
张、渗出水肿有一定的抑制作用, 对中晚期炎症纤维

组织增生、肉芽形成有抑制作用。

IL-6、T NF- 是强促炎细胞因子, N O 是致炎自

由基。本实验结果表明, 紫苏总黄酮能抑制气囊炎

模型小鼠血清中的细胞因子 IL-6、T NF- 的量, 降

低炎症部位炎症介质 NO 的量, 从而降低炎症因

子、氧自由基对机体的攻击损伤。提示紫苏总黄酮

抑制炎症反应的机制可能是通过抑制单核巨噬细胞

的活化和分化, 并抑制炎症介质生成, 抑制细胞免疫

和垂体肾上腺皮质系统, 减少自由基损伤等多种途

径来发挥抗炎和免疫调节作用。有关紫苏总黄酮抗

炎作用与内源性抗炎系统 ( 肾上腺皮质系统) 的关

系有待进一步研究。
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山楂叶总黄酮对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的保护作用

李 红, 张 爽, 纪影实, 杨晓春, 杨世杰*

(吉林大学白求恩医学院 药理学系, 吉林 长春 130021)

摘 要: 目的 研究山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤的保护作用, 并初步探讨其机制。方法 采用线栓法建立

大鼠大脑中动脉局灶性脑缺血再灌注损伤模型, 观察山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤大鼠行为障碍评分的影

响, 对大鼠血清肌酸激酶 ( CK ) 、乳酸脱氢酶 ( LDH ) 、丙二醛 ( M DA ) 和超氧化物歧化酶 ( SOD) 的影响, 对大鼠脑

组织中 SOD、M DA 及 NO 量的影响, 对大鼠脑含水量、脑梗死面积及病理形态学的影响。结果 与模型组比较,

山楂叶总黄酮 60、30 mg/ kg 及阳性对照药舒血宁均能不同程度改善脑缺血再灌注损伤大鼠的行为障碍 ( P <

0 05) , 明显降低大鼠血清中 CK 和 LDH 的量 ( P< 0 05、0 01) , 升高 SOD 活性, 降低 M DA 量 (P < 0 05、0 01)。

山楂叶总黄酮 60、30 mg/ kg 及舒血宁可升高大鼠脑组织中 SOD 活性, 降低 M DA、NO 的量, 与模型组比较有显著

差异 ( P< 0 05、0 01) 。山楂叶总黄酮还可显著降低脑含水量 ( P < 0 01、0 001) , 降低脑梗死面积及改善脑组织

病理损害。结论 山楂叶总黄酮对大鼠脑缺血再灌注损伤具有保护作用, 其作用机制可能与减少自由基的生成,

抑制因自由基及 NO 神经毒性而导致的细胞死亡有关。

关键词: 山楂叶总黄酮; 脑缺血再灌注损伤; 自由基; NO

中图分类号: R285 5 文献标识码: A 文章编号: 0253- 2670( 2010) 05- 0794- 05

山楂系蔷薇科植物, 是常见的中草药之一, 山楂

叶总黄酮是从花期山楂的叶子中提取的黄酮类化合

物的总称, 其主要成分为芦丁、金丝桃苷、槲皮素、牡

荆素等。已有研究表明, 山楂叶总黄酮可扩张血管,

增加冠状动脉血流量, 具有降压、调血脂及抗心肌缺

血、抑制血小板凝聚等作用[ 1~ 3] 。本课题组前期研

究表明, 山楂叶总黄酮可增加麻醉犬脑血流量及降

低脑血管阻力
[ 4]

, 提示其可能具有抗脑缺血损伤的

作用, 因此, 本实验以线栓法制备脑缺血再灌注损伤

模型, 探讨山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤的保

护作用, 并初步探讨其作用机制。

1 材料与方法

1 1 材料: 清洁级雄性 W istar 大鼠, 体质量 250~

280 g , 由吉林大学基础医学院动物实验中心提供,

合格证号: SCXK ( 吉) 2003-0001。山楂叶总黄酮

( 质量分数> 90% , 批号 060325) , 由长春普华生物
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制药提供; 舒血宁注射液 ( 批号 0511083) , 由万荣

