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青藤碱对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤保护作用及机制
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　　摘　要：目的　探讨青藤碱（Ｓｉｎ）对脑缺血再灌注损伤保护作用及机制。方法　将８０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为假手术组、脑缺

血再灌注组、Ｓｉｎ低剂量治疗组和Ｓｉｎ高剂量治疗组。用线栓法建立大脑中动脉局灶性缺血再灌注模型。于术前３０ｍｉｎ分别给

予治疗组动物Ｓｉｎ３０、６０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射。各组动物于脑缺血９０ｍｉｎ再灌注２４ｈ，取脑标本采用ＴＵＮＥＬ法检测神经细胞凋亡，

干湿质量法检测脑含水量，ＨＥ染色观察脑组织病理改变，分光光度法检测髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性，羟胺法和硫巴比妥酸盐反

应法检测超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）变化。结果　（１）与假手术组比较，脑缺血再灌注组凋亡细胞和脑含水量明显

增加（犘＜０．０５）；与脑缺血再灌注组比较，Ｓｉｎ高、低剂量治疗组凋亡细胞均明显减少，脑含水量降低，Ｓｉｎ高剂量治疗组凋亡细胞

减少，脑含水量降低较Ｓｉｎ低剂量治疗组更明显（犘＜０．０５）。（２）与假手术组比较，脑缺血再灌注组 ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ含量明显

增加，ＳＯＤ活性下降；与脑缺血再灌注组比较，Ｓｉｎ高、低剂量治疗组 ＭＰＯ及 ＭＤＡ含量均明显减少，ＳＯＤ活性提高；Ｓｉｎ高剂量

治疗组 ＭＰＯ及 ＭＤＡ含量减少、ＳＯＤ活性提高较Ｓｉｎ低剂量治疗组更明显（犘＜０．０５）。（３）Ｓｉｎ高、低剂量治疗组脑组织缺血损

伤病理学改变明显轻于脑缺血再灌注组，Ｓｉｎ高剂量治疗组缺血改变亦轻于Ｓｉｎ低剂量治疗组。结论　Ｓｉｎ对脑缺血再灌注损伤

有保护作用，其机制可能与抗凋亡、抑制炎症反应和自由基生成有关。
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　　青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，Ｓｉｎ）是从中药青风藤（ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍ

ａｃｕｔｕｍｒｅｈｄｅｔｗｉｌｓ）中提取的生物碱单体。其具有抗炎、抑制

免疫、镇痛、降压、抗心律失常等药理作用。作者前期研究证

实，青藤碱对大鼠缺血再灌注脑损伤有保护作用［１］。本实验通

过观察青藤碱对脑缺血再灌注大鼠细胞凋亡和炎症反应及自

由基的影响，进一步探讨其保护作用的可能分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠８０只，清洁级，体质量（２５０±

３０）ｇ，由广西医科大学动物实验中心提供；７２１Ａ型分光光度计

（四川仪表九厂）、奥林巴斯ＶＡＮＯＸ显微照相系统（ＯＬＹＰＵＳ

ＯＰＡＴＩＣＡＬＣＯ．ＬＴＤ，日本东京）、病理图像分析仪 ＤＭＲ＋

Ｑ５５０型（德国莱卡公司）、细胞凋亡试剂盒（武汉博士德生物工

程有限公司）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒（南京建成生物工程研究所）等。

１．２　实验方法

１．２．１　实验动物分组与模型的建立　将大鼠分为４组，即假

手术组，缺血再灌注组，Ｓｉｎ高、低剂量治疗组。每组２０只。参

照Ｌｏｎｇａ等
［２］的方法制备大鼠局灶性脑缺血再灌注模型。采

用颈外动脉插入线栓法栓塞左侧大脑中动脉。线栓采用石蜡

线栓。线栓直径约０．２７ｍｍ，插入深度约１８ｍｍ，此时线栓头

位于大脑中动脉起始部。缺血９０ｍｉｎ时，抽提线栓实现再灌

注。术中保持室内温度２５℃，保持肛温３７℃。将麻醉苏醒后
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的大鼠放回鼠笼，单笼饲养，自由饮食。各组分别在再灌注２４

