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基于 Sema3E/PlexinD1和 Sema4D/PlexinB1途径探讨黄芪甲苷
促进脑梗死大鼠血管新生及改善血脑屏障受损的机制

陈锋，徐翀颖，邹晓慧（江西省九江市中医医院，江西 九江 332000）

摘要：目的 研究黄芪甲苷促进脑梗死后血管新生及改善血脑屏障受损的作用，并探讨其内在机制。方法 采用

线栓法制造大脑中动脉闭塞（MCAO）模型，假手术组只穿线不结扎，将模型复制成功的大鼠随机分为模型组、

依达拉奉组及黄芪甲苷低、中、高剂量组，依达拉奉组给予依达拉奉 3.2 mg·kg-1，黄芪甲苷组分别灌胃给予黄

芪甲苷 20、40、100 mg·kg-1，连续用药 2 周。用改良大鼠神经功能缺损评分（mNSS）法评价行为学变化，氯化

三苯基四氮唑（TTC）染色法测定脑梗死体积；HE 染色法观察病理变化；免疫组化法检测血管内皮生长因

子（VEGF）、血管生成素-2（Ang-2）的表达及微血管计数（MVC）；伊文思蓝法评估血脑屏障破坏水平；RT-PCR
法检测 Sema3E、PlexinD1、Sema4D、PlexinB1 mRNA 的表达。结果 黄芪甲苷中、高剂量可明显降低大脑中

动脉闭塞大鼠神经功能缺损评分（P < 0.05，P < 0.01），减少脑梗死体积（P < 0.01），改善脑组织病理改变，增

加脑组织 MVC 及 VEGF、Ang-2 的表达（P < 0.01），降低血脑屏障的通透性（P < 0.01），降低脑组织 Sema3E、

PlexinD1、Sema4D、PlexinB1 mRNA 表达（P < 0.01）。结论 黄芪甲苷可以明显促进大脑中动脉闭塞大鼠血管

新生及改善血脑屏障受损，其可能是通过调控 Sema3E/PlexinD1 和 Sema4D/PlexinB1 途径相关基因表达实现的。
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Mechanism of Astragaloside IV in Promoting Angiogenesis and Alleviating Blood-brain Barrier in
Cerebral Infarction Rats Based on the Sema3E/PlexinD1 and Sema4D/PlexinB1 Signaling
CHEN Feng， XU Chongying， ZOU Xiaohui（Traditional Chinese Medicine Hospital of Jiujiang City， Jiangxi
Province，Jiujiang 332000 Jiangxi，China）
Abstract：Objective To study the mechanism of astragaloside IV in promoting angiogenesis and alleviating blood-
brain barrier in cerebral infarction rats. Methods Middle cerebral artery occlusion（MCAO）model was made by
thread occlusion of middle cerebral artery. The sham operation group only threaded but not ligated. 100 rats
successfully modeled were randomly divided into 5 groups：model group，positive control group， low-，medium-，
and high-dose astragaloside IV group. Astragaloside IV groups were respectively given 20，40，100 mg·kg- 1 of
astragaloside IV，the positive control group was given edaravone 3.2 mg·kg-1，the sham group and model group were
given an equal volume of normal saline. All of the treatment lasted for 2 weeks. The neurological defects were
evaluated by modified mNSS method. The cerebral infarction volume was detected by triphenyltetrazolium
chloride（TTC）staining. The pathological changes were evaluated by HE staining. The expression of VEGF，Ang-2
and MVC was detected by immunohistochemical method. BBB disruption was evaluated by Evans blue method；The
mRNA expression of Sema3E，PlexinD1，Sema4D，and PlexinB1 was detected by RT-PCR. Results Astragaloside
IV significantly reduced neurological deficit scores in the brain of MACO rats（P < 0.05，P < 0.01）， reduced
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cerebral infarction volume（P < 0.01）， improved brain pathological changes， increased MVC and VEGF，Ang-2
expression in brain tissue（P < 0.01），decreased the BBB permeability（P < 0.01），decreased the mRNA expression
of Sema3E，PlexinD1，Sema4D and PlexinB1（P < 0.01）. Conclusion Astragaloside IV can significantly promote
angiogenesis and improve blood-brain barrier damage in the brain of MCAO rats. The mechanism may be achieved
by regulating the expression of related genes in the Sema3E/PlexinD1 and Sema4D/PlexinB1 pathways.
Keywords： Astragaloside IV；middle cerebral artery occlusion（MCAO）； angiogenesis； blood-brain barrier；
Sema3E/PlexinD1；Sema4D/PlexinB1 pathway；rats