三九药业有限公司提供; 肌酸激酶 ( CK) 、乳酸脱氢

酶 ( LDH ) 试剂盒, 由中生北控生物科技股份有限

公司提供; 超氧化物歧化酶 ( SOD ) 、丙二醛

( MDA) 、NO 试剂盒均由南京建成生物公司提供。

红四氮唑 ( T TC) , 由中国医药 ( 集团) 上海化学试

剂公司提供。LDZ5 2 型离心机 ( 北京医用离心机

厂) , 6010 紫外分光光度计 ( 安捷伦上海分析仪

厂) , GF D200 型半自动生化分析仪 ( 山东高密彩

虹分析仪器有限公司) 。

1 2 实验分组: 取 280 只雄性 Wistar 大鼠, 按体质

量随机分为 7组: 对照组、假手术组、模型组、阳性对

照舒血宁 ( 0 9 mL/ kg) 组、山楂叶总黄酮 ( 60、30、

15 mg/ kg ) 组, 每组 40 只, 其中 10 只用于神经功

能评分及生化指标检测, 10 只用于脑含水量的测

定, 10 只用于脑组织梗死面积测定, 10 只用于脑组

织病理观察及脑组织病理半定量分析。

1 3 模型制备: 用 10% 水合氯醛 ( 300 mg/ kg ) ip

麻醉大鼠, 仰卧位固定, 行颈部正中切口, 暴露右侧

颈总动脉 ( CCA ) 并游离, 向上分离颈内动脉

( ICA) 和颈外动脉 ( ECA ) , 结扎 ECA。在颈外动

脉下方小心分离出颈内动脉的小分支 ( 翼突腭动

脉) , 于分支下穿线、结扎。在已分离的 CCA 近心

端用动脉夹阻断血流, 远心端用一手术线轻轻拉起,

于 CCA 上剪一小切口。将 3 0 鱼线 ( 长约 5 cm )

头端加热烫成圆球形 ( 直径< 0 30 mm ) , 在距头端

1 8 cm 处做一标记。将此鱼线由颈总动脉小口插

入, 向颈内动脉入颅方向推进。从颈总动脉分叉起

向内推进 1 8~ 2 0 cm 感到有阻力即停止, 即达到

大脑前动脉, 此时供应大脑中动脉的所有血供均被

阻断。用手术线结扎固定鱼线, 最后近心端用另一

根手术线结扎, 缝合皮肤, 完成大脑中动脉缺血模型

的制备。4 h 后将栓塞线轻缓外抽, 使其头端回到

近心端的结扎处, 实现再灌注。假手术组除不栓线

外均同模型组。阳性对照舒血宁组、山楂叶总黄酮

( 60、30、15 mg / kg) 组均于术后尾 iv 给药 3 d, 每日

1次。对照组、假手术组和模型组均于术后尾 iv 给

予 3 d 相同体积的生理盐水。

1 4 大鼠行为障碍评分: 给药 3 d 后, 对大鼠的行

为障碍进行分级评分, 标准为: 0 分为未见神经症

状; 1 分为不能完全伸展左侧前爪; 2 分为大鼠置于

光滑平面上, 推手术侧肩部向对侧移动时阻力降低;

3分为大鼠自由行走时向左侧环转、转圈或倾倒; 4

分为软瘫, 肢体无自由活动。积分越高, 说明大鼠行

为障碍越严重。

1 5 大鼠血清 CK、LDH、SOD 及 MDA 定量测

定: 实验结束后, 腹主动脉取血, 离心取血清。按试

剂盒说明书测定 CK、LDH、M DA 及 SOD 量。

1 6 大鼠脑组织匀浆 SOD、M DA 及 NO 的测定:

