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龙蚕片对缺血性脑卒中大鼠的保护作用及机制研究

赵　瑞１，康晓刚２＊（１．陕西省人民医院神经内一科，西安　７１００６８；２．空军军医大学西京医院神经内科，西安　７１００３２）

摘要：目的　观察龙蚕片（ＬＣＴ）对缺血性脑卒中大鼠模型的保护作用及其作用机制。方法　①采用光化学法建立大鼠缺血性脑

卒中模型，观测ＬＣＴ对大鼠行为学、脑含水量、脑梗死范围和脑组织病理学的影响；②采用大鼠双侧颈总动脉结扎法建立缺血性

脑卒中模型，观测ＬＣＴ对大鼠脑含水量及 脑 指 数、毛 细 血 管 通 透 性 及 血 清 中 细 胞 因 子 肿 瘤 坏 死 因 子－α（ＴＮＦ－α）、白 细 胞 介 素－６
（ＩＬ－６）、白细胞介素－８（ＩＬ－８）和Ｃ－反应蛋白（ＣＲＰ）的影响；③比较ＬＣＴ处理前后对大鼠血小板聚集和黏附功 能 的 影 响。结 果　
①对光化学法诱导模型的影响：ＬＣＴ高、中和低剂量组大鼠 在２４ｈ时 行 为 状 态 与 模 型 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５），脑

含水量明显低于模型组（Ｐ＜０．０５），病理学损害较轻。②对结扎法诱导模型 的 影 响：与 模 型 组 比 较，ＬＣＴ高、中 和 低 剂 量 组 能 减

少脑含水量及脑指数，可明显降低毛细血管通透性，差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＬＣＴ高、中剂量组和阳性对

照组均能显著降低血清中ＩＬ－６、ＩＬ－８和ＴＮＦ－α的含量（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＬＣＴ高、中和低剂量 组 的 脑 组 织 神 经 细 胞 浓 缩 及

深染、神经胶质细胞肿胀及间质疏松程度均明显减轻；③ＬＣＴ灌胃给药后，能显著改善血小板聚集和黏附功能（Ｐ＜０．０１）。结论

　ＬＣＴ对大鼠脑缺血有防治作用，可改善缺血性脑卒中大鼠的病理学损害，其作用机制可能是通过降低血清中细胞因子水平与

毛细血管的通透性，减轻大鼠脑水肿以及改善大鼠血小板聚集和黏附功能等。
关键词：龙蚕片；缺血性脑卒中；细胞因子；大鼠

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４－２４０７．２０２０．０６．０１５
中图分类号：Ｒ９６５　　　文献标志码：Ａ　　　文章编号：１００４－２４０７（２０２０）０６－０８５５－０６

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｌｏｎｇｃａｎ　Ｔａｂｌｅｔｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｓｔｒｏｋｅ　ｉｎ　ｒａｔｓ
ＺＨＡＯ　Ｒｕｉ　１，ＫＡＮＧ　Ｘｉａｏｇａｎｇ２＊（１．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，Ｓｈａａｎｘｉ　Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ　Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｘｉ′ａｎ　７１００６８，Ｃｈｉｎａ；２．Ｄｅ－
ｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，Ｘｉｊｉｎｇ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ｔｈｅ　Ａｉｒ　Ｆｏｒｃｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉ′ａｎ　７１００３２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏ　ｏｂｓｅｒｖｅ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｌｏｎｇｃａｎ　Ｔａｂｌｅｔｓ（ＬＣＴ）ａｎｄ　ｅｘｐｌｏｒｅ　ｔｈｅ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｓｔｒｏｋｅ
ｉｎ　ｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ①Ｔｈｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｓｔｒｏｋｅ　ｗａｓ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ　ｂｙ　ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄ　ｉｎ　ｒａｔｓ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｂｅ－
ｈａｖｉｏｒ，ｂｒａｉｎ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔ，ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ　ａｒｅａ　ａｎｄ　ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ　ｗｅｒｅ　ｏｂｓｅｒｖｅｄ．②Ｔｈｅ　ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｓｔｒｏｋｅ　ｍｏｄｅｌ　ｗａｓ　ｅｓｔａｂ－
ｌｉｓｈｅｄ　ｂｙ　ｂｉｌａｔｅｒａｌ　ｃｏｍｍｏｎ　ｃａｒｏｔｉｄ　ａｒｔｅｒｙ　ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒａｔｓ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｂｒａｉｎ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔ，ｂｒａｉｎ　ｉｎｄｅｘ，ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｐｅｒ－
ｍｅａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｅｒｕｍ　ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－６），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－８（ＩＬ－８）ａｎｄ　Ｃ－ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＲＰ）