脑梗死是一种具有高复发率、高致死率特点的疾

病。缺血性脑梗死占其中的 70% ~ 80%，是由于脑

血管闭塞使得血流灌注中断，大脑缺血、缺氧引发

的脑组织坏死及一系列疾病[1-2]。

黄芪甲苷是从黄芪中提取的一种单体。研究[3]表

明，黄芪甲苷能够减少脑梗死体积，缓解脑内氧化

应激反应，具有较好的脑保护作用；也有研究 [4]显

示，黄芪甲苷可以通过降低病理状态下血脑屏障的

通透性而发挥脑保护作用。

有研究[5]显示，Semaphorin 3E（Sema3E）和其受体

PlexinD1 在新生血管的形成中发挥重要作用。

Sema4D 可以通过激活炎性小胶质细胞等在中枢神经

系统疾病中发挥作用[6]。

本研究旨在探讨黄芪甲苷对大脑中动脉闭

塞（MCAO）引起的脑梗死后血管新生及血脑屏障破坏

的改善作用，并基于 Sema3E/PlexinD1 和 Sema4D/
PlexinB1 信号途径探索其内在的作用机制，为临床治

疗脑梗死提供新的靶点。

1 材料与方法
1.1 动物 120 只 SD 大鼠，SPF 级，雌雄各半，

8 周龄，体质量（200±20）g，购于湖南斯莱克动物实

验公司，动物质量合格证号：43004700002217，生

产许可证号：SCXK（湘）2018-0001，饲养于 SPF 级

动物实验室，温度 25 ℃、湿度 45%。

1.2 药物及试剂 黄芪甲苷，纯度>98%，成都锦泰

和医药化学技术有限公司，批号：150202；阳性药

依达拉奉注射液（20 mL∶30 mg），国瑞药业有限公

司，批号：20190825；氯化三苯基四氮唑（TCC）、伊

文思蓝（Evans blue，EB）多克隆抗体，美国 Abcam 公

司，批号分别为：ab63254、ab33167；兔抗大鼠血管

生成素-2（angio-poietin-2，Ang-2）、血管内皮生长

因子（Vascular endothelial growth factor，VEGF），美

国 Millipore 公司，批号分别为：1704201，1803206。

1.3 仪器 AB135-S 电子分析天平，梅特勒中国公

司；SW-CJ-1F 型超净工作台，苏州安泰空气技术有

限公司；MDF-382E 荧光倒置显微镜，日本 SANYO
公司；PrimoR 低温高速离心机，德国 Heraeus 公

司；905-ULTS 超低温冰箱，美国 Thermo Scientific
公司； 7500fast 荧光定量 PCR 仪，美国 Applied
Biosystems 公司。

