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摘要# 目的!研究黄芩苷( 栀子苷配伍治疗脑缺血损伤中对 1(0d.58S@0P@58S@0P通路的影响’ 方法!‘-大鼠分为对
照组( 模型组( 黄芩苷(栀子苷 "’ f$# $&( )1( =& 345Z4组& 以模型模拟脑缺血恢复期损伤’ 持续恢复 " 周& 神经
功能学评分及FG染色观察药物的脑保护作用& G0a‘;测定脑组织 8S@0P@水平& LN@QNTA(\DJQ检测脑部 1(0d.( 8S@(
0P"( 8S@0P# 的表达& 免疫荧光双标研究小胶质细胞活化与 1(0d.通路相关性’ 结果!黄芩苷( 栀子苷持续给药一周
后可以降低缺血区炎细胞浸润及组织水肿& 与模型组比较能显著降低神经功能学评分& 抑制小胶质细胞激活& 降低
8S@0P@的水平及下调 1(0d.( 8S@0P"( 8S@0P# 的表达 "Bi&2&"#’ 结论!黄芩苷与栀子苷组合物可以通过改善炎症损
伤来减轻脑缺血损伤& 其作用机制与抑制小胶质细胞活化和 1(0d.58S@0P@58S@0P信号通路相关’
关键词! 脑缺血$ 黄芩苷$ 栀子苷$ 1(0d.58S@0P@58S@0P信号通路
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!!黄芩苷 " \H?VHD?A& j8# 与栀子苷 "4HTINAJ(
@?IN& M-# 配伍防治脑缺血损伤是通过改善炎性损
伤( 兴奋性氨基酸毒性( 能量代谢障碍等’ 课题组
前期研究发现& 黄芩苷与栀子苷 ’ f$ 配伍时能发
挥最大药效& 且能显著降低 P:b(#( a0("$( a0("&
等炎症因子)"* & 说明其对炎症通路有着一定的影
响& 但其相关机制尚不清楚& 需要进一步研究’ 半
胱氨酰白三烯 "8S@0P@# 是一类重要的炎症介质&
其通过半胱氨酰白三烯受体起作用& 包括 8S@0P"
和8S@0P# 两种亚型

)#* ’ 药理学研究表明在缺血性
损伤发生时& 小胶质细胞 "/?VTJ4D?H& /M# 活化&
表达 8S@0P" 和 8S@0P# 增加$ 且 8S@0P" 和 8S@0P#
选择性受体拮抗剂均被证实能减轻缺血损伤)$* ’
因此 1(0d.58S@0P@通路在脑缺血损伤中起着重要
的作用’

近年来研究发现& 半胱氨酰白三烯 "8S@0P@#
及其受体 8S@0P" 和 8S@0P# 在脑缺血急性期
"#) 6# 和慢性期 "$ <#* I# 均会显著上调& 被认
为介导了脑缺血阶段的炎症级联反应))* ’ 小胶质
细胞作为中枢免疫免疫细胞& 在脑缺血后释放大量
细胞因子和炎症介质& 其活跃程度与炎症反应呈正
相关)1* ’ 在临床中多数脑缺血损伤患者是由永久
性脑动脉阻塞引起& 少有脑血管再通现象出现& 基
于此& 本实验建立永久性大脑中动脉阻塞模型
"U/8;d# )=* & 以研究药物在脑缺血恢复期的药效
及作用机制’
GH实验材料
"2"!实验药物!黄芩苷( 栀子苷 "北京索莱宝生
物公司& 含有量$+*!& 批号 #&"=""&’#’
"2#!实验动物!‘-雄性大鼠 "&& 只& 体质量
#"1 <#11 4& 许可证号 ‘8.c "军# #&"1(&&&’& 由
空军军医大学实验动物中心提供’
"2$!试剂与仪器!大鼠 8S@0P@(G0a‘;试剂盒 "深
圳欣博盛科技有限公司& 批号 #&"=&’"##$ ;AQ?(1
0?UJXS4NAH@N"H\$+$)’#( ;AQ?(8S@0P" "H\+1)+##(
;AQ?(8S@0P# "H\""1)1$#( ;AQ?(8-""\ "H\"$$$1’#
"均购自 H\VH3公司#$ GD.*&& 酶标仪 "j?J(PGc
公司 #$ 3?A?UTJQNHA$VNDD电泳仪 "jad(9;-公
司#$ /?DD?(C纯水机 "/?DD?UJTN公司#$ 1)$&9型
冷冻离心机 "GUUNAIJTY公司#’
IH实验方法
#2"!试剂配制
#2"2"!药液配制!根据给药剂量不同& 称取一定
量黄芩苷( 栀子苷药物粉末& 共同溶解于适量纯净

