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摘要# 目的!探讨益母草碱对慢性脑缺血大鼠认知功能的影响’ 方法!大鼠随机分为假手术组# 模型组# 益母草碱
低& 高剂量组 "(& * 4?AB?$# 通过结扎双侧颈总动脉建立慢性脑缺血模型’ 然后# 进行新事物识别& M<DD6E水迷宫
实验# 免疫荧光法检测胼胝体腺瘤性结肠息肉 "LNO$ 蛋白表达# G1EF1D7 H2<F法检测胼胝体受体相互作用蛋白激酶 $
"ISN$$& 炎性小体 "JRIN$$ 蛋白表达’ 结果!与模型组比较# 益母草碱高剂量组大鼠新事物识别能力显著上升
"!P&Q&,$# 逃避潜伏期显著降低 "!P&Q&,$# 穿越平台次数显著增加 "!P&Q&"$’ 同时# 益母草碱组 LNO表达增
加# ISN$& JRIN$ 蛋白表达较模型组显著下降 "!P&Q&,$’ 结论!益母草碱可有效改善慢性脑缺血大鼠认知功能#
其机制可能调控缺血后炎症有关’
关键词! 益母草碱% 慢性脑缺血% 认知功能
中图分类号! I#*,Q,!!!!!文献标志码! .!!!!!文章编号! "&&"+",#*"#&"*$&’+#&(,+&(
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!!慢性脑缺血又称为慢性大脑低灌注损伤# 是引起脑白
质损害& 行走障碍& 认知功能下降甚至痴呆的重要原
因(") ’ 减轻慢性脑缺血引起的脑白质损害可有效缓解大脑
运动& 认知功能下降# 但目前仍缺乏有效治疗’ 中药具有
作用缓和持久& 疗效稳定等特点# 在预防及治疗慢性缺血
性脑血管疾病方面显示出一定的优越性(#) ’ 益母草是传统
治疗妇科疾病的要药# 具有活血消肿的作用# 其主要成分
益母草碱可减轻缺血大鼠脑梗塞体积# 降低神经功能缺损
评分# 具有较好的神经保护作用($) # 同时还具有减轻慢性
脑缺血白质损伤的作用# 可减少大鼠胼胝体白质损害# 增
加少突胶质细胞表达(() ’ 目前# 有关益母草碱对慢性脑缺
血相关认知障碍作用的研究报道较少# 本实验旨在探讨该
成分对慢性脑缺血大鼠认知功能的影响’
JK材料
"Q"!动物!) 周龄 Zd雄性大鼠# 体质量 #,& e#)& ?# 由
上海西普尔+必凯实验动物有限公司提供# 动物生产许可证
号 ZOW/"沪$#&"$+&&")’ 室温 #& e#, g# 相对湿度 (&!e
-&!# 大鼠给予颗粒饲料喂养# 自由进食饮水# 适应 $ @
后开始实验’
"Q#!试药!益母草碱 "安徽新星药业有限公司# 批号
#&"$"#&’$# 含有量 ’*!# 溶于生理盐水’ 受体相互作用
蛋白激酶 $ "ISN$$& 炎性小体 "JRIN$$ 抗体 "英国 LH+
;54公司$% 腺瘤性结肠息肉 "LNO$ 抗体 "美国 ND<F167+
F1;C公司$’ M<DD6E水迷宫系统 "上海欣软信息科技有限公
司$% 冰冻切片机 "德国 R16;5公司$% 荧光显微镜 "日本
a2=4K9E公司$% ZdZ+NLX3凝胶电泳转膜装置 "美国 .6<+