1.4 大脑中动脉闭塞模型复制 参照 Longa 等[7]提出

的大脑中动脉栓塞线栓法复制大鼠 MCAO 模型：

大鼠腹腔注射 10%水合氯醛（300 mg·kg-1）麻醉后

仰卧位固定，颈部消毒；颈正中做一切口，分离

右侧颈总动脉、颈内、颈外动脉；结扎并游离颈

外动脉，颈外动脉起始段剪一小口，向颈内动脉

插入 4-0 单丝尼龙栓线，至有轻微阻力感时停止（约

18.5～19.5 mm），用 1 号手术线固定线栓，2 h 后拔

出栓线。假手术组（20 只）不插线栓，其余步骤与模型

组保持一致。

参照 Longa[7]的 5 分制法评价模型成功标准。不

能行走或昏迷：4 分；右侧倾倒：3 分；向右旋转：

2 分；右前肢不能完全伸直：1 分；无任何神经缺损

症状：0 分。分值越高行为障碍越严重，选 1～3 分

者为成功模型，其余剔除。

1.5 分组及给药 取模型复制成功的 100 只 MCAO
大鼠随机分为模型组、依达拉奉组及黄芪甲苷低、

中、高剂量组，每组 20 只。依达拉奉组腹腔注射依

达拉奉注射液 3.2 mg·kg-1，黄芪甲苷低、中、高剂

量组分别灌胃给予黄芪甲苷 20、40、100 mg·kg-1，

假手术组及模型组给予等量生理盐水，每天 1 次，

连续给药 2 周。

1.6 大鼠神经功能变化 给药 1、7、14 d 时，采用

改良大鼠神经功能缺损评分（modified neurological
severity score，mNSS）[8]对大鼠神经功能进行评分。正

常为 0 分，有损伤者根据严重程度与量表匹配计 1～
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6 分，总分最高 18 分。

1.7 氯化三苯基四氮唑染色法测定脑梗死体积 末次

给药后，每组随机取 15 只大鼠脱颈法处死，迅速取

出大脑放入切片模具，置于-20 ℃冰箱 5 min；取

出，间隔 2 mm 冠状切片，将切片放入 5 mL 含 2%
TTC 的磷酸盐缓冲液，避光，37 ℃孵育 0.5 h；取出

脑片，以 4%多聚甲醛固定。白色为脑梗死组织，红

色为正常脑组织，逐层拍照，各层梗死面积用

Adobe photoshop CS 软件计算，然后乘以层面，则为

脑梗死体积。

1.8 HE 染色法观察脑组织病理变化 同“1.7”项，

每组取 15 只大鼠脱颈处死后，迅速取出大脑，4%
多聚甲醛固定，石蜡包埋及切片，HE 染色，观察脑

组织病理形态变化。

1.9 免疫组化法检测脑组织微血管计数（microvessel
count，MVC）、VEGF、Ang-2 表达 同“1.7”项，

每组取 15 只大鼠脱颈处死后， 迅速取出大脑，切

片，加入 Ang-2（1∶100）、VEGF（1∶500）一抗，4 ℃
孵育过夜；加入二抗，室温孵育 30 min，DAB 显

色，高倍（×400）镜下采集图片，以 Image pro-plus
6.0 成像分析系统对照片进行分析。取 5 个视野进行

微血管计数，以内皮细胞簇者为标准。

1.10 伊文思蓝法检测血脑屏障通透性 每组余下的

5 只大鼠，在给药后即刻经尾静脉注射 2%伊文斯

兰（4 mL·kg-1），24 h 后行心脏灌注。操作如下：大

鼠麻醉仰卧位固定，胸部消毒备皮，剪开胸骨，暴

露心脏；将针尖沿心轴方向迅速插入左心室，可见

血液回流，止血钳夹闭固定破口，剪开右心耳，以

生理盐水进行心脏灌流；灌注约 10 mL 后，从右心

耳流出的液体变澄清时取出大脑，分为梗死半球与

非梗死半球，称质量；采用 50% 的三氯乙酸溶液按

1.5 mL·g-1 脑组织进行匀浆，离心 20 min（3 000 r·min-1，

离心半径 8 cm），取上清液，酶标仪于 620 nm 处

测定吸光度。对倍稀释法制作伊文思蓝标准曲线，

依据绘制的标准曲线计算伊文思蓝的含量（μg·g-1

脑组织）。

1.11 RT-PCR 检测大鼠脑组织 Sema3E、PlexinD1、
Sema4D、PlexinB1 mRNA 的表达 同“1.7”项，

末次给药后，每组取 15 只大鼠脱颈法处死，迅速取

出大脑，提取脑组织总 RNA，按照逆转录以及 PCR
试剂盒的操作步骤进行反转录及实时荧光定量 PCR
反应。PCR 反应条件：95 ℃，30 s；60 ℃，40 s；
72 ℃，60 s。40 次循环。以 Opticon Monitor 3 软件

