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摘要# 目的!探讨补阳还五汤 "黄芪& 当归尾& 赤芍& 地龙( 桃仁( 红花( 川芎# 对急性脑缺血大鼠血清溶酶体颗粒糖
蛋白 3* ".C3*# 和血小板"颗粒膜糖蛋白 "%& ".C3#V# 细胞因子的影响’ 方法!采用大脑中动脉线栓法建立大鼠急性
局灶性脑缺血模型’ 将 -VA级 -C雄性大鼠 "&& 只随机均分为假手术组和模型组 "生理盐水#& 氯吡格雷组
)3F/( 5MG"^M+<#*& 补阳还五汤高 )#3 MG"^M+<#*( 低剂量组 )3F( MG"^M+<#*’ 连续给药"% <后观察和比较各组大
鼠神经功能评分( 脑梗死面积和血清.C3*和.C3#V水平变化情况’ 结果!与模型组相比& 氯吡格雷组( 补阳还五汤高
剂量组均能显著降低动物的神经功能评分 ")f&F&"#( 增加体质量 ")f&F&(& )f&F&"# 和减少脑梗死面积 ")f&F&"
和)f&F&(#’ 酶联免疫法结果显示& 模型组大鼠血清.C3*( .C3#V均较假手术组升高& 补阳还五汤高( 低剂量组与模
型组比较& 均能降低.C3*和.C3#V水平& 差异有显著性 ")f&F&"和)f&F&(#& 尤以高剂量组较为明显’ 结论!补阳
还五汤可能下调.C3*( .C3#V因子表达& 减轻急性脑缺血模型大鼠的神经功能损伤和减少脑梗死面积’
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!!缺血性卒中是各种原因引起的脑部血液供应
障碍& 导致脑组织缺血缺氧性坏死& 脑缺血后血
管炎症反应和脑微循环功能改变影响着脑卒中的
病情进展及预后’ 血小板在缺血性脑卒中的发生
和发展中扮演着重要的角色& 其活化程度与病情
的严重程度和预后密切相关’ 溶酶体颗粒糖蛋白
3* ".C3* # 和 血 小 板 "颗 粒 膜 糖 蛋 白 "%&
".C3#V& 也称 V选择素# 是血小板活化和释放
的产物& 是体内血小板活化程度和血栓形成的标
志物& 它们的高表达可能会加重脑缺血损伤)")#* ’
补阳还五汤出自清代王清任的 .医林改错/& 具
有益气( 活血( 通络等作用& 是改善脑缺血局部
微循环& 减轻脑水肿及氧自由基损伤& 促进神经
功能恢复& 是治疗脑梗塞和脑梗塞后遗症的经典
的名方)** ’ 本研究采用急性局灶性脑缺血大鼠模
型& 研究补阳还五汤对急性脑缺血大鼠血清中
.C3* 和 .C3#V细胞因子表达的影响& 探讨其对
急性缺血性脑卒中损伤的保护机制’

JK材料
"F"!动物!-VA级 -C雄性大鼠& 体质量 #&& ‘
#(& M& 由浙江省医学科学院实验动物中心提供&
动物许可证号 -.O[ "浙# #&"%)&&&"’ 动物在手
术前 " 周领回& 安静环境饲养& 自由进食及饮水&
光照周期采用自然节律’ 实验过程中对动物的饲
养( 给药( 手术及取材& 均遵循实验动物管理
规定’
"F#!药物与制剂!补阳还五汤颗粒剂水溶液制
备! 根据清+王清任.医林改错/ 原方所载的药味
和配方比例 "按文献每钱以 * M换算# 进行制备’
处方! 生黄芪 "#& M& 当归尾 3 M& 赤芍 %F( M& 地
龙( 桃仁( 红花( 川芎各 * M’ 换算为中药颗粒的
用量为黄芪 #% M"批号 *"#(&30& 规格 #F& Ma
"& M& 每袋装量与相当于饮片量& 以下均同#& 赤
芍 &F+ M"批号 *"&#3*0& 规格 #F& Ma"& M#& 当归
尾 "F( M"批号 "*&/""/& 规格 "F( Ma3 M#& 川芎
&F3( M"批号 *"#(&#0& 规格 "F* Ma3 M#& 地龙

