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【摘要 】 目 的 ： 研究培元化瘀方对家兔慢性硬膜下血肿的干预作用及血肿

外膜 ＶＥＧＦ 表达的影响 。 方法 ： 硬膜下少量多次注血改 良法制备家兔慢性硬膜

下血肿模型 ， 造模成功 的家兔被随机分为模型组 、 培元化瘀方低剂量治疗组 、培

元化瘀方高剂量治疗组 ； 模型组给予生理盐水灌胃 治疗 （每次 1 5ｍ ｌ
，

2 次／ 日 ） ，

培元化瘀方低剂量治疗组给予培元化瘀方灌 胃 治疗 （ 3 ． 1
ｇ
／ｋ
ｇ
／次 ， 2 次／ 日 ） ， 培元

化瘀方高剂量治疗组给予培元化瘀方灌 胃治疗 （ 6
．
2
ｇ
／ｋ
ｇ
／次 ， 2 次 ／日 ） ， 每组灌胃

治疗 7 天。 对各组家兔治疗前后行神经功能评估 ； 观察治疗后各组家兔硬膜下残

余液体积变化 ；
ＨＥ 染色法观察血肿外膜病理形态学变化 ； 免疫组织化学染色法

测定血肿外膜中 ＶＥＧＦ 表达水平 。 结果 ： 培元化瘀方低 、 高剂量治疗组神经功

能改善明显 ， 与模型组相 比差异有统计学意义 （
Ｐ ＜〇 ． 〇 5

） ；
培元化瘀方低 、 高剂量

治疗组的血肿吸收速度比模型组快（
Ｐ ＜ 0 ． 0 5

，
Ｐ ＜ 0 ． 0 1

） ， 且高剂量治疗组优于低剂

量组
（
Ｐ ＜ 0 ． 0 5

） ；
培元化瘀方低 、 高剂量治疗组血肿外膜炎性反应较模型组轻而纤

维组织增生相对成熟 ； 培元化瘀方低 、 高剂量治疗组血肿外膜 ＶＥＧＦ 表达较模

型组降低
（
Ｐ ＜ 0 ．

0 5
，Ｐ ＜ 0 ． 0 5

）
。 结论 ： 培元化瘀方促进家兔慢性硬膜下血肿的吸收 ；

培元化瘀方减轻血肿外膜炎性反应 ， 加快血肿局部纤维修复 ， 降低血肿外膜

ＶＥＧＦ 表达 ， 从而减少病理性血管形成是其治疗慢性硬膜下血肿 的重要机制 之

〇
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慢性硬膜下血肿 （
Ｃｈｒｏｎｉ ｃ ｓｕｂｄｕｒａｌｈｅｍａｔｏｍａ

