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摘 　要 :目的 　研究乌苏里藜芦碱 (VnA) 对大鼠局灶性脑缺血2再灌注损伤的保护作用及可能机制。方法 　采用
线栓法制备大鼠大脑中动脉栓塞 (MCAO) 模型 ,缺血 90 min 后再灌注 24 h ,观察 VnA 对大鼠神经行为、脑梗死灶
大小、相关脑区组织病理学改变、细胞间黏附分子 ( ICAM21) 和神经元型一氧化氮合酶 (nNOS) 阳性细胞表达的
影响。结果 　与对照组相比 ,VnA 各给药组均能显著改善大鼠神经功能障碍 ,降低行为评分 ,并降低相关脑区神经
元损伤程度 ;并能显著降低缺血2再灌注后大鼠脑梗死面积 ,20、40μg/ kg VnA 分别使脑梗死面积降低 3413 % ( P

< 0105) 和 6116 % ( P < 0101) 。VnA 可显著抑制大鼠局灶性脑缺血2再灌注区 ICAM21 表达 ,但对 nNOS 表达无
明显影响。结论 　VnA 对大鼠局灶性脑缺血2再灌注损伤有保护作用 ,其保护作用与降低损伤区 ICAM21 有关。
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　　藜芦系百合科多年生草本植物藜芦 V erat rum

nigrum L . 的根及根茎。始载于《神农本草经》,有

涌吐风痰作用。“藜芦可用于治疗中风失语、黄疸、

疥疸”(《中药大辞典》) ,提示其有抗脑缺血作用。本

实验采用的是从千山乌苏里藜芦 V . nigrum L .

var. ussuriens Nakai 根中提取的乌苏里藜芦碱

( V . nigrum L . var. ussuriense Nakai alkaloids ,

VnA) 。经色谱等现代分析技术证明 ,该总碱中至少

含有 11 种酯型异甾体生物碱[1 ] 。现代研究证实本

品具有降压和抗血栓作用[1～3 ] ,本实验室曾发现其

对永久性全脑和局灶性缺血性脑损伤具有保护作

用[4 ] ,本研究旨在进一步探讨其对局灶性脑缺血2再
灌注损伤的保护作用及可能机制。

1 　材料

111 　药品和试剂 :盐酸乌苏里藜芦碱注射液 (100

μg/ mL) , 大连医药科学研究所植化室 , 批号

950613 ,用前以生理盐水稀释成所需浓度 ;红四氮唑

( TTC) ,上海试剂三厂 (化学纯) ; SABC 试剂盒 ,武

汉博士德试剂公司。

112 　仪器 : SXP —1 手术显微镜 ,上海医用光学仪

器厂 ;显微镜 ,日本 OL YMPUS 公司 ; HPIAS —1000

高清晰度彩色病理图文分析系统 ,同济医科大学千

屏影像工程公司 ; MA240D 电子天平 ,上海第二天

平仪器厂 ;小型三用水箱 ,北京医疗设备总厂。

2 　方法

211 　动物及分组 :雄性 SD 大鼠 ,体重 280～320 g

(大连医科大学实验动物中心提供) 。随机分为 4

组 :模型 + NS 组、模型 + VnA ( 20μg/ kg) 组、模

型 + VnA (40μg/ kg) 组、假手术组。

212 　对大鼠局灶性脑缺血2再灌注损伤的影响

21211 　大鼠局灶性脑缺血2再灌注模型的制备 : ①

线栓制备 :单股尼龙线 (日本) 直径 0126 mm ,头端

5 mm 均匀涂以硅树脂 ,加工后直径为 0140 mm ,光

镜下见表面光滑。在距起始端 1810 mm 处作标志 ,

酒精清洁后置生理盐水中备用。②取 SD 大鼠 ,

12 % 水合氯醛 360 mg/ kg , ip 麻醉 ,无菌条件下 ,参

考 Koizumi 方法 [5 ]将线栓经颈外动脉插入颈内动脉

行大脑中动脉栓塞 ,造成局灶性缺血。缺血 115 h
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后将插线退出至颈外动脉残端 ,进行再灌注。假手

