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实验研究

七十味珍珠丸对局灶性脑缺血大鼠脑组织中

ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ的影响
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摘要　目的：观察七十味珍珠丸对永久性大脑中动脉阻塞（ＰｅｒｍａｎｅｎｔＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＰＭＣＡＯ）大鼠脑组织中超
氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）及丙二醛（Ｍａｌｅｉｃｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量的影响，初步探
讨其脑保护作用机制。方法：取ＳＤ大鼠用线栓法制备ＰＭＣＡＯ模型。观察七十味珍珠丸对大鼠脑梗死体积、脑组织中超ＳＯＤ、
ＣＡＴ及ＭＤＡ含量的影响。结果：与ＰＭＣＡＯ模型组比较，七十味珍珠丸高、低剂量组大鼠脑梗死体积都有不同程度的减小（Ｐ＜
００１或Ｐ＜００５），脑组织中ＳＯＤ、ＣＡＴ含量都有所升高，ＭＤＡ含量有不同程度下降（Ｐ＜００１）。结论：七十味珍珠丸可能通过
有效地增强内源性抗氧化酶清除自由基的能力、减轻脑组织脂质过氧化损伤来实现脑保护作用的。
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　　缺血性脑损伤病理过程涉及钙超载、氧化应激、炎
症级联反应、兴奋性氨基酸毒性、神经元细胞凋亡等，

越来越多的研究表明，氧化应激在缺血性脑损伤的病

理生理机制中发挥了重要的作用。氧化应激是指机体

在遭受各种有害刺激时，机体内自由基的产生和内源

性抗氧化系统（超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物

酶、过氧化氢酶、细胞色素氧化酶等）之间的严重失衡，

导致氧自由基在机体蓄积而引起细胞毒性反应，从而

导致组织损伤的过程［１］。而自由基反应参与了脑缺血

后神经细胞的损害过程，是导致迟发性神经元损伤的

核心环节。七十味珍珠丸（Ｒａｎｎａｓａｎｇｐｅｉ）由金、银、珍

珠、蓝宝石、玛瑙、麝香、天然牛黄等７０味天然动、植、
矿物类药经煮、烧、泡等特殊的加工方法精制而成。含

有较高的铁、镁、铜、铬、锌以及锰等微量元素［２］。而这

些微量元素参与构成了抗氧化系统中许多酶的活性中

心，由此猜想七十味珍珠丸应该具有抗氧化损伤的作

用。本次实验意在通过观察七十味珍珠丸对于局灶性

脑缺血大鼠脑梗死体积、脑组织中 ＳＯＤ、ＣＡＴ及 ＭＤＡ
含量的影响来验证上述猜想是否成立。

１　材料与方法
１１　实验药品　七十味珍珠丸由北京藏医院提供，批
号：２０１３０１０９。维脑路通片（曲克芦丁片）由亚宝药业
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集团股份有限公司生产，批号：２０１３０７０１。
１２　实验动物　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ８０只，体重 ２３０～
２５０ｇ，雌雄各半，由广州中医药大学实验动物中心提
供，合格证号：４４００５９０００００２８５。
１３　实验试剂　氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）购于 Ｓｉｇｍａ
公司。大鼠 ＳＯＤ、ＣＡＴ及 ＭＤＡ的 ＥＬＩＳＡ试剂盒均购
自广州拓科达生物科技有限公司。

１４　主要仪器　Ｔｈｅｒｍｏ酶标仪、２Ｋ－１５低温离心机
等均由南方医科大学生命科学楼解剖教研室提供。

１５　实验方法
１５１　动物分组、给药剂量及方式　购买２３０～２５０ｇ
ＳＤ大鼠８０只，随机分成两批，每批随机分成５组，即
假手术组，ＰＭＣＡＯ模型组；七十味低剂量组（１６６ｍｇ／
ｋｇ·ｄ）；七十味高剂量组（６６４ｍｇ／ｋｇ·ｄ）；维脑路通组
（５０ｍｇ／ｋｇ·ｄ），每组各８只大鼠。每天灌胃给药１次
（按体表面积法），连续１４ｄ，于造模前１ｈ给药１次，
给药剂量及途径同前。假手术组和 ＰＭＣＡＯ模型组用
蒸馏水灌胃。

