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·论著·

脑脉通对老龄大鼠脑缺血／再灌注海马内源性

神经干细胞增殖分化的影响

高剑峰h2，朱长连1，李建生2

(1．郑州大学第三附属医院，河南郑州450052； 2．河南中医学院，河南郑州450008)

【摘要】 目的从海马齿状回(DG)细胞增殖和分化的变化揭示脑脉通抗老年脑缺血／再灌注(I／R)损伤

的保护机制及其量～效关系。方法采用大脑中动脉闭塞(MCA0)方法造成老龄大鼠脑缺血3 h、再灌注6 d模

型，观察脑脉通大、中、小剂量(分别为26．0、13．0、6．5 g·kg-1·d_1)对脑I／R大鼠神经症状评分、脑组织含水

量、病理学变化、DG细胞增殖、分化及其变化的影响。以尼莫地平作为阳性对照组。结果模型组神经症状评

分、脑组织含水量及5一溴一2一脱氧尿嘧啶核苷(BrdU)阳性细胞、BrdU／神经元核蛋白(NeuN)双标阳性细胞、

BrdU／胶质原纤维酸性蛋白(GFAP)双标阳性细胞数均高于假手术组(P均<o．01)。脑脉通各组、尼莫地平组

神经症状评分、脑组织含水量及BrdU／GFAP双标阳性细胞数均低于模型组，其中以脑脉通中剂量组最低，分

别为(o．77士0．92)分、(78．17士1．99)％、(33．71士3．01)个／ram2，BrdU阳性细胞、BrdU／NeuN双标阳性细胞

数明显高于模型组(P<0．05或P<0．01)。其中以脑脉通中剂量组最高，分别为(187．03士7．15)个／ram2，

(42．14士3．09)个／ram2。结论脑缺血可激活大鼠Ix3．神经干细胞增殖；脑脉通拮抗脑I／R损伤机制与其促进

DG区神经干细胞增殖和分化有关，且以脑脉通中剂量效果最显著。
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Effect of Naomaitong(脑脉通)on proliferation and differentiation of hippocampus endogenous neurM stem

cell in aged rats with cerebral ischemia／reperfusion GAO Jian—feng’，ZHU Chang—lian，LJ Jian—sheng·

。Tk Third Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou 450052，Henan，China

IAbstract] ObJective To expose the protective effect of Naomaitong(脑脉通)on senile cerebral

ischemia／reperfusion(I／R)injury from the changes of cell proliferation and differentiation at dentate gyrus

(DG)of hippocampus and to approach its mechanism and dose—effect relationship．Methods Middle cerebral

artery occlusion(MCA0)was applied to establish aged rat model of cerebral ischemia for 3 hours and

reperfusion for 6 days．Large，medium and low dose of Naomaitong(respectively 26．0，13．0 and

6．5 g·kg一1·d-')were used to observe the effects on changes of nervous dysfunction score，the water

content of cerebral constitution，pathological changes and the stem cell proliferation and differentiation in DG

in aged rats with cerebral I／R injury．The aged rats treated with nimodipine was as control group．Results

The nervous dysfunction score，the water content of cerebral constitution。5-bromo一2一deoxyuridine(BrdU)

positive cells，BrdU／neuron neucleoprotein(NeuN)positive cells，BrdU’／gliofibrillary acid protein(GFAP)

positive cells in model group were higher than those in the sham operation group(all P<O．01)．The nervous

dysfunction score，the water content of cerebral constitution，BrdU／GFAP positive cells in various

Naomaitong groups and nimodipine group were lower than those in the model group，and the medium dose of

Naomaitong group was the Iowest CO．77士0．92，(78．17士1．99)0A，(33．71士3．01)cells／ram。，P<O．05 or

P<0．01)I the BrdU positive cell and BrdU／NeuN positive cell numbers were significantly higher than those

in the model group，especially the medium dose group。being the highest((187．03士7．15)cells／mm2，

(42．14士3．09)cells／ram2。P<0．05 or P<0．013．The nervous dysfunction score，the BrdU positive cells，

BrdU／NeuN positive ceils were decreased compared with those of the nimodipine group．Conclusion The

proliferation of neural stem cells at DG in aged rats is activated after cerebral ischemia l the protective effect of

Naomaitong on cerebral I／R injury is related to promotion of cell proliferation and differentiation in DG，and

the efficiency of medium dose of Naomaitong is the best．

[Key words 1 Naomaitong l aged，cerebral ischemia／reperfusion I neural stem cell I proliferation I

differentiation

基金项目：国家自然科学基金项目(30371812)

作者简介：高剑峰(1972一)，男(汉族)，河南省人，博士研究生，副教授，Email：ic．gjfeng@hotmail．com．

 万方数据



中国中西医结合急救杂志2009年1月第16卷舅1期 Ch⋯in J TCM W⋯M Crit—C璺堡!』璺璺竺呈竖!QQ!!!里!：1鱼，巡o．』 ·27·

中药脑脉通治疗老年脑梗死具有明显效果[1]，

机制可能与其抑制细胞因子及细胞凋亡有关乜q]。本

研究中以老龄大鼠为研究对象，从海马齿状回(DG)