对结果进行分析。实验重复 3 次取平均值。引物由

上海英骏生物技术有限公司合成，引物序列见表 1。
表 1 RT-PCR引物序列

Table 1 Primer sequences for RT-PCR
引物

β-actin

Sema3E

PlexinD1

Sema4D

PlexinB

引物序列

Forword 5’- ATC TGG CAC CAC ACC TTC TA -3’
Reverse 5’- CTC GGT GAG GAT CTT CAT GA-3’
Forward 5’-AAGTCAGATTCCATCACTGTGACAT-3’
Reverse 5’-AGCAAAGTACTGTTGTTCTCTATGC-3’
Forword 5’-CAGGTGGTCGCTCTGATGGAAAA-3’
Reverse 5’-TCTGTGGGCAATGGGCAG AAAC-3’
Forward 5’-CAGACAGACTCAATCTCTTTCAC-3’
Reverse 5’-CAATGTCCTAATGTCAGCTATAC-3’
Forword 5’-CAGCGCTACTACAAGAAGATCATCG-3’
Reverse 5’-GCTCAAACTTGTGCTGCAGTTGAGC-3’

1.12 统计学处理方法 采用 SPSS 17.0 统计软件对数

据进行统计分析，计量资料采用均数±标准差（x ± s）

表示，多组间比较采用单因素方差分析（One way
ANOVA），两两比较采用 t 检验。以 P < 0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果
2.1 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞大鼠神经功能的

影响 见表 2。假手术组神经功能均正常，模型对照

组大鼠神经功能评分均明显增加，差异有统计学意

义（P < 0.01）；黄芪甲苷中、高剂量组及依达拉奉组

与模型组比较，均出现下降趋势，差异有统计学意

义（P < 0.05，P < 0.01）。
表 2 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠神经功能

评分的影响（x ± s，n=20）
Table 2 Effect of astragaloside IV on the score of nerve function
in MCAO rats（x ± s，n=20）
分组

假手术组

模型组

黄芪甲苷低剂量组

黄芪甲苷中剂量组

黄芪甲苷高剂量组

依达拉奉组

神经功能缺损评分/分
1 d

0.00 ± 0.00
11.41 ± 0.78##

11.10 ± 0.74
10.35 ± 0.59*

9.82 ± 0.61**

9.22 ± 0.78**

7 d
0.00 ± 0.00
9.23 ± 0.72##

8.84 ± 0.62
7.64 ± 0.47*

6.80 ± 0.38**

6.46 ± 0.40**

14 d
0.00 ± 0.00
6.72 ± 0.53##

6.50 ± 0.45
5.70 ± 0.50*

4.73 ± 0.36**

4.71 ± 0.40**

注：与假手术组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
*
P < 0.05，**

P <
0.01

2.2 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞大鼠脑梗死体积的

影响 见图 1。与假手术组比较，模型组大鼠梗死体

积明显变大，差异有统计学意义（P < 0.01）；黄芪甲
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##P < 0.01；与模型组比较，
*
P < 0.05，**
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图 1 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠脑梗死体积

的影响（x ± s，n=15）
Figure 1 Effect of astragaloside IV on cerebral infarction
volume in MCAO rats（x ± s，n=15）

2.3 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞大鼠脑组织病理变化

的影响 见图 2。假手术组脑组织形态结构正常，细

胞排列均匀整齐；模型组细胞排列紊乱，且有空泡

变性，与周围组织间隙变大，有大量炎症细胞浸

润。与模型组比较，黄芪甲苷中、高剂量组及依达

拉奉组细胞排列比较均匀，细胞空泡变性减少，与

周围组织间隙变小，炎症细胞浸润明显减少，形态

基本恢复正常。

2.4 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞大鼠微血管计数的

影响 见图 3。与假手术组比较，模型组大鼠脑组织

微血管计数明显减少，差异有统计学意义（P <
0.01）；与模型组比较，黄芪甲苷中、高剂量组及依

达拉奉组大鼠脑组织微血管计数明显增加，差异有

统计学意义（P < 0.01）。
2.5 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞大鼠脑组织 VEGF、

