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芪仙通络方对脑梗死大鼠突触可塑性与功能恢复的影响及机制研究
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中医药大学，湖南 长沙 410208；3. 湖南中医药大学第一附属医院，湖南 长沙 410007）

摘要：目的 观察芪仙通络方对脑梗死大鼠突触可塑性与功能恢复的影响，从脑源性神经营养因子（BDNF）/酪
氨酸激酶受体 B（TrkB）/环磷酸腺苷应答元件结合蛋白（CREB）信号通路角度探讨其作用机制。方法 线栓法复

制大脑中动脉阻塞（MCAO）大鼠模型。将 36 只模型复制成功的大鼠随机分为模型组、芪仙通络方组（15.66 g·kg-1，

灌胃给药）、K252a 组（50 μg·kg-1，腹腔注射）、芪仙通络方（15.66 g·kg-1，灌胃给药）+K252a（50 μg·kg-1，腹腔

注射）组、胞磷胆碱组（0.054 g·kg-1，灌胃给药）以及溶剂对照组，另设假手术组 6 只。术后第 3 天开始干预给

药，每日 1 次，连续干预 12 d。于术后第 3、7、14 天采用 Longa 评分法评定大鼠神经功能；术后第 14 天采用

镀银染色和透射电镜分别观察缺血周边组织神经元突触一般结构与超微结构变化，免疫组化法检测缺血周边组

织中突触可塑性标志蛋白突触素（SYN）、突触后致密物-95（PSD-95）表达，Western Blot 法检测缺血周边组织

中 BDNF、TrkB、CREB 以及磷酸化环磷酸腺苷应答元件结合蛋白（p-CREB）表达。结果 与假手术组比较，

模型组大鼠神经功能缺损症状明显，各时间点神经功能评分明显升高（P＜0.01）；缺血周边组织神经元树突分

支数量、树突棘与突触数量明显减少，突触结构模糊，部分突触囊泡出现膨大破损，突触后致密物质减少；突

触可塑性标志蛋白 SYN 与 PSD-95 表达均明显减少（P＜0.01）；BDNF 与 p-CREB 蛋白表达均增加（P＜0.05），

而 TrkB 与 CREB 蛋白表达相当（P＞0.05）。与模型组比较，芪仙通络方组第 14 天神经功能评分明显降低（P＜

0.01）；缺血周边组织神经元树突分支数量、树突棘与突触数量明显增加，突触结构较为清晰，突触后致密物

质与突触囊泡数目增多；SYN、PSD-95、BDNF 与 p-CREB 蛋白表达均明显增加（P＜0.05，P＜0.01），但 TrkB
与 CREB 蛋白表达相当（P＞0.05）。与芪仙通络方组比较，芪仙通络方+K252a 组第 14 天神经功能评分有所升

高（P＜0.01）；缺血周边组织神经元树突分支数量、树突棘密度与突触数量减少，神经元突触超微结构损伤程

度加重；SYN、PSD-95、BDNF 与 p-CREB 蛋白表达均减少（P＜0.01），而 TrkB 与 CREB 蛋白表达相当（P＞

0.05）。结论 芪仙通络方可促进脑梗死大鼠突触可塑性与功能恢复，其机制与调控 BDNF/TrkB/CREB 信号通

路活性有关。
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Effect and Mechanism of Qixian Tongluo Formula on Synaptic Plasticity and Functional Recovery in
Rats with Cerebral Infarction
ZHOU Shengqiang1，2， SHOU Yakun2，WANG Qi2， LI Bo3， LIU Fang1， DENG Yihui2（1. Hunan Academy of
Chinese Medicine，Changsha 410006 Hunan，China；2. Hunan University of Chinese Medicine，Changsha 410208
Hunan， China； 3. The First Affillated Hospital of Hunan University of Chinese Medicine， Changsha 410007
Hunan，China）
Abstract：Objective To observe the effect of Qixian Tongluo formula on synaptic plasticity and functional recovery
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脑梗死是目前导致人类残疾的主要原因之一 [1]。

