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摘 要 为了探究黄连水煎液对小鼠脑组织急性缺血再灌注损伤的保护作用，我们将 50 只小鼠随机分为 5 组分别是：假

手术对照组、模型对照组(用玻璃分针分离两侧颈总动脉和迷走神经, 结扎法同时结扎颈总动脉, 造成小鼠急性脑组织缺血再

灌注损伤)、黄连水煎液治疗组(25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL)。各治疗组分别灌胃给予上述浓度黄连水煎液，模型对照

组和假手术对照组给予生理盐水，上述各组均灌胃 7 d；在灌胃结束后，断头取出脑组织，制备脑组织匀浆，测定脑组织

中 Evan's 蓝含量及抗氧化酶(SOD)活性与丙二醛(MDA)含量的变化。结果表明：缺血再灌注后小鼠脑组织 Evan's 蓝含量升

高，SOD 活性降低，MDA 含量增高。用药后小鼠脑组织 Evan's 蓝含量降低，SOD 活性升高，MDA 含量降低。因此，黄

连水煎液能改善小鼠脑组织缺血区的血流量，减轻急性脑缺血的损伤，对脑缺血再灌注损伤有保护作用。 
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Reperfusion Injury in Mice 
Xu Peng  , Niu Xianli  , Wei Nina  , Ji Keping 

 

Zunyi Medical College, Zunyi, 563000  
 Corresponding author, jlhjxj@sina.com;  Authors 

 
Abstract In order to explore the protective effect of the decoction of rhizoma coptidis (coptis chinensis Franch) on mice with 

acute cerebral ischemia and reperfusion injury, 50 mice were divided to 5 groups respectively: sham op eration control group, model 

control group (glass minute separation on both sides of the common carotid artery and the vagus nerve, ligation also by ligation of 

the common carotid artery, resulting in mice with acute cerebral ischemia reperfusion injury), coptis decoction treatment group (25 

mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL). The treatment group were orally given the concentration of rhizoma coptidis decoction, model 

control group and sham operation control group was given normal saline, the groups were given gastric 7 d; after intragastric 

administration of the end, the broken out brain tissue, brain tissue homogenate was prepared, in brain tissues were determined by 

Evan's blue content and antioxidant enzyme (SOD) activity and malondialdehyde (MDA) content changes. The results showed that 

the content of Evan's blue in brain tissue increased, the activity of SOD was decreased, and the content of MDA increased. After 

treatment, the content of Evan's blue in brain tissue of mice decreased, SOD activity increased and MDA content decreased. 

Therefore, rhizoma coptidis decoction can improve the blood flow in the ischemic area of brain tissue in mice, and reduce the 

damage of acute cerebral ischemia.  
Keywords Rhizoma coptidis, Cerebral ischemia reperfusion, SOD, MDA, Protective effect 

脑血管疾病一直是世界范围内的高发疾病，其病死率有逐年上升的趋势，严重威胁着人类的健康。因此，

防治脑血管疾病的发生具有重要意义。脑血流流通不畅，供应障碍，引起脑组织缺血、缺氧性坏死或软化是脑

缺血的主要病因(Kulik et al., 2008)。现代医学、生物学的的研究在脑血管疾病的诊断、治疗和防治等方面都取

得了较大的突破，但脑血管疾病本身具有治愈率低、发病率高、并发症多、死亡率高和预后恢复差等特点(孙

雅瑄等, 2010)。黄连作为抗菌药有着古老的历史，长期以来在临床上用于解热镇痛、抗细菌感染。近来研究发

现黄连在治疗心脑血管疾病方面有应用价值，如降血脂、血糖、抗心律失常、抗血小板聚集等药理作用(余园

媛等, 2006)。尚鲜见其对小鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用的相关报道。 

mailto:jlhjxj@sina.com
http://dx.doi.org/10.13417/j.gab.034.002152
http://dx.doi.org/10.13417/j.gab.034.002152
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脑梗死的病理生理机制之一是脑缺血再灌注损伤(颜景峰等, 2010)，本实验通过结扎法同时结扎双侧颈总

动脉，制作小鼠脑组织急性缺血再灌注模型，观察黄连水煎液对模型小鼠脑组织 SOD、MDA 及 Evan's 蓝含量

的影响，研究其对抗小鼠脑缺血再灌注损伤的机制。 

1 结果与分析 

1.1 脑组织 Evan's 蓝含量检测 

Evan's 蓝属于一种常用的偶氮染料，因其分子量大小与血浆白蛋白相近，而且在血液中与血浆白蛋白有很

高的亲和力，据此，在神经科学研究中常被用于示踪剂观察血脑屏障的完整性。 

本研究中，模型对照组小鼠脑组织 Evan's 蓝含量大幅升高，说明脑组织受损严重，模型制备成功，黄连水

煎液治疗组使 Evan's 蓝含量降低，且各组之间存在差异，中剂量组效果较好(表 1)。 

表 1 脑组织 Evan's 蓝含量(n=10, x±s) 