术组除不插线栓外 ,其余操作同其他组。术中以灯

照保持动物体温恒定 ,控制室温恒定在 25 ℃。③

模型成功标准 :动物苏醒后出现线栓同侧 Horner 征

和线栓对侧肢体瘫痪 ,表现为左前肢不能伸出、行走

时向左侧倾倒或按逆时针方向旋转。

21212 　给药方法 :各组均于再灌注时尾 iv 相应剂

量的药物 ,6 h 后重复给药 1 次。

21213 　神经行为指标评定 :参考文献方法[6 ] ,大鼠

于再灌注 4 h 及 24 h 各评分 1 次 ,评分标准 : ①提

鼠尾悬空时 ,左肩内旋 ,左前肢内收 ,屈曲 ,依程度轻

重评 1～4 分 ; ②将大鼠置于光滑地面 ,推双侧前

肩 ,右肩阻力下降评 1～3 分 ; ③提鼠尾 ,使其两前

爪抓金属网 ,判断左前肢肌张力下降程度评 1～3

分。满分为 10 分 ,为避免主观操作的干扰 ,采用单

盲法。

21214 　梗死面积测定 :于再灌注 24 h 断头处死 ,迅

速取脑 ,去嗅球、小脑及低位脑干 ,按照解剖位置切

成厚约 2 mm 的脑片 ,切点依次为 :前脑最前端与视

交叉的边线中点处 ;视交叉处 ;漏斗柄处 ;漏斗柄与

枕叶尾端中点处。将脑片置于 1 % TTC 染色 ,正常

组织染成玫瑰红色 ,梗死组织为白色。用图像分析

系统统计梗死区及全脑区面积 ,计算梗死面积百分

比。

21215 　病理改变 :取上述第 3 片脑片做病理切片 ,

常规石蜡包埋 ,切片 (厚约 5μm) HE 染色 ,在光学

显微镜下 ,观察缺血区及缺血周边区病理改变 ,相邻

切片用于免疫组化染色。

21216 　统计方法 :实验数据用 x ±s 表示 ,采用

SPSS1010 统计软件包 One2Way ANOVA 法检验 ,

组间用 L SD 法两两比较。

213 　对局灶性脑缺血2再灌注损伤区细胞间黏附分

子 ( ICAM21) 及神经元型一氧化氮合酶 ( nNOS)

表达的影响

21311 　免疫组织化学染色 :取上述第 3 片脑片切

片 ,参照武汉博士德试剂公司说明书操作 ,进行免疫

组化的 SABC 法染色。

21312 　指标观察及统计方法 :在光镜 (10 ×10)

下 ,以阳性染色的单个神经细胞为一个阳性标记 ,每

例观察 1 张切片 ,于右侧纹状体及其周围皮质区随

机选取 5 个相互非重叠视野进行观察 ,进行定量图

像分析 ,测出每平方毫米组织切片的阳性神经细胞

数 ,数据以 x ±s 表示 , SPSS1010 统计软件进行 t

检验。

3 　结果

311 　对大鼠局灶性脑缺血2再灌注损伤的影响

31111 　对局灶性脑缺血2再灌注大鼠行为指标的影

响 :于再灌注 4 h 及 24 h 各评分 1 次 ,除假手术组

外 ,其余各组均出现不同程度神经功能障碍。24 h

时症状较 4 h 时有所减轻。与模型 + NS 组相比 ,模

型 + VnA 组均能显著改善大鼠神经功能障碍 ( P <

0105 ,0101) ,两剂量组之间差异无显著性 ( P >

0105) 。结果见表 1。
表 1 　VnA 对脑缺血2再灌注损伤大鼠神经

行为评分的影响 ( x ±s)

Table 1 　Effect of VnA on score of neurological

def icits in CIR rats ( x ±s)

组　别
剂量

/ (μg·kg - 1)