3*/

#&"3 年 % 月
第 *’ 卷!第 % 期

中 成 药
.=7J1I10W6<7S7;J62V6S1JS]1<7:7J1

@XW72#&"3
_;2$*’!D;$%



&F* M"批号 *"#*3&0& 规格 "F& Ma"& M#& 桃仁
&F3 M"批号 *"#"(+0& 规格 #F& Ma"& M#& 红花
&F%’ M"批号 *""*+30& 规格 &F’ Ma( M#& 以上颗
粒均由广东一方制药有限公司提供’ 取各味药颗粒
剂混合后& 用 "&& d蒸馏水配制成补阳还五汤水溶
液备用’ 硫酸氢氯吡格雷片 "/( 5MG片& 赛诺菲
)杭州* 制药有限公司& 批号 #@"’*#’
"F*!试剂!#&*&()氯化三苯基四氮哇 "00.#
"美国 -7M56公司#$ "&!水合氯醛 "上海白鹤化
工厂#$ 磷酸盐缓冲液 "Vb-# "称取 D6.2’F& M&
[.2&F# M& D6#BVR% + /B#R "F(3 M& [B#VR%
&F% M& 定容至 " &&& 5>& XB /F%& 高压灭菌备
用#$ 大鼠.C3*( .C3#V酶联免疫吸附试剂盒均
由美国,b公司提供$ 其他试剂均为分析纯’
"F%!仪器!B--)" 数字式超级恒温浴槽 "成都仪
器厂#$ bV"#"- 型电子天平 "德国 -6WS;W7QI公
司#$ 医用低温电冰箱 "日本日立公司#& 微孔板
扫描酶标仪 "]lO#&& 型& 美国 b7;01̂ ?JISWQ51JS
公司#$ 低速控温离心机 "美国0=1W5;-:71JS7P7:#$
@_)V+3&.数字展示台 "日本_7:S;W.;5X6JT;Pc6)
X6J& >757S1<#’
LK方法
#F"!分组与给药!按照实验动物与人按体表面积
等效量换算比率计算大鼠用药量’ 雄性 -C大鼠随
机分为 ( 组& 每组 #& 只& 模型组( 假手术组( 氯
吡格雷组 )3F/( 5MG"^M+<#*( 补阳还五汤高剂
量组 )#3 MG" ^M+ <#*( 补阳还五汤低剂量组
)3F( MG"^M+<#*& 动物按体表面积计算灌胃给药
"& 5>ĜM’ 模型组和假手术组给予相同体积的生理
盐水’ 术后第 # 天开始给药& 连续给药 "% <’
#F#!动物模型制备与评价!采用大鼠大脑中动脉
线栓法 "].@R# 复制大鼠局灶性脑缺血模型)%* ’
大鼠用 "&!水合氯醛 "*&& 5MĜM# 腹腔注射麻
醉& 仰位固定后& 颈正中切口& 钝性分离右侧颈总
动脉 "..@#( 颈外动脉 "4.@#( 颈内动脉
"?.@#& 并分离迷走神经’ 由 ..@分叉处向头端
依次游离& 并结扎右侧 ..@近心端( 4.@及其所
有分支动脉& 使其主干游离备用’ 然后分离右侧
?.@& 沿?.@向下分离翼腭动脉& 根部结扎该分
支& 仅保留 ?.@入颅骨主干’ 在 4.@近端备线&
用无损伤动脉夹暂时夹闭其远端& ..@分叉处做
一切口& 插入 % ‘& 尼龙线& 推进 "/ ‘#& 55时可
感阻力& 表明栓线头端已经通过大脑中动脉 "57<)
<21:6W;S7< 6WS1WT& ].@# 的起始处& 阻断 ].@部

