
中药脑泰方对大鼠脑缺血后 VEGF 和
Angiopoietins 表达的实验研究

也摘要页 目的 探讨中药脑泰方对大鼠脑缺血后血内皮生长因子渊vascular endothelial growth factor, VEGF冤和血管生成素

渊angiopoietins袁Ang冤的表达变化及其在血管生成中的作用遥 方法 选择 40 只雄性 SD 大鼠袁采用随机区组法分为 A 正常对照

组袁B 假手术组袁C MCAO 模型组袁D 脑泰方组曰袁观察各组大鼠神经功能缺失计分尧脑梗死体积曰RT-PCR尧Western blot 方法

检测不同组大鼠脑组织中 VEGF尧Ang-1 及 Ang-2 mRNA 和蛋白的表达变化遥 结果 神经功能缺失计分及 TTC 染色显示脑泰

方组脑缺血情况缓解曰大鼠脑缺血后 VEGF尧Ang-2 的表达水平增高袁脑泰方组表达显著高于模型组渊P<0.05冤曰Ang-1 的表达

水平在大鼠脑缺血后呈下降趋势袁脑泰方组表达显著低于模型组渊P<0.05冤遥结论 大鼠脑缺血后 VEGF尧Ang-1 和 Ang-2 共同

协调作用促进血管生成袁中药脑泰方在脑缺血损伤后治疗血管新生样作用中发挥着促进作用遥
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近年来袁 血管新生在缺血性脑卒中的修复作用

已引起广泛关注遥 血内皮生长因子 渊vascular en鄄
dothelial growth factor, VEGF冤 和血管生成素渊an鄄
giopoietins袁Ang冤 是最主要的促血管生成因子 [1]遥
VEGF 能够促进内皮细胞的有丝分裂袁 促进血管生
成[2]袁Ang 是一个含有受体激动剂和受体抑制剂的血

管生长因子家族袁 作用于内皮特异性酪氨酸激酶受

体 2 渊Tie-2冤袁Ang-l尧Ang-2 与血管生成密切相关[3]遥
本实验采用线栓法制作局灶性脑缺血大鼠模型袁观
察益气活血组方剂脑泰方对大鼠脑缺血后血管内皮

生长因子和血管生成素表达变化袁 探讨其促进脑缺
血损伤后治疗血管新生样作用分子机制遥
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表 1 VEGF尧Ang-1尧Ang-2 引物序列及 PCR 反应条件

目的基因 引物序列渊5'-3'冤 退火温度渊益冤 扩增长度渊bp冤
VEGF F院GCTGTACCTCCACCATGCCAAG;R院ACGCACTCCAGGGCTTCATCA 58 237
Ang-1 F院CATTCTTCGCTGCCATTCTGACTCA;R院GCGTTGGTGTTGTACTGCTCTGT 58 175
Ang-2 F:AAGTGCTGGACATGGAGGACAAG;R:TGCTGCTGCTTCTGAAGGACTG 59 166
茁-actin F:CCTCTGAACCCTAAGGCCAAC;R:TGCCACAGGATTCCATACCC 58 225

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组
40 只 SD 雄性大鼠袁SPF 级袁 体质量 渊250依

30冤 g袁由湖南天勤生物技术公司提供袁动物许可证
号院SCXK 渊湘冤2009-0012遥 采用随机区组法分为 A
正常对照组袁B 假手术组袁C 大脑中动脉阻塞渊middle
cerebral artery occlusion, MCAO冤模型组袁D 脑泰方
灌胃模型组渊脑泰方组冤袁每组 10 只遥 各组分别给予
生理盐水渊A尧B尧C 组冤尧脑泰方提取液渊D 组袁1 mL/
大鼠 100 g/日冤,每日 2 次袁连续给药 7 d遥
1.2 实验药物

脑泰方提取物袁脑泰方由黄芪尧川芎尧地龙等药
物组成袁经水煎尧醇提后制成浸膏粉渊由湖南中医药
大学药学院制剂教研室提取袁 每 1 g 浸膏粉含生药
4 g冤袁给药前用蒸馏水稀释至所需浓度遥
1.3 大鼠 MACO 模型的建立

