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滋补肝肾中药对局灶性脑缺血大鼠
脑内基质金属蛋白酶表达的影响※
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　　摘　要　目的：脑梗死后星形胶质细胞的过度活化将形成胶质瘢痕阻碍轴突生长，基质金属蛋白酶（ｍａ
ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）是分解细胞外基质的蛋白酶类中最重要的一类。本实验拟研究滋补肝肾中药复
健片对局灶性脑缺血大鼠脑内ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的影响，探讨复健片治疗缺血性卒中的作用机理。方法：
雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠４９只随机分为假手术组、模型组（分设１ｗ、２ｗ、３ｗ组）、给药组（分设１ｗ、２ｗ、３ｗ组），模型组与
给药组进行右侧近端大脑中动脉电凝术造成大鼠局灶性脑缺血模型，假手术组行同样开颅术，但不凝闭大脑

中动脉，其余操作同模型组。于造模成功后第６天起药物组灌胃给予复健片，剂量为９ｇ生药／ｋｇ／ｄ，余二组分
别灌胃给予同等量生理盐水，日１次。分别在相应时间点取材后用酶联免疫吸附法检测ＭＣＡＯ大鼠脑内
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达。结果：模型组ＭＭＰ２、ＭＭＰ９活性在给药１周后较假手术组有显著差异，说明造模成
功；模型组在给药１周、２周和３周后无差异；药物组在治疗２周和３周后同组间较前期有差异，说明ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９活性随着用药时间的延长逐渐表达增强；药物组在治疗１周后ＭＭＰ２、ＭＭＰ９活性较同期模型组尚无
显著差异，但２周及３周后表达显著增强，与同期的模型组产生了显著差异。结论：复健片治疗缺血性卒中的
作用机理可能与后期上调ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，从而抑制胶质瘢痕的形成，以解除神经功能重塑的负面因
素有关。

　　关键词　复健片　缺血性卒中　ＭＭＰ２　ＭＭＰ９

　　中枢神经系统内的胶质细胞和神经元共同形成
一个统一的有机体，胶质细胞参与神经元功能的调

节，并在联系和维持神经元生存的微环境中起重要作

用。而星形胶质细胞（Ａｓｔｒｏｇｌｉａ，Ａｓ）是中枢神经系统
最主要的大胶质细胞。脑缺血缺氧后，星形胶质细胞

的反应性活化，对神经元具有“双刃”作用［１］。瘢痕阻

碍轴突生长的成分主要是胶原，而明胶酶是唯一能降

解Ⅳ型胶原三螺旋部位的酶类。Ⅳ型胶原酶主要包
括明胶酶Ａ（ＭＭＰ２）和明胶酶 Ｂ（ＭＭＰ９），通常情况
下只以酶原的形式存在，机体主要通过对其基因表

达、酶原激活、活性抑制等步骤的调控来控制其降解

作用。因此，研究药物对 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９的调控作

用，可以减少损伤诱导的基膜沉积，从而有利于神经

纤维延长穿过损伤区，沿着原先的路径重新支配靶目

标，重新髓鞘化，恢复正常传导，使星形胶质细胞的功

能扬长避短，对防治神经系统疾病具有重要的意义。

１　材料和方法
１１　实验设计　随机对照的动物实验研究。
１２　单位　实验在山东大学医学院药理实验室、山
东中医药大学附属医院完成。

１３　材料　实验动物：取雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠（清洁级），
体重约２５０～３００ｇ，共４９只（山东大学实验动物中心
提供，动物合格证号：鲁动质字２００３０００４）。单笼饲养
一周，自由饮水和摄食。饲养室温度２４～２５℃，相对
湿度７％左右，光照明暗比为１３∶１１。
１４　实验仪器　造模所需仪器：显微手术钻，ＸＳＺ－２
型，上海光电公司；双极电凝器，ＳＪ２型，上海光电公
司；ＷＴ１１００１Ｒ型电子天平，江苏省常州市万得天平



