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程中会出现显著升高的现象。在此过程中，

TGF-β1/Smads 蛋白家族三者形成了一个完整的信

号通路。TGF-β1 的分泌直接关系到 HSC 的激活和

HSC 自分泌 TGF-β1 效应以及 Smad2、Smad3 磷酸

化和 Smad 蛋白家族中的 Smad4 形成异源寡聚物，

使得 TGF-β1 由细胞质向细胞核转移聚集、堆积。

同时，在肝纤维化形成和发展过程中，Smad2、

Smad3、TGF-β1、Tβ-R1 会出现协同作用，导致 HSC

不断激活并分泌 ECM，使肝纤维化不断加剧[6-8]。

本研究结果显示，ACNAC 对大鼠肝纤维化有较好

的治疗作用，能抑制 HSC 形成，减少 Smad2/3、

TGF-β1、Tβ-R1 和 ECM 的分泌，对大鼠肝纤维化

胞内成纤信号分子 TGF-β1/Tβ-R1 和 Smad2/3 有明

显抑制作用，显著改善肝组织纤维化程度，并抑

制肝纤维化引起的肝细胞炎症和坏死的出现。且

较等剂量的 NAC 及对照药物水飞蓟宾有更显著的

疗效，同时也可能减轻较大剂量 NAC 在用药中因

代谢中出现的不良反应。 
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补阳还五汤联合依达拉奉对脑缺血再灌注后神经细胞凋亡及 Bcl-2 和

Bax 表达的影响 
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摘要：目的  研究补阳还五汤联合依达拉奉对小鼠脑缺血再灌注损伤后神经细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响。方法  

60 只小鼠随机分为假手术组(Sham)，模型组(I/R)，补阳还五汤组(BYHWD)，依达拉奉组(ED)，补阳还五汤+依达拉奉组

(BYHWD+ED)，每组再分 2 个亚组：1 d 组和 7 d 组。采用改良线栓法制作小鼠大脑中动脉缺血再灌注模型，分别给药。

TUNEL 法观察神经细胞凋亡率；进一步 Western bolt 检测大脑皮质缺血区 bcl-2 和 bax 的蛋白的定量表达。结果  

BYHWD+ED 组较其他组能更明显地降低神经细胞凋亡指数(P<0.01)，且较其他组可更明显地升高凋亡相关蛋白 bcl-2 的

表达和下调 bax 的表达(P<0.05)。结论  补阳还五汤与依达拉奉联用能降低脑缺血再灌注损伤后小鼠脑组织细胞中促凋亡

蛋白 bax 的表达，增加具有神经元保护作用的抑凋亡蛋白 bcl-2 的表达，从而抑制神经细胞凋亡，加速神经功能的恢复，

协同发挥脑保护作用。 
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Hospital, Shaoxing 312000, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the effects of Buyang Huanwu decoction(BYHWD) combined with edaravone(ED) on 
the apoptosis of neuron and expression of apoptosis related proteins following cerebral ischemia reperfusion in mice. 
METHODS  Sixty mice were randomly divided into sham group, I/R group, BYHWD group, ED group, BYHWD+ED group. 
Each group were further randomly divided into 1 d and 7 d group. The middle cerebral artery ischemia/reperfusion model was 
established by the improved intraluminal filament technique in mice. TUNEL method was used to evaluate the apoptosis of 
neuron; Western bolt method was used to detect the quantitative expression of bcl-2 and bax protein. RESULTS  Compared 
with other groups, the BYHWD+ED group significantly reduced the neuronal apoptosis index (P<0.01), the quantitative 
expression of bcl-2 protein in BYHWD+ED group were more increased, while the quantitative expression of bax protein in 
BYHWD+ED group were more reduced(P<0.05). CONCLUSION  The combination of BYHWD and ED can decrease the 
expression of bax, and increase bcl-2 expression to inhibit the nerve cell apoptosis and quicken the recovery of neural function, 
suggesting that the two agents play synergistic roles in protecting the brain from cerebral ischemic reperfusion injury. 
KEY WORDS: Buyang Huanwu decoction; edaravone; cerebral ischemia/reperfusion; cellular apoptosis; bcl-2/bax 
 

