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摘要：目的 设想神经元缺氧损伤与自由基损伤线

粒体有关，由此探讨淫羊藿苷的保护作用机制。方

法 采用 Ｆｅ２＋／维生素 Ｃ（ＶｉｔＣ）为氧自由基生成系
统建立氧自由基损伤线粒体的体外模型。观察淫羊

藿苷对线粒体肿胀度、呼吸链复合体酶Ⅰ～Ⅳ活性、
丙二醛（ＭＤＡ）含量的影响。结果 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ（１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１／１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１／１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
可使线粒体的肿胀度和ＭＤＡ含量显著增加，呼吸链
复合体酶Ⅱ～Ⅳ活性不同程度下降。预先加入淫羊
藿苷（０．０３和０．１ｍｇ·Ｌ－１）能显著抑制线粒体肿胀，
减少ＭＤＡ含量，提高呼吸链复合体酶Ⅱ～Ⅳ的活
性。结论 淫羊藿苷对氧自由基损伤的大鼠脑线粒

体呼吸链具有保护作用。
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线粒体是重要的细胞器，不仅参与细胞的能量

代谢，也是自由基产生的主要场所。近年来对线粒

体的研究日益受到重视。越来越多的证据表明，许

多疾病如缺血缺氧损伤、老年性痴呆、衰老、帕金森

病等发生、发展均与线粒体损伤密切相关。寻找有

效的抗氧化损伤的线粒体保护剂对于防治这些疾病

具有重要意义。淫羊藿苷（ｉｃａｒｉｉｎ）是从小檗科淫羊
藿属植物中提取的黄酮醇苷类化合物，文献报道淫

羊藿苷具有免疫调节、影响内分泌、抗氧化、改善冠
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脉循环、增加脑血流量等作用［１，２］。作者以前的实

验证明淫羊藿苷对原代培养皮质神经元缺氧缺糖损

伤具有保护作用［１］，但对其细胞保护作用的确切机

制还不完全清楚。本研究在此基础上以 Ｆｅ２＋／维生
素Ｃ（ｖｉｔａｍｉｎＣ，ＶｉｔＣ）为氧自由基生成系统建立体
外模拟氧自由基损伤的线粒体模型，观察了淫羊藿

苷是否对Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ引起的脑线粒体损伤具有保护
作用，以期为其用于延缓衰老和防治某些神经系统

疾病的可能性提供实验资料。

１ 材料和方法

１．１ 实验动物、试剂和仪器

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性，体重２５０～２８０ｇ，２～３月龄，
由重庆医科大学实验动物中心提供。

淫羊藿苷单体，高效液相色谱检测纯度大于

９８％，由贵州省中国科学院天然产物化学重点实验
室杨小生研究员提供。鱼藤酮（ｒｏｔｅｎｏｎｅ）、叠氮钠
（ｓｏｄｉｕｍａｚｉｄｅ）、抗霉素 Ａ（ａｎｔｉｍｙｃｉｎＡ）、辅酶 Ｑ１０
（ＣｏＱ１０）、还原型辅酶Ⅰ（ＮＡＤＨ）、Ｆｉｃｏｌｌ４００、Ｔｒｉｓ碱、
细胞色素 Ｃ、２，６二氯酚啶酚（２，６ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏ
ｌｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌ，ＤＣＰＩＰ）均购自 Ｓｉｇｍａ。蛋白含量和丙二
醛（ＭＤＡ）含量测试盒购自南京建成生物工程公司。

主要仪器有 ＵＶ２６５可见紫外分光光度计（日
本岛津公司）；３ｋ３０低温高速离心机（Ｓｉｇｍａ）；ＫＲ
２００００Ｔ型低温超速离心机（美国 Ｋｕｂｏｔａ）；ＸＷ８０Ａ
型旋涡混合器（江苏海门麒麟医用仪器厂）。