ｗｅｒｅ　ｏｂｓｅｒｖｅｄ．③Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｐｌａｔｅｌｅｔ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｗｅｒｅ　ｃｏｍｐａｒｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ①Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｎｄｕｃｅｄ　ｍｏｄｅｌ：ｔｈｅ　ｂｅｈａｖｉｏｒ　ｏｆ　ｒａｔｓ　ｉｎ　ＬＣＴ　ｈｉｇｈ，ｍｉｄｄｌｅ　ａｎｄ　ｌｏｗ　ｄｏｓｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｂｅｔｔｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｍｏｄｅｌ　ｇｒｏｕｐ　ｉｎ
２４ｈ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｈｉｇｈ，ｍｉｄｄｌｅ　ａｎｄ　ｌｏｗ　ｄｏｓｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ｗｅｒｅ　ｗａｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｌｏｗｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ
ｍｏｄｅｌ　ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｄａｍａｇｅ　ｗｅｒｅ　ｌｅｓｓ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｍｏｄｅｌ　ｇｒｏｕｐ．②Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｏｄｅｌ：ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｏｄｅｌ　ｇｒｏｕｐ，ＬＣＴ　ｈｉｇｈ，ｍｉｄｄｌｅ　ａｎｄ　ｌｏｗ　ｄｏｓｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ｃｏｕｌｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｒｅｄｕｃｅ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔ
ａｎｄ　ｂｒａｉｎ　ｉｎｄｅｘ，ａｎｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｒｅｄｕｃｅ　ｔｈｅ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ（Ｐ＜０．０５ｏｒ　Ｐ＜０．０１），ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ｓｅｒｕｍ　ＩＬ－６，ＩＬ－８ａｎｄ
ＴＮＦ－αｉｎ　ＬＣＴ　ｍｉｄｄｌｅ　ａｎｄ　ｈｉｇｈ　ｄｏｓｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｇｒｏｕｐ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５ｏｒ　Ｐ＜０．０１），ａｎｄ　ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅ　ｎｅｒｖｅ　ｃｅｌｌｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｈｉｇｈ，ｍｉｄｄｌｅ　ａｎｄ　ｌｏｗ　ｄｏｓｅ　ｇｒｏｕｐｓ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｌｏｗｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈｏｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｄｅｌ　ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ　ｄｅｇｒｅｅ
ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｅｅｐ　ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｔｈｅ　ｓｗｅｌｌｉｎｇ　ｏｆ　ｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ　ｐｏｒｏｓｉｔｙ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｒｅｄｕｃｅｄ．
③ＬＣＴ　ｃｏｕｌｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｉｍｐｒｏｖｅ　ｐｌａｔｅｌｅｔ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕ－
ｓｉｏｎ　ＬＣＴ　ｈａｓ　ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｓｔｒｏｋｅ　ｉｎ　ｒａｔｓ，ａｎｄ　ｃａｎ　ｉｍｐｒｏｖｅ　ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｄａｍａｇｅ　ｏｆ　ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｓｔｒｏｋｅ　ｒａｔｓ．Ｔｈｅ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ　ａｃｔｉｏｎ　ｍａｙ　ｂｅ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｓｅｒｕｍ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ　ａｎｄ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｂｒａｉｎ　ｅｄｅｍａ　ａｎｄ　ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ　ｐｌａｔｅｌｅｔ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｌｏｎｇｃａｎ　Ｔａｂｌｅｔｓ；ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｓｔｒｏｋｅ；ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ；ｒａｔ

基金项目：陕西省重点研发计划项目（编 号：２０１７ＺＤＸＭ－ＳＦ－
０２８）

作者简介：赵瑞，女，主治医师
＊ 通信作者：康晓刚，男，副主任医师

　　缺血性脑卒中的发生由脑动脉血栓、动脉管腔狭

窄、动脉粥样硬化、心源性栓子脱落、动脉粥样硬化斑

块脱落和动脉炎等病因导致［１］。针对此类疾病临床

常采 用 控 制 病 情、改 善 症 状 与 康 复 治 疗。龙 蚕 片

（ＬＣＴ）作为院内制剂临床应用多年，具有活血化瘀、

温经通络、祛风定惊及散结止痛等功效，对早期防治

及改善脑血管疾病疗效显著，本研究运用大鼠缺血性

脑卒中模型观察ＬＣＴ对其防治作用，同时探讨其作

用机制，为制剂的临床应用提供参考。

１　仪器与材料

１．１　仪器　独 立 换 气 笼 盒 饲 养 系 统（ＩＶＣ），上 海 绍

丰实验动物设备有限公司；ＣＢＶ－１５００Ａ型高性 能 无

菌实验台，上海瑞仰净化装备有限公司；ＨＳＣ－２０１５Ｌ
型台式 离 心 机，宁 波 新 芝 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司；
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Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ电子天 平，德 国 赛 多 利 斯 公 司；ＬＧ－１５０型