细胞增殖和分化等方面揭示脑脉通对老年脑梗死的

保护作用机制及其量一效关系。

1材料与方法

1．1动物模型制备及分组：选择36只雄性老龄SD

大鼠，鼠龄20--一21个月，体重450"--600 g(由河南省

实验动物中心提供)，采用改良Longa法H]制备缺

血3 h、再灌注6 d大鼠局灶性脑栓塞模型。按照随

机数字表法分为假手术组、模型组、尼莫地平组

(6 mg·kg叫·d叫)及脑脉通大、中、小剂量组(分别

为26．0、13．0、6．5 g·kgq·d-1)，每组6只，制模

前5 d开始灌胃给药，制模前2 h加灌1次，假手术

组和模型组用等量生理盐水灌胃。

1．2观察指标及方法

1．2．1 神经症状评分：参考吴俊芳等[5]提出的

0"8级评分标准进行神经症状评分。

1．2．2脑组织含水量测定：取缺血侧脑组织，称湿

重，100℃电热恒温干燥箱中干燥48 h后称干重，

计算脑组织含水量((湿重一干重)／湿重×100％]。

1．2．3 病理学观察：常规苏木素一伊红(HE)染色，

光镜下进行病理学观察。用戊二醛溶液、锇酸固定，

常规制作超薄切片，经铀一铅双染后，透射电镜下观

察神经元、胶质细胞和毛细血管等超微结构。

1．2．4细胞阳性率测定：5一溴一2一脱氧尿嘧啶核苷

(BrdU)阳性细胞采用免疫组化法测定；BrdU／神经

元核蛋白(NeuN)和BrdU／胶质原纤维酸性蛋白

(GFAP)采用双标记染色，全自动彩色图像处理系

统进行图像分析。每只大鼠随机选取5张非连续的

脑片，在×400镜下，每张切片取缺血侧3个视野的

DG，计数BrdU阳性细胞数，双标记染色结果每张

切片选取10个视野，计数BrdU／NeuN或BrdU／

GFAP双标记阳性细胞数。

1．3统计学处理：应用SPSS 10．0软件包，数据以

均数土标准差。士s)表示，采用方差分析，P<0．05

为差异有统计学意义。

2结果

2．1脑脉通对大鼠脑I／R神经症状评分和脑组织

含水量的影响(表1)：模型组神经症状评分、脑组织

含水量明显高于假手术组。尼莫地平组和脑脉通各

剂量组神经症状评分、脑组织含水量明显低于模型

组，以脑脉通中剂量组最低(P<0．05或P<0．01)。

2．2病理学观察

2．2．1光镜观察：假手术组神经元排列整齐，细胞

无变性、坏死，无炎性细胞浸润。模型组神经元排列

紊乱，有典型梗死灶，神经元数目减少，出现核固缩、

胞质、胞核深染，血管受压变形，炎性细胞浸润明显，

并形成典型的“血管套”。尼莫地平组神经元排列轻

度紊乱，血管轻度扩张，周围轻度水肿。脑脉通各组

神经元、神经胶质细胞排列轻度紊乱，血管轻度扩张

水肿，部分血管受压变形，周围轻度水肿，炎性细胞

浸润减少，尤其以中剂量组损伤减轻较显著。

2．2．2电镜观察：假手术组大鼠神经细胞线粒体无

水肿，细胞核核膜完整，血管基底膜完整。模型组大

鼠神经细胞线粒体水肿，嵴和膜部分消失，内质网脱

颗粒，核膜破坏，染色质浓缩及边缘聚集；内有大量

脂褐素，细胞器大量减少；微血管周围水肿，基底膜

缺损。尼莫地平组可见线粒体轻度嵴排列紊乱，粗面

内质网轻度脱颗粒。脑脉通各组超微结构病理变化

较模型组明显减轻，胞质中可见脂褐素，线粒体仅有

轻度水肿，嵴、膜部分消失，粗面内质网基本正常，其

余细胞器正常，其中以中剂量组改善作用最强。

2．3 脑脉通对DG区BrdU及BrdU／NeuN和

BrdU／GFAP双标阳性细胞数的影响(表1)：模型组

脑组织BrdU阳性细胞、BrdU／NeuN双标阳性细

胞、BrdU／GFAP双标阳性细胞数均明显高于假手

术组。尼莫地平组、脑脉通各剂量组脑组织BrdU阳

性细胞、BrdU／NeuN双标阳性细胞数均明显高于

模型组，以脑脉通中剂量组最高，BrdU／GFAP双标

阳性细胞数均低于模型组，以脑脉通中剂量组最低

(P<O．05或P<O．01)。

裹1 各组大鼠神经症状评分、脑组织含水■及DG区BrdU、BrdU／NeuN和BrdU／GFAP阳性细胞数比较(；士1)

注t与假手术组比较．‘P<o．01-与模型组比较．‘P<0．05，cP<0．01，与尼其地平组比较,dp<0．05，。P<0．01I与脑脉通小剂量组比较，中<o．05
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3讨论

脑梗死是临床上常见的缺血性脑血管疾病，致

残率和致死率均较高。脑缺血后常引起神经元丢失，

导致神经功能缺失[6]。目前，对于脑缺血损伤后的功

能恢复主要集中在促进内源性神经干细胞(NSCs)