Table 1 Brain Evan 's blue content (n=10, x±s) 

组别 

Group 

含量(μg/100 mg) 

Content (μg/100 mg) 

假手术对照组 

The control group 

3.451±2.584△ 

模型对照组 

Model group 

11.045±5.424* 

黄连水煎液治疗组(25 mg/mL ) 

The treatment group (25 mg/mL ) 

9.784±5.143△ 

黄连水煎液治疗组(50 mg/mL) 

The treatment group (50 mg/mL) 

5.461±3.256△ 

黄连水煎液治疗组(100 mg/mL) 

The treatment group (100 mg/mL) 

4.397±5.201△ 

注: 与假手术对照组相比, *p<0.05; 与模型对照组相比,△p<0.05 

Note: Compared with the control group, *p <0.05 ; Compared with model group, △p<0.05 

1.2 脑组织 SOD、MDA 含量检测 

SOD 是肌肉组织内重要的抗氧化酶，通过清除缺血组织氧自由基发挥保护作用，主要作用机制是催化超

氧阴离子歧化反应，其被认为是活性氧防御的重要机制(程发峰等, 2010)。SOD 含量、活力的降低，导致自由

基的堆积，后者在不饱和脂肪酸中发生一系列反应，并以链式或链式支链反应的形式形成脂质过氧化物(Mami 

et al., 2011)。SOD 含量可判断组织损伤程度。脑组织急性缺血时，细胞内 Ca2+超载，自由基生成量增加，清除

能力下降，作用于细胞膜和血液循环中的脂质，使其发生脂质过氧化，并最终分解为 MDA，导致细胞膜和细

胞功能的损伤，并大量消耗抗氧化剂，使 SOD 活力失偿性下降，从而启动自由基连锁反应，进一步破坏血管

内皮的结构和功能，甚至内皮细胞凋亡，直接损伤脑组织。研究表明，有效地清除自由基，降低过氧化脂质的

生成在脑血栓的治疗中具有重要的意义。 

模型对照组小鼠脑组织受损严重，出现 MDA 含量升高、SOD 含量降低的情况，黄连水煎液治疗组使

MDA 含量降低，SOD 含量升高，且各组效果较显著(p<0.05) (表 2)。 

2 讨论 

本模型制备对于实验操作者的手法要求很高，实验过程中有多处要注意的操作步骤。结扎暴露的双侧颈总

动脉时，不要损伤迷走神经，不然，会造成小鼠的死亡。精确的操作尽快分离肌肉与神经，暴露双侧颈总动脉

并结扎，确保模型的成功率、稳定性、成活率。实验过程中如果出血，不应盲目结扎法止血，以免造成不必要

的损伤，用棉签压迫出血点，大多数情况下可以减少出血。麻醉剂量应做到精确，力争一次麻醉成功，不可多

次麻醉(韩蕾等, 2012)。同时，手术过程中要密切关注动物的呼吸情况，及时吸痰，避免呼吸道分泌物增多出

现的气道堵塞，从而降低动物的死亡率。 

脑缺血再灌注时，各种损伤机制会导致血脑屏障的破坏，从而使一些平时不能通过的大分子物质得以通过

(程发峰等, 2010)。Evan's 蓝能与血浆蛋白结合，正常时不能透过血脑屏障，脑缺血再灌注时，血脑屏障的通透

性的增大，脑组织中的 Evan's 蓝含量大幅升高，因此，测定 Evan's 蓝含量能反映出血脑屏障损伤程度及通透

性的变化情况。初步研究表明：黄连水煎液能降低脑缺血组织中的 Evan's 蓝含量，提高脑缺血组织中 SOD 的



 

 

 

 

 

 

植物药与药理学杂志 (网络版 ), 2015 年 , 第 4 卷 , 第 2 篇 , 第 1-4 页 

Zhiwuyao Yu Yaolixue Zazhi (Online), 2015, Vol.4, No.2, 1-4  
http:// jpmp.5th.sophiapublisher.com 
 
 

3 
 

含量，降低 MDA 含量，有良好的抗自由基作用。在保护屏障的完整性维持、急性脑缺血损伤保护等方面有较

好的作用。抗氧化酶 SOD 活力的高低直接反应了机体清除氧自由基的能力(雷军荣等, 2010)。MDA 是自由基膜

过氧化脂质的一种重要的分解产物，含量可以反映机体内脂质过氧化的程度，常被用以作为脂质过氧化程度的

检测指标，MDA 的高低间接反应了机体细胞受自由基攻击的严重程度(韩辉等, 2012)。 

表 2 脑组织 SOD, MDA 含量(n=10, x±s) 

