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基于 miRNA微阵列探讨补阳还五汤对脑缺血大鼠神经血管单元
的保护机制
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摘要：目的 观察补阳还五汤对脑缺血大鼠微小 RNA（miRNA）表达谱的影响，探讨其对脑缺血后神经血管

单元（NVU）的保护机制。方法 将 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、补阳还五汤组（5 g·kg-1）及丁苯酞组

（54 mg·kg-1），灌胃给药。除对照组外，其余各组采用大脑中动脉栓塞法复制脑缺血模型。灌胃给药 7 d 后，

采用神经行为学评分评估神经功能损伤，HE 染色评估病理损伤，免疫组化法检测脑组织中神经血管单元相关

蛋白微管相关蛋白 2（MAP2）、神经胶质纤维酸性蛋白（GFAP）和血管性血友病因子（VWF）的表达，miRNA 微

阵列筛选差异表达的 miRNAs，通过基因本体（GO）功能和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析差

异 miRNAs 靶基因参与的主要生物学过程，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法验证微阵列芯片结果。结果 与

对照组比较，模型组大鼠神经行为学评分明显升高（P＜0.01）；缺血侧神经元排列不规整，细胞间隙增宽，细

胞核固缩；缺血侧脑组织中 MAP2 及 VWF 的表达降低（P＜0.01），GFAP 表达上升（P＜0.01）；共有 82 个差异

表达的 miRNAs（FC≥1.5 且 P＜0.05）。与模型组比较，补阳还五汤组大鼠神经行为学评分降低（P＜0.01）；缺血

侧神经元排列相对规整，细胞间隙减小，核仁较清晰；缺血侧脑组织 MAP2 及 VWF 的表达上升（P＜0.01），

GFAP 表达下降（P＜0.01）；并有 9 个差异表达的 miRNAs（FC≥1.5 且 P＜0.05）。生物信息学分析显示核心

miRNAs 可能主要通过 IL-17 信号通路、趋化因子信号通路及 Hippo 信号通路等发挥治疗作用。与对照组比

较，qRT-PCR 检测发现模型组中 rno-miR-532-5p、rno-miR-338-3p 及 rno-miR-412-5p 表达下调（P＜0.01 ，

P＜0.05），rno-miR-211-3p 及 rno-miR-494-3p 表达上调（P＜0.01，P＜0.05）；与模型组比较，补阳还五汤组

rno-miR-532-5p、rno-miR-338-3p 及 rno-miR-412-5p 表达上调（P＜0.01，P＜0.05），rno-miR-211-3p 及

rno-miR-494-3p 表达下调（P＜0.01），与微阵列芯片结果趋势一致。结论 补阳还五汤可能通过影响脑缺血大

鼠的 miRNA 表达谱，保护神经血管单元，发挥抗脑缺血损伤的作用。
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Exploring the Protective Mechanism of Buyang Huanwu Decoction on the Neurovascular Unit in Rats
with Cerebral Ischemia Based on miRNA Microarray
CHEN Bowei1，XU Yaqian2，TANG Rongmei1，YI Jian2，LIU Baiyan1（1. Hunan University of Chinese Medicine，
Changsha 410208 Hunan， China； 2. The First Affiliated Hospital of Hunan University of Chinese Medicine，
Changsha 410007 Hunan，China）
Abstract：Objective To observe the effects of Buyang Huanwu Decoction（BHD）on miRNA expression profiles in
rats with cerebral ischemia（CI）and to investigate the mechanisms underlying its protection of the neurovascular unit
（NVU）after CI. Methods SD rats were randomly divided into control group，model group，BHD group（5 g·kg-1），
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and buphthalein group（54 mg·kg- 1），which were treated by gavage. Each group except for the control group was
modeled by using middle cerebral artery embolization method. Seven days after the intervention， neurobehavioral
scores were used to assess the neurological impairment，HE staining was used to assess the pathological damage，
and immunohistochemistry was performed to detect microtubule- associated protein 2（MAP2） related to NVU
proteins，glial fibrillary acidic protein（GFAP）and von Willebrand factor（VWF） in brain tissue. The differentially
expressed miRNAs were screened by Agilent miRNA microarray，and the main biological processes involved in the
target genes of differential miRNAs were analyzed by gene ontology（GO）function and Kyoto encyclopedia of genes
and genomes（KEGG）pathway enrichment，quantitative real- time PCR was used to verify the microarray results.
Results Compared with the control group，the neurobehavioral scores of the model rats increased significantly（P＜

