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〔摘 要〕 目的 研究不同纯化工艺制备的健脑益智胶囊对脑缺血再灌注损伤大鼠炎症反应和神经元凋亡的影响。方法 120 只 SD 大鼠随

机分为假手术组、模型组、原药液组、醇沉组、壳聚糖组、膜分离组，给药组提前给药 1 w( 给药剂量按健脑益智胶囊内容物为 0. 6 g·100 g－1·d－1，给

药体积为 1 ml·100 g－1·d－1 ) 。建立大脑中动脉缺血( MCAO) 再灌注损伤模型，尼氏染色后观察大鼠缺血侧大脑皮质神经元形态变化; 检测缺血侧

脑组织白细胞介素( IL) -1β、肿瘤坏死因子( TNF) -α和细胞间黏附分子( ICAM) -1 的含量; 免疫组化法检测脑组织中凋亡相关蛋白 Fas、FasL 的表达。

结果 不同纯化工艺制备的健脑益智胶囊均能保护神经元结构，减轻神经元损伤，显著降低脑组织中 IL-1β、TNF-α和 ICAM-1 的含量，下调 Fas、FasL

蛋白的表达，其中醇沉组改善作用更为明显。结论 健脑益智胶囊通过抑制炎症反应，阻断神经细胞凋亡，实现神经保护组作用。
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健脑益智胶囊由水蛭、葛根、郁金、石菖蒲、白茅根等药味

组成，具有豁痰开窍、活血化瘀、通脉益智的功效，临床上主要

用于预防和治疗外部颅脑损伤、缺血性脑损伤、脑震荡及脑水

肿等脑部疾病〔1～4〕。为了提高健脑益智胶囊质量，降低临床服

药量，本实验拟在前期提取工艺研究的基础上〔5〕，考察不同纯

化工艺制备的健脑益智胶囊对大鼠脑缺血再灌注模型炎症反

应的影响。

1 材料与方法

1. 1 药品 葛根( 批号: 121101; 产地: 广西) 、白茅根( 批号:

130401 ; 产地: 陕西) 、郁金( 批号: 130101; 产地: 广西) 、石菖蒲

( 批号: 130401 ; 产地: 四川) ，以上饮片均购自西安盛兴中药饮

片有限责任公司，经陕西中医学院王继涛老师鉴定，分别为葛

根为葛根豆科植物野葛( Willd. ) 的干燥根，白茅根为禾本科植

物白茅( Nees) 的干燥根茎，郁金为姜科植物温郁金的干燥块

根，石菖蒲为天南星科植物石菖蒲的干燥根茎; 葛根素对照品

( 供含量测定用，批号: 110752-201313) 来源于中国食品药品检

定研究院; 壳聚糖( 69047438，生化试剂 BＲ，国药集团化学试剂

有限公司) 。甲醇、乙腈均为色谱纯，水为超纯水，其他试剂为

分析纯。
1. 2 仪器 UV-2550 紫外可见分光光度计( 日本岛津) ，L-520
型离心机( 湖南赛特湘仪离心机有限公司) ，恒温水浴锅( HH-2
型，北京科伟永兴仪器有限公司) ，梅特勒电子天平( GB204 瑞

士) ，生物显微镜( Leica DM4000B，德国徕卡公司) ，GQ76 管式

离心机( 上海市离心机械研究所有限公司) ，PFT-A500 电子天

平( 福州华志科学仪器有限公司) 。
1. 3 实验试剂 白细胞介素( IL) -1β、肿瘤坏死因子( TNF) -α
和细胞间黏附分子( ICAM) -1 试剂盒均购于南京建成生物工程

研究所; Fas、FasL 一抗、SABC 试剂盒均购于武汉博士德生物工

程有限公司。
1. 4 实验动物 雄性 SD 大鼠 120 只，体重 300～350 g，饲养环

境为 SPF 级，购于西安交通大学动物实验中心，动物合格证号:

