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脑梗死因高发病率、高致残率、高死亡率及高

复发率与心脏病、恶性肿瘤组成人类的三大死亡病

因，给人类的健康造成极大的威胁[1]。糖尿病并发

脑梗死是糖尿病最常见的血管并发症[2]。microRNAs

是一类具有转录后调节活性的内源性单链小分子

RNA，长约19～25bp，具有高度保守、非编码、短序列

等特性，在转录后阶段调控相关靶基因蛋白质的表

达。越来越多的研究结果显示microRNAs与糖尿病

的发生发展及预后转归密切相关[3-4]。miR-320还

可以抑制血管生成，其抑制剂有可能成为一种治疗

糖尿病及其慢性并发症的有效药物。miR-320的

靶点包括VEGF、bFGF、IGF-1及其受体IGF-1R在

内的多种生长因子及其受体[5]。miR-320负性调控

IGF-1及其受体IGF-1R，对糖尿病诱发的血管病变

有重要影响。我们在前期研究中发现，中药复原醒

脑汤可以减轻胰岛素抵抗，促进血管新生因子VEGF

以及SDF-1、CXCR4的表达，促进血管新生，减少脑

梗死体积[6-7]，但是复原醒脑汤对miR-320的表达以

及相关靶点的影响还未得到证实。本研究制作糖尿

病脑梗死大鼠模型，观察复原醒脑汤对模型大鼠缺

血脑组织miR-320以及IGF-1表达的影响，以期从

microRNAs对基因表达调控作用途径阐述复元醒脑

汤促进糖尿病脑梗死缺血区血运重建的分子机制与

有效作用靶点。

1 实验材料

1.1  动 物  150只 健 康 雄 性SD大 鼠，体 质 量

（250±25）g，购自上海杰思捷实验动物有限公司，

动物合格证号：SCXK（沪）2011-009。

1.2  药物与试剂  TTC染色液（2%）购于上海远慕

生物科技有限公司；蛋白浓度BCA法测定试剂盒购

于美国Thermo公司；肝素钠、SDS-PAGE凝胶配制试

剂盒、组织裂解液（RIPA）和ECL化学发光试剂盒

购于上海市碧云天生物技术有限公司；Anti-IGF1

抗 体，Anti-IGF1  Receptor抗 体 和Anti-GAPDH抗

体购于美国abcam公司；RNA抽提试剂盒购于美国

ZYMO  RESEARCH公司；反转录试剂盒购于Takara

公司（大连宝升生物）。复元醒脑汤，药物组成：人参

10g（单煎），三七10g，石菖蒲12g，水蛭10g，益母草
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30g，生南星15g，制大黄9g（后下），浓度388g/L，由

