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摘要： 目的　 探讨谷红注射液中乙酰谷酰胺和羟基红花黄色素 Ａ 对脑缺血大鼠氨基酸类神经递质释放的协同作用。
方法　 Ｌｏｎｇａ 法建立改良型大脑中动脉局灶性栓塞模型。 ２４ 只大鼠随机分为模型组、 乙酰谷酰胺组 （３００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 羟

基红花黄色素 Ａ 组 （４ ｍｇ ／ ｋｇ）、 谷红注射液组 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 通过微透析技术在海马区采样， 联合高效液相⁃电化学

（ＨＰＬＣ⁃ＥＣＤ） 法测定天门冬氨酸 （Ａｓｐ）、 谷氨酸 （Ｇｌｕ）、 甘氨酸 （Ｇｌｙ）、 γ⁃氨基丁酸 （ＧＡＢＡ） 含有量。 结果 　 脑

缺血期间， ４ 种氨基酸含有量明显升高； 给药后与模型组比较， 给药组 Ａｓｐ、 Ｇｌｕ 含有量和 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中谷红注射液组 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值的降低程度更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 谷红注射液中乙酰谷

酰胺和羟基红花黄色素 Ａ 对维持脑缺血大鼠海马区兴奋⁃抑制性氨基酸神经递质的平衡具有一定协同作用。
关键词： 谷红注射液； 乙酰谷酰胺； 羟基红花黄色素 Ａ； 脑缺血； 氨基酸类神经递质
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　 　 脑血管疾病是当今危害中老年健康最严重的疾

病之一， 其中 ８７％ 为缺血性。 近年来随着我国人

口老龄化加剧， 每年大约有 ３００ 万人死于该疾病，
极大危害了人类生命安全， 也给家庭和社会带来了

沉重负担［１⁃２］。
神经递质是在化学突触传递中担当信使的特定

化学物质［３］， 由神经末梢分泌， 能作用于所支配

神经元或效应细胞膜上的受体， 从而完成信息传递

功能。 中枢神经系统中存在 ２ 类作为神经递质的游

离氨基酸， 即抑制性氨基酸， 如 γ⁃氨基丁酸 （ＧＡ⁃
ＢＡ）、 甘氨酸 （Ｇｌｙ） 等， 以及兴奋性氨基酸， 如

天门冬氨酸 （Ａｓｐ）、 谷氨酸 （Ｇｌｕ） 等［４］， 对维持

神经系统的平衡起着关键的作用［５］， 当发生脑缺

血时， 两者平衡会遭到破坏， 进一步加重神经细胞
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损伤， 故调节氨基酸类神经递质平衡已成为防治脑

缺血的重要途径之一［６］。
谷红注射液是一种中西药复方制剂， 临床上常

用于治疗脑供血不足、 脑血栓、 脑栓塞等疾病， 疗

效确切［７］。 前期课题组已证实谷红注射液中含有

量最高的主要成分为乙酰谷酰胺和羟基红花黄色素

Ａ， 两者也是该制剂发挥药效作用的代表性成分，
其中前者是谷氨酰胺乙酰化衍生物， 其代谢途径与

谷氨酰胺类似， 能通过血脑屏障并最终分解为

ＧＡＢＡ 和 Ｇｌｕ［８⁃９］， 具有促进氨基酸转运、 改善神经

细胞代谢、 提高细胞活力、 改善脑功能的作用［１０］；
后者是红花中水溶性成分的代表物质， 具有显著的

抗凝血、 抗氧自由基、 抗兴奋毒性神经元死亡等心

脑血管药理作用［１１］。 虽然目前研究已证明这 ２ 种

成分均具有神经保护作用［１２⁃１３］， 但尚无关于谷红

注射液中两者对脑缺血大鼠海马区氨基酸类神经递

质释放协同作用的报道。 因此， 本实验将通过微透

析采样技术结合高效液相⁃电化学检测 （ＨＰＬＣ⁃
ＥＣＤ） 法， 探讨谷红注射液中乙酰谷酰胺和羟基红

花黄色素 Ａ 对脑缺血大鼠海马区氨基酸类神经递

质释放的协同作用， 为后续该制剂抗脑缺血损伤作

用机制的深入探讨提供借鉴。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱仪， 配置

Ｗａｔｅｒｓ ２４６５ 电化学检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；
脑立体定位仪 （深圳瑞沃德生命科技有限公司）；
ＭＤ１００１ 微透析装置 （美国 ＢＡＳ 公司）； 脑微透析