SCXK( 陕) 2013-003。
1. 5 方法

1. 5. 1 不同纯化工艺健脑益智胶囊的制备 按处方比例称取

白茅根、葛根、郁金和石菖蒲，其中郁金、石菖蒲两味药材加入

10 倍量的水，浸泡 2 h，提取挥发油 6 h，收集挥发油和水溶液备

用; 药渣与白茅根、葛根两味加入 10 倍量水，煎煮 2 次，每次

2 h，水煎液和蒸馏后的水溶液合并，过滤，即得水提液。将水

提液分成 4 等份，一份备用，其余 3 份进行醇沉〔6〕、壳聚糖〔7〕和

膜分离〔8〕三种工艺处理，另将挥发油分成四等份，分别加入原

水提液及三种不同精制工艺后的溶液中，混匀。按处方比例称

取水蛭，分成两份，一份粉碎，过 40 目筛，用 60%乙醇回流提取

1 h，提取 2 次，滤过，滤液浓缩至无醇味，分成 4 等份，分别加入

上述四种溶液中，混匀; 取另一份水蛭，粉碎，过 100 目筛，分成

4 等份，分别加入上述四种溶液中，混匀、干燥、粉碎、填充、即得

不同纯化工艺制备的健脑益智胶囊。
1. 5. 2 动物分组与给药 120 只大鼠随机分成 6 组，即假手术

组、模型组、原药液组、醇沉组、壳聚糖组、膜分离组，每组 20

只。给药组提前给药 1 w，给药剂量按健脑益智胶囊内容物为

0. 6 g·100 g－1·d－1，给药体积为 1 ml·100 g－1·d－1。
1. 5. 3 大鼠脑缺血再灌注损伤模型的制备 将经 1. 5. 2 方法

处理后的大鼠提前禁食 12 h，照常给水。参照 Zea Longa 改良

法建立左侧大脑中动脉缺血( MCAO) 模型: 大鼠称重后腹腔注

射 10% 水合氯醛 3 ml /kg 麻醉，于颈部偏右侧切口，分离右侧

颈总动脉( CCA) 、颈外动脉( ECA) 和颈内动脉( ICA) ，结扎右

CCA 近心端、ECA 及其分支动脉。分离右侧 ICA，沿 ICA 向下

分离翼颚动脉，根部结扎该动脉分支。在 CCA 近心端备线，另

一端加动脉夹，在距离颈动脉分叉 0. 5 cm 处剪开一小口，将处

理后的渔线经 ECA 插入 ICA 进入大脑中动脉分支处，以阻断

大脑中动脉所有血流来源。缺血 1. 5 h 后，拔出渔线，再灌注

48 h。假手术组只做动脉分离暴露，不插拴线，其余步骤相同。
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手术过程中大鼠保持体温在 37℃左右。
1. 5. 4 尼氏染色检测脑组织病理学变化 大鼠腹腔注射 10%
水合氯醛麻醉后，快速断头取出大脑，置于 10%甲醛溶液中固

定，包埋切片，脱蜡至水后，0. 1%甲苯胺蓝染色 10 min，脱水、
透明、封片，显微镜下观察并拍照，观察神经元胞体内尼氏体变

化。正常细胞不同程度的含有尼氏体，经甲苯胺蓝染色后呈蓝

色，细胞凋亡后，细胞质内尼氏体减少甚至消失。
1. 5. 5 ELISA 法检测大鼠脑组织中 IL-1β、TNF-α 和 ICAM-1
的含量 取备用血清，严格按照 ELISA 试剂盒说明操作，测定

450 nm 吸光度值，制定标准曲线。标准及检测标本均采用复

孔，复孔测定的吸光度值取均数减去零标准孔吸光度值的均数

作为该浓度标准浓度或检测标本的测定值，进一步通过标准曲

线和稀释倍数计算出浓度。
1. 5. 6 免疫组化法检测缺血侧脑组织 Fas、FasL 表达水平 大

鼠灌流固定后，取缺血侧脑组织，常规固定、脱水、石蜡包埋后，

制作标本切片，采用免疫组化 SABC 法染色，DAB 显色，光镜( ×
400) 下观察阳性细胞个数。每张切片随机取大脑皮质 5 个不

重叠视野计数阳性细胞，计数不分细胞种类。
1. 6 统计学方法 采用 SPSS13. 0 软件进行单因素方差分析。

2 结 果

2. 1 不同纯化工艺健脑益智胶囊对脑缺血再灌注后大鼠脑组

织病理变化的影响 缺血侧大脑皮质尼氏染色后光学显微镜

下观察神经元胞体内尼氏体变化，结果显示: 假手术组神经元

胞体内尼氏体清晰可辨，呈紫蓝色斑块状，数量多，体积大; 模

型组尼氏体明显减少呈细颗粒状，染色浅，部分神经元内尼氏

体消失; 与模型组比较，不同纯化工艺制备的健脑益智胶囊预

处理组尼氏体明显增多，体积增大，紫蓝色染色清晰。膜分离

组尼氏体数量较少。见图 1。

图 1 各组大鼠脑组织尼氏染色( 甲苯胺，×200)