上海中医药大学附属龙华医院药剂科制备。

1.3  主要仪器  实时荧光定量PCR仪（Thermo  Fisher，

美国），化学发光成像系统（天能化学发光成像系统，

Tanon-5200Multi），正置显微镜（OLYMPUS，日本），

透射电镜（日本电子，JEM-2000EX）。

2 实验方法

2.1  分组与造模  将实验大鼠按随机数字表法随机

分为正常组、假手术组、模型组、西药组、中药组，每

组30只。糖尿病模型制作：模型组、西药组和中药

组大鼠腹腔注射链脲佐菌素（STZ，美国Sigma公司）

50mg/kg，随后采用高糖高脂肪食物饲养2周复制糖

尿病大鼠模型，连续1周测量血糖大于16.6mmol/L为

造模成功。脑梗死模型制作：将3/0单股尼龙线，置

于肝素钠中浸泡；用10％水合氯醛（0.35mL/100g）

麻醉大鼠，在颈部正中偏右侧行竖直切口，剥离出

右侧颈总动脉（CCA）、颈内动脉（ICA）和颈外动脉

（ECA）；结扎ECA起始端和CCA近心端，用眼科剪在

CCA远心端和近心端之间剪一个小口距离颈总动脉

分叉5mm，经CCA插入3/0尼龙线至大脑中动脉起始

段，深度为（18.5±0.5）mm；维持体温（37.0±0.5）℃；

用乙醚再次麻醉大鼠，术后2h把尼龙线轻拔退1cm，

作为再灌注0h。正常组不作任何处理；假手术插线

深度为10mm，余同造模大鼠。脑梗死造模死亡率

为37%，根据评分Berderson（≥1）鉴定造模成功[8]，

本实验中动物处理方法符合动物伦理学标准。模型

组、假手术组、西药组和中药组每组随机挑选成模的

15只大鼠，正常组也随机挑选15只正常大鼠进行研

究。

2.2  药物干预  根据临床经验，参照陈奇主编《中

药药理实验方法学》依实验动物与人体表面积比计

算，中药组每日按10.4g/kg体重给予复元醒脑汤灌

胃，西药组每日以二甲双胍27mg/kg体重和尼莫地平

2.16mg/kg体重灌胃，正常组、假手术组、模型组均给

予等容量的生理盐水灌胃，每日2次，连续14d。

2.3  检测指标

2.3.1  脑梗死体积测定  各组大鼠治疗14d后用

10%水合氯醛腹腔注射深度麻醉（每组7只），放血，

打开颅骨，取出完整的脑组织，用刀片将脑切成6片

2mm左右厚度，用2%TTC染色液37℃中避光染色

30min[9]，拍照并用ImageJ软件分析各组大鼠脑组织

梗死体积。

2.3.2  缺血脑组织病理形态学观察  治疗后每组取

4只大鼠，深度麻醉后进行心脏灌流，断头取脑组织。

每组2只大鼠进行脑组织HE染色，用多聚甲醛（4%）

固定，进行组织梯度脱水，包埋，病理切片，染色和封

片，于正置显微镜下观察并拍照。每组另外2只大鼠

进行透射电镜观察，将大鼠脑组织用2.5%戊二醛固

定，树脂包埋，超薄切片和染色，于透射电镜下观察

脑缺血后皮质微血管超微结构的改变。

2.3.3  缺血脑组织miR-320基因表达水平及IGF-1、
IGF-1R蛋白表达水平检测  治疗后各组大鼠取

3只，用10%水合氯醛腹腔注射深度麻醉，快速断

头冰上取脑，剪开颅骨取得脑组织。分离出脑梗

死组织（正常组与假手术组取全脑组织），根据中

心线位置一分为二，一半加入RNA抽提试剂进行

组织匀浆，并抽提RNA，利用反转录试剂盒反转

录为cDNA。采用实时荧光定量PCR仪进行定量

PCR（QPCR）检 测 缺 血 脑 组 织miR-320、IGF-1、

IGFR和GAPDH的基因表达水平。引物序列，MiR-

320-F ：ACACTCCAGCTGGGACTTAAACGTGGTTG

TAC；MiR-320-R ：TGTCGTGGAGTCGGCAATTC；

IGF-1-F ：ACTCGATAACTTTGCCAGAAGAG ；

IGF-1-R ：TTCTTGTGTGTCGATAGGGGC ；

IGF-1R-F ：TAGTGGGTGTGTTGCCACC ；IGF-

1R-R：TCCACCGTGTTGCAAGACTAG；内 参 基

因GAPDH-F ：ACTTTGGCATCGTGGAAGGG ；

GAPDH-R：TGCAGGGATGATGTTCTGGG。另一半脑

梗死组织采用Western方法，加入组织裂解液（RIPA）

进行脑组织匀浆，离心后（12000r/min，5min）用BCA

试剂盒定量蛋白浓度，进行SDS-PAGE电泳，PVDF转

膜，4℃孵育一抗（IGF-1、IGF-1R）过夜，室温孵育

二抗1h，在化学发光成像系统下用ECL化学发光试

剂盒显影检测缺血脑组织IGF-1、IGF-1R蛋白表达

水平[9]。

2.4  统计学方法  实验数据使用SPSS  16.0进行分

析，各实验组数据差异性均以（x-±s）表示，P<0.01
表示存在统计学差异，不同组之间的比较采用

One-ANOVA分析，组内比较用LSD方法。

3 实验结果

3.1  各组大鼠脑组织梗死体积比较  正常组织被染

成红色，梗死区域为苍白色。从TTC染色图片中可见，梗

死范围主要位于额叶、顶叶、部分颞叶皮质、背侧丘脑、

内囊和纹状体等大脑中动脉支配区域，见图1。正常组

和假手术组大鼠的脑组织无梗死灶；模型组、西药

组和中药组均有明显的脑梗死病灶，其中西药组和

中药组脑组织的梗死范围均小于模型组。模型组

脑梗死体积（175±19）mm3，西药组脑梗死体积

（148±21）mm3，中药组脑梗死体积（132±15）mm3，

正常组与假手术组脑梗死体积均为0。各组脑梗死
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体积比较，模型组和假手术组比较有极显著性差异