在冰浴中切取手术侧大脑海马区脑组织 0 2 g, 去

除脑膜和血液, 加 4 PBS 制成 10% 脑组织匀浆,

按试剂盒说明书测定 SOD、M DA 及 N O 量。

1 7 大鼠脑含水量的测定: 实验结束后, 快速断头,

剥离颅骨和硬脑膜取出大脑, 去除嗅球、小脑和低位

脑干, 置于 110 恒温干燥器内烘烤 48 h 后称取

干质量, 计算脑含水量 [ 脑含水量= ( 湿质量- 干质

量) 湿质量 100% ] 。

1 8 大鼠 TT C 染色及脑梗死面积测定: 实验结束

后, 大鼠断头取脑, 去除嗅球、小脑和低位脑肝, 间隔

2 mm 连续做 6 个脑冠状切片, 置于 2% TT C 磷酸

盐缓冲液中, 37 避光温浴 30 min。T TC 被线粒

体过氧化氢酶还原, 可使正常脑组织染色呈红色, 梗

死组织呈白色。图像分析缺血损伤区占整个脑切片

的百分比, 评价脑损伤的程度。

1 9 大鼠脑组织病理形态学观察: 实验结束后, 大

鼠断头取脑, 标本固定于 10% 中性福尔马林缓冲

液内 1 周, 取材之后再次固定 12 h, 组织以乙醇脱

水, 二甲苯透明, 石蜡包埋, 石蜡切片机切片, H E 染

色, 中性树胶封固, 光镜检查脑组织形态。

1 10 统计学处理: 计算资料用 t 检验进行显著性

检验, 数据以 x s 表示; 等级资料用非参数检验。

2 结果

2 1 对脑缺血再灌注损伤大鼠行为障碍评分的影

响: 假手术组与对照组比较无显著差异 ( P> 0 05) ,

脑缺血再灌注模型组大鼠表现出明显的运动功能障

碍, 提鼠尾可见其左前肢内收, 行走时偏向左侧, 神

经功能评分明显升高 ( P< 0 001) ; 与模型组比较,

山楂叶总黄酮 60、30 m g/ kg 及阳性对照舒血宁均

能不同程度改善脑缺血再灌注损伤大鼠的行为障碍

( P< 0 05) , 结果见表 1。

2 2 对脑缺血再灌注损伤大鼠血清 CK、LDH、

M DA 量和 SOD 活性的影响: 假手术组与对照组比

较无显著差异; 与假手术组比较, 模型组大鼠血清中

CK、LDH、M DA 的量显著升高, SOD 活性降低

( P< 0 001) ; 与模型组比较, 山楂叶总黄酮 60、30

m g/ kg 及舒血宁能明显降低大鼠血清中 CK、LDH

和 M DA 的量, 升高大鼠血清中 SOD 活性 ( P<

0 05、0 01) , 结果见表 1。
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表 1 山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能评分及血清 CK、LDH、MDA 和 SOD 水平的影响 ( x s, n= 10)

Table 1 Effect of FMCL on neurological scores and CK, LDH, MDA, and SOD in serum

of cerebral ischemia-reperfusion injured rats (x s, n= 10)

组别 剂量/ ( mg kg - 1) 神经功能评分 LDH / ( U L - 1) CK/ ( U L - 1 ) M DA / ( nm ol L- 1) SOD/ ( U m L- 1 )

对照 - 0 0 164 36 42 27 154 91 34 60 3 41 1 11 322 95 30 73

假手术 - 0 10 0 32 179 83 46 73 156 45 44 82 3 43 0 92 301 54 30 24

模型 - 2 90 0 74 382 53 87 86 365 34 92 34 72 35 18 96 122 57 27 94

舒血宁 0 9 mL kg - 1 2 10 0 57* 263 81 57 30* * 254 03 66 31* * 50 31 7 40* * 174 73 33 89* *

山楂叶总黄酮60 2 20 0 42* 252 46 58 75* * 234 04 67 83* * 48 22 9 35* * 178 81 35 67* *

