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刘寄奴醇提物抗局灶性脑缺血有效部位筛选研究 
  

龚雪媛，楼烨亮，黄真，钟晓明*
(浙江中医药大学，杭州 310053) 

 
摘要：目的  筛选刘寄奴醇提物抗局灶性脑缺血的有效部位。方法  将 ICR 小鼠随机分为假手术组、模型组、尼莫地平

组(10 mg·kg1)、刘寄奴醇提物石油醚萃取部位(部位Ⅰ)、刘寄奴醇提物乙酸乙酯萃取部位(部位Ⅱ)、刘寄奴醇提物正丁醇

萃取部位(部位Ⅲ)和刘寄奴醇提物剩余水层(部位Ⅳ)，其中部位Ⅰ~Ⅳ各设 3.25，6.50 g·kg1 2 个剂量组，于造模前连续给

药 7 d。采用改进的 Zea Longa 方法建立局灶性脑缺血动物模型。造模 6 h 后，测定小鼠神经功能评分、脑指数、脑含水

量、脑梗死体积及脑组织病理形态学等指标；分别采用黄嘌呤氧化酶法和硫代巴比妥酸法测定刘寄奴醇提物有效部位

3.25，6.50 g·kg1 剂量组脑组织中超氧化物歧化酶活性和丙二醛含量。结果  与模型组相比，部位Ⅰ、部位Ⅱ和部位Ⅲ均

能在不同程度上改善局灶性脑缺血引起的脑水肿，其中部位Ⅲ能显著降低小鼠神经功能评分、脑指数、脑含水量、脑梗

死体积(P<0.01 或 P<0.05)。病理组织切片显示，与模型组相比，部位Ⅲ能明显改善脑组织神经元核溶解程度、核体不规

则程度(P<0.01)。与模型组相比，部位Ⅲ 3.25，6.50 g·kg1 剂量组均能显著升高小鼠脑组织中超氧化物歧化酶活性(P<0.01，

P<0.05)，降低丙二醛含量(P<0.05)。结论  初步筛选出刘寄奴醇提物正丁醇萃取部位(部位Ⅲ)为刘寄奴抗局灶性脑缺血的

有效部位，其作用机制可能与其抗氧化损伤有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To screen the effective part of alcohol extract of Artemisia anomala S. Moore on anti focal 
cerebral ischemia. METHODS  ICR mice were randomly divided into sham operation group, model group, nimodipine group 
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(10 mg·kg1), petroleum ether extraction (part Ⅰ), ethyl acetate (part Ⅱ), n-butanol extract (part Ⅲ) and the remaining 

aqueous layer (part Ⅳ) of alcohol extract of Artemisia anomala S. Moore, parts Ⅰ~Ⅳ were divided into 3.25, 6.50 g·kg1 dose 

groups, continuous administration 7 d before modeling. The improved Zea Longa method was used to establish animal model of 
focal cerebral ischemia. After 6 h, the nerve function score, brain index, brain water content, infarct volume and pathological 

changes of brain tissue of mice were measured; 3.25, 6.50 g·kg1 dose groups of the effective part of alcohol extract of Artemisia 

Anomala S. Moore measured superoxide dismutase activity and malondialdehyde content in brain tissue by useing xanthine 

oxidase and thiobarbituric acid method. RESULTS  Compared with the model group, part Ⅰ, part Ⅱ and part Ⅲcould 

improve brain edema caused by focal cerebral ischemia in different degrees, and the part Ⅲ could significantly reduce nerve 

function score, brain index, brain water content and infarct volume in mice (P<0.01 or P<0.05). Pathological examination 

showed that compared with the model group, the part Ⅲ could significantly improve the degree of brain neuron nucleus 

dissolution and the extent of irregular nucleus(P<0.01). Compared with the model group, SOD activity of 3.25, 6.50 g·kg1 dose 

groups of the part Ⅲ in mice brain tissue significantly increased (P<0.01 or P<0.05), MDA levels significantly decreased 

(P<0.05). CONCLUSION  The main active part of alcohol extract of Artemisia anomala S. Moore on anti focal cerebral 

ischemia is n-butanol extract (part Ⅲ) after preliminary screening and its mechanism may be related with its antioxidant effects. 

