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氢溴酸樟柳碱对慢性脑缺血损伤大鼠氧化应激及细胞凋亡的影响
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摘要# 目的!研究氢溴酸樟柳碱对慢性脑缺血损伤大鼠氧化应激及细胞凋亡的影响’ 方法!体内实验中& 双侧颈总动
脉结扎建立大鼠慢性脑缺血模型& 大鼠分为假手术组& 模型组& 阳性对照组& 氢溴酸樟柳碱高( 中( 低剂量组 ""S#(
)S(( )S$ 4ABCA#& 测定脑组织与血清中超氧化物歧化酶 "IZc#( 过氧化氢酶 "UH0#( 乳酸脱氢酶 "GcF#( 一氧化
氮合酶 "6/ZI# 活性( 微量还原型谷胱甘肽 "QIF#( 一氧化氮 "/Z# 含量’ 体外实验中& U:U2# 处理 ‘U"# 细胞以
建立化学性缺氧模型& 大鼠分为对照组& 模型组& 阳性组& 氢溴酸樟柳碱高( 中( 低剂量组 ""))( ’)( #’ #4:2BG#&
采用F:9\1MN$$$%#荧光染色& 荧光显微镜观察细胞凋亡情况& 免疫荧光染色( L1MN1<O P2:NN6OA法检测 ‘’$ 蛋白表达’
结果!体内实验显示& 氢溴酸樟柳碱干预后大鼠血清 IZc活性增加& 6/ZI活性降低& 脑组织QIF含量升高’ 体外实
验显示& 氢溴酸樟柳碱干预后能降低GcF( /Z释放& 减少凋亡细胞数目及 ‘’$ 表达’ 结论!氢溴酸樟柳碱能提高慢
性脑缺血大鼠抗氧化作用& 减少神经细胞凋亡& 其作用机制与减少‘’$ 蛋白表达有关’
关键词! 氢溴酸樟柳碱$ 慢性脑缺血损伤$ 抗氧化$ 抗细胞凋亡$ ‘U"# 细胞
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UF3/c5O,D5O"&#& ![J3[65:,;5OA"&$!& !GJa1OA,N6OA"& !lFH/QI\6,=5OA"& !WXI6"& !LH/K1OA%&
‘3/QU\1OA"&$!

""#5)006D6)1!(/3I/8A& 5(6&D4* ?&%@63,%.A)123/4%.%)&/05(%&6,6764%8%&6& 5(6&D4* ;"""=X& 5(%&/$ 9#Y6-/3.I6&.)1!(/3I/8)0)D%8/0Q,,6,,I6&.&

Z/) /& [)8/.%)&/05)006D6& Z/) /& ;9:<<<& 5(%&/$ =#B./.6R6AS/>)3/.)3A$3664%&D $/,61)3BA,.6I/.%8G6,6/38(& Y6@60)-I6&./&4 ?.%0%’/.%)& )1

