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补阳还五汤对大鼠缺血性脑中风损伤后轴突再生的影响

余爱明，闫向丽，郑昊圳，贺颖颖，钟倪俊，王利胜*

（广州中医药大学 中药学院，广州 510006）

［摘要］ 目的：探索补阳还五汤促进缺血性脑中风大鼠轴突再生和神经康复的作用。方法：SD 大鼠共 180 只，建立大脑

中动脉梗死（MCAO）模型，选取造模成功的大鼠随机分成模型组、补阳还五汤组（12 g·kg-1）和尼莫地平组（20 mg·kg-1），另设

假手术组，每组 28 只。连续灌胃给药 7 d 后，断头取脑，通过 TTC 染色检测脑梗死率，测定脑含水量检测脑水肿程度，改良银染

法观察轴突变性，免疫荧光染色观察神经微丝蛋白-200（NF-200）的表达，实时荧光定量 PCR（Real-time PCR）检测排斥性导向

分子 a（RGMa），Ras 同源酶（Rho），Rho 激酶（ROCK）和脑衰反应调节蛋白 2（CRMP2）的 mRNA 表达，并通过改良神经功能评

分观察神经功能恢复情况。结果：与假手术组比较，模型组的脑梗死体积和脑含水量显著上升（P<0.01），神经功能显著下降

（P<0.01），轴突变性和神经纤维损伤严重，轴突生长相关蛋白的 mRNA 表达异常（P<0.01）；与模型组比较，补阳还五汤组和尼莫

地平组的脑损伤程度明显降低，表现为脑梗死率和脑含水量显著降低（P<0.01），轴突变性减少；NF-200 阳性染色增多；RGMa，

Rho和 ROCK 的 mRNA 表达明显降低（P<0.05），CRMP2的 mRNA 表达显著升高（P<0.01），神经功能明显提高（P<0.05）。结论：

补阳还五汤可通过调节轴突生长相关蛋白的 mRNA表达促进缺血性脑中风损伤后轴突再生，从而改善神经功能。
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Effect of Buyang Huanwu Tang on Axonal Regeneration of Rats After Ischemic Stroke Injury

YU Ai-ming，YAN Xiang-li，ZHENG Hao-zhen，HE Ying-ying，ZHONG Ni-jun，WANG Li-sheng*

（School of Pharmaceutical Sciences， Guangzhou University of Chinese Medicine，

Guangzhou 510006， China）

［Abstract］ Objective： To investigate the effects of Buyang Huanwu Tang（BHT） on axonal

regeneration and neurological rehabilitation of the rats suffering ischemic stroke（IS）. Method：A total of 180

SD rats were used to establish a middle cerebral artery infarction（MCAO）model. The animals that were

successfully modeled were randomly divided into model group，BHT group（12 g·kg-1）and nimodipine group

（20 mg·kg-1），and a sham group was established，with 28 rats in each group. After seven-days intragastric

administration of BHT，the animals were sacrificed. TTC staining was used to test cerebral infarction. Brain

water content was measured to observe cerebral edema. Bielschowsky's silver staining and immunofluorescence

were performed to observe axonal degeneration and the protein expression of neurofilament protein-200（NF-

200）. Quantitative real-time polymerase chain reaction（PCR）was used to analyze the mRNA expression of

repulsion oriented molecule a（RGMa），Ras homologous enzyme（Rho），Rho kinase（ROCK），and collapsion

response regulatory protein 2（CRMP2）. Neurological function scores assay was used to examine neurological
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recovery. Result：Compared with sham group，the cerebral infarction volume and brain water content increased

significantly（P<0.01），and motor function was markablely decreased in the model group. Axonal degeneration

and nerve fiber damage were obviously observed. Also，gene expression of axon growth-related protein was

deviation from normal（P<0.01）. Compared with model group，the cerebral infarction rate（P<0.01），brain

water content（P<0.01）and axonal degeneration of BHT group and nimodipine group were significantly

reduced. The expression of NF-200 was increased. Also，the mRNA expression of RGMa，Rho and ROCK was

lower（P<0.05）while the mRNA expression of CRMP2 was higher（P<0.01）. And the neurological function was

significantly improved（P<0.05）. Conclusion：BHT can promote axon regeneration after ischemic stroke injury

by regulating the mRNA expression of axon growth-related protein，thereby improving nerve function.

