
[收稿日期] 2016鄄04鄄20
[作者单位] 安徽省合肥市第一人民医院西区 药剂科,230000
[作者简介] 张远海(1968 - ),男,主管中药师.

[文章编号] 1000鄄2200(2017)01鄄0036鄄06 ·基础医学·

桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤大鼠脑内血管新生

及 PI3K / AKT 信号转导通路的影响

张远海

[摘要]目的:探讨桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤大鼠脑内血管新生及 PI3K / AKT 信号转导通路的影响。 方法:将健康的雄

性 SD 大鼠分为假手术组、模型组、华佗再造丸组(2. 0 g / kg)和桃红四物汤高、中、低剂量组(2. 1 g / kg、1. 4 g / kg、0. 7 g / kg),采
用改良的线栓法复制大鼠脑缺血再灌注损伤模型,术后连续给药 7 d。 采用 Zea longa 方法对各组大鼠进行神经功能缺损评

分,采用免疫组织化学法检测各组大鼠脑缺血皮质区微血管密度(MVD)和血管内皮细胞生长因子(VEGF)表达水平,采用

Western blot 法检测各组大鼠脑组织中蛋白激酶 B(AKT)和磷酸化蛋白激酶 B(p鄄AKT)蛋白表达水平。 结果:假手术组大鼠未

见神经功能缺损,华佗再造丸组和桃红四物汤高、中、低剂量组神经功能缺损评分均低于模型组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),桃红四

物汤高剂量组神经功能缺损评分均低于华佗再造丸组、桃红四物汤中和低剂量组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);假手术组 MVD、
VEGF 均显著低于模型组(P < 0. 01),桃红四物汤高、中剂量组和华佗再造丸组 MVD 和 p鄄AKT 均高于模型组,桃红四五汤高

剂量组 VEGF 显著高于模型组(P < 0. 01);桃红四物汤高剂量组 MVD、p鄄AKT 均高于华佗再造丸组和桃红四物汤中、低剂量组

(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),桃红四物汤高剂量组 VEGF 高于低剂量组(P < 0. 05),各组 AKT 表达水平差异无统计学意义(P >
0. 05)。 结论:桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤大鼠模型有显著药效,其作用机制可能为通过激活 PI3K / AKT 信号转导通路而

促进脑缺血部位的血管新生,使脑缺血再灌注损伤大鼠的损伤的神经功能得到恢复。
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Effect of Taohongsiwu decoction on the angiogenesis and PI3K / AKT signal pathway
in brain tissue of rats with cerebral ischemia reperfusion injury

ZHANG Yuan鄄Hai
(Department of Pharmacy,The First People忆s Hospital of Hefei,Hefei Anhui 230000,China)

[Abstract] Objective:To explore the effects of Taohongsiwu decoction on the angiogenesis and PI3K / AKT signal pathway in brain
tissue of rats with cerebral ischemia reperfusion injury(CIRI). Methods:Adult male SD rats were randomly divided into the sham
group,model group,Huatuozaizao pill group(2. 0 g / kg),and high,middle and low dose of Taohongsiwu decoction groups(2. 1 g / kg,
1. 4 g / kg and 0. 7 g / kg). The CIRI model rats were established using the modified MCAO,and successively infused for 7 days. The
nerve function scoring,microvessel density(MVD) and vascular endothelial growth factor(VEGF),and levels of AKT and p鄄AKT in
brain tissue of all groups were investigated using the Zea longa, immunohistochemistry and Western blot, respectively. Results:The
nerve function injury in sham group were not found,the scores of the nerve dysfunction in Huatuozaizao pill group,and high,middle and
low dose of Taohongsiwu decoction groups were significantly lower than that in model group(P < 0. 05 to P < 0. 01). the score of the
nerve dysfunction in high dose of Taohongsiwu decoction group was significantly lower than that in Huatuozaizao pill group,and middle
and low dose of Taohongsiwu decoction groups(P < 0. 05 to P < 0. 01). The levels of MVD and VEGF in sham group were significantly
lower than those in model group(P < 0. 01),the levels of MVD in Huatuozaizao pill group and high,middle dose of Taohongsiwu
decoction groups were significantly higher than those in model group(P < 0. 01),and the level of VEGF in high dose of Taohongsiwu
decoction group was significantly higher than that in model group (P < 0. 01). The levels of MVD and p鄄AKT in high dose of
Taohongsiwu decoction group were higher than those in Huatuozaizao pill group,and middle and low dose of Taohongsiwu decoction
groups(P < 0. 05 to P < 0. 01), the level of VEGF in high dose of Taohongsiwu decoction group was lower than that in low dose of
Taohongsiwu decoction group(P <0.05),and the differences of the levels of AKT between each group were not statistically significant(P >0.05).
Conclusions:Taohongsiwu decoction in treating the rats with CIRI has significant effects,the mechanism of which may be involved
in promoting the angiogenesis and recovering the nerve function by activating PI3K / AKT signal pathway in ischemic site of brain.
[Key words] cerebral ischemia;Taohongsiwu decoction;microvessel density;vascular endothelial growth factor;PI3K / AKT;rat