I5@公司$’ 试剂均为国产分析纯’
LK方法
#Q"!分组及给药!大鼠随机分为 ( 组# 分别为假手术组#
模型组# 益母草碱低& 高剂量组 "(& * 4?AB?$# 每组 *
只’ 手术后 # C 药物组腹腔注射相应剂量益母草碱# 假手
术组& 模型组腹腔注射相同体积生理盐水# " 次A@# 连续
# 周’
#Q#!模型建立$"%!大鼠腹腔注射 "!戊巴比妥钠 "#, 4?AB?$
麻醉# 固定后# 暴露大鼠颈部皮肤# 常规消毒# 沿颈部正
中位置切开皮肤# 逐步分离颈部肌肉和软组织# 暴露双侧
颈总动脉# 分离颈总动脉和迷走神经# 结扎双侧颈总动脉
后缝合皮肤# 碘伏外涂% 假手术组不结扎颈总动脉血管#
其余步骤相同’ 大鼠苏醒后放入笼中# 常规饲养’
#Q$!M<DD6E水迷宫实验$,%!在造模后 #* @& 正式实验前
" @# 大鼠在无逃逸平台的水池中适应性游泳 # 467# 次日
将其随机从 ( 个象限入水# 以 )& E为时限# 计算大鼠从入
水至爬上平台的游泳距离# 即隐匿平台逃避路程# 若在规
定时间内未找到平台则加以引导# 大鼠在平台上停留 $& E#
每天训练 ( 次# 每个象限只使用 " 次’ 第 , 天完成逃避路
程测试后撤去平台# 将大鼠从平台所在的对面象限中放入
水池# 记录 " 467内穿越隐匿平台所在象限的次数’
#Q(!新事物识别实验$)%!实验中设置 " 个不透明的正方型
盒子 "*& ;4h*& ;4h*& ;4$ 和 $ 个不同颜色及形状的事
物’ 第 " 天大鼠在空盒子中适应 "& 467# 第 # 天分为 # 个
阶段# 第 " 阶段将 # 个不同事物放在盒子的相反位置# 事
物之间放入大鼠# 适应 , 467% 第 # 阶段其中 " 个事物被第
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$ 个事物取代# 位置不变# 再放入大鼠探索 , 467# 记录在
不同物体上的累积探测时间# 探索标准为大鼠鼻子距离事
物小于 # ;4或大鼠直接用鼻子接触事物# 记录新事物探索
时间 "2$ 和旧事物探索时间 "@$# 计算识别分数 ( "2A
@$ A"2j@$)’
#Q,!免疫荧光染色!取 # 只大鼠常规福尔马林灌注# 冰冻
切片(-) # 各取 $ 张浸入 (!多聚甲醛固定液中# 室温下固
定 #& 467# N.Z浸洗 $ 次# 每次 $ 467# 每张切片滴加 # 滴
$![#a#+甲醇溶液# 室温 "", e#, g$ 下封闭 "& 467#
N.Z浸洗 $ 次# 滴加 ,& e"&& "R即用型山羊血清# 室温下
孵育 #& 467 后封闭# 滴加 LNO一抗 " " k#&& 稀释$
"&& "R# $- g下湿盒孵育 # C# N.Z 浸洗 $ 次# 滴加二抗
"" k#&& 稀释$ "&& "R# $- g下避光孵育 " C# N.Z 浸洗 $
次# 封片# 显微镜下观察胼胝体蛋白表达’
#Q)!G1EF1D7H2<F检测 !应用 ISN$& JRIN$ 抗体# 效价
" k" &&&’ 大鼠快速麻醉后# &Q&" 4<2ARN.Z 灌注冲洗血
管# 分离胼胝体组织# N.Z 漂洗 $ 次# 每次 , 467# 加入
" 4R蛋白裂解液# 玻璃匀浆器匀浆脑组织# 冰上静置
$& 467后# ( g下 "& &&& DA467 离心 $& 467# 取上清液#
.D5@ <̂D@法测定蛋白浓度’ 取蛋白样品 *& ?# 聚丙烯酰胺变
性凝胶分离后# 电转膜法将其转移到硝酸纤维膜上# ,!脱
脂奶粉封闭# 加入一抗# ( g下杂交过夜# 洗涤液 "N.Z#
含 &Q&,! 0_117+#&$ 洗涤 $ 次# 每次 "& 467# 加入二抗#
室温下孵育 "Q, C# 洗涤液洗涤 $ 次# 3OR法显影’ 以 !+
L;F67为内标# 分析各条带的相对光密度’
#Q-!统计学分析!通过 ZNZZ "-Q& 软件进行处理# 结果以
"Ff)$ 表示# 数据采用单因素方差分析’ !P&Q&, 为差异
有统计学意义’
MK结果
$Q"!益母草碱对大鼠认知功能的影响!图 " L显示# 模型
组大鼠识别分数 "&Q"$ f&Q&"$ 较假手术组 "&Q,- f
&Q&,$ 显著下降 "!P&Q&"$% 益母草碱高剂量组 "&Q$$ f
&Q&($ 显著提高 "!P&Q&,$# 低剂量组无显著差异 "!l
&Q&,$’