［Key words］ Buyang Huanwu Tang； ischemic stroke； axonal regeneration； axon growth-related

protein；neurological rehabilitation

缺血性脑中风（IS）是一类常见的脑血管疾病，

具有高发病率和高致残率的特点。在 IS 发生的几

小时后可观察到轴突反应，包括轴突轴浆凝聚、轴

突破碎溶解和髓鞘轮廓失常等［1］。轴突损伤导致神

经元之间、皮质和皮质以下的中枢之间信号传递异

常，神经细胞间建立的联系中断，所以患者在病情

缓和过后多出现肢体、语言和认知功能障碍等中风

后遗症［2-3］。因此，促进 IS 后神经元轴突的生长，在

梗死灶周围建立新的神经网络，有利于神经康复。

文献报道，IS 后排斥性导向分子 a（RGMa）蛋白表达

升高，激活 Ras 同源酶（Rho），进而活化 Rho 激酶

（ROCK）是诱导轴突塌陷的重要抑制因素，抑制这

些因子的表达可促进轴突再生［4-5］。

中医基础理论认为，气血是脑功能的物质基

础［6］，气血亏虚是 IS 的主要证型之一。补阳还五汤

出自王清任《医林改错·卷下·瘫痿论》，具有补气活

血，疏通经脉的功效，临床上已经广泛用于 IS 的治

疗。能恢复患者局部血流，降低全血黏度，改善患

者瘫痪、口舌歪斜等异常症状［7］，这依赖于神经功能

的恢复，和神经网络的重新建立有关。目前对补阳

还五汤发挥抗 IS 的作用机制主要集中在溶栓［8］、抗

炎［9］和抗凋亡［10］等的研究，但补阳还五汤对 IS 后轴

突再生的作用未见相关报道。本研究拟观察补阳

还五汤促进 IS 大鼠轴突再生的作用，探索补阳还五

汤是否通过 RGMa 等信号分子进行调节，以期为补

阳还五汤发挥促进 IS 神经康复的作用机制提供

补充。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠，250~300 g，共 180

只，购于广州中医药大学实验动物中心，合格证号

SCXK（粤）2008-0020。饲养于广州中医药大学实

验动物中心，使用许可证号 SYXK（粤）2018-0001。

动物实验经广州中医药大学伦理委员会批准。

1.2 药物及试剂 补阳还五汤由黄芪 120 g，赤芍

5 g，当归尾 6 g，川芎 3 g，桃仁 3 g，红花 3 g，地龙 3 g

组成［11］，购于康美药业，经广州中医药大学中药学

院张丹雁教授鉴定为正品。用时经回流提取并浓

缩至含饮片 1.2 g·mL-1 的水提液，参照前期对补阳

还五汤指纹图谱的研究［12］，进行质量控制；尼莫地

平片由广东华南药业集团有限公司提供 ，批号

180402，使用时用研钵研磨成细粉，用生理盐水配

成 2 g·L-1 溶液；红四唑（TTC，天津科密欧化学试剂

有限公司，批号 12HB4387-2009）；多聚甲醛（国药集

团化学试剂有限公司，批号 20150427）；trizol（美国

Thermo Fisher 公 司 ， 批 号 15596-026） ；
GlodenstarTM RT6 cDNA Synthesis Mix Kit，2×T5

Fast qPCR Mix（SYBR Green I）Kit（广州擎科生物

技术有限公司，批号分别为 TSK3145，TSE202）；神
经微丝蛋白 -200（NF-200）一抗（美国 Abcam 公司，

批 号 ab82259）；Alexa Fluor 594 荧 光 二 抗（美 国

Affinity 公司，批号 S0005）。
1.3 仪器 TKZ 型电热恒温震荡水槽（上海精鸿设

备有限公司）；DHG-9240A 型电热恒温鼓风干燥箱

（上 海 精 鸿 仪 器 设 备 有 限 公 司）；CryoStar NX50

HOVPD 型 冰 冻 切 片 机 ，5020 型 梯 度 PCR 仪 ，

ABI7500 型实时荧光定量 PCR（Real-time PCR）仪
（美国 Thermo Fisher 公司）；BX53 型荧光显微镜（日

本 Olympus 公司）；LSM800 型激光共聚焦显微镜

（德国 Zeiss 公司）；JXFSTPRP-CL 型组织研磨仪（广

州科朋科学仪器有限公司）。
2 方法

2.1 大鼠大脑中动脉梗死模型的建立 采用大脑

中动脉梗死模型（MCAO）复制 IS 模型［13］。麻醉大

鼠后，将大鼠固定在 37 ℃恒温电热板上。钝性分离
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颈部肌肉，依次暴露左侧颈总动脉、颈外动脉和颈

