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揖摘要铱 摇 目的摇 探讨白脉疗法对局灶性脑缺血再灌注大鼠脑损伤的保护作用及对海马齿

状回 Jagged1 表达的影响。 方法 摇 线栓法制作局灶性脑缺血再灌注大鼠模型。 随机分为假手

术组、模型组、白脉疗法组,脑缺血 1. 5 小时,分别再灌注 7 天、14 天,通过氯化三苯基四氮唑

(triphenyltetrazolium chloride,TTC)染色观察脑梗死面积,苏木精鄄伊红染色法 ( hematoxylin鄄eosin
staining ,HE)染色观察皮层细胞形态变化,并应用免疫组化法检测各组大鼠海马齿状回 Jagged1 阳

性细胞数量。 结果摇 (1) TTC 染色观察到正常脑组织呈鲜红色,梗死区脑组织呈苍白色,并且随着

再灌注时间的延长可见梗死区扩大,白脉疗法组的脑梗死体积小于模型组,且 14 天时与模型组比较

有显著性差异(P<0. 05)。 (2) HE 染色表明白脉疗法组脑缺血大鼠皮层神经元的损伤程度低于模

型组。 (3) 白脉疗法可以上调脑缺血大鼠海马齿状回 SGZ 的 Jagged1 表达,术后 7 天、14 天 Jagged1
阳性细胞数高于模型组、假手术组,且有显著性差异(P<0. 05)。 结论摇 白脉疗法对局灶性脑缺血再

灌注大鼠脑损伤有一定的保护作用,且可促进大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤后海马齿状回区

Jagged1 的表达,Jagged1 的表达增加可能是白脉疗法通过 Notch 通路促进脑缺血损伤后内源性神经

干细胞增殖分化的分子机制之一。
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揖Abstact铱摇 Objective 摇 To explore the protective effects of the Baimai ( BM) therapy on focal
cerebral ischemia鄄reperfusion injury in rats and the influence of BM therapy on Jagged1 expression of hipp鄄
ocampal dentate gyrus. Methods摇 The focal cerebral ischemia鄄reperfusion injury models were induced by
suture method, inserting thread 1. 5 h and reperfusion 7 d and 14 d respectively. The rats were randomly
divided into sham鄄operation group, model group, Baimai therapy group (BMT group). The area of cerebral
infarction was observed by TTC staining, the morphological changes of cortex cell was observed by HE
staining, and immunohistochemistry method was used to detect hippocampal dentate gyrus Jagged1 positive
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cell number of each group rats. Results摇 (1) the TTC staining result showed that normal brain tissue was
bright red, infarction area of the brain was pale, and with the prolongation of reperfusion time, the infarct
area was enlarged. The areas of cerebral infarction of BMT group were less than model group, and there
was a significant difference compared with model group on 14 days (P<0. 05). (2) HE staining showed
that degree of injury of cortical neurons in the cerebral ischemia group was lower than that in the model
group. (3) BM therapy can increase hippocampal dentate gyrus Jagged1 expression of cerebral ischemia
rats, Jagged1 positive cells was higher than model group and control group, the result had significant
difference (P<0. 05), after having operation 7 days and 14 days. Conclusions摇 BM therapy has certain
protective effect on focal cerebral ischemia鄄reperfusion injury, and can promote Jagged1 expression in hipp鄄
ocampal dentate gyrus after rats having focal cerebral ischemia鄄reperfusion injury, the increase of Jagged1
expression may be one of the molecular mechanisms of the proliferation and differentiation of endogenous
neural stem cells after cerebral ischemia injury via the Notch pathway.

