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[摘  要]  目的：探讨羟基红花黄色素A（HSYA）与芍药苷联用对脑缺血再灌注大鼠脑组织磷酸化蛋白激酶B（p-Akt）的影响。方法：将160只SD大鼠随机分成HSYA组，芍药苷组（5 mg•kg-1），预防治疗组，治疗组(HSYA+芍药苷，各5 mg•kg-1)，银杏内酯组(5 mg•kg-1)，模型组，假手术治疗组(HSYA+芍药苷，各5 mg•kg-1)，假手术空白组；采用右侧大脑中动脉线栓法（MACO）复制急性局灶性脑缺血再灌注模型，预防治疗组从造模前3天开始通过尾静脉注射给药，余各组造模后连续给药7天，免疫组化法检测脑组织皮层区p-Akt蛋白表达情况。结果：与假手术组比，其余各组首次神经功能缺失评分均显著增加，与模型组比较，预防治疗组首次神经功能缺失评分显著降低（P<0.05），各用药组用药后神经功能缺失评分显著降低（P<0.05）；与假手术空白组比较，模型组梗死面积百分比显著增加（P<0.05），海马区神经细胞损伤较重；与模型组相比，各用药组梗死面积百分比显著减少（P<0.05），海马区神经细胞损伤轻；免疫组化结果显示，各组的皮层均可见p-Akt的阳性表达，与模型组比，预防治疗组、治疗组和银杏内酯组Akt磷酸化表达明显增加（P<0.05）；与治疗组相比，预防治疗组Akt磷酸化表达明显增加（P<0.05）。结论：HSYA与芍药苷联用对急性脑缺血再灌注损伤有一定保护作用，其作用机制可能与提高Akt磷酸化的水平有关，且预防治疗用药保护作用更强。
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Effect of HSYA and paeoniflorin on expression of p-AKT in rat with cerebral ischemia-reperfusion injury
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[Abstract]  Objective: To explore the effect of hydroxyl safflower yellow A and paeoniflorin on expression of p-Akt in rat with cerebral ischemia reperfusion injury. Method: 160 Sprague-Dawley(SD) rats were randomly divided into HSYA group, paeoniflorin group (5 mg•kg-1), preventive treatment group, treatment group (HSYA and paeoniflorin each 5 mg•kg-1), Ginkgo lactone group (5 mg•kg-1), model group, control treatment group (HSYA and paeoniflorin each 5 mg•kg-1), blank control group. The transient focal cerebral ischemia-reperfusion model was established by a right middle cerebral artery occlusion(MCAO). Preventive treatment group was administrated drugs via tail-vein injection 3 days before the rats model was established, and the rest of the groups were provided the corresponding treatment immediately after modeling for 7 days. The expression of p-Akt protein in cerebral cortex were examined by immunohistochemistry(IHC). Result: In contrast to the control group, the first neurological deficit symptom scores in the rest of the groups increased significantly, In contrast to the model group, the first neurological deficit symptom scores in the preventive treatment group decreased significantly(P<0.05), the neurological deficit symptom scores in the each treatment group decreased significantly after having the treatment(P<0.05); the infarct area in model group was significantly higher than that in the blank control group. The infarct area in various treatment groups were significantly lower than that in model group (P<0.05); hippocampal neurons injury in the model group was serious, the various treatment groups can alleviate

hippocampal neurons injury. Immunohistochemical results showed that each group of cortex area were seen p-Akt( ser473) positive expression. Compared with the model group, the positive expression of p-Akt protein in preventive treatment group , treatment group and Ginkgo lactone group obviously increased(P<0.05),  p-Akt expression in preventive treatment group  were significantly higher than that in treat group (P<0.05). Conclusion: HSYA combined with paeoniflorin has certain protective effects on cerebral ischemia reperfusion injury of rats，which may be related to the increase of p-Akt expression level. And the preventive treatment showed better protective effects.
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缺血性脑血管疾病是脑卒中的主要类型，其治疗与预防一直是医学研究的重点。课题组前期研究发现，补阳还五汤可上调磷酸化蛋白激酶B（p-Akt）蛋白表达量对抗脑缺血再灌注损伤1[]
；拆方研究发现红花的抗血栓作用最强，赤芍的神经保护作用最强 ADDIN EN.CITE 