30 2 30 0 48* 290 22 51 17* 274 27 59 79* 55 10 9 28* 161 98 38 21*

15 2 70 0 67 318 11 66 59 299 49 69 98 62 69 9 12 146 62 36 04

与假手术组比较: P < 0 001; 与模型组比较: * P< 0 05 * * P< 0 01

P < 0 001 v s Sham group; * P< 0 05 * * P < 0 01 vs model gr ou p

2 3 对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织中 SOD 活

性及 MDA、NO 的量的影响: 与假手术组比较, 模型

组大鼠脑组织中 SOD 活性降低, M DA、NO 量明显

增加 ( P< 0 001) ; 山楂叶总黄酮 60、30 mg/ kg 及

舒血宁可升高大鼠脑组织中 SOD 活性, 降低

MDA、NO 的量, 与模型组比较有显著差异 ( P <

0 05、0 01) , 结果见表 2。

表 2 山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织

SOD、MDA、NO 水平的影响 (x s, n= 10)

Table 2 Effect of FMCL on SOD, MDA, and NO level

in brain of cerebral ischemia-reperfusion

injured rats ( x s, n= 10)

组别

剂量/

( mg kg
- 1

)

M DA/

( mol g
- 1

)

SOD/

( U mg
- 1

)

NO/

( mol L
- 1

)

对照 - 26 91 5 85 308 98 59 99 16 57 4 50

假手术 - 27 36 5 41 301 70 60 04 16 61 3 87

模型 - 53 11 6 09 189 00 46 35 31 89 4 26

舒血宁 0 9 mL kg- 1 44 25 6 37* * 257 62 51 06* * 24 33 6 35* *

山楂叶总黄酮 60 43 18 5 22
* *

263 02 44 47
* *

23 23 5 73
* *

30 47 02 5 94* 242 54 45 98* 27 30 4 77*

15 48 72 4 99 214 58 42 54 29 21 5 20

与假手术组比较: P < 0 001

与模型组比较: * P< 0 05 * * P< 0 01

P < 0 001 v s Sham group

* P< 0 05 * * P < 0 01 v s model gr ou p

2 4 对脑缺血再灌注损伤大鼠脑梗死面积及脑含

水量的影响: 假手术组与对照组比较无显著差异

( P> 0 05) ; 与假手术组比较, 模型组脑梗死面积明

显增加, 脑含水量明显升高 ( P< 0 001) ; 与模型组

比较, 山楂叶总黄酮 60、30 mg / kg 及舒血宁可显著

降低脑梗死面积, 降低脑含水量 ( P< 0 01、0 001) ,

具有明显量效关系, 结果见表 3。

2 5 对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织病理形态学

改变的影响: 假手术组大脑皮质神经元胞体呈圆形,

胞质无明显嗜伊红, 海马 CA1 区神经元胞体呈圆

形, 胞质无明显嗜伊红改变, 且分布正常。脑组织缺

表 3 山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤大鼠脑梗死面积

和脑含水量的影响 (x s, n= 10)

Table 3 Effect of FMCL on infarction volume and cerebral

water content of cerebral ischemia-reperfusion

injured rats ( x s, n= 10)