套 管 （ ＭＡＢ２ ／ ６ ／ ９􀆰 １４ ）、 脑 微 透 析 探 针

（ＭＡＢ６􀆰 １４􀆰 ４， 截留分子量 １５ ｋＤａ， 膜长 ４ ｍｍ）
（瑞典 Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔｅｃｈ ／ ＳＥ ＡＢ 公司）； ＸＳ２０５ＤＵ 电子

分析天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； Ｃａｓｃａｄａ Ｂｉｏ
ＭＫ２ 超纯水仪 （美国 Ｐａｌｌ 公司）。
１􀆰 ２　 试药　 谷红注射液 （批号 ２０１４０７０６， 国药准

字 Ｈ２２０２６５８２， 通化谷红制药有限公司， ＨＰＬＣ
法［１４］测定其中乙酰谷酰胺、 羟基红花黄色素 Ａ 含

有量分别为 ３０、 ０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ）。 乙酰谷酰胺 （批号

Ｄ０５Ａ６Ｈ３， 中国食品药品检定研究院）； 羟基红花

黄色素 Ａ （批号 Ｚ０１０１０ＢＡ１３， 上海源叶生物科技

有限公司）； Ａｓｐ （批号 ＫＮ１１２３ＣＡ１３）、 Ｇｌｕ （批

号 ＳＬＢＣ５７７１Ｖ ）、 Ｇｌｙ （ 批 号 ＳＭ０３１５ＧＡ１４ ）、
ＧＡＢＡ （批号 ＢＣＢＨ１４１４Ｖ） 对照品、 邻苯二甲醛

（批号 ＪＭ０３２６ＹＡ１４） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）。 甲醇、
乙腈为色谱纯； 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ３　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 ２８０～３２０ ｇ， 由

上海斯莱克实验动物有限公司提供， 动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１２⁃０００２。
１􀆰 ４　 溶液

１􀆰 ４􀆰 １　 人工脑脊液及邻苯二甲醛衍生溶液　 参照

文献 ［１５］ 方法制备， 现配现用。
１􀆰 ４􀆰 ２　 对照品溶液 　 精密称取 Ａｓｐ、 Ｇｌｕ、 Ｇｌｙ、
ＧＡＢＡ 对照品适量， 人工脑脊液超声溶解， 即得

（质量浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ）， ４ ℃下避光保存备用。
２　 方法

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 Ａ 为 １２ ｇ 磷酸

二氢钠、 ０􀆰 １７７ ４ ｇ 氯化钠、 ０􀆰 ０１４ ｇ 乙二胺四乙

酸， 溶于 １ ０００ ｍＬ 超纯水中， 调节 ｐＨ 至 ５􀆰 １７，
流动相 Ｂ 为甲醇， 梯度洗脱 （０ ～ １２ ｍｉｎ， ９６％ Ａ；
１２～ １４ ｍｉｎ， ９６％ ～ ８４％ Ａ； １４ ～ ２９ ｍｉｎ， ８４％ Ａ；
２９～３０ ｍｉｎ， ８４％ ～９６％ Ａ）； 体积流量０􀆰 ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３５ ℃； 电化学检测电压 ０􀆰 ８ Ｖ， 检测温度

３５ ℃。 １０ μＬ 样品中加入 １０ μＬ 衍生剂， 涡旋混匀

后进样测定。
２􀆰 ２　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １　 专属性试验 　 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下对

