作用于

血管内皮细胞的特异性多功能因子，参与脑缺血后

脑组织的病理修复过程[1‘。治疗性血管新生方法的

出现，为急性脑梗死的治疗开辟了一条通向缺血性

脑卒中再血管化的新途径[2]。本研究中采用大脑中

动脉阻塞(MCA0)大鼠模型，观察VEGF在急性脑
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缺血中的变化规律及中药川芎嗪对VEGF的影响。

1材料与方法

1．1药物及主要试剂：月桂酸钠购自上海医药集团

上海化学试剂公司(批号：F20070815)，盐酸川芎嗪

注射液购自哈尔滨三联药业有限公司(批准文号：

H20030553)，VEGF多克隆抗体试剂盒购于北京博

奥森生物技术有限公司，TRIzol购自美国INVIT—

ROGEN公司。逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)试

剂盒购自美国MBI公司。

1．2动物分组与给药：7---8月龄SD大鼠15只，体

重280一,300 g．，雌雄不限，购自上海斯莱克实验动物

有限公司，按完全随机法将大鼠分为假手术组、模型

组、川芎嗪组，每组5只。川芎嗪组于术后2 h腹腔

注射80 mg／kg盐酸川芎嗪注射液，每日1次，连续

7 d；假手术组和模型组腹腔注射等量生理盐水。

1．3 MCAO动物模型制备[3]：腹腔注射戊巴比妥

麻醉大鼠，仰卧位固定于手术台上，分离左侧颈总动

脉、颈外动脉、颈内动脉、枕动脉和翼腭动脉，结扎颈

外动脉远心端、大分支和枕动脉，夹闭左颈总动脉和

翼腭动脉。在颈外动脉近心端逆行插入动脉导管，将

月桂酸钠溶液由导管缓慢匀速推送至颈内动脉，拔

出导管，结扎切口，松开动脉夹，缝合皮肤并消炎。

1．4神经功能评分：术后6 h，将大鼠尾巴悬挂，离

地面约1 m，观察其前肢的屈曲情况。正常大鼠前肢

会伸向地面，参考Bederson等n]对缺血后大鼠进行

神经功能缺失评分(共计O～5分)。

1．5检测指标及方法：各组大鼠于最后一次给药后

1 h用戊巴比妥腹腔注射麻醉，断头处死后迅速取

脑。标本分为两份，一部分用焦炭酸二乙酯(DEPC)