分血流来源& 缝合皮肤& 此时即完成一侧 ].@R’
假手术组除不插线外& 其余步骤同上’ 术后将大鼠
置于铺好清洁垫料的饲养箱内自由饮水进食’ 分别
于术后 %( ’( #% = 对大鼠进行神经功能评分& 根
据U16>;JM6)%*的五分制评分标准& 满分为 ( 分&
分数越高& 动物行为障碍越严重’ 符合 #( *( %
分& 并且与正常动物明显存在差异& 则可证明模型
造模成功’ 神经功能评分标准! & 分& 无神经损害
症状$ &F( 分& 表现为竖毛& 轻度运动障碍$ "F&
分& 表现为不能伸展对侧前爪& 运动障碍$ #F&
分& 表现为行动不协调& 屈曲姿势& 旋转运动$
*F& 分& 表现为向对侧倾倒$ %F& 分& 表现为痉挛&
昏睡& 意识丧失$ (F& 分& 死亡’
#F*!指标检测
#F*F"!大鼠的一般状况!给药期间密切观察毛发
光泽( 精神状态( 活动( 饮食及大小便& 每周称体
质量& 记录体质量变化情况’ 分别于术后 "( /(
"% <对缺血大鼠进行神经功能评分’
#F*F#!梗死面积测定!末次灌胃后 # =& 将动物断
头取脑$ 去掉嗅球( 小脑和低位脑干& 冠状均切 %
刀& 共 (片$ ( 片脑组织放置 &F#(! 00.溶液中&
*/ d避光孵育 *& 57J染色& 00.可以和活性细胞线
粒体内的琥珀酸脱氢酶反应& 生成红色的甲臢& 因
此被用来表示细胞的活力$ "&!福尔马林固定 % =$
拍照& 经染色后正常组织呈红色& 梗死部位呈白色$
观察结果并用 @_)V+3&.数字展示台拍照分析& 根
据面积和切片间隔& 采用?56M1c软件计算出脑片上
梗塞灶体积占全脑体积的百分比& 进行比较’
#F*F*!酶联免疫吸附法 "4>?-@# 检测 .C3* 和
.C3#V含有量!末次灌胃后 # =& 腹主动脉取血约
( 5>& * &&& WG57J& 离心 *& 57J& 吸取血清& 血清
于g#& d冰箱保存备测’ .C3* 和 .C3#V含有量
测定参照试剂盒说明书’
#F%!统计学分析!实验数据以均数 e标准差
"@e6# 表示& 采用统计软件 -V-- "*F& 进行统计
学分析& 多组间比较采用单因素方差分析 ";J1
N6T@DR_@#& 如有显著性差别& 则组间两两显
著性比较采用 >-C法& )f&F&( 为差异有统计
意义’
MK结果
*F"!大鼠的一般状况!术后模型组动物一般状态
较差& 活动较少’ 体质量方面& 大多数动物体质量
有所下降’ 补阳还五汤高剂量组和氯吡格雷组不同
程度地改善 ]@.R大鼠的一般情况& 体质量有所

/*/
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增加& 给药第 / 天及第 "% 天& 氯吡格雷组和补阳
还五汤高剂量组动物体质量明显增加& 与模型组比

较& 差异有统计学意义 ")f&F&(& )f&F&"#’ 见
表 "’

表 JK@9>B术后各组大鼠不同时间点体质量变化和神经功能损伤的影响 %#PJT’
<1QRJK$%%&’(."%4&#+5(1/!/&*2"-"+#’1-.’"2&."%21(.1%(&2@9>B1(!#%%&2&/((#3&6"#/(.%#PJT’