１．２ 大鼠脑线粒体的提取［３，４］

大鼠断头迅速取全脑，去小脑，称重后按 １∶９
（Ｗ／Ｖ）比例加入预冷的匀浆液（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：蔗糖
２５０，ＥＤＴＡ０．５，ＴｒｉｓＨＣｌ１０，ｐＨ７．４０）置于玻璃匀浆
器中冰浴手动匀浆。２０００×ｇ离心 ３ｍｉｎ。取上清
液，１２０００×ｇ离心８ｍｉｎ。将沉淀仔细悬于Ｆｉｃｏｌｌ梯
度中，１１５００×ｇ离心３０ｍｉｎ。弃上清液，沉淀用匀
浆液洗１次，１２０００×ｇ离心８ｍｉｎ，所得沉淀即为线
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粒体。以上所有操作均在 ４℃进行。Ｆｏｌｌｉｎ酚法测
定线粒体悬液的蛋白含量，调整浓度为线粒体蛋白

２ｇ·Ｌ－１。用于测定呼吸链复合体酶的线粒体蛋白
悬液分装后－７０℃保存，保存时间不超过 ２周。测
定前将线粒体蛋白置于２０℃／－２０℃反复冻融３次，
使之成为线粒体膜片段以达到最大酶活性。用于测

定线粒体肿胀度的线粒体蛋白置于冰浴，放置加测

定的时间不超过 ７２ｈ，以保持线粒体膜的完整性。
其余实验所用线粒体均于－２０℃保存。
１．３ Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ自由基产生体系损伤线粒体模型
的建立和分组［５，６］

实验分为正常对照组、Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ损伤组和
Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ＋淫羊藿苷处理组。用ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液配
制不同浓度的ＦｅＳＯ４和ＶｉｔＣ。实验时分别加入新鲜
分离的线粒体 ０．２ｍＬ（含线粒体蛋白 １ｍｇ）和淫羊
藿苷（终浓度为０．０１，０．０３和０．１ｍｇ·Ｌ－１），５ｍｉｎ后
再加入不同浓度的 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ，３７℃反应３０ｍｉｎ。２０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ终止反应。１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
用悬浮介质洗１次。
１．４ 线粒体肿胀程度测定［７，８］

所用线粒体为新鲜制备，未经冻融，测定前放置

于４℃。以 ＴｒｉｓＨＣｌ为缓冲体系，含线粒体蛋白０．５
ｍｇ，加入不同浓度的淫羊藿苷，温孵 ５ｍｉｎ后加入
Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ，反应终体积 １ｍＬ。分别于加入 Ｆｅ２＋／
ＶｉｔＣ前及加入后２，４，６，８，１０，２０ｍｉｎ用分光光度计
测定５２０ｎｍ处的吸光度（Ａ５２０ｎｍ）值。以不同时间点

Ａ５２０ｎｍ与加入Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ前 Ａ５２０ｎｍ的差值表示结果。

Ａ５２０ｎｍ值的降低与线粒体肿胀度呈正比。

１．５ 线粒体呼吸链复合体酶活性测定［９，１０］

按方法１．３处理后离心收集的线粒体蛋白，测
定前置于２０℃／－２０℃反复冻融３次，使之成为线粒
体膜片段以进行线粒体呼吸链复合体酶活性测定。

呼吸链复合体酶Ⅰ活性测定：５～１０μｇ线粒体蛋
白加入反应缓冲体系（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：ＭｇＣｌ２５，叠氮钠２，
ｐＨ７．２磷酸盐缓冲液 ３５）中，加入抗霉素 Ａ（２ｍｇ·
Ｌ－１）、ＣｏＱ１０（６５μｍｏｌ·Ｌ

－１）混匀后，３０℃温孵５ｍｉｎ。加
入ＮＡＤＨ（０．１３ｍｍｏｌ·Ｌ－１）启动反应，１ｍｉｎ内连续测
定 Ａ３４０ｎｍ值的变化，根据１ｍｉｎＡ３４０ｎｍ值的变化反映呼
吸链复合体酶Ⅰ的活性，单位ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１。