急性期时间窗内静脉溶栓或机械取栓是西医治疗本

病的有效方法，但由于严格的时间窗限制，临床获

益率较低，大部分患者均会留下不同程度的肢体瘫

痪、痴呆等神经功能障碍[2]。功能障碍的根本原因为

有效神经环路的减少或缺失，突触作为神经元之间

信号传递的关键部位，重塑神经元突触可以形成新

的神经环路，因此如何促进脑梗死后突触可塑性以

改善受损神经功能越来越引起了医务工作者的关注[3]。

近年来，中医药治疗脑梗死已取得公认的疗效，

其作用机理的研究亦较为深入，但多限于急性期，

而对于脑梗死慢性期，特别是中医药促进缺血后功

能恢复的机制探讨方面则报道较少[4]。中医学认为脑

梗死后功能障碍可归属为“中风”“偏枯”等疾病范

in rats with cerebral infarction and explore the mechanism of action from the perspective of brain derived
neurotrophic factor（BDNF）/tyrosine kinase receptor B（TrkB）/cAMP response element binding protein（CREB）
signaling pathway. Methods The middle cerebral artery occlusion（MCAO） rat model was established by suture
method. Thirty-six model rats were randomly divided into model group，Qixian Tongluo formula group（15.66 g·kg-1，

intragastric administration），K252a group（50 μg·kg-1，intraperitoneal injection），Qixian Tongluo formula（15.66 g·kg-1，

intragastric administration）+K252a（50 μg·kg- 1， intraperitoneal injection）group，Citicoline group（0.054 g·kg- 1，

intragastric administration） and solvent control group. In addition， six rats underwent sham operation. The
intervention administration was started on the 3rd day after operation once a day for 12 consecutive days. On the
3rd，7th，and 14th day after operation，neurological function was evaluated by Longa score. On the 14th day after
operation，the general structure and ultrastructural changes of synapse in the peri-ischemia tissue were observed by
silver staining and transmission electron microscope， respectively. The expression of synaptic plasticity marker
protein [synaptophysin（SYN）and postsynaptic density-95（PSD-95）] in the peri-ischemia tissue were detected by
immunohistochemistry， and the expression of BDNF， TrkB，CREB and phosphorylated cAMP response element
binding protein（p-CREB） in the peri-ischemia tissue were detected by Western Blot. Results Compared with the
sham operation group，model group had obvious symptoms of neurological deficits，the neurological function scores
were significantly increased at each time point（P＜0.01）， the number of neuronal dendritic branches， dendritic
spines and synapses in the peri-ischemia tissue were significantly reduced，the synapse structure was blurred，some
synaptic vesicles were enlarged and damaged， the post- synaptic dense material was reduced， the expressions of
synaptic plasticity marker proteins SYN and PSD-95 were significantly decreased（P＜0.01），the protein expressions
of BDNF and p-CREB were increased（P＜0.05），but the expressions of TrkB and CREB protein were similar（P＞

0.05）. Compared with the model group， the neurological function scores were significantly reduced on the 14th
day（P＜0.01）， the number of dendritic branches，dendritic spines and synapses in the peri-ischemia tissue were
significantly increased， the synaptic structure was relatively clear， the number of post- synaptic dense substances
and synaptic vesicles were increased， the expressions of SYN， PSD- 95，BDNF and p- CREB protein were all
significantly increased（P＜0.05，P＜0.01），but there was no significant difference between TrkB and CREB protein
expression in Qixian Tongluo formula group（P＞0.05）. Compared with the Qixian Tongluo formula group， the
neurological function scores were increased to a certain degree on the 14th day（P＜0.01）， the number of
dendritic branches ， dendritic spines and synapses in the peri- ischemia tissue were decreased ， the degree
of synaptic ultrastructure damage was worser，the expressions of SYN，PSD-95，BDNF and p-CREB protein
were all decreased（P＜0.01），while the expressions of TrkB and CREB protein were equivalent in Qixian Tongluo

formula + K252a group（P＞0.05）. Conclusion Qixian Tongluo formula can promote synaptic plasticity and
functional recovery in rats with cerebral infarction，and the mechanism is related to regulating the activity of BDNF/
TrkB/CREB signaling pathway.
Keywords： Qixian Tongluo formula； cerebral infarction； synaptic plasticity； BDNF/TrkB/CREB signaling
pathway；rats
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畴，其病机主要为肾虚血瘀，因此补肾活血为其重

