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摘要： 目的　 探讨通脉开窍丸对血管性认知障碍 （ＶＣＩ） 大鼠血管生成及 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＶＥＧＦ 信号通路的作用。
方法　 ７２ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机选取 １０ 只作为假手术组， 剩余大鼠采用颈总动脉分次结扎法制备 ＶＣＩ 大鼠模型。 将造

模成功后的大鼠随机分为模型组、 通脉开窍丸低、 高剂量组 （１３􀆰 ８、 ２７􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ）、 尼莫地平组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和通脉开

窍丸高剂量＋ＡＧ４９０ （ＪＡＫ２ 抑制剂） 组 （通脉开窍丸 ２７􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ＋ＡＧ４９０ ３ ｍｇ ／ ｋｇ）， 各组给予相应剂量药物 ４ 周后取

材。 ＨＥ 染色观察海马区病理学变化； 尼氏染色观察海马区神经元丢失情况； 蛋白免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测海

马组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦ 蛋白表达； 透射电镜观察海马组织神经元超微结构； 免疫荧光染色法检测 ＣＤ３４ 表达

并计算缺血半暗区皮层微血管密度 （ＭＶＤ）。 结果　 与假手术组比较， 模型组大鼠逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越

平台次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马区神经元结构疏松， 排列紊乱； 尼氏小体数量减少， 丢失严重； 线粒体嵴溶解消失，
线粒体损伤加重； 海马组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 海马区 ＭＶＤ 数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
与模型组比较， 通脉开窍丸各剂量组和尼莫地平组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
海马神经元细胞数量增多， 形态正常， 紊乱程度改善； 尼氏小体丰富， 丢失减少； 线粒体损伤减轻， 逐渐恢复正常形

态； 海马组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马区 ＭＶＤ 数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 而 ＡＧ４９０ 逆转了通脉开窍丸高剂量的作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论 　 通脉开窍丸可能通过激活 ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ ／ ＶＥＧＦ 信号通路， 促进血管生成， 减少神经元损伤， 促进脑功能的恢复， 从而发挥对 ＶＣＩ 大鼠的改善作用。
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ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｏｎｇｍａｉ Ｋａｉｑｉａｏ Ｐｉｌｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｏｎｇｍａｉ Ｋａｉｑｉａｏ
Ｐｉｌｌｓ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｒｅｄｕｃｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＶＥＧＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｕｓ ｐｌａｙｉｎｇ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｒｏｌｅ ｉｎ ＶＣＩ ｒａｔｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｔｏｎｇｍａｉ Ｋａｉｑｉａｏ Ｐｉｌｌｓ； ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ； ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ； ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＶＥＧＦ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 血 管 性 认 知 障 碍 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ， ＶＣＩ） 是指主要由脑血管病及其危险

因素导致的认知功能障碍， 包括从轻度认知障碍到

痴呆的整个过程［１］， 其患病率较高， 特别是在老

年人群中， 是降低患者生活质量的关键因素［２］。
目前， 临床上针对 ＶＣＩ 的治疗药物选择较为有限，
在提升患者整体疗效上并不理想［３］。

越来越多的证据表明， 通过密集的微血管网络

维持脑灌注对于维持正常的大脑认知功能至关重

要［４⁃５］。 当缺血性损伤发生后， 促血管生成因子表

达增加， 促进血管内皮细胞增殖， 同时形成新生血

管和侧支循环， 将氧气和营养物质带到受损组

织［６］。 Ｊａｎｕｓ 激酶 ２ （ ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ２， ＪＡＫ２） 及其

下游蛋白信号转导与转录激活因子 ３ （ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３， ＳＴＡＴ３） 信

号通路作为细胞中重要的信号转导通路之一， 血管

内皮生长因子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ） 是 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 途径的重要下游效应分子，
其在促进脉管新生中发挥着至关重要的作用［７⁃８］。

通脉开窍丸为河南省中医院院内制剂， 临床效

果显著， 但其具体的作用机制尚未清晰， 这在一定

程度上限制了其广泛推广和应用。 因此， 本研究通

过构建 ＶＣＩ 大鼠模型， 深入研究通脉开窍丸对 ＶＣＩ
大鼠的改善作用， 以期为其临床应用提供科学

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 健康雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ７２ 只，
体质量 （１８０±２０） ｇ， 购于济南朋悦实验动物繁育

有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鲁）
２０２２⁃０００６］， 饲养在河南中医药大学动物实验中心

