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·基础研究·

△ ［基金项目］　河北省中医药管理局项目（２０１５１７２）
 ［通信作者］　杨辉，硕士，副教授，研究方向：脑血管药物的开发；Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇ＿ｈｕｉ５＠ｓｉｎａｃｏｍ

桃叶鸦葱黄酮对脑缺血再灌注大鼠的保护作用
△

许丽娟１，韵磊２，杨辉３

（１张家口市第四医院 药剂科，河北　张家口　０７５０００；２中国人民解放军第２５１医院，河北　张家口　０７５０００；
３河北北方学院 药学系，河北　张家口　０７５０００）

［摘要］　目的：探讨桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠的保护作用。方法：７２只清洁级雄性健康 ＳＤ大鼠，
随机分成假手术组、模型组、模型 ＋桃叶鸦葱总黄酮高剂量组（４００ｍｇ·ｋｇ－１），模型 ＋桃叶鸦葱总黄酮中剂量组
（２００ｍｇ·ｋｇ－１），模型＋桃叶鸦葱总黄酮低剂量组（１００ｍｇ·ｋｇ－１），模型＋尼莫地平组（１０８ｍｇ·ｋｇ－１），每组１２只。
模型组和用药组采用大脑中动脉线栓法制备大鼠脑缺血再灌注损伤模型，在缺血２ｈ后再灌注，连续给药２０ｄ，对
各组大鼠进行神经行为学评分、脑组织含水量测定、通过ＨＥ染色观察其脑组织病理形态学改变、通过免疫组织化
学联合图像分析方法检测其海马区水通道蛋白４（ＡＱＰ４）的表达。结果：模型组大鼠均表现出明显的神经功能缺损症
状，神经行为学评分升高，而桃叶鸦葱高、中剂量组及尼莫地平组大鼠症状改善，神经行为学评分降低（Ｐ＜００５）。
大鼠脑含水量实验表明，模型组大鼠脑含水量显著高于假手术组（Ｐ＜００１），桃叶鸦葱总黄酮高、中剂量组和尼莫
地平组大鼠脑含水量显著低于模型组（Ｐ＜００５）。ＨＥ染色结果显示，模型组大鼠海马区神经元细胞脱失明显，而
高、中剂量桃叶鸦葱总黄酮及尼莫地平可减轻这种形态学改变；免疫组织化学分析结果提示，模型组中 ＡＱＰ４表达
明显高于假手术组（Ｐ＜００１）。结论：在脑缺血再灌注损伤过程中，ＡＱＰ４水平的增高可能引起细胞对水的通透性
增加，从而造成细胞损伤，导致大鼠出现神经功能缺损症状，高、中剂量桃叶鸦葱总黄酮及尼莫地平可以通过降低

海马区 ＡＱＰ４的表达，减轻脑水肿程度，保护神经元细胞，改善大鼠神经功能损害。
［关键词］　桃叶鸦葱；脑缺血再灌注；总黄酮；脑含水量；水通道蛋白４
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桃叶鸦葱是菊科舌状花亚科鸦葱属植物桃叶鸦

葱ＳｃｏｒｚｏｎｅｒａＳｉｎｅｎｓｉｓＬｉｐｓｃｈ的干燥全草，广泛分布
于我国北方各省，为我国重要的药食两用植物，资

源丰富，但目前对其开发利用几乎为空白。在前期

的研究中，我们发现桃叶鸦葱提取物具有多种生物活

性［１３］。对其化学成分的研究发现，桃叶鸦葱中含有

黄酮、多糖及鞣质等多种成分［４６］。Ｐａｒａｓｃｈｏｓ等［７］从

鸦葱属植物中分离出化合物 ６，８ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ３（４
ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｉｓｏｃｈｒｏｍａｎ１ｏｎｅ（１），８ＯβＤｇｌｕｃｏｐｙ
ｒａｎｏｓｙｌｓｃｏｒｚｏｃｒｅｔｉｃｉｎ（２）及 ８Ｏ［αＬｒｈａｍｎｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ
（１→６）βＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ］（３），结构见图１。

图１　鸦葱属植物中化学成分结构

高敬宇［８］也从鸦葱属植物中获得５，７，３′，４′
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ８ＣβＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ、５，７，
３′，４′ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ ６ＣβＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ、
５，７，４′ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ６ＣβＤｘｙｌｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ（１→
２）βＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ３种黄酮苷。由于黄酮结构中
具有多个酚羟基，所以黄酮类化合物应该有较强的