（P<0.01），中药组、西药组大鼠脑梗死体积明显小于

模型组（P<0.01），中、西药组组间比较差异无统计学

意义（P>0.05）。

图1  各组大鼠脑组织梗死情况

（A.正常组，B.假手术组，C.模型组，D.西药组，E.中药组）

3.2  各组大鼠脑组织病理形态学比较

3.2.1  HE染色  见图2。正常组细胞排列整齐，细

胞核居中，染色较深，数量较多，细胞质的染色较为

均一，没有出现细胞变性和坏死的现象。假手术组

出现了细胞核固缩的现象，细胞质染色欠均匀，细胞

有轻微损伤。模型组细胞之间的间隙增大，排列紊

乱，细胞核固缩、破裂甚至消失，胞浆染色不均一，出

现水肿现象，有明显的细胞变性和坏死。西药组和

中药组细胞排列趋向于规则、有序，细胞核固缩和弥

散现象减弱，胞浆染色较模型组均匀，细胞损伤明显

得到改善。

图2  各组大鼠脑组织病理改变（HE染色，400×）

（A.正常组，B.假手术组，C.模型组，D.西药组，E.中药组）

3.2.2  透射电镜观察  见图3。正常组脑皮质微血

管的血管壁厚，电镜下染色深，血管内皮细胞之间

紧密连接，基底膜紧密连接。假手术组的血管连

接比较紧密，细胞核染色较深，未出现明显的细胞

器损伤。模型组的细胞连接疏松，血管细胞壁比较

薄，胞核弥散。西药组、中药组与模型组相比管壁

相对增粗，血管内皮细胞的胞质水肿减轻，胞核弥

散减轻，紧密连接逐渐恢复规则化，基底膜疏松减

弱。

图3  各组大鼠脑皮质微血管形态（Bar值为2μm）

（A.正常组，B.假手术组，C.模型组，D.西药组，E.中药组）

3.3  各组大鼠缺血脑组织miR-320、IGF-1、IGF-1R基

因表达水平比较  采用实时荧光定量PCR技术检

测各组大鼠缺血脑组织miR-320、IGF-1、IGF-1R

基因表达水平，结果见表1。模型组与假手术组比

较miR-320基因的表达水平显著升高（P<0.01），
IGF-1  mRNA表达水平显著降低（P<0.01）；与模型

组比较，西药组和中药组miR-320基因表达水平显

著降低（P<0.01），IGF-1  mRNA表达水平显著升高

（P<0.01）；中药组、西药组组间比较差异无统计学

意义（P>0.05）。可见缺血脑组织中miR-320表达上

调，IGF-1的mRNA表达下调，而复元醒脑汤和西药都能

有效调节缺血脑组织中的miR-320基因和IGF-1  mRNA

表达，中、西药效果相近。与假手术组比较，模型组

大鼠缺血脑组织IGF-1R  mRNA表达无统计学差异

（P>0.05）。

表 1  各组大鼠缺血脑组织 miRNA-320、IGF-1、IGF-1R 基因表达水平比较

组别 动物数（只） miR320 IGF-1 IGF-1R

正常组 3 1.02±0.02 1.03±0.08 1.02±0.10

假手术组 3 1.34±0.23 1.12±0.35 1.05±0.08

模型组 3 14.34±0.68* 0.16±0.03* 0.96±0.21

西药组 3 3.95±0.34*# 0.73±0.11*# 1.05±0.12

中药组 3 3.47±0.03*# 0.84±0.12*# 1.13±0.07

    注：*与假手术组比较，P<0.01；#与模型组比较，P<0.01。

3.4  各组大鼠缺血脑组织IGF-1、IGF-1R蛋白表达水

平比较  采用Western  blot分析方法检测各组大鼠缺

血脑组织IGF-1、IGF-1R蛋白表达水平，结果见图4、

表2。模型组IGF-1蛋白表达水平显著低于假手术

组和正常组（P<0.01），西药组和中药组IGF-1的蛋
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白表达水平均显著高于模型组（P<0.01），中药组显

著高于西药组（P<0.01）。可见缺血脑组织中IGF-1

蛋白表达下调，经复元醒脑汤或西药治疗都能部分

恢复其表达，中药的疗效显著优于西药。与假手术

组比较，模型组IGF-1R的蛋白表达无统计学差异

（P>0.05）。

图4  各组大鼠缺血脑组织IGF-1、IGF-1R蛋白表达

表 2  各组大鼠缺血脑组织IGF-1、IGF-1R蛋白表达比较

组别 动物数（只） IGF-1 IGF-R

正常组 3 0.97±0.06 1.00±0.10
假手术组 3 1.05±0.06 0.93±0.09
模型组 3 0.00* 0.91±0.09
西药组 3 0.31±0.02*# 1.01±0.10
中药组 3 0.88±0.05*#△ 1.08±0.11