第一批：进行脑梗死体积检测（脑片 ＴＴＣ染色及
脑梗体积百分比计算）。第二批：测定大鼠脑组织中

ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＭＤＡ的含量。
１５２　建立 ＰＭＣＡＯ模型　采用改良后的 ＺｅａＬｏｎｇａ
模型［３］制作方法。实验动物以１０％的水合氯醛（０３２
ｍＬ／１００ｇ）腹腔麻醉后，仰卧固定于手术台上，颈部正
中切开皮肤及浅筋膜，钝性分离胸锁乳突肌与胸骨舌

骨肌，暴露右侧颈总动脉（ＣｏｍｍｏｎＣａｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｙ，
ＣＣＡ），沿着颈总动脉快速分离劲外动脉（ＥｘｔｅｒｎａｌＣａ
ｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ）和颈内动脉（ＩｎｔｅｒｎａｌＣａｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｙ，
ＩＣＡ）。电凝联系 ＥＣＡ与 ＩＣＡ之间的动脉。在右 ＥＣＡ
主干的远心端１５ｃｍ处结扎，提拉 ＥＣＡ残端的结扎
线，用微型血管夹在ＣＣＡ分出ＥＣＡ处，将ＥＣＡ临时夹
闭，在血管夹与 ＥＣＡ残端之间结扎一道缝合线，不打
紧。在ＥＣＡ远心端死结与近心端活结之间开一小口，
用制备好的直径为０２１ｍｍ线栓沿ＥＣＡ插入，扎紧缝
合线，绑住线栓，同时松开微型血管夹。当线栓头端进

到ＩＣＡ与ＥＣＡ的分叉处。剪断开口上端的ＥＣＡ，使线
栓掉头进入右 ＩＣＡ，避开翼颚动脉（ＰｔｅｒｙｇｏｐａｌａｔｉｎｅＡｒ
ｔｅｒｙ，ＰＰＡ），待线栓标记点（距线栓顶端１８ｍｍ处做标
记）进到分叉内，有阻挡感时，扎紧线栓，缝合切口。在

插线的过程中要注意手感，当遇到阻力时不要用蛮劲

插入，当线栓弯曲时要更换，手法要轻柔、迅速。假手

术组：只是不插入线栓，其他步骤与上述步骤相同。模

型成功标准：手术清醒后 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分［４］≥ｌ分者，认
为造模成功，可作为实验纳入患者。

１６　观测指标
１６１　脑组织ＴＴＣ染色及梗死体积测定　第一批各
组大鼠手术２４ｈ后断头处死，在生理盐水冰盘上快速
剥离出脑组织，放于 －２０℃冰箱冻至适当硬度，去除
嗅球、小脑和低位脑干，其余以２ｍｍ间隔行连续冠状
切片共６片，放入２％氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）磷酸盐
缓冲液中（ｐＨ＝７４）中，３７℃水孵育恒温箱内避光孵
育３０ｍｉｎ后，置于４％多聚甲醛中固定２４ｈ后观察，正
常脑组织着玫瑰红色，梗死脑组织呈苍白色。将切片

扫描入扫描仪中，保存图像。运行 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４５
（ＩＰＰ）图像处理软件，计算脑梗死面积及层面总面积，
应用公式：Ｖ＝（Ａ１＋…Ａｎ）ｔ（Ｖ：梗死体积或全脑体积，
ｔ：切片厚度，Ａ：各切片梗死面积或总面积）计算出脑梗
死体积及全脑体积，用脑梗死体积百分比（脑梗死体

