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黄芪红花配伍对大鼠脑缺血后血管新生
及 Cav-1/VEGF信号通路的影响 *
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摘要目的：黄芪红花配伍是否通过调节小凹蛋白 1（Caveolin-1，Cav-1）/血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）通路促进血管新生保护大鼠脑缺血损伤。方法：60只雄性 SD大鼠随机分为 5个组：对照组（Sham组，n=12），模型组

（MACO组，n=12），黄芪红花 40：1组（n=12），20：1组（n=12），5：1（n=12）。大鼠脑缺血再灌注损伤模型采用尼龙线栓法制作，连续

给药 21d后，评价神经功能学评分，计算脑梗死体积，采用免疫组化法测定皮质区的微血管密度，采用 RT-PCR法检测皮质区
VEGF mRNA和 Cav-1 mRNA表达，采用Western-blotting法测定皮质区 VEGF和 Cav-1的蛋白表达。结果：连续给药 21d后，各

组大鼠的神经功能学评分均有所降低，3个不同比例的黄芪红花组的神经功能学评分降低最为明显（P约0.01），脑梗死体积较模型
组显著减少（P约0.05~ P约0.01），微血管密度、VEGF和 Cav-1 mRNA和蛋白表达水平均较模型组明显升高（P约0.05~ P约0.01）。结论：
黄芪红花配伍可能通过调节 Cav-1/VEGF信号通路促进脑缺血再灌注损伤大鼠脑内的血管新生，从而减轻脑缺血损伤，且最佳的

配伍比例为黄芪红花 5：1。
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Effect of Huangqi-honghua Combination on the Angiogenesis
and Cav-1/VEGF Signal Pathway in Brain Tissue of Rats with

Cerebral Ischemia Reperfusion Injury*

To explore whether Huangqi-Honghua combination protect brain from cerebral ischemia reperfusion injury

through promoting angiogenesis by inducing the Cav-1/VEGF (Caveolin-1/vascular endothelial growth factor) signal pathway.

Sixty rats were randomly divided into five groups: control group, model group and Huangqi-Honghua 40:1, 20:1, 5:1groups（12 rats per

group）. The rat cerebral ischemia reperfusion injury models were induced by nylon monofilament. After 21 days of administration, the

neurological scores were evaluated, the infarct volumes were calculated. Immunohistochemical method was used to detect the
microvessel density (MVD) in brain tissue. RT-PCR and Western-blotting was used to detect the mRNA and protein expression levels of

Cav-1 and VEGF. After 21 days of administration, the neurological scores of each group were decreased, especially the

Huangqi-Honghua groups （P约0.01）, and infarct volume （P约0.05~ P约0.01）in Huangqi-Honghua groups were significantly lower than

the model group. Compared with model group, the level of MVD, Cav-1 and VEGF mRNA and protein expression levels were

significantly higher in Huangqi-Honghua treatment group（P约0.05~ P约0.01）. Huangqi-Honghua combination has protective

against cerebral ischemia injury, the Cav-1/VEGF pathway may be involved and then promote the angiogenesis. Additionally, the best
proportion of Huangqi-Honghua was 5:1.

Huangqi; Honghua; Ischemia reperfusion injury; Angiogenesis; Caveolin-1; Vascular endothelial growth factor

前言

缺血性脑卒中具有发病率高、致残率高、死亡率高和复发率

高等特点，是威胁人的重大疾病之一[1]。但是目前对脑卒中患者

的治疗，尤其是错过了溶栓期的患者，其临床疗效仍欠佳。在局

灶性脑缺血导致的脑损伤的后期是以神经再生、血管新生等脑
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重构表现为主的，而脑血管新生又可以刺激内源性的恢复机制，