，
ＣＳＤＨ

）是神经外科常见疾病 ，

ＣＳ 占颅内血肿 的 1 0％
， 占硬膜下血肿的 2 5％⑴

， 尤其好发于老年人 。 目 前手术

治疗仍是 ＣＳＤＨ 的首选治疗方法 ， 但术后血肿的复发和临床症状不明显的患者

不愿意接受手术成为治疗过程中倍感困惑的两大问题 。 中医药是现代医学治疗 中

的重要组成部分 ， 对解决这
一

问题具有明显的优势 ， 临床上培元化瘀方用于治疗

ＣＳＤＨ ， 取得了 良好的疗效 。 我们通过制备家兔 ＣＳＤＨ 动物模型 ， 探讨培元化瘀

方对家兔 ＣＳＤＨ 的干预作用及其机理 ， 为培元化瘀方的临床应用提供更多的实

验依据 。

1 材料与方法

1 ． 1 材料

1 ． 1 ． 1 实验动物 清洁级健康新西兰成年家兔 3 0 只 ， 雌雄不限 ，
7 －

1 0 月龄 ， 体重

（ 2 ． 5 ± 0 ． 5ｋ
ｇ）

， 第四军医大学实验动物中心提供 （合格证号 ： ＳＣＸＫ－军 2 0 1 2 － 0 0 0 7
）

。

1 ．Ｌ 2 中药制备 培元化瘀方 （组成 ： 黄芪 3 0
ｇ

、 当归 1 5
ｇ

、 生地 1 2
ｇ

、 熟地 1 2
ｇ

、 党

参 6 ｇ
、 红花 1 2 ｇ 、 桃仁 6 ｇ 、 地龙 6 ｇ

、 黄精 1 2 ｇ
、 鹿角胶 6

ｇ
、 甘草 6

ｇ）
。 按原方

煎制成 ｌ
ｇ
／ｍ ｌ 的溶液 ， 由陕西中医药大学附属医院制剂中心制备 。

1 ． 1 ． 3 主要试剂及仪器 0 ． 9％生理盐水 （北京新里程药业有限公 司 ） ；
3 ％戊巴比妥

（北京普博斯生物 ） ；
4％多聚甲醛 （武汉博士德公司 ） ； 抗原修复液 （ 中杉金桥） ；

鼠抗兔 ＶＥＧＦ 抗体
（美国 Ａｂｅａｍ 公司 ） ； 辣根过氧化物酶标记羊抗兔 （精彩生物

公 司 ） ；
ＤＡＢ 试剂盒 （中杉金桥 ） ； 中性树胶 （

中杉金桥） ； 磷酸盐缓冲液 （
ＰＢ Ｓ

） （陕

西博达生物科技有限公司 ）
； 苏木素－伊红染料 （陕西博达生物科技有限公司 ） ； 石

蜡标本脱水机 （德国 ＬＥ ＩＣＡ 公司
）

； 石蜡 自动包埋机 （德 国 ＬＥＩＣＡ 公司
）

； 恒冷

切片机 （德国 ＬＥＩＣＡ公司 ） ；
恒温摊片烘片烤片机 （

上海精密科学仪器有限公司 ） ；

微量进样器 （
北京华仪三谱仪器有限公司 ） ； 牙科钻 （广州安华医疗科技有限公

司 ） ； 倒置光学显微镜 （ 日本 Ｏ ｌｙ
ｍ
ｐ
ｕｓ 公司 ） ；

1 6 排 ＣＴ
（
德国西 门子公司

）
； ＩＰＰ 6 ． 0

病理图文采集及分析系统 （
美国 Ｍｅｄ ｉａＣｙｂｅｒｎｅｔ ｉｃｓ 公司 ）

。

1 ＊ 2 造模与分组
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1 ． 2 ． 1 模型制备 对硬膜下少量多次注血法 ［
2