内动脉，结扎颈总动脉和颈外动脉。夹闭颈内动

脉，在颈总动脉远心端开一小口，将一条直径为

0.26 mm 的尼龙丝沿着颈总动脉插入颈内动脉，阻

断大脑中动脉血流。缺血 2 h 后恢复供血，结扎颈

内动脉并关闭术野，肌肉注射青霉素预防感染。假

手术组仅分离血管，不进行缺血再灌注操作。动物

清醒恢复运动后，参考 Zea-Longa's 标准评分法［14］对

大鼠 MCAO 模型进行评分：0 分，无神经功能缺失；
1 分，不可以完全伸展右前肢；2 分，出现追尾征；
3 分，行走时向右侧倾倒；4 分，丧失意识，不能行走。

选取 1~3 分的大鼠进行后续实验。

2.2 动物分组与给药 造模成功的大鼠随机分为

模型组、补阳还五汤组和尼莫地平组，另设假手术

组，每组 28 只。成人每日剂量为 140 g，按照成人与

大鼠等效剂量换算［15］，大鼠的给药剂量为 12 g·kg-1；
尼莫地平为 20 mg·kg-1，即灌胃给予对应的溶液

10 mL·kg-1。其余给予相同剂量的生理盐水，连续

给药 7 d，取脑组织检测相关指标。

2.3 神经功能评分检测神经功能恢复情况 参照

文献［16］方法，分别于给药后 1，3，5，7 d 检查大鼠

自发活动，四肢运动，前爪伸展能力，攀爬能力，身

体触觉反应和触须反应 6 个指标。最后的分数为

6 项评价项目的总分，最高 18 分，最低 3 分，总分越

低表示神经功能损伤越重。

2.4 TTC 染色检测脑梗死率 末次给药后，取大鼠

大脑置于−20 ℃冰箱冰冻 30 min，作冠状切片。把

脑片放入 2% TTC 溶液中 37 ℃水浴 30 min。取出

后用生理盐水小心洗去 TTC，拍照，用 Image Pro

Plus 6.0 图像分析软件测量红、白色区域面积，计算

梗死率。脑梗死率=（缺血对侧半球体积-缺血侧非

梗死体积）/缺血对侧半球体积×100%。

2.5 烘干法测定脑含水量 末次给药后，迅速断头

取脑，作冠状切片，每片约 3 mm 厚，立刻用电子天

平称质量，得到脑湿重。将脑片置于烘烤过的锡箔

纸上，在烘箱中 102 ℃烘干 12 h，称质量，得到脑干

重。脑含水量=（湿重-干重）/湿重×100%。

2.6 改良银染色检测轴突变性情况 给药 7 d 后，

分别用 4 ℃生理盐水和 4% 多聚甲醛对大鼠进行心

脏灌注，直至大鼠肢体僵直。取脑组织入 4% 多聚

甲醛固定 12 h，用蔗糖溶液梯度脱水后制作冰冻切

片（10 μm）。 冰 冻 切 片 放 入 20％ AgNO3 溶 液 中

37 ℃水浴 30 min，10％甲醛溶液固定后将切片浸润

于银氨溶液中 30 s，再次固定。蒸馏水洗片 1 次，随

后进行脱水、透明和封片步骤，于光学显微镜下观

察轴突变性情况。

2.7 免疫荧光检测轴突再生情况 冰冻切片入

PBS 溶液中洗 3 次，依次用 0.3% Triton X-100 透膜

30 min，10% 山羊血清封闭抗原 1 h。加入 NF-200

（1∶50）一抗在 4 ℃冰箱中孵育过夜。隔天加入

Alexa Fluor 594 荧光二抗（1∶50）在 37 ℃恒温水浴

1 h，用抗荧光淬灭剂封片后，在激光共聚焦显微镜

下观看荧光强度。

2.8 Real-time PCR 检测轴突生长相关蛋白 mRNA

表达 末次给药后处死大鼠，迅速取脑，用 trizol 裂

解液提取梗死侧脑组织的总 RNA。RNA 用无酶水

溶解后，用微量紫外分光光度计测定其纯度和浓

度，RNA 纯度范围 1.8~2.1。参考说明书方法，RNA