［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （豫） ２０２１⁃００１５］，
饲养室温度 （２０±２５） ℃， 相对湿度 ５０％ ～ ６０％ ，
自然照明， 自由获取水和食物， 根据 《国家实验

动物管理法规》 （２０１７ 年第三次修订） 严格规范对

动物的处置标准。 本研究实验方案中对动物的所有

处理均经过河南中医药大学实验动物伦理委员会审

核通过 （伦理审批号 ＩＡＣＵＣ⁃２０２３１０００５）。
１􀆰 ２　 药物　 通脉开窍丸 （豫药制备字 Ｚ２０２１０１３７０００）
购于河南省中医院， 其原方组成为制远志 １８ ｇ、 赤

芍 １８ ｇ、 丹参 １８ ｇ、 郁金 １５ ｇ、 茯神 １８ ｇ、 石菖蒲

１８ ｇ、 三七 １２ ｇ、 浙贝 １５ ｇ。 尼莫地平 （国药准字

Ｈ１０９１００８１）， 购于山东新华制药股份有限公司。
３２６３
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１􀆰 ３　 试剂　 苏木精⁃伊红染色试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒、 ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 超敏发光液 （北京索莱

宝 科 技 有 限 公 司， 货 号 Ｇ１１２０、 ＰＣ００２０、
ＰＥ００１０）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒、 尼氏染色

液、 ＣＤ３４ 抗体 （武汉赛维尔生物科技有限公司，
货号 Ｇ２０４３、 Ｇ１０３６、 ＧＢ１５０１３）； ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２
抗体 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号

３２３０、 ３７７１ ）； ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抗 体 （ 美 国

Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公 司， 货 号 ＹＴ４４４３、 ＹＰ０２５０ ）；
ＶＥＧＦＡ 抗体、 ＧＡＰＤＨ 抗体、 ＨＲＰ 二抗 （武汉三

鹰生物技术有限公司， 货号 ６６８２８⁃１⁃Ｉｇ、 １０４９４⁃１⁃
ＡＰ、 ＳＡ００００１⁃２ ）； ＪＡＫ２ 抑 制 剂 ＡＧ４９０ （ 美 国

ＭＣＥ 公司， 货号 ＨＹ⁃１２０００）。
１􀆰 ４　 仪器　 中型大鼠水迷宫 （上海欣软信息科技

有限公司）； ＨＰ３００ 型生物组织脱水机、 ＭＴ１ 型轮

转式切片机 （深圳达科为医疗科技有限公司）；
ＰＢＭ⁃Ｃ 型石蜡包埋机、 ＴＰＪ⁃Ａ 型摊片机、 ＰＰＪ⁃Ａ 型

漂片机 ［普瑞斯星 （常州） 医疗器械有限公司］；
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳系统、 转膜仪、 ＫＺ⁃Ⅲ⁃ＦＰ 型

高速低温研磨仪 （武汉赛维尔生物科技有限公

司）； Ｔｓ２Ｒ⁃ＦＬ 型倒置荧光显微镜、 Ｔｓ２ 型倒置相

差显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； Ｉｎｆｉｎｉｔｒ Ｆ５０ 型酶标

仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； ＦＵＳＩＯＮ ＦＸ６． ＥＤＧＥ 型化

学发光成像系统 （法国 Ｖｉｌｂｅｒ ＧｍｂＨ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 动物模型制备　 大鼠经过 １ 周适应性喂养后，
采用分次结扎颈总动脉 （改良 ２⁃ＶＯ 法） 构建 ＶＣＩ
大鼠模型［９］。 造模大鼠术前禁食不禁水 １２ ｈ， 腹