呼吸链复合体酶Ⅱ活性测定：５～１０μｇ线粒体蛋
白加入反应缓冲体系（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：ｐＨ７．２磷酸盐缓冲
液３５，ＭｇＣｌ２５，叠氮钠 ２）中，加入抗霉素 Ａ（２

ｍｇ·Ｌ－１）、ＣｏＱ１０（６５μｍｏｌ·Ｌ
－１）、鱼藤酮（２ｍｇ·Ｌ－１）、

ＤＣＰＩＰ（８８ｍｍｏｌ·Ｌ－１）混匀后，３０℃温孵５ｍｉｎ。加入新
配的琥珀酸钠（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）启动反应，１ｍｉｎ内连续
测定 Ａ６００ｎｍ值的变化。以１ｍｉｎＡ６００ｎｍ值的变化反映
呼吸链复合体酶Ⅱ的活性，单位ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１。

呼吸链复合体酶Ⅲ活性测定：５～１０μｇ线粒体
蛋白加入反应缓冲体系（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：ＭｇＣｌ２５，叠氮钠
２，ＥＤＴＡ０．５，氧化型细胞色素Ｃ０．０３５，ｐＨ７．２磷酸
盐缓冲液 ３５）中，混匀后，加入新还原的 ＣｏＱ１０（０．１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）启动反应，１ｍｉｎ内连续测定细胞色素 Ｃ
Ａ５５０ｎｍ值的变化，反映呼吸链复合体酶Ⅲ的活性，单
位ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１。

呼吸链复合体酶Ⅳ活性测定：４０～６０μｇ线粒体
蛋白加入反应缓冲体系（８．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲
液，ｐＨ７．０）加入 ０．１％还原型细胞色素 Ｃ（以过量
ＶｉｔＣ还原至 Ａ５５０ｎｍ／Ａ５６５ｎｍ＞１２）启动反应，１ｍｉｎ内
连续测定细胞色素 ＣＡ５５０ｎｍ值的变化，反映呼吸链
复合体酶Ⅳ的活性，单位ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１。
１．６ 丙二醛含量测定

按试剂测试盒说明书进行操作，测定线粒体

ＭＤＡ含量。
１．７ 统计学分析

结果以珋ｘ±ｓ表示，组间比较用方差分析和 ｔ检
验。

２ 结果

２．１ 淫羊藿苷对自由基损伤线粒体肿胀度的影响

线粒体膜受损伤后其形态发生变化，线粒体肿

胀，表现为 Ａ５２０ｎｍ值的下降。表１结果显示，正常对
照组线粒体的 Ａ５２０ｎｍ值比较稳定。而 ２个浓度的

Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ均能造成线粒体明显肿胀，高浓度时
Ａ５２０ｎｍ值的下降更为明显。预先加入淫羊藿苷

０．０１～０．１ｍｇ·Ｌ－１能不同程度地抑制 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ引
起的线粒体肿胀，尤其 ０．１ｍｇ·Ｌ－１淫羊藿苷可使
Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ（１ｍｍｏｌ·Ｌ－１／１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）引起的线粒体
肿胀基本恢复至正常组水平（Ｐ＞０．０５）。
２．２ 淫羊藿苷对自由基损伤线粒体呼吸链复合体

酶活性的影响

表 ２结果显示，Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１／１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）使线粒体呼吸链复合体酶Ⅰ的活性有升
高趋势，但无明显统计学差异（Ｐ＞０．０５）。而预先
加入淫羊藿苷０．０１～０．１ｍｇ·Ｌ－１可明显降低这种趋

·４３３· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００５ Ｏｃｔ；１９（５）



Ｔａｂ１． ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｃａｒｉｉｎｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｗｅｌｌｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｂｙＦｅ２＋／ＶｉｔＣｉｎｒａｔｂｒａｉｎｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｗｅｌｌｉｎｇ（ΔＡ５２０ｎｍ）

２ ４ ６ ８ １０ ２０（ｍｉｎ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ －０．００１±０．００１ －０．００３±０．００２ －０．００３±０．００３ －０．００４±０．００４ －０．００５±０．００４ －０．０１３±０．００２

