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症状，抑制脾虚证哮喘小鼠的气道高反应性和炎症

反应，从而提示了CVFS可用于临床脾虚证哮喘的

治疗。
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注射用熊胆粉对大鼠脑血栓的影响
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摘要：目的观察注射用熊胆粉对脑血栓、脑缺血动物模型的影响。方法观察注射用熊胆粉iv给药后对大鼠

大脑中动脉血栓模型、不完全性脑缺血、血小板、血栓形成、血瘀大鼠血液流变性的影响。结果 注射用熊胆粉可明

显抑制大鼠体内外血栓的形成，降低血液黏度，改善血液流变性，抑制血小板聚集，降低血小板黏附性，改善血栓性

缺血脑组织病变程度，降低毛细血管通透性，且可降低损伤脑组织中丙二醛(MDA)水平，保护超氧化物歧化酶

(sOD)活性。结论 注射用熊胆粉对脑缺血有保护和治疗作用。
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进行了大量研究，发现熊胆粉具有多方面的生理活

性。注射用熊胆粉是以熊胆粉为原料制成的冻干粉

针剂。经过预实验发现注射用熊胆粉在治疗脑血栓、

脑缺血方面有明显的作用，因此按中药注射剂要求

进行了药效学实验研究。

1材料

1．1动物：Wistar大鼠，雌雄均用，体重220 300

g、3004350 g，由长春高新医学动物研究中心提供。

合格证书号：10一5112。

1．2药品与试剂：注射用熊胆粉为乳白色冻干粉末

(每支含牛磺熊去氧胆酸8．5～11．5 mg)，规格：每

支20 mg，批号20010505、20020113，由延边大学医

学院提供，用时以生理盐水配制。血塞通注射液由昆

明制药股份有限公司生产，批号20011051一07。5 7一

腺苷二磷酸一钠盐(ADP—Na)由中国科学院上海生

化所东风生化技术公司出品，批号9610137；盐酸肾

上腺素(Adr)注射液由北京市永康制药厂生产，批

号9804201；FeCl。由上海化学试剂一厂生产，批号

951218；伊文思蓝由中国医药(集团)上海化学试

剂公司生产，批号980706。

1．3仪器：血小板聚集仪(北京普利生公司)；FAS—

CO--3010全自动血流变快测仪(重庆大学为多生

物工程研究所)；BT87—3型实验性体内血栓形成

测定仪(包头医学院心血管研究室监制)；752型紫

外分光光度计(上海第三分析仪器厂)；H一103RI。

型高速冷冻离心机(日本)。

2方法与结果

2．1 对大鼠大脑中动脉血栓模型的影响

2．1．1对大鼠脑血栓后行为状态的影响[1]：取40

只健康大鼠，ip水合氯醛300 mg／kg麻醉。按文献

方法在右眼外眦到右外耳道连线的中点处切开皮肤

约2 cm。沿颧弓下缘依次切断咬肌和颞肌，分离切

除下颌骨冠状突，暴露鳞状骨的大部分，用钻在颧骨

和鳞状骨前联合前内2 mill处钻孑L开颅，暴露一段

大脑中动脉。置一小片塑料薄膜保护血管周围组织。

将吸有50％FeCl。溶液10肛I。的小片定量滤纸敷在

该段中动脉上，持续30 rain后去掉滤纸。用生理盐

水反复冲洗局部组织，逐层缝合肌肉、皮肤。另取8

只动物，同上述方法进行手术，只是不用FeCl。而用

浸有10弘L生理盐水的滤纸敷在大脑中动脉上，作