积／全脑体积）来表示脑组织坏死程度。
１６２　脑组织中 ＳＯＤ、ＣＡＴ及 ＭＤＡ的测定　第二批
各组大鼠手术２４ｈ后断头处死，同时在冰上取脑，取
新鲜右侧半脑组织，称重；用吸管吸取预冷的１０倍于
组织块重量的匀浆介质（冷 ＰＢＳｐＨ＝７４），加入玻璃
匀浆管，眼科小剪剪碎组织块；将剪碎的组织倒入玻璃

匀浆管中，放入冰水混合的大烧杯中，超声组织匀浆器

制成１０％的脑组织匀浆液，将匀浆液以３０００ｒ／ｍｉｎ，
离心２０ｍｉｎ；取上清液，分装置 －２０℃保存，按 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书测定ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＭＤＡ的含量。
１７　统计学处理　用 ＳＰＳＳ１３０版统计软件进行统
计，数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单
向方差分析，组间两两比较方差齐时用 ＬＳＤ检验，方
差不齐时用Ｄｕｎｎｔｔ’ｓＴ３检验。

图１　ＴＴＣ染色情况比较（０：假手术组；１：七十味低剂量组；
２：七十味高剂量组；３：维脑路通组；４：ＰＭＣＡＯ模型组）

２　结果
２１　各组脑梗死体积比较（见图１、表１）　假手术组
大鼠脑梗死体积测定均为０，即无梗死灶。而 ＰＭＣＡＯ
模型组大鼠右半脑出现较大面积的白色梗死灶（Ｐ＜
００１）。与ＰＭＣＡＯ模型组比较，七十味高、低剂量组
和维脑路通组大鼠脑梗死体积都有不同程度的减小

（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）。七十味高剂量组大鼠脑梗死
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体积显著小于维脑路通组（Ｐ＜００１）。而七十味低剂
量组大鼠脑梗死体积与维脑路通组相比无统计学意

义。

２２　各组ＳＯＤ、ＣＡＴ及ＭＤＡ含量比较（见表２、表３）
与假手术组比较，ＰＭＣＡＯ模型组大鼠脑组织中

ＳＯＤ、ＣＡＴ含量明显下降，而 ＭＤＡ含量显著升高（Ｐ＜
００１）。与ＰＭＣＡＯ模型组比较，七十味高、低剂量组
和维脑路通组大鼠脑组织中 ＳＯＤ、ＣＡＴ含量都有所升
高，ＭＤＡ含量有不同程度下降（Ｐ＜００１），其中以七十
味高剂量组更为显著。而七十味低剂量组大鼠脑组织

中ＳＯＤ、ＣＡＴ及ＭＤＡ含量与维脑路通组相比差异均无
统计学意义。

表１　各组大鼠ＰＭＣＡＯ后脑梗死体积的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 剂量（ｍｇ／ｋｇ·ｄ） 脑梗死体积（％）

假手术组 ８ 蒸馏水 ０００００±００００００
ＰＭＣＡＯ模型组 ８ 蒸馏水 ５４４７００±６０２０４０Δ

七十味低剂量组 ８ １６６ ４０４５５０±８０４１９３

七十味高剂量组 ８ ６６４ ２７４４７５±７２７８０１ΔΔ

维脑路通组 ８ ５０ ４１１３２５±４１２６３８

　　注：与假手术组比较，ΔＰ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜

００１；与维脑路通组比较，ΔΔＰ＜００１。

表２　各组大鼠ＰＭＣＡＯ后脑组织中ＳＯＤ、ＣＡＴ及ＭＤＡ含量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 剂量（ｍｇ／ｋｇ·ｄ） ＳＯＤ（Ｕ／Ｌ） ＣＡＴ（Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／Ｌ）

假手术组 ８ 蒸馏水 １３９１９７９±３１８７６２ ２２０６３±００６１２６ １９５１５±００４１０２
ＰＭＣＡＯ模型组 ８ 蒸馏水 １００９７２９±３４７２４９▲▲ １５３０６±００７１６３▲▲ ２８５１１±００９８７６▲▲