在 42 ℃，2 min；60 ℃，5 min；50 ℃，15 min；80 ℃，

5 min 的程序下逆转录成 cDNA，在 95 ℃，5 min；
95 ℃，15 s；60 ℃，32 s 程序下扩增 40 个循环。采用

2-△△Ct 法计算目的 mRNA 的表达，以 β -肌动蛋白

（β -actin）作为内参，RGMa，Rho，ROCK2 及脑衰反

应调节蛋白 2（CRMP2）mRNA 引物由广州粤穗生物

科技有限公司提供，序列见表 1。

2.9 统计学分析 采用 SPSS 17.0 统计软件分析实

验结果，计量资料经过正态性和方差齐性检验，结

果以 x̄± s 表示，多组计量资料进行单因素方差分析，

两组计量资料采用 t 检验，P<0.05 表示差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 对脑梗死和脑水肿的影响 正常脑组织中的

脱氢酶与 TTC 反应呈现红色，而梗死区脱氢酶活性

下降，不能与之反应而成白色。与假手术组比较，

表 1 引物序列

Table 1 Sequence of primers

引物

β-actin

RGMa

Rho

ROCK2

CRMP2

序列(5'-3')

上游 AGGGAAATCGTGCGTGACAT

下游 GAACCGCTCATTGCCGATAG

上游 TCCAGACATGTAAGGTGCAA

下游 ACTTTCTGGTCCACACACTCT

上游 TATTGAAGTGGACGGGAAGCA

下游 AACTATCAGGGCTGTCGATGGA

上游 GCTCAAGACATGCTCAATCA

下游 ACATGGCAACAGACTTTGC

上游 ACCAACGCAGCCAAAGTCTT

下游 GAGCACTGTTGTGCGTCTTG

长度/bp

150

160

140

178

130
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模型组出现明显的白色梗死区域，脑梗死率和脑含

水量显著上升（P<0.01）；补阳还五汤干预后，与模型

组比较，白色区域减少，梗死率和脑含水量显著降

低（P<0.01），表明补阳还五汤可减少脑梗死和脑水

肿程度，帮助脑部恢复供血。见图 1，表 2。

3.2 对大鼠轴突再生的影响 假手术组的大鼠大

脑神经纤维被染成深褐色，呈丝状，有规律地排列；
模型组出现大量轴突回缩球和轴突肿胀，神经纤维

断裂。与模型组比较，补阳还五汤组中轴突回缩球

和轴突肿胀减少，神经纤维增长，说明轴突变性程

度减轻，见图 2。在假手术组的脑组织切片中可明

显看到 NF-200 蛋白表达，在模型组中仅观察到少量

荧光。与模型组比较，补阳还五汤干预后，NF-200

阳性染色加深，表达增多，说明补阳还五汤干预后

可促进缺血性脑中风后轴突再生，见图 3。

3.3 对大鼠神经功能恢复的影响 与假手术组比

较，模型组大鼠神经功能明显受损（P<0.01）；与模型

组比较，补阳还五汤组大鼠的神经功能在给药第 1

天没有改善，给药干预第 5 天和第 7 天，补阳还五汤

组的大鼠在四肢运动，前爪伸展能力，攀爬能力，身

体触觉反应，以及触须反应等方面的神经功能均有

恢复（P<0.05），说明补阳还五汤可促进 IS 损伤后神

经功能康复。见表 3。

3.4 对大鼠轴突生长相关蛋白 mRNA 表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠轴突生长相关蛋白