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１ －０．０１９±０．００６ －０．０２７±０．００９ －０．０３３±０．０１２ －０．０３４±０．０１３ －０．０３６±０．０１２ －０．０４４±０．０１４

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．０１ －０．０２１±０．００５ －０．０２５±０．００７ －０．０２８±０．０１０ －０．０２７±０．０１１ －０．０２９±０．０１０ －０．０３６±０．０１２

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．０３ －０．０１３±０．００６ －０．０１５±０．００４＃－０．０１６±０．００１＃－０．０１７±０．００１＃－０．０１９±０．００３＃－０．０２６±０．００８＃

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．１ －０．００７±０．００８＃ －０．００８±０．０１０＃ －０．００９±０．０１０＃ －０．０１１±０．００９＃ －０．０１２±０．００９＃＃－０．０１５±０．０１０＃＃

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０ －０．０６６±０．０３１ －０．０９７±０．０２７ －０．１２７±０．０２４ －０．１４５±０．０３３ －０．１６０±０．０４４ －０．２１８±０．０４９

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．０１ －０．０４８±０．０１１ －０．０７０±０．０２４ －０．０８８±０．０２２＃－０．１０２±０．０１６＃－０．１１６±０．０１９ －０．１６４±０．０３３

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．０３ －０．０３９±０．０１０ －０．０５２±０．００９＃＃－０．０７２±０．０１３＃＃－０．０８４±０．０１３＃＃ －０．０９７±０．０１８＃－０．１３９±０．０３０＃

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．１ －０．０３０±０．０１３＃－０．０４３±０．０２１＃＃－０．０５６±０．０２４＃＃－０．０６４±０．０２１＃＃－０．０７３±０．０１７＃＃－０．１０９±０．０１８＃＃
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｉｃａｒｉｉｎ０．０１，０．０３ａｎｄ０．１ｍｇ·Ｌ－１ｆｏｒ５ｍｉｎ，ｔｈｅｎＦｅ２＋／ＶｉｔＣｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏｓｔａｒｔｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｗｅｌｌｉｎｇｗａｓ
ｒｅｆｌｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｂｅｔｗｅｅｎＡ５２０ｎｍｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＦｅ２＋／ＶｉｔＣ．Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１：Ｆｅ２＋１ｍｍｏｌ·Ｌ－１／ＶｉｔＣ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０：Ｆｅ２＋１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１／ＶｉｔＣ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＦｅ２＋／ＶｉｔＣｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ２． ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｃａｒｉｉｎｏｎｃｏｍｐｌｅｘｅｓⅠ－Ⅳ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｏｆｒａｔｂｒａｉｎｃｅｌｌｓｉｎｊｕｒｅｄｂｙＦｅ２＋／ＶｉｔＣ

Ｇｒｏｕｐ
ＣｏｍｐｌｅｘⅠ

／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１
ＣｏｍｐｌｅｘⅡ

／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１
ＣｏｍｐｌｅｘⅢ

／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１
ＣｏｍｐｌｅｘⅣ

／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．５０±０．３２ １．５０±０．２０ １．８８±０．４２ ０．２７±０．０８

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１ １．６２±０．２１ １．５７±０．５９ １．２７±０．２７ ０．１８±０．０５

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．０１ １．５７±０．３５ １．７７±０．５７ １．１９±０．２３ ０．１７±０．０６

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．０３ １．５０±０．３５ １．３６±０．４０ １．３１±０．２８ ０．２２±０．０５

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．１ １．４８±０．２１ １．３４±０．２１ １．５４±０．３４ ０．２６±０．０５＃

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０ １．７６±０．１９ ０．９９±０．２８ ０．９４±０．１５ ０．１３±０．０６

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．０１ １．３８±０．２３＃ １．１０±０．２６ １．１７±０．２２ ０．１５±０．０６

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．０３ １．３６±０．２６＃ １．４１±０．３７＃ １．３１±０．２０＃＃ ０．２１±０．０４＃

