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摘  要：目的  观察川芎嗪和阿魏酸配伍对 mCNO 糖氧剥夺（lda）损伤的预保护作用，优化配比组合。方法  体外培养

mCNO，考虑 A（是否 lda造模）、_（川芎嗪 MKR、NKM、OKM=μmoäLi）及 C（阿魏酸 R、NM、OM=μmoäLi）P个因素，采用完全

随机分组的 O×P×P 析因设计。倒置相差显微镜观察造模前后细胞形态；jqp 测细胞活力；采用乳酸脱氢酶（iae）法测

定细胞损伤，并进行析因分析。结果  与对照组比较，模型组细胞变圆或肿胀，突起回缩或消失，细胞膜褶皱或破损，胞体

折光性差，细胞数目明显减少，细胞活力降低；与模型组比较，加药组细胞损伤得到不同程度的改善，细胞活力增加，川芎

嗪 2 μmolLiH阿魏酸 20 μmolLi改善作用最明显。A、_、C=P因素均对 iae值具有显著影响（m＜MKMN），且 _、C间存在交

互作用（m＜MKMN），以川芎嗪= O=μmoäLi、阿魏酸 OM=μmoäLi配比时，iae值最低。结论  川芎嗪与阿魏酸合用对 mCNO剥夺

糖氧损伤具有预保护作用，川芎嗪与阿魏酸配比具有交互作用，最佳配比为 O∶OM。=
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脑卒中是当今世界引起死亡的疾病之一，该病

在 OMNO年世界死亡人数已达到 S=STN万人，在所有

疾病死亡中占了 NNKVB，其中，缺血性脑卒中大约

占 UMBxNz。川芎J当归是治疗缺血性脑血管病的常用=
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药对xOz，川芎，性温味辛，具有祛风行气，活血止

痛的功效；当归，性温味甘辛，具有补血和血、调

经止痛、润肠通便之功效xPz。两药伍用共奏养血活

血、化瘀通络之效。通过对川芎、当归有效成分进

行药理研究发现，川芎嗪、阿魏酸等均在脑损伤病理

机制的不同环节产生效应。如川芎嗪可透过血脑屏

障，抑制钙超载、减少细胞凋亡基因表达、抑制血

小板凝集、抑制炎症反应等xQz；阿魏酸可抑制炎症

反应、清除自由基、抗血栓等xRz。二者配比是否有

交互作用尚不明确。因此，本实验采用析因设计，

从抗细胞损伤方面探讨阿魏酸与川芎嗪配伍对

mCNO氧糖剥夺（oxógeåJgäuÅoëe=depráv~íáoå，lda）
模型预保护的交互作用及最优配比组合。=
N= =材料=
NKN= =药物及主要试剂=

川芎嗪（poä~rbáo，批号 pqUNOM）；阿魏酸

（poä~rbáo，批号 pcUMPM）；胰蛋白酶（dábÅo公司，

批号 OROMM）；ajbj高糖培养基（eóCäoåe，批号

ACNMOPNMPN）；胎牛血清（货号 MQJMMNJNACp，批

号 NTOVSMN，dábÅo）；无糖培基（dábÅo，批号

NUSUVTV）；MKORB胰蛋白酶、青霉素和链霉素混合

液（eóCäoåe，批号 gNSMMON）；jqp试剂盒（mromeg~，
批号 MMMMORNNTQ）；乳酸脱氢酶（iae）试剂盒（南

京建成生物研究工程所）。=
NKO= =细胞=

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞（高分化；mCNO），
购自武汉博士德生物科技有限公司，批号 CuMOQT。=
NKP= =仪器=

倒置相差显微镜（日本 läómpuë 公司）；

aiJCgJOkaf超净工作台（北京东联哈尔仪器制造有

限公司）；eer~= Åeää= NRMá 型 ClO恒温孵育箱（德国

qhermo公司）；qawQJtp台式低速离心机（湖南湘

仪仪器有限公司）；_dwJOQM型电热恒温鼓风干燥箱

（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；立式压力蒸

气灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）。=
O= =方法=
OKN= = mCNO细胞的培养=