是临床中有效的治疗脑缺血的方法。黄芪与红花配伍应用在治

疗气虚血瘀证的方剂中较常见，黄芪补气，红花活血，二者配伍

使用，完全符合缺血性脑卒中气虚血瘀的发病机制，临床使用

广泛[2，3]。但二者如何配伍，对脑缺血的保护作用最佳，鲜有报道。

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）是一种血管生成生长关键因子，在促进血管内皮细胞的

增殖、分化、迁移以及增强血管通透性等方面具有重要作用 [4]。

小凹蛋白 1（Caveolin-1，Cav-1）是组成脂膜囊泡 caveolae的主

要蛋白成分，高度表达于血管内皮细胞中，对血管新生起着重

要作用[5]。有研究表明[6]，Cav-1是 VEGF介导的血管新生关键

因子。目前，黄芪红花配伍是否通过促进血管新生发挥脑缺血

再灌注损伤保护作用及其作用机制还未见报道。因此，本研究

拟建立脑缺血再灌注大鼠模型，基于此研究黄芪红花不同配伍

比例对脑缺血再灌注损伤的保护作用，并探讨血管新生及

Cav-1/VEGF信号通路在其中的作用，从而优选出黄芪红花的

最佳配伍比例，指导临床用药。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物及分组 雄性，SPF级 SD大鼠共 60只，体质

量为 240~260 g，购自第四军医大学实验动物中心，合格证编

号：SCXK（军）2012-0007。适应性喂养 1周后，随机分为对照

组、模型组和黄芪 -红花 5:1组、20:1组和 40:1组，每组 12只。
1.1.2 主要试剂及仪器 黄芪 -红花配方颗粒（广东一方制药

有限公司），CD34抗体、VEGF、caveolin-1抗体（均购自于 Cell

Signaling TECHNOLOGY，批号分别为 3569、2463S、9698、
3267），RT-PCR测定试剂盒（美国 MBI公司，批号 015234），RI-

PA（强）裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司），蛋白凝胶成像系统（上海培清科技有限公司，型

号 JS-786），电泳仪（北京六一仪器厂，型号 DYCZ30D），倒置显

微镜（Olympus，型号 CX23），Image-pro-plus 6.0图像分析软件。
1.2 方法
1.2.1 大鼠脑缺血再灌注损伤模型制备及给药 采用改良

Longa法[7]制备脑缺血再灌注损伤大鼠模型，主要步骤：腹腔注

射水合氯醛麻醉，仰卧位，固定，颈部备皮，颈正中部位切开皮

肤，依次分离各动脉后，结扎颈总动脉和颈外动脉，并插入线栓

（直径 0.26~0.28 mm，长度 5 cm），栓塞 90 min，然后退出线栓

进行再灌注 24 h。对照组大鼠只开胸，不做处理。给药组在模型

复制成功后分别灌胃给药黄芪 -红花 5:1配方颗粒、20:1配方

颗粒和 40:1配方颗粒，每天 1次，连续 21 d。对照组和模型组

灌胃给予纯净水。

1.2.2 观察指标 （1）神经功能学评分：按 Bederson方法[8]进

行神经功能学评分：无功能障碍为 0级（0分）；无法伸展左侧

前肢为 1级（1分）；向左侧旋转为 2级（2分）；向左侧倾倒为 3

级（3分）；无自主活动并伴有意识障碍为 4级（4分）。于造模后

和给药 21 d后各评估一次。评分较高者神经功能损伤较大。

（2）脑梗死体积测定：采用 TTC染色方法[9]，步骤如下：10 %

水合氯酸麻醉，脱颈处死后，快速取出全脑，除去嗅球组织、小

脑组织和低位脑干组织，其余脑组织于冰盘上切厚度为 2 mm

的冠状切片。脑片置于 37 ℃的 1 %TTC磷酸缓冲液中避光孵

育 15 min，然后 10 %福尔马林中固定，吸干表面水分后，按次

序整齐排列，数码相机拍照，分别测定红色和白色区域面积，计

算梗死体积比。照片用图像分析系统 Image Pro Plus 6.0计算每
片脑组织的梗死面积、脑片面积。

（3）脑微血管密度(Microvascular density，MVD)的测定 取

各组大鼠缺血周边脑组织，10%甲醛固定，石蜡包埋后，进行切

片，脱蜡，热修复，H2O2封闭后，用 CD34抗体(1：800)在 4 ℃孵

育过夜。然后，二抗常温孵育 30 min，DAB显色，苏木素复染，

水洗返蓝，梯度酒精脱水后，树胶封片，拍片。右侧皮质区 MVD

计数采用WEIDNER法[10]。

（4）VEGF mRNA和 Cav-1 mRNA 的检测 取各组大鼠缺

血周边脑组织，采用 TRIzol法提取总 RNA，应用逆转录试剂盒

逆转录成 cDNA，应用 Real-time PCR 技术检测 mRNA 的表

达，GAPDH作为内参。VEGF引物序列：正义：5’- GCC AAT

GAA GGC ACT GAA CT-3’，反义：5’- CTC TGA CTG CTG

GTG ATG TC- 3’，片段长度 380 bp；Cav-1引物序列，正义：5’
-TCT ACA AGC CCA ACA ACA AGG CC-3’；反义：5’-TGC