冷光源，中科院西安光机所研制；ＸＳＮ－ＲⅡ型血栓形

成与血小板黏附两用仪，无锡电子仪器厂；ＰＳ２４Ｂ型

双目体 式 显 微 镜，ＸＮ－２型 血 液 黏 度 自 动 计 时 仪 和

ＢＳ６３１型血小板聚集仪，均购自上海寰熙医疗器械有

限公司。

１．２　试药　龙蚕片（ＬＣＴ）药粉（批号２０１８１０１８），自

制；消栓通络片（批号２０１８０９０６），吉林省正和药业集

团股份有限公司；盐酸异丙肾上腺素注射液（ＩＳＯ，批

号２０１８１００６，规 格：２ｍＬ∶１ｍｇ），上 海 禾 丰 制 药 有

限公司；戊 巴 比 妥 钠（批 号１８０８２４），上 海 化 学 试 剂

厂；肝素 钠（批 号２０１８１０１２），上 海 山 浦 化 工 有 限 公

司；白细胞介素－６（ＩＬ－６）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、
白细胞介素－８（ＩＬ－８）和Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）测定试剂

盒，均购自南京卡米洛生物工程有限公司；戊巴比妥

钠（批号１８０９０３），上海华蓝化学科技有限公司；虎红

（批号１７０６１２），北京索莱宝科技有限公司；２，３，５－氯

化三苯基四 氮 唑（批 号１８０８１６），青 岛 高 科 园 海 博 生

物技术有限公司；伊文 思 蓝（批 号Ｅ１０４２０８），二 磷 酸

腺苷（批号ＣＢ５７４１９４６），上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；

１．３　动物　ＳＤ大鼠，体质量为１８０～２２０ｇ，均由西

安 交 通 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供，动 物 合 格 证 号：

ＳＣＸＫ（陕）２０１７－００２号。

２　实验方法

２．１　ＬＣＴ对 光 化 学 法 诱 导 的 大 鼠 缺 血 性 脑 卒 中 模

型的防治作用

２．１．１　大 鼠 的 分 组、造 模 及 给 药　取ＳＤ大 鼠６０
只，随机分为假手术组（排除手术对实验的影响）、模

型组（不给药，仅造模）、ＬＣＴ高、中、低剂量组（给 予

不同剂量ＬＣＴ后造模）和阳性对照组（给予消栓通络

片后造模），每组１０只，各组灌胃给药１４ｄ，于末次给

药后１ｈ，除假手术组外其他各组均进行造模［１］。大

鼠给予１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠 （４０ｍｇ·ｋｇ－１）行 腹

腔麻醉，经左侧颞部入路，在大鼠左耳及左眼外眦连

线，近眼外眦１／３处垂直作长２ｃｍ的弧形切口，分离

颞肌，并切断颧弓，拉开下颌关节，在卵圆孔前上方用

牙科钻作直径为５ｍｍ的骨窗，切开硬脑膜可见大脑

中动脉（ＭＣＡ）近端跨越嗅束，选择 ＭＣＡ近端（起始

部）和从嗅束至大脑下静脉间的一段 ＭＣＡ为光照部

位，光照分两步，第一步将光纤移至 ＭＣＡ近端，将光

纤所射出的光束垂直对准 ＭＣＡ起始部表面血管，距

离５ｍｍ，经股静脉注入１５ｇ·Ｌ－１虎红 （２μＬ·ｇ
－１）

５ｍｉｎ后，持续光照１０ｍｉｎ；第二步将光纤移至 ＭＣＡ
血管表面，注 入 半 量 的 虎 红，再 持 续 照 射１０ｍｉｎ，即

完成造模［２］。

２．１．２　采用改良的Ｂｅｒｄｓｏｎ评分分级法观察大鼠行

为学　大鼠精神情况较差，活动减少，倦屈，记１分；
将大鼠置于平面上，推其双肩，使其向对侧移动，如双

侧阻力对等且有力，记０分，如不对等则根据轻、中、
重度不同程度分别记为１，２和３分；提鼠尾，使其前

肢伸展爬行，观察两前肢着地情况，对称记０分，若两

前肢着地不对称，提鼠尾使其离开地面，观察两前肢

屈曲情况，看有无腕屈曲、肘屈曲和肩内旋，每出现一

项记１分，三者均出现记３分；将大鼠置于笼壁上，向
后拉，观察其抓握笼壁的能力大小，从而判定两前肢

的肌张力，若双侧肌张力对等且有力记０分，若不对

称，根据手术对侧前肢肌张力下降程度分别记为１，２
和３分；观察动物自发不停地向一侧转圈运动，出现

记２分；满分为１１分，分数越高，表示损伤越重［２］。