    注： *与假手术组比较，P<0.01；#与模型组比较，P<0.01；
△与西药组比较，P<0.01。

4 讨论

现代医学认为糖尿病是脑梗死的一个独立危险

因素，糖尿病患者发生脑梗死的概率是非糖尿病患

者的2～4倍。脑梗死发生的主要原因是动脉粥样硬

化，高血糖促进动脉粥样硬化的发展，致使糖尿病

患者脑动脉粥样硬化发生率约为70%。此外，高血

糖也可导致凝血系统的改变，促进血栓形成，引发并

加重动脉粥样硬化。尼莫地平为二氢吡啶类钙离子

拮抗剂，易透过血脑屏障，几乎不影响外周血管，但

能高度特异性作用于脑血管，抑制钙离子进入血管

平滑肌细胞，扩张脑血管，增加缺血脑组织的血液供

应。尼莫地平可抑制钙离子进入神经元，显著降低

神经元游离钙水平，减轻钙超负荷引起的神经元毒

性损害，可有效地预防和治疗脑血管痉挛引起的缺

血性脑神经损伤。二甲双胍具有独立于降糖外的血

管保护作用，通过对患者糖脂代谢的调节，使体内游

离Ca2+浓度降低，通过刺激外周组织吸收葡萄糖，舒

张血管平滑肌，有效改善胰岛素抵抗，并可起到控制

血压的作用。临床使用二甲双胍联合尼莫地平治疗

糖尿病脑梗死具有良好的效果。

中医认为糖尿病并发脑梗死属于“消渴并发中

风”的范畴，多由元气虚弱，肾元亏虚，形神俱伤，酿

生痰瘀，致瘀阻脉络，痰热生风，治疗中我们坚持以

扶持元气为主，联合逐瘀化痰、泄热息风通络，拟复

元醒脑汤。本方可以恢复机体平衡，扶正祛邪，使局

部及整体的血气调和，治疗缺血性中风，在减轻脑水

肿程度，改善神经功能恢复、胰岛素抵抗以及调节血

管内皮细胞生长因子VEGF的表达等方面取得显著

效果。本研究发现复元醒脑汤与西药都具有良好的

脑梗死治疗效果，能够显著减少脑梗死体积，促进脑

梗死区域血管新生和微循环的作用。机体在高血糖

的状态下，内皮细胞中miR-320的表达显著增加[10]，

IGF-l蛋白由于受miR-320的负调控而表达降低[11]。

IGF-1是一种重要的神经保护多肽，IGF-1及其受体

均广泛分布于脑组织[12]，IGF-1在脑组织中的表达正

常对于缺血脑组织神经的恢复有重要意义[13-14]。本

研究结果表明，复元醒脑汤和西药都能显著提高梗

死脑组织中IGF-1的表达量，显著降低miR-320基因

表达。

综上，复元醒脑汤对糖尿病脑梗死模型大鼠脑

梗死的改善作用可能与其降低miR-320的表达同时

促进IGF-1的高表达有关。本研究丰富了复元醒脑

汤治疗糖尿病脑梗死在血管新生方面的机制，为进

一步探索糖尿病脑梗死的病理机制、制定防治策略

及新药研发提供了一条全新的途径。
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胃癌是消化系统常见恶性肿瘤，在全球范围

内，其发病率和死亡率一直居高不下[1]。2015年

中国胃癌发病率为15.8%，死亡率为17.6%，在所

有癌症中位居第二[2]。中医药在胃癌术后康复治

疗阶段发挥着不可替代的作用，其不仅在改善术

后生存状态、提高生活质量方面疗效显著，在抗肿

瘤、防复发转移领域也取得了诸多成果，现将中医

药防治胃癌术后复发转移机制的实验研究进展概

述如下。

1 抑制胃癌细胞

胃癌形成与细胞增殖失控、凋亡异常息息相关。

许多单味中药及中药复方对胃癌细胞具有抗增殖、

促凋亡的作用。研究证实麦冬皂苷对SGC-7901细

胞有较强的抗增殖作用，且呈剂量依赖[3]。研究者通

过对小鼠人胃癌移植瘤的研究发现三棱提取物通过

影响胃癌细胞周期、诱导细胞凋亡抑制肿瘤生长[4]。

Gui等[5]经实验证实消痰散结方可以抑制MKN-45细

胞的增殖并诱导细胞凋亡。Zhou等[6]发现益气消积

中医药防治胃癌术后复发转移的实验研究进展

陶倩逸 1 许尤琪 2

（1.南京中医药大学，江苏南京210023；  2.南京中医药大学第二附属医院肿瘤科，江苏南京210017）

摘 要 中医药防治胃癌术后复发转移机制主要包括：抑制胃癌细胞、调节细胞黏附分子、调节基质金属蛋白

酶、抑制血管生成、影响癌基因表达、调节免疫功能、调控信号通路传导、影响肿瘤微环境、抑制免疫检查点等方面。

为了进一步推动中医药抗癌研究，今后可在以下方面进行改进：（1）在对单味中药进行研究的同时，应加大中药复方

研究比重，利用好现代实验技术，建立更客观更有效的实验研究体系；（2）应完善中药对不同肿瘤细胞的对比作用研

究，以发现中药的某些特殊疗效，更好地将其应用于临床；（3）加强中药结合靶向异位点的研究，提高中药抗癌治疗

的特异性。
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