揖Key words铱摇 Baimai therapy;摇 Jagged1;摇 Hippocampal dentate gyrus;摇 Focal cerebral ischemia鄄
reperfusion model

摇 摇 藏医白脉疗法是指通过口服藏药和外治的方

法相结合,达到改善脑血管病所导致的不良后遗症

的综合性治疗方法[1鄄2]。 本实验选择口服药如意珍

宝丸和外用药白脉软膏,二者皆为白脉病常用藏成

药[3],且有临床研究表明其疗效显著[4鄄5]。 脑缺血

后治疗的主要关注点在脑内神经的再生,Notch 信

号通路具有调节神经再生的作用,Jagged1 为 Notch
信号通路的 配 体[6]。 白 脉 疗 法 是 否 通 过 调 控

Jagged1 的表达,并在内源性神经干细胞 ( neural
stem cells,NSCs)增殖分化中发挥重要作用从而产

生神经保护作用,但作用机制目前尚未明确。 本实

验采用大脑中动脉阻塞线栓法建立局灶性脑缺血

再灌注大鼠模型,动态观察白脉疗法对局灶性脑缺

血再灌注模型大鼠缺血侧海马齿状回 Notch 信号转

导通路 Jagged1 表达的影响,探讨其促进脑缺血损

伤后 NSCs 增殖分化的机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

健康 雄 性 SPF 级 SD 大 鼠 60 只, 体 质 量

(250依10)g,购买于北京斯贝福实验动物技术有限

公司,许可证号为:SCXK(京)2011鄄0004。
1. 2摇 药物、试剂及仪器

如意珍宝丸(生产批号:20150116),购自金科

藏药股份有限公司;白脉软膏(生产批号:130826),
购自西藏奇正藏药股份有限公司;大鼠 A 级 MCAO
栓线,购自北京西浓生物技术有限公司;TTC(Gene鄄
bio)、Rabbit Anti鄄Jagged1 多克隆抗体(Santa Cruz Bi鄄
otechnology)、浓缩型 DAB 试剂盒、抗兔超敏二步法

免疫组化检测试剂,均购自北京中杉金桥生物公司。

1516 型切片机,购自德国 Leitz 公司;BX40 型

光学 显 微 镜、 E320 型 显 微 照 相 机, 购 自 日 本

Olympus 公司;电热恒温培养箱(DH4000 AB 型),
购自天津市泰斯特仪器有限公司。
1. 3摇 局灶性脑缺血再灌注模型制备

参照 Belayev[7]报道的线栓法加以改良后建立

左侧大脑中动脉栓塞缺血模型 ( middle cerebral
artery occlusion,MCAO)。 手术前 1 天禁食,自由饮

水。 将 SD 大 鼠 腹 腔 注 射 10% 水 合 氯 醛 溶 液

(3. 5 mL / kg)麻醉后,于颈正中线处纵向切开皮肤,
分离右侧颈总动脉(common carotid artery,CCA),向
近心端分离出颈外动脉 ( external carotid artery,
ECA) 和颈内动脉(internal carotid artery,ICA) 。 结

扎 CCA 近心端及 ECA,同时在 CCA 远心端下置线

备用。 用动脉夹暂时夹闭 ICA,在 CCA 结扎线远心

端插入准备好的栓线,待栓线进入至 ECA 和 ICA 分

叉口处,将 CCA 远心端的结扎线打一活结固定栓

线,打开 ICA 处动脉夹,将栓线经 ICA 插入,使其到

达大脑前动脉(anterior cerebral artery,ACA) ,进入

深度约 18 ~ 20 mm,阻断 MCA 血流。 将 CCA 上远

心端处固定栓线的结扎线打一死结,并将栓线尾端

用黑色记号笔涂黑后留于皮肤外 1 cm,消毒并逐层

缝合。 缺血 1. 5 小时后将漏在皮肤外的线栓拔出

1 cm并剪断,使大脑动脉 Willis 环和 MCA 恢复血

供,造成缺血再灌注模型,保持体温至清醒。 造模

后将动物置于放有清洁垫料的鼠笼内,自由饮水、进
食。 假手术组只进行术前麻醉和血管分离术,不结扎

及导入线栓。 手术过程中室温保持在 24 ~25益。
1. 4摇 实验分组与给药

动物于麻醉清醒后 6 小时进行神经行为学评



环球中医药 2016 年 6 月第 9 卷第 6 期摇 Global Traditional Chinese Medicine, June 2016,Vol郾 9, No郾 6 647摇摇

