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[摘要 ]  目的 :观察夏天无总碱 ( Cor y dalis ambai lis migo total alkaloids , CO AM TA ) 对脑缺血/ 再灌注损

伤的保护作用并对其机制作初步探讨。方法 : 采用小鼠断头张口喘气模型、大鼠大脑中动脉缺血 2 h/ 再灌

注 22 h 模型 , 以神经病学评分、脑梗死范围及脑组织水含量变化 , 观察 CO AM TA 抗脑缺血/ 再灌注损伤的

效应 ; 通过测定大鼠脑组织中一氧化氮合酶 ( nit ric oxide synthase , NOS )、超氧化物歧化酶 ( superoxide

dismut ase , SOD )活性及丙二醛 ( malondialdehyde , MDA ) 含量的变化 , 并采用原位末端标记法观察对神经

细胞凋亡的影响以探讨药物作用的机制。结果 : CO AM TA 可延长小鼠张口喘气时间 , 降低大鼠脑缺血/ 再

灌注后神经病学评分及梗死范围 ,降低脑组织 MDA 含量和 N OS 活性及升高 SOD 活性 , COAMTA 还可抑

制神经细胞凋亡。结论 : CO AM TA 对脑缺血/ 再灌注损伤有保护作用 , 其作用机制与抑制 N OS 活性、提高

SOD 活性、减少神经细胞脂质过氧化损伤和抑制神经细胞凋亡有关。
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ABSTRACT  Objective : To observe the protective effects of Corydalis ambailis migo total alkaloids
(COAMTA) on cerebral ischemia/ reperfusion injury in rats and to investigate its mechanism . Methods: The
effects of COAMTA on decapitated gasping mouse model and rat model of middle cerebral artery ischemia
(2 h)/ reperfusion (22 h ) were observed . The neurological scale , cerebral infarcted volume and cerebral
water content subjected to cerebral middle artery ischemia/ reperfusion in rats were recorded . The activi ties
of nitric oxide synthase (NOS) and superoxide dismutase ( SOD) and the content of malondialdehyde (MDA)

in the rats’brain were measured . Cell apoptosis in ischemic penumbral area was observed wi th light
microscope in the method of terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin nick end labeling
(TUNEL ) . Results: The average gasping t ime of the mice ( 6 . 0 mg/ kg or 9 .0 mg/ kg COAMTA ) was
signif icantly prolonged , the cerebral infarcted volume and cerebral water content of the rats (5 .0 mg/ kg or
7 .5 mg/ kg COAMTA ) were significantly decreased , as compared with the control groups . The average
activity of SOD in cerebral tissue of the rats ( 5 .0 mg/ kg or 7 .5 mg/ kg COAMTA) was significantly higher
than that of the control groups , meanwhile , the average activity of NOS and the content of MDA declined
signif icantly . The cell apoptosis in ischemic penumbral area of the rats ( 5 .0 mg/ kg COAMTA ) was signifi-
cantly inhibited as compared with the control groups . Conclusion: COAMTA can facilitate the protection
against cerebral ischemia/ reperfusion damage . The mechanism is related to inhibi ting the activity of NOS and
lipoperoxidation, increasing the activity of SOD and decreasing the neuronal apoptosis .
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  现代医学研究表明 , 脑缺血损害的机制涉及细

胞内钙超载 ,兴奋性氨基酸的毒性作用 , 自由基损害

与凋亡等。中药夏天无为罂粟科植物伏生紫堇

[ Cory dalis decumbens ( T hunb .) Pers .] 的干燥块

茎 ,具有活血祛瘀作用。所含总生物碱能增强小鼠

对低压缺氧的耐受力 , 抑制二磷酸腺苷 ( adenosine

diphosphate , ADP ) 诱导的大鼠血小板聚集 ,具有抗

炎及抗过氧化脂质等作用。其中的主要单体成分普

鲁托品能扩张脑和下肢血管 , 并能抑制钙释放和细

胞外钙内流
[ 1 ～5 ]