抗氧化活性。

近些年来，脑缺血再灌注损伤对人类的威胁越

来越严重，学者们对其发病机制及治疗方法进行了

较多的研究。目前认为，脂质过氧化是脑缺血再灌

注损伤众多致病因子中重要的损伤机制之一［９］。而

寻找安全有效的具有抗氧化活性的药物是对抗脑缺

血再灌注损伤的重要方法之一。

基于以上现状，我们设想桃叶鸦葱黄酮可能对

脑缺血再灌注具有一定保护作用。本实验参照文献

方法对桃叶鸦葱总黄酮进行提取［４］，以尼莫地平为

阳性对照药品，观察桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌

注损伤的影响，并初步探讨其作用机制。

１　材料

１１动物

清洁级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠（ＳＤ大鼠），
８～１０周龄，体质量（２９０±１０）ｇ，河北北方学院动
物室提供，置于河北北方学院药学系实验室饲养房

内饲养 １周后用于实验。室温（２０±２）℃，湿度
（５０±５）％。每日清洁１次垫料，期间自由进食普通
鼠饲料，饮用自来水。

１２仪器

ＸＴＳ４Ａ手术显微镜（镇江中天光学仪器有限责
任公司），脑切片模具（３００～６００ｇ大鼠，北京西浓
科技有限公司），ＨｅｒａｅｕｓＳＥＰＡＴＥＣＨＢｉｏｆｕｇｅ１５Ｒ低
温生物离心机（美国赛默飞公司），万分之一电子天

平（北京赛多利斯科学仪器有限公司），ＭＥＮＬＡＢＵ／
４Ｃ５０１Ｈ生物信号采集处理系统（南京美易科技有限
公司），ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅ８０ｉ光学显微镜（日本尼康），
ＭＯＤＥＬ６８０型酶标仪（美国 ＢＩＯＲＡＰ公司），ＡＸＩＩ
Ｘ射线摄影暗盒（广东奥华医疗器械厂）。

１３药品与试剂

桃叶鸦葱采自河北张家口市崇礼区，由河北北

方学院中医学院李永明教授鉴定为桃叶鸦葱 Ｓｃｏｒｚｏ
ｎｅｒａｓｉｎｅｎｓｉｓＬｉｐｓｃｈ全草；尼莫地平片（３０ｍｇ／片，黑
龙江省地纳制药有限公司，批号：１７０７０２）制成混悬
液；ＡｎｔｉＡＱＰ４（Ｈ８０）（美国ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公司，货
号：ｓｃ２０８１２）；苏木素（北京康为世纪生物科技有
限公司，货号：ＣＷ０１２７）；二氨基联苯胺（北京中杉

·２９６·
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金桥生物技术有限公司，货号：ＺＬＩ９０１８）；伊红染
液（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号：ＺＬＩ
９６１３）；多聚甲醛（安徽欣乐生物技术有限公司）；
其他试剂均为国产分析纯；实验用水为三重蒸馏水。

２　方法

２１供试液的制备
取桃叶鸦葱全草适量，于 ６０℃ 恒温干燥

９０ｍｉｎ，采用文献方法提取总黄酮（ＴＦＳＳＬ）［４］，总
黄酮的含量为 ０９２％，加适量 ０９％氯化钠溶液，
制备成质量浓度为４ｍｇ·ｍＬ－１的混悬液。
２２实验分组与给药

取清洁级雄性健康 ＳＤ大鼠 ７２只，随机分为
６组，每组１２只，即假手术组，模型组，桃叶鸦葱
总黄酮高、中、低剂量（４００、２００、１００ｍｇ·ｋｇ－１）
组，尼莫地平（ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ，１０８ｍｇ·ｋｇ－１）阳性对照
组。造模后，各组每天上午９时灌胃给药１次，连
续给药 ２０ｄ，模型对照组和假手术组灌胃给等体积
０９％氯化钠溶液。
２３大鼠脑缺血再灌注模型的制备

用改良 Ｌｏｎｇａ栓线法制备大脑中动脉闭塞（ＭＣＡＯ）
模型［１０１２］。假手术组除插入线栓外，其他操作与模型

制备相同。模型成功的判断标准：清醒后动物出现前

肢弯曲，肩内旋，以对侧上肢为重的瘫痪，并伴有同

侧颈交感神经麻痹综合征阳性。不成功者剔除。造模

２ｈ后，将拴线抽出颈内动脉，实现再灌注。
２４指标测定
２４１神经功能损伤评分　各组于末次给药后２４ｈ，
以ＺｅａＬｏｎｇａ５级评分法为标准对其进行神经功能损
伤评分［１０］。