KEY WORDS: Artemisia anomala S. Moore; each extraction part; focal cerebral ischemia; 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride; 
superoxide dismutase; malondialdehyde 

 

刘寄奴为菊科植物奇蒿 Artemisia anomala S. 

Moore 的干燥全草，味辛、微苦，性温，具有散瘀

止痛、疗伤止血、破血通经、消食化积等功效，

为中医临床常用活血化瘀药，在中药组方配伍中

常用于治疗脑溢血、冠心病、心绞痛等症[1-2]。现

代药理学研究发现，刘寄奴具有抗血小板聚集、

抗氧化、抗炎、镇痛保肝等作用[3]。本课题组通过

前期实验研究发现刘寄奴醇提物具有较好的抗局

灶性脑缺血的作用，故本实验通过研究刘寄奴醇

提物经石油醚、乙酸乙酯以及水饱和正丁醇梯度

萃取所得各萃取部位对大脑中动脉闭塞(middle 

cerebral artery occlusion，MCAO)模型小鼠的神经

功能评分、脑指数、脑含水量、脑梗死体积及脑

组织病理形态学等指标的影响，以筛选刘寄奴醇

提物抗局灶性脑缺血的有效部位，同时通过测定

刘寄奴醇提物有效部位给药组小鼠脑组织中超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活性和丙

二醛(malonaldehyde，MDA)含量，探究其可能的

作用机制，为今后治疗脑缺血新药物的开发奠定

实验基础。 

1  仪器与材料 

1.1  药品与试剂 

刘寄奴(购自杭州方回春堂中医门诊部，批号：

20150706，经浙江中医药大学陈锡林教授鉴定为

菊科植物奇蒿 Artemisia anomala S. Moore 的干燥

全草)；尼莫地平(拜耳医药保健有限公司，批号：

BJ18177，规格：30 mg)；总蛋白定量测试盒(考马

斯亮蓝法，批号：20150814)、超氧化物歧化酶(SOD)

试剂盒(批号：20150929)、丙二醛(MDA)试剂盒(批

号：20150906)均购自南京建成生物工程研究所。 

1.2  仪器 

FA1004 型电子天平(上海天平仪器厂)；HH 系

列数显恒温水浴锅 (上海红星仪器有限公司 )；

RE-52AA 旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂)；

HM560 冷冻切片机(赛默飞世尔科技有限公司)；

Pro200 型手持式精密组织匀浆器 (美国 PRO 

Scientific 有限公司)；Power Wave X340 型酶标仪

(美国 BioTek 仪器有限公司)。 

1.3  动物 

SPF 级 ICR 小鼠，♂，体质量 22~24 g，由浙

江中医药大学实验动物中心提供，动物合格证号：

2008001651959，动物许可证号：SCXK(沪)2013- 

0016。饲养环境温度为 22~25 ℃，相对湿度

45%~70%。喂以普通饲料，自由饮水。 

2  方法 

2.1  刘寄奴醇提物各萃取部位的制备 

根据前期实验研究，采用以刘寄奴总黄酮为

指标，正交试验得到的最佳提取工艺，进行刘寄

奴醇提物的制备。称取刘寄奴药材 100 g，用 75%

乙醇，料液比为 1∶15，浸泡 0.5 h 后，水浴回流

提取 2 次，每次 2.5 h，合并 2 次醇提物。将醇提

物依次用石油醚、乙酸乙酯、水饱和正丁醇分别

萃取 3 次，得到各萃取部位。其中部位Ⅰ(石油醚

萃取部位 0.401 8 g，收率 0.4%)，部位Ⅱ(乙酸乙

酯萃取部位 1.433 3 g，收率 1.43%)、部位Ⅲ(正丁

醇萃取部位 2.089 1 g，收率 2.09%)、部位Ⅳ(剩余
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水层 7.630 8g，收率 7.63%)，分别将各部位研细，

