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抑制作用，虽然益肺汤高剂量组的 MRP 基因表达量最低，但

与中剂量组比较，差异无统计学意义(P＞0.05)，提示益肺汤高

剂量组在抑制 MRP 基因表达上与中剂量组相比并没有优势。
综上所述，通过对平均瘤体积、抑瘤率和 MRP 基因表达

量的研究表明，益肺汤可能能逆转 A549/DDP 移植瘤的多药

耐药性，抑制其生长，并与顺铂产生了协同效应，其机制可能

是益肺汤抑制了 A549/DDP 移植瘤多药耐药基因 MRP 的表

达，增强了顺铂对 A549/DDP 移植瘤的抑制作用。但是肿瘤

多药耐药的形成机制是非常复杂的，MRP 基因的过量表达只

是其中的机制之一，所以要彻底揭示益肺汤逆转肿瘤多药耐药

的作用机制还有很长的路要走，需要后续的进一步研究。
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超微补阳还五汤对侧脑室移植神经干细胞存活和分化的影响
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［摘要］ 目的：探讨超微补阳还五汤对侧脑室移植神经干细胞 （NSCs） 存活和分化的影响。方法：采用大脑中动脉线栓法建

立局灶性脑缺血大鼠模型，将动物随机分为正常组、假手术组、模型组、模型加空白移植组、模型加 NSCs 移植组、移植联合中

药组，给予不同处理，分别于 1、7、14、28 天处死动物，采用免疫组织化学法观察内源性神经再生情况。结果：正常组和苏醒 2
h 后假手术组动物未见神经功能缺损，造模后各手术组动物都存在有明显神经功能缺损，但神经功能评分差异无统计学意义 （P ＞
0.05）。随着存活时间延长，各组动物积分逐步减少。用药 7 天和 14 天，NSCs 移植联合中药组神经功能缺损积分降低与其它组比

较，差异有统计学意义 （P ＜ 0.05）。14 天和 28 天时模型加 NSCs 移植组积分降低多于模型组和模型加空白移植组 （P ＜ 0.05）。正

常组可见少量 BrdU 阳性细胞散在分布于各脑区，但数量少且排列比较稀疏。脑缺血后即可见 BrdU 阳性细胞增加，7 天时达高峰，

而且排列紧密，然后逐渐下降，14 天仍高于正常。7 天和 14 天时 NSCs 移植联合中药组阳性细胞数目明显多于同期各组 （P ＜
0.05）；7 天时模型加 NSCs 移植组阳性细胞数量多于模型组 （P ＜ 0.05）。结论：超微补阳还五汤通过影响侧脑室移植 NSCs 存活和

分化，促进内源性神经再生及神经功能恢复。
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Effect of Micropowder Buyang Huanwu Tang on Survival and Differentiation of Neural
Stem Cells Transplanted into Lateral Ventricle

TIAN Zhaohua，TANG Congyao
Abstract：Objective：To explore the effect of Micropowder Buyang Huanwu Tang(MBYHW) on survival and differentiation of
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脑缺血后半暗区神经元变性、坏死，易导致神经功能缺