0.01），irregular arrangement，widened intercellular spaces and karyopyknosis of neurons in the ischemic side were
found， and the expressions of MAP2 and VWF in the ischemic brain tissue were decreased（P＜0.01）， the
expression of GFAP was increased（P＜0.01），and a total of 82 differentially expressed（DE）miRNAs were observed
（FC≥1.5 and P＜0.05）. Compared with the model group，the neurobehavioral scores of rats in the BHD group were
decreased（P＜0.01）， the arrangement of neurons in the ischemic side was relatively regular， the intercellular
spaces were decreased， the nucleoli were clear. The expressions of MAP2 and VWF in the ischemic side brain
tissue were increased（P＜0.01）， the expression of GFAP was decreased（P＜0.01），and nine DE miRNAs were
identified（FC≥1.5 and P＜0.05）. Bioinformatics analysis revealed that core miRNAs may exert therapeutic effects
mainly through IL- 17 signaling pathway， chemokine signaling pathway， and Hippo signaling pathway. Compared
with the control group，qRT-PCR revealed that the expressions of rno-miR-532-5p，rno-miR-338-3p，and rno-
miR- 412- 5p were downregulated（P＜0.01， P＜0.05）， while rno- miR- 211- 3p and rno- miR- 494- 3p were
upregulated（P＜0.01，P＜0.05）in the model group. Compared with the model group，the expressions of rno-miR-
532-5p，rno-miR-338-3p and rno-miR-412-5p were upregulated（P＜0.01，P＜0.05），and the expressions of
rno-miR-211-3p and rno-miR-494-3p were downregulated（P＜0.01） in the BHD group，which were consistent
with the trend of the microarray results. Conclusion BHD may play a role against CI injury by affecting the miRNA
expression profile and protecting the NVU in rats with CI.
Keywords：Buyang Huanwu Decoction；cerebral ischemia；microRNA（miRNA）；microarray；neurovascular unit
（NVU）；rats

缺血性脑血管病具有高发病率和高致残率的特

点，造成了极大的医疗负担[1]，目前西医治疗脑缺血

的临床效果仍难以让人满意。补阳还五汤是治疗缺

血性中风的经典方剂，其疗效已得到循证医学的证

实[2]。本课题组前期研究发现补阳还五汤能通过诱导

神经再生 [3]、促进血管新生 [4]等方式，进而发挥抗脑

缺血损伤的作用。然而以往研究均是基于单一通路

或单一靶点，无法系统阐明补阳还五汤治疗脑缺血

的分子机制。

新近研究[5]表明，除了神经元或血管外，其他各

类脑细胞亦参与了脑组织的缺血损伤过程。因此有

学者[6]提出了以神经元、微血管和胶质细胞为主要成

分的神经血管单元（neurovascular unit，NVU）的概

念，强调在脑缺血的治疗中，对神经血管单元的保

护可以减少脑组织损伤。微小 RNA（microRNA，

miRNA）是长约 22nt 的非编码 RNA，其在大脑内有

着丰富表达[7]。研究[8]表明，miRNA 在脑缺血后与血

管新生、神经功能等生理病理反应关系密切，提示

miRNA 在脑缺血的发生发展中有着重要作用。

本研究拟采用大脑中动脉阻塞（middle cerebral
artery occlusion，MCAO）大鼠模型，运用 miRNA 微

阵列芯片分析补阳还五汤对脑缺血大鼠 miRNA 表达

谱的影响，探讨其对脑缺血后神经血管单元的保护

机制。

1 材料与方法
1.1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠， 6～8 周龄，体质量

（230±10）g，湖南斯莱克景达实验动物有限公司，实
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验动物生产许可证号：SCXK（湘）2019-0004，动物