摇 摇 现代医学研究[1] 表明,脑卒中后脑组织缺血缺

氧造成的神经功能损伤可以通过重新启动缺血区域

63 J Bengbu Med Coll,January 2017,Vol. 42,No. 1



微血管网络的重建以及增加缺血区域血液的灌流而

实现逆转。 PI3K / AKT 信号转导通路是血管新生最

重要的信号转导通路之一,在缺血、缺氧等外界因素

的刺激之下 PI3K / AKT 信号转导通路被激活,然后

再增加下游多种活性因子而实现促进血管新生[2]。
桃红四物汤出自于清代《医宗金鉴》,由桃仁、红花、
当归、川芎、熟地黄和白芍共六味中药组成,是“活
血化瘀、祛瘀生新冶的经典之方[3],主要用于妇科血

瘀证。 近年临床应用发现,桃红四物汤在治疗脑卒

中时也表现出很好的治疗效果[4]。 有研究[5] 表明

桃红四物汤具有很好的促进血管新生的作用。 本研

究通过复制脑缺血再灌注损伤大鼠模型,研究桃红

四物汤对脑缺血再灌注损伤大鼠脑内血管新生及

PI3K / AKT 信号转导通路的影响,进一步阐明桃红

四物汤治疗脑中风的作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物摇 选择 SPF 级健康的雄性 SD 大鼠

120 只,体质量为 250 ~ 280 g。 动物购自安徽省实

验动物中心,合格证编号为 SCXK(皖) 2012鄄002。
动物购买后适应性喂养 1 周后再进行实验。
1. 2摇 药物及试剂摇 桃红四物汤(桃仁、红花、当归、
川芎、白芍、熟地黄)六味中药购自安徽省中医院中

药房,所购药材由安徽中医药大学药学院周建理教

授鉴定为合格。 将所购的六味药材按复方比例,用
蒸馏水煎煮 2 次,合并滤液,旋转蒸发,减压干燥,所
得的干燥粉末保存于 - 20 益冰箱备用,灌胃时根据

不同的给药剂量用蒸馏水溶解稀释。 华佗再造丸

(广州奇星药业有限公司,批号:2034)灌胃给药时

根据给药剂量用蒸馏水溶解稀释。 VEGF 兔抗鼠多

克隆抗体(Bioworlde 公司,批号:370325),AKT 兔抗

鼠多克隆抗体 ( Bioworlde 公司, 批号: 371133 ),
p鄄AKT兔抗鼠多克隆抗体 ( Bioworlde 公司,批号:
371231),CD34 兔抗鼠多克隆抗体(Bioworlde 公司,
批 号: 371602 ), 二 抗 ( Bioworlde 公 司, 批 号:
372210)。
1. 3摇 仪器摇 石蜡切片机(德国徕卡公司),倒置显

微镜(德国徕卡公司),电泳转印槽(美国 Bio鄄RAD
公司),X 光暗盒(北京博朗特科技有限公司)。
1. 4摇 方法摇
1. 4. 1摇 大鼠脑缺血再灌注损伤模型复制摇 采用改