增殖和移植[7．8]。尽管脑缺血后成体脑内增殖区的细

胞发生明显的增殖性反应，但由于细胞数量有限，可

能不足以产生功能恢复性的影响。而外源性干细胞

移植可弥补上述不足，但由于干细胞移植需要外在

的细胞资源如胚胎非人类组织及培养的细胞，这些

移植物的应用，可能引起新的疾病、免疫排斥和需长

期使用免疫抑制剂等问题。神经再生出现在成年脑

内不连续的区域，主要包括DG颗粒下层、侧脑室室

管膜及室管膜下区两个主要聚集区域，侧脑室室管

膜及室管膜下区新生神经元可通过嘴侧迁徙流移至

嗅球和皮质；DG颗粒下层新生神经元可移至海马

颗粒层[9]。因此，动员内源性干细胞的神经细胞增殖

是促进脑缺血后损伤修复的有效途径。

中医认为瘀毒互结损伤脑络，气虚血瘀为老年

缺血性脑血管疾病的主要病机。用具有降浊解毒、益

气活血作用的脑脉通颗粒治疗老年脑梗死疗效显

著，能明显改善生活质量，对脑I／R损伤有明显的

保护作用[1“川。以往所报道的缺血性脑血管疾病实

验研究多忽视了脑血管疾病中增龄因素的重要性，

致使青年动物的实验研究结果与临床有较大差距。

因此，本研究以老龄大鼠为研究对象，进一步研究脑

脉通治疗脑梗死的作用，为临床应用提供实验依据。

结果表明，脑脉通可改善脑水肿、神经功能障碍，并

对老龄大鼠脑I／R脑组织神经细胞病理损伤具有

明显的保护作用。本研究显示，脑脉通中、高剂量均

可改善神经功能障碍，减轻脑水肿，拮抗脑I／R所

致的脑组织损伤，其中脑脉通小剂量则作用不显著。

BrdU是一种胸腺嘧啶脱氧核苷类似物，在细

胞S期可标记DNA合成，为细胞核表达活性物，标

记细胞核，因而被看作是具有增殖活性的细胞[1¨。

Kawai等n23采用四动脉阻断法制备成年大鼠短暂

性全脑缺血模型，观察到缺血后5、7、9 d DG区

BrdU细胞数增加，28 d时增殖细胞分化为神经元。

Zhang等‘133利用大脑中动脉闭塞(MCAO)模型，发

现侧脑室下区(SVZ)的NSCs在缺血后1 d即开始

增殖，11 d达到高峰；脑缺血不仅可以促使缺血侧

SVZ和DG颗粒细胞层(SGZ)的NSCs增殖，而且

可影响到对侧大脑半球SVZ和SGZ的NSCs，其增

殖效应并不依赖于增殖区局部是否有受损的神经

元，这一过程可能是机体对缺血损伤产生的神经保

护反应。本组资料表明，BrdU阳性细胞胞核有两种

形态：一种胞核较大、深染，呈圆形；另一种胞核淡

染，呈椭圆形，但以前者为主。胞核的形态变化和染

色深浅可能与脑老化和NSCs的分化有关，胞核大、

深染、呈圆形的分化为神经元，淡染，呈椭圆形多分

化为胶质细胞。正常成年脑组织中，海马中只有少量

BrdU阳性细胞存在，脑梗死后BrdU阳性细胞数目

明显增加，出现在海马区(颗粒层和齿状回更为明

显)、SVZ及梗死边缘，表明脑梗死可以诱导脑内自

体NSCs原位增殖。脑脉通作用后DG区BrdU阳

性细胞较模型组明显增加，说明脑脉通可促进DG

神经细胞增殖，且以脑脉通中剂量效果最为显著，这

为可以早期给药治疗提供了理论依据。

NeuN是神经元的标记蛋白[1引，GFAP则是星

形胶质细胞活化及增殖的标志物[1引，BrdU／NeuN

双标阳性细胞代表增殖的NSCs向神经元分化，

BrdU／GFAP双标的阳性细胞代表增殖的NSCs分

化方向为神经胶质细胞。本研究结果显示，BrdU／

NeuN和BrdU／GFAP双标阳性细胞在脑缺血后开

始增多，说明脑缺血激活了原位NSCs的增殖，向神

经元和神经胶质细胞分化。脑脉通治疗后，较模型组

BrdU／NeuN双标阳性细胞数增多，而BrdU／GFAP

双标阳性细胞数下调，提示脑脉通可以有效刺激

NSCs向神经元分化，而神经胶质细胞分化减少，抑

制了过强的胶质细胞反应，亦表明脑脉通具有促进

胶质细胞向神经细胞转化的作用趋势。

综上所述，老龄大鼠脑I／R损伤中，DG颗粒下

层、侧脑室室管膜及室管膜下区NSCs增殖有不同

程度增强，调控此过程、抑制过强的胶质细胞反应，

可成为缺血性脑病治疗中潜在的治疗靶点。脑脉通

具有解毒降浊、益气活血通络功效，通过其促进DG

区NSCs增殖和分化，发挥拮抗脑I／R损伤作用。综

合各指标变化结果及药理研究法则，认为脑脉通中

剂量为治疗缺血性脑损伤的最佳剂量。
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补阳还五汤加银杏达莫注射液治疗急性脑梗死60例

高晓论，张凤强

(献县中医院神经内科，河北沧州062250)
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采用补阳还五汤加银杏达莫注射液