质量合格证号：430727211100455117。喂养于湖南

中医药大学第一附属医院 SPF 级动物房，实验单位

使用许可证号：SYXK（湘）2020-0010。室温 22～
26 ℃，湿度 45%～55%，通风，照明昼夜规律，适

应性饲养 1 周，大鼠自由饮水进食。本实验已通过

湖南中医药大学第一附属医院实验动物伦理委员会

批准（批准号：ZYFY20201215-1）。
1.2 药 液 制 备 补 阳 还 五 汤 由 黄 芪（批 号 ：

CK20122902）、当归（批号：TH20122201）、赤芍（批

号：NG20112502）、地龙（批号：2020090902）、川芎

（批号：20091001120）、桃仁（批号：2020050402）及

红花（批号：2020062001）按照 120∶6∶4.5∶3∶3∶3∶3 的

比例混合，中药饮片均购自湖南中医药大学第一附

属医院，经本院中心实验室中药药效物质基础平台

龙红萍副研究员鉴定合格。加入 5 倍蒸馏水浸泡 1 h
后，武火 0.5 h，文火 1.5 h，使用 3 层纱布滤过。继

续加入 3 倍蒸馏水后采用相同方法提取滤液，合并

两次滤液后使用旋转蒸发仪将药液制备为含药量

2 g·mL-1的浓缩液，放至 4 ℃冰箱备用。

1.3 药品与试剂 丁苯酞软胶囊，石家庄恩必普药业

有限公司，规格：每粒 0.1 g，批号：H20050299；
动 脉 栓 线 ， 北 京 西 浓 科 技 有 限 公 司 ， 货 号 ：

2432A2；RNA wait 非冻型组织保存液，大连美仑生

物技术有限公司，货号：MA0208；TRIzol 试剂，美

国 Life Technologies 公司，货号：10296010；miRNA
微阵列芯片，美国 Agilent 公司，货号：086243；微

管 相 关 蛋 白 2（microtubule- associated protein 2，
MAP2）抗体、神经胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary
acidic protein，GFAP）抗体和血管性血友病因子（von
Willebrand factor，VWF）抗体，英国 Abcam 公司，货

号依次为：ab254264、ab7260、ab216566；即用型

SABC 试剂盒，武汉博士德公司，货号：SA1020。
1.4 主要仪器 2100 型生物分析仪、G2505C 型芯片

扫描仪，美国 Agilent 公司；9700 型 PCR 仪，美国

ABI 公司；5418 型离心机，德国 Eppendorf 公司；

Vectra3 智能组织切片成像系统，美国 PerkinElmer
公司。

1.5 模型的制备与评价 采用 Longa 等 [9]报道的线栓

法复制大鼠脑缺血模型。术前禁食禁水 12 h，0.3%
戊巴比妥钠按照 10 mL·kg-1 剂量腹腔注射麻醉，取

颈正中切口，钝性分离左侧颈总、颈内、颈外动

脉；将线栓经颈总动脉送入颈内动脉，当线栓上黑

色标记点恰好位于颈总分叉时固定线栓，消毒并缝

合皮肤。术后 2 h 进行神经行为学评分，1～3 分为

模型复制成功[9]。

1.6 分组与给药 本课题组前期研究[10]表明补阳还五

汤以每天 5 g·kg-1的剂量干预疗效确切，因此本研究

采用该剂量。将 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、

补阳还五汤组（5 g·kg-1）及丁苯酞组（54 mg·kg-1，即

临床等效剂量），每组 8 只，其中丁苯酞用生理盐水

溶解稀释至 5 mg·mL-1。术后 6 h 首次灌胃，每日灌

胃 1 次，持续 7 d，对照组、模型组给予等体积蒸馏

水灌胃。

1.7 神经行为学评估 末次给药 2 h 后，采用改良大

鼠神经功能缺损评分（modified neurological severity
score，mNSS）法对各组所有大鼠进行神经行为学评

估[11]。

1.8 缺血侧脑组织病理形态学观察 每组随机选取

5 只大鼠进行病理形态学及免疫组化检测。大鼠进行

神经行为学评估后，以 0.3%戊巴比妥钠 10 mL·kg-1

剂量腹腔注射麻醉。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，依次使用预冷的 100 mL 生理盐水及 250 mL
4%多聚甲醛通过注射器进行灌注，待心脏无血污流