。本研究采用灌胃给药 , 观察夏天

无总碱 ( Cor yd alis ambailis migo to tal alkaloids ,

COAMTA ) 对动物脑缺血的影响 , 旨在为临床脑缺

血寻找新型有效的药物治疗方法。

1  材料与方法

1 .1  材料

1 .1 .1  试剂  COAMTA 由贵州省重点化学实验

室提供 , 用 0 .1 mol/ L H Cl 溶解后以蒸馏水稀释 ,

调 p H 6 .5～7 .0 ; 尼莫地平 ( nimodipine , Nim )为山

东新华制药股份公司产品 ( 批号 : 010625 ) ; 丙二醛

( malondialdehyde , MDA )、超 氧 化 物 歧 化 酶

( s uperoxide dis mutase , SOD ) 、一 氧 化 氮 合 酶

( nit ric oxide synthase , NOS ) 试剂盒 , 均购于南京

建成生物工程公司。三苯基四唑氯化物 ( t ripheny-

ltet razolium chloride , T TC ) 购于上海生物工程公

司 ; DN A 末端原位标记染色 ( terminal deoxynucle-

otidyl t ransferase mediated dUT P-biotin nick end

labeling , TU NEL)试剂盒为华美生物工程公司提

供。

1 .1 .2  仪器  721 分光光度计 , BI-2000 图像分析

系统 , JY92-11 超声细胞粉碎机 , F N202-2 型电热干

燥箱等。

1 .1 .3  动物  昆明种小鼠由第三军医大学大坪医

院实验动物中心提供 , SD 大鼠购于中国科学院上海

实验动物中心 (清洁级 ) 。

1 .2  小鼠断头张口喘气时间实验  小鼠 50 只 , 体

质量 18～22 g , 雌雄各半 , 随机分为 5 组 : 生理盐水

组、尼莫地平组 ( 2 .0 mg/ kg ) 及 COAMTA 不同剂

量组 (分别为 3 .0、6 .0、9 .0 mg/ kg) , 每组 10 只。实

验前禁食不禁水 4 h , 灌胃给药 20 ml/ k g 体重 , 给药

后 40 min 断头 , 盲法记录张口喘气时间 [ 6 ] 。

1 .3  大鼠大脑中动脉缺血/ 再灌注实验

1 .3 .1  大鼠局灶性脑缺血/ 再灌注损伤模型的制备

 SD 雄性大鼠 84 只 , 体质量 230～270 g , 随机分为

6 组 : 假 手 术 组、生 理 盐 水 组、尼 莫 地 平 组

(2 .0 mg/ kg) 和 CO AM TA 不 同剂 量组 ( 分别 为

2 .5、5 .0、7 .5 mg/ kg ) , 每组 14 只。参照 Nagasawa

等
[ 7 ]