２４２桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠脑含水
量的影响　于末次给药后２４ｈ，每组随机取４只大
鼠，处死后，快速断头取脑，滤纸吸去表面水分，

取缺血侧半边大脑，称质量，然后于１１０℃干燥至
恒质量，按公式（１）计算脑含水量［１３］。

脑含水量（％）＝脑湿质量－脑干质量
脑湿质量

×１００％

（１）
２４３免疫组织化学实验
２４３１取材及组织处理　于末次给药后２４ｈ，每组
取剩余 ８只大鼠，腹腔内注射 １０％ 水合氯醛
（０３５ｇ·ｋｇ－１）麻醉，依照文献方法取脑［１４］，取脑

组织视交叉前后２ｍｍ厚的中段脑组织，于４％多聚
甲醛（４℃）中，固定一周，乙醇梯度脱水，二甲苯

透明、浸蜡、常规石蜡包埋，连续冠状切片，每片

厚度为５μｍ，烤干后备用。
２４３２苏木素伊红（ＨＥ）法检测脑组织病理形态　
每组随机选取４张切片，参照文献方法［１５］，切片经

二甲苯（Ⅰ、Ⅱ）脱蜡１５ｍｉｎ，经二甲苯 ＋无水乙醇
（１∶１）１ｍｉｎ，无水乙醇（Ⅰ、Ⅱ）、９５％乙醇（Ⅰ、
Ⅱ）和９０％乙醇各５ｍｉｎ，经８０％、７０％、５０％乙醇
和蒸馏水各２ｍｉｎ，苏木精染色３ｍｉｎ，经１％盐酸乙
醇分色２ｍｉｎ，于自来水蓝化 ５ｍｉｎ，蒸馏水稍洗，
经５０％，７０％、８０％、９０％乙醇各２ｍｉｎ，通过伊红
染液１０ｓ，经 ９５％乙醇（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）、无水乙醇
（Ⅰ、Ⅱ）各２ｍｉｎ，二甲苯 ＋无水乙醇（１∶１）１ｍｉｎ，
最后经二甲苯（Ⅰ、Ⅱ）透明处理１０ｍｉｎ，用中性树
胶封片。光学显微镜下观察脑组织病理形态学改变，

并在高倍镜（４００×）下采取盲法对海马ＣＡ１区（海马
腹侧面，通过海马沟与齿状回相接界处）［１６］的锥体细

胞进行计数，在一张切片上取两个连续的视野计数，

以二者的平均值代表该切片的锥体细胞计数，最后取

４张切片的平均值作为该组别的锥体细胞计数［１７］。

２４３３检测ＡＱＰ４　每组随机选取３张切片，参照
王海征等［１８］的实验方法采用二步法免疫组化法进行

染色。用０１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＥＤＴＡ缓冲液（ｐＨ９０）进行
微波抗原修复２０ｍｉｎ，每片滴加一抗５０μＬ，４℃孵
育４０ｈ，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗。每片滴加二抗Ⅰ
５０μＬ，３７℃孵育０５ｈ，ＰＢＳ冲洗，然后每片滴加
二抗Ⅱ５０μＬ，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗，最后ＤＡＢ
显色 １０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤终止，苏木素染细胞核
５ｍｉｎ，蒸馏水洗涤终止，显色后脱水，透明，封
片。利用光学显微镜联合数字显微照相机，分别采

集各组大鼠缺血侧海马区 ５个视野的图像，通过
ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ图像分析软件计算出各
视野下阳性表达 ＡＱＰ４的积分光密度，用以反映
ＡＱＰ４的免疫染色强度。
２５统计分析

采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学分析，采用单
因素方差分析进行多组间比较，组间两两比较选择

ＬＳＤ法。所有实验结果均采用（珋ｘ±ｓ）表示。

３　结果

３１神经功能损伤评分
首先去除昏迷不醒者，具体的评分标准：０分

代表神经症状不明显；１分代表缺血对侧前肢伸展
不全；２分代表向缺血对侧旋转；３分代表行走时肢
体向缺血对侧倾斜；４分代表完全无法独立行走。
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结果见表１。假手术组大鼠未出现神经功能缺损症
状，而其他组大鼠均出现了右侧前肢伸展不全、行

走不稳、向右侧倾斜，严重者无法独立行走等轻重

程度不一的神经功能障碍表现。与假手术组比较，

模型组大鼠神经功能损伤评分显著升高（Ｐ＜００１），
即缺血再灌注能导致大鼠出现显著的神经功能损伤。

与模型组比较，尼莫地平组及桃叶鸦葱总黄酮高、

中剂量组大鼠神经功能损伤评分均显著降低，即尼

莫地平及桃叶鸦葱总黄酮高、中剂量均能减轻大鼠

神经功能损伤（Ｐ＜００５）。

表１　桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠神经症状
评分的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１ 体质量／ｇ 评分