要治法[5]。

芪仙通络方系国医大师刘祖贻教授经 60 余年

临床经验总结形成的中风病防治效验方，具有补肾

活血功效。前期临床研究 [6]表明，芪仙通络方能明

显改善脑梗死恢复及后遗症期肾虚血瘀证患者的神

经功能，提高其日常生活活动能力，且具有良好的

安全性。实验研究 [7]发现，该方能明显促进脑梗死

大鼠功能恢复，上调缺血脑内脑源性神经营养因

子（brain derived neurotrophic factor，BDNF）表达。但

目前尚不明确其是否可通过调节 BDNF/酪氨酸激酶

受体 B（tyrosine kinase receptor B，TrkB）/环磷酸腺苷

应答元件结合蛋白（cAMP response element binding
protein，CREB）信号通路来改善脑梗死大鼠突触可塑

性与神经功能。

为进一步阐明芪仙通络方促进脑梗死后功能恢复

的作用机理，本研究利用大脑中动脉阻塞（middle
cerebral artery occlusion，MCAO）大鼠模型，从突触

可塑性角度，结合 TrkB 特异性酪氨酸激酶抑制剂

K252a，探究其促进脑梗死后功能恢复的关键作用环

节及与 BDNF/TrkB/CREB 信号通路的关系，以期为

本方的临床推广应用及产业化开发提供实验依据。

1 材料与方法
1.1 动物 SD 大鼠，雄性，SPF 级，9 周龄，体质

量（300 ± 20）g，湖南斯莱克景达实验动物有限公司

提供，动物许可证号：SCXK（湘）2016-0002，动物

质量合格证号：1107271911000315。饲养于湖南省

中医药研究院 SPF 级实验动物中心，使用许可证

号： SCXK（湘）2015- 0008。饲养环境温度（24 ±
0.5）℃，相对湿度 50%，自由饮食进水，昼夜光照节

律。本实验获湖南省中医药研究院实验动物伦理委

员会批准，批准号：2019-0038，实验过程中严格遵

守《实验动物管理条例》。所有大鼠适应性喂养 7 d。
1.2 药物及试剂 芪仙通络方由黄芪、淫羊藿、丹

参、枸杞子、制首乌、葛根、水蛭、山楂组成，中

药饮片购自湖南省中医药研究院附属医院中药房，

由药剂科田其学主任药师鉴定为正品。胞磷胆碱钠

胶囊，齐鲁制药有限公司，批号： 8A0284E20；
K252a，美国 CST 公司，批号：1275S；二甲基亚

砜（DMSO），北京索莱宝科技有限公司，批号：

DB371；电镜固定液、4%多聚甲醛固定液、甘氨酸

银染液套装和免疫组化试剂盒，武汉赛维尔生物科

技 有 限 公 司 ， 批 号 分 别 为 ： G1102、 G1101、

G1052、 G1215；Anti-突触素（synaptophysin，SYN）
Rabbit pAb、Anti-突触后致密物 - 95（postsynaptic
density- 95， PSD- 95）Rabbit pAb、 Anti- beta Actin
Rabbit pAb、HRP 标记山羊抗兔、HRP 标记的山羊

抗小鼠和 Anti-TrkB Rabbit pAb，武汉赛维尔生物科

技有限公司，批号分别为：GB11553、GB11277、
GB1101、 GB23303、 GB23301、 GB11295- 1； Anti-
BDNF Rabbit pAb，武汉三鹰生物技术有限公司，批

号： 25699- 1- AP；Mouse Anti- CREB Monoclonal
Antibody 和 Rabbit Anti- phospho- CREB（Ser133）
Polyclonal Antibody，北京博奥森生物技术有限公