损，神经干细胞(neural s tem cells，NSCs)是一种具有自我增

殖和分化产生神经元的细胞群，可以改善神经功能缺损。本研

究通过免疫组化方法观察脑缺血后 5- 溴脱氧尿嘧啶核苷

(BrdU)的表达，探讨超微补阳还五汤对局灶性脑缺血大鼠经侧

脑室移植后的影响。
1 材料与方法

1.1 动物分组及处理 清洁级 SD 大鼠，体重 250～300 g，

雌雄各半，上海实验动物中心提供。采用 Longa[1]的大脑中动

脉线栓法建立局灶性脑缺血大鼠模型，麻醉固定后切开颈部皮

肤，钝性分离出右侧颈总动脉、颈内动脉和颈外动脉，在颈总

动脉分叉处近心端作一小切口，将一段一端钝圆的 4- 0 尼龙

线由颈总动脉插入至颈内动脉，感觉到有轻微阻力为止，结扎

固定，缝合切口。80 只大鼠造模成功后随机分为模型组、模

型加空白移植组、模型加 NSCs 移植组和移植联合中药组各

20 只，另设正常组、假手术组各 5 只。术后分别存活 1 天、7
天、14 天、28 天，每组每个时间点各 5 只。模型组为大脑中

动脉线栓法建立的局灶性脑缺血大鼠；模型加 NSCs 移植组动

物再给予侧脑室移植 NSCs；移植联合中药组动物于术后苏醒

2 h 后起灌服超微补阳还五汤药液(4 mL/kg)，每天 1 次，并给

予侧脑室移植 NSCs；模型加空白移植组给予侧脑室注射与

NSCs 悬液相同剂量的生理盐水，经处理的上述 4 组均腹腔注

射 BrdU 进行累积标记(50 mg/kg)，前 3 天每天 1 次，之后每

周 2 次。假手术组仅切开皮肤，分离右侧颈总动脉后即缝合，

正常组不做任何处理。
1.2 NSCs 分离、培养及传代 取新生 3～5 天 Waster 大鼠

鼠脑，剪碎脑组织，加入 0.125%胰酶 - 0.02%EDTA 消化液，

反复吹打、离心，加入 NSCs 培养液，置 37℃、5%CO2 培养

箱中。接种 7 天后，收集培养液，1500 rpm 离心 5min，去上

清液，加入消化液吹打，消化至单细胞悬液(单细胞＞90% )，
离心，收集细胞沉渣，用条件培养液调至 2×105/mL 按 1∶2
接种，传至 3 代即可得到纯化的 NSCs。

1.3 NSCs 移植 采用经侧脑室移植法，即大鼠麻醉后，固定

于鼠脑立体定位仪上，头部常规备皮消毒，头皮正中切口，开

颅，将微量注射器定位于前囟后 1 mm，旁开 1.5 mm，垂直

进针 3.5 mm。匀速缓慢注射 5 μL NSCs 悬液，留针 5 min
后缓慢退出，消毒，缝合皮肤。
1.4 药品试剂及仪器 补阳还五汤处方来源于清·王清任《医

林改错》，按原方：黄芪 120 g，赤芍、川芎、当归尾、地龙、
红花、桃仁各 10 g。中药材购自广东省中医院，制成超微剂

备 用。BrdU 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国 Chemico 公 司。日 本

Olympus 公司 BX51 光学显微镜及 Image- Pro Plus 5.1 (IPP
5.1)图像分析系统。
1.5 神经功能评分 待麻醉大鼠清醒 2 h 后按 Longa[1]的 5 级

评分标准进行神经功能评分，0 级：行为无明显变化—0 分；

1 级：左前肢屈曲，左后肢伸展—1 分；2 级：有左侧追尾现

象—2 分；3 级：行走困难，摇摆不定—3 分；4 级：无自发

性活动，有意识障碍—4 分。将 1、2、3 级大鼠确定为成功模

型分入各组。
1.6 阳性细胞及NSCs 计数 灌注后取大脑后固定，梯度脱

水，OTC 包埋，冰冻冠状切片，25 μm/ 片，每隔 2 片切 3 片

取作标本，分别用于免疫组化酶学染色及荧光双标染色。取海

马部位不同断面切片 5 张，用 IPP 5.1 图象处理系统自动计数

BrdU 及 nes tin 阳性细胞数，计算其平均值。
1.7 统计学方法 所有数据以(x±s)表示，应用 SPSS17.0 统

计软件对数据进行统计分析，组间比较用单因素方差分析。
2 结果

2.1 各组大鼠神经功能评分比较 见表 1。正常组和苏醒 2h
后假手术组动物未见神经功能缺损，造模后各手术组动物都

存在有明显神经功能缺损，但神经功能评分差异无统计学意

义(P＞0.05)。随着存活时间延长，各组动物积分逐步减少。
用药 7 天和 14 天，NSCs 移植联合中药组神经功能缺损积分

降低与其它组比较，差异有统计学意义(P＜0.05)。14 和 28
天时模型加 NSCs 移植组积分降低多于模型组和模型加空白

unite neural s tem cells (NSCs) transplanted into lateral ventricle in rats．Methods：The rat model of focal cerebral ischemia was
reproduced by middle cerebral artery occlus ion．Rats were randomly divided into following groups， including： the normal(N)
group， shame- operated (SO) group， ischemia (I)group， ischemia and blank trans lation (IBT)group， ischemia and NSCs
trans lation(INT) group and MBYHW and NSCs trans lation(MNT)group．Animals were corresponding treated and sacrificed at 1 s t，
7 th， 14 th and 28th day point after operation. Endogenous neural regeneration were measured by immunohis tochemical
s taining．Results：There were a little BrdU pos itive cells in brain of N group. After ischemia，BrdU pos itive cells increased
rapidly，and reached the peak at 7th day．The express ion of BrdU in MNT group was increased，being s ignificantly more than
other groups at 7th and 14th day point after ischemia (P < 0.05)．The express ion of BrdU in INT group was increased，being
s ignificantly more than I group at 7th day point after ischemia (P < 0.05)．Conclusion：MBYHW may promote the endogenous
neural regeneration and function by affecting the survival and differentiation of NSCs transplanted into lateral ventricle．