出及前爪、肺部颜色变成白色后断头取脑。以 4%多

聚甲醛固定脑组织后，常规脱水、透明、包埋及切

片，以苏木素-伊红（HE）染色。

1.9 免疫组化法检测缺血侧脑组织 MAP2、GFAP 及

VWF 的表达 采用免疫组化法检测 MAP2、GFAP
及 VWF 的阳性细胞数量。检测步骤：切片依次脱

蜡、抗原修复及封闭。滴加一抗，4 ℃孵育过夜后加

入二抗，室温孵育 1 h。常规 DAB 染色后用苏木素

复染并封片。使用智能组织切片成像系统进行全片

扫描，并从脑组织缺血侧采集图像。运用 Image Pro
Plus 6.0 图像分析软件计算单位面积阳性细胞数。

1.10 miRNA 微阵列芯片检测 每组随机选取 3 只大

鼠进行 miRNA 微阵列芯片分析。大鼠进行神经行为

学评估后，以 0.3%戊巴比妥钠 10 mL·kg-1腹腔注射

麻醉后直接断头取脑，冰上操作迅速分离缺血侧脑

组织，放入预先盛满 RNA wait 液的冻存管中，严格

按照操作流程保存，送至上海欧易生物进行芯片检

测。采用 TRIzol 法提取总 RNA，RNA 浓度及质量经

检测合格后，进行 miRNA 芯片杂交及后续的数据

分析。
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1.11 基因本体（gene ontology，GO）分析及京都基因

与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes
and genomes，KEGG）通路富集分析 首先使用

miRDB 和 miRWalk 数据库预测差异表达的 miRNAs
的靶基因，随后运用欧易生物生信平台（https://cloud.
oebiotech.cn）的富集分析模块，将靶基因进行 GO 功

能及 KEGG 通路富集分析。

1.12 实 时 荧 光 定 量 PCR（quantitative real- time
PCR，qRT-PCR）验证 将 miRNA 芯片检测后的剩

余样本进行 qRT-PCR 验证。选取了 5 个差异表达的

miRNAs 进行验证。实验过程严格参照试剂盒步骤，

内参基因选用 U6，引物由上海欧易生物设计，并由

北京擎科新业生物合成。使用 2-ΔΔCt法计算基因的相

对表达量，各引物序列详见表 1（引物序列下游由委

托公司试剂盒自带，不提供引物下游具体序列及引

物长度）。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
基因名

U6
rno-miR-211-3p
rno-miR-412-5p
rno-miR-494-3p
rno-miR-338-3p
rno-miR-532-5p

引物序列上游（5’→3’）
CAAGGATGACACGCAAATTCG
GCAAGGACAGCAAAGGGGG
TGGTCGACCAGCTGGAAAGT
ACGCGCTTGAAACATACACG
TCCACATCAGTGATTTTTG
CTTCCATGCCTTGAGGTA

