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及其神经保护作用的机制
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摘　要：目的　观察并探究补阳还五汤对脑出血大鼠脑组织磷脂酰肌醇３激酶／丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信

号转导通路的影响及其神经保护作用的可能机制。方法　７２只 ＳＤ大鼠随机分为四组：假手术组、模型组、补阳还五汤

组、银杏叶片组，每组１８只。其中模型组、补阳还五汤组、银杏叶片组采用 Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ法制作脑出血大鼠模型。Ｇａｒｃｉａ法检

测大鼠神经功能评分，电镜观察神经元线粒体超微结构，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测磷酸化蛋白激酶（ｐＡＫＴ）蛋白表达，ＴＵＮＥＬ法

检测细胞凋亡变化，免疫组化法检测 Ｂ细胞淋巴瘤基因２（ｂｃｌ２）蛋白、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（ｂａｘ）的表达，甲酰胺法检测血

脑屏障（ＢＢＢ）通透性，干湿重法检测脑组织含水量。结果　与脑出血模型组相比，补阳还五汤治疗明显提高神经功能学

评分（Ｐ＜０．０５），降低 ＢＢＢ通透性，减少脑组织水含量（Ｐ＜０．０５），上调 ｐＡＫＴ、ｂｃｌ２蛋白表达，下调 ｂａｘ蛋白表达，减轻

线粒体损伤，抑制神经元凋亡。结论　补阳还五汤抗脑出血引起脑损伤的作用机制可能与其激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号途径，

抑制神经元凋亡，降低 ＢＢＢ通透性，减轻脑水肿有关。
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　　脑出血中最常出现的是细胞凋亡，细胞凋亡
的机制复杂多样，在众多细胞凋亡机制涉及的信号

转导通路中，磷脂酰肌醇 ３激酶／丝氨酸／苏氨酸
蛋白激酶（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号转导通路是极为重要
的，其可通过调控凋亡蛋白和凋亡基因发挥抑制细

胞凋亡的作用［１］。补阳还五汤是临床上用于治疗

出血性脑血管病的常用药物之一，其能通过减少神

经元死亡、促进神经修复再生等机制来发挥防治作

用［２］。脑出血研究中补阳还五汤能够激活数条与

细胞凋亡联系密切的信号转导通路，然而其对

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的影响却鲜有报道。本研究
通过观察补阳还五汤对脑出血模型大鼠血肿周围

脑组织中磷酸化蛋白激酶（ｐＡＫＴ）、Ｂ细胞淋巴瘤
基因２（ｂｃｌ２）蛋白、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（ｂａｘ）表
达，细胞凋亡数量，血脑屏障通透性的改变及脑水

肿的变化，探究 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路在补阳还五汤
对大鼠脑出血大鼠神经保护的作用机制。

１　材料和方法
１．１　实验动物及试剂

成年雄性清洁级 ＳＤ大鼠 ７２只，体质量（２５０
±２０）ｇ，由北京维通利华实验动物技术有限公司
提供。补阳还五汤由生黄芪 １２０ｇ、当归尾 ６ｇ、赤
芍 ４．５ｇ、川芎４．５ｇ、干地龙３ｇ、桃仁３ｇ、红花３ｇ
组成，购自承德大药房。银杏叶片购自北京双鹤药