水中& 超声 "& 3?A& 暂存至 ) e冰箱& 药液使用前
震摇混匀& 且最多保存 # 日’
#2"2#!水合氯醛溶液配制!称取水合氯醛晶体
"& 4& 用 "&& 30纯化水充分溶解& &2## !3滤膜
过滤& ) e保存’
#2"2$!磷酸盐缓冲液配制!称取 :H#F7d) ,
"#F#d粉末 = 4( :HF#7d) , #F#d粉末 &2) 4(
:H8D粉末 + 4& 充分溶解于 +&& 30纯化水& 用 UF
测定仪测定 UF值& 调整 UF值至 ’2# <’2)& 定容
至 " &&& 30& 室温保存’
#2#!模型建立!U/8;d模型 大鼠& 术前 "# 6 禁
食不禁水& "&!水合氯醛 "" 305"&& 4# 腹腔注射
麻醉& 仰卧固定于鼠板& 剪开颈部皮肤& 钝性剥离
肌肉& 暴露颈总动脉 "88;#& 分离颈内动脉
"a8;#( 颈外动脉 "G8;#& 结扎 G8;( 88;’ 夹
闭a8;远心端& 于a8;与G8;交叉处上约 " V3位
置开口& 缓慢插入鱼线 "直径为 &2#1 33& 约
"= 33与 ## 33处#& 分叉处为起始计算插入距离’
后剪断多余鱼线& 缝合伤口& 置大鼠于室温阴凉
处’ 约 "21 6后大鼠苏醒& 根据jNINT@JA 评分对其
进行神经功能评分’
#2$!给药与分组!选择神经功能学评分等级为 #
级与 $ 级的实验动物进行随机分组& 对照组
"8JA# 动物另行模型& 只进行结扎& 不穿线$ 模
型组 "U/8;d# 为永久缺血模型$ 黄芩苷(栀子苷
"’ f$# 给药组分为 $&( )1( =& 345Z4& 各组均于
造模 "# 6后开始给药& 每天 " 次& 连续给药 ’ I&
8JA组( U/8;d组给予等量纯净水’
#2)!jNINT@JA!1 级评分为 & 级无明显神经病学症
状& & 分$ " 级提起尾部缺血对侧前肢贴胸内旋& "
分$ # 级置于水平面动物向缺血对侧倾斜& $ 分$ $
级动物向缺血对侧绕圈运动& = 分$ ) 级动物意识
薄弱或瘫痪& "& 分’
#21!FG染色!脑组织 )!多聚甲醛固定$ 梯度浓
度乙醇脱水& 二甲苯脱醇$ 浸蜡包埋$ 切片& 厚度
1 !3$ 再以二甲苯( 乙醇脱蜡$ 苏木素浸泡
#& 3?A& 酸水分化$ 纯净水浸泡 #& 3?A$ &21!伊
红染色 # 3?A& 冲洗$ 梯度乙醇脱水& 树脂封片’
#2=!脑组织总 8S@0P@含量检测!实验动物处理&
取材置于液氮& 后取缺血侧脑区严格按照试剂盒操
作测定’
#2’!1(0d.! 8S@0P"! 8S@0P# 蛋白检测!采用
LN@QNTA(\DJQ免疫印迹法检测脑组织缺血区 1(0d.
通路蛋白的表达’
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#2*!小胶质细胞活化检测!采用免疫荧光双标技
术& 选择 1(0d.蛋白和小胶质细胞活化态标记物
8-""\作为检测对象& 观察激活态小胶质细胞对
1(0d.表达的影响’
#2+!统计处理方法!所有数据以平均值 h标准差
"Jh%# 表示& 并用 ‘7‘‘ "*2& 软件进行统计分析’
采用单因素方差分析 ";:d_;# 进行组间比较&
Bi&2&1 定义为有显著统计学差异’
JH结果
$2"!jNINT@JA 评分观察黄芩苷(栀子苷对 U/8;d
大鼠神经功能的影响!于末次给药 = 6 后& 对实验
动物进行神经功能学评分& 以评价神经损伤情况’
结果显示& 与 8JA 组相比& U/8;d使小鼠神经功
能障碍& 大鼠出现前肢瘫痪& 行动时身体往左侧倾
倒& 并围绕左腿旋转& 神经功能处于较高等级
"Bi&2&"#’ 而黄芩苷(栀子苷给药组& 大鼠行为
学表现相似& 但症状更轻& 分数与 U/8;d组比较
具有显著性差异 "Bi&2&"#& 见图 "’