微透析样品进行检测， 考察方法专属性。
２􀆰 ２􀆰 ２　 线性关系考察　 精密吸取 ４ 种氨基酸对照

品溶液， 人工脑脊液倍比稀释， 得到 １０、 ２５、 ５０、
１００、 ２５０、 ５００、 １ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ 系列标准溶液， 取

１０ μＬ， 与 １０ μＬ 衍生剂混匀， 静置 １ ｍｉｎ 后在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以进样质量浓度

为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归。
２􀆰 ２􀆰 ３　 精密度试验 　 精密吸取 １ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ 对照

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下当天测定 ５ 次，
计算日内差异； 再隔天 （第 １、 ３、 ５、 ７ 天） 连续

测定， 每天 ５ 次， 计算日间差异。
２􀆰 ２􀆰 ４　 加样回收率试验　 精密吸取含有量已知的

脑透析液 ５ 份， 每份 ２０ μＬ， 加入适量对照品溶

液， 涡旋混匀， 取 １０ μＬ， 加入 １０ μＬ 衍生剂轻轻

混匀， 静置 １ ｍｉｎ 后在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定， 计算回收率。
２􀆰 ３　 分组　 大鼠随机分为模型组、 乙酰谷酰胺组

（３００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 羟基红花黄色素 Ａ 组 （４ ｍｇ ／ ｋｇ）、
谷红注射液组 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只， 给药剂量

均根据临床用量， 并结合人和大鼠体表面积换算

所得。
２􀆰 ４　 微透析手术 　 大鼠称定质量后， 腹腔注射

１０％ 水合氯醛 （３５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉， 固定于脑立体
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定位仪上， 暴露顶部， 去除骨膜， 用沾有生理盐水

的棉球擦拭头骨面至骨面干净暴露。 根据坐标定位

于海 马 区 （ ＡＰ ＋ ４􀆰 ８ ｍｍ， ＭＬ ＋ ５ ｍｍ， ＤＶ
－３ ｍｍ）， 植入套管， 牙科水泥固定， 室温条件下

恢复 ３～５ ｄ， 精神状态良好者可用于实验。
２􀆰 ５　 模型建立及微透析样品采集　 麻醉已植入套

管的大鼠， 植入脑部探针， 以 １􀆰 ５ μＬ ／ ｍｉｎ 体积流

量灌流人工脑脊液平衡 ２ ｈ， 平衡后接 ３ 份空白透

析液作为自身对照。 Ｌｏｎｇａ 法［１６］建立改良型大脑中

动脉局灶性栓塞模型， 钝性分离大鼠颈总动脉、 颈

内动脉、 颈外动脉， 结扎颈总动脉、 颈外动脉近心

端， 暂时夹闭颈内动脉， 眼科剪在颈外动脉与颈内

动脉的分叉处作 “Ｖ” 字型斜行切口， 插入线栓，
松开动脉夹， 将线栓缓缓推入颈内动脉， 有微小阻

力时即止， 之后棉线固定线栓， 缺血 １ ｈ 后拔出线

栓， 再灌注同时尾静脉给药， 给药结束后收集样

品， 每 ２０ ｍｉｎ １ 次， 至 ３００ ｍｉｎ 时结束， 所得样品

转入－８０ ℃ 冰箱中保存待测。 实验结束后取出探

针， 处死大鼠， 断头取脑， 验证取样部位。
２􀆰 ６　 探针回收率测定　 将探针置入 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 对

照品溶液中， 以 １􀆰 ５ μＬ ／ ｍｉｎ 体积流量灌流人工脑

脊液， 收集体外透析液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 计算探针回收率。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分