２．１．３　脑含水量的测定　术后２４ｈ大鼠断头，冰上

取脑，去除嗅球、小脑及低位脑干，用预冷的生理盐水

冲洗表面，吸干水分，从脑矢状缝垂直将脑分为左右

两半球，分别称定质量，按公式计算：
脑含水量（％）＝（光照侧脑质量－未光照侧脑质

量）÷（未光照侧脑质量×２）×１００％
２．１．４　观察脑梗死范围　术后２４ｈ大鼠断头取脑，
去除嗅球、小脑及低位脑干，在视交叉前后等分间隔

２ｍｍ，连 续 做６个 脑 冠 状 切 片，将 其 放 入 提 前 预 热

３７℃的 含２０ｇ·Ｌ－１　２，３，５－氯 化 三 苯 基 四 氮 唑

（ＴＴＣ）的生理 盐 水 中，保 温１５ｍｉｎ后 翻 片，共 染 色

３０ｍｉｎ，染色后正常组织为红色，脑梗死组织为白色，
将其脑平面投射于密度均一的相纸上，将梗死部位从

相纸中剪下，以质量求面积法称取梗死组织质量占全

脑质量的百分比来表示脑梗死范围。

２．１．５　观察脑组织病理学　将ＴＴＣ染色的脑片再

浸入体积分数为１０％的甲醛中固定２４ｈ，石蜡包埋，

ＨＥ染色后用光镜观察。

２．２　ＬＣＴ对 双 侧 颈 动 脉 结 扎 法 诱 导 的 大 鼠 缺 血 性

脑卒中模型的防治作用

２．２．１　分组、模型及给药　取ＳＤ大鼠１８０只，随机

分为假手术组、模型组、阳性对照组以及ＬＣＴ低、中、
高剂量组，每组３０只，共６组。连续灌胃给药１４ｄ，
末次给药１ｈ后，大鼠给予１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠（４０
ｍｇ·ｋｇ－１）行腹腔麻醉，暴露双侧颈总动脉并在其后

留置缝合线，以备结扎，形成急性不完全脑缺血模型，
假手术组不结扎双侧颈总动脉［３－４］。

２．２．２　脑指数及脑含水量的测定　双侧颈总动脉结

扎３ｈ后，大鼠断头，开颅 取 脑，称 定 质 量，计 算 脑 指

数（脑指数＝脑湿质量×１００÷体质量）；取左侧后２／３
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大脑半球，称定湿质量，置于１１０℃烤箱中烤至质量

不变，称定干质量，脑含水量计算公式同２．１．３项下。

２．２．３　毛细血管通透性的测定　假手术组在股静脉

注射伊文思蓝５０ｍｇ·ｋｇ－１后立刻结扎双侧颈总动

脉，其余５组均在结扎双侧颈总动脉前５ｍｉｎ注射。
结扎３ｈ后，大鼠断头，开 颅 取 脑，称 定 质 量，浸 泡 于

甲酰胺溶液中，在４５℃恒温箱中温育７２ｈ，待脑组织

中色素全浸出，取色素液于６２０ｎｍ波长处测定吸光

度值Ａ，以吸光度值Ａ 为横坐 标（ｘ）、浓 度 为 纵 坐 标

（ｙ）进行 线 性 回 归，得 标 准 曲 线 方 程ｙ＝２６．５３ｘ＋
０．１３，ｒ＝０．９９６　８，计算脑内伊文思蓝的含量（μｇ·ｇ

－１）。

２．２．４　血清中ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－８和ＣＲＰ的含量测

定　腹主动脉取血处死大鼠，以３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心

２０ｍｉｎ，分离血清并冷冻于－８０℃冰箱中。采用Ｅｌｉｓａ
法检测血清中ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－８和ＣＲＰ的含量。

２．２．５　脑组织病理学检查　经体积分数为１０％的

甲醛固定２４ｈ后，冠状切 取 大 脑，常 规 脱 水，石 蜡 包

埋制片，ＨＥ染色，光镜观察。

２．３　ＬＣＴ对大鼠血小板聚集和黏附功能的影响

２．３．１　分组、给药及取血　将５０只雄性ＳＤ大鼠随

机分为模型组、ＬＣＴ低、中、高剂量组和阳性对照组，
每 组１０只。在 未 处 理 前，断 尾 采 血１ｍＬ，用３６
ｇ·Ｌ－１枸椽酸钠抗凝贮存于４℃冰箱中，备用，用于

血小板黏附功能的测定。连续灌胃给药１４ｄ，于末次

给药后１０ｍｉｎ静 脉 注 射１０ｇ·Ｌ－１戊 巴 比 妥 钠（３０
ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉，仰卧固定，颈Ａ插管，每只大鼠取１
和２ｍＬ血样，各２份，分别测定血小板聚集和 黏 附