脑卒中是中国第一大致死性疾病和首要的致

残因素，缺血性卒中占脑卒中发病总数 80%以上，

临床上以大脑中动脉阻塞 (middle cerebralartery 

occlusion，MCAO) 为常见[1]，其发病机制是一

个多环节、多反应的结果，其中细胞凋亡更是研

究的热点，减轻脑缺血半暗带区的神经元凋亡则

是治疗的关键[2]。笔者前期研究已证明补阳还五汤

联合依达拉奉对小鼠急性脑缺血再灌注损伤具有

协同保护作用[3]，本研究进一步探讨两药联用对脑

缺血再灌注损伤后神经细胞的凋亡及凋亡相关蛋

白 bcl-2 和 bax 表达的影响，进一步研究其协同神

经保护作用的机制。 

1  材料和方法 

1.1  药品及试剂   

依达拉奉注射液(南京先声东元制药有限公

司，批号：080825)；补阳还五汤(处方来源《医林

改错》，绍兴市人民医院制剂室提供，由黄芪 120 g，

当归 6 g，川芎 4.5 g，地龙 3 g，赤芍 5 g，红花 3 g

和桃仁 3 g 组成，水煎、浓缩后生药含量为

2.0 g·mL1)；氯化三苯基四氮唑(TTC)(中国医药集

团上海化学试剂公司，批号：20040328)；TUNEL

凋亡试剂盒(瑞士Roche公司，批号：11684817910)；

Bcl-2 抗体(批号：20070223)，Bax 抗体(批号：

20070223)，均购自武汉博士德生物工程有限公司。  

1.2  分组及给药   

C57BL/6 型小鼠 60 只，♂，体质量 25~30 g，

由上海西普尔必凯实验动物有限公司提供，合格

证号：SCXK(沪)2008-0016。实验前先饲养观察

3 d，随机分成假手术组(Sham 组)，分离不插栓塞

线；模型组(I/R 组)，缺血 90 min；补阳还五汤组

(BYHWD 组)，依达拉奉组(ED 组)，补阳还五汤+

依达拉奉组(BYHWD+ED 组)，各组进一步分 2 个

亚组：1 d 组和 7 d 组，每组 6 只。 

BYHWD组于术后 2 h起首次灌服补阳还五汤

药液，参考相关文献[4]按 10 mL·kg1 给药；ED 组

于术后 2 h 尾静脉注射，按 3 mg·kg1 给药；

BYHWD+ED 组，于术后 2 h 分别等剂量 BYHWD

灌胃和等剂量 ED 尾静脉注射给药；I/R 组和 Sham

组动物均给予等量生理盐水灌胃及尾静脉注射给

药；首次给药以后每天一次，连续 7 d。 

1.3  小鼠大脑中动脉缺血再灌注模型的建立及标

本制作   

参照改良的Longa-Zea氏线栓法[5]制作小鼠大

脑中动脉缺血再灌注模型。缺血 90 min 后，拔出

线栓再灌注。假手术组仅分离右侧颈总动脉并离

断右颈外动脉，不予栓塞。术后 2 h 可神经功能评

分验证造模成功。观察造模动物出现右侧 Horner

征和左侧以上肢为重的偏瘫作为动物模型成功的

判定标准，不符合标准的动物予以剔除，并随机

补充。 

小鼠在脑缺血再灌注 1 d 和 7 d 后经 10%水合

氯醛深度麻醉(600 mg·kg1)，迅速打开胸腔，暴露

心脏，剪开右心房，于心尖部剪开左心室，插管

至主动脉，快速注入 150 mL 甲醛灌注固定，断头

取脑，沿视交叉后缘做冠状切片，常规石蜡包埋，

做 5 μm 连续切片用于凋亡与免疫组化检测。 

1.4  TUNEL 法检测凋亡神经元细胞   

按照试剂盒说明书进行操作。①切片常规脱

蜡至水，滴加蛋白酶 K 室温消化 20 min；②微波

修复抗原 5 min 后自然冷却；③滴加 Tunel 反应液，

37 ℃孵育 1 h；④滴加辣根过氧化物酶标抗荧光素

抗体工作液，37 ℃孵育 30 min；⑤用 DAB 显色剂

呈色；⑥常规脱水、透明、封片。在光镜下观察

凋亡细胞，细胞核中有棕黄色颗粒者为阳性细胞。
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计算凋亡指数(AI)，AI=凋亡细胞数/总细胞数×