分。 参照 Zea Longa[8]评分法进行神经行为学评分,
Zea Longa 评分法把神经学检查分 5 个等级:0 分:
不能自发行走,意识丧失;1 分:行走时,大鼠向左侧

(瘫痪侧)转圈;2 分:将大鼠放在地上活动拉住鼠尾

时大鼠向左侧(瘫痪侧)转圈;3 分:轻提鼠尾将其悬

空,足距地面 1 m,观察前肢弯曲情况,左前肢持续

弯曲;4 分:正常,大鼠两侧前肢伸向地面且无其他

神经行为学特征。 评分为 1 ~ 3 分的纳入本研究。
采用随机表将每个分值的大鼠平均分配到各组,以
此保证每组大鼠神经行为学评分没有显著性差异。

大鼠分为 3 组:假手术组、模型组、白脉疗法组。
每组根据缺血再灌注时间分为缺血再灌注 7 天、再
灌注 14 天两个亚组。

白脉疗法组大鼠给予如意珍宝丸灌胃,每天 1
次,从造模后开始给药至处死,给药量依据成人给

药量的 6. 3 倍计算[9],如意珍宝丸成人每天用量

4 ~ 5片,每天 2 次,每片重 0. 5 g,折合计算后给药量

约为 0. 052 g / 100 g,用生理盐水配成 0. 052 g / mL
的药液,即每 100 g 体重灌胃 1 mL 药液。 假手术组

和模型组按照同样方法予以等量的生理盐水,每天

1 次至处死;白脉疗法组在如意珍宝丸灌胃基础上

再给予白脉软膏外用,每天 2 次,每次 1g 并按摩

5 分钟;假手术组和模型组均于大鼠患肢涂凡士林,
其余同白脉疗法组。
1. 5摇 取材

造模成功后于第 7 天、第 14 天取材,经水合氯

醛麻醉后断头取脑,每组 5 只全脑取出后放在冻存

管置于-20益冰箱中速冻 20 分钟后 TTC 染色;每组

另取 5 只大鼠心脏灌注,沿胸骨左侧剪开胸腔,从左

心室进针,插入到主动脉,固定针头,剪开右心耳,
快速滴入预冷生理盐水(10 mL / min),无血污后改

滴入 4% 多聚甲醛(5 ~ 10 mL / min),先快后慢,约
250 mL,开颅取脑,去额极、小脑,4% 多聚甲醛固定

2 天,石蜡包埋。 在海马齿状互包平面连续冠状切

片,片厚 7 滋m,备用。
1. 6摇 观察指标

1. 6. 1摇 脑梗率观测摇 -20益冰箱中速冻 20 分钟后

切片,一般切成 5 片(厚 1. 8 mm)。 第一刀在脑前

极与视交叉连线中点处;第二刀在视交叉部位;第
三刀在漏斗柄部位;第四刀在漏斗柄与后叶尾极之

间。 将切片置于浓度为 1% TTC 染液中,将脑组织

放入避光的容器内,放入 37 益温箱 20 ~ 30 分钟,不
时翻动脑片,使均匀接触到染色液,配置过程和使

用过程均需避光。 染色完成后用 4%的多聚甲醛固

定,24 小时后照相,用 Image鄄Pro Plus 6 计算机图像

分析系统计算脑梗率。
1. 6. 2摇 病理形态观察摇 将各组组织切片于 46 益烤

箱烘烤 24 小时后,二甲苯玉、域脱蜡,递减的浓度梯