良的线栓法复制大鼠脑缺血再灌注损伤模型[1],主
要步骤为:使用 3. 5% 水合氯醛腹腔注射麻醉。 麻

醉后的大鼠仰卧位固定并对颈部皮肤进行除毛和消

毒,沿颈部正中线开一个长度为 3 ~ 4 cm 的切口,将
两侧的甲状腺分离,使胸骨舌骨肌和胸锁突出肌之

间的三角区域充分暴露,再分离内侧的肌肉筋膜,使
筋膜下部的右侧颈总动脉和右侧颈内动脉充分暴

露,分别在颈总动脉的近心端和远心端穿线,近心端

和远心端所穿的 2 条线的距离为 1 ~ 2 cm;将近心

端的线系紧,而同时远心端的线处于松弛状态,用微

动脉夹短暂夹闭近心端分叉处,在近心端分叉处约

5 mm 处插入一个直径为 0. 23 mm 的线栓,然后将

微动脉夹取下,将插入的线栓沿着颈总动脉插入颈

内动脉,沿颈内动脉插入大鼠的大脑中动脉,在插入

约 18. 5 mm 时停止插入,使大鼠脑缺血 90 min 后将

所插入的线栓拔出,并将预先植入的颈总动脉远心端

的线系紧,缝合伤口。 待术后大鼠出现左侧前肢偏瘫

和霍纳式综合征即可判定模型复制成功。 假手术组

的大鼠除不插入线栓外其他的操作步骤和上述相同。
1. 4. 2摇 分组及给药摇 将脑缺血再灌注损伤模型复

制成功的鼠分为模型组、华佗再造丸组(2. 0 g / kg)
(阳性对照)和桃红四物汤低、中、高剂量组(0. 7 g /
kg、1. 4 g / kg、2. 1 g / kg),每组 20 只,另外取 20 只不

插入线栓的大鼠做为假手术组。 模型组、假手术组

分别每天灌胃蒸馏水,桃红四物汤低、中、高剂量组

分别灌胃相应剂量的桃红四物汤,华佗再造丸组灌

胃华佗再造丸,各组大鼠的灌胃量为 1. 0 mL / 100 g,
于每天上午 8 点灌胃,连续灌胃 7 d。 最后一次灌胃

给药 2 h 后处死各组大鼠,取出脑组织,每组中 10
只大鼠的脑组织用 4% 多聚甲醛固定,10 只大鼠的

脑组织冷冻于 - 80 益。
1. 4. 3摇 神经功能缺损评分摇 各组大鼠在模型复制

成功(假手术组除外)最后一次灌胃给药后且处死

前进行神经功能缺损评分。 神经功能缺损评分参照

Zea longa 方法,评分标准为:没有任何神经功能缺

损症状,记为 0 分;大鼠的左侧前爪不能完全地伸

展,记为 1 分;大鼠向左侧行走,记为 2 分;大鼠向左

侧行走并且转圈呈现为追鼠尾的状态,记为 3 分;大
鼠出现意识障碍,丧失自主行走功能,记为 4 分。
1. 4. 4摇 脑缺血再灌注损伤皮质微血管密度(MVD)
及血管内皮细胞生长因子(VEGF)表达水平评价摇
将固定好的脑组织进行石蜡包埋,切片,脱蜡至水,
热修复,过氧化氢封闭,分别滴加 CD34 兔抗鼠多

克隆抗体 (1 颐 500) 和 VEGF 兔抗鼠多克隆抗体

(1颐 800),4 益孵育过夜,二抗 20 益 孵育 0. 5 h,显
色,复染,返蓝,脱水,封片,拍片。 参照 WEIDNER
方法[6] 对右侧前动脉和中动脉支配的皮质区的
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MVD 进行计数。 使用 IPP6. 0 图像分析软件[7] 对右

侧前动脉和中动脉支配的皮质区中的 VEGF 表达水

平进行分析。
1. 4. 5摇 蛋白激酶 B(AKT)和磷酸化蛋白激酶 B(p鄄
AKT)蛋白表达水平测定摇 取冷冻保存的脑组织,提
取总蛋白并测定总蛋白质浓度,总蛋白质样品和上

样缓冲液混合煮沸,电泳分离,转膜,5 % 脱脂奶粉

封闭,洗膜,AKT 兔抗鼠多克隆抗体 (1 颐 1 200)、
pAKT 兔抗鼠多克隆抗体(1颐 1 000)和 茁鄄actin 兔抗

鼠多克隆抗体(1 颐 1 200)4 益 条件下孵育过夜,洗
膜,二抗 20 益孵育 1 h,洗膜,在暗室内涂抹发光试

剂 ECL 并进行曝光、显影和定影处理,扫描胶片,使
用 IPP6. 0 图像分析软件对目的蛋白和内参蛋白的

蛋白条带的灰度值进行评价[5]。
1. 5摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤大鼠神经功

能缺损评分的影响摇 假手术组大鼠未见神经功能缺

损;华佗再造丸组和桃红四物汤高、中、低剂量组神

经功能缺损评分均低于模型组 (P < 0. 05 ~ P <
0. 01),桃红四物汤高剂量组神经功能缺损评分均

低于华佗再造丸组、桃红四物汤中和低剂量组(P <
0. 05 ~ P < 0. 01)(见表 1)。

表 1摇 各组大鼠神经功能缺损评分比较(ni = 10;x 依 s;分)