组别
剂量G

)M+"^M+<# g"*
& < " < / < "% <

体质量GM 体质量GM 神经功能评分G分 体质量GM 神经功能评分G分 体质量GM 神经功能评分G分
假手术组 g #%/F/ e"*F+( ##(F/ e3F*+ & #%&F/ e3F(3 & #/( e/F%( &
模型组 g #%*F3 e"*F&+ "/* e+F#%r *F% e&F(# "(% e/F%+r #F+ e&F(/ "%%F* e"/F(r #F( e&F(*
氯吡格雷组 3F/( m"& g* #%*F’ e+F+3 "/*F( e"*F(( *F( e&F(* "33F/ e’F%"! #F" e&F(3! "3(F* e’F#/!! "F3 e&F3+!!

补阳还五汤高剂量组 #3 #%/F’ e’F"3 "/#F" e"&F3* *F( e&F(# "33F( e’F&(! #F( e&F(* "(/F3 e+F#! "F( e&F(*!!

补阳还五汤低剂量组 3F( #%’F/ e*F/% "/#F/ e+F(% *F* e&F%’ "(+F’ e3F*# #F/ e&F3/ "%"F/ e/F’/ #F* e&F%’

!!注! 与假手术组比较&r)f&F&"$ 与模型组比较&!)f&F&(&!!)f&F&"

!!神经功能评分方面& ]@.R术 % = 后& 与假手
术组相比& 各组动物清醒后均表现出明显的神经运
动功能障碍& 如痉挛( 对侧倾倒( 旋转运动等& 提
鼠尾可见其左前肢收紧贴胸壁& 左侧肢体肌力下降&
行走时偏向左侧& 各组严重程度相似$ ’( #% = 后&
动物死亡率大大增加’ 连续给药治疗后& 与模型组
相比& 各给药组大鼠的神经功能损害症状均有所减
轻’ 给药第 /天氯吡格雷组动物的神经功能评分显
著减少 ")f&F&(#$ 给药 "% <& 氯吡格雷组和补阳
还五汤高剂量组动物神经功能评分明显下降& 与模
型组比较& 差异有统计学意义 ")f&F&"#’

*F#!补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠脑梗塞面积
的影响!脑梗死面积是评价脑缺血损伤程度较为直
观( 准确的指标’ 假手术组脑组织均呈现深红色
"正常脑组织#$ 模型组& 氯吡格雷组& 补阳还五
汤高( 低剂量组的大脑左侧均有不同程度的苍白色
脑梗死组织区 "梗死损伤灶#& 如图 " 所示’ 梗死
面积计算比较结果表明& 氯吡格雷组( 补阳还五汤
高剂量组脑梗死灶面积明显低于模型组& 差异有统
计学意义 ")f&F&"& )f&F&(#$ 补阳还五汤低剂
量组平均梗死面积低于模型组& 但差异无统计学意
义 ")p&F&(#’ 见表 #’

图 JK<<>染色下各组大鼠脑组织标本
N#+RJK:21#/(#..*&"%1--+2"*6.21(.#/<<>.(1#/#/+

表 LK补阳还五汤治疗后脑组织梗死面积结果 %#PJT’
<1QRLK?/%-*&/’&"%:*71/+ A*1/4*C&’"’(#"/#/1’*(&

’&2&Q21-#.’5&3#1 21(."/#/%12’(.#\&%#PJT’
组别 剂量G)M+"^M+<# g"* 梗死面积G!

假手术组 g &!
模型组 g %#F(/ e’F/*
氯吡格雷 3F/( m"& g* #%F"" e3F%’!!

补阳还五汤高剂量组 #3 *"F&/ e3F%*!