参照 Longa 等 [1] 方法制作大鼠 MCAO 动物模
型遥 10%水合氯醛腹腔内注射渊400 mg/kg冤麻醉大
鼠袁颈部正中切口袁自颈总动脉分叉处向颈内动脉插

入栓线渊约 18 mm冤袁制成 MCAO 模型遥 C尧D 两组制
作 MCAO 模型袁假手术组除不插入栓线外袁其他步
骤同上遥
1.4 神经功能缺失计分

参照的 Zea Longa[4]5 级 4 分评分标准评分方法

并改进袁于术后 5 h 进行遥 选取评分为 1耀3 分纳入
结果统计遥 0 分院无神经损伤症状曰1 分院不能完全伸
展对侧前爪曰2 分院向对侧转圈曰3 分院向对侧倾倒曰4

分院不能自发行走袁意识丧失遥
1.5 取材与标本制备院大鼠断头取材袁取脑组织袁-
20 益速冻 20 min袁 将大脑冠状切成厚约 2 mm 的
片状袁放入 2%TTC 溶液袁37益染色 30 min遥 染色后
用 4%多聚甲醛固定 4 h袁数码相机拍取照片遥 剩余

新鲜标本至于液氮中保存备用遥
1.6 逆转录聚合酶链式反应渊RT-PCR冤检测

Trizol 法提取梗死灶周围大鼠脑组织总 mRNA遥
Thermo 公司逆转录试剂盒逆转录成 cDNA袁 并以此
为模板进行半定量 PCR 检测袁茁-actin 基因的表达
作为内参照遥目的基因 VEGF尧Ang-1 和 Ang-2 引物
序列(上海生工生物公司)如表 1袁PCR 反应条件为院
95 益预变性 5 min曰95 益变性 30 s袁58 益退火 30 s袁
72益延伸 45 s袁 循环 35 次曰72 益延伸 10 min遥 以
1.5%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物袁凝胶成像系统

渊英国 SYNGENE冤照相分析袁每次实验重复 3 次遥
1.7 Western blot 检测

大鼠断头取脑梗死灶周围脑组织袁 用总蛋白提
取试剂盒渊上海生工生物冤提取蛋白袁BCA 法测定蛋
白含量渊Fermentas 公司冤袁SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离蛋白袁 转移蛋白至 PVDF 膜袁5%脱脂奶粉室温

摇晃封闭 2 h袁 加一抗小鼠抗大鼠 VEGF 单克隆抗
体渊1颐1 000袁Abcam 公司冤袁兔抗鼠 Ang-1 多克隆抗

体渊1颐1 000袁 上海优宁维公司冤袁Ang-2 多克隆抗体
渊1颐1 000袁上海优宁维公司冤袁4 益过夜袁TBS-T 漂洗
后加二抗室温抚育 1 h袁TBS-T 漂洗 3 次后袁ECL 发
光试剂盒渊Fermentas 公司冤反应袁暗室显色压片照相
检测蛋白表达量袁每次实验重复 3 次遥

1.8 统计学分析
采用 SPSS17.0 统计软件进行统计分析遥 计量资

料袁结果以野曾依s冶表示遥 方差齐者采用方差分析袁两两

比较采用 q 检验曰方差不齐时采用秩和检验袁P<0.05
为差异具有统计学意义遥
2 结果

2.1 神经功能缺失评分
正常对照组尧假手术组的大鼠基本没有出现神

经功能损伤的症状袁MCAO 模型组尧 脑泰方组的大

鼠均出现不同程度的神经功能缺失袁 即向右侧倾
倒尧转圈尧不能站立行走等袁且 MCAO 模型组的神经

功能缺失评分显著高于脑泰方组如表 2袁差异具有
统计学意义 渊P约0.05冤遥 构建模型成功率为 75%
渊30/40冤遥
2.2 脑组织 TTC 染色

四个实验组脑组织切片经 TTC 染色袁如图 1 所

示袁正常对照组渊A冤尧假手术组(B)大鼠脑组织 TTC
染色均未见明显异常袁均呈现红染状态袁着色较深袁
无苍白梗死灶形成袁MCAO 模型组 渊C冤TTC 染色出

现严重的苍白梗死灶袁由此说明脑梗死模型的建立

已经成功遥 另如图 1D 所示袁脑泰方组渊D冤经过脑泰

方给药治疗后脑组织 TTC 染色苍白梗死情况较

MCAO 模型组有所改善遥
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图 2 半定量 PCR检测 VEGF尧Ang-1尧Ang-2 mRNA的表达