度酒精脱水,苏木精染色,1%盐酸酒精分化,流水冲

洗返蓝,0. 5% 伊红复染,80% 、95% 、100% 酒精脱

水,二甲苯透明,中性树胶封片。 200 倍光镜随机观

察右侧脑组织皮层区不重叠的 5 个视野,并摄片。
1. 6. 3摇 大鼠海马齿状回 SGZ Jagged1 的表达 摇 采

用免疫组化 SP 法,切片脱蜡,0. 01 mol / L PBS 清洗

2 min伊3,置于枸橼酸盐微波修复,冷却后 0. 01 mol / L
PBS 洗 2 min伊3,滴加 3%过氧化氢溶液 10 分钟,灭
活内源性过氧化物酶;0. 01 mol / L PBS 洗 2 min伊3
次;滴加一抗 Jagged1 抗体(1 颐 50),4益 过夜,PBS
冲洗 2 min伊3;滴加超敏二步法免疫组化检测试剂

盒中的试剂 1(聚合物辅助剂),37益孵育 10 分钟,
PBS 冲洗 2 min伊3;滴加试剂 2(辣根酶标记抗兔 IgG
聚合物),37益孵育 10 分钟,PBS 冲洗 2 min伊3;DAB
显色剂 10 分钟,水洗终止,透明、封片。 从标本中随

机取部分切片,用 0. 01 mol / L PBS 代替一抗,其余

步骤相同,作为阴性对照。 每只动物随机取免疫组

化切片 5 张,在高倍镜下(200 倍)计数海马齿状回

颗粒细胞区内 1 / 3、颗粒下区 Jagged1 阳性细胞,取
其均值作为海马 SGZ Jagged1 阳性细胞数。

拍照定位参考《大鼠脑立体定位图谱》 [10],具
体取像位置在海马齿状回。
1. 7摇 统计学处理

数据资料使用 SPSS 21. 0 统计软件进行分析,
计量资料以均数依标准差(x依s)表示,若数据符合正

态分布且方差齐,则采用单因素方差分析( one鄄way
ANOVA),两组间的比较采用 LSD 检验;若不符合

正态分布或方差不齐,则采用秩和检验,以 P<0. 05
或 P<0. 01 为差异有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 脑梗率观测

再灌注 7 天、14 天后各组随机取 5 只动物进行

TTC 染色。 染色结果表明:假手术组脑片均红染,未
见白色梗死灶形成;模型组 7 天出现白色梗死灶,位
于颞顶叶皮质和尾壳核;模型组于 14 天后梗死灶范

围逐渐扩大;白脉疗法组 7 天可见白色梗死灶位于

尾壳核和额颞顶叶皮质,白脉疗法组 14 天脑梗死面
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积小于 7 天,14 天时白脉疗法组脑梗死率小于模型

组,且有显著性差异(P<0. 05)。 见图 1、表 1。

图 1摇 各组大鼠给药 7 天、14 天后脑组织 TTC 染色图

表 1摇 各组大鼠 TTC 染色脑梗率改变(x依s)