注! 与对照组"8JA#比较&nnBi&2&"$ 与 U/8;d组比较&""Bi&2&"

图 GH黄芩苷 $8:&4栀子苷 $Y@& $\ ]J& 对&<:7?大
鼠神经功能评分的影响

R#5PGH=..%)*6".8:]Y@$\ ]J& "11%(’".(1)*#"1306)"’%
".&<:7?’3*6

$2#!FG染色观察黄芩苷(栀子苷对 U/8;d大鼠
脑组织病理形态的变化!8JA 组大鼠脑组织皮层(
海马区完整正常& 间质均匀& 神经细胞形态正常&
排列整齐& 未见坏死区存在& 而 U/8;d损伤后大
鼠皮层结构疏松& 排列紊乱& 炎细胞浸润及水肿严
重& 胞质颜色加深& 细胞核固缩& 细胞坏死( 凋
亡$ 黄芩苷(栀子苷配伍给药后大鼠脑组织坏死&
水肿及炎细胞浸润依然存在& 但与模型组比较& 神
经坏死及水肿情况明显改善& 且随着给药剂量的加
大& 坏死减少& 见图 #’
$2$!GD?@H检测黄芩苷(栀子苷对 U/8;d大鼠 8S@(

图 IH>=染色观察黄芩苷 $8:& 4栀子苷4栀子苷 $Y@&
$\ ]J& 对&<:7?大鼠脑组织病理变化的影响 $ ^
INN&

R#5PIH=..%)*6".8:]Y@$\ ]J& "1*Q%&3*Q"0"5#)30)Q314
5%6".*Q%O’3#1*#66(%".&<:7?’3*6$ ÎNN&

0P@的影响!见图 $& 8S@0P@是花生四烯酸经 1(
0d.代谢的炎症因子& 会激活下游 8S@0P"( 8S@(
0P# 受体& 引发炎症反应& 检测其表达水平可以反
应脑内的炎症水平’ 与 8JA 组比较& U/8;d组脑
组织中 8S@0P@含量显著上升 "Bi&2&"#& 表明
U/8;d后大脑炎症水平增强’ 而在给予黄芩苷(栀
子苷干预后& 8S@0P@表达显著下降 "Bi&2&"#&
且呈剂量依赖关系& 说明药物可以降低炎症因子
8S@0P@的表达’

注! 与对照组 "8JA # 比较&nn Bi&2&"$ 与 U/8;d组比较&
""Bi&2&"

图 JH黄芩苷 $8:&4栀子苷 $Y@& $\ ]J& 对&<:7?大
鼠脑组织:-6B/6的影响

R#5PJH=..%)*6".8:]Y@$\ ]J& "1:-6B/6#1*Q%O’3#1
*#66(%".&<:7?’3*6

$2)!LN@QNTA(\DJQ观察黄芩苷(栀子苷对 U/8;d大
鼠 1(0d.表达的影响!1(0d.是催化花生四烯酸
生成 8S@0P@的关键限速酶’ 与 U/8;d组比较&
U/;8d组 1(0d.表达显著升高 "Bi&2&"#& 说明
U/;8d能显著激活 1(0d.通路’ 与 U/;8d组比
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较& 黄芩苷(栀子苷组能显著性下调 1(0d.的表达
水平 "Bi&2&"#& 说明药物下调 8S@0P@的作用可

能与降低 1(0d.表达有关& 且下调效果与剂量呈
依耐性& 见图 )’

注! 与对照组 "8JA# 比较&nnBi&2&"$ 与 U/8;d组比较&""Bi&2&"

