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摘要： 目的　 研究通窍活血汤含药脑脊液对谷氨酸致 ＰＣ１２ 细胞损伤的保护作用。 方法　 大鼠灌胃给予通窍活血汤提

取液制备含药脑脊液后， 倒置显微镜下观察细胞形态， ＭＴＴ 法检测细胞活性， 台盼蓝染色、 ＬＤＨ 法观察细胞膜通透

性， 试剂盒法检测细胞内 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ、 ＡＴＰ 酶活性， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针染色检测细胞内活性氧 （ＲＯＳ）
水平， Ｆｕｒａ⁃２ ／ ＡＭ 染色检测细胞内游离 Ｃａ２＋水平， 流式细胞联合 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 法分析细胞凋亡。 结果　 与模型

组比较， 含药脑脊液组细胞形态显著改善， 细胞活性、 存活率显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＤＨ 活性， ＮＯ、 ＲＯＳ、
ＭＤＡ、 游离 Ｃａ２＋水平及细胞凋亡率显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ、 ＡＴＰ 酶活性显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 通窍活血汤含药脑脊液对谷氨酸致 ＰＣ１２ 细胞损伤具有保护作用。
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　 　 脑卒中属于中医 “中风” 范畴， 其病机核心

为气血逆乱及血溢脉外， 而病变关键则为 “血

瘀”， “活血化瘀” 治则是临床上治疗中风的基本

方法之一［１］。 通窍活血汤为清代医家王清任所创

立的活血化瘀的经典方， 主要由麝香、 桃仁、 赤

芍、 川芎、 红花等中药组成， 可治头面四肢周身血

管血瘀之证， 临床上对中风 （包括脑梗死、 血管

性痴呆、 脑供血不足等）、 偏头痛、 脑外伤性耳鸣

耳聋、 眩晕等疾病防治及症状改善有确切疗

效［ ２⁃３］。 课题组前期研究表明， 含药脑脊液对脑缺

血缺氧的大鼠、 小鼠有显著保护作用［４⁃５］， 其机制

与保护脑组织抗氧化酶活性、 抑制脂质过氧化反

应、 减轻自由基对脑组织损伤、 减轻脑水肿等有

关［６］； 作用于谷氨酸损伤的 ＰＣ１２ 细胞时， 对其有

显著保护作用［７］。
由于血脑屏障的存在， 脑脊液成分与血清成分

无论在生理性或是药物成分上都存在显著差异， 中

药及复方的神经保护作用与其在体内的移行成分能

否通过血脑屏障有很大联系。 因此， 以中药复方灌

胃给与大鼠后获取的含药脑脊液代替血清， 通过体

外实验研究中药药理作用， 可避免血清中复杂成分

干扰， 体现复方中效应成分的药理作用［８］， 本实

验将从细胞水平探讨含药脑脊液对谷氨酸损伤的神

经细胞保护作用。
１　 材料

１􀆰 １　 动物及细胞株　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量

（２５０±２０） ｇ， 由安徽医科大学提供， 动物许可证

号 ＳＣＸＫ （皖） ２０１４０００９。 ＰＣ１２ 细胞株购自中国

科学院上海细胞所。
１􀆰 ２　 药材 　 通窍活血汤药材组成为桃仁、 赤芍、
川芎、 红花、 麝香等， 其中人工麝香购自北京联馨

药业有限公司， 其余均购自合肥和义堂中药饮片有

限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＣＯ２ 培养箱 （日本 ＳＡＮＹＯ 公司）； 洁

净工作台 （苏净集团安泰公司）； ＣＫ２ 型倒置显微

镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＥＬＸ８００ＭＶ 型酶联免疫

检测仪、 ＥＬＸ８００ｕｖ 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司）；
流式细胞仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）。
１􀆰 ４　 试药 　 谷氨酸 （国药集团化学试剂有限公