中医药通报　２００７年４月　第６卷　第２期

５４　　　 ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＪｏｕｒｎａｌ

仪器厂；电热恒温水槽，ＤＫ６００型，上海精宏实验设
备有限公司；手术显微镜，光学显微镜均为上海医用

光学仪器厂产品；大鼠固定器。

指标检测所需仪器：ＧＺＹＤＨ型电热恒温干燥
箱，宁波医疗器械二厂；ＳＥＡＣ型全自动酶标仪，意大
利进口；电热恒温水浴箱，北京长安科学仪器厂；高速

离心机，德国进口；手工匀浆器；２０μＬ、１００μＬ、１０００μＬ
移液器及吸头。

１５　实验药品及试剂　复健片（由山东鲁信药业有
限公司生产，批号：２００３０１１５，主要药物为何首乌、桑
寄生、草决明、海马、淫羊藿）；戊巴比妥钠购自上海化

学试剂采购供应站分装厂；注射用青霉素钠购自山东

鲁抗医药股份有限公司；氯代三苯基四氮唑（红四氮

唑，ＴＴＣ）购自上海试剂三厂；ＭＭＰ２、ＭＭＰ９酶联免
疫试剂盒购自美国ＢｉｏｎｅｗｔｒａｎｓＰｈａｒｍａｃｉｕｔｉｃａｌＢｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司，批号：３６３３１。
１６　实验方法
１６１　动物分组及造模　大鼠按统计学随机数字表
法随机分为假手术组、模型组（分设１ｗ、２ｗ、３ｗ组）、
给药组（分设１ｗ、２ｗ、３ｗ组），每组各７只，共４９只。
模型组和给药组按 Ｔａｍｕｒａ［２］的方法稍加改进进行
右侧近端大脑中动脉电凝术制备大鼠局灶性脑缺血

（ＭＣＡＯ）模型。麻醉醒后２４ｈ内出现①左侧肢体痛
刺激收缩现象消失；②向左侧倾倒或转圈；③提尾时
左上肢不能向前伸直。具备以上３项为大鼠局灶性
脑缺血模型复制成功，纳入实验，进行分组，余者弃

之。假手术组大鼠行同样开颅术，但不凝闭大脑中动

脉，其余操作同模型组。因手术死亡５只。
１６２　给药及取材　在造模的基础上给予复健片灌
胃，给药组分别于造模成功后第６天起开始给予复健
片灌胃，剂量为９ｇ生药／ｋｇ／ｄ，假手术组与模型组分
别给予等量的生理盐水。注：大鼠在进行右侧近端大

脑中动脉电凝术后，因伤口疼痛、舌肌瘫痪等原因严

重影响动物主动进食，为了保证其营养供应，特在每

日早晨和晚间分别灌胃给予５ｍｌ牛奶，并将普通大鼠
饲料进行软化，制作成球状投放入鼠笼中便于其摄

取。分别于给药１ｗ、２ｗ、３ｗ时断头处死大鼠，并取梗
死灶周围脑组织置于－８０℃冰箱保存备用待测。
１６３　指标检测　标本融化后仍然保持２－８℃的温
度。与匀浆缓冲液（００１ＭＰＢＳＰＨ７４）以１∶９的比
例置于玻璃匀浆缓冲器中充分研磨混匀，制成体积分

数为１０％的脑匀浆。匀浆液置于试管中，离心２０分
钟左右（２０００转／分），仔细收集上清。取出一定量的

上清用ＰＢＳ缓冲液稀释１０万倍。采用酶联免疫吸附
法测定分析 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的活性。（１）取出酶标
板，依照次序对应分别加入５０μｌ的标准品于空白微
孔中；（２）分别标记样品编号，加入５０μｌ样品于空白
微孔中；（３）在标准品孔和样品孔中加入５０μｌ的生物
素标记溶液；（４）３７℃孵育反应６０分钟；（５）洗板机
清洗５次，每次静置１０～２０秒；（６）在标准品孔和样
品孔中加入５０μｌ的酶标记溶液；（７）３７℃孵育反应３０
分钟；（８）洗板机清洗５次，每次静置１０～２０秒；（９）
每孔加入底物 Ａ、Ｂ液各５０μｌ；（１０）３７℃下避光孵育
反应１５分钟；（１１）每孔加入５０μｌ终止液，终止反应。
１６４　结果判断及统计学分析　（１）仪器值：于波长
４５０ｎｍ的酶标仪上读取各孔的ＯＤ值；（２）以ＯＤ值为
纵坐标，以标准品的浓度为横坐标，绘制曲线图；（３）
根据样品的ＯＤ值查找对应的浓度范围；（４）敏感度：
０１ｎｇ／ｍｌ。