业有限公司。ｐＡＫＴ兔抗大鼠单克隆抗体，购自上
海雅吉生物科技有限公司。兔抗大鼠 Ｂｃｌ２、ＢＡＸ多
克隆抗体，购自上海延生实业有限公司。缺口末端

标记法（ＴＵＮＥＬ）凋亡检测试剂盒，购自武汉博士德
生物科技有限公司。其它试剂皆为国产分析纯。

１．２　动物分组
大鼠称重编号后用随机数字表法分组：假手术

组、模型组、补阳还五汤组和银杏叶片组，每组各

１８只。
１．３　模型制作及给药

采用 Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ法［３］制备大鼠脑出血模型。在

造模后第 ２天起，补阳还五汤组、银杏叶片组大鼠
分别灌胃给予２６ｇ／Ｋｇ／ｄ和３．５ｍｇ／Ｋｇ／ｄ，连续干
预 １４ｄ；假手术组及模型组大鼠灌胃给予等量生

理盐水。

１．４　神经功能障碍评分
采用双盲法，利用 Ｇａｒｃｉａ［４］的方法对各组大鼠

进行神经功能行为学评分。

１．５　电镜观察神经元线粒体超微结构
取血肿周围 １ｍｍ３大小脑组织，２．５％戊二醛、

４％多聚甲醛混合液固定２４ｈ，１％锇酸后固定１ｈ，
梯度丙酮脱水，Ｅｐｏｎ８１２环氧树脂包埋，醋酸铀、枸
橼酸铅双重染色，ＪＥＯＬ１００ＣＸⅡ型透射电镜观察
线粒体超微结构。

１．６　ｐＡＫＴ蛋白表达检测
从各组蛋白样品中取 ３０μｇ总蛋白量进行

１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电 泳、转 膜、封 闭。一 抗 ｐＡＫＴ
（１∶６０）４℃冰箱内过夜，二抗 ３７℃温箱内孵育
１ｈ，ＥＬＣ发光液发光，Ｘ线片显影，利用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件分析 Ｘ线胶片上 ｐＡＫＴ蛋白表达的灰度
值。

１．７　凋亡调控蛋白的检测
５μｍ脑切片常规 ＳＡＢＣ法进行免疫组化染色

［一抗兔抗大鼠 ｂｃｌ２（１∶１５０）、ｂａｘ（１∶１００）］。
通过 Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ５．０１图像处理软件分析每组 ５
张切片，５个不同视野阳性表达的积分光密度值
（ｉｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１．８　细胞凋亡数量检测

ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡变化，严格按照 ＴＵＮＥＬ
凋亡检测试剂盒操作说明进行。

１．９　脑组织含水量检测
大鼠断头、取脑，去除嗅球部分，分析天平称湿

重后于 ９０℃真空干燥 ２４ｈ，再次称重。按公式：含
水量（％）＝（湿重 －干重）／湿重 ×１００％来计算
脑组织含水量。

１．１０　血脑屏障通透性检测
２％伊文思蓝于大鼠的尾部静脉注射，３ｈ后以

２００ｍｌ生理盐水左心室插管冲洗血管内血液，取脑
称重，脑组织放于甲酰胺内，置于 ６０℃水浴 ２４ｈ，
匀浆后离心 （转速：１０００ｒ／ｍｉｎ、时间：６ｍｉｎ），
６３５ｎｍ波长处检测上清液的 ＯＤ值，以此计算伊文
思蓝含量。
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１．１１　统计学处理
ＳＰＳＳ１７．０统计软件系统，方差分析采用 ｏｎｅ

ｗａｙＡＮＯＶＡ方法，先进行方差齐性检验，若方差齐
则进行 ＬＳＤ检验，若方差不齐则进行 ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ
检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　神经功能评分的变化

大鼠造模术后 ６ｈ进行评分，脑出血模型组大
鼠出现严重的神经功能障碍，站立不稳，左侧肢体

无力，无法攀援、追尾等现象。模型组大鼠神经功

能评分（８．２４ ±０．７６）较假手术组（１７．３２ ±
１．８１）显著降低（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，补阳
还五汤组和银杏叶片组大鼠神经功能障碍明显改

善，神经功能评分显著升高（１２．８５±１．３２），差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ｐＡＫＴ蛋白表达灰度值的变化

假手术组 ｐＡＫＴ表达较低，脑出血模型组 ｐ
ＡＫＴ蛋白表达有所增加；与模型组比较，补阳还五

汤组和银杏叶片组 ｐＡＫＴ表达明显增多（Ｐ＜０．０５）
即补阳还五汤可诱导 ｐＡＫＴ表达增加，激活 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路。见图 １、表 １。
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图 １　各组大鼠血肿周围脑组织 ｐＡＫＴ蛋白表达的变化