5(%&6,6764%8%&6G6,)*386,& 5(6&D4* ;"""=X& 5(%&/$ E#5(6&D4* V)#" !(/3I/86*.%8/05)#& S.4#& 5(6&D4* ;"<<="& 5(%&/#

789:;7<:! 7=>!0::PM1<]1N\1:_6D5ONMN<1MM5OD :>:>N:N691;;19NM:;5O6M:D6O1\=D<:46D1"HF# :O 9\<:O69
91<1P<52\=>:>1<;VM6:O "UUF# <5NM&>%:?@A9! U& @%@)UUF4:D12M̂ 1<11MN5P26M\1D 6O 5DV2N4521I><5AV1,
c5̂21=<5NMP=>1<45O1ON26A5N6:O :;P625N1<529:44:O 95<:N6D 5<N1<61M* N̂:,]1MM12:992VM6:O "#,EZ#+ MV<A1<=&
T5NM̂ 1<1<5OD:42=D6]6D1D 6ON:M6_A<:V>M& M\54A<:V>& 4:D12A<:V>& >:M6N6]1A<:V> :;O,PVN=2>\N\526D15OD M:,
D6V49\2:<6D16O@19N6:O& 5OD HFA<:V>M""S# 4ABCA\6A\,D:M1A<:V>& )S( 4ABCA41D6V4,D:M1A<:V>& 5OD
)S$ 4ABCA2:̂,D:M1A<:V>#&HON6:_6D5ON6OD691M6O92VD6OAN\159N6]6N=:;IZc& UH0& GcF5OD 6/ZI 5OD N\1
9:ON1ON:;QIF5OD /Z 1̂<1415MV<1D&JO N\1%& @%.3)N<652& ‘U"# 9122M̂ 1<1D6]6D1D 6ON:9:ON<:2A<:V>& 4:D12
A<:V>& >:M6N6]1A<:V> :;O,PVN=2>\N\526D1& 5OD HFA<:V>M"")) #4:2BG\6A\,D:M1A<:V>& ’) #4:2BG41D6V4,
D:M1A<:V>& 5OD #’ #4:2BG2:̂,D:M1A<:V>#& 5OD N\1\=>:_694:D12M̂ 1<11MN5P26M\1D P=N<15N6OA‘U"# 9122M̂ 6N\
U:U2#&0\19122M\5D N\16<<1215M1:;/Z5OD GcFD1N19N1D& N\16<9122V25<5>:>N:M6MD1N1<46O1D P=F:9\1MN$$$%#
;2V:<1M91O91MN56O6OA& 5OD N\11_><1MM6:O :;‘’$ ><:N16O 6D1ON6;61D P=JK"644VO:;2V:<1M91O91# 5OD L1MN1<O P2:N,
N6OA41N\:D&;%9BC:9!0\1%& @%@)N<652<1]1521D HF) M1O\5O9141ON6O M1<V4IZc59N6]6N=5OD 6O\6P6N6:O 6O
M1<V46/ZI 59N6]6N=:;N\1UUF<5NM& 5OD 6NM>:̂1<6O N\191<1P<52QIF5OD GcF<1215M1<1DV9N6:O&0\1%& @%.3)
N<652M\:̂1D N\1<1MV2N5ON2:̂1<GcF5OD /Z<1215M1& D19<15M1D OV4P1<:;O1V<:,5>:>N:M6M& 5OD 6O\6P6N1D ‘’$ ><:,
N16O 1_><1MM6:O 5;N1<HF6ON1<]1ON6:O&<@D<CB9=@D!0\15ON6:_6D5ON5OD 5ON65>:>N:N691;;19NM:;HF:O UUF
<5NM45=P15MM:965N1D 6̂N\ D:̂O <1AV25N6:O :;‘’$ ><:N16O&
E%FG@;A9! 5O6M:D6O1\=D<:46D1"HF#$ 9\<:O6991<1P<526M9\14696O@V<=$ :_6D5N6:O MN<1MM$ :>:>N:M6M$
‘U"# 9122M

!!慢性脑缺血是一种常见的脑血管病理状态& 与
大部分脑血管疾病或神经退行性病变相关& 如硬脑
膜动静脉瘘( 脑动静脉畸形( 阿尔茨海默症等*"+ ’
莨菪烷类生物碱 "如樟柳碱( 山莨菪碱( 东莨菪
碱( 阿托品等# 是从茄科植物中提取分离出的成
分*#+ & 广泛应用于感染中毒性休克( 爆发性流脑(
脑血栓等疾病*$+ & 可通过抗氧化损伤及抗凋亡而
对抗急性脑缺血再灌注损伤*%,’+ ’

樟柳碱是从茄科植物唐古特山莨菪 Q&%,)4*,
./&D*.%8*,"a5_64&# ‘5M9\1<"即山莨菪# 根中分
离出的莨菪烷类生物碱& 氢溴酸樟柳碱为其氢溴酸
盐’ 岳天立等报道& 大鼠静脉注射樟柳碱 $) 46O
后& 药物在纹状体( 大脑皮层及海马有较高分布&
表明该成分能透过血脑屏障*(+ $ 药代动力学研究
结果显示& 樟柳碱具有较高的生物利用度*++ & 显
示了在治疗中枢神经疾病方面的优越性$ 徐伟