组别 剂量/ ( mg kg- 1) 脑梗死面积/ % 脑含水量/ %

对照 - 0 00 0 00 77 60 0 99

假手术 - 0 00 0 00 77 68 0 50

模型 - 38 22 4 81 80 22 0 45

舒血宁 0 9 mL kg- 1 26 82 8 02* * 78 93 0 80* * *

山楂叶总黄酮 60 23 18 8 10
* * *

78 92 0 72
* * *

30 26 40 9 27
* *

79 52 0 87
* *

15 27 34 9 14
* * 79 82 0 58

与假手术组比较: P< 0 001

与模型组比较: * * P< 0 01 * * * P< 0 001

P< 0 001 v s Sh am group

* * P < 0 01 * * * P < 0 001 vs model gr ou p

血再灌注 24 h, 视前区出现梗死灶即神经组织结构

完全破坏, 神经元、胶质细胞和微血管内皮细胞全部

坏死, 镜下呈一片苍白色, 同时纹状体出现很多死亡

细胞留下的腔腺, 并有较多的星形胶质细胞肿胀, 皮

质大部分神经元表现为核固缩深染, 核仁、尼氏小体

消失, 胶质少着色深, 呈杆形或梭形, 与周围神经组

织有较大的间隙。模型组变性坏死的神经元主要分

布在大脑皮层, 缺血坏死区脑组织水肿, 疏松, 大部

分细胞核固缩、碎裂和溶解, 细胞脱失明显, 残存神

经元显著变性, 胞浆浓缩, 胞浆空泡变性, 可见大量

神经元胞体为三角型, 胞质嗜伊红增强。海马 CA1

区大多数神经元胞体呈三角形, 胞质嗜伊红浓染。

山楂叶总黄酮高、中剂量组神经元变性为主并有少

许细胞坏死, 少数神经元胞体呈三角形, 胞质嗜伊红

增强; 海马 CA1 区部分神经元胞体呈三角形, 胞质

嗜伊红浓染; 但大多数形态无明显异常, 神经元胞体

椭圆, 胞质无明显嗜伊红改变, 胞浆尼氏小体减少,

结果见图 1。
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图 1 山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织病理改变的影响

Fig. 1 Ef fect of FMCL on pathomorphological change of cerebral tissue in cerebral ischemia-reperfusion injured rats

3 讨论

用栓线技术建立的局灶性脑缺血模型不需开

颅、创伤小, 不影响缺血后脑水肿和颅内压病理变化

的过程, 避免了颈内动脉注射栓子闭塞 MCA 法的

随机性及其他开颅造模法引起的颅内环境改变和颅

内感染; 梗死位置和体积较恒定, 能进行永久性及短

暂性脑缺血或梗死的研究, 特别是可以在清醒的状

态下实现脑缺血-再灌注研究[ 5] 。海马和皮层是公

认的缺血易损区, 有研究表明海马各段对缺血易损

伤性的顺序是 CA1 及门区> CA2 > CA3> 齿状

回
[ 6~ 8]

, 故本实验选择海马特别是 CA1 区及顶、颞

叶皮层作为研究对象, 主要观察了大鼠局灶性脑缺

血再灌注后海马以 CA1 区的组织病理学变化。结

果表明, 山楂叶总黄酮组脑细胞梗死面积及脑含水

量明显轻于模型组, 病理形态学结果也证实了山楂

叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤具有保护作用。

脑是对缺氧较敏感的器官, 脑缺血后几分钟内

即可导致神经细胞氧化磷酸化能力减弱, 最终因脑

组织发生无氧酵解, 大量乳酸堆积, 组织中 H
+
迅速

增高, 发生酸中毒, 造成 LDH、CK 外漏, 因此

LDH、CK 可作为细胞损伤的标志 [ 9] 。M DA 是脂

质过氧化反应的主要产物, 中枢神经系统含有大量

的不饱和脂肪酸, 最易发生脂质过氧化反应, 生成大

量的过氧化脂质 ( LPO) 。脑缺血时脂质过氧化活

跃, M DA 生成增多, SOD 则因消耗而减少, 因而

SOD 活性及 M DA 量可间接反映机体清除氧自由

基的能力[ 10] 。本研究发现, 山楂叶总黄酮能降低

LDH、CK、M DA 量, 增加 SOD 活性, 揭示其可提高

抗氧化酶活性, 抑制自由基的产生, 并抑制氧自由基

引起的脂质过氧化反应, 从而对脑血再灌注损伤起

保护作用。

有实验报道, 脑缺血早期 N O 的增高是机体防

御性反应, NO 的产生可增加脑血流量, 减少血栓形

成, 而缺血后期或再灌注时 NO 的产生量增高对机

体有害[ 11, 12] 。介导神经毒性作用的 NO 在缺血再

灌注的过程中起主导作用 [ 13] 。本实验研究发现, 与

假手术组比较, 模型组的脑组织匀浆 NO 量明显增

加, 山楂叶总黄酮 60、30 mg / kg 能明显降低动物脑

组织匀浆中 N O 的量, 抑制 NO 的产生, 减轻其对

脑组织及神经细胞的损伤。

综上所述, 山楂叶总黄酮对脑缺血再灌注损伤

具有保护作用, 其机制与减少自由基生成, 并增加自

由基的清除能力, 减轻脂质过氧化反应, 从而保护神

经细胞膜的完整性和稳定性, 抑制因自由基及 NO

神经毒性损伤而导致的细胞死亡有关。
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油菜花粉抗前列腺增生与炎症的活性部位研究