司，批号分别为：bsm-33196M、bs-0036R。

1.3 仪器 2838A4 型 MCAO 线栓，北京西浓科技有

限公司；JJ-12J 型组织脱水机、JB-P5 型石蜡包埋

机，武汉俊杰电子有限公司；RM2016 型石蜡切片

机，上海徕卡仪器有限公司；KD-P 型组织摊片机，

浙江省金华市科迪仪器设备有限公司；Eclipse E100
型正置光学显微镜，日本 Nikon 公司；BV-2 型电泳

仪、BT-2 型转膜仪，武汉赛维尔生物科技有限公

司；ChemiScope 6000 型化学发光成像系统，上海勤

翔科学仪器有限公司；EM UC7 型超薄切片机，德国

Leica 公司；HT7700 型透射电子显微镜，日本

Hitachi 公司。

1.4 模型复制 采用线栓法复制大鼠 MCAO 模型 [7]。

术前禁食不禁水 12 h，大鼠给予 10%水合氯醛腹腔

注射麻醉后，仰卧位固定于手术操作台上，取颈部

正中切口，分离左侧颈总动脉、颈外动脉、颈内动

脉，结扎颈总动脉、颈外动脉，动脉夹夹闭颈内动

脉；于颈总动脉上端近分叉处约 4 mm 处用注射器针

头刺一小孔，将直径为 0. 28 mm 的线栓插入颈内动

脉，线栓头端至大脑中动脉开口处，插入深度由分

叉部计约 18.0 mm，固定线栓，依次关闭切口。假手

术组仅切开皮肤，暴露颈总、颈外和颈内动脉，不

插入线栓，其余步骤同前。模型以提尾时不能完全

伸展右前肢，或行走时向右侧倾倒或转圈为成功

标准。

1.5 分组及给药方法 将 36 只模型复制成功的大鼠

按随机数字表法随机分为模型组、芪仙通络方组、

K252a 组、芪仙通络方+K252a 组、胞磷胆碱组以及

溶剂对照组，每组 6 只。另设假手术组 6 只。于术

后第 3 天开始干预，芪仙通络方水煎后浓缩药液至

1.566 g·mL-1，根据成人临床等效剂量换算，灌胃给

药剂量为 15.66 g·kg-1；胞磷胆碱用生理盐水溶解稀

释至 0.005 4 g·mL-1，灌胃给药剂量为 0.054 g·kg-1；
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假手术组、模型组、K252a 组及溶剂对照组分别予以

等体积生理盐水灌胃。同时，K252a 组用含 25%
DMSO 的生理盐水溶解 K252a 至 15 μg·mL-1，腹腔

注射剂量为 50 μg·kg-1[9]；溶剂对照组予以等体积含

25% DMSO 的生理盐水腹腔注射。以上每日 1 次，

连续干预 12 d。
1.6 标本采集与处理 各组大鼠于术后第 14 天，药

物干预后 4 h 取材。10%水合氯醛腹腔注射麻醉后，

打开大鼠胸腔暴露心脏，剪开右心耳，将注射器针

头经心尖插入至主动脉端并固定好，用 100 mL 生理

盐水通过注射器快速注入；待心脏无血污流出及前

爪、肺部颜色变成白色后，开颅取脑，去除小脑、

脑干及嗅球后，切取缺血周边组织。一部分置于 4%
多聚甲醛中固定，用于镀银染色和免疫组化检测。

另外一部分分成 2 份，一份迅速投入液氮中冷冻，

然后存放于-80 ℃冰箱保存，用于 Western Blot 检
测；一份切成 1 mm3大小的组织块，迅速投入预冷的

电镜固定液中，于 4 ℃冰箱保存，用于透射电镜

检测。

1.7 Longa 评分法评定大鼠神经功能 于术后第 3、
7、14 天对各组大鼠进行神经功能评定。0 分：无神

经损伤症状；1 分：提尾后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，意识丧失。评分越高，神经功能缺损越严重。

