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·实验研究·

脑络欣通对气虚血瘀型中脑动脉阻塞再灌注大鼠海马及

额顶叶皮质Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ和βＣａｔｅｎｉｎ表达的影响
邓　勇，王　键，谭　辉，何　玲

（安徽中医药大学，安徽 合肥　２３００１２）

［摘要］目的　探讨益气活血通络法代表方脑络欣通对气虚血瘀型中脑动脉阻塞再灌注（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒ

ｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ／Ｒ）模型大鼠的保护机制。方法　采用随机数字表法将雄性ＳＤ大鼠分

成正常组、模型组、脑络欣通组和通心络组，每组１８只。按随机数字表法将各组再分成１、３、７ｄ组，每时间

节点组６只。气虚血瘀证采用饥饿、疲劳、缺氧及高脂饮食等多因素模拟，线栓法制作 ＭＣＡＯ／Ｒ模型参照

改良后的ＬＯＮＧＡ法。脑络欣通配制成浓度为０．２６ｇ／ｍＬ的溶液，通心络配制成浓度为０．０２ｇ／ｍＬ的溶

液。按每日１０ｍＬ／ｋｇ灌胃给药。正常组及模型组按等容量生理盐水灌胃。利用ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠海

马及额顶叶皮质 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ和βＣａｔｅｎｉｎ的表达。结果　与正常组比较，模型组大鼠缺血侧海马和额顶

叶皮质 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达水平显著上调（犘＜０．０５）；与模型组比较，通心络组、脑络

欣通组大鼠缺血侧海马和额顶叶皮质 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ和βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达水平显著上调（犘＜

０．０５）；与通心络组比较，脑络欣通组大鼠缺血侧海马和额顶叶皮质 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ和βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ

表达水平显著上调（犘＜０．０５）。结论　脑络欣通可能通过上调 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ以及βＣａｔｅｎｉｎ的表达调节脑

缺血后神经干细胞的增殖分化。

［关键词］脑缺血；益气活血通络法；脑络欣通；Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ信号通路
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　　缺血性脑血管病（ｉｓｃｈｅｍｉｃｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓ

ｅａｓｅ，ＩＣＶＤ）的病因、发病机制和干预因素复杂。目

前已知成年哺乳动物脑组织特定区域的神经干细胞

（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）在特定条件下，可产生增

殖和分化，参与神经再生和组织修复。因此，通过外

在干预手段促进ＮＳＣｓ增殖及定向诱导分化的规律

和调控机制，以修复受损的神经细胞，实现ＩＣＶＤ后

神经功能的重建恢复，受到广泛关注。中医药在

ＩＣＶＤ的防治研究中已显示出较为显著的疗效，被

认为在整体调节和综合治疗方面具有重大优势［１３］。

益气活血通络法是新安王氏内科特色治法之一，前

期临床研究表明，其在缺血性脑病的防治中有明显

作用；基础研究也证实该方具有益气活血功效和抗

缺血性脑损伤、促进神经功能恢复的效应，并多靶

点、多环节、多通路地参与诱导ＮＳＣｓ的增殖分化过

程［４６］。本研究通过动态观察脑缺血模型大鼠及其

基金项目：国家中医药管理局“新安王氏内科流派传承工作

室”建设项目（国中医药人教函〔２０１２〕２２８号）；国家自
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在中医药干预下，大鼠缺血侧海马及额顶叶皮质

Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ相对表达量的变化，探索

益气活血通络法及其代表方药脑络欣通对脑缺血再

灌注损伤神经再生和保护的可能机制。

１　材料

１．１　动物及分组　健康ＳＤ雄性大鼠７２只，体质

量２５０～３００ｇ，由安徽省实验动物中心提供，生产许

可证号：ＳＣＸＫ２０１１（皖）００２。采用随机数字表法将

大鼠分成正常组、模型组、脑络欣通组和通心络组，

每组１８只。按随机数字表法将各组再分成１、３、７ｄ

组，每个时间节点６只。

１．２　药物　脑络欣通颗粒剂组成：黄芪、红花、三

七、川芎、蜈蚣、当归、天麻等，由安徽中医药大学第

一附 属 医 院制 剂中心 生产，院内制 剂 批 号 为

２０１２０６２５，配制成浓度为０．２６ｇ／ｍＬ的溶液。通心

络胶囊组成：人参、水蛭、全蝎、赤芍、蝉蜕、土鳖虫、

蜈蚣、檀香、降香、制乳香、炒酸枣仁、冰片，由石家庄

以岭 药 业 股份 有限公 司生产，国 药 准 字 号 为

Ｚ１９９８００１５，批号为１１０８１９，将其配制成浓度为０．０２

ｇ／ｍＬ的溶液。动物给药均采用中剂量，按每日１０

ｍＬ／ｋｇ灌胃给药（脑络欣通颗粒每袋１０ｇ，成人每

次１０ｇ，每日３次；通心络胶囊每粒０．２６ｇ，成人每

次３粒，每日３次）。正常组及模型组按等量生理盐

９５
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水灌胃。

１．３　主要仪器　ＪＷ３０２１ＨＲ高速冷冻离心机：安

徽嘉文仪器装备有限公司；ＬＸ３００低速 ｍｉｎｉ离心

机：海门市其林贝尔仪器制造有限公司；Ｋ９６０普通

ＰＣＲ仪：杭州晶格科学仪器有限公司；微量移液器：

德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；万分之一天平：上海菁海仪器

有限公司；ＰＩＫＯＲＥＡＬ９６荧光定量ＰＣＲ仪：Ｔｈｅｒ

ｍｏ；ＭＩＮＩＰ２５微孔板迷你离心机：杭州奥盛仪器有

限公司。

１．４　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ（批号１０１００２）：Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；氯仿、异丙醇、无水乙醇：均由上海苏懿化学试