］进行改进 ， 制备家兔慢性硬膜下血肿

模型 。 具体操作 ： 3 ％戊巴比妥
（

3 0 ｍ
ｇ
／ｋ
ｇ ）耳缘静脉麻醉家兔 ， 取俯卧位于兔台

固定 ， 术区消毒铺 巾 ， 纵行切开头皮暴露右侧颅骨 。 于顶部冠状缝后方 、 矢状缝

外侧使用牙科钻磨开颅骨 ， 形成大小约 3ｍｍｘ 3 ｍｍ 骨窗 ， 充分暴露硬脑膜 ， 于

骨窗处硬膜上刺
一小孔 ， 将软管 （麻醉用硬膜外导管 ）

一

端置于硬膜下腔 ， 骨蜡

封闭骨窗固定软管 ， 逐层缝合肌层再次固定软管 。 耳缘静脉抽取 〇 ． 5ｍＬ 自体血 ，

经 由软管缓慢注入硬膜下腔 。 保持家兔头低位 ｌ Ｏｍｉｎ
， 以使血液凝固于硬膜下 。

之后分别于造模术后第 3 、 6 、 9 、 1 2 、 1 5 天重复注血操作 ， 均为 0 ． 5 ｍＬ／次 。 注

血过程中有些家兔会出现短暂的肢体抽搐或
一

过性呼吸暂停 ， 尽可能避免由于颅

内压骤升后呼吸暂停而导致的动物死亡 ， 注血完成后 ， 待家兔生命体征平稳后放

入笼中继续饲养 。

Ｌ 2 ． 2 分组及干预方法 造模术后 2 1 天行颅脑 ＣＴ 扫描 ， 观察硬膜下血肿形成情

况 。 ＣＴ 成像筛选出造模成功的家兔 ， 按照随机数字表法将其随机分为生分为 3

组 ： 模型组、 培元化瘀方低剂量治疗组 （ 以下简称低剂量治疗组 ） 、 培元化瘀方

高剂量治疗组 （以下简称高剂量治疗组 ） 。 分组后模型组开始给予生理盐水灌 胃

治疗
（
每次 1 5ｍｌ 2 次／ 日

，
灌 胃 7 天 ） ； 低剂量治疗组给予培元化瘀方灌 胃 治疗

（
3 ． 1 ｇ／ｋｇ／次 ， 稀释至 1 5ｍｌ 2 次／ 日 ， 灌 胃 7 天） ； 高剂量治疗组给予培元化瘀方灌

胃治疗 ，
（
6 ． 2 ｇ

／ｋ
ｇ
／次 ， 稀释至 1 5ｍｌ 2 次／ 日 ， 灌 胃 7 天 ）

。 （根据
“

体表面积与剂量

换算
”

理论计算家兔的 日剂量 ， 以人的剂量换算所得剂量为动物低剂量、 2 倍为

高剂量 ）

Ｌ 3 观察指标 采用 Ｐｕｒｄｙ 评分标准 ， 对各组家兔灌 胃 前及灌胃 后第 1 、 3 、 5 、 7

天行神经功能评估 ；
灌胃 后第 8 天 ， 麻醉各组家兔 ， 切开头皮暴露右侧颅骨 ， 持

针器咬除部分骨瓣 ， 注意保持硬膜完整 ， 使用微量进样器吸取硬膜下残余液体 ，

比较各组体积差异 ； 剥离血肿外膜 ， 进行常规的 甲醛固定 、 石蜡包埋及组织切片 ，

ＨＥ 染色法观察血肿外膜病理形态学变化 ； 免疫组织化学染色法测定血肿外膜中

ＶＥＧＦ 表达水平 。

1 ． 4 统计学方法 计量资料以均数±标准差表示 （

ｉ±ｓ
）

， 应用 ＳＰＳＳ 1 6 ． 0 统计软件

分析检测结果 ， 组间差异比较采用单因素方差分析 ，
Ｐ ＜ 0 ． 0 5 为差异有统计学意

义 。

－ 2 0 3
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2 结果

2 ． 1 造模结果 本实验至末次注血结束时家兔存活 2 1 只 ， 其 中 1 只死于麻醉过量 ，

3 只于造模后死亡 ， 5 只在造模术后陆续注血过程中死亡 。 死亡率为 3 0
．
0％。

2 ． 2 神经功能评分 采用 Ｐｕｒｄ
ｙ 评分标准对各组家兔治疗前及治疗后第 1 、 3 、 5 、

7 天行神经功能评估 。 对家兔的意识 、 行为 、 转头 、 转圈及偏盲五个方面进行祌

经功能评分 。 总得分最低分为 2 分 ， 表示完全正常 ， 无祌经功能缺陷 ； 总得分最

高分为 1 1 分 ，
表示动物意识丧失或死亡 。 （见表 1 ）

表 1 治疗前后各组家兔神经功能评分 （ Ｊ ±ｓ
）

组别ｎ治疗前治疗后

第 1 天第 3 天第 5 天第 7 天

模型组 7 6 ． 0 0± 0 ． 4 0 5 ． 8 6± 0 ． 3 7 5 ． 6 0± 0 ． 5 2 5 ． 4 6± 0 ． 4 0 5 ． 1 9± 0 ． 2 7

