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摘要# 目的!探讨甘木通 ",3#(%’.0+.3%(#)’*0%& 总黄酮 "/FS& 对C%M% 引起的大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 "HS&% 细
胞& 损伤的保护作用) 方法!用C%M% 损伤HS&% 细胞建立神经元氧化应激损伤模型% 噻唑蓝 "*//& 法检测细胞存
活率% 观察甘木通总黄酮对神经元损伤的作用’ 形态学以及C;0:[KL))%#2 染色观察/FS对细胞形态的影响’ 生化法
测定超氧化物歧化酶 "<M+& 活性以及丙二醛 "*+E& 的量) 结果!与 %$$ (4;1W=C%M% 诱导的模型组对比% 中 "&$
(?W4=&* 高 "&$$ (?W4=& 剂量甘木通总黄酮预处理细胞形态好于模型组% 细胞活性明显增强 "!V$U$#&% 细胞内
的 <M+活性增强 "!V$U$#&% *+E水平减低 "!V$U$#&) 结论!甘木通总黄酮对 C%M% 引起的神经损伤有保护
作用)
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!!脑中风是一组以脑部缺血及出血性损伤症状
为主要临床表现的疾病% 又称脑卒中或脑血管意
外) 其病因是由于脑血流供应障碍引起缺血和缺
氧而导致局限性脑组织缺血性坏死或脑软化的疾
病#&$ ) 自由基诱导的脂质过氧化被认为是脑缺血
及缺血后再灌注损伤的主要机制之一% 使用 C%M%
诱导神经元凋亡% 模拟氧化应激水平的升高对神

经元的毒性作用是目前研究脑缺血中风的主要细
胞模型#%$ )

甘木通为毛茛科丝铁线莲 ",3#(%’.0+.3%(#)’*J
0% +J>>& 的叶% 民间俗称为 0眼蛇药2% 有活血
通脉降压* 镇静安神之功效) 据 .全国中草药汇
编/ 记载% 甘木通对脑血管意外引起的中风偏瘫
患者均有治疗作用) 目前% 对于甘木通研究集中在

#2#%

%$&# 年 &% 月
第 )( 卷!第 &% 期

中 成 药
S[6>0K0/A5@6L6;>51H5L0>L*0@6:6>0

+0:04R0A%$&#
c;19)(!Q;9&%



心血管系统方面#)$ % 其在神经系统尤其在脑中风
中的作用还未见相关的文献报道) 课题组通过提取
分离甘木通总黄酮 "L;L51B15T;>0KBA;4,3#(%’.0+.3%J
(#)’*0%% /FS&% 运用形态和功能与神经元相似的
大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 "HS&% 细胞& 研究其
神经保护作用% 丰富其药物治疗的理论% 便于其深
入开发研究)
HI仪器与材料
&U&!细胞与试剂! 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞
"HS&% 细胞& "购自中国医学科学院细胞研究所&’
甘木通药材 "购于广东康美药业中药饮片厂&’ 细
胞培养瓶* %" 孔板* -. 孔板 "美国 S;A>6>?公
司&’ +*3*培养基% 马血清 "美国 N6R:;公司&’
胎牛血清 "FI<& "杭州四季青公司&’ 胰蛋白酶
"美国 E4A0K:;公司分装&’ /A6L;> _’&$$* 噻唑蓝
"*//&* 二甲基亚砜 "+*<M& "美国 <6?45公
司&’ 磷酸缓冲液 "HI<& "^C(U%& "杭州吉诺生
物医药技术有限公司&’ 其他试剂均为分析纯)
&U%!仪器!水平离心机 "湘仪离心机厂&’ 荧光
倒置显微镜 "德国=06:5公司&’ SM% 细胞培养箱*
二级生物安全柜 "美国 /[0A4;公司&’ 酶标仪
"美国IPM’/3e公司&)
MI方法与结果
%U&!甘木通总黄酮的制备 !甘木通药材干燥
后% 粉碎备用% 根据文献#"$采用表面活性剂 h
超声协同提取% 甘木通总黄酮得率为 &U$.!)
所得总黄酮用 +*3*培养基超声溶解% 无菌过
滤备用)
%U%!细胞培养 !将HS&% 细胞接种于含有 #! FI<
和 #!马血清* &$$ \W4=青霉素* $U& 4?W4=硫
酸链霉素的 +*3*培养基中% 于 )( g* 饱和湿
度* #! SM% 细胞培养箱中培养 %" [ 后换液一次%
细胞接种第 ) 天% 用 $U%#!的胰酶消化传代) 细
胞传代至第 " 代% 取对数生长期 HS&% 细胞% 调整
细胞数至 " o&$" 个W4=单细胞悬液% 接种于 -. 孔
细胞培养板中% 每孔加入 &$$ (=单细胞悬液% 在
)( g* 体积分数 #! SM% 培养箱中培养至细胞融
合度达到 -$!时% 更换成无血清 +*3*培养基%
实验待用)
%U)!甘木通总黄酮对 HS&% 细胞增殖的影响!取
实验待用细胞% 于每孔加入不同质量浓度的甘木通
总黄酮% 使其最终分别为 $* $U&* &* &$* &$$*
& $$$ (?W4=) 并设空白调零孔 "只加 +*3*培养
基% 不加细胞&) 每组均设 # 个复孔% 培养"2 [%