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．１ １．４０±０．２０＃ １．６３±０．３７＃＃ １．６４±０．２７＃＃ ０．２５±０．０４＃＃

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｉｃａｒｉｉｎ０．０１，０．０３ａｎｄ０．１ｍｇ·Ｌ－１ｆｏｒ５ｍｉｎ，ｔｈｅｎＦｅ２＋／ＶｉｔＣｗｅｒｅａｄｄｅｄａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ
３０ｍｉｎ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗｅｒｅｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ１００００×ｇｆｏｒ１０ｍｉｎａｎｄｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｆｏｒｃｏｍｐｌｅｘｅｓⅠ－Ⅳ ａｃｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｓ．ＡｄｄｉｎｇＮＡＤＨ（０．１３ｍｍｏｌ·
Ｌ－１），ｓｕｃｃｉｎａｔｅｓｏｄｉｕｍ（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１），ｒｅｄｕｃｅｄＣｏＱ１０（０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）ｏｒ０．１％ ｒｅｄｕｃｅｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｔｏｓｔａｒｔｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗｉｔｈｉｎ１ｍｉｎｒｅｆｌｅｃｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘⅠ，ｃｏｍｐｌｅｘⅡ，ｃｏｍｐｌｅｘⅢ ｏｒｃｏｍｐｌｅｘⅣ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＦｅ２＋／ＶｉｔＣ
ｇｒｏｕｐ．

势。Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ可使线粒体呼吸链复合体酶Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ活性显著降低。预先加入淫羊藿苷 ０．０１～０．１
ｍｇ·Ｌ－１能浓度依赖性地阻止 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ所致的呼吸
链复合体酶Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性的降低，０．１ｍｇ·Ｌ－１淫羊
藿苷可使呼吸链复合体酶活性基本恢复至正常组水

平（Ｐ＞０．０５）。
２．３ 淫羊藿苷对自由基损伤线粒体丙二醛含量的

影响

线粒体被 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ损伤后，其 ＭＤＡ含量显著
增加（表 ３）。预先加入淫羊藿苷（０．０３和 ０．１ｍｇ·

Ｌ－１）能明显抑制 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ引起的线粒体 ＭＤＡ生
成，与模型组比较有统计学显著性意义，但尚不能降

低至正常对照组水平。

３ 讨论

自由基是在机体代谢过程中产生的一类内源性

分子，是引起许多疾病及衰老过程的重要原因。与

其他组织相比，脑组织由于含有高浓度的不饱和脂

肪酸、需要相对较多的氧供应等自身的特点，使得脑

·５３３·中国药理学与毒理学杂志 ２００５年１０月；１９（５）



Ｔａｂ３． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｃａｒｉｉｎｏｎｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）
ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｏｆｒａｔｂｒａｉｎｃｅｌｌｓｉｎｊｕｒｅｄｂｙ
Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ／μｍｏｌ·ｇ
－１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １４．９±０．５
Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１ １７．０±０．３

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．０１ １６．１±０．８

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．０３ １５．９±０．３＃＃

Ｆｅ２＋１／ＶｉｔＣ１＋Ｉｃａ０．１ １５．９±０．４＃＃

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０ ３４．４±１．７

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．０１ ３２．４±２．１

Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．０３ ２９．３±１．７＃＃
Ｆｅ２＋１０／ＶｉｔＣ１０＋Ｉｃａ０．１ ２８．６±０．８＃＃

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｉｃａｒｉｉｎ０．０１，０．０３ａｎｄ０．１ｍｇ·
Ｌ－１ｆｏｒ５ｍｉｎ，ｔｈｅｎＦｅ２＋／ＶｉｔＣｗｅｒｅａｄｄｅｄａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃
ｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ３０ｍｉｎ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗｅｒｅｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ１００００×ｇｆｏｒ
１０ｍｉｎａｎｄｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，
＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＦｅ２＋／ＶｉｔＣｇｒｏｕｐ．