ｈ后按照Ｌｏｎｇａ等
［２］评分标准进行神经功能缺陷评分，０分：

正常，无神经缺损征象；１分：动物不能完全神展右前肢；２分：

动物右侧肢体瘫痪，行走时向右侧转圈，出现追尾现象；３分：

动物行走向右侧跌倒，或不能站立或打滚；４分：无自发活动，

有意识障碍。神经功能缺陷评分达１～３分为模型成功。

１．２．２　给药途径与药量　Ｓｉｎ低剂量治疗组（３０ｍｇ／ｋｇ）和高

剂量治疗组（６０ｍｇ／ｋｇ）均于术前３０ｍｉｎ分别给予大鼠腹腔注

射Ｓｉｎ，假手术组和缺血再灌注组给予等量生理盐水腹腔注射。

１．２．３　细胞凋亡检测　再灌注２４ｈ后各组随机取５只大鼠，

用生理盐水和多聚甲醛进行心脏灌流固定，断头取脑。在左侧

大脑半球距离嗅球尖端７～１１ｍｍ冠状切取约５ｍｍ厚脑组

织块，固定、脱水、包埋成腊块，连续切片，厚５μｍ。连取５张，

１张作 ＨＥ染色，其余４张作免疫组化染色。取上述脑切片，

采用ＴＵＮＥＬ法检测神经细胞凋亡，具体操作按试剂盒说明书

进行。以胞核出现棕黄染色颗粒代表 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数。

每张切片分别随机选取左侧大脑半球额顶部皮质５个不重复

高倍视野（×４００），计数每个视野阳性细胞数，算出平均数即为

每张切片阳性细胞数。计数ＴＵＮＥＬ阳性细胞数和细胞总数，

以 ＴＵＮＥＬ阳性率表示细胞凋亡。

１．２．４　ＭＰＯ、ＭＤＡ、ＳＯＤ活性测定　再灌注２４ｈ后各组随

机取１０只大鼠，开颅取脑，置于４℃冰箱５ｍｉｎ，在冰浴下取左

侧大脑半球，以试剂盒提供的匀浆介质制成脑组织匀浆，严格

按试剂盒说明书操作，５只匀浆检测 ＭＰＯ活性，５只匀浆检测

ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量。采用分光光度法在４６０ｎｍ、１ｃｍ 光

径处检测各管ＯＤ值，运用公式［（测定管ＯＤ值－对照管ＯＤ

值）／１１．３×取样量］计算 ＭＰＯ活性数值。取脑组织匀浆以羟

胺法和硫巴比妥酸盐反应法进行ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量检

测。组织蛋白定量用考马斯亮蓝法，比色用ＤＵ６４０型核酸蛋

白分析仪。

１．２．５　脑含水量检测　再灌注２４ｈ后各组取５只大鼠，断头

取脑后快速称取左、右大脑半球湿质量，置１１０～１１５℃烤箱内

烤至恒质量，再分别称其干质量，用（湿质量－干质量）／湿质量

百分比作为衡量脑含水质量指标。

１．２．６　ＨＥ染色　取再灌注２４ｈ后大鼠脑切片进行常规 ＨＥ

染色，观察病理形态学改变。

１．３　统计学方法　数据处理采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件，结果

以狓±狊表示，采用单因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ狋

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓｉｎ对神经元凋亡的影响　假手术组可见到少量凋亡细

胞 。缺血再灌注组凋亡细胞部位主要分布于缺血半暗带的额

顶皮质，凋亡细胞阳性率增加，与假手术组比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见图１。与缺血再灌注组比较，Ｓｉｎ高、低剂量

治疗组凋亡细胞阳性率均明显减少，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），高、低剂量治疗组之间差异也有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１、图２～３。