每孔加入 # 4?W4=*//&$ (=% )( g继续培养" [%
弃上清液% 每孔加入 +*<M&$$ (=% 用酶标仪检
测各孔在 "-$ >4波长下的吸光度 ""& 值) 通过
吸光度值高低反映细胞的活力) 细胞活性计算如
下! 细胞活性"!& n"药物组W"空白细胞组 o&$$!
%U"!C%M% 对HS&% 细胞的作用!取实验待用细胞%
于每孔加入不同量的 C%M%% 使其终质量浓度分别
为 $* #$* &$$* %$$* "$$* 2$$ (?W4=) 每组均设
# 个复孔% 培养 &% [% 每孔加入 # 4?W4=*//
&$ (=% )( g继续培养 " [% 弃上清液% 每孔加入
+*<M&$$ (=% 用酶标仪检测各孔在 "-$ >4波长
下的吸光度 ""& 值)
%U#!不同质量浓度/FS对C%M% 引起HS&% 细胞损
伤的影响!取 0%U%2 项实验待用细胞% 实验分组
为空白细胞组% C%M% 损伤组 "%$$ (4;1W=C%M%&%
并参照相关文献##$设置阳性对照组 #%$$ (4;1W=
C%M% k%$$ (4;1W=维生素3"c3&$% 低 "%$$ (4;1W
=C%M% k& (?W4=/FS&* 中 "%$$ (4;1W=C%M% k
&$ (?W4=/FS&* 高剂量保护组 " %$$ (4;1W=
C%M% k&$$ (?W4=/FS&% /FS先加入HS&% 细胞中
预保护 %" [% 再加入终浓度为 %$$ (4;1W=的C%M%
作用 &% [% 用 *//法观察 /FS对 C%M% 引起 HS&%
细胞损伤的影响)
%U.!/FS对 HS&% 细胞形态的影响!取实验待用
细胞% 实验分成 空 白 细 胞 组* C%M% 损 伤 组
"%$$ (4;1W=C%M% &*/FS预保护组 "%$$ (4;1W=
C%M% k&$$ (?W4=/FS&* 阳性对照组"%$$ (4;1W=
C%M% k%$$ (4;1W=c3&) 先加入药物预处理 &% [%
再加入终浓度为 %$$ (4;1W=的C%M% 作用 &% [ 后%
用倒置显微镜观察细胞形态变化) 再加入 "!的多
聚甲醛固定% 用 &$ (?W4=的C;0:[KL))%#2 对细胞
进行染色 &$ 46> 后% 用荧光倒置显微镜观察细胞
形态)
%U(!甘木通总黄酮对 HS&% 细胞中 <M+! *+E量
的影响".#!实验分组为空白细胞组% C%M% 损伤组
"%$$ (4;1W=C%M% &% 低 " %$$ (4;1W=C%M% k
& (?W4=/FS&* 中 "%$$ (4;1W=C%M% k&$ (?W4=
/FS&* 高剂量保护组 "%$$ (4;1W=C%M% k&$$
(?W4=/FS&) 细胞接种于 %" 孔板% 先加入 /FS
预处理 &% [% 再加入终浓度为 %$$ (4;1W=的C%M%
作用 &% [ 后% 去除原培养液% 用 HI< 洗 % 遍% 每
孔加入 $U& 4;1W=的 HI< 和 $U$# 44;1W4=的 3+’
/E "^C2U$& & 4=% 再加入 #$ (=&!的/A6L;> _’
&$$% 将培养板置振荡器振荡 & 46> 使之溶解% 加
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入 %#!的 C)HM" &$$ (=% &% $$$ AW464于 " g离
心 & [% 取上清液% 按说明书测定 <M+活性和
*+E水平)
%U2!统计分析!所有数据均用Cj0表示% 用 <H<<
&2U$ 软件对数据进行统计分析% 组间比较采用单
因素方差分析% 以 !V$U$# 为差异具有统计学
意义)
NI结果
)U&!不同质量浓度 /FS对 HS&% 细胞活性的影响
!结果所示在 $ d&$$ (?W4=范围内% /FS对细胞
的活性没有明显影响 "!f$U$# &% 当达到
& $$$ (?W4=时% /FS对细胞的活性下降较明显
"!V$U$# &’ 因此% 后面的实验设计不超过
&$$ (?W4=) 结果如图 & 所示)