功能，以判断对血栓性疾病形成的影响。

２．３．２　血小板聚集功能测定　①制备２种血浆：以

１　０００ｒ·ｍｉｎ－１ 离 心１０ｍｉｎ制 成 富 血 小 板 血 浆

（ＰＰＰ）；以３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ制成贫血小板

血浆（ＰＲＰ）；②仪器测定：取０．４５ｍＬ　ＰＲＰ在仪器中

调至“０”，再取０．４５ｍＬ　ＰＰＰ置于ＢＳ６３１型聚集仪的

比色皿中，加入９ｇ·Ｌ－１的ＡＤＰ溶液５０μＬ，开机测

１和５ｍｉｎ以及最大聚集百分率（％）。

２．３．３　血小板黏附功能测定　给药前后抗凝血各１
ｍＬ，装入球形瓶中，安在血小板黏附化的旋 转 盘 上，
以３ｒ·ｍｉｎ－１旋 转１５ｍｉｎ，然 后 取 出 旋 转 未 接 触 和

旋转接触后的血液，以阿氏稀释液计算血小板总数，
按照公式：血小板黏附率（％）＝［（接触前血小板数－
接触后血小板数）÷接触后血小板数］×１００％，血小

板黏附抑制率（％）＝［（模型组黏附率－治疗组黏附

率）÷模型组黏附率］×１００％。

２．４　数据处理　采用ＳＰＳＳ　２２．０统计软件进行数据

分析，计量资料以ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素

方差分析，２组间 比 较 采 用ｔ检 验；以Ｐ＜０．０５为 差

异有统计学意义。

３　结果

３．１　ＬＣＴ对 光 化 学 法 诱 导 的 大 鼠 缺 血 性 脑 卒 中 模

型的影响

３．１．１　ＬＣＴ对 ＭＣＡ血 栓 大 鼠 行 为 学 的 影 响　见

表１。由表１可 知，麻 醉 清 醒 后ＬＣＴ低、中、高 剂 量

组及阳性对照组大鼠在２４ｈ时的精神情况比模型组

明显好转，行为学改变较轻，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。
表１　ＬＣＴ对 ＭＣＡ血栓大鼠行为学的影响

Ｔａｂ．１Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｂｅｈａｖｉｏｒ　ｏｆ　ＭＣＡ　ｔｈｒｏｍｂｕｓ　ｒａｔｓ

（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别
Ｂｅｒｄｓｏｎ评分／分

４ｈ １２ｈ ２４ｈ
假手术组 － － －
模型组 ８．２０±１．３１　 ８．３０±１．５７　 ８．５０±２．７９

ＬＣＴ低剂量组 ６．８０±１．４０　 ６．４０±２．３４ａ ４．００±１．５８ａ

ＬＣＴ中剂量组 ６．４０±１．４２　 ５．００±１．４２ａ ３．８０±０．９３ｂ

ＬＣＴ高剂量组 ５．５０±１．５９　 ４．００±０．９５ａ ３．２８±１．３１ｂ

阳性对照组 ６．００±１．３１　 ３．８０±０．７９ｂ　 ２．８０±０．７９ｂ

　注：与模型组比较ａＰ＜０．０５，ｂ　Ｐ＜０．０１。－表示未检测项。

３．１．２　ＬＣＴ对 ＭＣＡ血 栓 大 鼠 脑 含 水 量 和 脑 梗 死

范围的影响　于 ＭＣＡ血栓形成后２４ｈ，大鼠断头取

脑，结果表明，ＬＣＴ高、中 和 低 剂 量 组 脑 含 水 量 明 显

低于 模 型 组，差 异 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１）；经ＴＴＣ染色以质量求面积法，可得出模型组

脑梗死范围占 全 脑 的９．０１％±１．５１％，而 假 手 术 组

ＴＴＣ染色脑组织呈红色。结果见表２、图１和图２。
表２　ＬＣＴ对 ＭＣＡ血栓大鼠脑含水量和脑梗死范围的影响

Ｔａｂ．２Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｂｒａｉｎ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｃｅｌｅｂｒａｌ　ｉｎ－

ｆａｒｃｔｉｏｎ　ａｒｅａ　ｉｎ　ＭＣＡ　ｔｈｒｏｍｂｕｓ　ｒａｔｓ （ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别 脑含水量／％ 脑梗死范围／％

假手术组 ０．４１±０．１０ －
模型组 ７．４３±１．４９ｂ　 ９．０１±１．５１

ＬＣＴ低剂量组 ７．０６±１．０８ｂ　 ８．４２±１．５１

ＬＣＴ中剂量组 ５．０６±１．５７ｂｃ　 ７．０６±１．５５ｃ

ＬＣＴ高剂量组 ４．６４±１．０７ｂｄ　 ６．３２±１．０５ｄ

阳性对照组 ４．３７±１．２１ｂｄ　 ６．０５±１．３４ｄ

　注：与假手术组比较ｂ　Ｐ＜０．０１；与 模 型 组 比 较ｃ　Ｐ＜０．０５，ｄ　Ｐ

＜０．０１。－表示未检测项。

３．１．３　大鼠 ＭＣＡ血栓形成后脑组织病理学改变　
ＭＣＡ闭塞术后２４ｈ取材，从脑外观可见光照侧脑表

面苍白，位于嗅束和大脑下静脉之间的一段大脑中动

脉颜色变暗，呈断续；光照侧大脑半球明显肿胀、中线

移位，见图１。在光镜下假手术组脑组织细胞未见明
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显的病理学改变，模型组可见冠状切面出现明显的梗