Keywords：Buyang Huanwu Tang ；Micropowder；Neural s tem cells；Cerebral ischemia；Rat
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移植组(P＜0.05)。

表 1 各组大鼠神经功能评分比较(x±s) 分

与 NSCs 移植联合中药组比较，①P ＜ 0.05；与模型加

NSCs 移植组比较，②P ＜ 0.05

2.2 各组 BrdU 阳性细胞计数比较 见表 2。正常组可见少量

BrdU 阳性细胞散在分布于各脑区，但数量少且排列比较稀疏。
脑缺血后即可见 BrdU 阳性细胞增加，7 天时达高峰，而且排

列紧密，然后逐渐下降，14 天仍高于正常。7 天和 14 天时

NSCs 移植联合中药组阳性细胞数目明显多于同期各组(P＜
0.05)；7 天时模型加 NSCs 移植组阳性细胞数量多于模型组

(P＜0.05)。

表2 各组 BrdU 阳性细胞计数比较(x±s，n=5)

与 NSCs 移植联合中药组比较，①P ＜ 0.05；与模型加

NSCs 移植组比较，②P ＜ 0.05

3 讨论

NSCs 具有自我更新能力，能通过不对称分离产生一个与

自身相同的细胞和一个与自身不同的细胞[2]。成年 NSCs 主要

分布于海马齿松回亚颗粒层和脑室旁区，脑缺血诱导了脑内

NSCs 的增殖和室旁区神经元数量的增加，与相邻细胞形成突

触连接并具有相应的电生理功能。许多研究表明，中枢神经系

统缺血时，增殖并移行缺血周围区的 NSCs 表现为成熟神经元

表型(即内源性神经再生)，一些新生神经元与周围神经元形成

胞体树突连接[3]，但大量以细胞凋亡的方式死去，只有少数新

生神经元在缺血后存活 6 周[4]。可见机体自身的神经再生能力

是十分有限的，不足以对抗损伤。
同时，新生细胞也受微环境的调控，它不仅为其提供营养

支持，且最终引导新生细胞整合至损伤组织。就成体 NSCs 而

言，微环境包括细胞间相互作用、体细胞信号、血管系统、细

胞外基质和基底板[5]。内皮细胞能释放促进胚胎和成体 NSCs
自我更新、抑制其分化和促进神经元产生的因子，为内源性脑

细胞原位再生提供了条件[6]。

补阳还五汤是临床治疗缺血性脑中风的常用方剂，并可以

促进干细胞的成活与分化，抑制 NSCs 移植后的炎症反应，两

者联合使用，可以最大程度的更加安全地促进缺血区内源性神

经再生及功能恢复，其作用机理可能如下。保护内皮细胞：本

实验通过标记 BrdU 阳性细胞，证实补阳还五汤不仅有直接保

护内皮细胞的作用，而且还可以通过改善细胞外环境、保持内

皮细胞的完整，并使其最终形成新的神经元[7]。调节血管再生

因子：可以促血管内皮细胞分裂增殖、增生和转移。促进血管

出芽：内皮细胞的增殖、分化是形成血管出芽的基础，本研究

证实 NSCs 联合中药可以增强对血管内皮细胞的刺激与趋化作

用，使其增殖、移行和分化，并改变细胞外基质，促进神经元

的形成[8]，其途径之一便是通过调控 BrdU 的表达来实现的。
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组 别

假手术组

模型组

NSCs 移植联合中药组

模型加空白移植组

模型加 NSCs 移植组

用药 1 天

0.00±0.00
2.13±0.33
2.12±0.48
2.15±0.13
2.13±0.41

用药 7 天

0.00±0.00
1 .81±0.16①

1 .35±0.10
1 .97±0.03①

1 .62±0.16①

用药 14 天

0.00±0.00
1.21±0.14①②

0.74±0.22
1.81±0.05①②

0.94±0.19①

用药 28 天

0.00±0.00
0.81±0.35②

0.43±0.37
1.71±0.11②

0.57±0.44

组 别

模型组

NSCs 移植联合中药组

模型加空白移植组

模型加 NSCs 移植组

用药 1 天

16.15±2.28
17.37±4.33
16.14±0.72
16.92±2.95

用药 7 天

25.53±2.41①②

38.83±6.40
20.65±1 .54①

31.44±4.31①

用药 14 天

23.16±1 .23①

28.53±1 .25
18.21±0.32①

24.75±0.48①

用药 28 天

17.99±1 .36
19.46±3.33
15.32±1 .13
18.15±2.33
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