动物数

/ 只

评分

4 h 24 h

模型 + NS - 7 719 ±115 610 ±016

模型 + VnA 20 9 519 ±114 3 415 ±110 3 3

40 9 419 ±117 3 3 410 ±016 3 3

假手术 - 6 　　0 　　0

　　与模型 + NS 组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　3 P < 0105 　3 3 P < 0101 vs model + NS group

31112 　对局灶性脑缺血2再灌注大鼠脑梗死面积的

影响 :与模型 + NS 组相比 ,VnA 可明显缩小缺血2
再灌注后的脑梗死面积 ,VnA 20 及 40μg/ kg 使梗

死面积分别减少 3910 % 和 6714 % ( P < 0105 ,

0101) ,但两给药组间差异无显著性 ( P > 0105) ,结

果见表 2。
表 2 　VnA 对脑缺血2再灌注损伤大鼠

脑梗死面积的影响 ( x ±s)

Table 2 　Effect of VnA on infarction

area in CIR rats ( x ±s)

组　别
剂量

/ (μg·kg - 1)

动物数

/ 只

梗死面积百分比

/ %

抑制率

/ %

模型 + NS - 6 1911 ±511 -

模型 + VnA 20 6 1011 ±518 3 3413

40 6 511 ±412 3 3 6116

假手术 - 6 　　0 -

　　与模型 + NS 组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　3 P < 0105 　3 3 P < 0101 vs model + NS group

31113 　组织形态学和病理学改变 :假手术组大脑半

球外观正常 ,切片 HE 染色镜下见手术侧半球组织

结构无异常。模型 + NS 组大体见额颞顶部颜色苍

白、肿胀 ,并向对侧移位 ,脑表面静脉充血。切片

HE 染色镜下见神经细胞呈三角形 ,胞浆呈深伊红

着色 ,核固缩或溶解 ,半影区有不同程度的渗出 ,细

胞间隙增大 ,神经细胞肿胀 ,梗死灶主要分布于额顶

叶皮质及纹状体区域 ,后者明显。模型 + VnA 组大
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体见额颞顶部略苍白 ,轻度肿胀 ,无移位 ,切片 HE

染色镜下可见细胞肿胀程度、间隙及胞核变化均较

模型 + NS 组轻。

312 　对局灶性脑缺血2再灌注梗死区 ICAM21 表达

的影响 :在脑组织切片中 ICAM21 免疫阳性染色表现

为神经元及血管内皮细胞胞浆棕黄色深染。假手术

组双侧大脑半球均只有极少量的 ICAM21 阳性染色

血管 ;模型 + NS 组及两给药组未缺血侧脑半球可见

少量的、低表达的 ICAM21 免疫阳性血管 ,但神经细

胞未见阳性染色。明显的 ICAM21 免疫阳性染色出

现在缺血2再灌注侧半球 ,阳性反应部位主要以梗死

灶及其周围区域的神经细胞为主 ,而且缺血区皮质星

形细胞表达最为明显。镜下观察两给药组、模型 +

NS 组阳性细胞表达数量均明显高于假手术组 ,给药

组较模型组明显减少 ,差异有显著性 ( P < 0101) ,两

剂量间差异无显著性 ( P > 0105) 。结果见表 3。
表 3 　VnA 对脑缺血2再灌注损伤大鼠梗死区

ICAM21 表达的影响 ( x ±s)

Table 3 　Effect of VnA on ICAM21 expression in

ischemic lesion area of CIR rats ( x ±s)

组　别
剂量

/ (μg·kg - 1)

动物数

/ 只

阳性神经细胞数

/ (个·mm - 2)