图 ".显示# 第 " 天各组大鼠逃避潜伏期无明显差异
"!l&Q&,$# 随着训练天数增加而逐渐减少’ 第 , 天模型

组 ( "($Q$ f#Q($ E) 较假手术组 ( "#"Q, f$Q$$ E) 显著

增加 "!P&Q&"$% 益母草碱高剂量组 ( "$"Q# f"Q*$ E)

较模型组显著下降 "!P&Q&,$# 低剂量组无显著差异
"!l&Q&,$’

图 "O显示# 模型组大鼠穿越平台次数 ( ""Q,- f

&Q,$$ 次) 显著少于假手术组 ( "(Q($ f&Q’-$ 次) "!P

&Q&"$% 益母草碱高剂量组 ( "$Q"( f&Q*’$ 次) 显著多于

模型组 "!P&Q&"$# 低剂量组无明显差异 "!l&Q&,$’
根据以上结果# 选择益母草碱高剂量组进行后续实验’

$Q#!LNO蛋白表达!图 # 显示# 假手术组胼胝体 LNO蛋
白表达较强# 阳性细胞较多% 模型组LNO蛋白表达明显减
弱# 阳性细胞数明显减少% 益母草碱高剂量组 LNO蛋白表

注! 与假手术组比较#!!P&Q&,# !!!P&Q&"% 与模型组比较#v!P

&Q&,# vv!P&Q&"

图 JK益母草碱对大鼠认知功能的影响

达上升# 阳性细胞数增多’
$Q$!ISN$! JRIN$ 蛋白表达!图 $ 显示# 与假手术组比
较# 模型组胼胝体JRIN$& ISN$ 蛋白表达显著上升# 相对
光密度显著增加 "!P&Q&,$% 益母草碱高剂量组两者蛋白
表达下降# 其相对光密度较模型组显著降低 "!P&Q&,$’
RK讨论

长期低灌注引起的慢性脑供血不足会导致明显的脑白
质损害# 包括少突胶质细胞减少& 髓鞘密度下降& 郎飞结
异常’ 正常认知功能依赖复杂的神经纤维环路# 脑白质损
害可破坏其正常信息联络# 认知功能发生变化# 如脑室旁
的缺血灶可引起丘脑前核+乳头体+海马之间的边缘系统环
路损害(*) ’ 神经心理检查发现# 临床上慢性脑缺血白质损
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图 LK益母草碱对$2=蛋白表达的影响 % WRXX&

害患者的记忆力& 注意力& 执行功能& 视空间功能& 轻度
认知功能下降# 进而发展为血管性痴呆(’) ’

益母草碱抗脑缺血损伤的神经保护作用可能与减轻线
粒体损害和抗氧化作用有关($) # 并具有良好的抗炎作
用("&) # 前期课题组也报道它可减轻慢性脑缺血白质损
伤(() ’ 本实验发现# 各成分可改善慢性脑缺血大鼠的空间
学习能力和记忆能力# 而且JRIN$ 表达下降# 推测可能是
通过抗炎作用来达到神经保护目的’