死灶，由尾状核、海马、纹状体至皮质 ＭＣＡ供 血 区，
病灶边界清晰，ＨＥ染色显示：①脑组织结构疏松，胶

质纤维间隙增宽；②部分神经元细胞呈不同程度的缺

血细胞改变；胞体缩小，呈三角形，核固缩，胞浆嗜酸

性变；③细胞核浓缩，但未见明显的核碎裂、核溶解的

神经元；④肿胀的神经元胞浆淡染，可见少数神经元

细胞有空泡样改变；⑤局部脑组织可见有早期脑软化

灶形成趋势，见图２。

图１　大脑及其纵切面图

Ａ．２４ｈ后腹侧外观（×２）；Ｂ．２４ｈ背 侧 外 观（×２）；Ｃ．２４ｈ病

变染色。

Ｆｉｇ．１Ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎ

Ａ．ｔｈｅ　ｖｅｎｔｒａｌ　ａｐｐｅａｒａｎｃｅ　ａｆｔｅｒ　２４ｈ（×２）；Ｂ．ｔｈｅ　ｄｏｒｓａｌ　ａｐ－

ｐｅａｒａｎｃｅ　ａｆｔｅｒ　２４ｈ（×２）；Ｃ．ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ａｔ　２４ｈ．

图２　大鼠脑组织及血管图

Ａ．正常鼠（×１００）；Ｂ．病 变 鼠（×１００）；Ｃ．２４ｈ病 变 ＨＥ染 色

（×１００）。

Ｆｉｇ．２Ｒａｔ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅ　ａｎｄ　ｂｌｏｏｄ　ｖｅｓｓｅｌｓ

Ａ．ｎｏｒｍａｌ　ｍｉｃｅ（×１００）；Ｂ．ｄｉｓｅａｓｅｄ　ｍｉｃｅ（×１００）；Ｃ．ＨＥ

ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｆｏｒ　２４ｈｌｅｓｉｏｎｓ（×１００）．

３．２　ＬＣＴ对 双 侧 颈 总 动 脉 结 扎 法 诱 导 的 大 鼠 缺 血

性脑卒中模型的影响　
３．２．１　ＬＣＴ对脑含水量及脑指数的影响　见表３。

由表３可知，与假手术组比较，模型组脑含水量及脑

指数差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与模型组比

较，ＬＣＴ高、中和 低 剂 量 组 脑 含 水 量 减 少，差 异 有 显

著统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。
表３　ＬＣＴ对脑含水量及脑指数的影响

Ｔａｂ．３Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｂｒａｉｎ　ｍｏｉｓｔｕｒｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｎｄ　ｂｒａｉｎ　ｉｎ－

ｄｅｘ （ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别 脑含水量／％ 脑指数

假手术组 ７８．４４±０．８３　 ０．６７±０．１５
模型组 ８０．７１±１．１６ｂ　 ０．８６±０．１７ｂ

ＬＣＴ低剂量组 ７８．７９±１．０１ｃ　 ０．７４±０．０４ｃ

ＬＣＴ中剂量组 ７８．５２±０．６５ｄ　 ０．７２±０．１１ｄ

ＬＣＴ高剂量组 ７８．４８±０．７６ｄ　 ０．６９±０．０９ｄ

阳性对照组 ７８．８２±１．０９ｃ　 ０．７０±０．０７ｄ

　注：与假手术组比较ｂ　Ｐ＜０．０１；与 模 型 组 比 较ｃ　Ｐ＜０．０５，ｄ　Ｐ

＜０．０１。

３．２．２　ＬＣＴ对 毛 细 血 管 通 透 性 的 影 响　各 组 脑 内

伊文思蓝的含量见表４。由表４可知，模型组与假手

术组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＬＣＴ低、中
和高剂量组与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。结果表明，缺血性脑卒中后毛细