的方法进行造模。于造模前灌胃给 CO AM TA

10 ml/ kg , 2 次/ d , 共 5 次 , 最后 1 次给药后 30 min

制模 , 模型后 12 h 再给药 1 次。大鼠苏醒后按

Bederson等 [ 8 ] 的方法进行神经病学评分。评分达

3 分 ,且脑内蛛网膜下腔无出血作为模型成功的标

准 ,选入实验组。各组动物于缺血 2 h/ 再灌注 22 h

后再进行神经病学评分。

1 .3 .2  大鼠脑梗死范围测定  各组随机取大鼠

7 只断头取脑 ,去除嗅球、小脑、低位脑干 ,冠状切分

脑组织成 5 片 , TT C 染色测量梗死面积 [ 9 ] 。经染色

后正常脑组织呈玫瑰红色 ,而梗死组织呈白色 , 取出

后置 10%甲醛液中避光保存。用 BI-2000 图像分析

系统测出截面上梗死区域占非梗死区域面积的百分

比。

1 .3 .3  大鼠脑含水量测定  每组剩余的 7 只大鼠

断头取脑 , 正中矢状切分左右大脑后分别称湿重 ,

100 ℃烤箱烘烤至恒重 ( 即干重 ) , 按公式脑含水量

( % ) = (湿重 - 干重 )/ 湿重×100 %计算脑含水量。

1 .3 .4  大鼠缺血/ 再灌注后脑神经细胞凋亡的测定

 另将 SD 雄性大鼠 30 只按 1 .3 .1 方法造模 , 随机

分为 5 组 : 假手术组 , 生理盐水 组 , 尼莫地 平组

(2 .0 mg/ kg) , CO AM TA 不同剂量组 (分别为 5 .0、

7 .5 mg/ kg) , 每组各 6 只。缺血 2 h/ 再灌注 22 h 后

断头取脑 ,选择缺血侧视交叉至漏斗柄部位脑组织

固定、包埋 , 制成 6 μm 厚切片 , 按试剂盒操作说明

进行 TU NEL 染色 , 光学显微镜下观察神经细胞凋

亡情况。在 400 倍光学显微镜下选择相邻的 10 个

非重叠视野 ,计数神经细胞总数和凋亡细胞数。

1 .3 .5  大鼠脑组织 NOS、SOD、MDA 含量测定  

另将 SD 雄性大鼠 42 只按 1 .3 .1 方法造模、分组 ,

每组 7 只。缺血 2 h/ 再灌注 22 h 后断头取脑、称

重 ,按 1∶10 加生理盐水 , 超声细胞粉碎制成 10 %

组织匀浆 , 0 ℃冷冻 , 以 15 000 r/ min 离心 20 min ,

取上清液置 - 84 ℃低温冰箱中保存。采用黄嘌呤

氧化酶法测定 SOD , 硫代巴比妥酸法测定 MDA , 比

色法测定 NOS。

1 .4  统计学方法  实验结果均以 x ± s 表示 , 两小

样本均数经方差齐性检验后 ,采用 t检验或 t’ 检验。

2  结  果

2 .1  CO AM TA 对小鼠断头张口喘气时间的影响

生理盐水组断头喘气时间为 (18 .1±0 .9 ) s ; COAM-

TA 3 .0 mg/ kg 组喘气时间为 ( 18 .6±1 .3 ) s , 与生

理盐水组无明显差别 ; COAM TA 6 .0、9 .0 mg/ kg

组喘气时间明显延长 ,分别为 ( 19 .4±1 .1) s、(19 .8±
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1 .3) s ,与生理盐水组比较有显著差异 ( P < 0 .05 或

P < 0 .01 ) ,但不及尼莫地平组 (24 .4±2 .4 ) s。

2 .2  CO AM TA 对缺血 2 h/ 再灌注 22 h 大鼠神经

病学评分的影响  大鼠缺血 2 h/ 再灌注 22 h 神经

病学评分 , 假手术组大鼠均为 0 分 , 生理盐水组为

(2 .4±0 .8 ) 分 ; COAMTA 5 .0、7 .5 mg/ kg 剂量组

与生理盐水组比较 , 均可显著降低神经病学评分

( P < 0 .05或 P < 0 .01) , 但两剂量组之间差异无显

著性 ,且均不及尼莫地平组。见表 1。

表 1  夏天无总碱对缺血/ 再灌注大鼠神经病学评分的影响

Tab 1  Effect of COAMTA on neurological scale of

rats after cerebral ischemia/ reperfusion

( x± s )

G roup n Score

Sham 14 L0 Ç

NS 14 L2 8.4±0 .8

Nim ( 2 ´.0 mg/ kg) 14 L0 8.5±0 .5 * *

COA MA T ( 2 •.5 m g/ kg ) 14 L2 8.1±0 .8△

COA MA T ( 5 •.0 m g/ kg ) 14 L1 8.8±0 .7 * △

COA MA T ( 7 •.5 m g/ kg ) 14 L1 8.6±0 .6 * * △

 * P < 0 .05 , * * P < 0 .01, vs NS group; △ P < 0 .01 , vs Nim group

2 .3  CO AM TA 对缺血 2 h/ 再灌注 22 h 大鼠脑梗

死范围及梗死侧脑含水量的影响  假手术组未出现

梗死灶 ;生理盐水组脑缺血范围较大 ; 尼莫地平组、

COAMTA 5 .0、7 .5 mg/ kg 组脑缺血范围明显减

少 ,与生理盐水组比较有显著性差异 ( P < 0 .05 )。

COAMTA 7 .5 mg/ kg 可明显降低脑含水量 , 但

COAMTA 减少脑缺血范围、降低脑含水量不及尼

莫地平。见表 2。

2 .4  CO AM TA 对缺血 2 h/ 再灌注 22 h 大鼠缺血

半暗带神经细胞凋亡的影响  脑缺血再灌注后生理

盐水组神经细胞凋亡率为 (24 .5±2 .4 ) % , 明显高于

假手术组的 ( 2 .8±0 .8 ) % ; COAMTA 5 .0 mg/ kg

组为 ( 21 .2±2 .3 ) % , COAMTA 7 .5 mg/ kg 组为

(18 .3±1 .9 ) % , 明显低于生理盐水组 ( P < 0 .05 ) ,

但不及尼莫地平组 (9 .7±1 .4) %。

2 .5  CO AM TA 对缺血 2 h/ 再灌注 22 h 大鼠脑组

织中 NOS、SOD、MDA 的影响  与假手术组相比 ,

生理盐水组 NOS 活性及 MDA 含量显著升高 , SOD

活性 显 著 降 低 ( P < 0 . 01 ) ; COAMT A 5 . 0、

7 .5 mg/ kg组 与生 理盐 水组 比较 , N OS 活性 和

MDA 含 量 明 显 降 低 , SOD 活 性 明 显 升 高

( P < 0 .05 或 P < 0 .01 ) , 但 NOS 活性、MDA 含量降

低及 SOD 活性升高不及尼莫地平组。见表 3。

表 2  夏天无总碱对缺血/ 再灌注大鼠脑梗死范围及脑含水量的影响

Tab 2  Effects of COAMTA on cerebral infarcted area and cerebral water content of rats after cerebral ischemia/ reperfusion

( x± s , % )

