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摘要： 目的　 研究川芎⁃防风体外抗氧化及对大鼠脑缺血再灌注损伤的协同作用。 方法　 采用 ７０％ 乙醇回流提取得到

川芎、 防风及不同比例合煎液， １， １⁃二苯基⁃２⁃苦基肼 （ＤＰＰＨ） 法测定其体外抗氧化活性。 ＳＤ 大鼠随机分为假手术

组、 模型组、 川芎组、 防风组、 川芎防风合用组， 通过大脑中动脉栓塞 （ＭＣＡＯ） 制备脑缺血再灌注损伤模型， 观测

各组神经功能缺损症状、 脑梗死面积百分比及缺血侧脑组织中 ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＬＤ、 ＬＤＨ 水平。 结果　 川芎⁃防风比例为

１ ∶ ２ 和 １ ∶ １ 时， 清除 ＤＰＰＨ 自由基具有较好的协同作用； ３ 个给药组均可改善大鼠神经功能缺损症状， 降低脑梗死

率及 ＭＤＡ、 ＬＤ、 ＬＤＨ 水平， 提高 ＳＯＤ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与防风组比较， 合用组 ＳＯＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＭＤＡ、
ＬＤ、 ＬＤＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与川芎组比较， 合用组 ＬＤ、 ＬＤＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 川芎⁃防风

药对对大鼠脑缺血再灌注损伤具有一定的协同保护作用， 其机制可能和抗氧化作用有关。
关键词： 川芎； 防风； 抗氧化； ＤＰＰＨ； 脑缺血； 协同作用

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）０６⁃１６３２⁃０４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 ０６􀆰 ０４７

　 　 缺血性脑卒中具有发病率高等特点， 是导致死亡和长

期致残的主要原因之一［１］ ， 给家庭和社会带来沉重的负

担［２］ ， 因此， 探寻治疗脑缺血的有效药物迫在眉睫。 中医

多以中药配伍的形式进行疾病的防治［３⁃４］ ， 药对是最简单的

中药配伍形式， 被历代医家广泛应用。 近年来， 在脑缺血

损伤的防治研究中发现， 中药药对的合理运用， 可实现中

药复方的优化组合， 明显减轻缺血半暗带脑组织的损伤以

及脑缺血再灌注引起的损伤［５⁃６］ 。
川芎 （Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍ ｗａｌｌｉｃｈｉｉ） 具有活血化瘀［７］ 、 抗氧化、

神经保护［８］ 等作用， 广泛用于脑缺血的治疗， 疗效确切。
防风为伞形科植物防风 Ｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａ ｄｉｖａｒｉｃａｔａ （ Ｔｕｒｃｚ．）
Ｓｃｈｉｓｃｋ 的干燥块根， 具有解表祛风、 抗炎抗菌、 活血化

瘀［９］ 、 抗氧化［１０］等作用。 前期研究中， 对中华医典 ５􀆰 ０ 系

统中治疗脑中风的古代方剂进行频数分析和关联分析， 川

芎⁃防风为古代治疗脑中风的最常用药对之一［１１］ 。 目前对

于川芎⁃防风药对配伍治疗脑中风的实验研究尚未见报道，
两者是否存在协同作用？ 协同作用机制如何？ 是目前要探

究的关键问题。 本研究从川芎⁃防风药对体外抗氧化及体内

抗脑缺血性损伤两方面开展实验， 探究两者是否通过清除

自由基和抗氧化作用协同起效。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 雄性， 体质量 （２８０±２０） ｇ，
购自浙江中医药大学动物实验研究中心， 实验动物使用许

可证号 ＳＹＸＫ （浙） ２０１８⁃００１２。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 川芎、 防风 （浙江天道医药有限公司；
批号分别为 １８１００３、 １８０９０２）； ９５％ 乙醇 （无锡市晶科化工

有限公司， 分析纯， 批号 ２０１７０５０２）； １， １⁃二苯基⁃２⁃苦基

肼 （ ＤＰＰＨ， 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号

Ｗ１０Ａ８Ｅ３３５９９ ）； 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ ＳＯＤ， 批 号

２０１８１０２９）、 丙二醛 （ＭＤＡ， 批号 ２０１８１０２９）、 乳酸 （ＬＤ，
批号 ２０１８１１０７）、 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ， 批号 ２０１８１０３１）、 蛋