补阳还五汤低剂量组 3F( *’F%’ e+F%+

!!注! 与模型组比较&!)f&F&(&!!)f&F&"

*F*!酶联免疫吸附法 $4>?-@% 检测脑缺血大鼠
血清中 .C3* 和 .C3#V的表达!模型组大鼠血清
.C3* 和 .C3#V含有量均较假手术组显著升高
")f&F&"#$ 与模型组比较& 氯吡格雷组& 补阳还
五汤高( 低剂量组均能降低 .C3*( .C3#V水平&
差异有显著性 ")f&F&(& )f&F&"#$ 且 .C3*(
.C3#V水平随补阳还五汤剂量增加而降低& 高(
低剂量组比较差异显著 ")f&F&(& )f&F&"#’ 说

’*/
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明氯吡格雷和阳补还五汤均能降低急性脑缺血大鼠
血清.C3*( .C3#V水平’
表 MK补阳还五汤对急性局灶性脑缺血大鼠血清 >CZM 和

>CZL,含有量的影响 %#PZ’
<1QRMK$%%&’(."%:*71/+ A*1/4*C&’"’(#"/#/1’*(&’&2&8

Q21-#.’5&3#1 21("/>CZM 1/!>CZL,%#PZ’

组别
剂量G

)M+"^M+<# g"*

.C3*G

"JM+5>g"#

.C3#VG

"JM+5>g"#
假手术组 g *(F%* e"F+/ "*F(3 e"F&#
模型组 g (/F"( e#F/3r "+F&( e"F%"r

氯吡格雷组 3F/( m"& g* *’F3( e"F’3!! "%F3# e"F&*!!

补阳还五汤高剂量组 #3 %(F/* e*F%(!!"" "%F&’ e"F’#!!"

补阳还五汤低剂量组 3F( (*F%’ e*F**! "3F%" e"F/*!

!!注! 与假手术组比较&r)f&F&"$ 与模型组比较&!)f&F&(&!!)f&F&"$

与低剂量组比较&")f&F&(&"")f&F&"

UK讨论
在急性缺血性脑卒中时梗死中心区的缺血缺氧

造成了自由基产生( 兴奋性氨基酸递质和血小板活
性因子的释放( 脑水肿等引起脑神经元代谢紊乱&
大量钙离子内流& 使细胞超载线粒体钙离子沉着&
发生不可逆性神经元死亡)()3* ’ 血小板活化在血栓
性疾病中起着关键的作用& 其活化程度与卒中患者
的疾病进展( 神经功能康复及预后均有影响’ 国内
外指南均有推荐急性卒中患者服用抗血小板药物治
疗& 但抗血小板药物治疗时颅内及胃肠道出血等不
良反应有所增加& 限制了在临床上的长期使用’ 中
药因口服安全( 有效而日益受到人们的青睐’ 补阳
还五汤是治疗缺血性脑损伤的经典名方& 主要治疗
气虚血瘀型中风& 具有抗血小板活化( 抗氧化( 神
经保护等作用& 能通过多种途径对抗缺血性脑血管
病的不良损伤& 促进卒中患者的神经功能康复& 临
床上广泛应用于缺血性脑卒中的预防和治疗)/)+* ’
本课题组多年来对补阳还五汤体内外对血小板活化
因子 "V@A# 的影响做了大量的研究工作& 探讨了
该方对血小板的功能和 V@A代谢( 受体活性等的
影响& 揭示了该方拮抗血小板活性的作用机制’ 研
究显示! 补阳还五汤能够通过降低体内 V@A含有
量( 抑制 V@A受体活性( V@A诱导血小板聚集(
上调磷脂酰肌醇 * 激酶G蛋白激酶 b "V?*[G@[0#
通路中@[0& V)@[0蛋白的表达和促进 @[0的磷
酸化等作用而抑制血栓形成& 从而发挥脑保护的作
用)"&)"%* ’ 本研究采用大鼠大脑中动脉线栓法
"].@R# 复制大鼠局灶性脑缺血模型& 发现使用
补阳还五汤显著降低神经功能评分& 对急性脑缺血
大鼠的神经功能损害和脑组织梗死面积均有明显
改善’