为空白对照组。待术后清醒模型动物随机分为5组：

缺血模型组、血塞通注射液(57 mg／kg)组、注射用

熊胆粉(26、13、6．5 mg／kg)组。即刻尾iv给药，空

白对照组给予同体积生理盐水，术后24 h观察动物

行为状态情况。将动物提尾离开地面，观察到左侧前

肢紧贴胸壁或将两前肢置金属网上，观察到左侧前

肢肌张力下降，出现上述症状之一，视为阳性。数据

处理用Z2检验。结果见表1。实验过程中观察到空白

对照组动物状态良好，未见任何异常症状。其余各组

动物术后一般状态较差，活动少，皮毛无光泽，倦缩，

嗜卧，有些动物出现不停地向一侧旋转。表1结果可

见，各组动物均出现不同程度的偏瘫症状，模型组中

占62．5％，注射用熊胆粉高剂量组中占25％，较模

型组有减少的趋势。

表1注射用熊胆粉对脑血栓大鼠行为的影响

Table 1 Effect of Fel Ursi powder for injection on

behavior of rats with cerebral thrombus

2．1．2 对大鼠脑血栓形成后脑组织形态学变化的

影响：2．1．1项中动物造模成功后连续iv给药3 d，

每天1次。末次给药15 rain后，即手术后72 h，将动

物断头取脑。脑组织在10％福尔马林中固定，常规

石蜡包埋、切片、HE染色，光镜下观察。病理结果表

明，空白对照组动物脑皮质大部分神经元结构正常，

仅见少数神经元呈嗜伊红改变，未见梗死灶，海马各

区未见异常，属正常脑组织；模型组动物皮质区出现

局限性坏死灶，其周边神经元呈缺血性损伤变化，多

数海马区神经元损伤。而血塞通注射液对减轻缺血

性脑损伤有一定作用。注射用熊胆粉3个剂量组能

减轻缺血性脑损伤的程度，尤以26 mg／kg组明显，

仅一半动物脑皮质区可见局限性坏死灶，坏死灶以

外的区域及海马区神经元未见明显神经元损伤。

2．2对不完全性脑缺血的影响

2．2．1对脑水肿的影响[2]：取60只大鼠，随机分为

6组：空白对照组、模型组、血塞通注射液(57 rag／

kg)组、注射用熊胆粉(26、13、6．5 mg／kg)组。每

天iv给药1次，连续3 d，末次给药后15 min大鼠

按改良Pulsinell法灼闭两侧锥动脉，用动脉夹夹闭

双侧颈总动脉5 min，去夹间隔1 h，如此反复3次，

此为反复缺血期，整个过程保温37 C左右。空白对

照组仅剥离血管不结扎，处理同前。最后再灌1 h后

取脑组织，称湿质量，然后干燥至恒重(90‘C，10

h)，并称质量，测脑组织含水量[脑组织含水量一
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(湿质量一干质量)／湿质量x 100％]。数据用zis

表示，行t检验。结果见表2。注射用熊胆粉高剂量

组及血塞通注射液组均能明显缓解脑水肿症状，与

模型组比较差异显著(P<o．01)。

表2注射用熊胆粉对不完全性脑缺血大鼠脑含水量、

SOD活性和MDA 7k平的影响(j土S，玎一10)

Table 2 Effect of Fel Ursi powder for injection on water

content，SOD activity．and MDA level in brain of

rats with demi—cerebral ischemia(J±S，n=10)

剂量／ 脑含水量／ MDA／ SOD／
组别

(mg·kg 1) ％(I'lmO[·g一1) (U·g一1)