加生理盐水稀释至一定浓度，4 ℃冰箱保存备用。 

2.2  动物分组与 MCAO 模型制备 

将 ICR 小鼠随机分成 11 组，每组 8 只，即假

手术组、模型组、尼莫地平组(10 mg·kg1)、部位

Ⅰ组、部位Ⅱ组、部位Ⅲ组和部位Ⅳ组，其中部

位Ⅰ~Ⅳ组各设 3.25、6.50 g·kg1 2 个剂量组，假

手术组和模型组给予同等体积的生理盐水。每日

给药 1 次，连续给药 7 d 后，进行造模实验。术前

小鼠禁食不禁水 12 h，参考改进的 Zea Longa 等[4]

的方法采用线栓法制备小鼠 MCAO 模型，以小鼠

清醒后出现左侧 Horner 征及对侧以前肢为主的瘫

痪，神经行为学评分在 1~3 分为模型成功的判断

标准。 

2.3  神经功能评分 

小鼠造模 6 h 后，参照 Bederson[5]确立的 5 级

评分法，对小鼠的神经功能进行评分。评分在 1~3

级者定为造模成功小鼠，0 级和 4 级者弃去。 

2.4  脑含水量、脑指数的测定 

采用干、湿比重法[6]。小鼠造模 6 h 后断头取

脑，生理盐水冲洗，滤纸吸干。用电子天平称取

脑组织湿重，然后将脑组织置入电热恒温烘箱

(100±2)℃中烘干至恒重，称取干重。脑指数及脑

含水量计算公式：脑含水量=(湿重干重)/湿重×

100%；脑指数=脑湿重/体质量×100%。 

2.5  脑梗死体积的测定 

小鼠造模 6 h 后，迅速断头取脑，生理盐水冲

洗干净，滤纸吸干，放入20 ℃冰箱冷冻 12 min，

冠状切 4 刀，共 5 片，迅速将脑片置于 5 mL 含

2%TTC 的磷酸缓冲溶液中， 37 ℃避光温孵

10 min，4%多聚甲醛固定，数码相机拍照，Med 

Brain 2.0 系统测量脑缺血体积[7]，并计算脑梗死体

积：脑梗死体积/%=脑缺血体积/全脑体积×100%。 

2.6  脑组织病理形态学观察  

小鼠造模 6 h 后，迅速断头取脑，冰冻切片机

切片，片厚 8 μm，常规苏木精-伊红染色，中性树

胶封片，光学显微镜下观察脑组织的病理形态学

变化，每张切片随机选择 3 个 400 倍镜视野对形

态完整的大脑皮质神经细胞的数量进行分析[8-9]。 

2.7  脑组织中 SOD 活性及 MDA 含量的测定 

小鼠造模 6 h 后，迅速断头取脑，生理盐水冲

洗干净，滤纸吸干，称重，加入 9 倍量体积的生

理盐水，在冰水浴条件下用生理盐水制成 10%脑

组织匀浆液。按蛋白定量试剂盒、SOD 试剂盒和

MDA试剂盒说明书操作，分别测定脑组织中蛋白、

SOD 活性和 MDA 含量。 

2.8  统计学处理 

实验结果均采用 sx  表示，数据用 SPSS 17.0

软件进行统计分析，计量资料采用单因素方差分

析，P<0.05 为有统计学意义。 

3  结果 

3.1  对 MCAO 模型小鼠神经功能评分、脑含水

量、脑指数及脑梗死体积的影响 

与假手术组相比，模型组小鼠神经功能评分、

脑含水量、脑指数及脑梗死体积均显著升高

(P<0.01 或 P<0.05)，表明造模成功。与模型组相

比，尼莫地平组和部位Ⅲ 3.25，6.50 g·kg1 剂量

组均能使小鼠神经功能评分、脑含水量及脑梗死

体积均显著降低(P<0.01 或 P<0.05)，尼莫地平组

与部位Ⅲ 6.50 g·kg1 剂量组的脑指数均显著降低

(P<0.05)，部位Ⅰ 6.50 g·kg1 剂量组、部位Ⅱ 

6.50 g·kg1 剂量组的脑含水量、脑梗死体积均显著

降低(P<0.01 或 P<0.05)，脑梗死体积变化见图 1。

表明部位Ⅰ、部位Ⅱ、部位Ⅲ均能在不同程度上

改善局灶性脑缺血引起的脑水肿，其中部位Ⅲ对

局灶性脑缺血引起的脑水肿的改善作用较为明

显，结果见表 1。 

3.2  对 MCAO 模型小鼠脑组织病理形态学的影响 

假手术组脑组织神经元及神经胶质结构正

常，神经细胞排列有序，层次清晰，细胞形态正

常，核仁明显可见，未见神经细胞变性坏死及炎

细胞浸润等明显病理变化。与假手术组相比，模

型组脑组织神经元结构模糊、构型紊乱，尼氏体

消失或减少，出现不同程度的核深染、核固缩、

核体不规则。与模型组相比，部位Ⅱ和部位Ⅲ对

MCAO 模型小鼠脑组织病理形态均有不同程度的缓

解作用，其中部位Ⅲ对脑组织神经元核溶解程度、

核体不规则程度有明显的改善作用。结果见图 2。 