司， 批 号 ２０１４０１０８ ）； ０􀆰 ２５％ 胰 蛋 白 酶 （ 美 国

Ｇｉｂｃｏ 公 司， 批 号 １５４６２７０ ）； ＮＯ （ 批 号

２０１４０８１７）、 ＬＤＨ （批号 ２０１４０９２３）、 ＭＤＡ （批号

２０１４０８１８）、 ＳＯＤ （批号 ２０１４０８２２）、 ＡＴＰ 酶 （批

号 ２０１４０８２１）、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 双染细胞凋亡 （批

号 ２０１４０００３） 检测试剂盒 （南京建成生物工程研

究所）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＰＣ１２ 细胞培养 　 将神经诱导因子分化过的

ＰＣ１２ 细胞接种于培养瓶中， 培养基 ＲＰ⁃１６４０ （含
２０％ 胎牛血清、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、 １００ ｍｇ ／ Ｌ 链霉

素）， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 细胞贴

壁生长， 待细胞长至 ８０％ 密度时用 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白

酶消化传代， 约 ４ ｄ 传代 １ 次。
２􀆰 ２　 含药脑脊液制备［６，９］ 　 首先制备 １０ 倍量汤

剂， 方法为称取桃仁 ９０ ｇ、 赤芍 ３０ ｇ、 川芎 ３０ ｇ、
红花 ９０ ｇ、 老葱 ３０ ｇ、 大枣 ５０ ｇ 于圆底烧瓶中， 加

入 １０ 倍量 ７０％ 乙醇浸泡 ２ ｈ， 回流提取 ２ ｈ， 过滤，
药材残渣加入 ８ 倍量 ７０％ 乙醇回流提取 １􀆰 ５ ｈ， 过

滤， 滤液浓缩至无醇味， 加入 １􀆰 ５ ｇ 人工麝香， 加

水定容， 制成生药量 ２ ｇ ／ ｍＬ 的提取液， 即得。 再

取大鼠 ３００ 只， 灌胃提取液 （ ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ）， 剂量

０􀆰 ３ ｍＬ ／ １００ ｇ， 早晚各 １ 次， 连续 ５ ｄ。 末次给药

１􀆰 ５ ｈ后， 腹腔注射水合氯醛 （３５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉，
颈后部备皮， ７５％ 酒精消毒， 颈部弯曲暴露枕骨，
１ ｍＬ 无菌注射器从枕骨大孔刺入延髓池， 取出脑

脊液， ４ ℃ 离心 （３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） １０ ｍｉｎ， 取上清，
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌， －２０ ℃ 下冷冻保存

备用。
２􀆰 ３　 模型建立［１０］ 　 取对数生长期细胞， 胰酶消化

后接种于 ９６ 孔板， 密度为 ２×１０５ ／ ｍＬ 每孔 １００ μＬ，
细胞贴壁 （约６ ｈ） 后换用无血清培养基饥饿 １２ ｈ，
加入 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 １５、 ２０、 ２５、 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 含谷氨

酸空白培养基， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养 ４ ｈ 后每孔加

入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 染液 ２０ μＬ， 继续培养 ４ ｈ， 吸去

孔内上清液并加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， ３７ ℃ 性孵育

１０ ｍｉｎ后置摇床上慢速振荡 １０ ｍｉｎ， 待孔内颗粒状

物完全溶解， 于 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度。
２􀆰 ４　 空白脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞活性的影响 　 各组

加入 ０、 ２􀆰 ５％ 、 ５％ 、 １０％ 、 ２０％ 、 ４０％ 空白脑脊

液， ＭＴＴ 法测定吸光度， 确定脑脊液含有量。
２􀆰 ５　 分组　 空白组： ＲＰＭ⁃１６４０ 培养基＋空白脑脊

液 （５％ 、 １０％ 、 ２０％ ）， 模型组： ＲＰＭ⁃１６４０ 培养

基＋谷氨酸＋空白脑脊液 （５％ 、 １０％ 、 ２０％ ）， 通窍

活血汤含药脑脊液组： ＲＰＭ⁃１６４０ 培养基＋谷氨酸＋
通窍活血汤 （５％ 、 １０％ 、 ２０％ ）。 各组加入不同浓

度空白脑脊液或含药脑脊液， １ ｈ 后模型组、 通窍

活血汤含药脑脊液组加入 １２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷氨酸进行

损伤， 培养箱中培养 ２４ ｈ。
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２􀆰 ６　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞形态的影响 　 各组