表１　　Ｓｉｎ对神经元凋亡的影响

组别 狀 凋亡细胞阳性率（％，狓±狊）

假手术组 ５ ３．５２±１．１１

缺血再灌注组 ５ ４２．５１±５．２８△

Ｓｉｎ低剂量治疗组 ５ ３４．８７±２．４６

Ｓｉｎ高剂量治疗组 ５ ２１．３７±３．８４▲

　　与假手术组比较，△：犘＜０．０５；与缺血再灌注组比较，：犘＜０．０５；

与Ｓｉｎ低剂量治疗组比较，▲：犘＜０．０５。

表２　　Ｓｉｎ对 ＭＰＯ、ＳＯＤ、ＭＤＡ和脑含水量的影响（狓±狊）

组别 狀 ＭＰＯ活性（ｕ／ｇ） ＳＯＤ活性（ｕ／ｍｇｐｏｒｏｔ） ＭＤＡ含量（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ） 脑含水量（％）

假手术组 １５ ０．０３３±０．００５ ３０６．９１±６．３７ ４．２１±０．３２ ８１．０９±１．４７

缺血再灌注组 １５ ０．４２１±０．０３０△ ２２４．０３±９．８２△ ６．９３±０．２４△ ９２．１３±２．６２△

Ｓｉｎ低剂量治疗组 １５ ０．３２１±０．０２７ ２７６．２４±２８．３５ ５．５３±０．３８ ８８．２４±１．２５

Ｓｉｎ高剂量治疗组 １５ ０．２２±０．０３１▲ ２８９．１９±１７．２０▲ ５．０４±０．４１▲ ８４．２４±１．８１▲

　　与假手术组比较，△：犘＜０．０５；与缺血再灌注组比较，：犘＜０．０５；与Ｓｉｎ低剂量治疗组比较，▲：犘＜０．０５。

　　可见较多凋亡阳性细胞表达。

图１　　脑缺血再灌注组ＳＰ染色结果（×４００）

２．２　Ｓｉｎ对 ＭＰＯ、ＭＤＡ和ＳＯＤ活性的影响　假手术组 ＭＰＯ

活性为（０．０２６±０．０１３）ｕ／ｇ。与假手术组比较，缺血再灌注组

缺血侧额顶部皮质 ＭＰＯ活性明显升高，差异有统计学意义（犘

＜０．０５）。与缺血再灌注组比较，Ｓｉｎ高、低剂量治疗组缺血侧

额顶部皮质 ＭＰＯ活性明显降低（犘＜０．０５），高、低剂量治疗组

之间差异亦有统计学意义（犘＜０．０５）。与假手术组比较，缺血

再灌注组缺血侧额顶部皮质ＳＯＤ含量下降，ＭＤＡ含量升高，

差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。与缺血再灌注组相比较，Ｓｉｎ

高、低剂量治疗组ＳＯＤ含量升高，ＭＤＡ含量下降（犘＜０．０５），

高、低剂量治疗组之间差异亦有统计学意义（犘＜０．０５），见表

２。

　　凋亡阳性细胞较脑缺血再灌注组减少。

图２　　Ｓｉｎ低剂量治疗组ＳＰ染色结果（×４００）

２．３　Ｓｉｎ对脑含水量的影响　与假手术组比较，缺血再灌注

组缺血侧脑组织含水量明显增加，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。与缺血再灌注组比较，Ｓｉｎ高、低剂量治疗组脑组织含
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水量降低（犘＜０．０５），高、低剂量治疗组之间差异也有统计学