血管通透性增加，使脑内伊文思蓝的含量增加，ＬＣＴ
低、中、高剂量组及阳性对照组给药后脑内伊文思蓝

的含量明显减少。
表４　ＬＣＴ对脑血管通透性的影响

Ｔａｂ．４Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别 脑内伊文思蓝含量／μｇ·ｇ
－１

假手术组 ３．５０±１．０９
模型组 ５．４２±１．７６ｂ

ＬＣＴ低剂量组 ４．４０±０．７９ａｃ

ＬＣＴ中剂量组 ３．９７±０．６８ｄ

ＬＣＴ高剂量组 ４．０８±０．８４ｄ

阳性对照组 ３．９０±０．７２ｄ

　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５，ｂ　Ｐ＜０．０１；与 模 型 组 比 较ｃ　Ｐ

＜０．０５，ｄ　Ｐ＜０．０１。

３．２．３　脑组织病理学检查　镜下所见假手术组大鼠

脑组织神经细胞正常，核膜清楚，核仁明显；模型组大

鼠脑组织发生明显的病理性改变，神经细胞的胞浆和

胞核浓缩，染色深，胞体变小，轴变和树突都呈锐角形

状，神经细胞、毛细血管及小血管周围的空隙增宽，间
质疏松，神经胶质细胞肿胀，其胞浆透量区增大，尤以

室管膜周围 的 神 经 胶 质 细 胞 肿 胀 更 明 显。ＬＣＴ低、
中和高剂量组的脑组织神经细胞浓缩及深染较脑缺

血模型组明显减轻；神经胶质细胞肿胀及间质疏松程

度均明显轻于阳性对照组。说明ＬＣＴ对缺血性脑组
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织的病理变化有一定保护作用，能减轻病理改变。

３．２．４　ＬＣＴ对 大 鼠 血 清 中 细 胞 因 子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、

ＩＬ－８和ＣＲＰ的 影 响　与 模 型 组 比 较，阳 性 对 照 组、

ＬＣＴ低、中和高剂量组能显著降低血清ＩＬ－６、ＩＬ－８和

ＴＮＦ－α的含量，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与假

手术组 比 较，ＬＣＴ高 剂 量 组 对ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α和

ＣＲＰ的含量 影 响 不 明 显，差 异 无 统 计 学 意 义（Ｐ＞
０．０５）。见表５。

表５　各组大鼠血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－８和ＣＲＰ含量比较

Ｔａｂ．５Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｓｅｒｕｍ　ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＩＬ－８ａｎｄ　ＣＲＰ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）

组别
含量／ρｇ·ｍＬ

－１

ＴＮＦ－α ＩＬ－６ ＩＬ－８ ＣＲＰ
假手术组 １．４０±０．１８　 ０．７４±０．１８　 ０．７４±０．１６　 ３４９．５４±２７．８９
模型组 ２．８７±０．３３ａ １．７５±０．２４ａ １．８７±０．２６ｂ　 ２２５．３３±２０．２６ａ

ＬＣＴ低剂量组 ２．２０±０．２３　 １．２８±０．２０　 １．３５±０．１９　 ３４３．８８±２２．３４ｃ

ＬＣＴ中剂量组 １．８３±０．２２ｃ　 ０．９５±０．１９ｃ　 １．１８±０．２１ｃ　 ２８９．６１±２１．３２ｃ

ＬＣＴ高剂量组 １．６３±０．１８ｃ　 ０．８９±０．２２ｃ　 １．０２±０．１４ｃ　 ２６８．１９±１９．５４ｃ

阳性对照组 ２．１０±０．２１ａｃ　 １．０６±０．１４ａｃ　 １．２５±０．１７ａｃ　 ２４５．８１±２３．０６ａｃ

　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５，ｂ　Ｐ ＜０．０１；与模型组比较ｃ　Ｐ＜０．０５。

３．３　ＬＣＴ对大 鼠 血 小 板 聚 集 和 黏 附 功 能 的 影 响　
实验结果表明，ＬＣＴ能 显 著 改 善 血 小 板 的 聚 集 和 黏

附功能。见表６和表７。
表６　ＬＣＴ对大鼠血小板聚集功能的影响

Ｔａｂ．６Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｐｌａｔｅｌｅｔ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒａｔｓ

（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别
聚集率／％

１ｍｉｎ　 ５ｍｉｎ 最大

模型组 ２２．６６±１．０５　 ４０．２０±２．２９　４６．００±９．４０

ＬＣＴ低剂量组 １８．４４±０．９０　 ３５．０２±１．９２　３９．５４±６．０５

ＬＣＴ中剂量组 １５．０２±０．９７ｂ　 ２７．８３±１．６６ｂ　２８．４０±３．０６ｂ

ＬＣＴ高剂量组 １４．１６±１．１５ｂ　 ２６．３８±２．０１ｂ　２６．２６±５．８２ｂ

阳性对照组 １３．８８±０．６７ｂ　 ２５．８６±１．３５ｂ　２７．６１±３．７８ｂ

　注：与模型组比较ｂ　Ｐ＜０．０１。

表７　ＬＣＴ对大鼠血小板黏附功能的影响

Ｔａｂ．７Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＬＣＴ　ｏｎ　ｐｌａｔｅｌｅｔ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｉｎ　ｒａｔｓ