白定量检测试剂盒 （批号 ２０１８１０１８）、 ２， ３， ５⁃三苯基氯化

四氮唑 （２， ３， ５⁃Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＴＴＣ， 批号

ＢＣＢＲ５４６２） 均购自南京建成生物工程研究所； 其余试剂均

为分析纯。
１􀆰 ３　 仪器　 ＨＷＳ２６ 电热恒温水浴锅 （上海一恒科学仪器

有限公司）； ＳＨＢ⁃Ⅲ循环水式多用真空泵 （郑州长城科工

贸有限公司）； ＲＥ⁃５２ 旋转蒸发器 （上海嘉鹏科技有限公

司）； Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ Ｍ３ 酶标仪 （美国 ＭＤ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 川芎、 防风单用及合用对 ＤＰＰＨ 自由基清除率的影响

２􀆰 １􀆰 １　 供试品溶液的配制　 精密称取川芎、 防风单煎及合

煎所用药材 ５ ｇ， 单煎和合煎组中川芎和防风的质量配比分

别为 ０ ∶ １、 １ ∶ ４、 １ ∶ ３、 １ ∶ ２、 １ ∶ １、 ２ ∶ １、 ３ ∶ １、 ４ ∶ １、
１ ∶ ０， 分别加入 ７０％ 乙醇 ５０ ｍＬ， ８０ ℃回流提取 １ ｈ， 滤

过， 即得 （０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ）。
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２􀆰 １􀆰 ２　 ＤＰＰＨ 自由基清除率测定　 分别精密移取 “２􀆰 １􀆰 １”
中的供试品溶液 ８００ μＬ， 加入 ７０％ 乙醇至 ２ ｍＬ， 混匀， 稀

释 ２􀆰 ５ 倍， 精密移取 ２０ μＬ 于 ９６ 孔板中， 再加入 １８０ μＬ
５０ ｍｇ ／ ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液， 以 ７０％ 乙醇作空白对照， 避光反应

３０ ｍｉｎ， 于 ５１７ ｎｍ 处测定吸光度， 计算清除率， 公式为

［（ＯＤ２－ＯＤ１） ／ （ＯＤ２ －０􀆰 ０３６） ］ ×１００％ ， 其中 ＯＤ１ 为样

品与 ＤＰＰＨ 反应后在 ５１７ ｎｍ 处的吸光度， ＯＤ２ 为 ７０％ 乙醇

与 ＤＰＰＨ 反应后在 ５１７ ｎｍ 处的吸光度。
２􀆰 １􀆰 ３　 精密度试验 　 精密移取上述供试品溶液各２０ μＬ，
加入 ＤＰＰＨ， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法于 ５１７ ｎｍ 波长处测定

吸光度， 计算清除率， 结果见表 １， 可知仪器精密度良好。

表 １　 酶标法精密度试验结果

样品
质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
清除率 ／ ％

１ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值
ＲＳＤ ／ ％

川芎 ８ ４４􀆰 ７９ ４５􀆰 ９２ ４５􀆰 ７８ ４４􀆰 ７５ ４２􀆰 ２１ ４８􀆰 ７４ ４５􀆰 ３７ ４􀆰 ６８１

防风 ３２ ５０􀆰 ９０ ５１􀆰 ５１ ５３􀆰 ０１ ４８􀆰 ４９ ４９􀆰 ７５ ４７􀆰 ５４ ５０􀆰 ２０ ４􀆰 ０１６

川芎＋防风 ８＋３２ ５３􀆰 ５２ ５３􀆰 ９２ ５２􀆰 ４１ ５１􀆰 ９１ ５２􀆰 ２９ ５２􀆰 ４９ ５２􀆰 ７５ １􀆰 ４８４

２􀆰 １􀆰 ４　 稳定性试验 　 精密移取上述供试品溶液各 ２０ μＬ，
于 ０、 ２、 ４、 ６ ｈ 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法在 ５１７ ｎｍ 波长处测

定吸光度， 计算清除率， 结果见表 ２， 可知 ６ ｈ 内样品稳定

性良好。
表 ２　 酶标法稳定性试验结果

样品
质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
清除率 ／ ％

０ ｈ ２ ｈ ４ ｈ ６ ｈ
ＲＳＤ ／ ％

川芎 ８ ６０􀆰 ００ ５６􀆰 ６０ ５６􀆰 ００ ５８􀆰 ２９ ３􀆰 １２１
防风 ３２ ４２􀆰 １６ ４２􀆰 ８２ ４２􀆰 ４４ ４１􀆰 ９１ ０􀆰 ９２２ ４
川芎＋防风 ８＋３２ ４８􀆰 １２ ４８􀆰 ６８ ４４􀆰 ２９ ４５􀆰 ８６ ４􀆰 ３６１