100%。 

1.5  Western blot 检测大脑皮层缺血区凋亡相关

蛋白表达 

脑缺血再灌注 1 d 和 7 d 后，每组各取 6 只小

鼠梗死侧大脑皮层，加适量含有 cock-tail 蛋白酶

抑制裂解液于冰上匀浆，13 000 r·min1，4 ℃离心

20 min，取上清，BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定

脑组织蛋白浓度。加 5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲

液后，99 ℃加热使蛋白变性，采用 10% SDS 聚丙

烯酰胺凝胶电泳进行分离，湿转法转至 PVDF 膜

上，室温摇床封闭 2 h，分别加入 bcl-2 和 bax 抗

体和内参 teta-actin 4 ℃过夜，次日室温摇床 2 h，

TBST 洗 3 次×10 min，加入辣根酶标记的二抗，

室温摇床反应 2 h，TBST 洗 3 次×10 min。超敏

ECL 化学发光试剂盒发光显影。 

1.6  图像处理   

在光镜下，每只小鼠各取 2 张切片，在梗死

灶周边区随机选择 5 个视野，分析凋亡神经细胞，

取平均值作为统计参数。 

1.7  统计学处理 

所有计量资料以 sx  表示，应用统计软件

SPSS 17.0，两组间样本比较用 t 检验，各组间数

据的比较用单因素方差分析，以 P<0.05 为差异有

统计学意义。 

2  结果 

2.1  各组小鼠脑缺血再灌注后不同时间点神经细

胞 AI 的结果 

脑缺血再灌注后，TUNEL 法检测凋亡细胞，

光镜下凋亡细胞核呈棕黄色，细胞体积缩小，染

色质固缩呈圆形或卵圆形。模型组阳性细胞数

多，联合用药组阳性细胞数目明显减少，见图 1A。

脑缺血再灌注 1 d、7 d 后，模型组和各用药组神

经细胞 AI 均较假手术组明显升高(P<0.01)；且与

缺血再灌注 1 d 相比，7 d 时模型组和各用药组神

经细胞 AI 明显降低(P<0.01)。与同时段模型组比

较，各用药组神经细胞 AI 显著降低(P<0.05)；其

中以 BYHWD+ED 组降低趋势 明显，但 ED 组

和 BYHWD 组之间 AI 无显著差异(P>0.05)，见表

1 和图 1B。 

 
图 1  药物对脑缺血再灌注损伤小鼠细胞凋亡的影响(TUNEL 染色，400×) 

Fig. 1  Effects of drugs on cell apoptosis in mice after cerebral ischemia reperfusion (TUNEL staining, 400×) 
A小鼠脑缺血再灌注后 1 d 和 7 d 时的脑皮层缺血区神经细胞 TUNEL 染色图；B各组小鼠 TUNEL 染色后凋亡细胞柱形图；与假手术比较，
1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05；与 ED 组或 BYHWD 组比较，3)P<0.01。 

ATUNEL staining was performed on the sections from the penumbra cortex after ischemia reperfusion 1 d and 7 d; Bthe bar graph reflects the 
TUNEL-positive cells in each group; compared with Sham group, 1)P<0.01; compared with I/R group, 2)P<0.05; compared with ED or BYHWD group, 
3)P<0.01. 