低剂量治疗组 7 6 ． 1 5± 0 ． 6 4 5 ． 8 2
± 0 ． 2 8 5 ． 3 0± 0 ． 5 8 4 ． 7 1

± 0 ． 3 4 3 ． 8 8
±

0 ． 2 3
＊ ＆

高剂量治疗组 7 6 ．
1 8± 0 ． 5 2 5 ． 6 4± 0 ． 4 4 5 ． 0 2± 0 ． 2 8 4 ． 1 3± 0 ． 2 0 2 ． 8 2± 0 ． 6 9

＃
Ａ

注 ： 与模型组比较卞＜ 0 ． 0 5 ，
＃
Ｐ＜ 0 ． 0 5

； 与治疗前比较

＆
Ｐ＜ 0 ． 0 5 ，

Ａ

ｐ＜ 0 ． 0 5
；
与低剂量治疗组 比较＃

Ａ

Ｐ＜ 0 ． 0 5

2 ＊ 3 硬膜下血肿液体积变化

各组家兔硬膜下血肿部位可吸出少量淡黄色血肿液 ， 其中高剂量治疗组有 1

只家兔硬膜下未吸出血肿液 。 （见表 2 ）

表 2 模型组与治疗组家兔硬膜下血肿液体积比较 （
无 士ｓ

）

组别ｎ血肿液 （吣 ）

模型组 7 5 6 ． 9 5± 4 ． 8 3

低剂量治疗组 7 3 9 ． 5 7± 4 ． 0 4

＊

高剂量治疗组 6 2 9 ． 8 9 ± 5 ． 2 2

＊ ＊
＃

注 ： 与模型组比较
＊

Ｐ＜〇 ． 〇 5
，
“

Ｐ＜ 0
．
0 1

； 与低剂量治疗组比较
＃
Ｐ＜ 0

． 0 5

2 ． 4 常规 ＨＥ 染色光镜观察

镜下可见血肿外膜出现大量新生毛细血管 、 成纤维细胞 、 炎性细胞 。 成纤维

细胞活化明显 ， 提示纤维组织增生活跃并有不同程度的炎性反应 。 模型组与治疗

组病理学变化表现相似 ， 但治疗组纤维组织趋于成熟 ， 炎性反应相对较轻 。 （见

－

2 0 4 －



图 1 ）
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图 1 模型组与 治疗组血肿外膜病理学变化 （ ＨＥ Ｘ 4 0 0 ）

注 ： ａ为模型组、 ｂ 为低剂量治疗组、 ｃ 为高剂量治疗组

2 ． 5 免疫组织化学结果

血肿外膜中 ＶＥＧＦ 阳性表达呈棕黄色 ，
ＶＥＧＦ 的 阳性表达可见于 内 皮细胞 、

纤维组织及浆细胞的表面 。 （见 图 2 、 表 3 ）
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图 2 模型组与治疗组血肿外膜 ＶＥＧＦ 表达 （免疫组化ｘ 4 0 0 ）