1.8 缺血周边组织突触形态学观察

1.8.1 镀银染色法观察缺血周边组织神经元突触一般

结构 脑组织常规脱水、透明、浸蜡、包埋，4 μm
连续冠状切片，60 ℃烤片 2 h 后常规脱蜡至水，然

后将脑组织切片放入甘氨酸银染液中染色 8～10 min，
脱水后，中性树胶封片。在光学显微镜下高倍镜视

野（×400）观察缺血周边组织神经元树突分支、树突

棘和突触数量。

1.8.2 透射电镜观察缺血周边组织神经元突触超微

结构 将在透射电镜液前固定 48 h 的标本放入 1%
的锇酸室温后固定 2 h，乙醇梯度逐级脱水，丙酮再

度脱水，先将组织放入不同比例丙酮与 812 包埋剂

中渗透过夜，再将组织放入纯 812 包埋剂中 60 ℃聚

合 48 h 进行包埋；将组织切成 60～80 nm 超薄切片

后，醋酸铀和柠檬酸铅双染色，室温下干燥过夜；

透射电子显微镜观察，选取清晰观察到突触前膜、突

触后膜和突触囊泡的突触拍照，加速电压 80.0 kV。

1.9 免疫组化法检测缺血周边组织中突触可塑性标志

蛋白 SYN、PSD-95 的表达 将常规脱蜡至水的脑

组织切片，置于 EDTA（pH 9.0）抗原修复液中进行抗

原修复 20 min，放入 3%双氧水溶液室温避光孵育

25 min，滴加 3%BSA 室温封闭 30 min；加入Anti-SYN
Rabbit pAb（1∶200）或 Anti-PSD95 Rabbit pAb（1∶200），

于 4 ℃冰箱孵育过夜，滴加 HRP 标记山羊抗兔

（1∶500），室温孵育 50 min，DAB 显色，苏木素复

染细胞核，脱水后中性树胶封片。每张切片在光学

显微镜下（×200）观察，每只大鼠随机取 1 张切片，

每张切片观察 5 个视野，拍照采集图像。采用

Image Pro Plus 6.0 图像分析软件计算 SYN、PSD-95
平均光密度（MOD）值，进行相对定量分析。

1.10 Western Blot 法检测缺血周边组织中 BDNF、

TrkB、CREB 及 p-CREB 蛋白的表达 将在-80 ℃
保存的脑组织加入 RIPA 裂解液后，离心收集上清，

提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度；蛋白煮沸变

性，上样进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，300 mA 恒流转

膜 30 min，5%的脱脂牛奶封闭；加入一抗（内参蛋白

β- actin 稀释比例为 1∶ 3 000，目的蛋白 BDNF、
TrkB、CREB 及 p-CREB 稀释比例均为 1∶1 000），

摇床上 4 ℃孵育过夜；以 1∶1 000 稀释比例加入

HRP 标记二抗，室温下孵育 30 min，ECL 显色液显

影，化学发光系统成像。以 ImageJ 软件测量灰度

值，将目的蛋白与内参蛋白条带灰度比值计算平均

灰度值，进行蛋白表达的相对定量分析。

1.11 统计学处理方法 采用 SPSS 22.0 统计软件处

理数据，计量资料以均数±标准差（x ± s）表示。多组

间比较采用单因素方差分析，若方差齐时采用 LSD
法进行两两比较，若方差不齐时则采用 Tambane’s
T2 法进行两两比较。以 P＜0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果
2.1 芪仙通络方对脑梗死大鼠神经功能评分的影响

结果见表 1。与假手术组比较，模型组大鼠神经功能

缺损症状明显，各时间点神经功能评分明显升高，

差异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，芪仙

通络方组、胞磷胆碱组及芪仙通络方+K252a 组第

14 天神经功能评分明显降低，K252a 组明显升高，

差异均有统计学意义（P＜0.01），而溶剂对照组的差

异无统计学意义（P＞0.05）；与芪仙通络方组比较，

芪仙通络方+K252a 组第 14 天神经功能评分有所升

高，差异有统计学意义（P＜0.01）。结果表明，芪仙

通络方能有效改善脑梗死大鼠神经功能，而该作用

能够被 TrkB 特异性酪氨酸激酶抑制剂 K252a 部分

逆转。
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2.2 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织突触形态