所有数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＡＳ８１统计软件包对数据进行处理，多组计量资料
的样本均数比较采用方差分析，以 α＝００５和 α＝
００１作为检验标准。

２　实验结果
２１　实验动物数量分析　最初纳入动物４９只，造模
不成功或死亡１４只，最后每组５只共３５只大鼠进入
结果分析。

２２　复健片对局灶性脑缺血大鼠脑内基质金属蛋白
酶表达的影响　见表１。

表１　复健片对ＭＣＡＯ大鼠ＭＭＰ２、ＭＭＰ９活性的影响（ｘ±ｓ）

组 别 样本量 时 间 ＭＭＰ２（μｇ·ｍｌ－１）ＭＭＰ９（μｇ·ｍｌ－１）

假手术组 ５ 给药１ｗ后 ３３４１７±６６８ ５３６１７±８３１
５ 给药１ｗ后 ５８２００±６２１Ａ ８００４０±７０２Ａ

模型组 ５ 给药２ｗ后 ５７３８０±６３０Ｂ ７９３８０±６５４Ｂ

５ 给药３ｗ后 ５６５００±９１０Ｂ ７８７３３±６７７Ｂ

５ 给药１ｗ后 ５９０８０±９６０Ｄ ８０６４０±５７７Ｄ

药物组 ５ 给药２ｗ后 ６０２２０±３８３ＣＥ ８１９４０±７５０ＣＥ

５ 给药３ｗ后 ６１３２０±７２３ＣＥ ８３４４０±８９９ＣＥ

　　注：与假手术组比较，ＡＰ＜００１；与同组前期比较，ＢＰ＞００５，ＣＰ

＜００５；同期组间比较，ＤＰ＞００５，ＥＰ＜００１。

结果显示，模型组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９活性在给药１
周后较假手术组有显著差异，说明造模成功；模型组

在给药１周、２周和 ３周后无差异；药物组在治疗 １
周、２周和３周后同组间较前期有差异，说明 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９活性随着用药时间的延长逐渐表达增强；药物
组在治疗１周后ＭＭＰ２、ＭＭＰ９活性较同期模型组尚
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无显著差异，但２周及３周后表达显著增强，与同期
的模型组产生了显著差异。

３　讨论
星形胶质细胞有利于可塑性修复作用发生，在缺

血性脑损伤时其在损害区周围形成一胶质界膜，以减

少缺血损伤扩大［３］，在正常组织、损伤区及血管之间

起着特殊的运输作用，并分泌多种神经营养因子［４］，

以促进中枢神经和周围神经轴索的生长和存活［５］，利

于损伤的修复；但是另一方面过度的胶质化却可作为

机械屏障影响髓鞘和轴索的再生，从而影响周围神经

组织的结构修复和功能恢复。因而，星形胶质细胞在

脑损伤中具有“双刃剑”作用，其在脑内的适度活化无

疑具有重要的意义。

基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）
是分解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的蛋白酶
类中最重要的一类。它们存在于正常人体，参与伤口

愈合、妊娠分娩等生理过程，也参与了多种病理过程，

包括肿瘤浸润、炎症反应等。近来研究表明，ＭＭＰｓ尤
其是明胶酶（ＭＭＰ２、ＭＭＰ９）与脑血管病、脑肿瘤、脱
髓鞘病变等关系密切［６］。

瘢痕阻碍轴突生长的成分主要是胶原或基膜，其

中Ⅳ型胶原是组成细胞外基质的主要结构蛋白，而Ⅳ型
胶原酶／明胶酶是唯一能降解Ⅳ型胶原三螺旋部位的酶
类。Ⅳ型胶原酶也被称为明胶酶（ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ），主要包
括Ｍｒ分别为７２×１０３和９２×１０３的明胶酶Ａ（ＭＭＰ２）
和明胶酶 Ｂ（ＭＭＰ９），通常情况下只以酶原的形式存
在，机体主要通过对其基因表达、酶原激活、活性抑制