意义（犘＜０．０５），见表２。

２．４　Ｓｉｎ对脑组织病理学改变的影响　假手术组脑组织切片

可见神经细胞、胶质细胞及毛细血管形态正常，结构完整，锥体

细胞核大而圆，核仁明显，见图４。缺血再灌注组呈缺血改变，

梗死区正常组织结构消失，结构不清，间质水肿，有炎细胞浸

润；锥体细胞体积缩小，细胞核固缩深染，胞浆嗜伊红；部分细

胞坏死，并可见呈筛状坏死的坏死灶，见图５。Ｓｉｎ高、低剂量

治疗组脑组织缺血改变较缺血再灌注组明显减轻，坏死范围缩

小，细胞结构较完整，细胞核固缩少，细胞间质水肿轻，高剂量

治疗组与低剂量治疗组比较，缺血改变更轻。

　　凋亡阳性细胞较Ｓｉｎ低剂量治疗组减少。

图３　　Ｓｉｎ高剂量治疗组ＳＰ染色结果（×４００）

　　神经细胞、胶质细胞及毛细血管形态正常，结构完整，锥体细胞核

大而圆，核仁明显。

图４　　假手术组大鼠 ＨＥ染色结果（×２００）

　　呈缺血改变，正常组织结构消失，结构不清，间质水肿，锥体细胞体

积缩小，细胞核固缩深染，部分细胞坏死。

图５　　脑缺血再灌注组大鼠在再灌注２４ｈ后

ＨＥ染色结果（×２００）

３　讨　　论

目前已有多种Ｓｉｎ制剂应用于临床治疗类风湿性关节炎

等自身免疫性疾病，取得较好疗效，且不良反应小［３］。作者前

期研究证实，脑缺血再灌注损伤大鼠给予Ｓｉｎ治疗，能缩小脑

梗死体积，推测可能与Ｓｉｎ抑制脑缺血再灌注损伤后环氧化

酶２表达及前列腺素Ｅ２含量有关
［１］。本研究结果表明，Ｓｉｎ

能减轻脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织含水量，减轻缺血再灌注

损伤后的病理损害，再次证实Ｓｉｎ对缺血再灌注脑损伤有明显

的保护效应，并且高剂量的保护效应更显著。

作者前期研究还证实，脑缺血再灌注损伤后存在中性粒细

胞浸润的炎症级联反应过程［４］。本研究结果显示，给予脑缺血

再灌注损伤大鼠Ｓｉｎ治疗能减少 ＭＰＯ活性，提示Ｓｉｎ对缺血

再灌注损伤后中性粒细胞浸润为标志的炎症反应有抑制作用。

本研究还发现，Ｓｉｎ给药能减少再灌注损伤后 ＭＤＡ含量，提高

ＳＯＤ活性，表明Ｓｉｎ能降低氧化应激程度，减少体内自由基的

形成，并具有增加机体清除自由基的能力。

既往研究表明，脑缺血后神经元的死亡主要表现为坏死和

凋亡两种形式。细胞凋亡是在生理和病理条件下的一种主动

死亡方式，是受细胞内、外因子调控的生物学过程。在脑缺血

急性期，神经元坏死与凋亡并存，细胞坏死位于缺血中心区，细

胞凋亡主要出现在缺血半暗带。抑制细胞凋亡发展、防止损伤

区域扩大是治疗缺血性脑损伤的关键。近期研究表明，Ｓｉｎ具

有抑制心肌细胞凋亡的作用［５］。本研究发现，缺血再灌注组凋

亡细胞增加，部位主要分布于缺血半暗带的额顶叶皮质，并且

凋亡细胞阳性率增加，表明缺血再灌注后缺血半暗带发生了明

显的神经元细胞凋亡反应。Ｓｉｎ干预后，凋亡细胞阳性率降低，

表明Ｓｉｎ具有抗凋亡作用，抑制了缺血后细胞凋亡的发展，延

缓或阻止缺血区域尤其是周边区神经细胞的死亡进程，在一定

程度上挽救了受损的神经细胞，从而防止最终梗死灶的扩大，

对缺血再灌注脑损伤起到一定的保护作用，并且高剂量的保护

效应更显著。

综上所述，Ｓｉｎ对脑缺血再灌注损伤具有明显的保护作

用。其机制可能与抑制凋亡、抑制炎症反应和自由基的生成有

关，其抗凋亡的具体机制将进一步探讨。
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