培养、 造模、 给药后， 细胞置于相差倒置显微镜下

观察拍照。
２􀆰 ７ 　 含 药 脑 脊 液 对 ＰＣ１２ 细 胞 增 殖 活 性 的 影

响　 各组培养、 造模、 给药后， 在 ４９０ ｎｍ 波长下

通过 ＭＴＴ 法检测。
２􀆰 ８　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞膜通透性的影响

２􀆰 ８􀆰 １　 台盼蓝染色 　 各组培养、 造模、 给药后，
消化收集细胞， 将各组细胞密度调整至 １×１０５ ／ ｍＬ，
各取 ５０ μＬ， 加入 ０􀆰 ４％ 台盼蓝溶液 ５ μＬ 染色，
２ ｍｉｎ时用细胞计数板在倒置显微镜下计数， 死细

胞因膜通透性增加被台盼蓝染色， 活细胞细胞膜选

择性通过功能存在而不被染色， 分别记录染色、 未

染色细胞浓度， 计算活细胞比率 （未染色细胞浓

度 ／总细胞浓度×１００％ ）。
２􀆰 ８􀆰 ２　 ＬＤＨ 法　 各组培养、 造模、 给药后， 吸取

每孔内的细胞培养上清液， 按照相应试剂盒操作步

骤检测上清液中 ＬＤＨ 活性。
２􀆰 ９　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞氧化应激与 ＮＯ 水平

的影响

２􀆰 ９􀆰 １　 ＮＯ 水平检测　 各组培养、 造模、 给药后，
吸取各孔细胞培养上清液， 按照 ＮＯ 检测试剂盒操

作步骤检测 ＮＯ 水平。
２􀆰 ９􀆰 ２　 活性氧 （ＲＯＳ） 水平检测 　 各组培养、 造

模、 给 药 后， 胰 酶 消 化， 离 心 （ １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ ）
５ ｍｉｎ后收集各组细胞。 各组细胞分别悬浮于

ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的无血清培养基中，
轻轻吹打混匀， 孵育 ２０ ｍｉｎ， 每隔 ３ ｍｉｎ 缓慢颠倒

混匀， 以使 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 和细胞充分接触反应， 无血

清细胞培养液洗涤细胞 ３ 次， 洗净未进入细胞内的

ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， 酶标仪于 ４８８ ｎｍ 激发波长、 ５２５ ｎｍ 发

射波长处检测荧光强度。
２􀆰 ９􀆰 ３　 ＳＯＤ 活性、 ＭＤＡ 水平检测　 各组培养、 造

模、 给药后， 收集各孔细胞， 超声细胞破碎仪破

碎， 按相应试剂盒操作步骤检测。
２􀆰 １０　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞能量代谢的影响

２􀆰 １０􀆰 １　 ＡＴＰ 酶活性检测　 各组培养、 造模、 给药

后， 收集每孔内细胞， 混悬于生理盐水中， 超声细

胞破碎仪破碎细胞， 按 ＡＴＰ 酶检测试剂盒操作步

骤检测。
２􀆰 １０􀆰 ２　 游离 Ｃａ２＋水平检测　 各组培养、 造模、 给

药后， 离心 （１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ） ５ ｍｉｎ， 收集各组细胞，
加入 Ｆｕｒａ⁃２ ／ ＡＭ 浓度为 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈｅｐｅｓ 溶液

１ ｍＬ， 轻轻吹打混匀， 置于 ３７ ℃ 培养箱中培养

４５ ｍｉｎ， 荧光染料充分反应后再离心， 去除上清

液， Ｈｅｐｅｓ 轻轻吹打， 洗净游离染料， 再加入

Ｈｅｐｅｓ 培养 １ ｈ， 酶标仪检测， 激发波长 ３４０、
３８０ ｎｍ， 发射波长 ５１０ ｎｍ。 细胞破碎仪破碎细胞

膜， 振荡混匀后同法测定荧光强度， 此时为 Ｃａ２＋饱

和时荧光强度， 加入 ＥＧＴＡ 与细胞内钙充分反应，
振荡混匀后测定荧光， 此时为零 Ｃａ２＋时荧光强度，
计算 Ｃａ２＋水平， 公式为 ［Ｃａ２＋］ ＝Ｋｄ （Ｆ０ ／ Ｆｓ）（Ｒ－
Ｒｍｉｎ） ／ （Ｒｍａｘ－Ｒ）， 其中 Ｋｄ 为 Ｆｕｒａ⁃２ 与 Ｃａ２＋ 反应