２．３　各组大鼠血肿周围脑组织神经元线粒体超
微结构的变化

电镜下，可见假手术组神经元内线粒体数量丰

富，体积较小，线粒体脊排列规则。模型组线粒体

数量明显减少，或出现嵴断裂、空泡化，或致密，嵴

分辨不清。与模型组比较，补阳还五汤组、银杏叶

片组大鼠脑组织线粒体数量显著增多，线粒体肿胀

现象明显减轻，线粒体脊排列区域规则。见图 ２。
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图 ２　各组大鼠血肿周围脑组织神经元线粒体超微结构的变化。Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：补阳还五组；Ｄ：银

杏叶片组。

２．４　细胞凋亡数量的变化
假手术组大鼠大脑皮质内可见零星的、散在的

ＴＵＮＥＬ阳性细胞，ＴＵＮＥＬ阳性细胞中大部分为神
经元，少部分为胶质细胞和血管内皮细胞。模型组

大鼠血肿周围皮质 ＴＵＮＥ阳性细胞较假手术组显
著增加（Ｐ＜０．０５）；补阳还五汤组和银杏叶片组
ＴＵＮＥ阳性细胞较模型组显著减少（Ｐ＜０．０５）；补
阳还五汤组和银杏叶片组两组间比较，差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。见图 ３、表 １。
２．５　ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白表达变化

神经元胞浆呈棕黄色结果即为 ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白
的阳性表达。在假手术组中 ｂｃｌ２和 ｂａｘ有少量的
表达。与模型组比较，补阳还五汤组和银杏叶片组

ｂｃｌ２表达增加，ｂａｘ表达降低，ｂｃｌ２／ｂａｘ比值显著
升高（Ｐ＜０．０５）。与银杏叶片组比较，补阳还五
汤组脑组织 ｂｃｌ２／ｂａｘ蛋白表达比值差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。见图 ４、图 ５、表 ２。

表１　各组大鼠血肿周围脑组织ｐＡＫＴ蛋白表达及ＴＵＮＥＬ阳性细

胞数的变化　（ｘ±ｓ；ｎ＝６）

组别 ｐＡＫＴ（灰度值） ＴＵＮＥＬ阳性细胞（个／视野）
假手术组 ５．４２±１．１７ ０．９２±０．０６
模型组 ６．７６±１．３４ ６．３４±２．０１

补阳还五汤组 １０．９３±１．５１＃ ３．９７±１．４５＃

银杏叶片组 ９．６１±１．５１＃ ４．６５±１．９８＃

　　注：为与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与模型组比较，Ｐ＜０．０５。

表２　各组脑组织ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白的比较　（个／视野；ｘ±ｓ；ｎ＝６）

组别 Ｂｃｌ２ ＢＡＸ Ｂｃｌ２／ＢＡＸ
假手术组 ５．２０±１．５９ ５．１９±１．０９ １．０１±０．１３２
模型组 １０．９３±２．６９ １９．０４±４．７３ ０．４９±０．０７８

补阳还五汤组 ２０．３７±４．９５＃ １４．６２±２．９６＃ １．３９±０．３６５＃

银杏叶片组 １５．６８±３．７１＃ １３．１６±３．２０＃ １．２６±０．１９８＃

　　注：为与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与模型组比较，Ｐ＜０．０５。
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图 ３　各组大鼠血肿周围脑组织神经元凋亡的变化（ＴＵＮＥＬ法，×４００）。Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：补阳还五

汤组；Ｄ：银杏叶片组。
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图 ４　各组大鼠血肿周围脑组织 ｂｃｌ２蛋白表达变化（免疫组织化学法，×４００）。Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：补

阳还五汤组；Ｄ：银杏叶片组。
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图 ５　各组大鼠血肿周围脑组织 ｂａｘ蛋白表达变化（免疫组织化学法，×４００）。Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：补阳