[2, 3]
。近年研究发现红花、赤芍的有效单体成分羟基红花黄色素A（HSYA）和芍药苷单独应用可通过磷脂酰肌醇3激酶和(或)蛋白激酶B(PI3K/AKT)通路表现出脑保护作用 ADDIN EN.CITE 

[4, 5]
。但HSYA与芍药苷联用是否可通过PI3K/AKT通路发挥更强的脑保护作用少有报道。本研究通过复制局灶性脑缺血再灌注模型，观察HSYA与芍药苷联用对模型大鼠的脑保护作用及p-Akt蛋白表达情况，探讨两药联用治疗脑缺血再灌注损伤的机制。
材料与方法
材料
1.1.1动物 雄性SD大鼠，SPF级,体重180～220g，广州中医药大学（大学城）实验动物中心提供，合格证号SCXK（粤）2013-0020；动物实验设施由广东药科大学实验动物中心提供，合格证号SYXK（粤）2012-0125。
1.1.2 试剂与仪器 苏木素—伊红染液（湖北百奥斯生物科技有限公司，批号BP020），氯化三苯基四氮唑（TTC）试剂（美国Sigma公司，批号206-07-6），AKT（Phospho-Ser473）抗体（英国Abcam公司，批号GR240003-Ⅱ），电子分析天平（上海精密科学仪器有限公司），BMJ—A型包埋机（常州市中威电子仪器有限公司），Shandon Finesse325型切片机（英国Thermo Shandon Ltd公司）
1.1.3 药物 银杏内酯注射液（成都百裕科技制药有限公司，批号08150404），羟基红花黄色素A（成都康邦生物科技有限公司，批号160301），芍药苷（南京泽朗生物科技有限公司，批号20150723）。
1.2方法
1.2.1 动物分组及给药方法 使用随机数字表法将160只SPF级雄性SD大鼠随机分成8组，每组20 只。即HSYA组(5 mg•kg-1)，芍药苷组(5 mg•kg-1)，预防治疗组(HSYA+PF各5 mg•kg-1)，治疗组(HSYA+PF各5 mg•kg-1)，银杏内酯组（5 mg•kg-1），模型组（生理盐水），假手术治疗组（HSYA+PF各5 mg•kg-1），假手术空白组（生理盐水）。参考HSYA和芍药苷作用于脑缺血再灌注损伤大鼠文献[5，6]，HSYA5 mg•kg-1和芍药苷5 mg•kg-1抗脑缺血损伤作用效果显著。阳性药银杏内酯注射液，临床成人日用量为50mg/d，成人体质量以60kg计，按体表面积折算大鼠等效剂量为5 mg•kg-1。 