治疗急性脑梗死患者60例，取得较好疗

效，报告如下。

1临床资料

1．1一般资料：选择2003年lO月一

2007年10月本院住院确诊为急性脑梗

死患者114例，按随机原则分组。治疗组

60例，男36例，女24例；年龄43～79

岁，平均(62．o士8．7)岁，伴高血压病46

例，糖尿病12例，高脂血症39例，冠心

病32例；神经功能缺损评分：轻型27

例，中型24例，重型9例。对照组54例，

男34例，女20例；年龄44～76岁，平均

(62．5士8．5)岁，伴高血压病43例，糖尿

病10例，高脂血症36例，冠心病30例，

神经功能缺损评分：轻型25例，中型20

例，重型9例。两组患者性别、年龄、神经

功能缺损评分及伴发疾病等比较差异均

无统计学意义(P均>o．05)，有可比性。

1．2治疗方法，治疗组给予补阳还五

汤，同时以银杏达莫注射液20 m1静脉

作者简介，高晓论(1968一)，女(汉族)，

河北省人，主治医师。

滴注(静滴)，均每日1次；对照组给予血

塞通注射液0．4 g静滴，每日1次。两组

基础治疗及护理相同，14 d为1个疗程。

1．3观察项目：疗效；治疗前后神经功

能缺损评分；治疗后病灶吸收程度。

1．4疗效判定标准：基本痊愈：神经功

能缺损评分减少91％～100％，病残程

度为0级，显著进步：评分减少46％～

90％，病残程度为1～3级；进步：评分减

少18％～45％I无变化：评分减少<

18％；恶化：评分增加；死亡。

1．5统计学处理：计量资料用均数士标

准差(；士s)表示，行t检验，计数资料用

率表示，临床疗效用Ridit分析，P<

0．05为差异有统计学意义。

1．6治疗效果：治疗组基本痊愈15例，

显著进步16例，进步22例，无变化

6例，恶化1例；对照组分别为5、9、24、

14和2例，治疗组总有效率(88．3％)明

显高于对照组(70．4 0／／，P<o．05)。

2讨论

脑梗死属中医。中风”范畴，其发病

与虚、风、火、痰、瘀等因素有关，中医认

为多因平素气血亏虚，心肝脾肾诸脏阴

阳失调所致。其病性多为本虚标实，在本

为元气亏虚推动血行无力，在标为风、

火、痰、瘀阻滞脉络。其主要病机为气虚

血瘀，故以益气活血法为主治疗。

补阳还五汤重用黄芪取其大补脾胃

之元气，使气旺以促血行，祛瘀而不伤

正，并助诸药之力为君药。黄苠配归尾有

祛瘀而不伤新血之妙。川芎、赤芍、桃仁、

红花助归尾活血祛瘀。地龙通经活络，诸

药合用，使气旺血行，瘀祛络通。银杏达

莫注射液具有扩张微血管，改善微循环，

提高心脑供血，降低血黏度，抗血小板聚

集，防止血栓形成及溶栓，降低血脂等作

用，因此，补阳还五汤与银杏达莫注射液

联合应用，在治疗上相互协同，从多个环

节改善脑梗死时神经细胞的缺血、缺氧

状态，从而更为有效地治疗脑梗死。与单

纯使用血塞通注射液治疗比较，更加有

利于患者神经功能缺损恢复，延缓病情

进展，促进梗死灶的吸收，降低病残率。

(收稿日期：2008—08—30)

(本文编辑：李银平)
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1.期刊论文 赵焕东.高剑峰.吕风华.Zhao Huandong.Gao Jianfeng.Lv Fenghua 脑脉通对老龄大鼠脑缺血再灌注海

马齿状回细胞增殖分化的影响及量效作用 -河南中医2008,28(10)
    目的:从海马齿状回(dentate gyrus,DG)细胞增殖和分化的变化揭示脑脉通抗老年脑缺血再灌注损伤的保护机制及其量效关系.方法:采用MCAO方法制

作脑缺血(缺血3 h再灌注12 d)动物模型,观察脑脉通(大、中、小剂量)对脑缺血再灌注大鼠神经症状积分、脑组织含水量、病理变化、海马齿状回细胞

增殖、分化及其变化的影响.结果:老龄模型组脑组织含水量、神经症状积分、Brdu阳性细胞、BrdU/NeuN双标阳性细胞、BrdU/GFAP双标阳性细胞数目均

高于假手术组;脑脉通组(大、中、小剂量)、尼莫地平组脑组织含水量、神经症状积分均低于模型组,脉通组(大、中、小剂量)、尼莫地平组Brdu阳性细

胞、BrdU/NeuN双标阳性细胞数目高于模型组,BrdU/GFAP双标阳性细胞数目低于模型组;脑脉通中剂量组神经症状积分、Brdu阳性细胞数目高于尼莫地平

组;脑脉通中剂量组大鼠神经症状积分、脑组织含水量、病理变化、均低于脑脉通小剂量组,Brdu阳性细胞、BrdU/NeuN双标阳性细胞数目高于脑脉通小剂

量组.结论:脑缺血可激活大鼠DG神经干细胞增殖;脑脉通拮抗脑缺血再灌注损伤机制与其促进DG区神经干细胞增殖和分化有关,且以脑脉通中剂量效果最

全面.

2.学位论文 高剑峰 脑脉通对老龄大鼠脑缺血再灌注炎症级联反应干预研究 2005
    缺血性脑血管疾病以其高发病率、高病死率、高致残率、高复发率而严重危害人们的健康和生存质量，越来越受到人们的重视。增龄因素在脑血管