还五汤组；Ｄ：银杏叶片组。

２．６　脑组织含水量的变化
模型组大鼠脑组织含水量（７８．７６±５．２０）％

显著高于假手术组（５９．９７±２．５９）％，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；补阳还五汤组和银杏叶片组
大鼠脑组织含水量分别为（７３．５６±４．１９）％和
（６９．８７±３．６５）％，均 显 著 低 于 模 型 组 （Ｐ＜
０．０５）；补阳还五汤组和银杏叶片组两组脑组织含
水量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．７　脑组织中伊文思蓝（ＥＢ）含量的变化

模型组大鼠每克脑组织 ＥＢ含量（２６．５３±
１．０９）μｇ明显高于假手术组（２．０３±１．７０）μｇ，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；补阳还五汤组和银
杏叶片组大鼠脑组织每克脑组织 ＥＢ含量分别为
（１７．５８±０．９８）μｇ和（１４．６６±０．８７）μｇ，明显低
于模型组（Ｐ＜０．０５）；补阳还五汤组和银杏叶片
组两组间脑组织 ＥＢ含量比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论
脑出血可导致血肿周围脑组织发生迟发性神

经元死亡，其主要的原因是神经元凋亡，有效的抑

制或减少细胞凋亡是实现脑保护作用的重要手段。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路作为细胞生存的信号通
路之一，其在细胞增殖、分化、抑制神经细胞凋亡

方面起到了重要的作用。脑出血后，机体本身可以

释放出一些能够将具有酪氨酸激酶活性受体激活

的物质，如神经细胞生长因子、整合素等，受体经

过其磷酸化以后会特异性的结合 ＰＩ３Ｋ的调节亚
基，从而将 ＰＩ３Ｋ激活。ＰＩ３Ｋ结合其下游的效应分
子 ＡＫＴ的 ＰＨ结构域，ＡＫＴ从细胞质向细胞膜转
位，构象改变，Ｔｈｒ３０８位点以及 Ｓｅｒ４７３位点发生磷
酸化，由抑制状态变为激活状态，即成为 ｐＡＫＴ。
ｐＡＫＴ可直接将其下游凋亡靶点如 Ｂａｄ、ｃａｓｐａｓｅ９、
ｆｏｒｋｈｅａｄ家族的 ＤＡＦ１６、ＩｋＢ激酶、糖原合成激酶
３、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢ等蛋白磷酸化发挥抗凋亡作用。
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其中 Ｂａｄ属于 ｂｃｌ２家族，是首个被确认受 ＡＫＴ调
控的凋亡蛋白，Ｂａｄ与 ｂｃｌｘｌ结合，使 ｂｃｌｘｌ维持线
粒体膜完整性的功能丧失［６］。ｐＡＫＴ可以使 Ｂａｄ
磷酸化，并使其与 １４３３蛋白结合，与 ｂｃｌｘｌ脱
离，起到抑制细胞凋亡，促进细胞存活的作用。本

实验在建立脑出血模型大鼠的基础上，以补阳还五

汤灌胃给药，发现给药组 ｐＡＫＴ蛋白阳性表达显
著升高，凋亡细胞数量显著降低，此结果与李峰［７］

的研究结果一致，提示脑出血中补阳还五汤能发挥

抑制神经细胞凋亡的脑保护效果必然与 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路的激活密不可分。

脑出血后脑水肿是影响脑出血死亡率及神经

功能恢复的重要因素。血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉ
ｅｒ，ＢＢＢ）通透性破坏引发的脑水肿对于迟发性神
经细胞损伤和凋亡发挥着促进作用，使细胞功能障

碍和坏死现象加重［８］。本研究发现，补阳还五汤给

药后，大鼠脑组织 ＢＢＢ通透性降低，脑水肿现象减
轻，补阳还五汤发挥了较好的脑保护效果。ｂｃｌ２、
ｂａｘ作为 ｂｃｌ２家族的两类标志性凋亡蛋白，ｂｃｌ２／
ｂａｘ值直接影响细胞凋亡状态—促进或抑制，ｂｃｌ
２／ｂａｘ值越大，则对凋亡起抑制作用越明显，反之，
则促进凋亡。二者发挥作用的方式都是经过上游