表 1  各组小鼠神经细胞 AI 的比较(n=6， sx  ) 

Tab. 1  Comparison of nerve cells apoptosis index in each 
group(n=6, sx  )                              % 

组 别 1 d 7 d 

Sham 组 1.18±0.68 0.69±0.27 

I/R 组 38.28±1.371) 20.51±1.481) 

ED 组 25.03±0.542) 16.50±1.052) 

BYHWD 组 25.17±0.762) 16.01±0.892) 

BYHWD+ED 组  18.37±0.432)3)  12.82±1.022)3) 

注：与假手术比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05；与 ED 组或

BYHWD 组比较，3)P<0.01。 

Note: Compared with Sham group, 1)P<0.01; compared with I/R group, 
2)P<0.05; compared with ED or BYHWD group, 3)P<0.01. 

2.2  药物对小鼠脑缺血再灌注损伤后神经细胞

bcl-2 和 bax 蛋白表达的影响 

脑缺血再灌注后 1 d 和 7 d 行 Western blot 检

测大脑皮层缺血区 bcl-2 和 bax 蛋白的表达，结果

见图 2A，假手术组脑组织有少量 bcl-2 和 bax 蛋

白表达；模型组较假手术组 bcl-2、bax 蛋白表达

明显升高(P<0.01)。与缺血再灌注 1 d 相比，7 d

时模型组和各用药组的脑组织 bcl-2、bax 蛋白表

达减少，结果见表 2。在同一时间点各用药组与模

型组比较，脑组织 bcl-2 蛋白表达均增加(P<0.05)，
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BYHWD+ED 组增加 明显(P<0.05)，BYHWD 组

和 ED 组之间则无显著差异(P>0.05)。而 bax 蛋白

表达各用药组较模型组下调，以 BYHWD+ED 组

下调 明显(P<0.05)，BYHWD 组和 ED 组之间则

无显著差异(P>0.05)。同一时间点，各用药组较模

型组 bcl-2/bax比率有所增高，其中以 BYHWD+ED

组比值增高 明显(P<0.05)，结果见图 2 和表 2。 

 
图 2  各组小鼠脑缺血再灌注损伤后 bcl-2 和 bax 的

Western blot 检测 
A各组小鼠脑缺血再灌注损伤后 1 d 和 7 d 时的脑皮层缺血区 bcl-2 

和 bax 表达的 Western blot 检测图；B各组 bcl-2 和 bax 的表达柱形图；

与假手术比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05；与 ED 组或 BYHWD

组比较，3)P<0.05。 

Fig. 2  Western blot of bcl-2 and bax expression in each 
group after cerebral ischemia reperfusion 
AWestern blot for bcl-2 and bax in each group after cerebral ischemia 

reperfusion; Bthe bar graph reflects the bcl-2 and bax-positive cells in 
each group; compared with Sham group, 1)P<0.01; compared with I/R 
group, 2)P<0.05; compared with ED or BYHWD group, 3)P<0.05. 

表 2  各组小鼠脑缺血再灌注损伤后 bcl-2 和 bax 表达的定

量比较(n=6， sx  ) 

Tab. 2  The quantitative comparison of bcl-2/bax expression 

in each group after cerebral ischemia reperfusion(n=6， sx  )  

组别 时间/d bcl-2 bax bcl-2/bax

Sham 组
1 3.12±0.13 2.91±1.03 1.24±0.48 

7 2.93±1.06 2.62±1.01 1.46±0.94 

I/R 组 
1 21.70±1.211) 20.81±1.721) 1.05±0.141) 

7 10.42±2.031) 17.91±3.011) 0.62±0.221) 

ED 组 
1 27.04±2.322) 19.32±1.342) 1.42±0.222) 

7 16.08±2.672) 15.62±2.092) 1.07±0.312) 

BYHWD 组
1 27.39±2.922) 19.01±0.872) 1.45±0.222) 

7 16.92±2.122) 15.06±1.172) 1.14±0.232) 

BYHWD+

ED 组 

1 32.89±2.412)3) 18.23±0.612) 1.81±0.192)3)

7 23.53±2.112)3) 12.02±0.912)3) 1.98±0.332)3)

注：与假手术比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05；与 ED 组或

BYHWD 组比较，3)P<0.05。 

Note: Compared with Sham group, 1)P<0.01; compared with I/R group, 
2)P<0.05; compared with ED or BYHWD group, 3)P<0.05. 