疾病的发病中起着重要作用，发病率和死亡率与年龄增长呈线性相关。随着老年人口增多及老龄化社会的到来，深入研究老年缺血性脑卒中的发病机制

，寻求有效的治疗方案尤显重要。

    脑缺血再灌注损伤是缺血性脑血管疾病的重要病理生理机制，炎症级联反应参与缺血再灌注损伤，拮抗脑缺血再灌注损伤及其炎症反应是治疗脑梗

死的有效措施。脑缺血再灌注激活炎症细胞，诱发炎性细胞因子和细胞黏附分子过度表达，后者进一步激活炎症细胞，产生炎症级联反应，促进脑缺血

再灌注损伤的发展。以往对老年缺血性脑血管疾病的实验研究中多使用青年动物，忽视了脑血管疾病中的增龄因素，致使研究结果与临床有较大差距。

目前，从观察整体炎症级联反应动态变化为切入点，开展脑缺血再灌注病理生理机制研究较少，以老年动物为研究对象及以解毒降浊、益气活血方药对

脑缺血再灌注炎症级联反应干预的研究则未见报道。本课题采用老龄大鼠复制局灶性大脑中动脉栓塞模型，从炎症反应变化为切入点，观察老年脑缺血

再灌注损伤一系列炎性细胞因子和介质表达规律的分子机制，及具有解毒降浊、益气活血功效的脑脉通对其影响，以探讨老年缺血性脑损伤的病理生理

机制和脑脉通的治疗作用机制，对于揭示老年脑梗死的病理生理机制及指导中医药临床应用具有重要意义。

    1老龄大鼠脑缺血再灌注损伤变化及脑脉通的保护作用

    SD青年大鼠36只，雄性，4～5月龄，随机分为青年假手术组6只、青年模型组30只；SD老龄大鼠108只，雄性，20～22月龄，随机分为老龄假手术组

、老龄模型组、脑脉通组(大、中、小剂量)、尼莫地平组，其中老龄假手术组动物6只，脑脉通大、小剂量组动物12只，观察缺血再灌注12d时间点，余

各组根据再灌注时间的不同分为缺血3h、再灌注1d、3d、6d、12d共5个时间点，每个时间点6只动物。各组动物实验前4天灌胃，脑脉通大、中、小剂组

及尼莫地平组药物浓度分别为1.8g·kg-1·d-1、0.9g·kg-1·d-1、0.45g·kg-1·d-1、6mg·kg-1·d-1，青年假手术组、青年模型组、老龄假手术组

及老龄模型组以等体积生理盐水灌胃。灌胃第5天参照改良的Longa等的线栓法局灶性脑缺血动物模型进行复制，假手术组动物仅分离CCA、ICA、ECA，不

进行线栓阻断血供，实验中合理控制室温、动物体温及血压。造模成功后观察再灌注24h、3d、6d及12d的动物在动物清醒后进行加灌药物。大鼠在各时

间点测定神经症状积分，后快速断头取脑，分别检测脑组织含水量、脑组织梗死面积测定、免疫组化、光电镜病理，各组随机选取两只动物，取左侧大

脑皮质部位作电镜观察。

    结果：①神经症状积分变化青年模型组大鼠各时点均高于假手术组，I/R3d组高于I/R12d组。老龄大鼠组间比较：老龄模型组大鼠各时间点神经症状

积分均高于老龄假手术组；I/R3d、I/R6d组高于I/R12d组。与青年大鼠相同时间点比较：老龄大鼠模型组I3h、I/R6d增高。与老龄大鼠模型组相同时间

点比较：脑脉通组I/R3d、I/R6d、I/R12d降低。与尼莫地平组相同时间点比较：脑脉通组I/R6d、I/R12d降低。②脑组织梗死面积变化青年大鼠组间比较

：青年模型组大鼠各时点均高于假手术组组；I/R1d、I/R3d、I/R6d、I/R12d组高于I3h组；I/R6d组高于I/R1d组。老龄大鼠组间比较：老龄模型组大鼠

各时间点梗死面积均高于老龄假手术组；I/R1d、I/R3d、I/R6d、I/R12d组高于I3h组；I/R3d、I/R6d组高于I/R12d组。与青年大鼠相同时间点比较：老

龄大鼠模型组I3h、I/R3d增高。与老龄大鼠模型组相同时间点比较：脑脉通各时间点组均降低。与尼莫地平组相同时间点比较：脑脉通各组均降低。

③脑组织含水量变化青年大鼠组间比较：青年模型组大鼠I/R1d、I/R3d、I/R6d均高于假手术组；I/R1d、I/R3d组高于I3h组；I/R1d、I/R3d组高于

I/R12d组。老龄大鼠组间比较：老龄模型组I/R1d、I/R3d、I/R6d均高于老龄假手术组、I3h组；I/R1d、I/R3d、I/R6d组高于I/R12d组。与青年大鼠相同