部注射 ２％ 戊巴比妥钠进行麻醉， 碘伏消毒手术区

域， 于颈部正中切开一个纵行切口， 充分暴露双侧

颈总动脉、 分离迷走神经， 将大鼠左侧颈总动脉用

缝线结扎， 术后局部滴注庆大霉素 ２ ｍＬ 预防感染

后缝合。 整个过程中， 将大鼠置于加热台上， 保持

肛门温度 ３６􀆰 ５～３７􀆰 ５ ℃。 １ 周后用同样的方法实施

右侧颈总动脉结扎。 假手术组仅切开皮肤， 分离双

侧颈总、 颈内和颈外动脉， 不进行颈总动脉的结

扎。 造模后进行水迷宫实验， 以假手术组大鼠逃避

潜伏期的平均值作为参考标准值， 计算造模组每只

大鼠逃避潜伏期的平均值与参考标准之差占该大鼠

逃避潜伏期的比值， 若比值 ＞ ２０％ ， 则视为造模

成功［１０］。
２􀆰 ２　 分组和给药 　 ７２ 只大鼠中随机选取 １０ 只作

为假手术组， 其余大鼠按照 “２􀆰 １” 项下方法造

模， 在造模过程中死亡 ８ 只， 剔除造模失败 ２ 只，

造模成功 ５２ 只。 将造模成功的大鼠依据随机数字

表法分为模型组 １０ 只、 通脉开窍丸低剂量组 １０
只、 通脉开窍丸高剂量组 １０ 只、 通脉开窍丸高剂

量＋ＡＧ４９０ 组 １１ 只、 尼莫地平组 １１ 只。 其中在干

预期间通脉开窍丸高剂量组死亡 １ 只， 最后成功入

组 ５１ 只。 通脉开窍丸高、 低剂量组灌胃给予

２７􀆰 ６、 １３􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ 通脉开窍丸药液； 尼莫地平组灌

胃给予 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 尼莫地平溶液 （加纯水振荡溶解，
于 ４ ℃冰箱保持备用［１１］， 临用时复温）； 通脉开窍

丸高剂量＋ＡＧ４９０ 组灌胃给予 ２７􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ 通脉开窍

丸药液的同时腹腔注射 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＧ４９０； 假手术组

和模型组灌胃给予等体积蒸馏水。 造模后第 ２ 周开

始给药， 每天 １ 次， 持续 ４ 周。
２􀆰 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验 　 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验

评估大鼠学习记忆障碍情况。 测试区域被划分为四

个象限， 逃生平台放置在水下约 ２ ｃｍ 处， 水温维

持在 ２２ ℃左右。 大鼠被放入迷宫中自由探索 ２ ｍｉｎ
以适应环境。 从每个象限分别放入大鼠， 头部面向

墙壁， 记录它们在 ９０ ｓ 内找到并爬上平台所需的

时间， 即逃避潜伏期。 若大鼠在 ９０ ｓ 内未能找到

平台， 则将其引导至平台并适应 １０ ｓ， 此时逃避潜

伏期记为 ９０ ｓ。 连续训练 ５ ｄ， 在第 ６ 天， 移除平

台， 将大鼠放置在原平台所在象限的对侧， 记录并

分析其在 ９０ ｓ 内的行动轨迹， 以及穿越原平台所

在象限的次数。
２􀆰 ４　 苏木精⁃伊红染色和尼氏染色　 在完成水迷宫

实验后收集大鼠脑组织， 置于多聚甲醛固定液中固

定 ２４ ｈ， 脱水， 石蜡包埋后制作石蜡切片 （ ５
μｍ）， 按照常规苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色和尼氏

（Ｎｉｓｓｌ） 染色步骤进行脱蜡、 复水、 染色、 透明、
中性树胶封片， 将处理好的切片置于光学显微镜下

观察， 采集图像并分析。
２􀆰 ５　 免疫荧光染色检测 ＣＤ３４ 表达 　 取各组脑组

织石蜡切片， 脱蜡至水， 抗原修复， 自然冷却至室

温， 滴加 ３％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ， 滴加 ＣＤ３４ 一抗

（１ ∶ ５００） ４ ℃ 孵育过夜， 加入对应的二抗 （１ ∶
３００） 室温避光孵育 ５０ ｍｉｎ， 滴加 ＤＡＰＩ 染液室温

避光孵育 １０ ｍｉｎ， 滴加荧光淬灭剂 ５ ｍｉｎ， 流水冲

洗 １０ ｍｉｎ， 稍晾干后滴加抗荧光淬灭封片剂封片。
于荧光显微镜下观察并采集图像。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

进行分析， 每组选 ３ 只大鼠， 每只大鼠取 １ 张切

片， 在 ４００ 倍光学显微镜下随机选取 ３ 个视野进行

计数， 记录每张切片 ３ 个视野的 ＣＤ３４ 阳性细胞

数， 其平均值即为微血管密度 （ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔ，
４２６３
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ＭＶＤ） 值 （个 ／ ＨＰ）。
２􀆰 ６　 透射电镜观察海马组织超微结构　 取 １ ｍｍ×
１ ｍｍ×１ ｍｍ 新鲜海马组织样本后立即浸入电镜固