注院由左至右袁分别为正常对照组袁假手术组袁MCAO 模型组袁
脑泰方组

图 3 半定量 PCR检测 VEGF尧Ang-1尧Ang-2 mRNA表达

的 3 次生物学重复数据统计图

A.正常对照组曰B.假手术组曰C.MCAO 模型组曰D.脑泰方组曰渊*P约0.05冤
注院与MCAO 模型组比较袁*P约0.05遥

表 2 各组大鼠神经功能缺失评分的比较渊曾依s冤
组别 n 神经功能评分

正常对照组 10 0.0000依0.0000
假手术组 10 0.0000依0.0000
MCAO 模型组 10 2.0000依0.56884
脑泰方组 10 1.5000依0.84512*

F值

P值

10.00
约0.05

图 4 Western blotting 检测 VEGF尧Ang-1尧Ang-2 的蛋白表达

图 1 各实验组大鼠脑组织 TTC染色

A. 正常对照组脑组织 TTC 染色未见明显异常曰B. 假手术组脑组织

TTC 染色未见明显异常曰C.MCAO 模型组脑组织 TTC 染色出现较严

重苍白梗死灶曰D.脑泰方组脑组织 TTC 染色出现轻微苍白梗死灶遥

2.3 半定量 PCR检测 VEGF尧ANG-1尧ANG-2 mRNA
的表达情况

收集正常对照组尧 假手术组尧MCAO 模型组尧脑
泰方组四个实验组的脑组织袁进行总 RNA 的抽提袁
逆转成 cDNA袁 进行半定量 PCR 的实验袁 检测
VEGF尧Ang-1尧Ang-2 mRNA 表达情况袁结果如图 2
所示袁正常对照组和假手术组各个检测指标的表达
无明显差异袁MCAO 模型组中 VEGF 和 Ang-2 都出
现明显的转录水平的上调袁而 Ang-1 则出现明显的
转录水平下调趋势曰与 MCAO 模型组相比较袁VEGF
和 Ang-2 在脑泰方组中 mRNA 的表达水平明显高
于 MCAO 模型组袁而 Ang-1 则在脑泰方组中 mRNA
的表达水平低于 MCAO 模型组袁这提示脑泰方提取
物有促进血管生成和增加血管通透性的作用遥 每个
实验组都选取 3 只大鼠分别抽提 RNA 后袁进行半定

量 PCR 的检测袁 以实现这一实验的生物学重复袁均
得到一致的结果袁图 3 中展示根据 3 次生物学重复
实验得到的数据进行统计分析的结果遥

2.4 Western blotting 检测 VEGF尧Ang-1尧Ang-2 的
蛋白表达情况

收集正常对照组尧 假手术组尧MCAO 模型组尧脑
泰方组四个实验组的脑组织袁 进行总蛋白的抽提袁
Western blotting袁检测 VEGF尧Ang-1尧Ang-2 的蛋白

表达情况袁结果如图 4 所示袁正常对照组和假手术组
各个检测指标的表达无明显差异袁MCAO 模型组中
VEGF尧Ang-2 都出现明显的蛋白水平的上调袁而
Ang-1 则出现明显的蛋白水平的下调趋势袁与
MCAO 模型组相比较袁VEGF 和 Ang-2 在脑泰方组
中蛋白表达水平明显高于 MCAO 模型组袁而 Ang-1
则在脑泰方组中蛋白表达水平则低于 MCAO 模型
组袁结果显示与 mRNA 表达结果相同遥 每个实验组

都选取 3 只大鼠袁 分别进行蛋白的提取后完成了
Western blotting 的检测袁以实现这一实验的生物学
重复袁均得到了一致的结果袁图 5 中展示根据 3 次生