时间点比较：老龄大鼠模型组含水量差异无统计学意义。与老龄大鼠模型组相同时间点比较：脑脉通组I/R1d、I/R3d、I/R6d降低。与尼莫地平组相同时

间点比较：脑脉通组含水量差异无统计学意义。④组织病理损伤光镜下：青年模型组可见神经纤维排列紊乱，血管壁肿胀，血管管周水肿，有炎细胞浸

润。与青年模型组比较，老龄模型组神经元细胞减少，血管扩张水肿，管周高度水肿，部分管腔受压变形，炎细胞浸润明显、形成“血管套”，组织结

构欠清晰。脑脉通组(I/R3d)神经纤维排列紊乱，血管轻度扩张，管周水肿，管周有炎性细胞浸润，部分血管受压变形。电镜下：青年模型组神经元线粒

体水肿，线粒体嵴和膜部分消失；管周轻度、中度水肿，基底膜断裂。与青年模型组比较，老龄模型组可见，神经细胞线粒体水肿加重，细胞器大量减

少；血管基底膜厚薄不均，部分溶解、断裂及缺损。脑脉通组(I/R3d)可见神经元线粒体水肿，部分膜和嵴消失，可见管周水肿，基底膜局部水肿。

    结论：①老龄及青年模型组大鼠脑缺血再灌注损伤随再灌注时间延长而加重(I3h～I/R6d)。表现为随再灌注时间的延长，神经症状积分、脑组织含

水量、脑梗死面积及病理损伤加重。②与青年大鼠比较，老龄大鼠脑缺血再灌注损伤程度较重。表现为神经症状积分、脑组织含水量、脑梗死面积增加

，病理损伤加重。其机制可能与增龄后脑缺血炎症反应的变化有一定关系。这可能是老年人脑梗死病情较重、死亡率较高的病理生理机制之一。③脑脉

通对老龄大鼠脑缺血再灌注损伤有一定的保护作用，以中剂量疗效尤为显著。表现为脑脉通可使神经症状积分、脑组织含水量、脑梗死面积降低，病理

损伤减轻。其脑保护作用可能与其拮抗炎症级联反应有关。

    2老龄大鼠脑缺血再灌注炎症级联反应的变化及脑脉通对其干预作用

    应用免疫组织化学方法动态观察不同时间点老龄与青年大鼠脑缺血再灌注后脑组织一系列炎性介质(NF-κB、HSP70、TNF-α、ICAM-1、ICAM-

1mRNA、VCAM-1、eNOS、iNOS、nNOS)表达的变化规律及脑脉通对其影响。

    结果：①NF-κB表达水平变化青年大鼠组间比较：I/R1d、I/R3d、I/R6d、I/R12d组表达高于假手术组、I3h组；I/R1d、I/R3d组高于I/R6d、

I/R12d组。老龄大鼠组间比较：I/R1d、I/R3d、I/R6d、I/R12d组表达高于假手术组、I3h组；I/R1d、I/R3d组表达高于I/R6d、I/R12d组。与青年大鼠相

同时间点比较：老龄大鼠模型组I/R1d、I/R3d表达增高。与老龄大鼠模型组相同时间点比较：脑脉通组I/R1d、I/R3d、I/R6d、I/R12d表达降低。与尼莫

地平组相同时间点比较：脑脉通组I/R1d表达降低。②HSP70表达水平变化青年大鼠组间比较：I3h、I/R1d、I/R3d、I/R6d组表达高于假手术组；I3h、

I/R1d、I/R3d组高于I/R6d、I/R12d组。老龄大鼠组间比较：I3h、I/R1d、I/R3d组表达高于假手术组；I/R1d、I/R3d组表达高于I/R6d、I/R12d组。与青

年大鼠相同时间点比较：老龄大鼠模型组I3h、I/R1d表达降低。与老龄大鼠模型组相同时间点比较：脑脉通组I/R1d、I/R3d、I/R6d、I/R12d表达增加。

与尼莫地平组相同时间点比较：脑脉通组I/R1d表达增加。③TNF-α表达水平变化青年大鼠组间比较：I3h、I/R1d、I/R3d、I/R6d组表达均高于与青年假

手术组；I/R1d组表达高于I/R3d、I/R6d、I/R12d组。老龄大鼠组间比较：I3h、I/R1d、I/R3d、I/R6d组表达高于老龄假手术组；I/R1d组高于I3h、

I/R3d、I/R6d、I/R12d组；I/R3d组高于I/R6、I/R12d组。与青年模型组大鼠相同时间点比较：老龄大鼠模型组I/R1d、I/R3d表达增高。与老龄模型组相

同时间点比较：脑脉通I3h、I/R1d、I/R3d组。与尼莫地平组大鼠相同时间点比较：脑脉通组I/R1d表达水平降低。

    结论：①炎症级联反应参与脑缺血再灌注损伤。表现为大鼠脑缺血再灌注后炎症级联反应信号转导途径激活(NF-κB表达增加)，促炎细胞因子(TNF-

α)表达增强，炎性细胞黏附性增强(ICAM-1、ICAM-1mRAN、VCAM-1表达上调)。

    ②老龄大鼠脑缺血再灌注炎症级联反应较青年大鼠严重，且持续时间长、不易恢复。其机制与老龄大鼠脑缺血再灌注后促进炎症反应及炎性损伤发

生发展的NF-κB、TNF-α、ICAM-1、ICAM-1mRAN、VCAM-1、iNOS、nNOS表达增加；及抑制因素HSP70、eNOS表达较弱有关。这可能是老年人脑梗死病情重

、致残率和死亡率较高的病理生理机制之一。

    ③脑脉通可有效抑制老龄大鼠脑缺血再灌注炎症级联反应。表现为脑脉通可降低有促炎作用的NF-κB、TNF-α、ICAM-1、ICAM-1mRNA、VCAM-1、

iNOS、nNOS的表达，增加有神经保护作用的HSP70、eNOS表达，从而发挥拈抗脑缺血再灌注损伤作用。

3.期刊论文 李建生.高剑峰.周友龙.刘轲.LI Jian-sheng.GAO Jian-feng.ZHOU You-long.LIU Ke 脑脉通对老龄大

鼠脑缺血再灌注炎症级联反应变化的影响 -中国中药杂志2006,31(21)
    目的:从肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、黏附分子(ICAM-1,VCAM-1)表达变化揭示脑脉通抗老年脑缺血再灌注损伤的保护机制.方法:采用MCAO方法复制脑
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缺血动物模型,观察缺血3 h和I/R 1,3,6,12 d神经症状积分、脑组织含水量、病理变化、TNF-α,VCAM-1,ICAM-1和ICAM-1mRNA表达变化,TNF-α以灰度值

为表达单位,VCAM-1,ICAM-1以阳性反应血管数目为表达单位.结果:模型组脑组织含水量(I/R 1,3,6 d)、神经症状积分(各时间点)和TNF-α,VCAM-1(I 3

h,I/R 1,3,6 d),ICAM-1(I 3 h,I/R 1,3,6 d)及其mRNA(各时间点)均高于假手术组;脑脉通组神经症状积分,脑组织含水量(I/R 3,6,12 d),TNF-α,VCAM-

1(I 3 h,I/R 1,3 d)和ICAM-1及其mR-NA(I 3 h,I/R 1,3 d)表达均低于模型组;脑脉通组神经症状积分(I/R 6,12 d),TNF-α(I/R 1 d),ICAM-1(I/R 1

d)及其mRNA(I/R 1,3 d)表达低于尼莫地平组.结论:脑脉通抗老年脑缺血再灌注损伤的机制与其抑制TNF-α,VCAM-1,ICAM-1等表达有关.