注! 与空白细胞组比较%!!V$U$#

图 HI甘木通总黄酮对L1HM 细胞活性影响 $!P"% #QR&
J#-KHI$%%&’()"%<J1",’&44S#/9#4#(7 #,L1HM $!P"% #Q

R&

)U%!C%M% 对 HS&% 的损伤作用!C%M% 对 HS&% 细
胞的抑制作用明显% 在 C%M% 达到#$ (4;1W=时%
细胞增值率明显下降 "!V$U$#&% 随着浓度的加
大% 细胞活性降低明显% 当超过 "$$ (4;1W=时%
抑制趋缓% 表明在该浓度下% 接近最大抑制浓度)
结合实验结果% 参考对比相关文献 ##’2$% 选择
C%M% 损伤 HS&% 细胞的浓度为 %$$ (4;1W=% 见
图 %)
)U)!/FS对C%M% 引起HS&% 细胞氧化损伤的作用
!C%M% 明显抑制HS&% 细胞的活性% 在低剂量/FS
预保护下% C%M% 对细胞的损伤程度减轻% 但作用
不明显 "!f$U$#&% 在中高剂量 /FS下% /FS的
保护作用明显% 细胞损伤程度明显减少 "!V
$U$#&) 阳性对照组对 C%M% 引起的细胞损伤同样
具有保护作用) 结果见图 ))
)U"!/FS对C%M% 损伤HS&% 细胞形态的影响!分
别用倒置显微镜和荧光显微镜观察% 空白细胞组呈

注! 与空白细胞组比较%!!V$U$#

图 MI@MAM 对损伤L1HM 细胞活性影响 $!P"% #QR&

J#-KMI$%%&’()"%@MAM ",’&44S#/9#4#(7 #,L1HM $ ! P"%

#QR&

注! 与空白细胞组比较%!!V$U$#’ 与 C%M% 损伤组比较%
l!V$U$#

图 NI甘木通总黄酮对 @MAM 损伤 L1HM 细胞活性的影响

$!P"% #QR&
J#-KNI$%%&’()"%<J1",L1HM ’&44)S#/9#4#(7 #,\35&!97

@MAM $!P"% #QR&

不规则多角形% C;0:[KL染色显示空白细胞组中的
HS&% 细胞核呈暗蓝色’ 在 C%M% 诱导下% 细胞轮
廓变得模糊% C;0:[KL结果显示% 亮蓝色增多明显%
表明细胞碎片增多’ 阳性对照组与 /FS预保护组
显示细胞形态较损伤组完好% 细胞贴壁生长明显增
多% 细胞形态部分恢复’ C;0:[KL结果显示细胞碎
片较损伤组减少% 结果显示/FS能减轻 C%M% 引起
HS&% 细胞凋亡的损伤作用) 结果见图 ")
)U#!/FS对 <M+活性以及 *+E水平的影响!与
空白细胞组对比% C%M% 损伤组明显减少 <M+的活
性% *+E水平明显增加) /FS预保护组中% 低剂
量组与模型组没有明显的区别 "!f$U$#&% 中*
高剂量组与模型组对比% <M+活性增加明显%
*+E水平降低) 结果见表 &)
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注! Ed+为在倒置显微镜下观察’ 3dC为在荧光显微镜下观察

图 VI甘木通总黄酮对@MAM 诱导L1HM 细胞损伤形态影响

J#-KVI$%%&’()"%<J1",@MAMU#,\35&!L1HM ’&44)6"52+"4"-7

表 HI<J1对 @MAM 损伤 L1HM 细胞 *AB活性和 ?B:水
平的影响 $!P"% #QN&

</9KHI$%%&’()"%<J125&(5&/(6&,(",/’(#S#(7 "%*AB
/,!4&S&4"%?B: #,@MAMU#,\35&!L1HM ’&44)
$!P"% #QN&

组别
剂量W

"(?,4=h&&

*+EW

">4;1,=h&&

<M+W

"\,4=h&&
空白细胞组 h )U%" j$U&% &U(. j$U$2
模型组"C%M%& h #U&# j$U&&! $U2$ j$U$2!