剂有限公司提供；ＰＩＫＯＰｌａｔｅＩｌｌｕｍｉｎａｔｏｒ：Ｔｈｅｒｍｏ

公司；ＤＥＰＣ（批 号 ２０１５０８０２５５４）：Ｓｉｇｍａ 公 司；

ＱｕａｎｔｉＦａｓｔ ＳｙＢｒ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试 剂 盒 （批 号

１５１０３３１４４）：Ｑｉａｇｅｎ；引物合成：生工生物工程（上

海）股份有限公司；逆转录试剂盒 Ｋ１６２２（批号

００３３０９６９）：Ｔｈｅｒｍｏ公司；核酸染料（批号１５０６１８）：

赛百盛 ＧｏｌｄＶｉｅｗ；ＤＥＰＣ（批号２０１５０８０２５５４）：Ｓｉｇ

ｍａ公司。

２　方法

２．１　模型复制　①中医气虚血瘀证
［７］采用饥饿、疲

劳、缺氧及高脂饮食的多因素模拟，中脑动脉阻塞再

灌注（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，

ＭＣＡＯ／Ｒ）模型的复制参照改良后的 ＬＯＮＧＡ

法［８］。②大鼠麻醉后仰卧，将四肢及头部固定于无

菌木板上，常规备皮无菌操作手术区，沿正中线切开

表面皮肤及皮下组织，钝性分离肌肉与筋膜，在二腹

肌和胸锁乳突肌之间放置开睑器。③外科镊分离颈

总动脉、颈外动脉和颈内动脉，电凝枕动脉、甲状腺

上动脉，以及翼腭动脉；④在手术显微镜下颈外动脉

远心端结扎两处，并用动脉夹夹闭颈总动脉和颈内

动脉。⑤从颈外动脉两结扎处中间剪断，向下轻拉

颈外动脉，使之与颈内动脉成一条近似直线。⑥在

颈外动脉近游离端斜剪一“Ｖ”形切口并快速插入栓

线，此时在颈外动脉近游离端连同栓线一起结扎，不

系紧。⑦调整角度和方向后继续将栓线插入颈内动

脉１７．５～１８．５ｍｍ，直至感觉有少许阻力为止。

⑧在切口下方，将颈内动脉与丝线一起结扎后，松开

动脉夹，常规缝合。有效阻断大脑中动脉血流，造成

局灶性脑缺血。⑨手术完成约２ｈ后，拔出栓线

４．０～５．０ｍｍ，造成脑缺血再灌注损伤。⑩苏醒后

神经功能损伤评分，２～３分者入选。

２．２　取材　①３．５％水合氯醛腹腔注射麻醉后处死

大鼠。②立刻断颈，剥离大鼠头部皮毛，取出全脑，

放置冰上。③横向断去小脑，并用手术刀沿前脑中

线切开，取右脑。④手持镊头进入海马槽，从其外侧

进行钝性分离，向中心方向分离海马与额顶叶皮质。

⑤取材后海马与额顶叶皮质分置冻存管中，置

于－８０℃冰箱中保存。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测方法　根据ＧｎｅＢａｎｋ提供的序

列号（Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ的ＧｅｎｅＢａｎｋ序号分别

为ＮＭ＿０２２６３１．２、ＮＭ＿００１１０７００５．２、ＮＭ＿０５３３５７．２）

进行引物的设计与合成。反应体系包括：２×ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎｍｉｘｔｕｒｅ，正向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），反向引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ），ｃＤＮＡ，无ＲＮＡ酶的水，反应总体积

１０μＬ；９５℃加热５ｍｉｎ、９５℃退火５ｓ、６０℃延伸

３０ｓ，共４０个循环。按照反转录试剂盒和荧光定量

试剂盒进行操作。各检测指标引物序列见表１。本

次实验所使用的分析方法为相对定量法，计算方法

为２－ΔΔ犆ｔ。

表１　Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ的引物序列

引物 　　　　　　　　序列 产物长度／ｂｐ

βａｃｔｉｎ 正向引物：５′ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３′ １５０

反向引物：５′ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′

Ｗｎｔ３ａ 正向引物：５′ＧＧＡＣＣＴＡＴＴＣＣＡＴＴＣＣＣＡＧＡ３′ １３９

反向引物：５′ＡＧＧＡＡＧＣＴＣＴＴＧＴＧＧＣＡＧＡＴ３′

Ｗｎｔ５ａ 正向引物：５′ＡＣＴＴＣＴＧＴＣＴＴＴＧＧＣＡＧＧＧＴ３′ ９０

反向引物：５′ＣＡＴＧＧＣＡＴＴＴＡＣＣＡＣＴＣＣＡＧ３′

βＣａｔｅｎｉｎ 正向引物：５′ＴＴＣＣＴＧＡＧＣＴＧＡＣＣＡＡＡＣＴＧ３′ １４１

反向引物：５′ＧＣＡＣＴＡＴＧＧＣＡＧＡＣＡＣＣＡＴＣ３′

２．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件分析

数据。呈正态分布的变量以“均数±标准差（珚狓±狊）”

进行统计学描述。多组均数比较采用单因素方差分

析，组间均数两两比较采用ＬＳＤ法，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

３　结果

３．１　各组大鼠缺血侧海马 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅ

ｎｉｎ表达水平比较　与正常组比较，模型组大鼠

Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达水平显著

上调（犘＜０．０５）；与模型组比较，通心络组、脑络欣

０６
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通组 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达水平

显著上调（犘＜０．０５）；与通心络组比较，脑络欣通组

Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达水平显著

上调（犘＜０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠缺血侧海马 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ相对表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
Ｗｎｔ３ａ

１ｄ ３ｄ ７ｄ

Ｗｎｔ５ａ

１ｄ ３ｄ ７ｄ

βＣａｔｅｎｉｎ

１ｄ ３ｄ ７ｄ

正　常 ６ １．００±０．０７ １．０１±０．１６ １．０１±０．１３ ０．９９±０．０９ １．０１±０．０９ １．００±０．０９ １．００±０．０８ １．０１±０．１１ １．０１±０．０８