与对照组比较：。』’<O．05 ～P<O．01 ⋯』’<O-00l； 与

模型组比较：△P<o．05 AAp<o．01；下表同

。P<O．05。。P<0．01⋯P<0．001 VS control group：

4P<0．05△△P<0．01 vs model group：following Tables are same

2．2．2 对脑组织超氧化物岐化酶(SOD)活性及

丙二醛(MDA)水平的影响：动物分组、给药及造模

方法同2．2．1项。将动物处死后，立即取脑，在4℃

下匀浆，离心，分离提取SOD，并测定其活性，同时

测定MDA水平。结果见表2。大鼠脑缺血后，MDA

水平明显升高，SoD活性显著降低，与空白对照组

比较差异显著(P<0．01)；而血塞通注射液和注射

用熊胆粉组动物脑组织中MDA水平明显较模型组

降低(P<o．05)，SOD活性明显升高(P<0．01)。

2．2．3对脑血管通透性的影响[3]：取45只健康大

鼠，随机分为5组：对照组、血塞通注射液(57 rag／

kg)组、注射用熊胆粉(26、13、6．5 mg／kg)组。各

组iv给药，每天1次，共3 d。末次给药后15 min，动

物ip水合氯醛300 mg／kg麻醉，舌下iv伊文思蓝

50 mg／kg。5 min后分离双侧颈总动脉，结扎，逐层

缝合；4 h后处死大鼠，取同一部位相同质量脑组

织，置于3 mI。0．5％Na。SO。一丙酮(3：7)溶液中，

捣碎，充分浸泡24 h，离心，取上清液于650 nm处

测吸光度(A)值，计算伊文思蓝水平。结果见表3。

注射用熊胆粉高剂量组可明显降低脑中伊文思蓝水

平，中、低剂量组及阳性药组动物脑组织中伊文思蓝

水平亦有降低趋势，但无统计学意义。

2．2．4 对脑组织形态学的影响：取54只健康大

鼠，动物分组、给药方法同2．2．1项，末次给药后15

min同2．2．3项方法结扎双侧颈总动脉，造成动物

表3注射用熊胆粉对不完全性脑缺血大鼠脑组织

伊文思蓝水平的影响(x±S，n一9)

Table 3 Effect of Fel Ursi powder for injection on

Evans blue content in brain of rats with

demi—cerebral ischemia(工±S，n=9)

组别 剂量／(mg·kg。)伊文思蓝／(mg·mI，_1)

不完全性脑缺血。空白对照组只将颈总动脉分离后

不结扎。4 h后将动物断头处死，取脑组织同一部

位，于10％福尔马林中固定，做病理检查。由病理

报告结果可见，由于结扎双侧颈总动脉，造成大鼠不

完全性脑缺血，缺血模型组大脑、小脑及基底神经元

细胞间质部分疏松，变大，脑细胞及血管周围间隙变

大，神经元与胶质细胞之间变疏松，神经元胞体变

大，有突起，胞核圆形，核仁肿大，从整体上看脑组织

发生中度水肿。各给药组脑组织大部分与正常对照

组相同，个别动物发生上述病理改变，从整体看其脑

细胞发生轻度水肿。

2．3对大鼠血小板的影响

2．3．1 对大鼠血小板黏附性的影响[4]：取50只大

鼠，动物分组及给药方法同2．2．3项。末次给药后

15 rain，动物ip戊巴比妥钠35 mg／kg麻醉，于腹静

脉采血，每只1．2 mL，按玻球瓶法计算血小板黏附

率。结果见表4。血塞通注射液和注射用熊胆粉高、

中剂量组均可明显降低血小板黏附百分率，与对照

组比较有明显差异。

2．3．2对ADP诱导的大鼠血小板聚集的影响：取

45只大鼠，随机分组及给药方法同2．2．3项。末次

给药后15 rain，ip水合氯醛300 mg／kg麻醉，每只

腹静脉采血2．7 mL，缓慢注入装有3．8％枸橼酸

钠溶液0．3 mL的试管中，混匀，离心，分离去血小

板血浆(PPP)和富血小板血浆(PRP)，测定ADP

诱导血小板不同时间点的聚集率及最大聚集率。结

果见表4。血塞通注射液及注射用熊胆粉3个剂量

给药组对血小板聚集均有一定的抑制作用，与对照

组比较血小板聚集百分率均明显降低。

2．4对血栓形成的影响

2．4．1 对大鼠体内血栓形成的影响：取45只大

鼠，分组及给药方法同2．2．3项。末次给药后15

min，用水合氯醛300 mg／kg将动物麻醉，背位固定，

剥离颈总动脉，放上温度电极和刺激电极，测定其体
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表4注射用熊胆粉对大鼠血小板黏附和聚集的影晌(工±s)