mCNO细胞经复苏后，用含NMB胎牛血清的ajbj
培养基，放置 PT=℃、RB=ClO饱和湿度的培养箱中

进行培养。当细胞覆盖瓶底面积达 UMB时，倒掉培

养液，用 m_p轻轻荡洗 N次，加入浓度为 MKORB的
胰蛋白酶液，消化 N～O=máå离心，用完全培养基重

悬，以 N×NMRLmi接种于 VS孔中，置于 PT=℃、RB=

ClO饱和湿度的培养箱内培养。OQ=h后细胞贴壁，

吸弃全部完全培养基并加入相应药物配比培基。=
OKO= =实验设计=

本实验采用完全随机分组 P因素多水平析因设

计全面考察造模与否、阿魏酸（高、中、低剂量）、

川芎嗪（高、中、低剂量）对 mCNO 损伤的预保护

作用。具体为：①是否造模：造模则药物同步处理

lda=NO=h（AN）；不造模则不作 lda处理（AO）；
②阿魏酸：终浓度分别为 R、NM、OM=μmoäLi（_N、
_O、_P）；③川芎嗪：终浓度分别为 MKR、NKM、OKM=
μmoäLi（CN、CO、CP），药物剂量的设定依据预实

验的 bCRM值。=
OKP= =分组、给药设计=

实验分为 P组：对照组加入高糖培养基，正常

培养 NO=h；lda模型组加入无糖培养基，置于 RB=
ClO和 VRB=kO和 NB=lO的 PT=℃三气培养箱中培养

NO=h；模型加药组的设计：两种药物交叉组合 _NCN、
_NCO、_NCP、_OCN、_OCO、_OCP、_PCN、_PCO、
_PCP共 V个加药组，用无糖培养基配比，放入 PT=℃
含 RB=ClO、VQBkO和 NBlO的培养箱内培养 NO=h。
每组重复 P次。=
OKQ= =标本采集与检测=

取造模前后的 mCNO 于显微镜下进行形态学观

察。提取处理后的细胞上清，采用 iae 法测细胞

活力。用jqp法检测细胞增殖，在 VS孔板培养体

系中加入 OM=μL 试剂（每孔 NMM=μL 完全培养基）；

置于 PT=℃、RBClO环境下孵育 Q=h；QVM=åm处读

取吸光度（A）值并计算细胞活力。=
细胞活力＝A 给药L模型LA 对照=

OKR= =统计分析=
数值采用 x s± 表示，运用 pmpp=NTKM统计软件

进行统计分析，首先对各因素间进行方差齐性检验，

方差齐则进行析因分析统计分析，若方差不齐，将

数据变换之后再进行统计分析。=
P= =结果=
PKN= =倒置显微镜观察 mCNO细胞形态变化=

对照组 mCNO 细胞贴壁生长，细胞膜光滑且完

整，胞体折光性较强，细胞伸出单个或多个突起，

突起之间交织成网状；与对照组比较，模型组细胞

变圆或肿胀，突起回缩或消失，细胞膜褶皱或破损，

胞体折光性差，细胞数目明显减少；与模型组比较，

加药组细胞损伤得到不同程度的改善，川芎嗪 O=
μmoäLiH阿魏酸 OM=μmoäLi改善作用最明显。见图 N。=
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对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = =川芎嗪 MKR= μmoä·i−NH阿魏酸 R= μmoä·i−N= = =川芎嗪 MKR= μmoäLiH阿魏酸 NM= μmoä·i−N=

= = = = = = = = = = = = =

川芎嗪MKR=μmoä·i−NH阿魏酸OM=μmoä·i−N= =川芎嗪N=μmoä·i−NH阿魏酸R=μmoä·i−N= =川芎嗪N=μmoä·i−NH阿魏酸NM=μmoä·i−N= = = =川芎嗪N=μmoä·i−NH阿魏酸OM=μmoä·i−N=

= = = = = = = = =

川芎嗪 O=μmoä·i−NH阿魏酸 R=μmoä·i−N= =川芎嗪 O=μmoä·i−NH阿魏酸 NM=μmoä·i−N= = =川芎嗪 O=μmoä·i−NH阿魏酸 OM=μmoä·i−N=

图 N= = mCNO细胞造模前后形态对比=
cigK=N= =jorphological=change=of=mCNO=cells=before=and=after=model=establishment=