等*-+发现& 于颈动脉夹闭前( 缺血后和再灌注后
$) 46O腹腔注射 )S’ 4ABCA樟柳碱时& 可减轻大鼠
急性脑缺血再灌注损伤’ 然而’ 以樟柳碱为代表的
莨菪烷类生物碱能否对抗慢性脑缺血所致机体氧化
损伤及细胞凋亡尚未见报道& 故本实验将探讨氢溴
酸樟柳碱对慢性脑缺血损伤大鼠抗氧化作用及细胞
凋亡的影响’
HI材料
"S"!药物!氢溴酸樟柳碱"HF#由成都第一药业
有限公司提供& 含有量 **!& 批号 "%)*)$& 使用
时超纯水充分溶解& 稀释成 "S#( )S(( )S$ 4AB4G&
并过 )S## #4微孔滤膜’ 阳性药物为丁苯酞氯化
钠注射液 "石药集团恩必普药业有限公司#’
"S#!动物及细胞!I‘K级 Ic大鼠& 雄性& 体质量
"$)) j#)# A& 由四川省中医药科学院实验动物中
心提供& 质量合格证号 IU[e "川# #)"$,"*’ 大
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鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 "‘U"## 购于江苏凯基
生物技术股份有限公司’
"S$!试剂!一氧化氮合酶 "/ZI#( 过氧化氢酶
"UH0#( 超氧化物歧化酶 " IZc#( 乳酸脱氢酶
"GcF#( 微量还原型谷胱甘肽 "QIF#$ 蛋白定量
测试盒均购自南京建成生物工程研究所$ 一氧化氮
"/Z# 测试剂盒 "上海碧云天生物技术有限公
司#$ 兔抗‘’$ 抗体 "美国 U122I6AO526OA019\O:2:,
A=公司#$ 鼠抗 !,59N6O 抗体( 辣根标记山羊抗兔
JAQ抗体( KJ0U标记山羊抗兔JAQ均购自北京中山
金桥生物技术有限公司$ F:9\1MN$$$%# 染液 "上
海碧云天生物技术有限公司#$ ca3a高糖培养基
"美国 Q6P9:公司#$ 小牛血清 "浙江天杭生物科
技有限公司#$ U:U2# "美国 I6A45公司#’
"S%!仪器!3OM>6<1多标记微孔板检测仪 "珀金埃
尔默新加坡有限公司#$ 0cl%H,LI 台式低速离心
机 "湖南湘仪实验仪器开发有限公司#$ "$-% 型超
净工作台( $""" 型UZ# 培养箱 "美国0\1<4:K6M\,
1<I961ON6;69公司#$ J45A1[><1MM469<:[GI 高内涵
"FUI# 分析系统 "美国 a:219V25<c1]691M公司#$
ca$))) 荧光显微镜 "德国G1695公司#’
JI方法
#S"!模型建立!")) 只大鼠按体质量随机分为假
手术组 "") 只# 和造模组 "*) 只#& 造模组术前
禁食 "# \( 禁水 % \& 腹腔注射 ")!水合氯醛
")S$’ 4GB")) A# 麻醉& 颈部正中行约 "S’ d# 94
的纵行切口& 于气管两侧找到左右颈总动脉& ’ 号
丝线结扎以完全阻断血流& 术中和术后保持室温
"#’ g左右#& 同时白炽灯照动物使其肛温维持在
"$+ j"# g& 直到大鼠恢复活动$ 假手术组除不结
扎血管外& 其余操作同手术组& 完全苏醒后给予正
常喂养’ 手术后& 肌肉注射青霉素 "#)) ))) XBD#&
连续 $ D’ 结果& 造模动物存活率约 ’)!’
#S#!分组及给药!造模 +周后& 造模组大鼠按体质
量随机分为模型组& 阳性组 "丁苯酞#& 氢溴酸樟
柳碱高( 中( 低剂量组 ""S#( )S(( )S$ 4ABCA#&
模型组和假手术组尾静脉注射生理盐水& 阳性组静
脉注射丁苯酞氯化钠注射液 "# 4ABCA#& 氢溴酸樟
柳碱高( 中( 低剂量组分别给予氢溴酸樟柳碱 "S#(
)S(( )S$ 4ABCA& 尾静脉注射 ") D& 肌肉注射 ’ D’
#S$!血液及脑组织抗氧相关指标检测!实验结束
后麻醉大鼠& 腹主动脉采血& 分离血清& 然后断头
处死& 取额叶脑组织约 ")) 4A& 按 " b* 比例加入
冰冷生理盐水& 制成 ")!脑组织匀浆& $ ))) <B46O

