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摘要 }目的  研究黄连解毒汤有效部位k���⁄× �ƒl对小鼠的抗缺氧作用及对多发脑梗死大鼠能量代谢的影响 ∀方法  通过

小鼠常压耐缺氧 !小鼠亚硝酸钠中毒和断头试验 o观察黄连解毒汤有效部位连续灌胃给药 w§对缺氧的保护作用 o同时观察该

药对血细胞的影响 ~采用大鼠多发性脑梗死模型观察 ���⁄× �ƒ 对模型大鼠脑组织乳酸k��l !乳酸脱氢酶k�⁄�l !�¤n2�n

�× °酶和 ≤¤u n2 � ªu n �× °酶的影响 ∀结果  ���⁄× �ƒ{yx owvv outy°ª#®ªp t可明显延长小鼠常压密闭状态下的存活时间k与

对照组比较 Π� s qsxl ~uty°ª#®ªp t可明显延长小鼠亚硝酸钠中毒缺氧存活时间k与对照组比较 Π� s qsxl ~���⁄× �ƒ{yx o

wvv outy°ª#®ªp t可明显延长正常小鼠断头张口喘气时间k与对照组比较 Π� s qsx ~Π� s qstl owvv°ª#®ªp t可提高小鼠血液中

血红蛋白含量 o同时升高白细胞和淋巴细胞数量k与对照组比较 Π� s qsxl ~���⁄× �ƒyts ovsx°ª#®ªp t组可显著降低多发性

脑梗塞大鼠脑组织中 ��含量 o提高 �⁄� 活性 o提高 �¤n2�n �×°酶活性 otxv°ª#®ªp t也可提高 �⁄� 与 �¤n2�n �× °酶活性

k与模型组比较 Π� s qsx ~Π� s qstl ∀结论  ���⁄× �ƒ可提高小鼠耐缺氧能力 o同时改善多发脑梗死大鼠脑组织能量代谢障

碍 o这可能是其脑保护作用的机制 ∀
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  黄连解毒汤源于唐#王焘5外台秘要6 o由黄连 !黄芩 !黄

柏和栀子组成 o为清热解毒代表方 ∀近年中日两国对黄连解

毒汤煎剂及其提取物用于脑血管病的基础研究与临床报道

较多≈t ∗ v  o均提示本方治疗缺血性脑血管病有良好前景 ∀我

们根据所建立的中药复方有效部位筛选富集模式与方法 o运

用大孔吸附树脂技术制备了黄连解毒汤治疗脑中风的有效

部位k���⁄× �ƒl o并对其药效药理进行了研究 o前期工作表

明该有效部位对多种脑缺血损伤都有很好的保护作用 o本实

验拟从该有效部位对多发性脑梗塞大鼠能量代谢的影响及

对缺氧小鼠的保护作用探讨其脑保护作用的机制 ∀

1  材料与方法

1 q1  药品与试剂

黄连解毒汤有效部位k���⁄× �ƒl o由北京中医药大学

中药学院中药化学系提供 o按处方配伍的生药粉碎后用水进
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行提取 o提取液过滤 o滤液静置 o高速离心得到沉淀k�l ~滤液