模型 + NS - 6 288 ±48 △

模型 + VnA 20 7 223 ±52 3 △

40 6 194 ±35 3 3 △

假手术 - 6 　8 ± 3 3 3

　　与模型 + NS 组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101 ; 　与假手术组

比较 : △P < 0101

　　3 P < 0105 　3 3 P < 0101 vs model + NS group ; 　△P < 0101 vs

Sham operation group

313 　对局灶性脑缺血2再灌注大鼠脑梗死周边区

nNOS 表达的影响 : nNOS 阳性表达表现为胞浆或

血管壁棕黄色深染。本实验结果显示 :假手术组双

侧脑半球、模型 + NS 组与给药组左侧脑半球除少

数微血管可见内皮细胞染色阳性外 ,余未见明显染

色。模型 + NS 组与给药组右侧脑半球缺血区及其

周边区损伤和未损伤的神经元都有 nNOS 的阳性

表达。镜下观察模型 + NS 组及给药组较假手术组

nNOS 免疫阳性细胞的数量均明显增高 ( P <

0101) ,模型 + NS 组与给两药组之间阳性神经元表

达数量差异无显著性 ( P > 0105) ,结果见表 4。

4 　讨论

　　本实验采用局灶性脑缺血2再灌注模型研究了

VnA 对缺血2再灌注性脑损伤的影响 ,发现 VnA 具

有明显的脑保护作用。临床上初次脑卒中的病例中

大脑中动脉梗死占 70 % 左右 ,所以大脑中动脉栓

死再灌注模型模拟的病理过程与临床脑卒中较相
表 4 　VnA 对脑缺血2再灌注损伤大鼠脑梗死

周边区 n NOS 表达的影响 ( x ±s)

Table 4 　Effect of VnA on n NOS expression in peri2

ischemic lesion area of CIR rats ( x ±s)

组　别
剂量

/ (μg·kg - 1)

动物数

/ 只

阳性神经细胞数

/ (个·mm - 2)

模型 + NS - 6 284 ±32 △

模型 + VnA 20 7 245 ±67 △

40 6 213 ±79 △

假手术 - 6 11 ± 3

　　与假手术组比较 : △P < 0101

　　△P < 0101 vs Sham operation group

似。Koizumi 法制备的大鼠脑缺血2再灌注模型梗死

灶发生率高 ,可有效地阻断大鼠 MCA 供血区血流 ,

而且可以模拟血管再通后的再灌注情况 ,部位固定

于皮质及纹状体区 ,创伤小 ,损伤程度稳定 ,术后动

物存活期较长。本实验结果显示 VnA 两个剂量组

均可明显减小脑缺血2再灌注损伤梗死灶面积 ,降低

缺血周边区神经元损伤程度 ,改善缺血2再灌注所致

行为障碍。据此可推测 ,VnA 可以挽救濒危的急性

缺血神经元 ,减少缺血周边区转化为梗死区 ,为受损

神经元功能恢复提供机会。另外 ,VnA 能明显降低

损伤后神经行为障碍 ,可能更具有实际意义。

脑缺血2再灌注后炎性机制是加重缺血区损伤

的重要原因。正常情况下 ,中性粒细胞及血管内皮

细胞表面有少量 ICAM21 表达 ,中性粒细胞及血管

内皮细胞表面黏附分子的亲和力较弱 ,不会影响血

循环功能。但在脑缺血等病理情况下 , ICAM21 明

显上调 ,细胞黏附性增强 ,导致白细胞牢固地黏附于

血管内皮细胞表面。此改变一方面可机械性堵塞微

循环通道 ,影响组织的血液供应 ,另一方面活化的以

及进入组织内的白细胞可释放大量的毒性氧自由基

和蛋白水解酶、炎症介质、细胞因子等 ,损害局部的

血管 ,导致血管通透性增强 ,造成组织水肿 ,破坏残

存的神经元和胶质细胞 ,从而加重神经组织的损伤 ,

并吸引更多的白细胞进入组织 ,形成恶性循环 ,直到

组织完全破坏。Bowes 等报道在大鼠大脑中动脉缺

血2再灌注损伤中使用 ICAM21 抗体减少了脑缺血

性损伤[7 ] 。Zhang 等发现在阻断大鼠大脑中动脉 2

h2再灌注 1 h ,使用 ICAM21 单克隆抗体能使缺血性

损伤面积明显缩小[8 ] 。本实验显示 :在脑缺血 115

h 再灌注至 24 h ,给药组较模型 + NS 组大鼠脑缺血

2再灌注区 ICAM21 免疫阳性神经元数目明显减少 ,

而且形态学观察表明 ,其相应区域的神经细胞损伤
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也轻于模型 + NS 组 ,提示 VnA 减轻脑缺血性损伤