离心 "’ 46O& 取上清液& f-) g超低温冰箱保存&
按试剂盒说明书测定脑组织匀浆GcF活性( QIF含
量& 血清 IZc( UH0( 6/ZI活性及/Z含有量’
#S%!细胞培养! 造模及给药!‘U"# 细胞采用含
")!新生牛血清的高糖 ca3a培养基& 于 $+ g(
’! UZ# 条件下培养& 选取对数生长期细胞进行实
验& 设立对照组& 模型组& 阳性药组 "丁基苯酞
"$) #4:2BG#& 氢溴酸樟柳碱高( 中( 低剂量组
""))( ’)( #’ #4:2BG#’ 造模方法参考文献 **+&
除对照组细胞给予 ca3a培养基外& 其余各组在
给予 ’)) #4:2BGU:U2# 造模 ca3a培养液的同时
加入 "$) #4:2BG丁基苯酞& "))( ’)( #’ #4:2BG
氢溴酸樟柳碱& 共培养 #% \’
#S’!细胞上清液GcF及 /Z检测!采用 %- 孔板&
按 /#S%0 项下方法造模( 给药& 药物作用结束后
吸出培养基& 每孔加入 ")) #G无血清的 ca3a&
培养 #% \& 取上清液检测GcF活性及/Z含有量’
#S(!细胞凋亡检测!采用 *( 孔板& 按 /#S%0 项
下方法造模( 给药& 药物作用结束后& 每孔加入
F:9\1MN$$$%# 荧光染料 " ") #AB4G# ")) #G&
$+ g避光孵育 "’ 46O& 将染色好的细胞于荧光显
微镜下观察拍照’
#S+!细胞内 ‘’$ 表达检测!采用 *( 孔板& 按
/#S%0 项下方法造模( 给药& 药物作用结束后&
‘iI洗涤& *’!乙醇固定 #’ 46O& ‘iI 洗涤& )S’!
0<6N:O [,")) 透化 "’ 46O& ‘iI 洗涤& ’!牛血清白
蛋白 "iIH# 封闭 $’ 46O& ‘iI 洗涤& 兔抗 ‘’$ 按
" b#))比例稀释& % g湿盒内过夜& ‘iI洗涤& KJ0U
标记山羊抗兔JAQ按 " b(% 比例稀释& 室温避光孵
育 $) 46O& ‘iI 洗涤& F:19\MN$$$%# 染核 "’ 46O&
‘iI洗涤( 封液’ 将染色好的细胞进入高内涵筛选
系统获取图像& 使用aV2N6L5]121OAN\ U122I9:<6OA分
析模块计算每个细胞‘’$蛋白的荧光强度’
#S-!‘’$ 蛋白表达检测!采用直径 () 94的培养
皿培养细胞& 按 /#S%0 项下方法造模( 给药& 药
物作用结束后& ‘iI洗涤& 冰上裂解& 离心& 收集
上清液& 加入 IcI 上样缓冲液& 煮沸使蛋白变性’
取蛋白样品 #) #G& 进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰
胺凝胶电泳 "IcI,‘HQ3#& 然后电转 "湿转# 至
‘EcK膜上& ’!脱脂奶粉封闭& 孵育一抗兔抗
>’$& 鼠抗!,59N6O "" b" )))#& % g过夜& 0iI0洗
膜 $ 次& 孵育二抗& FT‘标记的山羊抗兔JAQ及山
羊抗小鼠 JAQ "" b’ )))# 在 $+ g下孵育 " \&
0iI0洗膜 $ 次& 电化学发光 "3UG# 显影液对

%%#"
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‘EcK膜进行显色发光处理& i6:,T5D 图像分析系
统对蛋白条带成像& J45A1,G5P 软件进行相关条带
灰度值的分析& 以!,59N6O为内标’
#S*!统计学方法 !实验数据采用 I‘II "+S) 软件
分析& 多组间比较采用 :O1,̂5=H/ZEH分析& 以
"Mj,# 表示各定量指标的平均值和分散程度’
!R)S)’ 表示有显著性差异’

KI结果
$S"!对 IZc! UH0! GcF活性及QIF含有量的影
响!由表 " 可知& 与假手术组比较& 模型组 IZc(
UH0活性及QIF含有量均有降低趋势& GcF活性
有升高趋势$ 氢溴酸樟柳碱高剂量组能显著提高
QIF含有量 "!R)S)’#& 而中剂量组能显著降低
GcF活性 "!R)S)’#’

表 HI氢溴酸樟柳碱对9@A’ <7:’ CA?活性及U9?含有量的影响 $2L3% &M\&
:+0OHI%&&’()*#&7?#/9@A% <7:% CA?+()$,$)$’*+/"U9?(#/)’/)$2L3% &M\&