分组 神经功能缺损评分 F P MS组内

模型组 2. 56 依 0. 45

桃红四物汤

摇 低剂量组 2. 20 依 0. 39*吟吟

摇 中剂量组 1. 67 依 0. 31**吟 18. 49 < 0. 01 1. 20

摇 高剂量组 1. 34 依 0. 20**

华佗再造丸组 1. 89 依 0. 33**
吟吟

摇 摇 q 检验:与模型组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与桃红四物汤

高剂量组比较吟P < 0. 05,吟吟P < 0. 01

2. 2摇 桃红四物汤对大鼠脑缺血再灌注皮质区 MVD
的影响 摇 假手术组大鼠的脑缺血再灌注皮质区

MVD 显著低于模型组 MVD(P < 0. 01),桃红四物汤

高、中剂量组和华佗再造丸组大鼠脑缺血再灌注皮

质区 MVD 均显著高于模型组(P < 0. 01),桃红四物

汤高剂量组大鼠脑缺血再灌注皮质区 MVD 均显著

高于于华佗再造丸组和桃红四物汤中、低剂量组(P
< 0. 01)(见图 1、表 2)。

2. 3 摇 桃红四物汤对大鼠脑缺血再灌注皮质区

VEGF 表达的影响摇 假手术组大鼠脑缺血再灌注皮

质区的 VEGF 表达水平显著低于模型组(P < 0. 01),
桃红四物汤高剂量组大鼠脑缺血再灌注皮质

区 VEGF表达水平显著高于模型组(P < 0. 01),桃
红四物汤高剂量组大鼠脑缺血再灌注皮质区 VEGF
表达水平高于低剂量组(P < 0. 05)(见图 2、表 3)。
2. 4摇 桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织

中 AKT 和 p鄄AKT 蛋白表达的影响摇 各组大鼠脑组

织中的 AKT 蛋白表达水平差异均无统计学意义

(P > 0. 05)。 假手术组大鼠脑组织中的 p鄄AKT 蛋白

表达水平与模型组差异无统计学意义(P > 0. 05),
华佗再造丸组和桃红四物汤高、中、低剂量组大鼠脑

组织中的 p鄄AKT 蛋白表达水平均显著高于模型组

(P < 0. 01);桃红四物汤高剂量组大鼠脑组织中 p鄄
AKT 蛋白表达水平均高于华佗再造丸组、桃红四物
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摇 表 2摇 各组大鼠脑缺血再灌注皮质区 MVD 比较(ni = 10;x
依 s)

分组 MVD / 个 F P MS组内

假手术组 7. 11 依 1. 13

模型组 14. 52 依 2. 54**

桃红四物汤

摇 低剂量组 15. 72 依 2. 88吟吟 84. 57 < 0. 01 10. 003

摇 中剂量组 22. 64 依 3. 01##
吟吟

摇 高剂量组 32. 65 依 3. 29##

华佗再造丸组 26. 45 依 4. 91##
吟吟

摇 摇 q 检验:与假手术组比较**P < 0. 01;与模型组比较##P <
0. 01;与桃红四物汤高剂量组比较吟吟P < 0. 05

汤中和低剂量组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01) (见图 3、
表 4)。

3摇 讨论

摇 摇 目前缺血性脑血管疾病已经成为危害人类生命

健康的三大疾病之一,该病具有死亡率高、致残率高

等特点,为患者本人、家庭及社会带来严重的负担。
近年来提出的“神经血管单元冶理论,即把脑缺血区

的血管、神经修复及再生做为切入点。 新生的血管

为缺血部位脑神经的再生提供营养物质,最终使受

损的脑神经功能得到恢复和保持。 因此将脑缺血后

摇 表 3摇 各组大鼠脑缺血再灌注皮质区 VEGF 表达水平比

较(ni = 10;x 依 s;分)