Ang-2 表达的影响 见图 4。与假手术组比较，模

型组大鼠脑组织 VEGF、Ang-2 表达量明显降低，差

异有统计学意义（P < 0.01）；与模型组比较，黄芪甲

苷中、高剂量组及依达拉奉组大鼠脑组织 VEGF、
Ang-2表达量明显升高，差异有统计学意义（P<0.01）。

a. 假手术组 b. 模型组 c. 依达拉奉组 d. 黄芪甲苷低剂量组 e. 黄芪甲苷中剂量组 f. 黄芪甲苷高剂量组

图 2 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠脑组织病理变化的影响（HE，×400）
Figure 2 Effect of astragaloside IV on pathological changes of brain tissue in MCAO rats（HE，×400）

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 黄芪甲苷低剂量组；D. 黄芪甲苷中

剂量组；E. 黄芪甲苷高剂量组；F. 依达拉奉组。与假手术组比较，

##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01

图 3 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠脑组织微

血管计数（MVC）的影响（x ± s，n=15）
Figure 3 Effect of astragaloside IV on MVC in brain tissue of
MCAO rats（x ± s，n=15）
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注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 黄芪甲苷低剂量组；D. 黄芪甲苷中

剂量组；E. 黄芪甲苷高剂量组；F. 依达拉奉组。与假手术组比较，

##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01

图 4 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠脑组织血管

内皮生长因子（VEGF）、血管生成素-2（Ang-2）表达的影响

（x ± s，n=15）
Figure 4 Effects of astragaloside IV on the expression of VEGF
and Ang-2 in the brain tissues of MCAO rats（x ± s，n=15）
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2.6 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞大鼠血脑屏障通透性

的影响 见图 5。与假手术组比较，模型组大鼠脑组

织伊文思兰含量明显增加，差异有统计学意义（P <
0.01）；与模型组比较，黄芪甲苷中、高剂量组及依

达拉奉组大鼠脑组织伊文思兰含量明显降低，差异

有统计学意义（P < 0.01）。
3

2

1

0

伊
文

思
兰

含
量

/（μ
g·g

-1 ）

A B C D E F

##

**

** **

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 黄芪甲苷低剂量组；D. 黄芪甲苷中

剂量组；E. 黄芪甲苷高剂量组；F. 依达拉奉组。与假手术组比较，

##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01

图 5 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠血脑屏障通透

性的影响（x ± s，n=5）
Figure 5 Effect of astragaloside IV on blood-brain barrier
permeability in MCAO rats（x ± s，n=5）
2.7 黄 芪 甲 苷 对 大 脑 中 动 脉 闭 塞 大 鼠 脑 组 织

Sema3E、 PlexinD1、 Sema4D、 PlexinB1 mRNA
表达的影响 见表 3。与假手术组比较，模型组大鼠

脑组织中 Sema3E、 PlexinD1、 Sema4D 及 PlexinB1
mRNA 的表达量明显增加，差异有统计学意义（P <
0.01）；与模型组比较，黄芪甲苷中、高剂量组及依