PKO= =析因设计各组 iae 活性比较及 jqp 法检测

各组 mCNO细胞存活率=
O×P×P 析因设计各组 iae 活性比较及 jqp=

法检测各组 mCNO细胞存活率，见表 N。结果表明，

同等剂量川芎嗪配伍，随着阿魏酸的剂量增加，细

胞存活率明显提高，iae值与细胞存活率成反比；

同等剂量阿魏酸配伍，随着川芎嗪剂量的增加，细

胞存活率明显提高，iae值与细胞存活率成反比。

川芎嗪与阿魏酸合用对 mCNO 糖氧剥夺损伤具有预

保护作用。=
PKP= =方差分析结果=

结果表明是否造模、川芎嗪及阿魏酸不同剂量

配比均对 iae值具有极显著影响（m＜MKMN）。见表

O。进一步采用 ipa 法进行多重比较，结果显示川

芎嗪低、中，高、低，中、高剂量间对 iae 值的

影响具有统计学意义（m＜MKMN）；阿魏酸低、中，

中、高，高、低剂量间对 iae值的影响具有统计=

表 N= =各组 iae活性及细胞存活率比较=
qable=N= = Comparison=of=iae=and=cell=survival=rate=in=each=

group=

组别=
剂量L=

（μmoä·i−N）=
iaeL（r·i−N）= 存活率LB=

对照= µ= NSKNT±MKUP= NMMKMM±MKMMM=

模型= µ= VOKVR±QKMT= SPKQQ±OKNV=

川芎嗪H= = MKRHR= UMKUO±RKMV= SVKOU±OKPS=

阿魏酸= MKRHNM= TNKVR±OKON= TQKNS±NKVO=

= MKRHOM= SOKPM±OKMN= TVKTO±OKMQ=

= NKMHR= STKQR±OKOM= TSKQP±OKOR=

= NKMHNM= SPKUO±PKPS= TUKPT±NKUQ=

= NKMHOM= RUKVR±OKPS= UMKVR±OKQQ=

= OKMHR= RRKMT±PKNQ= UPKMM±OKSM=

= OKMHNM= QQKOU±PKNO= UUKNQ±NKSS=

= OKMHOM= PRKVR±OKNM= VPKMU±NKNV=
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学意义（m＜MKMN），不同剂量的川芎嗪及阿魏酸之

间具有交互作用，川芎嗪 O= µmoäLi，阿魏酸 OM=
µmoäLi 时，iae 值最低，川芎嗪与阿魏酸的最佳

配比为 O∶OM。见表 P～Q。=

表 O= =析因设计的方差分析=
qable=O= = Analysis=of=variance=of=factorial=design=

变异来源= 平方和= 自由度= 均方= c= págK=
校正模型=
截距=
_（川芎嗪）=
C（阿魏酸）=
_×C=
误差=
总计=
校正的总计=

V= MNPKUURA==
NVQ= UOMKOOT= = =
S= SSQKMRS= = =
O= NOUKPQT= = =
OONKQUO= = =
QMOKSVU= = =

OMQ= OPSKUNM= = =
V= QNSKRUP= = =

U=
N=
O=
O=
Q=
QR=
RQ=
RP=

N=NOSKTPS=
NVQ=UOMKOOT=
P=PPOKMOU=
N=MSQKNTQ=
RRKPTM=
UKVQV=

NORKVMU=
ON=TTMKQNS=
PTOKPQN=
NNUKVNT=
SKNUT=

MKMMM=
MKMMM=
MKMMM=
MKMMM=
MKMMM=

oO＝MKVRT（校正 oO＝MKVRM）=
oO=Z=MKVRT=EÅorreÅíed=oO=Z=MKVRMF=

表 P= =川芎嗪及阿魏酸不同剂量对 mCNO=iae值的单独效应（ipa多重比较结果）=
qable=P= = peparate=effects=of=different=doses=of=qjm=and=cA on=iae=values=of=mCNO=cells=Eipa=multiple=comparison=resultsF=

EfF川芎嗪= EgF川芎嗪= 均值差EfJgF= 标准误= m值= Ef’F阿魏酸= Eg’F阿魏酸= 均值差Ef’Jg’F= 标准误= m值=
MKR=
MKR=
N=