定量分析形态完整的大脑皮质神经细胞数量

的结果显示，与假手术组相比，模型组大脑皮质

神经细胞数量显著减少(P<0.01)。与模型组相比，

尼莫地平组、部位Ⅱ 6.50 g·kg1 剂量组及部位Ⅲ

3.25，6.50 g·kg1 剂量组大脑皮质神经细胞数量均

显著增加(P<0.01 或 P<0.05)，结果见表 1。 
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表 1  刘寄奴醇提物各萃取部位对 MCAO 模型小鼠神经功能评分、脑含水量、脑指数、脑梗死体积及大脑皮质神经细胞

数量的影响( sx  ，n=8) 

Tab. 1  Effects of each extraction part of alcohol extract of Artemisia Anomala S. Moore on nerve function score, brain index, 

brain water content, infarct volume and neurons number of cerebral cortex of middle cerebral artery occlusion in mice( sx  , n=8) 

组 别 剂量/g·kg1 神经功能评分 脑含水量/% 脑指数 脑梗死体积/% 大脑皮质神经细胞数量/个 

假手术组   0.00±0.002)  78.90±0.012)  1.32±0.071) 0.00±0.002)  84.50±5.242) 

模型组  2.75±0.46 81.99±0.01 1.45±0.07 33.61±5.18 54.25±6.23 

尼莫地平组 0.01  1.88±0.691)  80.32±0.011)  1.41±0.051)  19.58±4.352)  68.38±8.032) 

刘寄奴部位Ⅰ 3.25 2.31±0.53 81.30±0.01 1.43±0.08  30.88±6.77 54.75±7.74 

 6.5 2.19±0.53  80.66±0.011) 1.43±0.11  23.55±0.651) 56.13±9.05 

刘寄奴部位Ⅱ 3.25 2.25±0.71  80.92±0.011) 1.44±0.06 27.22±7.83  58.13±11.73 

 6.50 2.19±0.86  80.61±0.012) 1.43±0.11  22.56±1.941)  68.63±7.311) 

刘寄奴部位Ⅲ 3.25  2.31±0.461)  80.88±0.011) 1.41±0.08  22.92±2.181)  65.13±5.412) 

 6.50  2.13±0.831)  79.94±0.012)  1.37±0.071)  21.75±4.222)  70.75±6.632) 

刘寄奴部位Ⅳ 3.25 2.63±0.52 80.78±0.01 1.44±0.09 30.90±5.33 61.88±5.54 

 6.50 2.50±0.76 80.71±0.01 1.41±0.10 24.63±4.85 62.00±9.44 

注：与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 
图 1  刘寄奴醇提物各萃取部位对 MCAO 模型小鼠脑梗死体积的影响(TTC 染色) 

A假手术组；B模型组；C尼莫地平 10 mg·kg1 组；D~K依次为刘寄奴醇提物萃取部位Ⅰ~Ⅳ 3.25，6.50 g·kg1 剂量组。 

Fig. 1  Effects of each extraction part of alcohol extract of Artemisia Anomala S. Moore on infarct volume of middle cerebral 
artery occlusion in mice (TTC staining) 
Asham-operation group; Bmodel group; Cnimodipine 10 mg·kg1 dose group; D~Krepresent successively extraction part ⅠⅣ 3.25, 6.50 g·kg1 

dose group of Artemisia Anomala S. Moore. 