的解离常数 （２２４ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）， Ｆ０、 Ｆｓ 分别为 Ｃａ２＋为

０、 饱和状态下的荧光强度， Ｒ 为所检测荧光比值，
Ｒｍａｘ、 Ｒｍｉｎ分别为最大、 最小荧光比值。
２􀆰 １１　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞凋亡率的影响　 细

胞药物作用后弃去培养液， 冰冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，
用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化， 细胞计数后取 １×１０５，
离心 （４ ℃、 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） １０ ｍｉｎ， 弃上清， 加入

１ ｍＬ 冰冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次， 轻轻振荡使细胞悬

浮， 离 心 （ ４ ℃、 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ）。 细 胞 重 悬 于

２００ μＬ结合缓冲液中， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ
轻轻混匀， 避光下室温反应 １５ ｍｉｎ， 加入 ２００ μＬ
结合缓冲液 （总反应体积 ４００ μＬ） 及 ５ μＬ ＰＩ，
１ ｈ内上机检测。
２􀆰 １２　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间数据比较采用单

因素方差分析， ２ 组间数据比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 谷氨酸对 ＰＣ１２ 细胞活性的影响　 图 １ 显示，
谷氨酸对 ＰＣ１２ 细胞有显著损伤作用， 并呈剂量依

赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞存活率 （实验组

ＯＤ 值 ／阴性对照 ＯＤ 值×１００％ ） 接近 ５０％ 时， 本实

验选择其对应的浓度 （ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 作为造模

浓度。
３􀆰 ２　 空白脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞增殖的影响 　 图 ２
显示， 空白脑脊液浓度在 ０～２０％ 范围内对 ＰＣ１２ 细

胞生长有显著促进作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而

在 ４０％ 时有所下降， 故本实验将其设定为 ５％ 、
１０％ 、 ２０％ 。
３􀆰 ３　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞形态的影响 　 图 ３
显示， 与模型组比较， 含药脑脊液组细胞存活率显

著提高， 活细胞数显著增加， 类似神经突起的细胞

轴突易见的细胞比例显著更多， 细胞间联系较多，
细胞漂浮显著降低， 具折光性细胞显著增加， 簇状

生长细胞较多， 离散单一的细胞数量较少。
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注： 与未加谷氨酸比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 谷氨酸对 ＰＣ１２ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ＰＣ１２ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与未加空白脑脊液比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 空白脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＰＣ１２ ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ４　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞活性的影响 　 图 ４
显示， 与空白组比较， 模型组 ＯＤ 值显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组相比， 含药脑脊液

组 ＯＤ 值显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞膜通透性的影响

３􀆰 ５􀆰 １　 细胞存活率　 图 ５ 显示， 模型组细胞存活

率显著低于空白组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 含药脑

脊液组也显著高于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５􀆰 ２　 ＬＤＨ 活性　 图 ６ 显示， 与空白组比较， 模

型组 ＬＤＨ 活性显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 含药脑脊液组其水平显著降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞氧化应激与 ＮＯ 水平

的影响

３􀆰 ６􀆰 １　 ＮＯ 水平　 图 ７ 显示， 与空白组比较， 模型

组 ＮＯ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 含药脑脊液组其水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６􀆰 ２　 ＲＯＳ 水平　 图 ８ 显示， 与空白组比较， 模

型组 ＲＯＳ 荧光强度显著增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 含药脑脊液组其荧光强度显著降低

图 ３　 ＰＣ１２ 细胞形态变化 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ （×２００）

注： 与空白组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＰＣ１２

ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６􀆰 ３　 含药脑脊液对 ＳＯＤ 活性、 ＭＤＡ 水平的影

响　 图 ９～１０ 显示， 与空白组比较， 模型组 ＳＯＤ 活

性显著降低， ＭＤＡ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 含药脑脊液组前者显著升

高， 后者显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ７　 含药脑脊液对 ＡＴＰ 酶活性的影响 　 图 １１ 显

示， 与空白组比较， 模型组 ＡＴＰ 酶活性显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 含药脑脊液