生物学信号激活之后，通过对相关下游基因的激活

来完成的，其中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路便可激活二
者，调节两者之间的比值变化［９，１０］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信
号通路激活后，ＡＫＴ发生磷酸化能够促使 Ｓｅｒ１３６
位点的 Ｂａｄ发生磷酸化，形成一个可以与伴侣蛋白
１４３３结合的位点进而形成复合物，当复合物形
成时，ｂｃｌ２或者 ｂｃｌｘｌ形成的异源二聚体中的 Ｂａｄ
脱落下来，从而增加胞质中的 ｂｃｌ２或者 ｂｃｌｘｌ等
的游离状态，以此来发挥抗凋亡的作用［１１，１２］。人

们在对小鼠进行 ＡＫＴ基因剔除后发现，ＡＫＴ的磷
酸化水平降低了，导致了胞质中 ｂｃｌ２的表达下
调、ｂａｘ的表达上调，使脑损害程度［９］进一步加重。

本实验中补阳还五汤给药后，两者比值发生显著性

变化，提示由 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活可能引发
了 ｂｃｌ２／ｂａｘ值的变化。

综上所述，补阳还五汤对脑出血诱发的神经元

损伤具有保护作用。但由于本实次验没有做 ｂｃｌ

２、ｂａｘ阻断剂的干预，补阳还五汤对 ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋
白表达比值的调节是否确由 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
介导，还需进一步深入研究。
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ａｎｄｅｘｔｅｎｔｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｎｅｃｒｏｓｉｓａｔｔｒｉｂｕｔａｂｌｅｔｏｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌ

ａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｉｎｒａｔｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｖａｌｉｄａｔｉｏｎ．Ｓｔｒｏｋｅ，１９９５，

２６（４）：６２７６３５．

［５］　张雯，宋俊科，杜冠华，等．缺血再灌注损伤与细胞凋

亡信号转导通路．中国 药 学 杂 志，２０１５，５０（７）：

５６５５６９．

［６］　仇志富，吴晓光，孟杰，等．补阳还五汤提取物灌胃对

脑出血大鼠脑组织中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｃａｓｐａｓｅ３表达的影

响．山东医药，２０１６，５６（９）：２９３１．

［７］　李峰，佘颜，易健，等．补阳还五汤对局灶性脑缺血大

鼠 ＡＰＪ、Ａｐｅｌｉｎ、ｐＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ表 达 的 影 响．中 药 材，

２０１５，３８（６）：１２５８１２６２．

［８］　李超．应用甘油果糖联合毗拉西坦治疗 ２型糖尿病患

者脑出血后脑水肿的临床观察．国际神经病学神经外

科学杂志，２０１５，４２（４）：３２４３２９．

［９］　张凡喜，张健民，黄晓龙，等．Ｄｉｃｋｋｏｐｆ１在脑出血大鼠

神经元凋亡中的作用及机制研究．中国神经免疫学和

神经病学杂志，２０１６，１７（１）：１９２５．

［１０］崔勇，王艳杰，赵丹玉，等．藏花素对 Ｈ２Ｏ２诱导氧化

应激细胞模型凋亡的影响．中华中医药杂志，２０１５，

３０（５）：１８１８１８２１．

［１１］韩军，宣佳利，胡浩然，等．金丝桃苷预处理减轻大鼠

心肌缺血再灌注损伤作用与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的关

系．中国中药杂志，２０１５，４０（１）：１１８１２３．

［１２］殷俊，李艳冰，沈琴，等．ＥＲＫ和 ＣＲＥＢ磷酸化在硫氢化

钠对大鼠脑缺血再灌注神经保护的机制探讨．国际神

经病学神经外科学杂志，２０１５，４２（３）：２２３２２８．

·３２１·

　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１６年　第 ４３卷　第 ２期　　 　