七十味低剂量组 ８ １６６ １０８５８８６±２６５９０２ １６４１５±００９４１３ ２６３６８±００９３９３

七十味高剂量组 ８ ６６４ １２２５１８８±２９４９４９ΔΔ １９１６８±００７６６２ΔΔ ２３３８１±００８３４９ΔΔ

维脑路通组 ８ ５０ １０９２３３５±４３９３１２ １６７９４±００５１０２ ２５７０８±００８８０５

　　注：与假手术组比较，▲▲Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００１；与维脑路通组比较，ΔΔＰ＜００１。

３　讨论
大脑中动脉（ＭＣＡ）是人类脑卒中的好发部位，线

栓法造成大脑中动脉闭塞（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃ
ｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型被认为是局灶性脑缺血的标准动
物模型［５］。由于大鼠脑血管解剖结构和功能与人类

相近似，种内纯合性好，便于进行统计学处理，所以常

被用做脑缺血的实验动物模型。其中永久性大脑中动

脉阻塞（ＰｅｒｍａｎｅｎｔＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ＰＭＣＡＯ）模型具有制作简单、成功率高、术后感染少、
结果稳定等特点，入选为本次实验患者。

氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）是呼吸链中吡啶－核苷
结构酶系统的质子受体，与正常组织中的脱氢酶反应

而呈红色，而缺血组织因脱氢酶活性下降，不能反应而

呈苍白色［６］。本实验观察到假手术组大鼠冠状脑组

织切面呈均一深红色，即无梗死灶。而 ＰＭＣＡＯ模型
组脑组织ＴＴＣ处理后均见到右侧半球自颞顶皮层至
基底节区有较大面积的白色梗死灶（Ｐ＜００１），未缺
血组织呈深红色，说明脑缺血造成了脑组织大面积坏

死，坏死区与 ＭＣＡ支配的脑区一致，模型制作成功。
与ＰＭＣＡＯ模型组比较，七十味高、低剂量组大鼠脑梗
死体积都有不同程度的减小（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５），
以七十味高剂量组更为显著，说明七十味珍珠丸可减

小大鼠ＰＭＣＡＯ后脑梗死体积，抑制缺血造成的脑损
伤，具有较好的脑保护作用，其中高剂量作用显著。

自由基广泛存在于生物体内，正常情况下参与药

物及毒物的降解，杀灭细菌，调节免疫功能，而体内存

在许多内源性抗氧化系统（超氧化物歧化酶、谷胱甘

肽过氧化物酶、过氧化氢酶、细胞色素氧化酶等）可以

清除自由基，使自由基的生成与清除处于动态平衡，对

机体并无有害影响。由于脑缺血时产生大量自由基，

远远超过自身内源性抗氧化系统的清除能力，导致大

量毒性自由基在组织细胞内堆积，表现为：１）使脂质
过氧化，破坏细胞膜；２）使蛋白质变性；３）使 ＤＮＡ突
变；４）ＲＮＡ大分子损伤。

而ＳＯＤ是体内重要的抗氧化酶，属于金属酶，当
体内氧自由基（ＯｘｙｇｅｎＦｒｅｅＲａｄｉｃａｌｓ，ＯＦＲ）生成增多
时，可与超氧阴离子反应生成过氧化氢，再由过氧化氢

酶和谷胱甘肽过氧化酶转变为水，从而清除 ＯＦＲ，保
护细胞免受损伤［７］。ＣＡＴ是一种酶类清除剂，是以铁
卟啉为辅基的结合酶。它可促使自由基 Ｈ２Ｏ２分解为
分子氧和水，清除体内的 Ｈ２Ｏ２，从而使细胞免于遭受
Ｈ２Ｏ２的毒害

［８］，是生物防御体系的关键酶之一。

ＭＤＡ是机体脂质过氧化反应的最终产物，其含量可以
反映组织中自由基的含量和组织细胞受到自由基攻击

即脂质过氧化反应的程度［９］。

与假手术组比较，ＰＭＣＡＯ模型组大鼠脑组织中
ＳＯＤ、ＣＡＴ含量明显下降，而 ＭＤＡ含量显著升高（Ｐ＜
００１），说明脑缺血造成了自由基的堆积，引起脑组织
脂质过氧化反应加强，消耗了过多的内源性抗氧化酶，