注 ： ａ为模型组 、 ｂ 为低剂量治疗组 、 ｃ 为高剂量治疗组 ，

箭头所示为阳性表达

表 3 免疫组化检测培元化瘀方对各组家兔血肿外膜

ＶＥＧＦ 表达 （ 0 Ｄ 值 ） 的影响
（
无士ｓ

）

组别ｎＶＥＧＦ

模型组 7 0 ． 1 3 2± 0 ． 0 1 1

低剂量治疗组 7 0 ． 1 0 2± 0 ． 0 0 9
＊

高剂量治疗组 7 0 ． 0 9 7± 0 ． 0 1 0
＊
＃

注 ： 与模型组比较￥＜〇 ． 〇 5
； 与低剂量治疗组比较＃

Ｐ＜ 0 ． 0 5

－

 2 0 5 
－



3 讨论

目前 ＣＳＤＨ 的治疗仍以钻孔引流术为主 ， 然而尽管通过及时正规的手术治

疗 ， 但 由于其特定的高发人群和临床特点 ， 治疗效果并非十分理想 ， 术后依然有

2
．
3
？

3 3％的复发率 ［
3
］
。 随着分子生物学的发展及颅 内硬脑膜和蛛网膜间细胞结构

相关理论的提出 ， 局部炎症、 纤溶亢进 、 血肿外膜新生血管形成及再出血等因素

能很好的诠释 Ｃ ＳＤＨ 的发病机制 ， 而 Ｃ ＳＤＨ 发生和发展过程中的关键因素是血

肿外膜新生血管形成及其反复再出血 。 新生血管形成需要多种生长因子参与调

控 ， ＶＥＧＦ 为作用最强的促血管生成调控因子 ， 是新生血管形成必不可少的 。 在

电镜下 ，
ＣＳＤＨ 外膜贴近硬脑膜 ， 质地较厚 ， 含有丰富的纤维蛋白溶酶原和大量

新生毛细血管 。 这种新生血管内皮细胞层薄弱 ， 基膜不成熟 ， 可反复地出血与生

成 ， 从而刺激硬脑膜边界细胞不断增生 ， 使新膜持续形成 ， 进入一个恶性循环状

态 ［
4

］

。 研宄证实在 ＣＳＤＨ 血肿腔及外膜 中 ＶＥＧＦ 呈高表达状态 ［
5
］

。 Ｏｓｕｋａ 等 ［
6
］

研宄发现 ，
ＶＥＧＦ 激活血肿外膜上的有丝分裂原活化蛋白激酶信号通路 ， 从而促

进外膜血管生成 。 因此 ＣＳＤＨ 外膜新生血管形成及其反复再出血与 ＶＥＧＦ 的表

达相关 。

祖国医学认 ：

“

肾生髓 ， 脑为髓海
”

，

“

肾藏精 ， 精生髓
”

。 脑为元神之府 ，

肾中精气足则髓盈 ， 上注于脑 ， 可统帅调节全身精神活动 。 《医林改错 》 中提 出

“

年高无记性者 ， 脑髓渐空也
”

。 《灵枢
？贼风 》 曰 ：

“

有所坠堕 ， 恶血留内 而不去 。

”

ＣＳＤＨ 系颅脑损伤之后 ， 络伤血溢 ， 瘀血内停 ， 阻滞脑络 ， 该病又好发于老年人 ，

老年人肾中精气渐衰 ， 无以灌注 ， 致脑髓空虚则神无所归 ， 头伤 日久 ， 耗气伤精 ，

气机失调致气血运行失常 ， 瘀阻于络 ， 脑失所养 ， 故头晕头痛 ； 气机逆乱 ； 元气

亏虚 ， 无源化生行血 ， 不能布达四肢 ， 气血瘀滞 ， 血脉痹阻则肢体萎软偏废 ；
瘀

阻 日久则舌暗红或有瘀斑 ， 脉细涩 。 国医大师任继学 教授认为髓由 肾精所化 ，

脊髓上行于脑 ， 泌其津液润养脑髓 。 因此 ， 肾精的充足与脑髓之健旺密切相关 。

现代研宄表明 ：

“

补肾
”

与
“

益脑髓
”

之间存有明显的生物学关系 。 研究揭示神

经元的凋亡和神经干细胞的增殖分化与 肾精的盛衰有关 ， 补肾中药能促进神经干

细胞的更新 ， 补肾填精法可作为治疗中枢神经系统病变的重要原则 ［
8

］
。 现代生物

医学认为中医学中
“

脑髓
”

是以脑 内神经元和神经营养因子为物质基础 ， 由于各

种原因导致的神经元萎缩丢失以及神经营养因子减少即相当于中医学
“

髓海不

－
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足
”