模　型 ６ １．２９±０．０９ １．３７±０．０８ １．２３±０．０６ １．０８±０．１０ １．３５±０．１０ １．２６±０．１２ １．４５±０．１０ １．１９±０．１０１．７７±０．１５

通心络 ６ １．５２±０．１６＃ ２．０７±０．２１＃ ２．２１±０．１３＃ １．４４±０．２０＃ １．９８±０．１９＃ ２．５８±０．２７＃ ２．３４±０．２７＃ ２．６４±０．１６＃３．１３±０．２１＃

脑络欣通 ６ ２．５７±０．１１△ ２．８７±０．１８△ ３．０４±０．２２△ １．６６±０．１０△ ２．８２±０．１９△ ３．６６±０．４６△ ４．３２±０．３５△ ５．１９±０．５７△９．０２±０．６５△

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与通心络组比较，△犘＜０．０５。

３．２　各组大鼠缺血侧额顶叶皮质 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、

βＣａｔｅｎｉｎ的表达水平比较　与正常组比较，模型组

大鼠 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达水平

显著上调（犘＜０．０５）；与模型组比较，通心络组、脑

络欣通组 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达

水平显著上调（犘＜０．０５）；与通心络组比较，脑络欣

通组 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ在１、３、７ｄ表达水平

显著上调（犘＜０．０５）。见表２。

表２　各组大鼠额顶叶皮质 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ相对表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
Ｗｎｔ３ａ

１ｄ ３ｄ ７ｄ

Ｗｎｔ５ａ

１ｄ ３ｄ ７ｄ

βＣａｔｅｎｉｎ

１ｄ ３ｄ ７ｄ

正　常 ６ １．０１±０．１２ １．０１±０．１１ １．０１±０．１４ ０．９９±０．０５ １．０１±０．１２ １．００±０．０７ １．００±０．１０ １．００±０．１０ １．００±０．０７

模　型 ６ １．５９±０．２１ １．５７±０．１９ １．２６±０．０７ １．５０±０．０８ １．９０±０．２１ ２．２４±０．１４ １．３４±０．０７ １．４６±０．０８ １．３５±０．０８

通心络 ６ １．８８±０．０６＃ ２．６７±０．１９＃ ３．６０±０．３３＃ ２．４５±０．２４＃ ２．４４±０．１４＃ ２．７３±０．１１＃ ２．２８±０．１５＃ ２．４５±０．２０＃ ２．５７±０．１６＃

脑络欣通 ６ ３．８１±０．３２△ ４．３８±０．５９△ ６．５６±０．２３△ ４．６５±０．５２△ ４．５７±０．３５△ ５．５０±０．２９△ ４．６９±０．５０△ ５．２１±０．２６△ ５．４３±０．２９△