假手术组 ２８９±１０２２ ０

模型组 ２９１±９３４ ２６６±０３４＃＃

桃叶鸦葱低剂量组 １００ ２９３±１１２５ ２５４±０６２

桃叶鸦葱中剂量组 ２００ ２８８±１２６１ ２２７±０４４△

桃叶鸦葱高剂量组 ４００ ２９２±８７３ １８８±０２５△

尼莫地平组 １０８ ３０９±９６９ １７６±０７８△

注：与假手术组比较，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５；下同。

３２桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠脑含水量
的影响

　　表２结果显示，与假手术比较，模型组大鼠脑
含水量显著升高（Ｐ＜００５）；与模型组相比，桃叶
鸦葱总黄酮高、中剂量组和尼莫地平组大鼠脑含水

量显著降低（Ｐ＜００５），低剂量组大鼠脑含水量较
模型组低，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。说明
连续给药２０ｄ后，桃叶鸦葱总黄酮高、中剂量组能

有效抑制脑含水量的增加。

表２　桃叶鸦葱总黄酮对缺血再灌注大鼠脑含水量的
影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１ 体质量／ｇ 脑含水量（％）

假手术组 ２８９±１０２２ ８０１９±０８３

模型组 ２９１±９３４ ８２７９±１１１＃＃

桃叶鸦葱低剂量组 １００ ２９３±１１２５ ８２４１±１２９

桃叶鸦葱中剂量组 ２００ ２８８±１２６１ ８１５０±１２０

桃叶鸦葱高剂量组 ４００ ２９２±８７３ ８１４２±０４４△

尼莫地平组 １０８ ３０９±９６９ ８１２０±０７８△

３３免疫组化实验

３３１ＨＥ法检测脑组织病理形态　图２的 ＨＥ染色
结果显示，假手术组大鼠脑组织神经元排列紧凑整

齐，胞核染色清晰；血管内皮细胞间相连紧密，形

态完整，管周组织未见异常改变；海马 ＣＡ１区锥体
细胞排列规整，胞核居于胞体中央，且可见１～２个
清晰核仁。模型组大鼠缺血侧海马区组织结构严重

破坏，大量神经元细胞变性坏死，原有的整齐排列

被破坏，细胞核形态模糊，胞体皱缩，细胞间质疏

松，胶质细胞增生明显；海马 ＣＡ１区锥体细胞体积
变小，锥体细胞数较假手术组明显降低（Ｐ＜００１）。
与模型组相比，桃叶鸦葱总黄酮中、高剂量组、尼莫

地平组大鼠变性坏死组织范围缩小、程度减轻，海马

ＣＡ１区锥体细胞排列规则，神经元脱失不明显，桃叶
鸦葱总黄酮中、高剂量组及尼莫地平组大鼠锥体细胞

数较模型组明显增加（Ｐ＜００５），结果见表３。

注：Ａ假手术组（４００×）；Ｂ模型组（４００×）；Ｃ桃叶鸦葱总黄酮低剂量组（４００×）；Ｄ桃叶鸦葱总

黄酮中剂量组；Ｅ桃叶鸦葱总黄酮高剂量组（４００×）；Ｆ尼莫地平组（４００×）。

图２　桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠海马ＣＡ１区病理损伤的影响（ＨＥ染色）

·４９６·
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表３　桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠海马
ＣＡ１椎体细胞数的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１ 锥体细胞计数／个·ｍｍ－３

假手术组 ４７０５±７６６

模型组 ３１９５±６０９＃＃

桃叶鸦葱低剂量组 １００ ３３９９±７３１

桃叶鸦葱中剂量组 ２００ ３７０１±６８４△

桃叶鸦葱高剂量组 ４００ ４０９８±７５４△

尼莫地平组 １０８ ４１６２±８０１△

３３２ＡＱＰ４检测　表４、图３结果显示，ＡＱＰ４阳性
表达主要集中在大鼠脑膜等处的胶质界膜上及毛细

血管壁周围的星形胶质细胞的胞膜上和胞浆中，呈

现出黄色细颗粒。脑缺血再灌注２４ｈ，模型组大鼠
海马区 ＡＱＰ４表达明显高于假手术组（Ｐ＜００１）；
桃叶鸦葱总黄酮中、高剂量组及尼莫地平组大鼠

ＡＱＰ４表达均明显低于模型组（Ｐ＜００５）。

表４　桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠海马区
ＡＱＰ４表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１ ＡＱＰ４积分光密度