定液， 充分固定 ４ ｈ， 然后进行脱水、 包埋， 制作

超薄切片， 醋酸双氧铀和枸橼酸铅双重染色后， 于

透射电子显微镜下观察其超微结构特征

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＪＡＫ２、
ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达　 称取各组海

马组织， 加入适量的 ＲＩＰＡ 裂解液、 蛋白酶抑制剂

和磷酸酶抑制剂， 研磨匀浆， 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 提取总蛋白溶液，
ＢＣＡ 蛋白浓度测定后， １００ ℃ 金属浴加热变性

１０ ｍｉｎ。 电泳分离蛋白后， 电转至 ＰＶＤＦ 膜上， 放

置于脱脂奶粉溶液中室温封闭 ２ ｈ， 分别加入一抗

ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＪＡＫ２、 ＧＡＤＰＨ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３、
ＶＥＧＦＡ， ４ ℃孵育过夜， 洗膜后加入二抗室温孵育

１ ｈ， 洗膜后滴加 ＥＣＬ 超敏发光液， 显影、 曝光，
最后采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资料以 （ ｘ± ｓ） 表

示， 若数据符合正态分布且方差齐， 各组间比较用

单因素方差分析， 进一步两两比较采并 ＬＳＤ 法；
若数据非正态或方差不齐， 则选择非参数检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 通脉开窍丸对 ＶＣＩ 大鼠学习记忆障碍的影

响　 与假手术组比较， 模型组大鼠游泳轨迹明显紊

乱， 逃避潜伏期时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次

数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明造模后大鼠出现明显的认

知功能损害； 与模型组比较， 通脉开窍丸各剂量组

和尼莫地平组大鼠游泳轨迹紊乱程度改善， 逃避潜

伏期有所缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数有所增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明通脉开窍丸能够促进 ＶＣＩ 大鼠认

知能力恢复； 与通脉开窍丸高剂量组比较， 通脉开

窍丸高剂量＋ＡＧ４９０ 组大鼠逃避潜伏期时间延长

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表

１、 图 １。

表 １　 各组大鼠逃避潜伏期和穿越平台次数比较 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只
逃避潜伏期 ／ ｓ

第 １ 天 第 ２ 天 第 ３ 天 第 ４ 天 第 ５ 天
穿越平台次数 ／ 次

假手术组 １０ ５０􀆰 ３８±３􀆰 ３３ ３９􀆰 ６３±３􀆰 ８２ ２６􀆰 ４６±２􀆰 ２９ ２４􀆰 ６３±０􀆰 ６６ １７􀆰 ９１±３􀆰 ４３ ８􀆰 ３０±０􀆰 ９５
模型组 １０ ８４􀆰 ２８±３􀆰 ０６∗∗ ７３􀆰 ２５±１􀆰 ８３∗∗ ５３􀆰 ６５±３􀆰 ４７∗∗ ４４􀆰 ５８±５􀆰 ６３∗∗ ３４􀆰 １８±２􀆰 ３９∗∗ ２􀆰 ５０±０􀆰 ８５∗∗

通脉开窍丸低剂量组 １０ ７４􀆰 ２１±１􀆰 １０＃＃ ６４􀆰 ２３±４􀆰 ７７＃＃ ４５􀆰 ６８±１􀆰 ７１＃＃ ３７􀆰 １３±２􀆰 １３＃＃ ２９􀆰 ３８±２􀆰 ９７＃＃ ４􀆰 ７０±１􀆰 ３４＃＃

通脉开窍丸高剂量组 ９ ５９􀆰 ４５±２􀆰 １３＃＃ ４９􀆰 ３７±１􀆰 ８１＃＃ ３８􀆰 １５±１􀆰 １６＃＃ ３１􀆰 ２１±３􀆰 ６４＃＃ ２１􀆰 ２５±２􀆰 ３８＃＃ ７􀆰 ７８±１􀆰 ３９＃＃

通脉开窍丸高剂量＋ＡＧ４９０ 组 １１ ７０􀆰 １７±２􀆰 ２８△△ ６２􀆰 ３７±４􀆰 ５５△△ ５０􀆰 ８２±２􀆰 ４７△△ ４３􀆰 １０±２􀆰 ８９△△ ３５􀆰 ２８±２􀆰 ６７△△ ２􀆰 ６４±１􀆰 １２△△