图 SH黄芩苷 $8:& 4栀子苷 $Y@& $\ ]J& 对&<:7?大鼠脑组织 K4B?Z表达的影响
R#5PSH=..%)*6".8:]Y@$\ ]J& "1*Q%%,&’%66#"1".K40", #1&<:7?’3*6

$21!LN@QNTA(\DJQ观察黄芩苷(栀子苷对 U/8;d大
鼠 8S@0P@"! 8S@0P@# 表达的影响!8S@0P@"( 8S@(
0P@# 是8S@0P@的两类受体& 检测其表达有助于阐
明药物的作用机制’ 与 8JA 组比较& U/;8d后

8S@0P"( 8S@0P# 的表达显著升高 "Bi&2&"#’ 与
U/;8d组比较& 黄芩苷(栀子苷组能显著性下调
8S@0P"( 8S@0P# 的表达 "Bi&2&"#& 且依然存在
剂量依耐性& 见图 1’

注! 与对照组 "8JA# 比较&nnBi&2&"$ 与 U/8;d组比较&""Bi&2&"

图 KH黄芩苷 $8:& 4栀子苷 $Y@& $\ ]J& 对&<:7?大鼠脑组织:-6B/G’ :-6B/I 表达的影响

R#5PKH=..%)*6".8:]Y@$\ ]J& "1*Q%%,&’%66#"1".:-6B/6G 31!:-6B/6I #1&<:7?’3*6

$2=!免疫荧光双标观察黄芩苷(栀子苷对小胶质细
胞活化及 1(0d.表达的影响!/M是中枢神经系统
中的主要免疫细胞& 受到外界刺激可转化为激活态
小胶质细胞发挥多种免疫效应& 8-""\ 为激活态
小胶质细胞特异性标记物& /M活化水平与中枢炎
症反应程度直接相关联’ 与 8JA 组比较& U/;8d
组小胶质细胞活化程度显著增强& 且 1(0d.表达
增强’ 与 U/;8d组比较& 给药后& 黄芩苷(栀子苷

各组均能下调 1(0d.的表达& 减弱 /M活化程度&
但黄芩苷(栀子苷中剂量与大剂量组对激活态小胶
质细胞抑制无显著性差异’
SH讨论

脑缺血损伤其病理机制包括能量代谢障碍( 兴
奋性氨基酸过度释放( 线粒体损伤( 9d‘ 释放及
炎症因子释放等瀑布级联反应)’* ’ 大量研究表明&
缺血后的神经炎症反应是造成脑损伤的重要因
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图 WH黄芩苷 $8:& 4栀子苷 $Y@& $\ ]J& 对 &<4
:7?大鼠脑组织小胶质细胞活化及 K4B?Z表达
的影响 $ ÎNN&

R#5PWH=..%)*6".8:]Y@$\ ]J& "12#)’"50#303)*#+34
*#"131!K40", %,&’%66#"1#1*Q%O’3#1".&<4
:7?’3*6$ ÎNN&

素)** ’ 炎性细胞激活后& 加剧白细胞与血管内皮
细胞粘附( 浸润& 促进趋化因子( 炎症因子等释
放& 它们相互促进& 构成逐级放大的信号级联反
应)+* & 进而加重神经元的损伤& 引起血脑屏障通
透性破坏& 造成缺血后的继发性损伤& 最终导致神
经元损伤或死亡& 因此& 对抗脑缺血后的炎症反
应& 是减轻神经元损伤的重要途径’

本次实验首先考察了黄芩苷(栀子苷在脑缺血
恢复期对缺血恢复期脑组织病理变化的影响& 结果
显示黄芩苷(栀子苷可以有效提高正常神经元的数
量& 降低组织坏死程度& 表明黄芩苷(栀子苷在脑
缺血恢复期有一定的治疗作用& 基于前期的研究结
果& 我们猜想其作用机制可能与炎症相关’

8S@0P@是由花生四烯酸经过 1(0d.作用后形
成的一类炎症因子& 包括 0P8)( 0P-) 和 0PG)

)"&* &
8S@0P@的释放增加会诱导血脑屏障损伤和脑水肿
发生& 之后激活下游 8S@0P" 和 8S@0P#

)""* & 8S@0P"
受体参与多种炎症损伤疾病& 包括过敏性鼻炎
等)"#* & 而8S@0P# 可以增加血管通透性& 增强缺血
再灌注损伤)"$* ’ 此外& 研究还发现 8S@0P# 还可以
诱导/M的激活& 该效果会进一步加深脑缺血阶段
的炎症损伤)")* & 因此脑缺血期间的 8S@0P@58S@0P
信号通路激活是其炎性损伤的关键之处’ 本实验中
观察到黄芩苷(栀子苷组合物可以下调 8S@0P@的表
达& 通过 LN@QNTA(jDJQ实验检测发现& 8S@0P" 和

8S@0P# 的表达也出现下调’
而脑缺血后 1(0d.激活且表达会上调& 1(0d.