甘木通总黄酮低剂量组 & "U-. j$U&# $U22 j$U$.
甘木通总黄酮中剂量组 &$ "U"" j$U&-l! &U$% j$U$-l!

甘木通总黄酮高剂量组 &$$ "U%$ j$U&)l! &U%) j$U&&l!

!!注!与空白细胞组比较%!!V$U$#’ 与模型组比较%l!V$U$#

VI讨论
氧化应激 ";O6@5L6T0KLA0KK& 是指机体在遭受

各种有害刺激时% 体内或细胞内活性氧 "A05:L6T0
;O‘?0> K̂0:60K% DM<& 的产生与抗氧化之间失衡%
从而导致 DM< 在体内蓄积% 并引起一系列生物反
应的过程#-$ ) 正常脑组织中含高水平的不饱和脂
肪酸* 儿茶酚胺和高水平的氧化代谢% 是最易受氧
自由基侵袭的靶器官% 加上脑组织清除自由基的能
力较差% 对活性氧引起的损伤更加敏感#&$$ ’ 因此%
氧化应激等非传统风险因素已成为缺血性卒中
"6K:[046:KLA;Z0% P<& 研究的焦点#&&$ ) *+E是神
经元脂质过氧化的产物% <M+是神经元内存在抗
氧化系统中重要的生物酶% *+E水平以及 <M+活
性可以评价神经损伤的程度) C;0:[KL))%#2 常用
于检测细胞核完整性) 正常的细胞核在染料作用下

颜色暗淡蓝色’ 在细胞损伤的情况下% 细胞核形态
改变甚至皱缩破裂% 表现出核质聚集% 并呈现典型
的椭圆状的颜色透亮凋亡核小体) C;0:[KL))%#2
染色可以通过蓝色荧光的强弱以及核小体的大小*
形态反映细胞的完整性以及凋亡损伤情况)
!!实验结果显示% 在C%M% 诱导HS&% 细胞 &% [%
细胞皱缩明显% 碎片增多% C;0:[KL))%#2 核染显
示% 细胞损伤严重% 透亮的核小体大量出现% *//
结果显示细胞活性降低明显% <M+活性降低%
*+E水平升高% 表明 C%M% 诱导 HS&% 细胞损伤的
细胞氧化应激模型成功) 中* 高剂量 /FS预保护
能明显减少细胞损伤中核小体的出现% 减少细胞凋
亡的出现并使细胞恢复正常的形态’ *//结果显
示% /FS具有明显保护 C%M% 引起的细胞损伤’
<M+以及*+E结果表明 /FS能降低 C%M% 对神经
元造成的氧化应激的损害% 提示 /FS对神经元的
保护作用与提高 <M+活性% 降低*+E水平有关)
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摘要# 目的!研究大蒜素联合盐酸小檗碱对临床常见菌及耐药菌的抗菌效果) 方法!采用微量肉汤稀释法测定供试药
物对 " 个常见菌% % 个标准菌% 和 % 个耐药菌的最小抑菌浓度 "*PS&% 微量棋盘稀释法和时间(杀菌曲线法评价两药
对各试验菌株的联合作用) 结果!当两药单独应用时% 其*PS值范围分别为大蒜素 &#.U%# "敏感株& d&%#$ "耐药
株& (?W4=% 盐酸小檗碱 (2U&%# "敏感株& d)&%U# "耐药株& (?W4=) 当两药联合应用时% 部分抑菌浓度指数 "FP’
SP& 值为 $U(# d&% 为相加作用) 从 %" [时间(杀菌曲线可以发现% 当两药单独应用时% 即使在 " o*PS下% 也未能
显示杀菌效应% 而联用时在相对较低质量浓度下显示出杀菌作用’ 还显示出在低于 *PS下具有弱协同 "敏感株& 或
者相加作用 "耐药株&) 结论!大蒜素和盐酸小檗碱联合应用% 具有良好的抗菌作用)
关键词! 大蒜素’ 盐酸小檗碱’ 抗菌’ 协同作用
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