尼莫地平组 １１ ５８􀆰 ５５±１１􀆰 ５６＃＃ ４８􀆰 ０４±１０􀆰 ２４＃＃ ３６􀆰 ７１±２􀆰 ２０＃＃ ２９􀆰 １４±３􀆰 ２５＃＃ ２０􀆰 ９４±２􀆰 ４９＃＃ ７􀆰 ８２±１􀆰 ６６＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与通脉开窍丸高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验大鼠运动轨迹图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
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３􀆰 ２　 通脉开窍丸对 ＶＣＩ 大鼠神经元形态的影响　 假

手术组神经元细胞形态结构完整， 排列紧密， 细胞

核呈圆形或椭圆形， 未见明显的细胞核固缩和细胞

坏死、 凋亡现象； 模型组神经元数量减少， 排列分

散， 形状不规则， 出现明显的细胞核萎缩和细胞空

泡坏死； 通脉开窍丸各剂量组和尼莫地平组大鼠神

经元丢失情况、 细胞形态排列情况以及深染程度均

较模型组有不同程度好转， 且高剂量组对神经元的

改善情况优于低剂量组； 通脉开窍丸高剂量 ＋
ＡＧ４９０ 组大鼠海马神经元部分细胞坏死明显， 神

经元数量减少， 细胞形态不规则， 排列松散无序，
组织受损程度较为严重， 见图 ２。

注： 红色箭头所示为细胞皱缩深染。

图 ２　 各组大鼠神经元形态 （ＨＥ 染色， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×４００）

３􀆰 ３　 通脉开窍丸对 ＶＣＩ 大鼠神经元尼氏小体的影

响　 假手术组海马神经元形态正常， 细胞结构完

整， 排列紧密， 核仁清晰， 尼氏小体数量丰富； 模

型组海马神经元排列紊乱， 大小不一， 核仁消失，
细胞坏死现象明显， 尼氏小体丢失严重； 与模型组

比较， 通脉开窍丸各剂量组和尼莫地平组尼氏小体

损伤缓解， 海马神经元排列也更为整齐； 通脉开窍

丸高剂量＋ＡＧ４９０ 组神经元细胞大小不一、 结构异

常， 尼氏小体数量减少， 表明海马区病理损伤有所

加重， 见图 ３。

注： 红色箭头所示为尼氏小体。

图 ３　 各组大鼠神经元尼氏小体形态 （尼氏染色， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｎｉｓｓｌ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×４００）

３􀆰 ４　 通 脉 开 窍 丸 对 ＶＣＩ 大 鼠 海 马 组 织 ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ ／ ＶＥＧＦ 信号通路蛋白表达的影响　 与假手术

组比较， 模型组大鼠海马组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、
ＶＥＧＦ 蛋白表达均升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比
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较， 通脉开窍丸各剂量组和尼莫地平组大鼠海马组

织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与通脉开窍丸高剂量组比较， 通

脉开窍丸高剂量＋ＡＧ４９０ 组大鼠海马组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、

ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明

通脉开窍丸通过促进该信号通路的激活来刺激血管

生成的发生， 见图 ４。

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与通脉开窍丸高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠海马组织 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＪＡＫ２， ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 通脉开窍丸对 ＶＣＩ 大鼠海马神经元超微结构

的影响　 假手术组神经元结构完整， 线粒体形态正

常， 结构清晰， 嵴排列整齐， 染色质均匀分布， 胞

质内细胞器结构清晰， 内皮细胞未见水肿。 模型组

神经元可见不同程度的水肿， 线粒体嵴断裂或消

失， 结构不清， 有的高度空泡化。 与模型组比较，
通脉开窍丸低剂量组核膜双层结构不明显， 部分线

粒体嵴断裂， 结构模糊， 未见明显高度空泡化的线

粒体； 通脉开窍丸高剂量组和尼莫地平组大鼠神经

元形态恢复明显， 结构较完整， 细胞排列较规则、
紧密， 基膜基本正常， 水肿减轻， 已接近正常状

态。 与通脉开窍丸高剂量组比较， 尼莫地平组海马

神经元细胞形态及数量改善情况无明显差异； 通脉

开窍丸高剂量＋ＡＧ４９０ 组大鼠神经元水肿， 核膜断

裂， 核仁不清晰， 可见少量线粒体空泡变性， 但损

伤程度低于模型组大鼠。 结果见图 ５。
３􀆰 ６　 通脉开窍丸对 ＶＣＩ 大鼠海马 ＭＶＤ 的影响　 与

假手术组比较， 模型组大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＭＶＤ 值升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 通脉开窍丸各剂量

组和尼莫地平组大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＭＶＤ 值升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与通脉开窍丸高剂量组比