学的影响

2.2.1 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织神经元

突触一般结构的影响 结果见图 1。镀银染色显示假

手术组（图 1-A）大鼠缺血周边组织神经元树突分支

数量较多，树突棘与突触数量密集。与假手术组比

较，模型组（图 1-B）神经元树突分支数量、树突棘与

突触数量明显减少。与模型组比较，芪仙通络方

组（图 1-C）、胞磷胆碱组（图 1-F）及芪仙通络方+
K252a 组（图 1-E）神经元树突分支数量、树突棘与突

触数量明显增加。溶剂对照组（图 1-G）与模型组相

似；而 K252a 组（图 1-D）则更加减少。与芪仙通络

方组比较，芪仙通络方+K252a 组（图 1-E）神经元树

突分支数量、树突棘与突触数量均有所减少。

2.2.2 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织神经元

突触超微结构的影响 结果见图 2。透射电镜显示假

手术组（图 2-A）大鼠缺血周边组织中神经元突触结

构完整，清晰可见突触前膜、突触间隙、突触后膜

以及突触后致密物质，突触囊泡分布均匀且密集，

呈完整的圆形或椭圆形。与假手术组比较，模型

组（图 2-B）突触结构模糊，部分突触囊泡出现膨大破

损，突触后致密物质减少。与模型组比较，芪仙通

络方组（图 2-C）、胞磷胆碱组（图 2-F）及芪仙通络

方+K252a 组（图 2-E）突触结构较为清晰，突触后致

密物质与突触囊泡数目增多；溶剂对照组（图 2-G）
神经元突触超微结构损伤程度与模型组相似；而

K252a 组（图 2-D）则损伤更加明显。与芪仙通络方组

比较，芪仙通络方+K252a 组（图 2-E）神经元突触超

微结构损伤程度有所加重。

表 1 各组大鼠不同时间点神经功能评分比较（x ± s，n=6）
Table 1 Comparison of neurological function score of rats in each
group at different time points（x ± s，n=6）
组别

假手术组

模型组

芪仙通络方组

K252a 组

芪仙通络方+K252a 组

胞磷胆碱组

溶剂对照组

评分/分
第 3 天

0.00±0.00
2.33±0.81▲▲

2.50±0.83
2.50±0.54
2.33±1.03
2.33±0.81
2.33±0.51

第 7 天

0.00±0.00
2.16±0.75▲▲

1.83±0.75
2.33±0.51
2.00±0.89
1.83±0.75
2.00±0.00

第 14 天

0.00±0.00
1.83±0.40▲▲

0.66±0.51**

2.00±0.00**

1.66±0.51**##

1.33±0.81**

1.83±0.75
注：与假手术组比较，▲▲P＜0.01； 与模型组比较，

**
P＜0.01； 与

芪仙通络方组比较，##P＜0.01

图 1 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织神经元突触一般结构的影响（镀银染色，×400）
Figure 1 Effect of Qixian Tongluo formula on the general structure of synapses in the peri-ischemia tissue of rats with cerebral
infarction（silvered staining，×400）

A. 假手术组 B. 模型组 C. 芪仙通络方组 D. K252a 组 E. 芪仙通络方+K252a 组 F. 胞磷胆碱组 G. 溶剂对照组

图 2 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织神经元突触超微结构的影响（透射电镜，×15 000）
Figure 2 Effect of Qixian Tongluo formula on the ultrastructure of synapses in the peri-ischemia tissue of rats with cerebral
infarction（transmission electron microscope，×15 000）

A. 假手术组 B. 模型组 C. 芪仙通络方组 D. K252a 组 E. 芪仙通络方+K252a 组 F. 胞磷胆碱组 G. 溶剂对照组

2.3 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织突触可塑

性标志蛋白 SYN、PSD-95 表达的影响 结果见

图 3~5。与假手术组比较，模型组大鼠缺血周边组织

突触可塑性标志蛋白 SYN 与 PSD-95 表达均明显减

少，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，

芪仙通络方组、胞磷胆碱组及芪仙通络方+K252a 组
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大鼠缺血周边组织 SYN 与 PSD-95 表达均明显增

加，差异有统计学意义（P＜0.01）；溶剂对照组的

SYN 与 PSD-95 表达与模型组相当，差异无统计学意

义（P＞0.05）；K252a 组的 SYN 与 PSD-95 表达均明

显减少，差异有统计学意义（P＜0.01）。与芪仙通络

方组比较，芪仙通络方+K252a 组大鼠缺血周边组织

中 SYN 与 PSD-95 表达均有所减少，差异有统计学

意义（P＜0.01）。结合图 1、图 2 结果，提示芪仙通

络方能够明显提高脑梗死大鼠缺血周边组织突触可

塑性水平，而该作用能够被 K252a 部分抑制。

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 芪仙通络方组；D.K252a 组；E. 芪仙通络方+K252a 组；F. 胞磷胆碱组；G. 溶剂对照组。与假手术组比较，