与其阻断血管内皮细胞与白细胞的黏附 ,抑制中性

白细胞的浸润 ,减轻缺血脑组织的炎症反应有关。

NO 作为多功能生物效应分子 ,不仅参与细胞

的各种生理活动 ,而且在许多病理过程中也发挥了

重要作用。合成 NO 的一氧化氮合酶 (NOS) 存在

于脑组织细胞中。缺血早期主要表达结构型一氧化

氮合酶 cNOS [ cNOS 包括神经元型一氧化氮合酶

(nNOS) 和内皮型一氧化氮合酶 (eNOS) 。已有研

究表明 NO 在局灶性脑缺血病理过程中具有双重

作用[9 ] ,来自 eNOS 的 NO 通过保持局部脑血流起

到有益作用 ,而 nNOS 激活后产生过量 NO 有神经

毒性。正常情况下 ,含 nNOS 的阳性细胞散在于脑

实质及脑血管表面 ,该种神经元约占全脑神经细胞

的 2 % 左右[10 ] 。本研究显示 ,脑缺血2再灌注 24 h

时 ,nNOS 大量表达于缺血区神经元而未缺血区却

较少表达亦证实了其毒性作用。许多研究已证实选

择性 nNOS 抑制剂可减轻缺血性脑损伤。本实验

目的之一是观察 VnA 脑保护作用是否有抑制

nNOS 机制参与 ,结果显示给药组与模型 + NS 组相

比未见有显著性差异。

脑缺血的病理过程中有诸多因素参与 ,VnA 的

脑保护作用具体作用于哪些环节有待进一步研究。
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川芎嗪及其衍生物抗凝血活性的研究
夏承建 ,王 　松 Ξ ,朱鹤孙

(北京理工大学 材料研究中心 ,北京 　100081)

　　川芎嗪即四甲基吡嗪 ( tet ramethyl pyrazine ,

TMPZ) ,是从伞形科藻本属植物川芎 L igusticum

chuanxiong Hort . 的根茎中提取分离的生物碱单

体 ,是川芎的主要有效成分 ,现已可人工合成[1 ] 。

临床上 TMPZ 主要用于治疗闭塞性脑血管疾病 ,如

脑血栓、脑动脉栓塞等。实验研究表明其具有降压、

抗肿瘤、扩张血管、抑制血小板聚集作用 ,并对已聚

集的血小板有解聚作用[2 ,3 ] 。本实验通过测定活化

部分凝血激酶时间 (APTT) 、凝血酶 (凝固) 时间

( TT) 以及凝血酶原时间 ( PT) 3 种指标作为评价

标准 ,初步研究 TMPZ、川芎嗪212氮氧化物 ( TMP2
ZO) 、22羟甲基23 ,5 ,62三甲基吡嗪 ( TMPZ2OH) 、3 ,

5 ,62三甲基吡嗪222甲酸 ( TMPZ2COOH) 、川芎嗪21 ,

42双氮氧化物 ( TMPZO2) 5 种化合物的抗凝血活

性。

1 　材料

111 　试剂 :川芎嗪 ( TMPZ) ,购自百灵威公司 ;磷

酸川芎嗪 ,购自北京市燕京制药厂 ,白色结晶性粉

末 ,批号 020401。30 % 双氧水 ,购自天津市东方化

工厂。采自健康人体的冰冻血浆 ,购自北京北太平

庄血站。凝血酶、部分凝血活酶、凝血活酶、氯化钙

溶液 ,均购自上海医科大学华山医院技协生物试剂

公司。其余试剂均购自北京化学试剂公司 ,且均为

分析纯。
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