1.13 统计学处理方法 采用差异倍数（fold change，
FC）≥1.5 及 P＜0.05 筛选差异基因[12]。计量资料均以

均数±标准差（x ± s）进行统计，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。运用

Graphpad Prism 8 软件进行统计学分析并绘图。

2 结果
2.1 补阳还五汤对脑缺血大鼠神经行为学的影响 如

图 1 所示，与对照组比较，模型组大鼠神经行为学

评分明显升高，差异有统计学意义（P＜0.01）；与模

型组比较，补阳还五汤组与丁苯酞组大鼠神经行为

学评分明显降低，差异有统计学意义（P＜0.01）；补

阳还五汤组与丁苯酞组的组间差异无统计学意义

（P＞0.05）。提示补阳还五汤能改善脑缺血大鼠神经

行为学评分。

2.2 补阳还五汤对缺血侧脑组织病理形态的影响 如

图 2 所示，HE 染色显示与对照组比较，模型组大鼠

缺血侧脑组织神经元排列不规整，细胞间隙增宽，

细胞核固缩。与模型组比较，补阳还五汤组与丁苯

酞组大鼠脑组织神经元排列相对规整，细胞间隙减

小，核仁较清晰。

2.3 补阳还五汤对脑缺血大鼠 NVU 的影响 如图 3
所示，脑缺血大鼠缺血侧脑组织中 MAP2 和 VWF 的

阳性细胞数明显低于对照组大鼠，差异有统计学意

义（P＜0.01）；补阳还五汤或丁苯酞治疗后，MAP2
和 VWF 的阳性细胞数明显增加，差异有统计学意义

（P＜0.01）。此外与对照组比较，缺血侧脑组织中

GFAP 阳性细胞数亦增加，差异有统计学意义（P＜

0.01）；补阳还五汤组和丁苯酞组 GFAP 阳性细胞数
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图 2 补阳还五汤对脑缺血大鼠脑组织病理形态学的影响

（HE 染色，×100）
Figure 2 Effects of Buyang Huanwu Decoction on brain patho⁃
morphology of MCAO rats（HE staining，×100）

注：与对照组比较，
**
P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

图 1 补阳还五汤对脑缺血大鼠神经行为学的影响（x ± s，

n=8）
Figure 1 Effects of Buyang Huanwu decoction on neurobehavior
of middle cerebral artery occlusion（MCAO）rats（x ± s，n=8）
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减少，差异有统计学意义（P＜0.01）。提示补阳还五

汤能够在脑缺血后保护神经血管单元。

2.4 差异 miRNA 的筛选 结果见图 4。基于 miRNA
微阵列芯片，发现大鼠在脑缺血后有 82 个差异表达

的 miRNAs，其中 48 个上调，34 个下调（FC≥1.5 且

P＜0.05）；另外经补阳还五汤干预后，脑缺血大鼠组

织有 9 个差异表达的 miRNAs，其中 5 个上调，4 个

下调（FC≥1.5 且 P＜0.05），详见图 4-A 及图 4-B。
通过对两次比较中的差异基因进行交集分析，发现

补阳还五汤能够逆转在脑缺血后表达水平失调的

5 个 miRNAs 的表达水平，其中 rno-miR-211-3p 及

rno-miR-494-3p 在脑缺血后表达上调，经补阳还五

汤干预后表达下降； rno-miR-412-5p、 rno-miR-
338-3p 及 rno-miR-532-5p 在脑缺血后表达下调，经

补阳还五汤干预后表达上升，详见图 4-C。推测这

5 个 miRNAs 可能是补阳还五汤的核心作用靶点。

2.5 差异 miRNA 靶基因预测及其生物信息学分析

结果见图 5、图 6。使用 miRDB 和 miRWalk 在线数

据库预测 5 个核心 miRNAs 的靶标 mRNAs，最终选

择被 2 个数据库同时预测到的 31 个 mRNAs 进行下

一步分析，见图 5。发现靶标 mRNAs GO 功能的生

物过程主要为调节凋亡过程及 dsRNA 转运等；细胞

组成主要为转录因子 AP-1 复合物与 THO 复合物

等；分子功能主要为转运活性与双链 RNA 结合等，

详见图 6-A。KEGG 通路富集分析结果主要为 IL-17
信号通路、趋化因子信号通路及 Hippo 信号通路等，

详见图 6-B。
2.6 差异 miRNAs 的 qRT-PCR 验证 结果见图 7。
通过 qRT-PCR 验证基因芯片结果，发现与对照组比

较，rno-miR-532-5p、rno-miR-338-3p 及 rno-miR-
412-5p 在模型组中表达下调，rno-miR-211-3p 及

rno-miR-494-3p 在模型组中表达上调，差异有统计

学意义（P＜0.01，P＜0.05）；与模型组比较，补阳还

五汤组中 rno-miR-532-5p、rno-miR-338-3p 及 rno-
miR- 412- 5p 表达上调， rno-miR- 211- 3p 及 rno-
miR-494-3p 下调，差异有统计学意义（P＜0.01，
P＜0.05）。结果均与微阵列芯片结果趋势一致，表明