1.2.2局灶性脑缺血再灌注模型制作与给药 大鼠适应性饲养一周，所有大鼠造模前禁食不禁水12h，大鼠造模参照文献方法[7]，采用右侧大脑中动脉线栓法（MCAO）建立局灶性脑缺血模型。大鼠3%戊巴比妥钠(3 ml•kg-1)腹腔注射麻醉后,将大鼠固定于手术操作台上，消毒后其余步骤参照文献[7]进行。两组假手术组只做皮肤切开和血管剥离，不做线栓处理，其余操作同其他组。造模完成后1h拔除线栓，再灌注6h后进行首次神经功能评分，各用药组按照相应的药物尾静脉注射给药，模型组和假手术空白组给予等量生理盐水。其中，预防治疗组从造模前3天开始给药，其余组均造模成功后立即开始相应处理，每天1次，连续给药7天。取材前再次进行神经功能评分。 
1.2.3 观察指标
（1） 神经行为评分 动物于脑缺血再灌注6h小时后参照文献[8]进行神经行为评分，评分标准如下：0分，无神经损伤症状；1分，提尾时不能完全伸展对侧前爪；2分，向对侧转圈；3分，向对侧倾倒；4分，不能自发行走，严重意识障碍。符合1～3分者判定造模成功，神经损伤功能评分0分或4分，以及未到观察终点动物死亡者剔除。经筛选后每组大鼠至少15只。
（2） 脑梗死面积比测定 大鼠颈椎脱臼处死，快速取脑，去嗅球和低位脑干，于-20℃冰箱放置约15min后，将每个大鼠脑组织均匀切成5片，厚约2mm的脑组织片，用2%氯化三苯基四氮唑（TTC）进行染色，37℃避光孵育30min，正常脑组织呈鲜红色，白色为梗死脑组织。用Image-Pro Plus图像分析软件测量红、白区域面积，计算梗死面积比。大鼠脑梗死面积百分比=各切片梗死面积之和/各切面面积之和。
（3）脑组织形态学观察 大鼠颈椎脱臼处死，快速取脑，常规固定，石蜡包埋后进行石蜡切片和HE染色，光镜下观察各组海马区病理组织学变化。
（4） 脑组织p-Akt 蛋白表达 将脑组织石蜡切片脱蜡后，严格按照试剂盒的操作步骤进行免疫组化制片（用中性树脂封片），光学显微镜下观察并统计阳性细胞表达。免疫组化阳性信号呈棕黄色，定位于细胞浆或细胞核。采用Image-Pro Plus图像分析软件分析，根据ser473位点磷酸化AKT的吸光度（A）对免疫组化阳性信号进行定量。
5.5 统计学方法 采用SPSS 20.0统计软件，结果均以
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 表示，多组数据比较采用单因素方差分析检验和方差齐性检验，组间两两比较采用LSD检验，以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 对神经行为评分的影响 首次神经行为评分，与假手术组相比，各组的神经行为评分显著升高，差异有统计学意义（P<0.05），说明造模成功；与模型组相比，预防治疗组的神经行为评分明显降低，差异有统计学意义（P<0.05），说明HSYA与芍药苷联合预防给药能够减轻局灶性脑缺血再灌注大鼠神经损伤；治疗后神经行为评分，与模型组相比，HSYA组、芍药苷组、预防治疗组、治疗组、银杏内酯组大鼠神经行为评分均显著降低，差异有统计学意义（P<0.05），说明各给药组能不同程度地改善局灶性脑缺血再灌注大鼠的神经功能，各用药组之间相比较，差异无统计学意义（P>0.05），见表1。
表 1  不同处理组对神经行为评分的影响(
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Table 1  Influence on neurological deficits score with different treatment group(
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	组别
	剂量/(mg•kg-1)
	首次神经行为评分/分
	治疗后神经行为评分/分

	HSYA组
	5
	2.2±0.61)
	0.9±0.62)

	芍药苷组
	5
	2.1±0.61)
	1.0±0.52)

	预防治疗组
	5+5
	 1.4±0.51,2)
	0.5±0.52)

	治疗组
	5+5
	2.1±0.71)
	0.8±0.62)

	银杏内酯组
	5
	2.0±0.71)
	0.8±0.62)

	模型组
	0
	2.3±0.51)
	1.7±0.81)

	假手术治疗组
	5+5
	02)
	02)

	假手术空白组
	0
	02)
	02)


注：与假手术组比较1)P<0.05；与模型组比较2)P<0.05。

2.2 对脑梗死面积百分比的影响 与假手术组相比，模型组的脑梗死面积百分比显著增大，差异有统计学意义（P<0.05）,说明造模成功；与模型组相比，各用药组脑梗死面积百分比均显著减小，差异有统计学意义（P<0.05），说明各给药组能不同程度地改善局灶性脑缺血再灌注大鼠的脑梗死面积，各用药组之间相比较，差异无统计学意义（P>0.05），见表2和图1。

表 2  不同处理组对脑梗死面积百分比的影响(
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Table 2  Influence on brain infarction areas with different treatment group(
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	组别
	 剂量/(mg•kg-1)
	梗死面积百分比/%