（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别 血小板黏附率／％ 血小板黏附抑制率／％

模型组 ４３．０８±４．９４ －

ＬＣＴ低剂量组 ３８．２９±４．０８　 １１．１２

ＬＣＴ中剂量组 ２３．０２±４．４４ｂ　 ４６．５６

ＬＣＴ高剂量组 ２６．７３±４．６０ｂ　 ３７．９５
阳性对照组 ３０．８６±３．７２ｂ　 ２８．３７

　注：与模型组比较ｂ　Ｐ＜０．０１。－表示未检测项。

４　讨论

缺血性脑卒中是中老年常见的脑血管疾病，是在

脑血栓形成的基础上引起脑组织血流不足而导致的

微循环障碍，容易引起神经细胞的不可逆损伤，其后

产生的级联反应可引起自由基的改变、氧化应激和炎

症反应等［３－５］。ＬＣＴ由 地 龙、制 天 南 星、丹 参 和 僵 蚕

等组成，临床主治脑血栓引起的精神呆滞、口眼歪斜、
肢体麻木和 半 身 不 遂 等 症，方 中 地 龙 有 抗 血 小 板 凝

集、抗栓及增强纤溶的作用［６－８］；僵蚕有神经营养和保

护作 用［９－１０］；制 天 南 星 有 抗 惊 厥 作 用［１１－１２］；水 蛭 有 很

强的抗凝活性［１３－１４］；丹参能抑制血小板的聚集和抗炎

等作用［１５－２０］。
本研究结果 显 示，ＬＣＴ低、中、高 剂 量 组 和 阳 性

对照组大鼠在２４ｈ时较模型组精 神 明 显 好 转，脑 含

水量和脑指数明显降低，病理学损害 减 轻，能降低毛

细血管通透性以及血清细胞因子ＩＬ－６、ＩＬ－８和ＴＮＦ－α
的含量，从 而 减 轻 炎 症 反 应 对 神 经 系 统 的 损 伤［２１］。

ＬＣＴ低、中和高 剂 量 组 能 显 著 改 善 大 鼠 血 小 板 的 聚

集和黏附功能（Ｐ＜０．０１）。结果表明，ＬＣＴ通过改善

大鼠的精神状态，能减轻神经细胞与胶质细胞水肿，
降低毛细血管通透性以及大鼠血小板的聚集和黏附

功能等。通过上述作用机制达到对大鼠缺血性脑卒

中的防治作用，为该制剂的临床应用与新药开发奠定

了基础。
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阿司匹林抑制肝癌细胞ＨｅｐＧ２增殖及其机制研究

马　颖１，马　明２，马　玲３＊（１．新疆医科大学第一附属医院医学检验中心，乌鲁木齐　８３００５４；２．新疆维吾尔自治区人民医

院肝胆外科，乌鲁木齐　８３０００１；３．新疆维吾尔自治区胸科医院，乌鲁木齐　８３０００１）

摘要：目的　探讨阿司匹林抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２增殖及其机制。方法　用人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，将其分为观察组１、观察组２、观

察组３和对照组，３组观察组分别使用终浓度为５，１０和２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的阿司匹林进行治疗，对照组给予等量的生理盐水，观察

阿司匹林对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的 抑 制 作 用、不 同 浓 度 阿 司 匹 林 对 ＨｅｐＧ２细 胞 周 期 和 凋 亡 的 影 响、ＨｅｐＧ２细 胞 中 Ｘ的 蛋 白 质

（Ｂａｘ）和Ｂ淋巴细胞瘤ｂａｉ－２基因（Ｂｃｌ－２）的 ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量的对比。结果　不同浓度的阿司匹林作用２４和４８ｈ后，
对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），随 着 药 物 浓 度 的 增 加，抑 制 作 用 也 随 之 升 高；不 同 浓 度 的 阿 司 匹 林

作用４８ｈ后对ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用高于２４ｈ（Ｐ＜０．０５）；不同浓度的阿司匹林Ｇ０／Ｇ１期的细胞百分比均高于对照组（Ｐ
＜０．０５），不同浓度的阿司匹林的凋亡率也高于对照组（Ｐ＜０．０５），随着剂量的升高，ＨｅｐＧ２细胞周期也被明显抑制，其凋亡率逐

渐增加（Ｐ＜０．０５）；Ｂａｘ　ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量依次为：观察组３＞观察组２＞观察组１＞对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ和蛋

白的相对表达量依次为：观察组３＜观察组２＜观察组１＜对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　阿司匹林可抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的增殖，其
机制可能与Ｂｃｌ－２与Ｂａｘ的动态失衡有关，通过Ｂａｘ的过表达来促进肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的凋亡及其对ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用。
关键词：阿司匹林；肝癌；细胞增殖
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