氧化－抗氧化平衡被打破，机体抗自由基能力下降，脑
组织损伤加重。与ＰＭＣＡＯ模型组比较，七十味高、低

（下接第３５４页）
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免疫，对实验性溃疡性结肠炎具有一定的治疗作

用［１５］。从中不难发现：肥胖发病时，机体内具有促进

胆汁分泌、促进脂肪消化吸收作用的胆汁酸含量会显

著降低。

综上所述初步推测：过食高脂厚味会加重胆调节

脂质代谢的负担，致使胆道功能紊乱，突出表现为胆汁

分泌量减少，胆汁分泌不畅，并进一步可造成机体内中

具有利胆、促进脂肪代谢作用的胆汁酸组分含量减少，

长此以往，体内脂类长期代谢失衡，日久积聚，发为肥

胖。此乃胆道不利为肥胖发病之中心环节的内在依

据。本研究从实验角度初步揭示了胆道不利与肥胖发

病的关联，随着后续对胆汁酸特性及作用机制的进一

步探索，必将为肥胖的防治提供新的思路和方法。
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剂量组大鼠脑组织中ＳＯＤ、ＣＡＴ含量都有所升高，ＭＤＡ
含量有不同程度下降（Ｐ＜００１），其中以七十味高剂量
组更为显著；再加之，七十味珍珠丸所含的铁、镁、铜、

铬、锌以及锰等微量元素参与构成了抗氧化系统中多种

酶的活性中心（其中锌、铜作为 Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ的辅基，
在其合成与调节方面发挥重要作用；锰参与 Ｍｎ－ＳＯＤ
的构成，在线粒体中发挥清除超氧阴离子自由基的作

用；Ｆｅ３＋为ＣＡＴ的辅基，ＣＡＴ催化过氧化氢转变为水和
氧气［１０］），从而说明七十味珍珠丸能够增强内源性抗氧

化酶的活性，清除多余自由基，抑制脂质过氧化反应造

成的脑损伤，以高剂量作用显著。

上述实验结果提示，七十味珍珠丸可减小局灶性脑

缺血大鼠的脑梗死体积，具有较好的脑保护作用；其机

制可能与其增强内源性抗氧化酶的活性，提高机体的抗

氧化能力，减轻脑组织脂质过氧化损伤有关。
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Ｓｔｒｏｋｅ，１９８６，１７（３）：４７２－４７６．

［５］康涛，张洪．经颈总动脉和经颈外动脉制作大鼠 ＭＣＡＯ模型的比较

［Ｊ］．中华脑血管病杂志，２０１３，７（３）：１４２－１５２．

［６］吴文娟，王成达，于向荣．大鼠局灶性脑缺血再灌注 ＴＴＣ染色与 Ｍ对

弥散加权成像的相关性研究［Ｊ］．中华神经医学杂志，２０１３，１２（６）：

５６１－５６４．

［７］马东明，卢斌，姜希娟，等．银杏叶提取物对高胆固醇家兔模型过氧化

损伤的影响［Ｊ］．时珍国医国药，２０１２，２３（３）：５８５－５８６．

［８］钟亮，张睿，纪晓军，等．胡黄连苷Ⅱ对大鼠脑缺血损伤后 Ｈ２Ｏ２含量

和ＣＡＴ活性的影响［Ｊ］．中国医药科学，２０１３，３（９）：２０－２２．

［９］魏丽丽，陈虹，姜勇，等．松果菊苷对局灶性脑缺血大鼠脂质过氧化损

伤的影响［Ｊ］．中国中医药信息杂志，２０１１，１８（１）：３６－３７．

［１０］曹惠芝．运动员铁营养与抗氧化能力［Ｄ］．南京：江苏大学，２００６．

（２０１３－１２－１０收稿　责任编辑：王明）
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