组中其水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与空白组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＰＣ１２ ｃｅｌｌ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，∗ Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ６　 含药脑脊液对 ＬＤＨ 活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＬＤＨ

ａｃｔｉｖｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ７　 含药脑脊液对 ＮＯ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＮＯ ｌｅｖｅｌ

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ８　 含药脑脊液对游离 Ｃａ２＋水平的影响　 图 １２ 显

示， 与空白组比较， 模型组游离 Ｃａ２＋水平显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 含药脑脊液

组其水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ９　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞凋亡的影响 　 图 １３
显示， 与空白组比较， 模型组细胞凋亡数显著增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 含药脑脊液

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ８　 含药脑脊液对 ＲＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＲＯＳ

ｌｅｖｅｌ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较， ＃ Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ９　 含药脑脊液对 ＳＯＤ 活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ９ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＳＯＤ

ａｃｔｉｖｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ＜

０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １０　 含药脑脊液对 ＭＤＡ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＭＤＡ

ｌｅｖｅｌ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组其凋亡数显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＰＣ１２ 细胞为大鼠嗜铬细胞瘤细胞系， 在形态、
结构、 功能上与神经元极其相似， 与原代培养的神

经细胞也具有高度一致性， 并有着易于稳定培养的

优点， 已被广泛用于神经分泌模型建立和神经元损

伤机制的研究［１１］。
谷氨酸广泛存在于许多神经元轴突中， 在神经

０３５
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注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １１　 含药脑脊液对 ＡＴＰ 酶活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＡＴ⁃

Ｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较， ＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １２　 含药脑脊液对游离 Ｃａ２＋水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ｆｒｅｅ

Ｃａ２＋ ｌｅｖｅｌ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

元分化、 生长过程中发挥重要作用。 当机体中谷氨

酸浓度过高时， 会对 ＰＣ１２ 细胞产生毒害， 导致其

受体 ＮＭＤＡ 功能活跃， Ｎａ＋、 Ｃａ２＋内流， 细胞膜电

位失衡， 导致凋亡信号转导途径被激活， 引起细胞

凋亡。 凋亡过程中， 线粒体中含有大量摄取内流的

Ｃａ２＋， 导致其浓度过高， 降低 ＡＴＰ 酶活性， 同时

激活 ＮＯ 合成酶， 最终导致细胞死亡［１２⁃１３］。 本实验

发现， 通窍活血汤含药脑脊液可增加 ＳＯＤ、 ＡＴＰ
酶活性， 同时降低 ＭＤＡ 水平。 谷氨酸致 ＰＣ１２ 细

胞损伤时， 可引起氧化应激反应、 ＡＴＰ 衰竭、 Ｃａ２＋

内流， 导致细胞凋亡［１４⁃１７］， 本实验发现 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
谷氨酸可造成 ＰＣ１２ 细胞钙超载， 而通窍活血汤可

降低该现象， 减轻凋亡发生。
中药脑脊液药理学是中枢神经系统中药及复方

的一种研究方法， 其研究对象是通过脑血管障壁选

择性吸收后的含药脑脊液， 所得结果在神经科学方

面比其他药理学方法更准确可靠。 本实验以含药脑

脊液代替含药血清， 观察作用于中枢神经系统药物

（特别是中药复方）， 可避免血清中复杂成分干扰，
更能体现有效成分药理作用， 增加相关研究的针

对性［１８⁃１９］。
综上所述， 通窍活血汤含药脑脊液可通过降低

ＮＯ、 ＭＤＡ 水平， 增强 ＳＯＤ、 ＡＴＰ 酶活性， 降低

ＲＯＳ 生成， 减轻钙超载程度， 继而减轻谷氨酸对

ＰＣ１２ 细胞的损伤程度， 具有一定保护作用。
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注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １３　 含药脑脊液对 ＰＣ１２ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ＰＣ１２ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｏｒｅｂｒａｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ［ Ｊ ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ，
１９９４， ６５９（１⁃２）： ６７⁃７４．

［１５］ 　 Ｐｈｉｌｌｉｓ Ｊ Ｗ， Ｒｅｎ Ｊ， Ｏ’ Ｒｅｇａｎ Ｍ Ｈ． Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｒｅｖｅｒｓａｌ ａｓ ａ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ
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