上大孔吸附树脂 o稀醇洗脱部分 o真空浓缩干燥 o得到固体

k��l ∀将 �与 ��进行均匀混合 o即得有效部位 o总得率 z q

y h ∀将所得有效部位的化学成分进行分离分析 o其主要由

生物碱类 o黄酮类 o环稀醚萜类成分所组成 ∀利用分光光度

法分别测定生物碱类 o黄酮类 o和环稀醚萜类成分的含量 o用

�°�≤ 测定其指标性成分小檗碱 !黄芩苷 !栀子苷的含量 ∀

有效部位k群l的总含量高于 xx h o指标性成分k群l的总含量

高于 ux h ∀给药前用 s qx h ≤ � ≤ 混悬 ∀黄连解毒汤流浸膏

k���⁄×∞l o由北京中医药大学中药学院中药化学系提供 o组

方 }黄连 |ª!栀子 |ª!黄柏 yª!黄芩 yªo制备成每毫升相当于

原药材 tª的流浸膏 ~牛黄清心丸k�� ± ÷ • l o同仁堂集团公

司产品 o批号 }ussutsut ~硫酸庆大霉素 o烟台只楚药业有限

公司产品 o批号 sssus{ ~Α2氰基丙烯酸烷基酯k医用胶l o北京

瞬康医用胶有限公司产品 ~乳酸脱氢酶k�⁄�l ~乳酸k��l ~

�¤n2�n �× °酶 o≤¤u n2 � ªu n � × °酶试剂盒均购自南京建成

生物工程公司 ~亚硝酸钠 o国产分析纯 ∀

1 q2  实验动物

≥⁄大鼠 oy ∗ {月龄体重 vxs ∗ wxsª~合格证号 }≥≤ ÷ �tt2

ss2sss{ ~�≤ � 小鼠 }t{ ∗ uuªo合格证号 }≥≤ ÷ �k京l ussu2

sssv o均由北京维通利华实验动物技术有限公司提供 ∀

1 q3  实验仪器

≤∞��≠2 ∂ ∞� uus型全自动血球计数仪 o法国 � ≠ ≤∞�产

品 ~zuu型紫外分光光度计 o上海第三分析仪器厂产品 ∀

1 q4  小鼠常压密闭性缺氧存活时间测定≈w 

实验动物随机分 y 组 o即对照组 o���⁄× �ƒ {yx°ª#

®ª
p t组 ~wvv °ª#®ªp t组 !uty°ª#®ªp t组 ~���⁄× ⁄ yª#®ªp t

组 o�� ± ÷ • u qwª#®ªp t组 ∀预先灌胃给药 v§ot§剂量分上下

午两次给与 ∀对照给与等体积 s qx h ≤ � ≤ ∀第 w天上午给药

后 t«进行实验 ∀将小鼠放入容量为 uxs°�o底部备有钠石

灰的缺氧瓶内 o动物适应 ts°¬±后 o将瓶塞盖上 o造成密闭性

缺氧 o记录动物死亡时间 o从盖瓶塞到动物停止呼吸的持续

时间作为缺氧的存活时间 ∀

1 q5  小鼠亚硝酸钠中毒缺氧存活时间测定≈x 

分组与给药同前 ∀于末次灌胃后 t«o各组小鼠均 ¬³u h

亚硝酸钠 uss°ª#®ªp tks qt°�#tsªp tl o并立即记录小鼠的

存活时间 ∀

1 q6  小鼠急性脑缺血缺氧张口喘气时间测定≈y 及血象测定

分组与给药同前 ∀于末次灌胃后 t«o用大剪刀在耳下部

快速断头 o记录喘气时间 ∀收集血液用全自动血球计数仪测

定动物红细胞数量 !血红蛋白含量 !白细胞数量 !淋巴细胞数

量 !中间细胞数量及粒细胞数量等指标 ∀

1 q7  同源血粉所致大鼠多发性脑梗死模型的制备及该模型

脑脑匀浆 �⁄o�⁄� o�¤n2�n �×° 酶 o≤¤u n2 � ªu n �× ° 酶测

定

分组与给药 }实验动物随机分 z组 }假手术组 ~模型对照