▲▲P＜0.01；与模型组比较，
**
P＜0.01；与芪仙通络方组比较，##P＜0.01

图 5 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织突触可塑性标志蛋白 SYN、PSD-95表达水平的影响（x ± s，n=6）
Figure 5 Effect of Qixian Tongluo formula on the expression levels of synaptic plasticity marker protein SYN and PSD-95 in the peri-
ischemia tissue of rats with cerebral infarction（x ± s，n=6）
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A. 假手术组 B. 模型组 C. 芪仙通络方组 D. K252a 组 E. 芪仙通络方+K252a 组 F. 胞磷胆碱组 G. 溶剂对照组

图 3 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织突触可塑性标志蛋白 SYN表达的影响（免疫组化，×200）
Figure 3 Effect of Qixian Tongluo formula on the expression of synaptic plasticity marker protein SYN in the peri-ischemia tissue of
rats with cerebral infarction（immunohistochemistry，×200）

50μm

A. 假手术组 B. 模型组 C. 芪仙通络方组 D. K252a 组 E. 芪仙通络方+K252a 组 F. 胞磷胆碱组 G. 溶剂对照组

图 4 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织突触可塑性标志蛋白 PSD-95表达的影响（免疫组化，×200）
Figure 4 Effect of Qixian Tongluo formula on the expression of synaptic plasticity marker protein PSD-95 in the peri-ischemia tissue of rats
with cerebral infarction（immunohistochemistry，×200）

50μm

2.4 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织 BDNF、

TrkB、CREB 及 p-CREB 蛋白表达的影响 结果见

图 6。与假手术组比较，模型组大鼠缺血周边组织中

BDNF 与 p-CREB 蛋白表达均增加，差异有统计学意

义（P＜0.05）；而 TrkB 与 CREB 蛋白表达则相当，差

异无统计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，芪仙

通络方组及胞磷胆碱组大鼠缺血周边组织中 BDNF

与 p-CREB 蛋白表达均明显增加，芪仙通络方+
K252a 组及 K252a 组 BDNF 与 p-CREB 蛋白表达均

明显减少，差异均有统计学意义（P＜0.05，P＜

0.01）；溶剂对照组 BDNF 与 p-CREB 蛋白表达则与

模型组相当，差异无统计学意义（P＞0.05）；此外，

芪仙通络方组、胞磷胆碱组、芪仙通络方+K252a 组

及溶剂对照组的 TrkB 与 CREB 蛋白表达均无明显差
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别，差异均无统计学意义（P＞0.05）。与芪仙通络方组