2. 2 不同纯化工艺健脑益智胶囊对脑缺血再灌注大鼠脑组织

IL-1β、IL-6 和 ICAM-1 的影响 脑缺血再灌注 48 h 后脑组织中

IL-1β、TNF-α和 ICAM-1 水平均显著升高( P＜0. 01) ，健脑益智

胶囊 不 同 纯 化 工 艺 组 均 能 降 低 脑 组 织 中 IL-1β、TNF-α 和

ICAM-1 的表达( P＜0. 05) ，其中，醇沉组对 IL-1β和 TNF-α的表

达抑制作用更为明显( P＜0. 01) 。见表 1。
2. 3 不同纯化工艺健脑益智胶囊对脑缺血再灌注大鼠脑组织

Fas、FasL 表达的影响 与假手术组比较，模型组 Fas、FasL 蛋白

表达水平明显增加( P＜0. 01) ; 与模型组比较，健脑益智胶囊不

同纯化工艺组均能减低 Fas、FasL 蛋白的表达( P＜0. 05) 。见表

2。图 2。

表 1 健脑益智胶囊对脑缺血再灌注大鼠脑组织 IL-1β、
TNF-α和 ICAM-1 的影响( x±s，n=8)

组别 IL-1β( pg /mg) TNF-α( pg /mg) ICAM-1( ng /mg)

假手术组 3. 37±0. 77 2. 42±0. 53 18. 32±2. 32
模型组 8. 18±1. 551) 7. 10±1. 291) 26. 56±5. 321)

原药液组 5. 65±1. 082) 4. 76±1. 022) 21. 65±3. 122)

醇沉组 4. 43±0. 873) 4. 04±0. 523) 20. 31±3. 762)

壳聚糖组 4. 93±1. 142) 4. 28±0. 712) 20. 34±3. 122)

膜分离组 6. 05±1. 272) 5. 03±1. 212) 21. 72±3. 432)

与假手术组比较: 1) P＜0. 01; 与模型组比较: 2) P＜0. 05，3) P＜0. 01

表 2 健脑益智胶囊对脑缺血再灌注大鼠脑组织 Fas、
FasL 表达的影响( x±s，n=8)

组别 Fas FasL

假手术组 10. 35±2. 78 15. 37±2. 12
模型组 32. 80±3. 331) 28. 33±3. 651)

原药液组 23. 16±3. 742) 17. 28 ±1. 302)

醇沉组 18. 67±2. 122) 10. 65 ±1. 382)

壳聚糖组 24. 03±3. 372) 13. 97 ±2. 572)

膜分离组 24. 54±3. 602) 21. 13 ±2. 942)

与假手术组比较: 1) P＜0. 01; 与模型组比较: 2) P＜0. 01

图 2 大鼠大脑皮质中 Fas 的阳性表达( ×400)

3 讨 论

脑缺血及再灌注损伤的病理生理机制复杂，目前认为存在

多种机制相互作用形成的复杂调控网络，包括炎症损害、自由

基损伤、氧化应激、兴奋性氨基酸毒性、细胞内钙超载等，直接

或间接导致神经细胞凋亡或死亡，导致神经功能障碍。大量研

究表明炎症反应与脑缺血再灌注损伤关系密切。在炎症反应

中，有许多炎性因子参与，IL-1 和 TNF-α是由单核 /巨噬细胞产

生的单核因子〔9〕。IL-1 可以协助白细胞迁移和刺激内皮细胞

的各种反应，通过激活血管内皮细胞而增强内皮细胞黏附分子

( ECAM) 表达，增强白细胞与内皮细胞的黏附，破坏血脑屏障

的通透性，加重脑组织损伤; 同时 TNF-α 与细胞膜上的死亡受

体结合细胞膜死亡受体结合，激活 Fas /FasL 凋亡蛋白，导致细

胞凋亡〔10，11〕。本实验结果显示: 健脑益智胶囊不同纯化工艺组
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均能降低脑缺血再灌注大鼠脑组织中炎性细胞因子 IL-1、TNF-
α和 ICAM-1 的含量，下调凋亡蛋白 Fas /FasL 的表达，说明健脑