组 ~���⁄× �ƒ大剂量 yts°ª#®ªp t组 ~vsx°ª#®ªp t组 !txv°ª

# ®ª
p t 组 ~ ���⁄× ⁄ wª# ®ª

p t 组 ~ �� ± ÷ • t qyª # ®ª
p t ∀

���⁄× �ƒ研细后用 s qx h ≤ � ≤ 配制 ∀动物给药 u§o每日剂

量分上下午两次给与 o假手术组和模型组给与同体积 ≤ � ≤ ∀

第 v天晨再给药一次后进行造模 ∀

同源血块制备 }在该批大鼠中取一只 o颈总动脉放血 o血

液 vz度放置 w{«至完全干燥 o将干燥血块置研钵中研细 o过

zx目筛 o所得干燥细小血块备用 o造模时用生理盐水配成

v h混悬液 ∀

多发性脑梗死模型造模 }将大鼠水合氯醛麻醉 o常规消

毒后颈正中切口 o分离暴露右侧颈总动脉 !颈内动脉 !颈外动

脉 !翼腭动脉 ∀首先在颈外动脉与颈内动脉分枝处近端以无

损伤动脉夹夹闭暂时阻断血流 o然后以动脉夹阻断翼腭动

脉 ∀之后以动脉夹暂时夹闭颈总动脉 o用 t°�玻璃注射器

吸取 v h血块生理盐水混悬液 s qx°�由颈总动脉穿刺缓慢

注射使血块进入颈内动脉 o抽出针头时在穿刺处涂抹少量医

用胶堵住伤口 o立即打开颈总动脉恢复血流供应使血块完全

被冲入颈内动脉 o确认颈总动脉和颈内动脉无出血后 o打开

颈外动脉和翼腭动脉恢复血流供应 ∀逐层缝合肌肉与皮肤 o

腹腔注射庆大霉素 ∀大鼠回笼饲养并与实验当晚和次日晨

各给药一次 ∀

取材 }造模后次日末次给药后 t«o将大鼠断头处死 o于冰

盘上迅速分离大鼠右侧脑 o去除溴球与低位脑干 o称重后 o以

生理盐水 tΒ|在冰水浴中匀浆制成 ts h脑匀浆 o每个标本分

装几份后 o低温冰箱冻存备用 ∀

生化指标测定 }取出匀浆化冻后 wsssµr°¬±得到匀浆上

清液 o按照试剂盒说明书所示方法 o采用发色底物法分别测

定 �⁄� 活性 !�⁄含量 !�¤n2�n �× ° 酶和 ≤¤u n2 � ªu n � × °

酶活性 ∀

2  结果

2 q1  ���⁄× �ƒ 对小鼠常压密闭性存活时间的影响

���⁄× �ƒ {yx owvv outy°ª#®ªp t连续 w§给药可明显延

长小鼠常压密闭状态下的存活时间k与对照组比较 Π � s q

sxl ∀结果见表 t ∀

2 q2  ���⁄× �ƒ 对小鼠亚硝酸钠中毒缺氧存活时间的影响

���⁄× �ƒ uty°ª#®ªp t连续 w§给药可明显延长小鼠亚

硝酸钠中毒缺氧存活时间k与对照组比较 Π � s qsx ~Π �

s qstl ∀结果见表 t ∀

2 q3  ���⁄× �ƒ对小鼠急性脑缺血缺氧张口喘气时间血象

的影响

���⁄× �ƒ {yx owvv outy°ª#®ªp t连续 w§给药可明显延

长正常小鼠的断头张口喘气时间k与对照组比较 Π� s qsx ~Π

� s qstl ∀结果见表 t ∀ ���⁄× �ƒ wvv°ª#®ªp t连续 w§给药

后小鼠血液中血红蛋白含量明显增高 !同时白细胞和淋巴细

胞数量也有所升高k与对照组比较 Π� s qsxl o结果见表 u ∀
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表 1  ���⁄× �ƒ对小鼠缺氧存活时间的影响 khξ ? σl