ACT GAA TCT CAA TCA ATC AGG AAGC-3’，片段长度
318bp。GAPDH引物序列，正义：5’- AGT GTG ACG TGG A-

CA TCC GCA AAG- 3’，反义：5’- ACT CAC ATC TGC TGG

AAG GTG GAC-3’，片段长度 390 bp。

（5）VEGF和 Cav-1 蛋白的检测 取各组大鼠缺血周边皮

层脑组织，匀浆，离心后收集上清液，即为总蛋白提取液，加入

到上样缓冲液中水煮变性，将等量蛋白加入到SDS-PAGE胶中，

电泳，转膜至 PVDF上，封闭 2 h，Cav-1 和 VEGF 一抗 1：500

稀释后，在 4℃孵育过夜。TBST 洗膜后，在常温下孵育二抗
60 min，加入 ECL发光底物。扫描并计算各条带的灰度，以
GAPDH作为内参计算相对蛋白含量。
1.3 统计学方法

采用 SPSS17.0软件，实验结果中计量数据以（x依s）表示；
进行方差齐性检验后通过方差分析比较各组间数据；P约0.05时
认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 神经功能学评分
与对照组比较，模型组大鼠的神经功能学评分显著升高，

而经过 21 d的给药治疗，各组的神经功能学评分均有所降低，

尤其是黄芪 -红花 5:1组相较模型组改善最为明显（P约0.01），
见图 1。
2.2 脑梗死体积测定

如图 2所示，TTC染色结果显示，对照大鼠组脑组织切片呈

现均匀红色，没有发现梗死病灶；而模型组梗死区皮层及纹状

体缺血部分呈白色。在给药 21 d后，给药组梗死体积有明显的减
少，尤其以黄芪 -红花 5:1改善最为明显（P约0.01）。结果见图 2。
2.3 脑微血管密度(Microvascular density，MVD)的测定

与对照组比较，模型组皮质区 MVD 值显著高于对照组

（P约0.01）。连续给药 21 d后，三个给药组皮质区 MVD值均明

显大于模型组，并高于对照组（P约0.01），其中，以黄芪 -红花 5:1

组皮质区MVD升高最为显著。结果见图 3和表 1。
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图 2 大鼠脑缺血再灌注后大脑切片

Fig. 2 Infarct size in each group

**P约0.01 compared with sham group, #P约0.05, ##P约0.01 compared with model group.

对照 模型 40:1 20:1 5:1

Sham Model 40:1 20:1 5:1

Groups MVD VEGF mRNA Cav-1 mRNA

Sham 7.40± 0.02 1.00± 0.00 1.00± 0.00

Model 10.85± 0.03** 0.516± 0.14** 0.435± 0.05**

40:1group 13.87± 0.02##** 0.581± 0.08 0.548± 0.13##

20:1group 14.92± 0.05##** 0.723± 0.06## 0.666± 0.03##

5:1group 18.52± 0.03##** 0.910± 0.02## 0.932± 0.03##

表 1 大鼠再灌注皮质区MVD、VEGFmRNA和 Cav-1 mRNA相对表达量（n=8）

Table 1 The number of MVD and relative expression of VEGF and Cav-1 mRNA（n=8）

Note: **P约0.01 vs. Sham group, ##P约0.01 compared with model group.

图 1神经功能学评分

Fig.1 Neurological scores after MCAO in each group(n=8)

Neurological scores were expressed as median(range); **P约0.01 compared

with control group, ##P约0.01 compared with model group.