析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 专属性试验 　 图 １ 显示， ４ 种氨基酸的色谱

峰与其他色谱峰能完全分离， 峰型良好， 无杂峰干

扰， 表明分析条件可行。
３􀆰 ２　 线性关系考察 　 回归方程分别为 Ａｓｐ Ｙ ＝
７８６􀆰 ０７Ｘ＋７４􀆰 ２３４ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９８ ９）、 Ｇｌｕ Ｙ ＝ ７３２􀆰 ８８Ｘ－
７４􀆰 ２７３ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）、 Ｇｌｙ Ｙ ＝ ３ ３０９􀆰 ３Ｘ ＋ ３３􀆰 ６５３
（ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）、 ＧＡＢＡ Ｙ ＝ ２ ４９９􀆰 ３Ｘ ＋ ８１􀆰 ００９ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９９ ８）， 均在 １０ ～ １ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系

良好。
３􀆰 ３　 精密度试验 　 Ａｓｐ、 Ｇｌｕ、 Ｇｌｙ、 ＧＡＢＡ 日内精

密度 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 １１％ 、 ３􀆰 ０４％ 、 ４􀆰 ９７％ 、 ５􀆰 ５２％ ，
日间精密度 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ９６％ 、 ３􀆰 ２７％ 、 ５􀆰 ７８％ 、
６􀆰 ６１％ ， 均小于 １０％ ， 表明该方法精密度良好。
３􀆰 ４　 加样回收率试验　 Ａｓｐ、 Ｇｌｕ、 Ｇｌｙ、 ＧＡＢＡ 加

样回收率分别为 （ ９９􀆰 ８５ ± ２􀆰 ０１ ）％ 、 （ １０１􀆰 ２５ ±
２􀆰 ２６）％ 、 （１０２􀆰 １５±３􀆰 １５）％ 、 （９８􀆰 ６３±３􀆰 ４６）％ ，
均在 ９５％ ～１０５％ 范围内， 表明该方法回收率良好，

１． Ａｓｐ　 ２． Ｇｌｕ　 ３． Ｇｌｙ　 ４． ＧＡＢＡ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ⁃ＥＣＤ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ⁃ＥＣＤ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

符合实验要求。
３􀆰 ５　 探针回收率　 Ａｓｐ、 Ｇｌｕ、 Ｇｌｙ、 ＧＡＢＡ 探针回

收率分别为 ３１􀆰 ５％ 、 ３６􀆰 ４％ 、 ３３􀆰 ２％ 、 ３５􀆰 ８％ 。
３􀆰 ６　 脑缺血后氨基酸含有量变化　 图 ２ 显示， 脑

缺血后 ４ 种氨基酸含有量变化明显， 各组大鼠脑海

马区其含有量均呈现升高趋势。
３􀆰 ７　 对脑缺血大鼠海马区 ４ 种氨基酸神经递质的

影响　 图 ２ 显示， 给药组在同一时间点 Ａｓｐ 含有量

显著低于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以谷红注射液组更明

显 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各组海马区 Ｇｌｕ 含有量呈先升后降

趋势， 给药组显著低于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以乙酰

谷酰胺组最高； Ｇｌｙ 含有量呈先升后降趋势， 与模

型组比较， 给药组在不同时间点均可显著抑制其过

度释放 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 乙酰谷酰胺组在同一时间点其

含有量显著高于谷红注射液组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而羟基

红花黄色素 Ａ 组显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 给药组在同一时间点均可显著抑制 ＧＡＢＡ
过度表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与羟基红花黄色素 Ａ 组比

较， 谷红注射液组在同一时间点其含有量显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而乙酰谷酰胺组与谷红注射液组之间

无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ８　 对脑缺血大鼠海马区 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值的影

响　 图３ 显示， 与模型组比较， 给药组在不同时间

点 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值有所降低， 以谷红注射液组在

１２０ ｍｉｎ时更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与同一时间点谷红注射液组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２ 　 各组 Ａｓｐ （Ａ）、 Ｇｌｕ （Ｂ）、 Ｇｌｙ （Ｃ）、 ＧＡＢＡ
（Ｄ） 含有量

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｓｐ （Ａ）， Ｇｌｕ （Ｂ）， Ｇｌｙ （Ｃ） ａｎｄ ＧＡＢＡ （Ｄ）
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