芯片结果具有一定的可靠性。

MAP2

GFAP

VWF

对照组 模型组 补阳还五汤组 丁苯酞组

注：与对照组比较，
**
P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

图 3 补阳还五汤对脑缺血大鼠缺血侧脑组织神经血管单元（NVU）的影响（免疫组化，×400；x ± s，n=5）
Figure 3 Effects of Buyang Huanwu Decoction on NVU in ischemic side brain tissue of MCAO rats（immunohistochemistry，×400；x ± s，
n=5）
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3 讨论
脑缺血的发病机制非常复杂，其神经损伤是由众

多因素和机制相互作用引起的复杂病理变化。神经

血管单元作为一个整体结构，在维持正常的大脑结

构和功能方面发挥着重要作用。目前单一神经元保

护剂对缺血性脑损伤的保护作用十分有限，因此，

保护神经血管单元的多成分是治疗脑缺血的重要途

径[13]。中医药具有多成分多靶点的特征，可对不同的

疾病病理产生协同作用，为脑缺血的治疗提供了新

思路[14]。补阳还五汤由清代著名医家王清任所创，专

用于中风气虚血瘀证的治疗。越来越多的证据表明

补阳还五汤对脑血管具有保护作用，如有研究表明

补阳还五汤不仅可以在脑缺血后，上调沉默信息调

节 因 子 1/血 管 内 皮 生 长 因 子（sirtuin 1/vascular
endothelial growth factor，SIRT1/VEGF）通路，促进血

管新生[15]；而且还通过改善脑缺血大鼠的突触可塑性

来促进神经功能恢复[16]。

神经元是神经血管单元的基本单位和核心组成部

分，微管相关蛋白 2（MAP2）是成熟神经元的特异性

标志物，MAP2 的表达下降可以反映成熟神经元的损

伤[17]。星形胶质细胞是中枢神经系统中最丰富的神经

胶质细胞。它们不仅参与神经血管单元的组成，还

为神经元提供结构和营养支持[18]。神经胶质纤维酸性

蛋白（GFAP）是星形胶质细胞中的骨架蛋白，其表达

水平可以反映星形胶质细胞的活化[17]。血管性血友病

因子（VWF）通常用于标记血管内皮细胞 [19]。因此，

MAP2，GFAP 和 VWF 可以反映脑缺血后神经血管单

元主要成分（神经元、星形胶质细胞和微血管）的病

理损伤。本研究发现补阳还五汤改善了脑缺血大鼠

神经行为学评分及缺血侧脑组织的病理形态，也发

现脑缺血后 MAP2 和 VWF 阳性细胞数量减少，

注：Control，对照组；Model，模型组；BHD，补阳还五汤组

图 4 补阳还五汤对脑缺血大鼠缺血侧脑组织 miRNA表达谱的影响

Figure 4 Effects of Buyang Huanwu Decoction on miRNA expression profiles in the ischemic brain tissue of MCAO rats
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C. 核心 miRNAs 的热图

图 5 核心 miRNAs 在 miRDB 和 miRWalk 数据库同时预测

到的靶标 mRNAs
Figure 5 Target mRNAs of core miRNAs in miRDB and
miRWalk database
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P 值 P 值