慢性脑缺血相关白质损害与炎症密切相关# 免疫荧光
发现反应炎症的小胶质细胞免疫荧光染色数目明显增加
"Od""H和SH5"$# 在白质甚至海马中可见小胶质细胞的炎
性标志物aW+) 表达明显升高# 星型细胞活化("") ’ JRIN$

又称为冷炎素# 是由寒冷诱导自身炎症综合征+" 基因编码#

在大脑和免疫细胞中大量表达# 其激活可促进 O5K5E1+" 前
体转化为 O5K5E1+"# 促进 SR+"H& SR+"* 产生% 脑缺血后其
表达明显升高# 主要集中在小胶质细胞与内皮细胞中# 从
而引起一系列炎性反应("#) % 将该基因敲除后# 大鼠梗塞体
积& 水肿& 血脑屏障明显改善’ 同时# SR+"H增多可以促进
兴奋性氨基酸毒性和氧化毒性# 进一步加剧脑缺血和脑白
质损害("$) ’ 本实验发现# 慢性脑缺血大鼠胼胝体 JRIN$

蛋白表达增多# 支持炎症参与慢性脑缺血和脑白质损害’
ISN$被认为是程序性坏死的分子标志物("() # 如未受

阻止# 则细胞损伤持续加重# 细胞膜破裂# 导致细胞内容
物释放# 启动下游损伤相关模式分子 "dLMN$# 促进炎性
小体 "尤其是JRIN$ 小体$ 生成和炎症发生发展# 进一步
引起相邻细胞损害(",) ’ 本实验发现# 益母草碱组 ISN$ 蛋
白表达下调# 推测其抗炎作用可能是通过调控该蛋白来减
轻炎性小体表达’

图 MK益母草碱对<>2M$ FE<2M蛋白表达的影响
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独一味总环烯醚萜苷胶囊的主要药效学及急性毒性
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摘要# 目的!考察独一味总环烯醚萜苷胶囊的主要药效学及急性毒性’ 方法!,& 只.LR.A;小鼠随机分为 , 组# 即模
型组# 独一味胶囊高剂量组 "" -,) 4?AB?$# 独一味总环烯醚萜苷胶囊低& 中& 高剂量组 "*)& "-#& ($& 4?AB?$# 每
组 "& 只# 采用二甲苯致耳肿胀& 冰醋酸致扭体& 热板法镇痛实验考察抗炎& 镇痛作用% ,& 只 G6EF5D大鼠随机分为相
同 , 组# 每组 "& 只# 连续灌胃给药 " 周# 末次给药后 " C# 测定凝血酶原时间 "N0$& 部分凝血活酶时间 "LN00$&
凝血酶时间 "00$& 纤维蛋白原 "YS.$’ 采用经典的急性毒性实验法# 比较独一味胶囊& 独一味总环烯醚萜苷胶囊&
总黄酮& 大极性部分的急性毒性作用’ 结果!与对照组比较# 独一味总环烯醚萜苷胶囊中& 高剂量组能显著抑制耳肿
胀 "!P&Q&,$% 各剂量组均能显著降低扭体次数 "!P&Q&,$# 但痛阈值无明显变化 "!l&Q&,$% 高剂量组能显著缩
短00# 抑制LN00# 增加YS."!P&Q&,$# 但对N0无显著影响 "!l&Q&,$’ 不同剂量胶囊均未引起小鼠死亡# 仅高
剂量组使小鼠轻度腹泻和活动下降’ 结论!独一味总环烯醚萜苷胶囊具有良好的抗炎& 镇痛& 止血作用# 而且急性毒
性较低’
关键词! 独一味总环烯醚萜苷胶囊% 抗炎% 镇痛% 止血% 急性毒性
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常用药之一# 始载于 #&&, 年版 1中国药典2# 具有活血止

痛& 化瘀止血之功效# 用于治疗外科手术后的刀口疼痛和
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