 

图 2  刘寄奴醇提物各萃取部位对 MCAO 模型小鼠脑组织顶叶皮层病理形态学的影响(HE 染色，400×) 

A假手术组；B模型组；C尼莫地平 10 mg·kg1 组；D~K依次为刘寄奴醇提物萃取部位Ⅰ~Ⅳ 3.25，6.50 g·kg1 剂量组。 

Fig. 2  Effects of each extraction part of alcohol extract of Artemisia Anomala S. Moore on pathological changes of brain 

parietal cortex of middle cerebral artery occlusion in mice (HE staining 400×) 

Asham-operation group; Bmodel group; Cnimodipine 10 mg·kg1 dose group; D~Krepresent successively extraction part Ⅰ~Ⅳ 3.25, 6.50 g·kg1 dose 

group of Artemisia Anomala S. Moore. 

3.3  对 MCAO 模型小鼠脑组织中 SOD 活性及

MDA 含量的影响 

根据“3.1”和“3.2”的实验结果，初步筛选

出部位Ⅲ为刘寄奴醇提物抗局灶性脑缺血作用的

有效部位，探究其对 MCAO 模型小鼠脑组织中

SOD 活性及 MDA 含量的影响。与假手术组相比，

模型组小鼠脑组织中 SOD 活性显著降低(P<0.05)，

MDA 含量显著升高(P<0.01)。与模型组相比，尼

莫地平组与部位Ⅲ 3.25，6.50 g·kg1 剂量组脑组织

中 SOD 活性均显著升高(P<0.01 或 P<0.05)，MDA
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含量均显著降低(P<0.05)，结果见表 2。 

表 2  刘寄奴醇提物正丁醇萃取部位(部位Ⅲ)对 MCAO 模

型小鼠脑组织 SOD 活性及 MDA 含量的影响(n=8, sx  ) 

Tab. 2  Effects of n-butanol extract (part Ⅲ) of alcohol 

extract of Artemisia Anomala S. Moore on superoxide 
dismutase activity and malondialdehyde content of brain 

tissue of middle cerebral artery occlusion in mice(n=8, sx  ) 

组 别 
剂量/ 

g·kg1 

SOD 活性/ 

U·mgprot1 

MDA 含量/ 

nmol·mgprot1

假手术组   13.24±1.671) 3.76±0.592) 

模型组  11.75±1.61 5.86±0.92 

尼莫地平组 0.01  14.73±2.091) 5.09±0.361) 

刘寄奴部位Ⅲ低剂量组 3.25  14.17±1.581) 4.43±0.671) 

刘寄奴部位Ⅲ高剂量组 6.50  14.88±1.792) 4.28±1.391) 