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与通心络组比较，△犘＜０．０５。

４　讨论

ＲＴＰＣＲ检测结果显示，模型组各时间节点的

大鼠缺血侧海马以及额顶叶皮质区 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、

βＣａｔｅｎｉｎ的表达均呈上升趋势，这可能与脑缺血后

自发存在的内源性ＮＳＣｓ向损伤区域的定向增殖分

化有关。而在治疗药物（通心络、脑络欣通）的干预

下，大鼠缺血侧海马以及额顶叶皮质区的 Ｗｎｔ３ａ、

Ｗｎｔ５ａ、βＣａｔｅｎｉｎ的表达继续上调。脑络欣通上调

效果优于通心络（犘＜０．０５）。

脑组织中存在多种 Ｗｎｔ基因，Ｗｎｔ３ａ作为 Ｗｎｔ

信号通路的起始蛋白，是 Ｗｎｔ基因家族中重要的激

活剂，其表达可使 Ｗｎｔ信号增强
［９１１］，且更多地表

现在促进细胞的分裂、加速细胞的分化增殖［１２］，以

及增加神经细胞结构与功能的复杂性等方面［１３］。

通过横向比较笔者发现，模型组大鼠缺血侧海马以

及额顶叶皮质区 Ｗｎｔ３ａ表达上调，而脑络欣通组和

通心络组的表达则更为显著。有研究［１４１５］表明，

Ｗｎｔ３ａ的高表达可增加脊髓中有丝分裂细胞数目，

减少神经球的形成，促进 ＮＳＣｓ向神经细胞及神经

胶质细胞分化。而基因敲除胚胎脑组织中的

Ｗｎｔ３ａ可导致整个海马的缺失，造成这些缺陷的原

因可能是因为 Ｗｎｔ信号的改变而干扰了脑室区

ＮＳＣｓ的增殖
［１６１８］。

Ｗｎｔ５ａ广泛参与胚胎发育及疾病等多种生理、

病理性进程［１９２０］。在 Ｗｎｔ信号通路中，Ｗｎｔ５ａ能够

调节内皮细胞的存活、增殖和基因表达，能够与

Ｆｒｚ／ＬＲＰ５结合，从而激活经典的 Ｗｎｔ信号通

路［２１２２］。在本次实验中，与 Ｗｎｔ３ａ的情况相似，模

型组大鼠缺血侧海马以及额顶叶皮质区 Ｗｎｔ５ａ表

达上调，而脑络欣通组和通心络组的 Ｗｎｔ５ａ表达则

更为显著。结合课题组前期的研究［２３］，笔者认为这

可能与 Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ能够诱导 ＮＳＣｓ增殖分化相

关。此外，亦有研究［２４］证实，缺血后处理及低温通

过 Ｗｎｔ５ａ非经典信号通道抑制Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的

激活及脑细胞的凋亡，可能是减轻大鼠全脑缺血再

灌注脑损伤的机制之一。

βＣａｔｅｎｉｎ在神经发育过程中能决定神经前体

细胞的增殖和分化［２５］，作为将核外信号传递到核内

的信号分子，其表达水平直接影响着 Ｗｎｔ通路的生

物学效应，是该信号通路的枢纽［２６］。同时，βＣａｔｅ

ｎｉｎ作为转录因子，可使ＮＳＣｓ重新进入细胞周期而

不是进行分化，从而介导ＮＳＣｓ的增殖
［２７］。本次实

验中，模型组各时间节点的大鼠缺血侧海马以及额

顶叶皮质区βＣａｔｅｎｉｎ的表达均呈上升趋势，而在治

疗药物（通心络、脑络欣通）的干预下，大鼠缺血侧海

马以及额顶叶皮质区的βＣａｔｅｎｉｎ的表达继续上调。

这可能与βＣａｔｅｎｉｎ作为细胞核内外信号传递的信

号蛋白，及其在 Ｗｎｔ信号通路中的作用有关。

中医药在促进脑缺血后神经功能恢复方面具有

一定的临床疗效。不同中医治法可不同程度、不同
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途径影响脑缺血损伤后神经再生。气虚血瘀一直被

认为是缺血性脑中风的主要病机［４］，益气活血通络

法代表方脑络欣通是目前中医临床治疗缺血性脑病

最常用方药之一。方中重用黄芪为君，川芎为臣，再

配红花、三七、天麻、当归、蜈蚣等，活血寓于甘温补

气之中，气贯经脉，推动血行，再借活血之品辛散之

性，使留络之瘀得以消散，营血流畅，经脉得养。全

方益气以助血行，活血以畅气机，肢体偏废均能自

愈［５］。

益气活血通络法是缺血性脑病治疗的重要环

节，本治法体现了新安王氏内科的特色治疗思路。

以补为通，益气扶正以帅血；以通助补，活血通脉以

载气，以益气之法改善素体气虚状态，以活血之法畅

通全身气血，扶正祛邪，以达康复之机［６］。
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