又可以诱导 8S@0P@的生成& 因此抑制脑缺血阶段
的 1(0d.表达成为抑制 8S@0P@通路激活的关键’
实验中我们观察到在给予黄芩苷(栀子苷组合物治
疗后& 1(0d.的表达显著性下调’

/M激活后由于其功能的特殊性被认为是引发
炎症反应及加重后期炎性损伤的关键)"1("=* & 实验
中观察到在 U/8;d模型后& 激活态 /M显著性上
调& 同时伴随有 1(0d.的高表达& 说明中枢炎症
反应加剧’ 黄芩苷(栀子苷给药后& 激活态/M( 1(
0d.表达均显著性下调& 说明药物对 1(0d.的抑
制效果可能与抑制小胶质细胞激活相关’

综上所述& 黄芩苷(栀子苷组合物能够显著降
低脑缺血大鼠缺血病理损伤& 改善神经功能学评
分& 降低8S@0P@水平& 抑制 1(0d.( 8S@0P"( 8S@(
0P# 的表达’ 其作用机制可以通过抑制 1(0d.5
8S@0P@58S@0P信号通路而发挥抗炎性损伤作用’
由于 1(0d.58S@0P@58S@0P等各级的信号表达均
受上级信号影响且小胶质细胞也参与对 1(0d.通
路的调控’ 因此本次实验依然存在着不足& 无法阐
明黄芩苷(栀子苷抗 1(0d.通路效果是否由抑制小
胶质细胞激活而介导发挥& 相应机制仍需要进一步
的实验探索’
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苗岭纳豆素胶囊对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用
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摘要# 目的!探讨苗岭纳豆素胶囊对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用’ 方法!)* 只 ‘7b级雄性 ‘-大鼠随机分为
假手术组& 缺血再灌注模型组& 阳性药物普萘洛尔组& 苗岭纳豆素胶囊高( 中( 低剂量组$ 假手术组及模型组每天按
" 305"&& 4灌胃生理盐水& 普萘洛尔阳性组& 高( 中( 低剂量组& 药物用生理盐水配置& 灌胃给药& 每天 # 次’ 用
*!水合氯醛麻醉& 按结扎大鼠心脏左冠状动脉前降支方法造模& 缺血 $& 3?A& 再灌注 "*& 3?A& 实时监测心电图 ‘P
段及P波的变化’ 假手术组只穿线不结扎冠状动脉前降支’ 再灌注末股动脉采血& 检测血清中谷草转氨酶 ";‘P#(
乳酸脱氢酶 "0-F#( 肌酸激酶同工酶 "8c(/j#( 肌钙蛋白 a"VPAa#( 超氧化歧化酶 "‘d-#( 丙二醛 "/-;#( 肿
瘤坏死因子#"P:b(## 等相关指标变化& 同时利用PP8染色法对各组心肌梗死面积进行测定’ 结果!与假手术组比
较& 模型组 ‘P段明显抬高或 P波高耸& 血清中 ;‘P( 0-F( 8c(/j活性及 VPAa( /-;( P:b(#的量均明显升高&
‘d-活性显著降低& 梗死面积显著增大 "Bi&2&" 或 Bi&2&1#’ 与模型组比较& 普萘洛尔组和苗岭纳豆素胶囊各剂
量组抑制 ‘P段抬升或P波增大& 降低;‘P( 0-F( 8c(/j释放& 同时显著抑制血清中 VPAa( /-;( P:b(#上升& 提
高 ‘d-活力 "Bi&2&" 或Bi&2&1#& 并且心肌梗死面积明显减小 "Bi&2&&"#’ 结论!苗岭纳豆素胶囊对心肌缺血
再灌注损伤的心肌具有保护作用’
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