生物过程

（biological_process）

细胞组成

（cellular_component）
分子功能

（molecular_function）

A. GO 功能富集分析 B. KEGG 通路富集分析

图 6 31个共同靶标 mRNA的富集分析

Figure 6 Enrichment analysis of 31 target mRNAs

GFAP 阳性细胞数量增加，补阳还五汤可以逆转上述

变化。结合上述结果，本课题组推测补阳还五汤可

抑制脑缺血大鼠脑组织星形胶质细胞的过度活化，

减少缺血诱导的神经元和血管内皮细胞损伤，对脑

缺血后神经血管单元有保护作用。但仍尚未完全系

统阐明补阳还五汤治疗脑缺血的分子机制。

目前，基于微阵列芯片的高通量检测手段能够从

整个转录组水平探讨药物的治疗机制，并已逐渐用

于筛选中医证候特异性标志物及中药药效机制研

究 [20- 21]。本研究发现脑缺血后有 84 个表达失调的

miRNAs，补阳还五汤干预后，会逆转其中 5 个差异

miRNAs 的表达水平。相关文献亦证实了相关 miRNA
的抗脑缺血损伤作用：如 miR-211 可损害轴突分化

并降低神经元活力 [22]，且 miR-211 的过表达抑制神

经细胞增殖并促进凋亡[23]；PC12 细胞的缺氧复氧模

型中 miR-494 表达上调，沉默 miR-494 后会抑制

PC12 细胞凋亡 [24]；脑缺血后小鼠脑组织中 miRNA-
338 表达明显下降，miR-338 过表达则降低了脑缺血

对照组

模型组
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注：与对照组比较，
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P＜0.05，**

P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01
图 7 各组差异表达 miRNAs的验证（x ± s，n=3）
Figure 7 Validation of differentially expressed miRNAs（x ± s，n=3）
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小鼠的神经功能缺损和脑梗死体积[25]；miR-532 可以

减少脑缺血后的梗死体积，并改善神经功能，此外

miR-532 亦可减轻糖氧剥夺后的 N2a 细胞的凋亡及

细胞活力下降，具有抗脑缺血损伤的作用[26]。同时，

本研究通过 qRT-PCR 验证了各组大鼠上述 miRNAs
的表达水平，进一步印证了本研究的准确性。

KEGG 通路富集分析进一步预测了差异 miRNAs
的潜在功能，结果发现 IL-17 信号通路、趋化因子信

号通路及 Hippo 信号通路可能与补阳还五汤的抗脑缺

血机制密切相关。IL-17 是一个细胞因子家族，在免

疫以及炎症反应中具有重要作用。研究发现在脑梗

死患者的外周血及脑缺血小鼠的脑组织中，IL-17 的

水平均明显升高，IL-17 会促进脑梗死患者的中性粒

细胞浸润，损害血脑屏障，并加重神经细胞凋亡[27]。

抑制 IL-17 的表达后，会降低神经胶质细胞的活化水

平，维持神经元-胶质细胞正常的相互作用 [28]。此

外，已有报道补阳还五汤能通过下调 IL-17 的表达从

而减少皮层神经元的凋亡[29]。趋化因子信号通路与脑

缺血后的氧化应激以及炎症反应密切相关[30]，目前已

有研究[31-32]证实补阳还五汤能通过抑制炎症反应及降

低氧化应激，保护缺血侧脑组织。Hippo 通路是由一

系列高度保守的激酶组成，通过调节细胞增殖与凋

亡的平衡来控制器官大小和组织稳态，与细胞增

殖、分化及衰老等生理过程起相互调控作用[33]。新近

研究[34]表明，在内皮细胞中 Hippo 通路能够与 VEGF
通路形成串话，维持血管新生效应，提示 Hippo 通路

可能是作为 VEGF 的效应器，参与调控血管新生的

过程。上述通路与神经血管单元主要成分神经元、

胶质细胞及血管内皮细胞均密切相关，本课题组推

测补阳还五汤在脑缺血后可能通过上述通路，保护

神经血管单元，发挥抗脑缺血损伤的作用。

综上所述，补阳还五汤能够改变脑缺血大鼠脑组

织的 miRNA 表达谱，这些差异表达的 miRNAs 可能

通过影响 IL-17 信号通路、趋化因子信号通路及

Hippo 等信号通路，在脑缺血后保护神经血管单元各

主要成分，发挥抗脑缺血损伤的作用，但针对这些

信号通路仍需进一步的验证。本研究为进一步明确

补阳还五汤治疗脑梗死的分子机制提供了方向。
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