水稍作漂洗，立即放入细胞冻存管，液氮中保存；另

一部分用多聚甲醛水溶液固定，脱水、透明、浸蜡、包

埋、切成5弘m厚的冠状切片。

1．5．1 VEGF免疫组化检测：采用过氧化物酶标记

的链霉卵白素(SP)法，3，3'-二氨基联苯胺(DAB)显

色，其中VEGF浓度1：200，VEGF阳性细胞胞质

呈棕黄色。以生物医学图像分析系统进行定量分析，

自动记录相应脑区阳性细胞吸光度(A)值。

1．5．2一步法RT—PCR检测VEGF mRNA的含

量：①引物合成：引物设计参考电脑基因库中的核苷

酸序列资料，由上海生工生物工程公司合成纯化。引

物序列：正义链引物(VEGF一1)：5’一GGCTTTACT

GCTGTACCTCCAC一3’，反义链引物(VEGF一2)：

57一TTTTTGCAGGAACATTTACACG一37，VEGF

扩增产物大小为534 bp。内参照三磷酸甘油醛脱氢

酶(GAPDH)引物序列：正义链引物：5'-AACTCCC

TCAAGATTGTCAG一3’，反义链引物：5'-GGGA

GTTGCTTGAAGTCACA一3’，DNA扩增产物大小

为448 bp。②脑组织总RNA提取，采用异硫氰酸胍

法。③PCR产物分析：取5弘l PCR扩增产物，在质

量分数为2．5％的琼脂糖凝胶电泳上做扩增产物检

测分析，电压50 V，30～45 rain，溴化乙锭染色。紫

外灯下拍摄观测电泳条带，激光密度扫描仪扫描底

片，计算曲线下峰面积作为PCR产物含量，按公式

计算VEGF mRNA表达水平。

产物含量=丙荔亲善多毫苇曹菩墨孚‰×100％
1．6统计学方法：数据以均数±标准差(z土s)表

示，采用SPSS 11．0统计软件进行分析，多组间比较

采用方差分析，两两比较用q检验，P<O．05为差异

有统计学意义。

2结 果

2．1神经功能缺失评分(表1)：假手术组大鼠神经

功能体征正常；模型组大鼠神经功能缺失明显，评分

显著增高；用药7 d后川芎嗪组神经功能缺失评分

较模型组明显降低(P<0．01)。

裹I各组大鼠神经功能缺失评分、VEGF阳性细胞数

及VEGF mRNA表达的比较(i士，)

组别动物数神薰薯慧失耋裂怒三

注t与假手术组比较，一P<0．01；与模型组比较bP<0．01

2．2细胞VEGF阳性表达(表1)：假手术组大鼠脑

内有低水平VEGF阳性细胞表达，模型组VEGF阳

性细胞表达较假手术组明显增多(P<0．01)，脑缺

血后川芎嗪组阳性细胞表达明显高于模型组(P<

0．01)，表现为胞质棕黄色着色明显、神经元数量增

加，与神经功能缺失评分结果一致。

2．3 VEGF mRNA表达(表1)：假手术组、模型组

VEGF mRNA有基础表达；用药7 d后川芎嗪组

VEGF mRNA表达增强，明显高于模型组及假手术

组(P均<O．01)。

3讨论

血管新生(angiogenesis)又称真性血管新生，是

从原有毛细血管发芽长出新的毛细血管和小的非肌

性血管。脑缺血后，低氧作为一种信号激活VEGF／

VEGF受体系统，促使半暗带VEGF高表达，并能
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特异性地作用于血管内皮细胞，促进血管内皮细胞

增殖及体内新生血管形成Ez．s]。Marti等‘63的研究表

明，MCAO后24 h血管内皮细胞开始增生，血管样

结构从软脑膜和脑实质的血管向缺血区发展。缺倒

区毛细血管数增加可改善缺血边缘区血流，促进神

经元生理功能的恢复[7剖。Sun等[93对MCAO大鼠

脑内注射外源性VEGF，发现注射组新生血管比正

常组高2倍，比缺血对照组高4倍。在不同脑缺血状

态下，VEGF mRNA及蛋白表达在时间和分布上有

一定的差异[10。。VEGF短暂的表达可保护血管系统

避免缺血损伤，持续表达则促进血管的生成。

川芎嗪是从川芎根茎中提取分离的生物碱单

体，主要成分为2，3，5，6一四甲基吡嗪，现已人工合

成，临床药理实验证明，川芎嗪可改善血液流变学指

标、改善微循环，抗氧化、抗纤维化和拮抗Ca2+内

流，具有抗血小板聚集作用，并有扩张血管、增加冠

状动脉血流量、改善微循环及增加脑血流量，保护血

管内皮细胞的作用[1卜¨]。动物实验研究表明，Jlf芎

嚎通过降低缺血／再灌注后大脑皮质肿瘤坏死因

子一a含量和髓过氧化物酶活性来减轻炎症反应，对

脑缺血大鼠有神经保护作用[1引。本研究中通过检测

VEGF mRNA和VEGF阳性细胞表达及神经功能

缺失评分，来反映缺血区血管新生和神经功能修复。

结果观察到川芎嗪可增强VEGF表达，减轻神经功

能缺失症状，进一步证实川芎嗪可有效减轻局灶性

脑缺血所致脑组织损伤。提示，川芎嗪减轻神经功能

缺损程度可能与VEGF早期神经保护作用相关，研

究中梗死灶周围可见VEGF免疫阳性着色细胞数

目增多，说明JIl芎嗪可通过VEGF促进血管的生

成，发挥抗脑缺血损伤的作用。
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