２􀆰 ２　 川芎、 防风单用及合用对大鼠脑缺血再灌注损伤的

影响

２􀆰 ２􀆰 １　 分组与给药　 分别称取川芎 ９０ ｇ、 防风 ９０ ｇ、 川芎

和防风各 ４５ ｇ， ７０％ 乙醇浸泡 ３０ ｍｉｎ 后回流提取 ２ 次， 提

取液浓缩至 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ。 将 ６０ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分为假手

术组、 模型组、 川芎组 （４ ｇ ／ ｋｇ）、 防风组 （４ ｇ ／ ｋｇ）、 川

芎防风合用组 （４ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １２ 只， 再灌注同时灌胃给

药， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ， 假手术组和模型组灌胃等量的生

理盐水。
２􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠大脑中动脉栓塞模型 （ＭＣＡＯ） 的建立　 将称

重后的大鼠用 １０％ 水合氯醛 （３５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 腹腔注射麻醉，
Ｌｏｎｇａ 线栓法［１２］制备 ＭＣＡＯ 模型。 缺血 １ ｈ 后松开动脉夹

行再灌注， 若苏醒后的大鼠出现同侧 Ｈｏｎｏｒ 症和对侧前肢

提爪， 则表示造模成功。
２􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠神经功能评分　 参考 Ｌｏｎｇａ［１２］５ 分制评分标准，
在大鼠再灌注第 ７ 天观察并记录神经功能缺损症状， 再进

行评分。
２􀆰 ２􀆰 ４　 大鼠脑梗死率计算　 第 ８ 天大鼠断头取脑， 用生理

盐水漂洗， 吸干表面的水分并速冻 ２０ ｍｉｎ， 作冠状切片，
ＴＴＣ 溶液 ３８ ℃孵育 １０ ｍｉｎ， 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算脑梗死

面积和全脑面积， 计算出脑梗死面积百分比， 脑梗死面积

百分比＝ （梗死面积 ／全脑面积） ×１００％ 。
２􀆰 ２􀆰 ５　 脑缺血氧化损伤相关指标检测　 取大鼠缺血侧脑组

织制备 １０％ 组织匀浆， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液，
按照试剂盒说明书测定脑组织 ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＬＤ、 ＬＤＨ
水平。
２􀆰 ３　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行分析， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ ｗａｙ

ＡＮＯＶＡ）， 组间两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 川芎、 防风单用及合用对 ＤＰＰＨ 自由基清除率的影响

　 如图 １ 所示， 在 ８ ～ ２６􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内， 川芎对 ＤＰＰＨ
自由基的清除率随川芎比例增加而逐渐增大， 随后保持稳

定； 在 １３􀆰 ２ ～３２ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内， 防风对 ＤＰＰＨ 自由基的清

除率随防风比例增加而逐渐增大； 川芎防风比例为 １ ∶ ４、
１ ∶ ３、 １ ∶ ２、 １ ∶ １ 时， 对 ＤＰＰＨ 清除率具有较好的协同作

用， 其中以 １ ∶ ２、 １ ∶ １ 时协同作用更为明显。

图 １　 各组 ＤＰＰＨ 清除率 （ｎ＝３）

３􀆰 ２　 各给药组对脑缺血大鼠神经功能和脑梗死面积百分比

的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠神经功能评分及脑

梗死面积百分比增加； 给药组可改善神经功能缺损症状，
降低脑梗死面积百分比 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 合用组优于川芎组、
防风组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ２、 表 ３。
３􀆰 ３　 脑组织中脑缺血氧化应激指标

３􀆰 ３􀆰 １　 各组大鼠脑组织中 ＳＯＤ 水平 　 如图 ３ 所示， 与假
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图 ２　 ＴＴＣ 染色后各组脑切片