	HSYA组
	  5
	17.90±10.292)

	芍药苷组
	  5
	19.32±13.142)

	预防治疗组
	  5+5
	13.59±12.982)

	治疗组
	  5+5
	15.36±11.952)

	银杏内酯组
	  5
	16.03±14.972)

	模型组
	  0
	32.13±6.561)

	假手术治疗组
	  5+5
	0

	假手术空白组
	  0
	0


注：与假手术组比较1)P<0.05；与模型组比较2)P<0.05。

[image: image11.png]EEEERE L L)
99999689
Vovepoy®
D999 yulls
80w g8l

9999 % 0

Cove O OQN
ounau,





A        B         C        D       E        F        G        H
A．HSYA组；B．芍药苷组；C．预防治疗组；D．治疗组；E．银杏内酯组；F．模型组；

G假手术治疗组；H．假手术空白组
图1  不同处理组脑组织TTC染色情况
Fig.1  Influence on TTC staining of brain tissue with different treatment
2.3 对脑组织海马区病理学的影响 假手术组海马CA1区神经细胞结构完整，形态正常。模型组海马CA1区细胞数量明显减少，排列紊乱，细胞失去正常形态结构，大量细胞核固缩深染，多见空泡。与模型组相比，各给药组CA1区多数神经细胞结构完整，形态改变轻，核固缩少；与合用组相比，HSYA组和芍药苷组神经细胞形态改变数目较多，且预防治疗组比治疗组改变较轻。如图2。
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A．HSYA组；B．芍药苷组；C．预防治疗组；D．治疗组；E．银杏内酯组；F．模型组；

G假手术治疗组；H．假手术空白组
图2  不同处理对海马CA1区细胞形态变化的影响（HE，×400倍）
Fig.2  Influence on morphological changes in hippocampal CA1 region with different treatment(HE staining,×400)
2.4 对脑组织皮层区p-AKT蛋白的影响 研究发现，预防治疗组、治疗组和银杏内酯组脑组织皮层p-Akt的阳性表达较模型组显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）;与治疗组相比，预防治疗组p-Akt的阳性表达明显增加，差异有统计学意义（P<0.05）。以上结果可以说明，HSYA与芍药苷联用通过上调p-AKT的表达量从而对脑缺血再灌注损伤起到保护作用，且在脑缺血再灌注损伤之前预防给药，可以进一步减轻脑组织的损伤。见表3，图3。
表3  不同处理对缺血再灌注损伤大鼠脑组织皮层内p-AKT阳性细胞率的影响 (
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Table 3  Influence on brain cortex positive rate of phosphorylated-AKT in cute cerebral ischemia-reperfusion rat with different treatment (
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	组别
	 剂量/(mg•kg-1)
	p-AKT/%

	HSYA组
	  5
	0.180±0.053

	芍药苷组
	  5
	0.241±0.066

	预防治疗组
	  5+5
	  1.248±0.521,2)

	治疗组
	  5+5
	 0.594±0.1041)

	银杏内酯组
	  5
	 0.518±0.1261)

	模型组
	 0
	0.102±0.084

	假手术治疗组
	  5+5
	0.100±0.099

	假手术空白组
	 0
	0.106±0.048


注：与模型组比较1)P<0.05；与治疗组比较2)P<0.05.
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A．HSYA组；B．芍药苷组；C．预防治疗组；D．治疗组；E．银杏内酯组；F．模型组；

G假手术治疗组；H．假手术空白组
图3  不同处理对大鼠脑组织皮层p-AKT蛋白表达的影响（免疫组化，×400倍）
Fig.3  Influence on expression of rat brain cortex region of p-AKT protein with different treatment(immunohistochemical method, ×400)
3 讨论
脑缺血疾病主要病理过程为由血栓形成等因素引起血流减少（即脑缺血），局部缺血性坏死（梗死） ADDIN EN.CITE 