组别
剂量B

"4A,CAf"#
IZcB

"X,4A><:Nf"#
UH0B

"X,4A><:Nf"#
QIFB

"#4:2,A><:Nf"#
GcFB

"X,A><:Nf"#
假手术组 % "$%S%+ j+S)) "*-S+- j-’S(- #(S() j(S-" ") -$" j" %%%
模型组 % ""-S*) j"$S’# "%-S(’ j’%S$+ #"S-% j’S-- "# ’%* j$ )("
阳性组 #S) "$+S#( j$(S+( #)"S#" j-*S%# $#S-( j""S’$! "# *%- j# "(%
氢溴酸樟柳碱高剂量组 "S# "$#S(- j#-S+$ "-%S+- j()S"- $#S#’ j")S")! "# $$+ j# +$+
氢溴酸樟柳碱中剂量组 )S( """S(+ j"%S-" "#)S’) j#*S"$ #(S)" j*S** * *(( j+ ’+#!

氢溴酸樟柳碱低剂量组 )S$ "#’S#( j"(S(- "#"S*" j#$S"* #$S-) j(S)) "" -"- j" )#%

!!注!与模型组比较&!!R)S)’

$S#!对 IZc! UH0! 6/ZI 活性及 QIF! /Z含有
量的影响!由表 # 可知& 与假手术组比较& 模型组
IZc( UH0活性显著降低 "!R)S)"#& 6/ZI 活性

显著增加 "!R)S)"#$ 氢溴酸樟柳碱高剂量组可
显著提高 IZc含有量 "!R)S)’#& 而低剂量组能
显著降低6/ZI活性 "!R)S)"#’

表 JI氢溴酸樟柳碱对9@A’ <7:’ $D@9活性及U9?’ D@含有量的影响 $2L3% &M\&
:+0OJI%&&’()*#&7?#/9@A% <7:% $D@9+()$,$)$’*+/"U9?% D@(#/)’/)*$2L3% &M\&

组别
剂量B

"4A,CAf"#
IZcB

"X,4Gf"#
UH0B

"X,4Gf"#
QIFB

"#4:2,Gf"#
/ZB

"#4:2,Gf"#
6/ZIB

"X,4Gf"#
假手术组 % $)-S)" j"$S++ $S(% j)S+% "(S’+ j")S$’ #S%) j)S+# "’S-( j#S%’
模型组 % #+*S%$ j"%S(""" #S)- j)S(’"" -S#) j$S%$ #S(" j)S*+ #)S(’ j#S#(""

阳性组 #S) $)"S%’ j#%S#(! #S’’ j)S-# ")S(# j(S($ #S#% j)S(" "+S#’ j#S%)!

氢溴酸樟柳碱高剂量组 "S# $))S#+ j"$S%’! #S#- j)S’( "$S’" j+S%% #S%- j"S’# "*S$’ j#S*-
氢溴酸樟柳碱中剂量组 )S( #*$S$- j"+S++ #S%$ j)S*" ")S(# j$S(# "S+) j"S$+ "-S)* j#S+$
氢溴酸樟柳碱低剂量组 )S$ #-(S-$ j$)S*# #S() j)S’% ")S$) j+S+# "S** j"S#$ "(S-# j$S’*!!

!!注!与假手术组比较&""!R)S)"$与模型组比较&!!R)S)’&!!!R)S)"
$S$!对缺氧损伤 ‘U"# 细胞 GcF及 /Z释放的影
响!由表 $ 可知& 与对照组比较& 模型组细胞
GcF活性及 /Z含有量均显著提高 "!R)S)"#$
氢溴酸樟柳碱高剂量组能显著降低 GcF释放
"!R)S)"#& 同时各剂量组均能显著降低 /Z含有
量 "!R)S)’& !R)S)"#’
表 KI氢溴酸樟柳碱对CA?’ D@释放的影响$2L3% &M\&

:+0OKI%&&’()*#&7?#/4’1’+*’#&CA?+/"D@ $2 L3%

&M\&

组别
剂量B

"#4:2,Gf"#

GcFB

"X,A><:Nf"#

/ZB

"#4:2,A><:Nf"#
对照组 % +-S"( j$)S)$ #S%’ j)S$)
模型组 % "(#S"( j’#S#""" $S’% j)S+(""

阳性组 "$) *-S-( j%"S++! #S$( j)S%%!!

氢溴酸樟柳碱高剂量组 ")) *’S)# j%"S"#!! #S%( j)S’)!!