假手术组 ５７０３４±２４３９９

模型组 ８９６７４９±１９８８１２＃＃

桃叶鸦葱低剂量组 １００ ８３４２１５±１７３１１３

桃叶鸦葱中剂量组 ２００ ６２３２０１±１８００８６△

桃叶鸦葱高剂量组 ４００ ５５２４３４±１９７０４６△

尼莫地平组 １０８ ５４８８７２±１８８９９８△

４　讨论

近年来，黄酮类化合物的生物活性已经成为人

们研究的热点问题之一，越来越多的研究证实，不

同植物体内提取的黄酮类化合物均通过不同的机制

表现出极强的脑缺血保护作用。

葛根素是由豆科植物中提取的异黄酮碳苷类成

分，目前已有注射剂上市，研究表明，葛根素通过

对海马ＣＡ１区神经元保护作用［１９］，抑制 Ｊａｎｕｓ激酶
２（ＪＡＫ２）及信号转导子和转录激活子 ３（ＪＡＫ２／
ＳＴＡＴ３）信号通路的异常激活［２０］、抗炎［２１］等多种机

制对脑缺血再灌注损伤产生神经保护作用。黄芩苷

和黄芩素主要是从黄芩根部提取的黄酮类化合物，

可能通过抑制脑缺血后兴奋性氨基酸含量的增加而

发挥其脑保护作用［２２］。柚皮素属于二氢黄酮类化合

物，柚皮苷的苷元，在柑橘类等水果中含量较多，

通过抗氧化改变脑缺血后脑组织中核苷酸结合寡聚

域样受体２（ＮＯＤ２）、受体相互作用蛋白２（ＲＩＰ２）、
核转录因子ｋａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）、金属蛋白酶９（ＭＭＰ
９）及紧密连接蛋白５抗体（ｃｌａｕｄｉｎ５）等蛋白的表
达［２３２４］，产生神经保护的作用。

脑水肿是脑缺血再灌注的一个严重的继发性损

伤，可以引起颅内压力短时间内急剧升高，严重者

可危及生命［２５］，当脑组织在病理情况下发生缺血缺

氧时，大量兴奋性氨基酸积累于细胞外，导致大量

钙离子内流，从而生成大量自由基，导致细胞凋亡

或坏死，进一步引发血脑屏障破坏，血管通透性增

加，导致血管源性脑水肿［２６］。

注：Ａ假手术组（４００×）；Ｂ模型组（４００×）；Ｃ桃叶鸦葱总黄酮低剂量组（４００×）；Ｄ桃叶鸦葱总

黄酮中剂量组；Ｅ桃叶鸦葱总黄酮高剂量组（４００×）；Ｆ尼莫地平组（４００×）。

图３　桃叶鸦葱总黄酮对脑缺血再灌注大鼠海马区ＡＱＰ４表达的影响（免疫组化染色）
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　　ＡＱＰ４是中枢神经系统中最为重要的水通道蛋
白，它在脑内的分布非常广泛，位于海马区的ＡＱＰ４
主要功能为调控细胞间隙的大小，以及调节神经元

的兴奋性［２７２９］。Ａｏｋｉ等［３０］对 ＡＱＰ４表达的研究发
现，在人类缺血性脑卒中发生后，ＡＱＰ４在脑组织中
表达水平显著升高，且在缺血中心的梗死灶周边表达

最强。本实验结果表明，桃叶鸦葱总黄酮对大鼠脑缺

血再灌注所致脑水肿的抑制作用与其对ＡＱＰ４表达的
抑制作用有关，抑制脑水肿的发生发展应该是桃叶鸦

葱总黄酮对脑缺血再灌注的保护的机制之一。

本实验结果表明，桃叶鸦葱总黄酮可引起脑缺

血再灌注大鼠海马区 ＡＱＰ４的表达下调，抑制脑含
水量的增加，降低脑缺血再灌注大鼠的神经症状评

分，发挥神经保护作用。
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Ｒｅｇｕｌ，２００４（４２）：８９．

［３９］王光远，刘培，许智宏，等．石斛离体培养中 ＡＢＡ对诱导
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（１）：１８５１９０．

（收稿日期　２０１７０２０５

檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿

）

（上接第６９６页）
［２７］刘健锋，丁艳平，王建林，等．脑水通道蛋白的分布、功能
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