注：与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

4  讨论 

大脑中动脉是临床上缺血性脑血管病的易患

部位，血管闭塞造成局部脑血流循环障碍。小鼠

大脑中动脉闭塞模型是现在普遍应用的标准局灶

性脑缺血的动物模型，其成功率高，梗死范围稳

定，损伤小，且小鼠脑动脉环的组成和脑血管解

剖特点与人类相接近，是适合于长期对脑缺血疾病

研究的模型[10-11]。故本实验采用小鼠大脑中动脉闭

塞模型就刘寄奴醇提物各萃取部位对 MCAO 模型

小鼠神经功能评分、脑含水量、脑指数、脑梗死

体积及脑组织病理形态学变化等指标进行研究。

实验结果表明，与模型组相比，部位Ⅰ、部位Ⅱ

和部位Ⅲ均能在不同程度上改善局灶性脑缺血引

起的脑水肿，其中部位Ⅲ能显著降低小鼠神经功

能评分、脑含水量、脑梗死体积，明显改善脑组

织神经元核溶解程度、核体不规则程度。因此，

通过本实验初步筛选出刘寄奴醇提物抗局灶性脑

缺血的有效部位为正丁醇萃取部位(部位Ⅲ)。 

SOD 是体内十分重要的抗氧化酶，分布于全

身各组织中，可与超氧阴离子反应形成过氧化氢，

再由过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶转变成

水，从而使自由基清除，保护细胞免受损害，其

活性的高低反映了机体抗氧化能力的强弱[12]。缺

血性脑损伤后，SOD 可减轻缺血性脑组织水肿，

降低血脑屏障的通透性。而 MDA 作为氧自由基与

生物膜不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的代谢

产物，间接反映了机体自由基产生的量和体内脂

质过氧化反应的程度，MDA 的量常可反映机体内

脂质过氧化的程度 [13]。本实验通过测定部位Ⅲ

3.25，6.50 g·kg1 剂量组对 MCAO 模型小鼠脑组织

SOD 活性及 MDA 含量的影响，以初步探究其抗

局灶性脑缺血的作用机制。实验结果显示，刘寄

奴醇提物正丁醇萃取部位(部位Ⅲ)可通过提高脑

组织抗氧化能力，抑制其脂质过氧化物的产生，

从而起到抗局灶性脑缺血的作用。 

缺血性中风是由于瘀阻饮停阻碍气机，清窍

闭塞，脑髓失养，脉络不通所致，以突然昏迷、

不省人事、伴有口眼歪斜、半身不遂等为主要表

现的临床上最常见的急症[14]。活血化瘀是中医上

治疗脑中风十分有效而常规的方法。现代药理研

究发现，活血化瘀中药具有减轻脑水肿，保护脑

组织神经元，改善脑功能，清除自由基，抗脂质

过氧化等作用[15]。刘寄奴作为临床上常用的活血

化瘀药，其在临床应用中活血化瘀疗效较为显著，

且价格低廉，资源丰富，具有广阔的开发应用前

景[16]。本实验通过研究刘寄奴醇提物各萃取部位

抗局灶性脑缺血的作用，初步筛选出刘寄奴醇提

物正丁醇萃取部位(部位Ⅲ)为刘寄奴醇提物抗局

灶性脑缺血的有效部位，其抗局灶性脑缺血的作

用机制可能与其抗氧化作用有关，为进一步研究

刘寄奴醇提物抗局灶性脑缺血的作用机制奠定基

础，为今后刘寄奴在治疗脑缺血中的开发利用奠

定实验基础。 
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鬼臼毒素聚合物胶团对人胶质瘤细胞的抑制作用 
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摘要：目的  合成鬼臼毒素聚合物胶团，评价其对人胶质瘤细胞的增殖抑制作用。方法  制备鬼臼毒素聚合物胶团，考

察其理化性质，通过肿瘤细胞摄取实验，噻唑蓝(MTT)法检测其对 U87 细胞的增殖抑制作用。结果  鬼臼毒素聚合物胶

团比游离药物鬼臼毒素对人胶质瘤细胞有更大的增殖抑制作用，显著增加肿瘤细胞内的药物浓度。结论  鬼臼毒素聚合

物胶团对人脑胶质瘤细胞增殖有明显的抑制作用。 
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Antitumor Activity of Stearic Acid Grafted Chitosan Oligosaccharide Polymeric Micelles Loading 
Podophyllotoxin Against Human Glioma Cells  
 
WANG Genghuan1, SHEN Heping1, JIN Chengsheng1, HUANG Xuan2, JIANG Xiaohong2, CHU Zhengmin1*, 
WANG Yifei1(1.The Second Affiliated Hospital of Jiaxing University, Jiaxing 314000, China; 2.Medical College of Jiaxing 

University, Jiaxing 314001, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of stearic acid grafted chitosan oligosaccharide polymeric micelles 
loading podophyllotoxin(CSO-SA/PPT) on the cell proliferation in human glioma cells. METHODS  CSO-SA/PPT were 
prepared to investigate its physical and chemical properties. U87 cell proliferative activity was measured by tumor cell uptake 
assay and MTT assay. RESULTS  The CSO-SA/PPT had greater inhibition on human glioma cells proliferation compared with 
free podophyllotoxin formulation. And in vitro drug uptake tests showed that CSO-SA/PPT presented more uptake characteristics 
than free podophyllotoxin. CONCLUSION  CSO-SA/PPT plays an inhibitory role in the cell proliferation in human glioma cells. 
KEY WORDS: podophyllotoxin; polymeric micelle; antitumour activity; human glioma cells 
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