氢溴酸樟柳碱中剂量组 ’) "%(S#* j#%S(- #S’- j)S(+!!

氢溴酸樟柳碱低剂量组 #’ "’#S(% j’#S%- #S(# j)S(+!

!!注!与对照组比较&""!R)S)"$与模型组比较&!!R)S)’&!!!R)S)"

$S%!对缺氧损伤 ‘U"# 细胞细胞凋亡的影响!如
图 " 所示& 正常对照组大多细胞染色呈淡蓝色& 形
态饱满& 少量细胞染色质固缩而被深染$ 慢性低氧
损伤后& 细胞出现明显的染色质固缩& 核呈致密浓
染& 蓝色荧光增强& 显示凋亡细胞数目明显增加$
与模型组比较& 氢溴酸樟柳碱各剂量组能不同程度
减少细胞凋亡发生’
$S’!对‘’$ 蛋白表达的影响!由结果可知& 与对
照组比较& 模型组细胞 ‘’$ 表达显著升高 "!R
)S)"#$ 经氢溴酸樟柳碱干预后& 细胞平均荧光强
度降低& 在高剂量下最明显& 与模型组比较有显著
性差异 "!R)S)’#’ L1MN1<O P2:N结果与免疫荧光
结果一致& 见图 # d$& 结果见表 %’
TI讨论

随着人口老龄化& 与年龄相关的脑血管疾病
"如脑缺血( 阿尔茨海默症等# 已成为世界关注的

’%#"
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图 HIP<HJ 细胞?#(3’*)KKKTJ染色结果 $ SHNN&
R$QOHI;’*21)*#&?#(3’*)KKKTJ *)+$/$/Q #/P<HJ (’11*$ SHNN&

图 JIPZK 蛋白表达 $免疫荧光% SJNN&
R$QOJIP4#)’$/’V.4’**$#/*#&PZK $$--2/#&12#4’*(’/(’% SJNN&

表 TI氢溴酸樟柳碱对PZK 蛋白表达的影响 $2L3% &M\&
:+0OTI%&&’()#&7? #/PZK .4#)’$/’V.4’**$#/$ 2 L3%

&M\&

组别
剂量B

"#4:2,Gf"#
‘’$ 平均荧光强度 ‘’$B!,59N6O

对照组 % *%(S%) j%+S*’ )S+$ j)S"$
模型组 % # ))’S%" j$""S$("" "S*- j)S#*
阳性组 "$) " $+’S-# j-$S#" "S%" j)S"-
氢溴酸樟柳碱高剂量组 ")) " $#(S#’ j"*#S%+! )S-) j)S)#
氢溴酸樟柳碱中剂量组 ’) " %%%S’+ j"""S(- )S*% j)S"%
氢溴酸樟柳碱低剂量组 #’ " ’%+S"- j##+S)# "S#" j)S)*

!!注!与对照组比较&""!R)S)"$与模型组比较&!!R)S)’

主要健康问题*"),""+ ’ 慢性脑缺血是大部分脑血管
疾病共同的病理因素& 在诸多复杂病因中& 神经细
胞氧化应激损伤最为被熟知& 神经系统 "尤其是

注! H为对照组& i为模型组& U为阳性组& c为氢溴酸樟柳碱
")) #4:2BG组& 3为氢溴酸樟柳碱 ’) #4:2BG组& K为氢溴酸樟柳

碱 #’ #4:2BG组

图 KIPZK 蛋白表达 $G’*)’4/01#)&
R$QOKIP4#)’$/’V.4’**$#/*#&PZK $G’*)’4/01#)&

中枢神经系统# 由于缺少氧气和能量储备& 故比
其他系统更容易受到氧化应激的损伤*"#+ ’