RGMa 和 ROCK 的 mRNA 表 达 均 显 著 升 高（P<

0.01），CRMP2 的 mRNA 表达显著降低（P<0.01）；与
模型组比较，补阳还五汤可显著降低梗死脑组织中

RGMa，Rho 和 ROCK 的 mRNA 表达量，差异具有统

图 2 补阳还五汤对大鼠轴突变性的影响（改良银染色，×400）
Fig. 2 Effect of BHT on axonal degeneration of rats（biel‐

schowsky's silver staining, ×400）

图 3 补阳还五汤对大鼠轴突再生的影响（免疫荧光，×600）
Fig. 3 Effect of BHD on axonal regeneration of rats（IF，×600）

A.假手术组；B.模型组；C.补阳还五汤组；D.尼莫地平组（图 2~3 同）
图 1 补阳还五汤对大鼠脑梗死的影响

Fig. 1 Effect of Buyang Huanwu Tang（BHT）on cerebral

infarction of rats

表 2 补阳还五汤对大鼠脑梗死率和脑水肿的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of BHT on cerebral infarction rate and brain

water content of rats（x̄± s，n=6） %
组别

假手术

模型

补阳还五汤

尼莫地平

剂量/g·kg-1

-

-

12

2×10-2

脑梗死率

0

23.12±1.581)

8.49±2.702)

8.02±2.782)

脑含水量

75.21±1.05

83.71±1.431)

79.32±1.022)

78.62±0.082)

注：与假手术组比较 1)P<0.01；与模型组比较 2)P<0.01。
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计学意义（P<0.05，P<0.01），并显著提高 CRMP2 的

mRNA 表达（P<0.01），提示补阳还五汤可通过调节

轴突生长相关蛋白的 mRNA 表达，促进轴突再生。

见表 4。

4 讨论

中医理论认为，IS 发病多因脏腑机能衰退，气

虚血瘀导致脑髓失养，针对此，治疗上主张益气活

血。补阳还五汤为“益气活血”的代表方剂，方中重

用黄芪大补元气，使气旺血行，为君药。当归尾活

血而不伤血，为臣药。赤芍、川芎、红花、桃仁协同

当归尾活血祛瘀，地龙通经活络，同为佐药，共凑益

气行血，活血通络之功。药理研究表明，补阳还五

汤能够降低 MCAO 大鼠全血高黏状态，抑制血小板

聚集和黏附，从而产生抗血栓作用［17］。围绕梗死灶

周围的缺血半暗带，若能及时进行保护，可挽回这

一部分组织，防止梗死范围进一步扩大。本研究结

果显示，补阳还五汤可改善脑梗死和脑水肿，推测

可能与疏通血管，及时恢复缺血半暗带血流有关。

神经元维持正常的生理功能有赖于轴突成分

在胞内双向运输形成轴浆流提供营养物质［18］。轴

浆流的运输是耗能的过程，脑缺血时脑组织能量供

应不足必然导致轴浆流减缓或停止，中断维持轴突

再生的营养物质供应，阻碍了轴突再生［19］。NF-200

是构成轴突中间丝的骨架蛋白，其功能是使神经纤

维易于伸展和防止断裂 ，被认为是轴突的标志

物［20］。本实验显示补阳还五汤可提高 NF-200 表达，

减少轴突回缩球和轴突水肿，提示其可以增加轴突

的数量和长度，帮助神经元间恢复联系，最终促进

神经功能的恢复。也提示补阳还五汤可能通过增

加局部血流促进轴突的生长，这有待在后续实验中

进一步探讨。

RGMa 是一种强烈的轴突再生抑制因子，与受

体蛋白结合可最终诱导轴突生长锥塌陷［21］。研究

表明，脑缺血损伤后抑制 RGMa 表达，一方面可以

抑制生长堆塌陷，另一方面可刺激神经再生［22］。

Rho 可在 RGMa 的诱导下活化，随后激活 ROCK，诱

导神经回缩，导致不可逆损伤［23］。而 CRMP2 高表

达可诱导微管组装和轴突伸长［24］。本研究结果表

明补阳还五汤作用于 IS 大鼠，可降低 RGMa，Rho 和

ROCK 的 mRNA 表达，提高 CRMP2 的 mRNA 表达，

进一步说明其可调节轴突生长相关蛋白，促进神经

元轴突生长。

综上所述，本实验结果初步证明补阳还五汤可

通过调节轴突生长相关蛋白促进 IS 损伤后轴突再

生，帮助神经功能恢复，为补阳还五汤发挥抗缺血

性脑中风的作用机制提供新的实验补充。
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