血小板在止血和血栓形成中的作用与其质膜(
贮存颗粒和骨架蛋白的生化组成密切相关’ 缺血性
脑卒中患者血小板处于高度活化状态& 表面的糖蛋
白发生数量和构型的改变并与血浆中的受体蛋白结
合& 发生血小板聚集和血小板成分的释放)"(* ’ 探
讨该方对急性脑缺血损伤的保护作用机制与血小板
膜糖蛋白表达的关系& 具有重要的临床指导意义’
血小板上有致密颗粒( "颗粒和溶酶体等 * 种贮存
颗粒& 其质膜上的糖蛋白是血小板活化的主要介导
者 )"3* ’ 其中.C3#V存在于 "颗粒膜上& 而 .C3*
存在于致密颗粒和溶酶体颗粒膜上’ .C3#V"V选
择素# 是血小板 "颗粒膜的糖蛋白& 在静止期血
小板上不表达或少量表达’ 血小板活化时 "颗粒
膜蛋白迅速与血小板膜蛋白融合& 使 .C3#V持久
表达在活化的血小板膜表面& 介导活化的内皮细胞
与单核细胞( 中性粒细胞等的黏附功能& 促进纤维
蛋白沉积& 参与炎症反应和血栓形成)"/* ’ .C3#V
只在活化的血小板表面表达& 不被血浆蛋白所掩
盖& 且不随时间的推移而在活化血小板表面消
失)"(&"’* ’ .C3* 是溶酶体颗粒糖蛋白& 主要位于静
止的血小板致密颗粒和溶酶体腔内& 只有在血小板
活化时& 溶酶体膜溶解& .C3* 与血小板浆膜融合
后才表达于血小板膜上)"+* ’ 在急性缺血性脑卒中
时血小板活化使 V@A释放增加& 致密颗粒( "颗
粒和溶酶体等颗粒脱落导致.C3#V和.C3* 在血小
板表面表达增加& 并刺激炎症因子的大量释放& 释
放出的炎性因子和糖蛋白会反过来刺激 V@A的合
成& 促进.C3#V和.C3* 表达的进一步升高的恶性
循环’ 同时& .C3#V( .C3* 和 V@A也协同参与白
细胞和内皮细胞的黏附过程& 从而促进血小板的聚
集和微血栓的形成& 这可能会阻碍侧支循环的建
立& 加重缺血半阴带中脑细胞和神经神害)#&)#"* ’
因此& .C3#V和.C3* 在脑血管疾病的发生和发展
中发挥着重要的作用& 成为活化血小板灵敏特异的
标志物)##* ’ 课题组前期采用双侧颈总动脉阻断诱
导大鼠急性脑缺血再灌注模型& 针对该方预防脑缺
血的机制做了探讨& 发现该方预防应用 "% < 后&
能明显降低模型大鼠 .C3#V和 .C3* 含有量)#"* ’
而本实验采用 ].@R局灶性脑缺血模型& 对急性
脑卒中后给予补阳还五汤治疗& 发现用药后各组均
能显著降低脑缺血模型大鼠血清.C3* 和.C3#V的
含有量& 从而可导致血小板活化水平下降& 且含有
量下降呈剂量相关性& 尤以高剂量组较为明显& 这
与前期研究预防使用结果相似& 说明该方无论在治
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疗阶段还是预防阶段& 均能防治脑缺血损伤& 值得
临床推广使用’

总之& 本研究证实补阳还五汤在缺血性脑卒中
治疗使用时& 具有促进缺血受损神经运动功能的恢
复和减少脑组织梗死面积等作用& 其作用机制可能
与减少血小板贮存颗粒的释放& 降低 .C3* 和
.C3#V分子与血小板浆膜融合& 下调血小板表面
的血清中游离的.C3* 和.C3#V的表达& 进而减少
血管内皮细胞的炎性免疫反应& 减轻梗塞灶脑细胞
的缺血性损害有关& 且量效关系明显& 这可能是补
阳还五汤在治疗急性脑卒中时产生脑保护的作用的
机制之一’
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