比较，芪仙通络方+K252a 组大鼠缺血周边组织中

BDNF 与 p-CREB 蛋白表达均明显减少，差异有统计

学意义（P＜0.01）；而 TrkB 与 CREB 蛋白表达相当，

差异均无统计学意义（P＞0.05）。结果表明，K252a
能够明 显抑制芪仙通络方对缺血周边组织中

BDNF 及 p-CREB 蛋白表达的促进作用。

3 讨论
神经功能是临床上脑梗死患者最关注的终点指

标，而评估脑梗死后功能障碍最直接有效的方法是

神经行为学检测，通过观察并分析脑梗死动物肢体

活动是否对称，以及动作的协调和整合能力等，可

以对功能损伤程度做出直观评估[10]。本研究发现，大

脑中动脉阻塞（MCAO）模型大鼠经芪仙通络方干预

后，其神经功能缺损评分明显减少，表明芪仙通络

方可以促进脑梗死大鼠的神经功能恢复。

突触是神经元之间相互连接的“桥梁”，亦是神

经元之间信息传递的关键部位，因此突触结构和功

能的完整是神经元之间信息传递、加工和存储顺利

进行的基础[11]。突触可塑性是指突触在一定条件下随

着神经元的活性调整传递效能、改变形态和增减数

目的能力，包括突触结构与突触功能的可塑性，是

脑梗死后大脑重塑与功能恢复的基础[12]。突触结构可

塑性主要是指神经元树突分支、树突棘密度、突触

数量以及突触超微结构的变化，而突触功能可塑性

主要与长时程增强和长时程抑制有关，两者相互协

调，受到突触可塑性相关蛋白的调控[13]。其中突触素

SYN 位于突触前膜，是一种与突触结构和功能密切

相关的膜蛋白，主要调节神经递质的释放，且其表

达与突触的形成呈现一致性，被认为是突触可塑性

的标志蛋白[14]。而位于突触后膜的 PSD-95 是突触后

致密物中含量最丰富的结构蛋白，通过其自身不同

的结构域与离子通道受体、谷氨酸受体以及胞质蛋

白等结合形成耦联体，在维持突触发育、突触结构

可塑性和突触兴奋过程中十分重要 [15]。研究 [16]表明，

神经元突触对缺血性损伤极为敏感，缺血会导致突

触结构、功能与数目发生改变，而这种变化直接影

响到脑梗死后神经信息的传递与功能改善。本实验

从神经元突触一般结构、超微结构、突触可塑性标

志蛋白 3 个层面，检测了模型大鼠突触损伤情况，

证实在脑梗死发生后缺血周边区域神经元突触形

态、结构及功能蛋白均有明显变化，具体表现为神

经元树突分支数量、树突棘与突触数量明显减少，

A B C D E F G

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 芪仙通络方组；D. K252a 组；E. 芪仙通络方+K252a 组；F. 胞磷胆碱组；G. 溶剂对照组。与假手术组比较，

▲P＜0.05； 与模型组比较，
*
P＜0.05，**

P＜0.01； 与芪仙通络方组比较，##P＜0.01
图 6 芪仙通络方对脑梗死大鼠缺血周边组织 BDNF、TrkB、CREB及 p-CREB蛋白表达的影响（x ± s，n=6）
Figure 6 Effect of Qixian Tongluo formula on the protein expression of BDNF，TrkB，CREB and p-CREB in the peri-ischemia tissue
of rats with cerebral infarction（x ± s，n=6）
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突触结构模糊，部分突触囊泡出现膨大破损，突触

后致密物质减少，突触可塑性标志蛋白 SYN 与 PSD-
95 表达明显下调，与既往研究 [17]结果一致；而芪仙

通络方能够逆转上述病理趋势，上调 SYN 与 PSD-95
表达，提示促进缺血周边组织突触可塑性可能是其

发挥促神经功能恢复作用的关键环节。

脑内神经营养信号 BDNF/TrkB/CREB 通路与脑

梗死后突触可塑性调控密切相关[18]。研究[19]表明，持

续性上调脑内 BDNF 水平或激活 BDNF/TrkB/CREB
信号通路均能够提高神经元轴突及树突的生长速

度，增加突触可塑性水平，促进脑梗死后神经功能

恢复。BDNF 通过与其高亲和力受体 TrkB 结合，继

而引起 TrkB 的磷酸化，然后激活下游分子，促使核

转录因子 CREB 磷酸化，促进系列靶基因（其中包括

BDNF）转录，从而发挥促神经元发生、轴突再生、

突触形成等生物学效应[20]。本研究发现，芪仙通络方

能够明显上调脑梗死大鼠缺血周边组织 BDNF 及

p-CREB 蛋白的表达，而应用 TrkB 特异性酪氨酸激

酶抑制剂 K252a 后减少了芪仙通络方介导的 BDNF
和 p-CREB 蛋白的表达，结合神经功能评分、突触

形态学与突触可塑性标志蛋白 SYN、PSD-95 检测结

果，表明芪仙通络方能够通过上调缺血周边组织

BDNF/TrkB/CREB 信号通路关键蛋白表达及磷酸化水

平，激活 BDNF/TrkB/CREB 信号通路，进而促进脑

梗死大鼠突触可塑性与功能恢复。

综上所述，芪仙通络方可以促进脑梗死大鼠神经

功能恢复，恢复树突棘及树突分支与突触数量，缓

解神经元突触超微结构缺血损伤，上调突触结构与

功能蛋白的表达，促进缺血周边组织突触可塑性，

而发挥上述作用与调控 BDNF/TrkB/CREB 信号通路

活性有关。但是否涉及到其他分子调控机制，还需

要进一步探讨。
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