组织产生氧自由基的机会较多。而且脑内相对缺乏

抗氧化防御系统，脑细胞清除自由基和修复损伤的

能力较弱，对各种不良因素十分敏感，使得自由基的

损伤愈显严重。线粒体是细胞重要的能量转换器，

也是自由基产生的主要场所。线粒体受到自由基攻

击后其形态、结构和功能均可能发生病理改变，因而

寻找有效的脑线粒体保护剂对于防治衰老和神经系

统疾病等具有重要意义。

目前研究发现中药单体淫羊藿苷具有扩张血

管、改善微循环、调节免疫、促进核酸合成、提高成骨

细胞活性、抗氧化和性激素样作用［１，２］。Ｚｈａｎｇ等［２］

以人脐静脉内皮细胞缺氧／复氧体外模型筛选抗缺
氧／复氧的传统中药，结果发现淫羊藿苷能明显抑制
缺氧／复氧诱导的细胞损伤并呈剂量依赖性。有报
道证明［１１，１２］，淫羊藿苷体内主要是以其代谢产物存

在，但淫羊藿苷原形药物仍可在肺、心、肝等各组织

中广泛分布，在大鼠静脉给药或小鼠灌胃给药时在

脑组织中均可检测到原形药物，说明本品可过血脑

屏障直接作用于脑细胞。作者以前的实验还证明淫

羊藿苷对原代培养皮质神经元缺氧缺糖损伤具有保

护作用［１］。在此基础上，本实验采用 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ作
为氧自由基生成系统诱导线粒体损伤，选择线粒体

肿胀度、ＭＤＡ含量和呼吸链复合体酶活性作为线粒
体损伤的检测指标，观察到淫羊藿苷对自由基损伤

线粒体有保护作用。这极可能是淫羊藿苷对中枢神

经细胞的直接作用机制。

线粒体膜的通透性是维持线粒体功能的必要条

件。线粒体的肿胀度反映了线粒体膜瞬时孔道的开

放程度，因而线粒体肿胀度是观察线粒体膜通透性

进而评价线粒体功能的敏感指标之一。ＭＤＡ是脂
质过氧化的最终产物。在机体自由基清除系统功能

较低或下降的情况下，ＭＤＡ不能被迅速清除。自由
基氧化生物膜的不饱和脂肪酸，产生脂质过氧化，破

坏细胞的脂膜（细胞膜、线粒体膜、内质网及溶酶体

膜），使之发生功能障碍。测定 ＭＤＡ的含量可以间
接判定自由基造成的损伤程度。本实验结果显示

Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ可浓度依赖性的造成大鼠脑线粒体肿胀、
脂质过氧化物ＭＤＡ的生成增加，而预先加入一定浓
度的淫羊藿苷能够明显抑制线粒体肿胀、减少 ＭＤＡ
的累积，说明淫羊藿苷对自由基损伤线粒体具有明

显的保护作用。

呼吸链是线粒体内膜的主要成分，能将底物的

氧化与ＡＴＰ的合成相耦联，共同组成生物能量转化
的分子机构。有研究认为线粒体呼吸链是最可能受

Ｆｅ２＋致过氧化损伤的靶标［１３，１４］。尤其呼吸链复合
体酶Ⅳ是线粒体电子传递链中的一个关键氧化还原

酶，也是线粒体的特征酶，对于活性氧作用十分敏

感。本实验发现，Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ损伤线粒体的呼吸链复
合体酶Ⅰ活性没有显著性变化，而呼吸链复合体酶

Ⅱ～Ⅳ活性随着 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ浓度的增高呈降低趋
势。这可能是随着 Ｆｅ２＋／ＶｉｔＣ浓度的增高，自由基
损伤越来越严重，呼吸链复合体酶Ⅱ～Ⅳ活性进行
性降低。预先加入淫羊藿苷则可防止呼吸链复合体

酶Ⅱ～Ⅳ的活性下降，并呈浓度依赖性。
本研究结果说明淫羊藿苷可保护脑线粒体，防

止氧化损伤，这对改善氧应激状态下脑的能量代谢

障碍有一定意义。
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