组别 n 7 天 14 天

假手术组 5 0依0 0依0

模型组 5 0. 124依0. 091a 0. 078依0. 085a

白脉疗法组 5 0. 081依0. 077a 0. 009依0. 008b

注: 与假手术组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05。

2. 2摇 病理学观察

假手术组 7 天皮层神经元结构完整,数量多,核
圆、大,偶见核固缩,14 天同 7 天无显著性差异;模
型组 7 天神经元排列紊乱,部分细胞排列疏松,细胞

核固缩,深染,周围出现空泡,正常神经元数量减

少,14 天可见大量细胞溶解后残留的痕迹,细胞稀

疏,排列紊乱;白脉疗法组 7 天神经元排列疏松,部
分细胞核皱缩,深染,周围出现空泡,14 天正常神经

元数量有所增加,核固缩细胞减少,细胞间的空泡

区域减少。 7 天白脉疗法组有少量核固缩细胞,与
模型组相比明显少,与假手术组相比没有显著差

别;14 天白脉疗法组核固缩细胞比 7 天多,但与模

型组相比明显少许多,与假手术组相比核固缩细胞

明显多。 见图 2。
2. 3摇 大鼠海马齿状回 SGZ Jagged1 的表达

Jagged1 在正常脑组织亦有一定量的表达,阳性

细胞主要分布于大鼠海马齿状回颗粒细胞层、齿状回

颗粒细胞下层(subgranular zone,SGZ)、门区等,本实

验主要分析海马齿状回 Jagged1 阳性细胞,阳性神经

细胞多呈颗粒状,Jagged1 蛋白分布于细胞膜和细胞

外基质,呈深棕色或浅棕色。 脑缺血损伤后 7 天,白
脉疗法组 Jagged1 阳性细胞数与正常组及模型组比较

均有显著性差异(P<0. 05);14 天各组 Jagged1 阳性细

胞数较 7 天均有所下降,且白脉疗法组与正常组及模

型组比较均有显著性 差 异 ( P<0. 05 )。 模 型 组

Jagged1 阳性细胞数和假手术组在 7 天、14 天两个时

间点均无显著性差异。 见图 3、表 2。

图 2摇 再灌注 7 天、14 天后各组大鼠神经细胞

病理学改变(伊200)

表 2摇 不同时间点大鼠海马齿状回 SGZ Jagged1
阳性细胞数(x依s)

组别 n 7 天 14 天

假手术组 5 21. 75依9. 03 6. 25依3. 30

模型组 5 25. 67依4. 55 13. 67依6. 41

白脉疗法组 5 64. 6依27. 92ab 37. 00依4. 58ab

注: 与假手术组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

3摇 讨论

缺血性卒中是临床常见疾病,且致死致残率

高,幸存的病人预后多不同程度地患有偏瘫等后遗

症,但目前还没有好的治疗方法。 神经再生是脑损

伤后运动功能恢复的基础,探寻有效增加神经再生

是其重要的康复手段[11]。 很长一段时间以来成年

哺乳动物中枢神经系统被认为不具有再生能力,但
在 1992 年 NSCs 的发现打破了这一观念,这一发现

为脑损伤后神经再生提供了希望。
本实验中 TTC 结果显示,白脉疗法可以减少脑
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图 3摇 不同时间点各组大鼠海马齿状回

SGZ Jagged1 的表达 (伊400)

缺血再灌注大鼠右侧大脑梗死面积。 HE 染色结果

显示白脉疗法可以减轻脑缺血再灌注大鼠皮层神

经元核固缩现象。 由以上两项提示白脉疗法可以

降低缺血再灌注造成的神经损伤。 SGZ 是目前已确

认的 NSCs 的 主 要 聚 集 区 之 一[12], 研 究 表 明

Jagged1鄄Notch 信号通路能促进 NSCs 增殖[13鄄15],白
脉疗法组 SGZ 区的 Jagged1 阳性细胞数比模型组、
假手术组均高,差异具有统计学意义(P<0. 05),提
示白脉疗法可能通过 Notch 信号通路来调节脑缺血

后 SGZ 区的神经再生过程;也有研究表明活化的

Jagged1 能促进 NSCs 向星形胶质细胞分化[16],星形

胶质细胞能够分泌多种神经营养因子,有利于轴突

的再生和修复,有促进神经元存活的作用[16鄄17]。 由

此猜测脑缺血前期白脉疗法通过调节 Jagged1 促进

NSCs 向星形胶质细胞分化,并为后期分化出的神经

元提供营养支持。
本实验从多角度观察了白脉疗法对于缺血再

灌注大鼠脑损伤的保护作用,从 TTC 染色和 HE 结

果均可看出白脉疗法能起到一定的神经保护作用,
从 Jagged1 的表达情况来看白脉疗法在脑缺血后通

过 Notch 信号通路发挥调节作用,对于缺血再灌注

大鼠脑损伤的保护作用机制白脉疗法是否有其他

通路参与调节,以及是否是 Notch 信号通路起到主

导作用还有待大量实验验证。
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