分组 VEGF 水平 / (ng / mL) F P MS组内

假手术组 4. 01 依 0. 33

模型组 6. 73 依 1. 87**

桃红四物汤

摇 低剂量组 7. 03 依 1. 75吟 12. 44 < 0. 01 3. 092

摇 中剂量组 8. 34 依 1. 95

摇 高剂量组 9. 64 依 1. 97##

华佗再造丸组 8. 52 依 2. 05

摇 摇 q 检验:与假手术组比较**P < 0. 01;与模型组比较##P <
0. 01;与桃红四物汤高剂量组比较吟P < 0. 05

的缺血部位血管的新生,血管网路的重建做为治疗

脑缺血治疗的新的重要靶点[8]。 PI3K / AKT 信号转

导通路是机体血管新生最重要的信号转导通路之

一,当机体在缺血、缺氧等外界因素的刺激之下

PI3K / AKT 信号转导通路被激活。 PI3K / AKT 信号

转导通路中 PI3K 是一种包含有多种脂质激酶的家

族,AKT 与蛋白激酶 C 和蛋白激酶 A 具有同源性,

故 AKT 亦称为蛋白激酶 B。 AKT 可以介导包括血

管内皮细胞在内的多种细胞的生长。 AKT 在正常

的生理状态下是以失活的形式存在,当在多种刺激

因素的作用下会被激活,转变为磷酸化的 p鄄AKT,p鄄
AKT 是 AKT 的活性形式[9 - 10]。 VEGF 是目前已知

的促进血管新生的最强的生物因子,可以增加微血

管的通透性,促进血管内皮细胞的增殖和迁移,最终

达到促进血管新生的作用[11]。 有研究[12 - 13] 表明激

活的 PI3K / AKT 信号转导通路可以通过将激酶鼠双

微体基因鄄2 编码蛋白激活,而促进细胞分泌 VEGF,
与此同时 VEGF 又可以反馈性将 PI3K / AKT 信号转
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摇 表 4摇 各组大鼠脑组织中 AKT 和 p鄄AKT 蛋白表达水平比

较(ni = 10;x 依 s)

分组 AKT p鄄AKT

假手术组 0. 43 依 0. 09 0. 40 依 0. 05

模型组 0. 44 依 0. 10 0. 69 依 0. 11

桃红四物汤

摇 低剂量组 0. 43 依 0. 12 0. 72 依 0. 13##
吟吟

摇 中剂量组 0. 46 依 0. 13 0. 86 依 0. 17##吟

摇 高剂量组 0. 47 依 0. 11 1. 04 依 0. 19##

华佗再造丸组 0. 49 依 0. 12 0. 87 依 0. 21##吟

摇 摇 F 0. 46 20. 61

摇 摇 P > 0. 05 < 0. 01

摇 摇 MS组内 0. 013 0. 023

摇 摇 q 检验:与模型组比较##P < 0. 01;与桃红四物汤高剂量组比较

吟P < 0. 05,吟吟P < 0. 01

导通路激活,进而进一步的增强促血管新生的作用。
中医认为脑出血是由于风火痰瘀相互作用于机

体,使机体中的血气行运乱逆所致,脑出血的基本病

机是瘀血阻滞[14]。 桃红四物汤是在四物汤(川芎、
当归、白芍、熟地黄)的基础之上加用了红花和桃

仁,增强了四物汤的活血化瘀、去瘀生新之功效[6],
是“活血化瘀,去瘀生新冶的代表之方。 现代科学研

究表明桃红四物汤中所含有的多种有效成分具有促

进血管新生的作用。 如辛醇可以升高中风大鼠脑部

VEGF 的水平,促进脑中风大鼠脑部微血管的新

生[15];黄花黄素 A 可以延长缺氧环境下血管内皮细

胞的存活时间[16];川芎嗪可以升高急性肺损伤小鼠

肺部 VEGF 的水平,促进肺损伤部位微血管的新

生[17]。 华佗再造丸是治疗心脑血管疾病的常用中

药,有研究[18]表明华佗再造丸对缺血性脑卒中具有

很好的临床疗效,动物实验[19]表明华佗再造丸可以

有效地促进脑缺血再灌损失大鼠脑部血管新生。 故

本实验选用华佗再造丸作为阳性药物。
在我们的研究中通过线栓法复制脑缺血再灌注

损伤大鼠模型。 模型组大鼠有神经功能缺损,说明

模型复制成功;桃红四物汤高、中和低剂量组大鼠的

神经功能缺损评分均低于模型组(P < 0. 05 ~ P <
0. 01),说明桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤大鼠

有很好的药效。 模型组大鼠的脑缺血再灌注皮质区

MVD、VEGF 水平均显著高于假手术组(P < 0. 01),
说明脑缺血再灌注损伤模型大鼠自身存在有血管的

新生;与此同时桃红四物汤高、中剂量组大鼠的脑缺

血再灌注皮质区的 MVD 显著高于模型组 ( P <

0. 01),高剂量组 VEGF 水平显著高于模型组(P <
0. 01),说明桃红四物汤可以促进脑缺血再灌注损

伤大鼠缺血皮质区微血管新生,加速微血管新生。
各组大鼠脑组织中的 AKT 蛋白水平没有显著变化,
而与此同时桃红四物汤高、中和低剂量组脑组织中

的 p鄄AKT 水平均显著高于模型组(P < 0. 01),则说

明 PI3K / AKT 信号转导通路被活化,AKT 由无活性

转变为活性的 p鄄AKT。
综上所述,桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤大

鼠模型有显著改善作用,其作用机制可能为通过激

活 PI3K / AKT 信号转导通路而促进脑缺血部位的血

管新生,显著减轻脑缺血大鼠的神经功能损伤程度。
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