李 坤, 杨义芳*
¹

, 李永辉

( 上海医药工业研究院 中药研究室, 上海 200040)

摘 要: 目的 筛选油菜花粉抗前列腺增生与炎症的活性部位。方法 采用二甲苯致小鼠耳肿胀, 鸡蛋清诱导的

大鼠足跖肿胀, 丙酸睾酮诱导的大鼠前列腺增生模型, 评价油菜花粉 5 个不同化学部位的生物活性。结果 油菜

花粉 PN2 部位, ig 给药 121 18 mg / kg 时, 可显著抑制二甲苯致小鼠耳肿胀; ig 给药 71 31 mg/ kg 时, 可显著抑制鸡

蛋清诱导的大鼠足跖肿胀和丙酸睾酮诱导的大鼠前列腺增生。急性毒性试验结果表明, PN2 部位的最大耐受量为

成人临床日用剂量的 600 倍以上。结论 油菜花粉活性部位 PN2 具有显著的抗前列腺增生与炎症活性, 服用剂

量小, 安全性高。

关键词: 油菜花粉; 前列腺增生; 炎症; 活性部位
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  良性前列腺增生 ( benign prostat ic hyperplasia,

BPH ) 是老年男性常见的生理病变, 近年来发病率

呈明显上升的趋势, 目前已经成为世界范围内影响

老年人健康和生活质量的主要疾病之一
[ 1]
。临床上

用于治疗 BPH 的药物主要有
[ 2]

: A1-肾上腺受体拮

抗剂、5A-还原酶抑制剂、天然产物制剂等。由于天

然产物制剂不良反应少, 适合长期使用, 近年来引起

了人们的广泛关注。以油菜花粉为原料的前列康制

剂, 具有明确的抗 BPH 与前列腺炎的功效。然而,

前列康等花粉制剂是由花粉直接制成的粗制剂 [ 3] ,

没有经过提取, 服用剂量大, 有必要对其做进一步的

研究开发。根据文献报道
[ 4~ 7]

, 结合本实验室的前

期研究结果 [ 8] , 本实验采用抗炎与抗 BPH 的药理

模型筛选油菜花粉的活性部位, 并对所得到的活性

部位进行急性毒理学研究, 为油菜花粉的进一步开

发奠定基础。

1  材料与仪器

111  药材: 油菜花粉来源于内蒙古, 经江苏省中国科

学院植物研究所冯煦教授鉴定为十字花科植物油菜

Brassica campestris L. var. oleif era DC. 的花粉。

11 2  动物: 昆明种普通级小鼠, 雄性, 体质量 20~

24 g ; 昆明种清洁级小鼠, 雌雄各半, 体质量为 18~

22 g ; SD 大鼠, 雄性, 体质量 140~ 180 g, 江西中医

学院动物科学部提供。

113  试剂:丙酸睾酮, 天津金耀氨基酸有限公司, 批号

0508051;前列康片, 浙江康恩贝制药股份有限公司, 批

号 050638; 舍尼通, 南京美瑞制药有限公司, 批号

20050503; 阿司匹林, 威海亚太药业有限公司, 批号

20050503; 聚山梨酯80, 上海试剂一厂, 批号 20050901;

其余化学试剂均为国药集团的分析纯试剂。

11 4  仪器: H A221 ) 40-11 超临界 CO2萃取装置 ( 江

苏南通华安超临界萃取有限公司) ; A-1 大孔树脂 (津

京树脂股份有限公司) ; BA300 型光学显微镜。

2  方法与结果

21 1  化学部位的制备: 油菜花粉破壁后[ 8] , 干燥、粉

碎, 过 80 目筛; 采用超临界 CO2流体进行提取, 萃取

釜温度 50 e , 萃取釜压力 40 MPa; 分离釜Ñ温度

45 e , 压力 8 MPa; 分离釜Ò温度 35 e , 压力 4~ 6
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