3  讨论 

脑缺血再灌注损伤在细胞水平以神经元的凋

亡和坏死为主。缺血中心区细胞迅速坏死，而周

边缺血半暗带区，则发生以凋亡为主的迟发性死

亡[6]。缺血发生时，缺血半带区产生大量自由基，

出现线粒体损伤、钙超载等反应，这些因素均可

触发细胞凋亡[7]。因此，减少细胞凋亡发生，抢救

半暗带区神经细胞，至关重要。bcl-2 和 bax 是 bcl-2

家族参与细胞凋亡 具代表性的调控因子[8]。两者

功能相反，当组织内 bax 占优势，可促进细胞凋亡；

当 bcl-2 占优势，则抑制细胞凋亡[9]。两者在正常

状态下构成一个平衡体系，可相互形成结合体，

相互影响。bcl-2/bax 的比率变化则决定细胞的凋

亡与生存，比值越高，细胞存活率越高；比值越

低，细胞凋亡率越高[10-11]。 

补阳还五汤出自清代王清任《医林改错》，方

中黄芪用量独重，大补脾胃之气，使气旺血行，

祛瘀而不伤正；辅以当归、川芎、赤芍活血和营；

少佐桃仁、红花、地龙以化瘀通络；使气旺血行，

瘀祛络通，诸药合用共奏益气活血通络之功，共

同发挥扩血管增脑血流量、清除氧自由基、减轻

神经元损伤和细胞凋亡，促细胞修复等功效[12-13]。

ED 具有清除自由基和抑制脂质过氧化的作用；可

抑制神经细胞、血管内皮细胞的过氧化及迟发性

神经细胞的死亡，减轻脑缺血和脑水肿及组织损

伤；并可促神经营养因子的产生[14-15]。本实验采

用补阳还五汤和依达拉奉联合，多环节、多靶点

作用与小鼠脑缺血再灌注模型，通过 TUNEL 标记
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发现，脑缺血再灌注损伤后模型组脑组织凋亡细

胞数明显增多(P<0.01)；采用药物治疗后凋亡细胞

数明显减少，尤以补阳还五汤与依达拉奉联用组

减少 显著(P<0.05)，提示脑缺血再灌注损伤可引

起神经细胞凋亡发生，随时间延长细胞凋亡呈减

轻趋势；BYHWD 和 ED 对神经细胞的凋亡具有协

同抑制作用。 

本研究同时进行凋亡相关蛋白 bcl-2、bax 表

达的 Western blot 定量检测，发现小鼠脑缺血再灌

注后缺血半暗带区细胞的 bcl-2、bax 表达显著增

多，说明了 bcl-2、bax 参与了脑缺血区神经细胞

的损伤过程，小鼠脑缺血再灌注后启动了凋亡机

制。与模型组比较，药物治疗后 bcl-2 表达增加

(P<0.05)，而 bax(P<0.05)表达下调，尤以两药联用

此变化趋势 明显。表明 BYHWD 和 ED 可通过

促进重要的凋亡抑制基因 bcl-2 的表达，抑制凋亡

诱导基因 bax 的表达，从而抑制神经细胞凋亡，加

速神经功能的恢复，协同发挥脑保护作用。本实

验从分子水平阐明了补阳还五汤联合依达拉奉中

西结合治疗急性缺血性脑血管病的优势，为中西

药结合临床的推广应用提供了实验依据，开辟了

缺血性脑血管病治疗的新途径。 
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丹参新酮 C 环酚酯衍生物的设计合成及抗肿瘤活性研究 
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(浙江大学药学院，杭州 310058) 

 
摘要：目的  通过对丹参新酮 C 环邻醌位点的结构修饰，改变其脂水分配系数，获得系列丹参新酮酚酯衍生物，进而评

价其抗肿瘤活性。方法  采用氢化还原、酰化、脱保护基等方法对丹参新酮的邻醌位点进行修饰，通过引入不同酸酐、

氨基酸取代基，得到丹参新酮 C 环酚酯衍生物，在此基础上以前列腺癌 Lncap 和 Du145 细胞株对部分化合物进行抗肿瘤
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