N=
O=
O=

UKOUP=PG=
OSKRUU=VG=
NUKPMR=SG=

MKVVT=
MKVVT=
MKVVT=

MKMMM=
MKMMM=
MKMMM=

R=
R=
NM=

NM=
OM=
OM=

TKTSN=NG=
NRKPTT=UG=
TKSNS=TG=

MKVVU=
MKVVU=
MKVVU=

MKMMM=
MKMMM=
MKMMM=

Gm＜MK=MR=

表 Q= =不同剂量间川芎嗪与阿魏酸对体外培养的 mCNO=iae值的交互作用=
qable=Q= = fnteraction=between=different=doses=of=qjm=and=cA=on=iae=values=of=mCNO=cells=in vitro=

川芎嗪L
（μmoä·i−N）=

阿魏酸L
（μmoä·i−N）=

均值= 标准误=
VRB置信区间=

下限= 上限=
O=
=
=
N=
=
=
MKR=
=
=

OM=
NM=
R=
OM=
NM=
R=
OM=
NM=
R=

PRKVRM=
QQKOUP=
RRKMST=
RUKVRM=
SPKUNT=
STKQRM=
SOKPMM=
TNKVRM=
UMKUNT=

NKOON=
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缺血性脑卒中属于中医学“中风”“卒中”等范

畴，尽管其病机变化多端，但瘀阻脑络贯穿脑缺血

损伤的始末，应用活血化瘀药常可收到不同程度的

治疗效果。当归甘辛性温，质润，具有养血活血之

效。川芎辛温而燥，善于行走，既活血化瘀又行气

祛风。二者是中医常用药对，如《普济本事方》中

的佛手散和芎归汤就是当归川芎两味药配伍组成。

该对药亦常用于治疗缺血性脑血管疾病。川芎嗪是

川芎的有效成分之一，可透过血脑屏障，抑制钙超

载、减少细胞凋亡基因表达、抑制炎症反应等。实

验研究发现，川芎嗪在大鼠局灶性脑缺血模型中对

神经元具有神经保护作用，并减轻大脑缺血再灌注

损伤xSz。川芎嗪保护大脑的机制可能与其减少神经

递质释放，抑制中性粒细胞激活，促进大脑内皮细

胞增殖有关xTJVz。阿魏酸是川芎和当归的主要水溶性
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成分，具有减少自由基、抑制炎症反应、削弱细胞

凋亡等作用。在脑缺血和再灌注损伤后，阿魏酸可

防止氧化应激引起的细胞凋亡，对大脑缺血具有神

经保护作用xNMJNNz。通过检测川芎J当归配伍后煎出物

成分的改变，发现没有新的峰出现，但阿魏酸的含

量存在不同程度的增加，由此推测阿魏酸可能是川

芎J当归配伍增效的物质基础之一xNOJNPz。川芎嗪和阿

魏酸具有生物利用性低，代谢快，半衰期短等特点。

有实验证明，与单独用药比较，川芎嗪和阿魏酸合

用半衰期和平均驻留时间均延长xNQJNRz。因此优化川

芎嗪和阿魏酸的生物利用性，以增强其治疗效果，

对于临床药物的应用至关重要。=
本实验以 mCNO 细胞为实验对象，模拟神经元

体外缺氧缺糖模型，缺氧缺糖的同时给予药物预处

理，探讨阿魏酸与川芎嗪配伍对 mCNO=lda模型损

伤的预保护的交互作用及最优配比组合。本实验研

究发现：与对照组比较，缺氧缺糖使 mCNO 细胞存

活率减少、iae漏出率增加。与 lda模型组比较，

给予药物干预后，mCNO 细胞存活率增加、iae 漏

出减少，减轻了 lda 引起的细胞损伤。表明川芎

嗪阿魏酸配伍对 mCNO 缺氧缺糖具有预保护作用，

提高细胞活性，减少细胞损伤，从而发挥神经保护

作用。本研究证实，川芎嗪与阿魏酸配比具有交互

作用。同等剂量川芎嗪配伍，随着阿魏酸的剂量增

加，细胞存活率明显提高；同等剂量阿魏酸配伍，

随着川芎嗪剂量的增加，细胞存活率明显提高，最

佳配比为 O∶OM。=
本研究通过阿魏酸和川芎嗪的配比应用，提高

了二者的生物利用性，有助于药对的基础研究以及

当归J川芎药对为主的新药开发。但二者的药效物质

基础和作用机制还需进一步的实验研究。=
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