物学重复实验得到的数据进行统计分析的结果遥

3 讨论

脑梗死是缺血性卒中的总称袁 包括脑血栓形成尧
腔隙性梗死和脑栓塞等袁 脑梗死病人约占全部脑卒中

的 70%袁是脑血液供应障碍引起脑部病变遥 全世界每

年死于缺血性卒中的人数近一千万人袁 已成为人类死

亡病因最高的野头号杀手冶袁近年来袁我国每年新发生脑

卒中病人近 150万人袁年死亡数近 100万人[5-6]遥

A B C D

注院由左至右袁分别为正常对照组袁假手术组袁MCAO 模型组袁
脑泰方组
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图 5 Western blotting 检测 VEGF尧Ang-1尧Ang-2 蛋白表达的

3 次生物学重复数据统计图

A.正常对照组曰B.假手术组曰C.MCAO 模型组曰D.脑泰方组曰渊*P约0.05冤

脑梗死在中医学认为多因年老气虚袁无力推动血

行袁复加劳倦内伤尧忧思恼怒尧饮食不节尧用力过度或

气候骤变等诱因袁而至气滞血瘀袁闭阻经脉尧脑窍而

中风,故认为气虚血瘀为发病的关键环节袁益气活血

法为治疗脑梗死的基本大法遥 本课题组经过多年系

统性尧 全面性的研究袁 研制了益气活血组方剂脑泰

方袁脑泰方由黄芪尧川芎尧地龙等组成袁具有益气活

血尧化痰通络的功效[7]遥 课题组前期已完成袁完成部分

脑血管动物模型实验和临床观察[8]袁证实该方药对脑

梗死患者疗效的确切性和作用的安全性[9]遥
血管的新生和调控涉及多种细胞因子及信号

通路袁其中 VEGF 和 Ang 发挥着重要作用遥 脑缺血

后袁 低氧作为一种信号激活 VEGF 辕 VEGF 受体系

统袁促使半暗带 VEGF 高表达袁并能特异性地作用

于血管内皮细胞袁促进血管内皮细胞增殖袁及体内

新生血管形成[10]遥 Marti 等[11]表明袁MCAO 后 24 h 血

管内皮细胞开始增生袁血管样结构从软脑膜和脑实

质的血管向缺血区发展,在脑梗死病理损害过程中袁
血管活性物质平衡失调袁与此同时袁VEGF 的表达亦

增高[12],本研究中袁用药 7 d 后袁脑泰方提取物组大

鼠神经功能缺失症状减轻袁VEGF 表达水平较模型

组和假手术组增强遥 提示脑泰方可能通过 VEGF 促

进血管的生成袁发挥抗脑缺血损伤的作用遥
Ang 是近年来发现的一个与血管新生密切相关

的家族袁 包括 4 个成员院Ang-1尧Ang-2尧Ang-3 和

Ang-4袁其作用截然不同遥 迄今 Ang-3尧Ang-4 的作

用仍然不十分清楚袁Ang-l尧Ang-2 与血管生成密切

相关遥 Ang-2 与 Ang-1 有 60%的同源性袁是 Ang-1
的天然竞争性拮抗剂[13]遥 Ang-1 能够促进血管成熟

和稳定袁Jeansson 等[14]发现 Ang-1 在正常生理状态

时的作用是很小的遥 但血管损伤时袁Ang-l 的缺失会

导致器官进一步损伤袁 加速血管形成及纤维化进

程遥Ang-2 通过有效刺激血管内皮始祖细胞增殖袁诱
导内皮细胞蛋白酶的产生袁促进新生血管形成[15]遥本

研究结果显示袁 脑泰方组较模型组大鼠 VEGF 和

Ang-2 的表达均增强且呈正相关袁与 Ang-1 的表达

呈负相关遥 由于 Ang-2 持续高表达并拮抗了 Ang-
1袁使 Ang-1 的表达降低袁破坏血管的稳定性袁活化

的内皮细胞对 Ang-2 及 VEGF 的作用极为敏感袁迅
速发生增殖尧迁徙袁促进新生血管的形成遥 VEGF尧
Ang-1 和 Ang-2 在脑缺血后表达上的差异与其在

血管生成中发挥的作用有关袁 三者相互协调作用袁
调节血管生成袁提示脑泰方提取物在大鼠脑缺血后

组织损伤修复过程中袁通过调节血管内皮生长因子

和血管生成素表达发挥重要的作用遥
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