Ταβ 1  ∞©©̈ ¦·²© ���⁄× �ƒ ²± ¬̄√¬±ª·¬°¨¬± «¼³²¬¬¤ °¬¦̈khξ ? σl

组别 ν
剂量

k°ª#®ªp tl

常压密闭缺氧存活时间

k°¬±l

亚硝酸钠中毒缺氧存活

时间k°¬±l

断头张口喘气时间

k¶l

对照组 tv p vz qyt ? y q{z tz q{| ? u qz| us qv| ? s qzz

���⁄× �ƒ ts {yx w{ qss ? tv qxztl uu qws ? ts qvs ut qux ? s qzxul

ts wvv ww qts ? z qtwtl t| qy{ ? w qtw uu q{y ? w qtttl

ts uty w{ qts ? tt qsytl ut qtv ? v qyztl ut qx{ ? s qz|ul

���⁄× ⁄ ts ysss wy qvs ? ts qyutl t| qtw ? v qsz ut qxz ? t qs|ul

�� ± ÷ • ts uwss wx q{s ? | qzstl us qzv ? u qxvtl ut qwy ? t qtstl

注 }与对照组比 }tl Π� s qsx oul Π� s qst

�²·̈ }tl Π� s qsx oul Π� s qst ¦²°³¤µ̈§ º¬·«√ «̈¬¦̄¨ªµ²∏³

表 2  ���⁄× �ƒ对小鼠血象的影响khξ ? σl

Ταβ 2  ∞©©̈ ¦·²© ���⁄× �ƒ ²± «̈ °²¦¼·̈¬± °¬¦̈khξ ? σl

组别 ν
剂量

k°ª#®ªp tl

红细胞数

kt ≅ tstu#�p tl

血红蛋白

kª#�p tl

白细胞

kt ≅ ts|#�p tl

淋巴细胞

kt ≅ ts|#�p tl

对照组 tv p v qyu ? s qwz tuu qyz ? ts qzu v qzv ? u q{y u q|v ? t qyv

���⁄× �ƒ tu {yx v q{w ? s qwy tu| qxx ? z qwz y qwt ? w qyx w qt{ ? u qxv

tw wvv v q{y ? s qzw tvt quz ? { qustl y qtw ? u qyytl w qxw ? t q|vtl

tu uty v qys ? s qxu tuw qys ? tu q{t w quu ? t qws v qv| ? t qsw

���⁄× ⁄ tw ysss v qy| ? s qvz tvu qww ? x q{tul y qys ? t qzutl x qss ? s q{sul

�� ± ÷ • tv uwss w qvu ? s qzuul tuv qv| ? tv qtu z q{v ? u qzzul x qy| ? t qutul

注 }与对照组比 }tl Π� s qsx oul Π� s qst

�²·̈ }tl Π� s qsx oul Π� s qst ¦²°³¤µ̈§ º¬·«√ «̈¬¦̄¨ªµ²∏³

2 q4  ���⁄≠ �ƒ对多发性脑梗死大鼠脑匀浆 �� 含量 !�⁄�

活性 !�¤n2�n �× ° 酶活性及 ≤¤u n2 � ªu n � × ° 酶活性的影

响 ∀

造模后 uw«o模型大鼠脑组织中 �� 含量明显增加 o

�⁄� o�¤n2�n �×° 酶和 ≤¤u n2 � ªu n � × ° 酶活性明显降低

k与对照组比 Π� s qsx ~Π� s qstl o显示能量代谢出现异常 ∀

���⁄× �ƒ yts ovsx°ª#®ªp t组可显著降低多发性脑梗塞大

鼠脑组织中 �� 含量 o提高 �⁄� 活性 o提高 �¤n2�n �×°酶

活性 ~txv°ª#®ªp t也可提高 �⁄� 与 �¤n2�n �× °酶活性k与

模型组比较 Π� s qsx ~Π� s qstl ∀但 ���⁄× �ƒ 各剂量组对

≤¤u n2 � ªu n � × °酶活性无明显影响 ∀结果见表 v ∀

表 3  ���⁄×�ƒ 对多发性脑梗死大鼠脑匀浆 �⁄含量 !�⁄�活性 !�¤n2�n �×° 酶和 ≤¤u n2 �ªu n �×° 酶活性影响的影响 khξ ? σl

Ταβ 3  ∞©©̈¦·²© ���⁄×�ƒ ²± ¦²±·̈±·²©�� o¤¦·¬√¬·¼ ²©�⁄� o�¤n2�n �×°¤¶̈ ¤±§≤¤u n2 �ªu n �×°¤¶̈ ¬± � ≤�µ¤·¶ ±̈¦̈³«¤̄²±khξ ? σl