等步骤的调控来控制其降解作用。脑缺血后涉及ＭＭＰ
活性表达的调节机制还不清楚。由于 ＭＭＰ基因结构
中具有ＡＰ１（激活剂蛋白１）的结合位点，故认为某些早
期基因如ｃｆｏｓ和ｃｊｕｎ可能参与了 ＭＭＰ表达的调节
过程；同时，分裂原激活蛋白激酶信号传导路的激活可

能也与此有关［７］。ＭＭＰｓ几乎能够降解细胞外基质的
所有成分［８］。

有学者［９］研究认为活性ＭＭＰ９于血管闭塞后３ｈ
即可检测到。另有研究结果显示，脑梗死病人发病２
～５天内血浆ＭＭＰ９水平明显升高，而发病２周时血
浆ＭＭＰ９水平降至正常［１０］。Ｒｏｍａｎｉｃ等［１１］则用含明

胶的十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）
酶谱法检测大鼠 ＭＣＡＯ后６至３０天内 ＭＭＰ的脑内
表达与活性，发现卒中后６ｈ可检测到 ＭＭＰ９活性，
卒中后１２ｈ明显升高，２４ｈ表达最多。提示脑梗死早

期可以诱导 ＭＭＰ９的表达，并呈现一定的时间效应。
脑缺血诱导ＭＭＰ９表达升高的确切机制目前尚不清
楚。多数学者认为中性白细胞、内皮细胞是脑梗死后

早期表达 ＭＭＰ９的细胞，受炎性介质的刺激，小胶质
细胞也能产生［１２］；晚期表达则见于巨噬细胞［１１］。学

者研究发现，ＭＭＰ２及ＭＭＰ９的表达有时间依赖性，
ＭＭＰ２在ＭＣＡＯ后６小时、１２小时可见表达增加，在
２４小时、２天表达增加显著，在５天后达高峰，７天渐
下降。ＭＭＰ９在 ＭＣＡＯ后６小时可见表达增加，在
１２小时、２４小时表达增加显著，在２天达高峰，５～７
天渐下降。这种时间依赖与 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９在
ＭＣＡＯ的作用密切相关［１３］。