表 ３　 各组大鼠神经功能评分及脑梗死面积百分比 （ｘ±ｓ）

组别
神经功能评分

（ｎ＝ １２） ／ 分
脑梗死面积

（ｎ＝ ３）占比 ／ ％
假手术组 ０　 ０　
模型组 ２􀆰 ５８±０􀆰 ６６＃＃ ２７􀆰 ５１±１􀆰 ８５＃＃

川芎组 １􀆰 ８２±０􀆰 ５５∗∗ １７􀆰 ９６±２􀆰 ７５∗∗

防风组 １􀆰 ９４±０􀆰 ８２∗∗ １９􀆰 ７８±１􀆰 ４７∗∗

合用组 　 　 １􀆰 ４８±０􀆰 ４９∗∗△△☆☆ 　 １１􀆰 ２７±１􀆰 ９６∗∗△△☆☆

　 　 注：与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与川

芎组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１；与防风组比较，☆☆Ｐ＜０􀆰 ０１。

手术组比较， 模型组大鼠脑组织中 ＳＯＤ 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 给药组 ＳＯＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与防风组比较， 合用组 ＳＯＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与防风组比较，☆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组大鼠脑组织中 ＳＯＤ 水平 （ｎ＝９）

３􀆰 ３􀆰 ２　 各组大鼠脑组织中 ＭＤＡ 水平 　 如图 ４ 所示， 与假

手术组比较， 模型组大鼠脑组织中 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 给药组 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与防风组比较， 合用组 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３􀆰 ３　 各组大鼠脑组织中 ＬＤＨ 水平 　 如图 ５ 所示， 与假

手术组比较， 模型组大鼠脑组织中 ＬＤＨ 水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 给药组 ＬＤＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与防风组和川芎组比较， 合用组 ＬＤＨ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３􀆰 ４　 各组大鼠脑组织中 ＬＤ 水平　 如图 ６ 所示， 与假手

术组比较， 模型组大鼠脑组织中 ＬＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 给药组 ＬＤ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与川芎组

和防风组比较， 合用组 ＬＤ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＤＰＰＨ 是一种稳定的深紫色自由基， 通过测定待测物

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１；

与防风组比较，☆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组大鼠脑组织中 ＭＤＡ 水平 （ｎ＝９）

注： 与假手术组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１；

与川芎组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５； 与防风组比较，☆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组大鼠脑组织中 ＬＤＨ 水平 （ｎ＝９）

注： 与假手术组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

与川芎组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５； 与防风组比较，☆☆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组大鼠脑组织中 ＬＤ 水平 （ｎ＝９）

质与 ＤＰＰＨ 反应后颜色变浅程度来反映该物质清除自由基
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的能力和抗氧化能力［１３］ 。 川芎⁃防风比例为 １ ∶ ２ 和 １ ∶ １
时， 两者合用对 ＤＰＰＨ 自由基的清除表现出较好的协同作

用， 表明川芎⁃防风在这两种配伍比例下具有较好的体外抗

氧化协同作用， 可为动物体内实验提供配伍比例依据。
脑缺血再灌注损伤是一个复杂的级联反应过程， 其发

生机制由多种因素共同参与， 如过多自由基生成、 凋亡基

因激活、 炎症反应等一系列病理变化， 各因素相互影响，
最终导致细胞凋亡或坏死， 出现脑神经功能缺损等症

状［２］ 。 脑缺血再灌注发生时， 局部缺血引发了活性氧簇的

大量产生［１４］ 。 ＳＯＤ 为人体最重要的抗氧化酶之一， 过多的

氧自由基会消耗大量的 ＳＯＤ， 使其活性降低。 ＳＯＤ 活性下

降可导致脑内氧自由基大量堆积， 进而攻击生物膜中不饱

和脂肪酸， 导致 ＭＤＡ （脂质过氧化产物） 大量产生［１５⁃１７］ ，
从而使机体氧化功能紊乱。 ＬＤＨ 是一种和葡萄糖代谢相关

的酵素， 广泛存在于身体器官组织中。 脑缺血发生时， 细

胞膜因受到损伤而通透性增加， ＬＤＨ 释放到膜外。 由于氧

供应被阻断， 脑组织细胞只能通过无氧代谢获取能量， 产

生大量的代谢产物 ＬＤ［１８］ 。
脑缺血动物实验表明， 川芎、 防风及合用均可改善脑

缺血大鼠神经功能的缺损症状、 降低脑梗死率、 提高脑组

织中 ＳＯＤ 水平， 降低 ＭＤＡ、 ＬＤ 和 ＬＤＨ 水平， 且川芎⁃防
风合用在抗大鼠脑缺血再灌注损伤方面具有一定的协同效

果， 其机制可能与清除自由基发挥抗氧化作用有关。
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