， 根据病因病机当 以 中医
“

补肾填髓
”

法辨治 ｔ
9
］

。 ＣＳＤＨ 的病机关键是肾精

亏虚 、 瘀阻脑络 ， 为本虚标实证 ， 病位在脑 ， 与肾密切相关 。 年轻人由于肾精充

足 ， 髓海充盈 ， 故术后较易恢复 ，
且较少见术后复发 。 老年人多以肾精亏虚 ， 脑

髓空虚为本 ， 气滞血瘀 ， 经脉瘀阻为其表 ， 但单行钻孔引流术 ， 引流 出血肿腔积

血
， 难 以治疗患者肾精亏虚 ， 脑髓空虚之本 ， 故受压塌陷的脑组织复张情况不良 ；

单使用活血化瘀之品 ， 行气活血化瘀 ， 使瘀血消散 ， 气血运行通畅 ， 经脉得以疏

通 ， 但肾精亏虚之本不能得到补益 ， 故术后较易 出现血肿复发 ；
单用补益之品 ，

虽能使肾精亏虚之本得 以补养 ， 但气滞血瘀 ， 经脉瘀阻之表未得到消散 ， 故患者

临床症状不能得到明显缓解 。 因此 ， ＣＳＤＨ 的中 医治疗应当补益与化瘀兼顾 。 培

元化瘀方中黄芪味甘性微温 ， 为补中益气要药 ， 当归味甘性温 ， 为补血活血要药 ，

二药合用为君 ， 具有气血双补 、 养血活血 、 改善血行之功 ， 使补中有动 ， 行中有

补 。 生地、 熟地、 党参 、 桃仁 、 红花为臣 ，
生地养阴生津 ， 熟地补血养阴 ，

填精

益髓 ， 生熟二地共用 ， 肾阴 阳共补 ； 党参味甘性平 ， 补中益气 、 补血生津 ， 助补

肾滋阴 ， 益精填髓之功 ；
红花桃仁为活血化瘀之要药 ， 桃仁苦甘而平 ， 苦 以泄滞

血 ， 甘以生新血 ， 红花味辛而温 ， 破血行血 、 和血调血之药 ，
二药相须配伍后祛

瘀之力大增 。 地龙通经活络助化瘀通络之力 ； 鹿角胶补肾益精血 ， 黄精益气补气

养阴 ， 共助补肾生津 、 培元固本之效 ， 共为佐药 。 甘草调和诸药为使 。 全方配共

达培元固本 、 化瘀通络之效 。

本实验结果显示 ， 经治疗后培元化瘀方组家兔较模型组家兔神经功能明显改

善 ， 硬膜下残余血肿液量较少甚至有个别 己完全吸收 ， 与模型组相比治疗组血肿

外膜炎性反应程度相对较轻 ， 纤维组织增生相对成熟 ， 从而说明血肿的吸收已进

入了后期阶段 ， 进一步说明培元化瘀方能加快血肿的吸收速度 ， 促进神经功能恢

复 。 我们通过实验发现 ， Ｃ ＳＤＨ 家兔血肿外膜中 ＶＥＧＦ 大量表达 ， 培元化瘀方治

疗组血肿外膜 ＶＥＧＦ 阳性表达量低于模型组 ， 且高剂量治疗组低于低剂量治疗

组 ＶＥＧＦ 阳性表达 ， 这证实 ， ＣＳＤＨ 的血肿外膜中 ， 新生血管的增生与 ＶＥＧＦ

的高度表达密切相关 ， 培元化瘀方能减少并抑制血肿外膜 中 ＶＥＧＦ 表达 ， 从而

减轻外膜新生脆弱血管生成速度 ， 减缓新生血管反复再出血 。 我们得出培元化瘀

方降低血肿外膜 ＶＥＧＦ表达减少病理性血管形成是其治疗 ＣＳＤＨ 的重要机制之

〇
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