因此，对脑缺血后期区域性ＭＭＰ２和（或）ＭＭＰ９
表达的上调可以减少损伤诱导的基膜沉积，从而有利

于神经纤维延长穿过损伤区，沿着原先的路径重新支

配靶目标，重新髓鞘化，恢复正常传导功能。

肝肾精血之盛衰与神经元密切相关。中医范畴的

“脑髓”似应涵盖神经元、神经干细胞、神经祖细胞、神

经胶质细胞、基质细胞、胞外基质等脑内基本结构和功

能单位［１４］。中医认为“肾”是神经系统、内分泌系统、

免疫系统等功能的高度整合单位。肾主骨，生髓，为先

天之本。脑为髓海，脑髓是脑实施功能的物质基础。

故神经功能的重塑与肾密切相关。肝肾同源，肝藏血

而且主疏泄，封藏于肾之精，需依赖于肝血的滋养而维

持充足；肾脏生髓的功能，也依赖于肝气的疏泄作用而

将血量调节得当。肝肾封藏疏泄有度，则血液运行正

常；肝肾精血充盈，则脑髓生长旺盛。肝脏还具有生升

阳气以启迪诸脏的作用，维持脑髓再生之动力。是故

肝肾无疑在维持脑内神经元的相对恒定，抗损伤修复

机制中占主导地位。

复健片是导师在阅读了大量古今文献的基础上，

结合多年的临床经验创制而成，是导师多年来用于缺

血性卒中临床治疗的经验方。药物组成：何首乌、桑寄

生、草决明、海马、淫羊藿。何首乌：苦甘性温，归肝肾

经，可补肝肾、益精血，重用为君药。桑寄生味苦甘性

平，归肝肾经，得桑之余气而生，质厚而柔，不寒不热，为

补肾利血之要剂，可以益肝肾、强筋骨；草决明味甘咸，

性微寒，归肝肾、大肠经，既补肝肾又清肝热，与桑寄生

共为臣药，助何首乌以达滋补肝肾之功。海马：味甘性

温，归肝肾经，有温补肾元之功；淫羊藿味辛甘性温，归

肝肾经，亦可温补肾元，与海马共为佐药，阳气充足，阴

津得以上承，收阳中求阴之效。诸药合用，体现了调补

肝肾，补益精血的治疗大法，可以图治中风之根本。
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５６　　　 ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＪｏｕｒｎａｌ

本实验发现，复健片可在用药 ２周后明显增强
ＭＣＡＯ大鼠脑内 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，说明复健片
可增强缺血性卒中后模型大鼠脑组织中的 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９的活性，充分调动其在卒中后期对神经系统损
伤的各种修复机能，从而抑制胶质瘢痕的形成以解除

神经功能重塑的负面因素。本研究从分子水平揭示

了补益肝肾中药治疗缺血性卒中的作用机制，其研究

结果有望为本病的治疗提供确切可行的治法和行之

有效的中药制剂。从一定程度上揭示了“肾生髓”理

论的物质基础。其研究结果对中医基础理论的发覆

和创新，有一定借鉴意义和示范作用，有助于全面系

统地认识和把握中医学，使中医学沿着多元化的模式

发展。
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　医林拾趣　 骨碎补趣谈
　　骨碎补，又名猴姜，为水龙骨科多年生草本附生蕨类植物，主产于我国浙江、福建、台湾、广东、广西、江西、湖北、四川、
贵州、云南等地。

说起骨碎补和猴姜这两个名字的来历，还流传着一个神奇的故事。传说唐代开元年间，有一位老药农，养了一只小猴

子。这只猴子机灵可爱，老药农经常带着它上山采药。有一天，小猴不慎从悬崖上摔下来，跌断了小腿骨。老药农用草药

为它治伤，不见好转。夜里，小猴躺在草窝里疼得嗷嗷直叫，恰巧被路过此地的一只老猴发现。老猴窥视周围见没有什么

动静，便从窗子跳进草窝里，查看了小猴受伤的小腿后，低低地叫了几声就走了。第二天凌晨，老猴嘴里叼着一些草药又跳

进草窝里，将那草药的块根嚼烂敷在小猴腿伤处后，便悄悄离去。几天后，小猴的腿伤竟奇迹般地痊愈了，又活蹦乱跳起

来。老药农十分高兴。他仔细观察小猴窝里的草药，只见其根粗壮扭曲，略似猴形，再尝尝味道，辛辣如姜，便给它取名“猴

姜”。此后，老药农经常采挖“猴姜”为乡亲们治疗骨伤，证实此药对治疗跌打损伤、骨折确有奇效。不久，唐玄宗李隆基因

荡秋千，不慎跌坏腰脊骨，痛楚异常，虽经御医多方诊治，均未见效。他命令张贴皇榜寻求良医。老药农闻讯前去揭了皇

榜，用“猴姜”治愈了唐玄宗的腰伤。玄宗大喜，问明此药的来历，认为它治疗跌打损伤、骨折疗效甚佳，遂赐名“骨碎补”。

从此，“骨碎补”的名字便流传下来。

关于骨碎补得名，虽有多种说法，但确与其功效有关。《本草拾遗》记载：“骨碎补，本名猴姜，以其主伤折、补骨碎，故命

此名。”中医认为，骨碎补性温，味辛苦，具有补肾强骨、活血化瘀、消肿止痛、接骨续伤、祛风除湿的功效，可用于治疗肾虚腰

痛、腰肌劳损、腰膝疼痛、跌打闪挫、损伤筋骨、外伤肿痛等症。特别是骨碎补鲜品治疗胸肋挫伤、骨折伤痛，其止痛的功效

非常显著。