Table 4 Effect of Fel Ursi powder for injection on platelet adhesiveness and aggregation of rats(；±s)

内血栓形成时间。结果见表5。注射用熊胆粉高剂量

组能明显延长大鼠体内血栓形成时间，其余各给药组

均有延长的趋势，但与对照组比较无明显的差异。

2．4．2对血瘀模型大鼠体外血栓形成的影响口]：取

48只大鼠，随机分为6组：空白对照组、血瘀模型

组、血塞通注射液(57 mg／kg)组、注射用熊胆粉

(26、13、6．5 mg／kg)组。各组每天iv给药1次，连

续4 d。每次给药后15 rain，除空白对照组外，其余

动物均SC 0．1％Adr，每只0．1 mI。，30 min后将动

物置于1．5 C冰水中游泳5 rain，间隔24 h后，即

第2次给药后，再重复SC Adr，用冰水刺激，第3天

给药后只SC Adr，不进行冰浴。末次给药后15 rain，

动物ip 35 mg／kg戊巴比妥钠麻醉，腹静脉取血，于

体外血栓仪上测定体外血栓长度、湿质量、于质量。

表5注射用熊胆粉对大鼠体内血栓形成

的影晌(；±j，席一9)

Table 5 Effect of Fel Ursi powder for injection on

thrombosis of rats in vivo(J±s，席=9)

结果见表6。大鼠注射Adr后在冰水刺激下，出现血

瘀症状，可见血栓的长度、湿质量、干质量均增加，即

极易形成血栓。血塞通注射液和注射用熊胆粉，可抑

制血栓的形成，与模型比较有明显差异。

2．5 对血瘀大鼠血液流变性的影响：取50只大

鼠，分组、给药及模型制备方法同2．4．2项。末次给

药15 rain后，将动物麻醉，于腹静脉采血，置全自动

血流变快测仪上测定全血比黏度(高、中、低切值)、

血浆比黏度、红细胞压积。结果见表7。动物出现血

瘀症状后血液黏度增高，血液流变性指标发生异常

改变。而注射血塞通和注射用熊胆粉可明显抑制血

液流变性的异常变化，降低血液黏度。

表6 注射用熊胆粉对血瘀大鼠体外血栓形成

的影晌(；±s，打一8)

Table 6 Effect of Fei Ursi powder for injection on

thrombosis of rats i打vitro(；+s，疗一8)

⋯ 剂量／ 血栓长／ 血栓湿质量／ 血栓干质量／
组别

(mg·kg 1) cm mg mg

表7 注射用熊胆粉对血瘀大鼠血液流变学的影响(；±s，n--8)

Table 7 Effect of Fel Ursi powder for injection on hemorrheoiogy of rats Gi s，甩一8)

3讨论

脑血管疾病是临床上的常见病、多发病，其死亡

率和致残率都很高。目前研究发现，脑梗死所致脑供

血减少或中断后，虽梗死中心部位发生不可逆转的

坏死，但周围的缺血性脑组织在一定时间内保持正

常的离子平衡和结构完整，若及时恢复供血，这些组

织能够得以恢复。本实验正是利用熊胆粉的抗血栓

作用开发出注射用熊胆粉制剂治疗脑缺血、脑梗死，

以达到抗血栓、缓解脑缺血、改善血液流变学的目

的。大脑中动脉栓塞是脑血管病多发部位，因此本实
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验利用F!C1。造成大鼠中动脉血栓形成的模型，观