2.4 VEGFmRNA和 Cav-1 mRNA的检测

与对照组比较，模型组皮质区 VEGF和 Cav-1 mRNA的表

达水平显著降低（P约0.01），连续给药 21 d后，皮质区 VEGF和
Cav-1 mRNA表达水平均有所升高（P约0.01），尤其是黄芪红花
5：1组，升高最为显著。结果见表 1。
2.5 VEGF和 Cav-1蛋白的检测

脑缺血再灌注损伤后，模型组皮质区的 VEGF和 Cav-1蛋

白表达均明显低于对照组（P约0.01），连续给药 21 d后，给药组

脑缺血再灌注区 VEGF和 Cav-1蛋白表达量均有所升高，尤其

是黄芪红花 20:1组和 5:1均显著高于模型组（P约0.01）。

3 讨论

脑缺血后，持续的缺氧和缺血导致脑神经细胞坏死、变性

和凋亡，造成严重的神经功能损伤。美国心脏协会 /美国卒中

协会为医疗保健专业人员制定的 2013年《急性缺血性卒中的

早期治疗指南》中指出：“目前，没有哪种具有公认的神经保护

作用的药物可有效改善缺血性卒中的结局，所以不建议使用其

他神经保护剂。”[11]而在局灶性脑缺血导致的脑损伤的后期是

以神经再生、血管新生等脑重构表现为主的，有研究表明，缺血

半暗带血管密度越高，卒中患者存活时间越长[12]。因此，有效的

保护缺血半暗带的神经元存活和建立丰富的侧支循环就成为

脑梗塞研究的突破口，对改善中风的结果和卒中后功能恢复非

常关键。

血管新生主要包括血管内皮细胞的激活、增殖、迁移、黏

附，并最终新的腔样结构等过程，有多种活性因子参与这些过

程。其中，VEGF是迄今为止发现最强的促血管新生活性因子，
VEFG与其受体节后后，能够有效的刺激血管内皮前体细胞即

内皮祖细胞的成熟和分化，同时促进血管内皮细胞黏附和迁移
[13]。有研究表明[14]，Cav-1，是细胞膜主要支架蛋白之一，在介导
VEGF的血管新生作用过程中扮演着重要角色。在 Cav-1基因

敲除鼠体内，由 VEGF介导而生成的血管数量显著降低，同时，
eNOS蛋白活性显著下降，最终 NO生成减少；而给予 VEGF刺

激也不能有效的刺激血管生成，表现出较弱的血管新生能力。

这充分证明了 Cav-1和 VEGF共同参与了血管新生的过程，并
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图 3脑皮层梗死区免疫组化染色 CD34表达结果（× 200）

Fig.3 The CD34 expression in the cerebral cortex infarction by immunohistochemical staining (× 200)

A, Sham; B, Model; C, 40:1; D, 20:1; E, 5:1

起着重要作用。

血管新生与中医机理之益气生血、祛瘀生新等有着密切的

关系，如“生脉”、“生肌”等。从中医角度看，“生脉”即采用益气

生血类药物使原本闭塞的血管恢复通血或者刺激其他部位生

成新的血管以代替原来闭塞的血管[15]。补阳还五汤为临床常用

的治疗气虚血瘀的方剂，其中黄芪红花的比例为 40:1，除此，黄

芪红花常见的配伍比例还有 5:1、20:1等，但究竟最佳比例为多

少，鲜有而报道。我们的前期研究证实黄芪的有效成分黄芪甲

苷，红花的有效成分羟基红花黄色素 A能够显著减小脑缺血
再灌注损伤大鼠的脑梗死面积，促进神经功能的恢复，表明其

具有抗脑缺血损伤的作用[16]。

本研究中，灌胃不同配比（40:1、20:1、5:1）的黄芪红花配方

颗粒后大鼠的神经功能评分均显著低于模型组，且脑梗死体积

显著低于模型组，表明黄芪红花配伍可有效的保护脑缺血损

伤，恢复神经功能；三种不同配比组的大鼠损伤皮质区 MVD

显著高于模型组，表明黄芪红花配伍可以促进损伤脑区的血管

新生；且三个给药组脑缺血再灌注区的 VEGF和 Cav-1 mRNA

和蛋白表达水平均明显高于模型组，效果最佳的组别为黄芪红

花 5：1组。基于以上的研究结果，我们可以推测，黄芪红花配伍

确可以通过上调 Cav-1，促进 VEGF的表达，促进血管新生，从

而改善脑缺血损伤，且最优的配伍比例应为黄芪红花 5：1。
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