组别 ν
剂量

k°ª#®ªp tl

�⁄含量

k°°²̄#ªk³µ²l p tl

�⁄� 活性

kΛ#ªk³µ²l p tl

�¤n2�n �×°

k°°²̄ °¬#°ªk³µ²l
p t#«p tl

≤¤u n2 � ªu n �× °

k°°²̄ °¬#°ªk³µ²l
p t#«p tl

假手术 ts p s qvt ? s qsxtl t q{| ? s quvtl t qsz ? s quuul t qvx ? s qu|ul

模型 | p s qv{ ? s qsx t qzs ? s qtu s qyy ? s qux s q{x ? s quz

���⁄× �ƒ ts yts s qvt ? s qsytl t q{y ? s qt{tl s q|| ? s qvztl s q|{ ? s qvv

| vsx s qu| ? s qswul t q|u ? s quztl s q|u ? s quwtl s q{s ? s qux

| txv s qvy ? s qs{tl t q|| ? s qvutl t qsw ? s qu|ul s q|w ? s quz

���⁄× ⁄ | wsss s qws ? s qt| t q{s ? s qvx s q|{ ? s qvytl s q|u ? s qut

�� ± ÷ • ts tyss s qvw ? s qsv t q{x ? s qtxtl s q|y ? s qvy s q{x ? s qvz

3  讨论

脑缺血损伤时因为血流供应的减少而出现供氧减少而

出现明显缺氧 ∀缺氧对机体是一种劣性刺激 o影响机体的氧

化功能 o最终导致机体的脑等重要器官缺氧 o引起氧供能力

不足而死亡 ∀小鼠在密闭容器中受缺氧因素损害 o主要反应

在心和脑缺氧 ∀由于常压耐缺氧为非特异性缺氧 o实验结果

显示 ���⁄× �ƒ 显著地延长了小鼠的存活时间 o说明

���⁄× �ƒ对心脑缺氧缺血有改善作用 ∀在断头实验中 o脑

血液供应中断 o但脑中原有的血和营养物质尚能使脑功能维

持一段时间 o表现在小鼠规律地喘气 o而实验数据反映出

���⁄× �ƒ能明显延长小鼠的喘气时间 o说明其能减少脑耗

能耗氧 ∀亚硝酸钠为一种氧化剂 o进入体内可以使血红蛋白

中的二价铁氧化成三价铁 o丧失携带氧的能力 o使组织缺

氧≈y  o���⁄× �ƒ能一定程度延长中毒后小鼠存活时间 ∀说

明该药在血红蛋白携氧能力下降的情况下仍可以提高缺氧

的耐受力 ∀ ���⁄× �ƒ 对常压缺氧 o亚硝酸盐中毒和急性脑

缺血缺氧均有明显的拮抗作用 o提示该药可能具有提高机体

的血氧利用率 o降低机体的耗氧量 o增加动物血管动静脉血

氧量 o从而提高组织利用氧的能力 o促进对动物心脑等重要

器官的供氧需求 ∀减少因缺氧造成的氧供能力不足所致的
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动物死亡 o这对机体是一种有益的应激效应 o此种效应可有

效的降低组织细胞的氧化过程 ∀另外 o通过对小鼠外周血象

的观察发现 }���⁄× �ƒ能提高血液中血红蛋白含量 o并使白

细胞数 !淋巴细胞数有所增加 ∀因此 o���⁄× �ƒ 耐缺氧作用

可能与药物能提高机体血氧利用率 !增加心脑血流量提高血

供 o改善细胞代谢 !促进免疫 o从而改善机体缺氧状态有关 ∀

至于其具体的药效机制 o有待深入研究 ∀

脑缺血后最早受影响的是能量代谢耗竭 ∀脑内 �× °的

贮存是有限的 o一旦血流供应中止 ox ∗ z°¬±后 �× °贮库耗

竭 o脑组织神经细胞不能进行主动过程k如转运 !合成等l≈z  ∀

本研究结果表明 o在多发性脑梗死后 uw«后 o脑组织 �¤n2

�n �×° 酶 o≤¤u n2 � ªu n � × ° 酶活性均降低 o说明缺血 uw«

后 o脑组织能量代谢障碍 o细胞的主动转运功能受抑 ∀

���⁄× �ƒ防止缺血 uw«后脑组织 �¤n2�n �×°酶活性的降

低 o但对 ≤¤u n2 � ªu n � × °酶无明显影响 ∀脑缺血 !缺氧时 o细

胞无氧酵解增强 o产生大量的乳酸 ∀本研究结果表明 o在脑

缺血 uw«后 o脑匀浆 �� 含量显著增加 o而 �⁄� 活性显著降

低 ∀ ���⁄× �ƒ 可 明 显 抑 制 这 种 损 伤 型 变 化 ∀ 因 此

���⁄× �ƒ对缺血后脑组织的能量代谢具有一定的改善作

用 ∀由此推测这可能是 ���⁄× �ƒ 抗脑缺血损伤的作用机

制之一 ∀

综上所述 o���⁄× �ƒ 的脑保护作用可能与其通过不同

渠道改善机体脑组织利用氧的能力 o改善缺氧状态及对脑缺

血损伤后能量代谢状态的纠正有关 ∀
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脉法及游泳实验法 ∀结果  大豆苷元能显著延长常压耐缺氧条件下小鼠的存活时间 ~显著延长皮下注射异丙肾上腺素的小

鼠在常压缺氧条件下的生存时间 ~显著性延长断头小鼠的喘息时间 ~显著延长脑缺氧时间和游泳时间 ∀结论  大豆苷元具有

显著的耐缺氧作用 ∀
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