4.期刊论文 高剑峰.李建生.周友龙.刘轲.GAO Jian-feng.LI Jian-sheng.ZHOU You-long.LIU ke 脑脉通对老龄大

鼠脑缺血再灌注炎症级联反应的影响 -中华中医药杂志2008,23(7)
    目的:从肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、黏附分子(ICAM-1、VCAM-1)表达变化揭示脑脉通对老龄大鼠脑缺血再灌注损伤保护机制及其量效关系.方法:采

用大脑中动脉栓塞(middle cerebral artery occlusion, MCAO)法复制脑缺血(缺血3h再灌注12d)动物模型.观察脑脉通(大、中、小剂量)对脑缺血再灌

注老龄大鼠神经症状积分、脑组织含水量、病理变化、TNF-α、VCAM-1、ICAM-1及ICAM-1 mRNA表达的影响.结果:模型组大鼠脑组织含水量、神经症状积

分、TNF-α、VCAM-1、ICAM-1及ICAM-1 mRNA表达均高于假手术组;脑脉通组(大、中、小剂量)、尼莫地平组脑组织含水量、神经症状积分、TNF-α、

VCAM-1、ICAM-1及ICAM-1 mRNA表达均低于模型组;脑脉通中剂量组神经症状积分和VCAM-1、ICAM-1及ICAM-1 mRNA的表达低于尼莫地平组;脑脉通中剂量

组各项指标均低于脑脉通小剂量组.结论:脑脉通拮抗脑缺血再灌注损伤机制与抑制TNF-α、VCAM-1、ICAM-1等表达有关,且以脑脉通中剂量组效果最全面

.

5.期刊论文 李建生.刘轲.刘敬霞.王明航.赵跃武.刘正国 脑脉通对老龄大鼠脑缺血/再灌注纤溶酶原激活系调节作

用的影响 -中国老年学杂志2005,25(10)
    目的研究脑脉通对老龄大鼠脑缺血/再灌注(I/R)纤溶酶原激活系调节作用的影响.方法采用线栓法复制局灶性脑I/R模型,将老龄大鼠分为假手术组、

模型组、脑脉通组、尼莫地平组,后三组又分为脑缺血3 h和I/R 6、12、24 h、3、6 d组.采用电镜、免疫组化和酶谱分析等法,观察各组脑微血管结构、

纤溶酶原激活系的变化.结果与假手术组比较,模型组脑微血管病理损伤明显,t-PA(I 3 h～I/R 6 d)、u-PA(I/R 12 h～6 d)、PAI-1(I/R 6 h～3 d)表达

水平显著增强.与模型组比较,脑脉通组微血管病理损伤明显改善,t-PA(I/R 6 h～3 d)、u-PA(I/R 12 h～3 d)的蛋白表达显著降低和PAI-1(I/R 12 h～3

d)的蛋白表达显著增强.各组PAI-1的酶谱分析比较,其量的变化与免疫表达结果基本一致.结论脑脉通对老龄大鼠脑I/R微血管基底膜损伤的保护作用与其

对纤溶酶原激活系调节有关.

6.学位论文 刘轲 脑脉通对老龄大鼠脑缺血/再灌注微血管基底膜损伤的保护作用 2004
    缺血性脑卒中作为临床危、急、重病之一,发病既有其慢性复杂的病理基础,又有其凶险多变的急性演变过程,且其发病率和死亡率均随年龄增加而增