[9]
 ，而缺血后产生的炎症反应进一步导致神经功能缺失，最终导致功能丧失。现代药理学研究阐明，红花具有活血通经、祛瘀止痛之功，其作用与抗血小板聚集、促进纤溶活性等有关；赤芍具有清热凉血、散瘀止血之功，其作用与抗血小板聚集、抗凝血、抗血栓形成等[10]有关，赤芍、红花是中医药处方中的常见药对，两药合用，功专活血化瘀，常用于各种血瘀所致病症。HSYA和芍药苷是分别作为中药红花与芍药的主要活性成分，具有抗血小板、抑制血脑屏障损伤、抗炎、神经保护等 ADDIN EN.CITE 


[11-14]作用。本研究发现联合预防治疗组和治疗组均能明显降低大鼠神经行为评分和脑梗死面积百分比，减少神经细胞损伤程度，且预防治疗组的药效强于治疗组；并通过合用组与单独用药组比较，发现合用组的药效强于单独用药组，提示HSYA与芍药苷联合预防用药有更强的脑保护作用，这对临床用药时机的选择及联合用药具有重要指导意义。本文阳性对照组药物为银杏内酯注射液，有活血化瘀、通经活络的功效，临床通常用于瘀血阻络所致的缺血性中风病中经络，适用于急性脑梗死和恢复期脑梗死患者。
PI3K/AKT信号通路是目前与细胞增殖、存活有关的重要通道。PI3K能够被酪氨酸激酶激活，进而在细胞膜上产生3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇（PIP3），PIP3与Akt上的PH结构域相互作用引起Akt在细胞膜上聚集，然后在磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1(PDK1)的作用下，Akt上的Thr308位点被磷酸化，导致Akt的活化[15]。Akt活化的另一关键是其Ser473位点的磷酸化，主要是在雷帕霉素靶蛋白复合物2(mTORC2）的催化作用下完成的[16]。Akt上的两个位点活化前后相继进行，互相独立[17, 20]。经过激活后的Akt离开细胞膜到达细胞内磷酸化其下游一系列的底物，从而介导多种生物学效应 ADDIN EN.CITE 

[15, 16]
。因此，PI3K/AKT信号通路的激活主要表现为Akt的磷酸化。本文对大鼠大脑皮层中p-Akt(Ser473)检测结果显示,假手术治疗组与假手术空白组的p-Akt(Ser473)阳性表达无差异，排除了生理盐水作为溶液对实验结果的可能影响，提示预防治疗组与治疗组只在给药时间点上存在差异。预防治疗组、治疗组和银杏内酯组均能显著增加p-Akt(Ser473)的阳性表达， 提示HSYA与芍药苷联用激活了PI3K/AKT信号通路，提高Akt的磷酸化，进而改善了急性脑缺血再灌注的脑损伤，这与文献 ADDIN EN.CITE 

[19-21]
报道HSYA、芍药苷具有脑保护作用一致。与假手术治疗组相比，预防治疗组和治疗组p-Akt(Ser473)阳性表达均显著增加，提示两药联用对正常大鼠脑组织PI3K/AKT信号通路影响甚微，但是能激活脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织中的PI3K/AKT信号通路。但本研究中HSYA组和芍药苷组的p-Akt(Ser473)的阳性表达与模型组之间无显著差异，一方面提示两药联用的疗效强于单独用药，另一方面，这也可能与用药剂量有关，增大单用组的剂量是否能够达到与两药联用时一样的效果，有待进一步证实。预防治疗组的p-Akt(Ser473) 的阳性表达明显高于治疗组，提示在两药联合治疗基础上还具有预防作用，可以进一步减轻脑损伤。这与文献22[]
中中药复方预处理可激活PI3K/AKT通路而对抗脑缺血损伤作用的报道一致。 
综上所述，HSYA与芍药苷联用较单用对脑缺血再灌注损伤有更强的保护作用，这可能与其上调PI3K/AKT通路中p-Akt蛋白的表达量有关，通过促进Akt的磷酸化，进而发挥脑保护作用。且预防用药可以减轻急性脑缺血再灌注病变后的脑损伤。但两药联用的具体机制、不同比例的HSYA与芍药苷联用是否有不同的药效有待进一步研究。
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