益智胶囊通过降低炎性因子与黏附分子的含量抑制炎症反应，

阻断神经细胞凋亡，实现脑缺血再灌注后的神经保护功能。
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( 编辑 苑云杰 /曹梦园)

环氧合酶-2 选择性抑制剂塞来昔布防治大鼠创伤性异位骨化的机制

曾荣东 柳明忠 陈巧凤 陈小青 许志通 张志珊1 郑锦阳2 连 涛3

( 福建医科大学附属泉州市第一医院骨科，福建 泉州 362000)

〔摘 要〕 目的 探究环氧合酶( Cox) -2 选择性抑制剂塞来昔布对大鼠创伤性异位骨化的防治机制。方法 创伤性异位骨化大鼠予塞来昔布

治疗，分别采取喂食 2、6、10 w 的不同方案，治疗后观察各组肢体的皮温、肿胀程度及 X 线表现，并通过实时定量 PCＲ 及 Western 印迹实验，检测跟腱

组织骨形态发生蛋白( BMP) -4 的表达含量。结果 塞来昔布组皮温、肿胀程度、新骨形成均显著低于对照( 生理盐水处理) 组( P＜0. 05) 。同时，随

着塞来昔布处理时间的延长，皮温均明显降低、肿胀程度及新骨形成情况均明显减轻; 实时定量 PCＲ 及 Western 印迹检测显示: 与对照组比较，塞来

昔布组跟腱组织 BMP-4 的表达明显下调，并且随时间的延长，BMP-4 的表达也相应下调。结论 塞来昔布可通过降低大鼠跟腱组织 BMP-4 的表达

以干预异位骨化。
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异位骨化( HO) 是一种非肿瘤性反应性病变，病理特征表

现为局部纤维组织增生、钙化及化生，伴有异位新骨形成〔1〕，可

导致该关节活动受限、强直、功能丧失。基因和自由基清除剂

治疗还没有应用于临床，有待进一步的深入研究〔2〕。非甾体类

抗炎药( NSAIDs) 是目前临床公认的预防 HO 最有效的药物，但

是约 30%的患者因胃肠道反应而不能耐受〔3〕。有研究发现选

择性环氧合酶 ( Cox) -2 抑制剂，如塞来昔布、美洛昔康等用于

预防 HO 同样有效，且胃肠道反应小〔4〕。间充质细胞和骨形态

发生蛋白( BMP) 是诱导 HO 的主要活性介质〔5〕。林霖〔6〕直接

注射骨形态发生蛋白( BMP ) -4 重组腺病毒在裸鼠肌肉内成功

诱导 HO，提示 BMP-4 与 HO 发生关系密切。本研究探讨 COX-
2 选择性抑制剂预防大鼠 HO 的作用及使用疗程。

1 资料与方法

1. 1 实验动物、试剂 60 只 SD 级体重( 100±10) g 大鼠，雌雄

各半，随机分为 6 组各 10 只，均购于上海斯莱克动物实验中

心。塞来昔布( 美国 Gibco 辉瑞公司) ; BCA 蛋白浓度测定试剂

盒，蛋白裂解液，蛋白酶抑制剂( 碧云天公司) ，多克隆抗体( 美

国 Santa 公司) 。
1. 2 创伤性 HO 模型制备 大鼠以 2%氯胺酮 80～ 100 mg /kg
腹腔注射麻醉后，固定于手术台上，手术区域脱毛，碘伏消毒手

术部位，无菌手术刀片沿大鼠右跟腱纵行切开 1 cm 皮肤切口，

显露跟腱止点，垂直切口方向横行切断近止点部跟腱，术后全

层缝合切口。
1. 3 治疗 术后第 1 天开始给药，塞来昔布各亚组予塞来昔

布 10 mg·kg－1·d－1喂食 2、6、10 w，对照组各亚组喂食 2 ml 生

理盐水 2、6、10 w。各组均每天灌胃 1 次，术后第 1 周隔天观察

1 次，1 w 后每周观察 1 次。
1. 4 治疗结果评定 ①在术后第 10 周后观察各组肢体的皮

温、肿胀程度，并在麻醉状态下摄右后肢侧位 X 线片，观察新骨

形成情况。皮温计平均值。肿胀程度: 肿胀位于损伤点计 1
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