达拉奉组大鼠脑组织 Sema3E、PlexinD1、Sema4D 及

PlexinB1 mRNA 的表达量明显降低，差异有统计学意

义（P < 0.01）。
3 讨论

脑梗死后血管内皮受到损伤、渗透性增加，血管

重塑在脑梗死后脑功能恢复中发挥重要作用[9-10]。研

究[11-12]显示，黄芪甲苷可通过促进血管新生、抗炎等

机制改善脑缺血再灌注、心肌缺血再灌注损伤。在

本实验中，黄芪甲苷组大鼠神经功能评分明显降

低，脑梗死体积明显减少，血脑屏障通透性明显降

低，提示黄芪甲苷具有较好的脑保护作用。

血管新生可以为神经修复提供氧气、营养及大量

的生长因子，是脑缺血后神经修复的基础；VEGF 是

血管新生的关键调控因子，可以诱导细胞外基质降

解、促进血管内皮细胞增殖、存活，从而促进新血

管的形成[13]。Ang-2 是一种促血管生成因子，在内皮

细胞中特异性表达，当脑组织供血供氧不足时，

Ang-2 可与 VEGF 共同作用，促进血管重塑和神经

再生[14]。血脑屏障（BBB）受损是脑缺血再灌注后产生

的继发性脑损伤，是造成脑水肿、出血转化的主要

病理变化[15]，而严重脑水肿和出血转化是造成脑卒中

患者高死亡率的重要原因[16]。在脑梗死初期，梗死核

心血管通透性出现短暂性增加；在脑梗死后 2 ~ 3 d
内，缺血半暗带区域出现持续血脑屏障破坏，表现

为血管源性水肿，此时促血管生成因子失调可加重

血脑屏障的损坏[17-18]。

在本实验中，模型对照组大鼠神经功能评分升

高，脑梗死体积增加，脑组织中微血管计数明显减

少，VEGF、Ang-2 表达明显降低，血脑屏障通透性

明显增加，说明大鼠神经功能损伤严重，血管内皮

受损、渗透性增加，血脑屏障受损。经过黄芪甲苷

治疗后，大鼠脑神经功能评分下降，梗死体积明显

减少，脑组织中 MVC 明显增加，VEGF、Ang-2 表

达明显升高，血脑屏障通透性明显降低。说明黄芪

甲苷能促进脑损伤后的血管新生，修复受损的血脑

屏障。

Sema3E 是一种抗血管生成信号，Sema3E 或其受

体 PlexinD1 基因缺失可引起血管的异常生长和旺

盛 [19]。Sema4D 也是血管系统的调节因子，有研究 [20]

证实，在 iNOS 阳性的活化小胶质细胞中，Sema4D
基因敲除可改善其缺血性损伤。此外，Sema4D 与血

脑屏障的通透性有关，其机制是通过内皮细胞、星

形胶质细胞和周细胞的相互作用实现的[21]。为进一步

表 3 黄芪甲苷对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠脑组织

Sema3E、PlexinD1、Sema4D、PlexinB1 mRNA表达的影响

（x ± s，n=3）
Table 3 Effect of astragaloside IV on mRNA expression of
Sema3E， Plexind1， Sema4D and PlexinB1 in brain tissues of
MCAO rats（x ± s，n=3）
分组

假手术组

模型组

黄芪甲苷低剂量组

黄芪甲苷中剂量组

黄芪甲苷高剂量组

依达拉奉组

Sema3E
0.22 ± 0.02
0.56 ± 0.03##

0.51 ± 0.03
0.39 ± 0.02**
0.20 ± 0.02**
0.23 ± 0.02**

PlexinD1
0.34 ± 0.02
0.85 ± 0.05##

0.78 ± 0.04
0.63 ± 0.03**
0.42 ± 0.02**
0.39 ± 0.02**

Sema4D
0.18 ± 0.02
0.46 ± 0.02##

0.42 ± 0.02
0.35 ± 0.02**
0.23 ± 0.02**
0.21 ± 0.02**

PlexinB1
0.45 ± 0.03
0.84 ± 0.06##

0.81 ± 0.05
0.62 ± 0.04**
0.44 ± 0.02**
0.46 ± 0.02**

注：与假手术组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01
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探索黄芪甲苷改善脑损伤的作用机制，检测脑组织

中 Sema3E/PlexinD1、Sema4D/PlexinB1 通路表达分子

生物学的表达，发现模型组大鼠 Sema3E、PlexinD1、
Sema4D、PlexinB1 mRNA 表达水平均明显增加，而

黄芪甲苷各剂量组大鼠 Sema3E、PlexinD1、Sema4D、

PlexinB1 mRNA 表达水平均明显降低，说明在脑梗

死刺激下，黄芪甲苷可以抑制 Sema3E/PlexinD1、
Sema4D/PlexinB1 通路发挥促血管新生、改善血脑屏

障受损的作用。

综上所述，黄芪甲苷可以促进脑梗死大鼠血管新

生，改善其血脑屏障损伤，其机制可能是通过调节

Sema3E/PlexinD1、Sema4D/PlexinB1 通路来实现的。
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