在正常生理状态下& IZc( QIF( UH0等作为
(%#"
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机体内抗氧化体系成员& 共同维持自由基代谢平
衡& 但在脑缺血过程中过量自由基的生成会打破平
衡& 引起氧化应激& 继而通过脂质过氧化( 蛋白质
变性和B或c/H修饰等途径促使神经细胞坏死& 也
可以通过线粒体( 内质网或死亡受体等途径启动神
经细胞凋亡*"$,"%+ ’ /Z广泛参与体内的生理与病理
活动& 当脑缺血时& 其过度生成会导致c/H损伤&
从而抑制线粒体呼吸以及降低含铁硫蛋白的酶活
性& 故抑制其过度表达有助于缺血损伤区血流的改
善’ 一氧化氮合酶 "/ZI# 作为/Z合成过程中的
重要限速酶*"’+ & 其同功酶有 $ 种亚型& 即在正常
状态下表达的神经元型一氧化氮合酶 "O/ZI# 和
内皮型一氧化氮合酶 "1/ZI#& 以及在损伤后诱导
表达的诱导型一氧化氮合酶 "6/ZI#& 其中 6/ZI
主要由被激活的胶质细胞及中性粒细胞和巨噬细胞
释放产生& 一般在脑缺血中后期大量生成& 而且持
续较长时间& 是脑缺血中后期脑损伤加重的重要因
素*"(+ ’ 本实验发现& 氢溴酸樟柳碱干预后可使慢
性脑缺血大鼠血清 IZc活性增加& 6/ZI 活性降
低& 脑组织QIF含有量增加& 同时体外实验显示&
氢溴酸樟柳碱减少缺氧损伤 ‘U"# 细胞 GcF及 /Z
释放& 表明该成分能提高慢性脑缺血大鼠的抗氧化
作用’

近年来& 人们不断将缺血性脑病与 >’$ 基因或
蛋白联系起来& ‘’$ 蛋白的高表达是阿尔茨海默病
患者脑中的标记& 尤其是在氧化应激损伤患者脑组
织中高表达*"+,"-+ ’ 研究表明& 细胞凋亡涉及许多
信号通路& 凋亡前蛋白‘’$ 诱导是其中之一& 脑缺
血导致c/H损伤& ‘’$ 控制的细胞色素 U从线粒
体中释放出来& 并与凋亡蛋白激活因子结合& 导致
凋亡诱导因子活化& 最终引起细胞凋亡& 故‘’$ 激
活时可诱发凋亡& 反之则抑制凋亡*"*,#)+ ’ 本实验
结果表明& 缺氧损伤神经细胞模型细胞‘’$ 表达显
著升高& 而氢溴酸樟柳碱干预后有所降低& 免疫荧
光( L1MN1<O P2:N检 测 结 果 一 致& 结 合 F:,
9\1MN$$$%# 荧光染色定性分析结果& 表明氢溴酸樟
柳碱能通过降低‘’$ 的表达来减少凋亡的发生’

与其他莨菪类生物碱比较& 樟柳碱的解痉作用
与山莨菪碱近似& 抑制唾液分泌及扩瞳作用弱于阿
托品而强于山莨菪碱& 毒性也小于山莨菪碱及阿托
品& 具有明显缓解有机磷毒性的作用& 其机制大多
与a受体的阻断有关& 相关药物在临床上主要应
用于闭塞性脑血管病( 偏头痛( 眼底病( 急性有机
磷中毒( 晕动病( 中药麻醉等方面*#"+ ’ 本研究显

示& 氢溴酸樟柳碱能提高慢性脑缺血大鼠抗氧化作
用& 抑制细胞凋亡& 其作用机制可能与减少凋亡相
关蛋白‘’$ 的表达有关& 这为莨菪类生物碱在慢性
脑缺血相关疾病方面的研究与应用提供思路’
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摘要# 目的!研究葛根素对高糖诱导人脐静脉内皮细胞FXE3U,"# 氧化损伤的保护作用’ 方法!用含 ")) 44:GBG葡
萄糖和 ")( #’( ’) #4:GBG葛根素的培养基共同孵育FXE3U,"#细胞 $( \后& 测定细胞存活率& 细胞培养液中乳酸脱
氢酶 "GcF# 水平及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶,$ "U5M>5M1,$# 活性& 细胞内活性氧 "TZI# 水平及超氧化物歧化酶
"IZc#( 过氧化氢酶 "UH0# 活性及丙二醛 "acH#( 还原型谷胱甘肽 "QIF# 水平’ 8‘UT检测细胞中 IJT0"( ‘QU,
""4T/H表达& 酶联免疫吸附法检测培养液中 IJT0"( ‘QU,""蛋白含有量’ 结果!葛根素可增加 FXE3U,"# 细胞存
活率& 抑制细胞GcF释放& 清除TZI& 降低acH含有量与U5M>5M1,$活性& 增加 IZc( UH0活性和QIF含有量’ 同
时& 葛根素还能提高 BUG2"( !J5L""4T/H表达及蛋白含有量’ 结论!葛根素能通过激活 IJT0"B‘QU,""通路来保护
高糖诱导FXE3U,"#细胞氧化损伤’
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