Group n Infa rct ed A rea Wat er conte n t

 Sh am 7 	0 ö77 I.2±0 .8

 N S 7 	41 f.9±3 .8 81 I.0±1 .0▲▲

 Nim (2 q.0 mg/ kg) 7 	20 f.9±3 .3 * * 78 I.0±0 .9 * *

 CO AM A T ( 2 M.5 mg/ kg ) 7 	40 f.6±3 .0△△ 80 I.3±1 .0△△

 CO AM A T ( 5 M.0 mg/ kg ) 7 	37 f.8±2 .9 * △△ 79 I.9±0 .9△△

 CO AM A T ( 7 M.5 mg/ kg ) 7 	36 f.3±3 .1 * △△ 79 I.6±1 .0 * △

  * P < 0 .05 , * * P < 0 .01 , vs NS group ; △ P < 0 .05 , △△ P < 0 .01 , vs Nim group ; ▲▲ P < 0 .01 , vs sh am group

表 3  夏天无总碱对缺血/ 再灌注大鼠脑组织中 NOS、SOD 和 MDA 的影响

Tab 3  Effects of COAMTA on activities of NOS and SOD and content of MDA in brain of rats after cerebral ischemia/ reperfusion

( x± s )

G roup n N OS ( k U/ L ) SOD ( n U/ mg prot ein) MDA ( nmol/ m g prot ein )

 Sh am 7 �1 =.66±0 .09 50 ).44±4 .37 1 í.45±0 .09

 N S 7 �3 =.16±0 .11▲▲ 31 ).87±3 .38▲▲ 3 í.21±0 .18▲▲

 Nim (2 q.0 mg/ kg) 7 �1 =.67±0 .12 * * 49 ).97±3 .16 * * 1 í.58±0 .51 * *

 CO AM A T ( 2 M.5 mg/ kg ) 7 �3 =.06±0 .14△△ 33 ).84±2 .35△△ 3 í.06±0 .25△△

 CO AM A T ( 5 M.0 mg/ kg ) 7 �2 =.76±0 .15 * * △△ 36 ).25±2 .25 * △△ 2 í.97±0 .18 * △△

 CO AM A T ( 7 M.5 mg/ kg ) 7 �2 =.30±0 .15 * * △△ 41 ).28±1 .90 * * △△ 2 í.76±0 .19 * * △

  * P < 0 .05 , * * P < 0 .01 , vs NS group ; △ P < 0 .05 , △△ P < 0 .01 , vs Nim group ; ▲▲ P < 0 .01 , vs sh am group
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3  讨  论

脑缺血损伤机制复杂 , 细胞内钙超载被认为是

各型细胞凋亡和坏死的最后共同通路。缺血/ 再灌

注状态下产生的 O H - 、H2 O2 、NO 等自由基在局部

大量聚集 , 体内 SOD 活性减低 , 自由基诱导细胞膜

脂质过氧化而使细胞膜受损 , 最终细胞死亡。文献

报道
[ 3 , 1 0 , 1 1 ]

CO AM TA 及从中提取的有效成分具有

较强的抗胆碱酯酶活性 , 可扩张血管 , 降低血压 , 对

猫心肌缺血期和复灌期产生抗心律失常等作用 , 故

对高血压偏瘫、脑梗死、脑血管痉挛及心肌梗死可能

有益。 我 们 的 实 验 表 明 , COAMTA 6 . 0 和

9 .0 mg/ kg均可延长小鼠张口喘气时间 , 但作用较

尼莫地平弱。采用大鼠大脑中动脉缺血 2 h/ 再灌

注 24 h 模型实验 , 结果显示 COAM TA 5 .0 和

7 .5 mg/ kg均可降低脑缺血/ 再灌注后梗死范围 , 改

善神经病学症状 , 降低脑含水量 , 表明 CO AM TA

对脑缺血损伤具有一定保护作用。缺血再灌注后脑

细胞内钙积聚 , Ca2 + 与钙调蛋白结合 , 从而激活

N OS ,同时脑缺血/ 再灌注后 N OS 的表达也增加 ,

导致 NO 的生成增加。生理水平的 N O 与学习记忆

及神经突触的可塑性有关 , 而过量的 NO 可产生神

经毒性[ 12 ] 。COAMTA 5 .0 和 7 .5 mg/ kg 均可降低大

鼠脑缺血 2 h/ 再灌注 22 h 后 NOS 活性和 MDA 含量 ,

而增高 SOD 活性 ,表明 COAMTA 抗脑缺血损害的作

用机制与减少自由基产生 ,减少过量的 NO 产生 ,增强

SOD 抗氧化损伤作用有关。凋亡是缺血性神经元死亡

的形式之一 ,与坏死并存 ,通过抑制凋亡可减少脑梗死

的体 积和减轻缺血性 神经元损 伤[13 ] 。COAMTA

5 .0 和7 .5 mg/ kg均可产生抗凋亡作用 ,表明COAMTA

对缺血性脑损伤的保护涉及抗凋亡机制。
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