较， 通脉开窍丸高剂量＋ＡＧ４９０ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区

ＭＶＤ 值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
４　 讨论

毛德西教授认为血管性认知障碍在中医上属

“愚痴” “呆病” “痴呆” 等病证的范筹， 其病位
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图 ５　 各组大鼠海马神经元超微结构 （透射电镜， ×２０ ０００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ×２０ ０００）

注： 与假手术组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与通脉开窍丸高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６ 　 各组大鼠海马 ＭＶＤ 比较 （免疫荧光， × ４００，
ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＶＤ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ×４００， ｎ＝３）

在心在脑， 痰瘀阻窍是对本病病机的高度概括。 故

祛痰化瘀、 开窍增智的观点贯穿于中医论治血管性

认知障碍的全过程。 “通脉开窍丸” 由丹参、 石菖

蒲、 远志、 赤芍、 郁金、 三七、 茯神、 浙贝组成，
方中以丹参、 石菖蒲作为君药， 能豁痰祛瘀， 开窍

醒神； 赤芍、 三七共为臣药， 能活血祛瘀， 疏通血

脉； 郁金、 远志、 茯神、 浙贝共为佐药， 可解郁宁

心， 醒神增志。 诸药合用共奏化痰开窍、 祛瘀通

脉、 醒神增智之功。
ＶＣＩ 是一类由脑血管疾病及其危险因素引起的

认知功能下降综合征， 发病机制复杂［１２⁃１３］。 血管

生成是构成复杂血管网络的关键环节， 大脑依靠持

续血液供应来维持其结构和功能完整性［１４⁃１５］。 而

脑血管病变时会出现血管新生不足， 损害神经元正

常功能。 因此， 血管生成是通脉开窍丸治疗 ＶＣＩ
的一个重要机制， 新血管的生成可改善缺血区脑血

流量， 为受损神经细胞提供营养支持， 促进神经功

能恢复和认知能力改善。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路在促进细胞周期、

增殖和血管生成中起重要作用， 激活该通路可上调

ＶＥＧＦ 和 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ） 表达， 改善缺血性卒中

后血管生成［１６］。 脑缺血损伤也可以激活血管内的

Ｗｎｔ 信号通路， 促进血管内皮细胞新生［１７］。 缺氧

诱导 因 子⁃１α （ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α， ＨＩＦ⁃
１α） 通路在缺氧条件下被激活， 通过上调 ＶＥＧＦ
等因子的表达促进血管生成［１８］， 在这些复杂的信

号通路网络中， ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路在脑损伤后

的血管生成和神经修复过程中也发挥关键作用。
ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路参与细胞生长、 代谢、 分

化、 降解和血管生成等多个基因的转录和表达［１９］。
ＪＡＫ２ 是一类广泛分布于细胞内的非交叉型酪氨酸

激酶， 细胞因子受体激活 ＪＡＫ２ 后， 磷酸化 ＳＴＡＴ３
蛋白， 磷酸化后的 ＳＴＡＴ３ 会发生构象变化， 形成

二聚体并转移到细胞核内， 促进多种与细胞分化、
凋亡及血管生成等生物过程相关的下游基因表

达［２０］。 ＶＥＧＦ 是一种高度特异的血管内皮细胞有

丝分裂源， 能诱导新血管的形成， 并提升血管通透

性［２１］。 研究表明， 缺血状态下血管生成有助于神

经功能损伤恢复， 这一过程主要是由 ＶＥＧＦ 表达水

平升高引起［２２⁃２３］。
本实验通过双侧颈总动脉分次结扎建立大鼠
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ＶＣＩ 模型， 探究通脉开窍丸对 ＶＣＩ 的干预作用及其

对 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＶＥＧＦ 信号通路的影响， 结果显示

通脉开窍丸能激活该信号通路， 提升 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 及 ＶＥＧＦ 蛋白表达， 促进 ＶＣＩ 后的血管生

成， 并能减轻海马神经元线粒体损伤。 此外， 该药

还能缩短 ＶＣＩ 大鼠的逃避潜伏期， 增加穿越平台

次数， 减轻大鼠海马 ＣＡ１ 区病理学损伤， 有效改

善血管性认知障碍大鼠认知功能。 这一发现初步揭

示了通脉开窍丸治疗 ＶＣＩ 的分子机制， 不仅为中

医药治疗 ＶＣＩ 提供了新靶点， 也为后续的临床研

究和药物研发奠定了重要基础。
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