高.在中国,随着老年人口的增多及老龄化社会的到来,深入研究老年缺血性脑卒中的发病机制,寻求有效的治疗方案显得十分迫切.脑缺血再灌注损伤是引

起多种脑血管病的重要病理生理机制,抗脑缺血再灌注损伤是治疗脑梗死的有效措施.在脑缺血再灌注损伤机制中,细胞内蛋白酶起着重要作用,能够水解

细胞外基质的两个主要酶系统为基质金属蛋白酶系统和纤溶酶原激活系统.目前,从细胞外基质成分改变及其相关降解酶类,动态研究脑缺血再灌注微血管

损伤病理生理的机制甚为少见,尤以老年动物为研究对象国内尚未见报道;在开展对老年缺血性脑血管疾病的实验研究中多使用青年动物,忽视了人类脑血

管疾病中增龄因素的重要性,致使实验研究结果与临床有较大差距;以解毒降浊、益气活血方药治疗老年脑缺血再灌注损伤的实验研究资料报道较少,特别

以解毒降浊、益气活血方药对脑缺血再灌注血管基底膜成分改变及其相关降解酶类系统表达变化影响的研究国内尚未见报道.该课题以老龄大鼠脑缺血

/再灌注微血管细胞外基质的损伤与气虚血瘀,浊毒损络为研究的切入点,从脑微血管结构、基底膜Ⅳ型胶原和层连蛋白等变化揭示老龄大鼠脑缺血/再灌

注损伤的特点;从脑微血管基底膜MMPs、TIMP与PA、PAI的变化揭示老龄大鼠脑缺血/再灌注微血管基底膜损伤机制.从脑微血管结构、基底膜Ⅳ型胶原和

层连蛋白等变化证实脑脉通对老龄大鼠脑缺血/再灌注损伤具有保护作用;从脑微血管基底膜MMPs、TIMP与PA、PAI的变化揭示脑脉通对老龄大鼠脑缺血

/再灌注微血管损伤的保护机制.总之,该实验从整体及微观层次,动态观察了老龄与青年大鼠脑缺血/再灌注不同时间脑微血管结构、基底膜Ⅳ型胶原和层

连蛋白等变化的异同,揭示老龄大鼠脑缺血/再灌注损伤的特点;并从明胶酶系统、纤溶酶原激活系统的变化揭示微血管基底膜损伤机制.从脑微血管结构

、基底膜Ⅳ型胶原和层连蛋白等变化证实脑脉通对老龄大鼠脑缺血/再灌注损伤的保护作用;并从上述两系统的变化揭示脑脉通对脑缺血/再灌注时微血管

损伤保护机制.此研究可能为进一步揭示老年脑缺血/再灌注损伤的病理生理特点提供依据,为进一步开展脑脉通的研究及药物开发提供实验依据.

7.期刊论文 任小巧.李建生.刘轲.赵跃武.刘正国 脑脉通对老龄大鼠脑缺血/再灌注细胞凋亡的影响 -中国老年学

杂志2005,25(9)
    目的研究脑脉通对老龄大鼠急性局灶性脑缺血/再灌注(I/R)后脑损伤的保护作用.方法采用线栓法建立老龄大鼠急性局灶性I/R损伤模型,观察脑脉通

及尼莫地平对老龄大鼠脑缺血3 h及再灌注12、24、72 h各组细胞凋亡的影响.结果脑脉通与尼莫地平均可减少脑I/R后凋亡细胞数.与模型组比较有显著

的统计学意义(P＜0.001).结论脑脉通可以抑制脑I/R后神经细胞的凋亡,对神经元起保护作用.

8.期刊论文 任小巧.李建生.封银曼.卢跃卿 脑脉通对老龄大鼠脑缺血/再灌注损伤脑保护作用的研究 -中国中药杂

志2004,29(1)
    目的:研究脑脉通对急性局灶性脑缺血/再灌注后脑损伤的保护作用.方法:采用线栓法建立老龄大鼠急性局灶性脑缺血/再灌注模型,观察缺血3h及再

灌注12h各组神经症状、脑梗死面积、脑组织含水量、脑组织病理形态及超微结构变化.结果:脑缺血组及脑缺血/再灌注组脑梗死面积明显大于假手术组

,神经障碍重于假手术组,脑组织含水量高于假手术组,脑组织病理形态及超微结构改变较重.治疗组脑组织梗死面积、神经障碍、脑组织含水量、脑组织

病理形态及超微结构变化较脑缺血组及脑缺血/再灌注组明显减轻(P＜0.001).结论:脑脉通对局灶性脑缺血/再灌注后脑组织有保护作用.

9.会议论文 李建生.高剑峰.周友龙.刘轲 脑脉通对老龄大鼠脑缺血再灌注炎症级联反应变化的影响 2006
    目的 从肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、黏附分子(ICAM-1、VCAM-1)表达变化揭示脑脉通抗老年脑缺血再灌注损伤的保护机制.方法 采用MCAO方法复制

脑缺血动物模型,观察缺血3h和I/R1d、3d、6d、12d神经症状积分、脑组织含水量、病理变化、TNF-α、VCAM-1、ICAM-1和ICAM-1mRNA表达变化.结果 模

型组脑组织含水量(I/R1d、3d、6d)、神经症状积分(各时间点)和TNF-α、VCAM-1(I3h、I/R1d、3d、6d)、ICAM-1(I3h、I/R1d、3d、6d)及其mRNA(各时

间点)均高于假手术组;脑脉通组神经症状积分、脑组织含水量(I/R3d、6d、12d)、TNF-α、VCAM-1(I3h、I/R1d、3d)和ICAM-1及其mRNA(I3h、I/R1d、

3d)表达均低于模型组;脑脉通组神经症状积分(I/R6d、12d)、TNF-α(I/R1d)、ICAM-1(I/R1d)及其mRNA(I/R1d、3d)表达低于尼莫地平组.结论 脑脉通抗

老年脑缺血再灌注损伤的机制与其抑制TNF-α、VCAM-1、ICAM-1等表达有关.

10.学位论文 周友龙 脑脉通对老龄大鼠脑缺血再灌注脑微血管再生作用机制研究 2005
    目的1从老龄大鼠脑缺血再灌注脑微血管再生揭示老年脑缺血再灌注血管再生机制.2通过老龄大鼠血管再生有关方面的研究,探讨老年脑缺血再灌注

损伤的病理生理特点.3探讨中药脑脉通对老龄大鼠脑缺血再灌注促血管再生的作用机制.4通过促血管再生作用,评价脑脉通对老年脑缺血再灌注损伤的保

护作用.结论1老龄大鼠脑缺血再灌注脑组织损伤出现早、程度重、恢复慢,脑微血管再生减弱,脑微血管数量较青年大鼠明显减少;2老龄大鼠脑缺血再灌

注血管再生有关生长因子如VEGF、VEGFR、TGF-β1和bFGF的表达减少及VEGFmRNA、VEGFRmRNA、TGF-β1mRNA的表达减弱,这可能是老年微血管再生迟缓的

主要机制;3脑脉通对老龄大鼠脑缺血再灌注微血管再生有明显的促进作用,其作用机制与促进VEGF、VEGFR、TGF-β1和bFGF的表达及上调VEGFmRNA、

VEGFRmRNA、TGF-β1mRNA水平有关.4脑脉通通过促微血管再生对缺血再灌注脑损伤有明显的保护作用.
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