注： 与同一时间点谷红注射液组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 各组 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

４　 讨论

传统脑内神经递质分析大多采用断头取脑方

式， 检测神经递质在脑组织匀浆中的含有量， 但其

准确性和可靠性往往会被提取纯化中的众多因素所

干扰［１７］。 近年来， 微透析技术作为一种动态连续

的取样方法， 在动物神经递质研究中的应用已越来

越受研究者青睐［１８］， 该技术以透析原理为基础，
能在组织或细胞外液进行活体取样， 而且不会对动

物的正常生命活动造成影响， 同时还可连续监测动

物脑组织中神经递质的动态变化［１９］。 由于微透析

探针半透膜只允许小分子物质透过［２０］， 蛋白质等

大分子物质会被截留， 而且所得透析液可直接进液

相检测， 可避免了预处理过程中所带来的误差， 故

本实验采用该方法作为大鼠海马区氨基酸类神经递

质的采样方式。
脑缺血再灌注会造成神经元变性坏死， 其重要

原因之一是神经递质代谢紊乱， 作为中枢神经系统

中重要的神经递质， 氨基酸在神经元之间的信息传

递中发挥重要作用［２１］。 兴奋性、 抑制性氨基酸含

有量变化与脑损伤程度密切相关， 目前大多数学者

认为， 脑缺血后以 Ｇｌｕ、 Ａｓｐ 为代表的兴奋性氨基酸

含有量显著升高是缺血后兴奋毒性的表现， 会对缺

血后神经造成一定程度损伤； 抑制性氨基酸 （如
Ｇｌｙ、 ＧＡＢＡ 等） 含有量变化则是机体维持自我平衡

的一种体现， 以此来对抗兴奋性氨基酸过度释

放［２２］。 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值可反映脑内兴奋⁃抑制性氨基

酸的平衡状态， 正常情况下较稳定， 而发生缺血后

会迅速升高［２３］， 在生理情况下， ＧＡＢＡ 受体激活可

抑制兴奋性毒性， 但其过度激活会对神经细胞产生

毒性作用， 这是脑缺血、 癫痫等疾病造成损伤的重

要机制之一［２４］。 因此， 拮抗兴奋性氨基酸毒性， 包

括抑制其过度释放和受体活性、 促进其再摄取， 都

成为脑缺血再灌注损伤治疗药物的重要靶点［２５］。
谷红注射液中乙酰谷酰胺和羟基红花黄色素 Ａ

具有一定神经保护作用， 而药物之间联合使用具有

整合的药效学优势， 能在多个方面发挥协同增效的

作用［２６］， 故本实验分别以单用及两者合用对脑缺

血大鼠海马区氨基酸类神经递质释放的协同作用进

行考察， 发现脑缺血时大鼠脑海马区 ４ 种氨基酸神

经递质含有量均显著升高， 而给药组能降低 Ａｓｐ、
Ｇｌｕ 含有量及 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值， 其中谷红注射液组

Ｇｌｕ 含有量低于乙酰谷酰胺组但高于羟基红花黄色

素 Ａ 组， ＧＡＢＡ 含有量高于羟基红花黄色素 Ａ 组，
并且能明显降低 Ｇｌｕ ／ ＧＡＢＡ 比值， 表明乙酰谷酰胺

和羟基红花黄色素 Ａ 对降低 Ｇｌｕ 含有量、 提高

ＧＡＢＡ 含有量、 维持脑缺血大鼠海马区兴奋⁃抑制
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性氨基酸神经递质之间的平衡具有一定协同作用。
综上所述， 谷红注射液中乙酰谷酰胺和羟基红

花黄色素 Ａ 对降低兴奋性氨基酸 （Ｇｌｕ、 Ａｓｐ） 含

有量、 升高抑制性氨基酸 （Ｇｌｙ、 ＧＡＢＡ） 含有量、
调节两者之间动态平衡具有一定的协同作用， 从而

起到抗脑缺血再灌注损伤的作用。
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