察了脑梗死的情况。结果表明，注射用熊胆粉对缺血

性脑损伤有明显的治疗作用，改善了动物脑缺血的

症状；其对结扎双侧颈总动脉造成的不完全性脑缺

血也有缓解作用，抑制脑血管渗出增加，对反复脑缺

血再灌注损伤的动物能缓解脑水肿，降低脑组织由

于缺血而造成的MDA水平升高，保护脑组织SOD

活性，避免由于自由基的增加而加重脑损伤。临床上

脑缺血多由血栓的形成导致的，本实验还观察了注

射用熊胆粉对血栓形成的影响，结果表明，其可明显

抑制动物体内外血栓的形成，表现出明显的活血化

瘀作用。同时也观察了注射用熊胆粉对血小板的影

响，发现其可降低血小板的黏附率及抑制ADP诱

导的聚集率，说明注射用熊胆粉可抑制血小板的聚

集，改善血液黏稠度，也表明注射用熊胆粉抗血栓的

机制可能与改善血小板的功能有关。

上述结果表明，注射用熊胆粉可明显抑制动物

体内外的血栓形成，降低血液黏稠度，改善血液流变

性，抑制血小板的聚集，降低血小板的黏附性，改善

血栓缺血脑组织的病变程度，缓解脑水肿，降低毛细

血管的通透性，由于其可增加脑血流量，降低脑血管

阻力，因此可增加缺血区的供血，在脑组织受损时，

降低MDA水平，保护SOD的活性，对脑缺血组织

具有保护和治疗作用。
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猪蹄甲与穿山甲抗小鼠骨髓微循环障碍作用的实验研究

张东伟1，付 敏2，彭贤文2，李 健2，宋 鹏2，崔 瑛3，侯士良3

(1．清华大学化学系生命有机磷化学及化学生物学教育部重点实验室，北京 100084；2．北京中医药大学

细胞与生化实验室，北京100029；3．河南中医学院，河南郑州450008)

穿山甲为鲮鲤科动物穿山甲Mains pen—

tadactyla Linnaeus的鳞甲，由于其具有较好的临床

疗效而被广泛应用于内、外、妇、儿各科。但受生态环

境影响和人为因素的破坏，穿山甲野生资源日益匮

乏，药材供需矛盾比较突出，限制其临床应用。猪蹄

甲为猪科动物猪Sus scrofa domestica Brisson的蹄

甲，为畜牧业的副产品，其资源丰富。现代研究表明

猪蹄甲和穿山甲在临床应用、化学成分和药理作用

等方面有一定相似之处[1]，穿山甲有一定的抗小鼠

微循环障碍的作用[2]。在此基础上，为研究猪蹄甲替

代穿山甲的可能性，本实验进一步研究了猪蹄甲和

穿山甲抗小鼠骨髓微循环障碍的作用，观察猪蹄甲

和穿山甲在药理作用方面的相似性，为猪蹄甲全面

替代穿山甲提供一定的实验基础。

1材料

1．1 动物：ICR种雄性小鼠，体重(25±2)g，2～

2．5月龄，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

1．2 穿山甲水煎液：穿山甲为脊椎动物鲮鲤科穿山

甲M．pentadactyla Linnaeus的鳞甲，按《中国药

典》法砂烫醋淬炮制后，粉碎成粗颗粒。取干燥穿山

甲粉200 g，加水600 mL浸泡1 h后，煮沸两次，第

1次50 min，第2次30 min，滤过。合并滤液，并压

榨药渣中滤汁，一并浓缩至200 mI。(相当于含生药

1 g／mL，总氨基酸质量分数≥50％)，置于4 C冰

箱，冷藏备用。临用前稀释为0．1 g／mI。。

1．3猪蹄甲水煎液：猪蹄甲为猪科动物猪S．scrofa

domestica Brissond的蹄甲，洗净，晒干后，炮制方法

同穿山甲，取猪蹄甲粉600 g，煎煮方法同穿山甲，

滤液浓缩至600 mI。(相当于含生药1 g／mL，总氨

基酸质量分数≥50％)，置于4 C冰箱，冷藏备用。

收稿日期：2005 02 24

基金项目：北京中医药大学大学生科学技术研究基金资助项目(YD2002 001)

作者简介：张东伟(1974一)，男，河南洛阳人，研究方向为中药作用的生化机制。E—mail：zhdwl006@1 63．conl

  