Table 2 SOD, MDA content of brain tissue (n=10, x±s) 

组别 

Group 

SOD 含量(U/mg·prot) 

SOD content (U/mg·prot) 

MDA 含量(nmol/mg·prot) 

MDA content (nmol/mg·prot) 

假手术对照组 

The control group 

24.15±4.28 10.16±4.14△ 

模型对照组 

Model group 

10.59±5.62* 24.51±4.41* 

黄连水煎液治疗组(25 mg/mL ) 

The treatment group (25 mg/mL ) 

15.14±4.46△ 15.24±4.56△* 

黄连水煎液治疗组(50 mg/mL) 

The treatment group (50 mg/mL) 

16.01±3.92△* 13.16±3.88△ 

黄连水煎液治疗组(100 mg/mL) 

The treatment group (100 mg/mL) 

20.57±6.22△ 13.18±5.02△ 

注: 与假手术对照组相比, *p<0.05; 与模型对照组相比, △p<0.05 

Note: Compared with the control group, *p<0.05; Compared with model group, △p<0.05 

3 材料与方法 

3.1 实验材料 

3.1.1 药物 

黄连水煎液，取黄连 100 g，捣碎，浸泡 10 倍量体积份数的热水中，煮沸提取 3 次，每次 2 h，合并滤液

稀释至 1 000 mL，即 100 mg/mL，另取该液适量分别用蒸馏水稀释至浓度为 50 mg/mL、25 mg/mL，备用。 

3.1.2 动物 

清洁级小鼠 50 只，雌雄各半，20~25 g，由遵义医学院实验动物中心提供。 

3.1.3 主要试剂 

Evan's 蓝(2%)购于上海宝曼生物科技有限公司，丙二醛(MDA)、抗氧化酶(SOD)测定试剂盒，购于南京建

成生物工程研究所。 

3.1.4 主要仪器 

721 型分光光度计(上海分析仪器厂)、高速离心机(Thermo Fisher D-37520)、电子天平(LG-PABER)、酶标

仪(Bio-rad680)。 

3.2 方法 

3.2.1 小鼠急性脑组织缺血再灌注模型的制备与分组 

给药将 50 只小鼠按体重随机分假手术对照组、模型对照组黄连水煎液治疗组(25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 

mg/mL) 5 组，每组 10 只，采用双侧结扎法制备模型。腹腔注射 7%水合氯醛 350 mg/kg 麻醉，无肌张反射后，

固定四肢和头部使小鼠仰位躺在手术台上，颈部正中靠近气管部位开口(长度 1 cm 左右)，玻璃分针分离两侧动

脉和迷走神经，用手术线分别结扎 60 min 后，剪断手术线再灌注，缝合开口。假手术对照组，相同操作但不

结扎，暴露 60 min 后缝合开口。模型制备成功 24 h 后分别给以黄连水煎液(25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL)

药物干预，按体重 0.1 mL/10 g，1 次/d 灌胃给药，7 d 后取材进行相关指标检测。 

3.2.2 组织匀浆的制备 

冰盘上取出全脑，分离嗅球、小脑和脑干，冷生理盐水洗去血迹，滤纸吸去多余水分(留出约 2 000 mg)，

称重后加 9 倍生理盐水制备 10%脑组织匀浆，匀浆液经 2 500 r/min 离心 5 min，取上清置-20℃冰箱冻存备用。 

3.2.3 Evan's 蓝标准曲线的制作 
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配制一系列浓度不同的 Even's 蓝标准溶液(0.002 mg/mL, 0.003 mg/mL, 0.004 mg/mL, 0.005 mg/mL, 0.006 

mg/mL, 0.007 mg/mL, 0.008 mg/mL, 0.009 mg/mL, 0.010 mg/mL)分别测定其吸光度，然后选取 Evan's 浓度(C)为

横坐标，选取吸光度值(A)为纵坐标，绘成标准曲线(图 1)。 

3.2.4 脑组织 SOD、MDA、Evan's 含量测定 

取制备好的脑组织匀浆，按 SOD、MDA 试剂盒说明书进行操作，在酶标仪上 495 nm 处测各孔吸光值，

求得脑组织对应的 SOD、MDA 含量。 

取已取好的组织 100 mg，加 5 mL 甲酰胺制成匀浆，加盖后于 60℃水浴箱孵育 48 h (韩蕾等, 2012)，3 500 

r/min 离心 10 min，得上清，去沉淀。在 721 分光光度计上λ=625 nm 处进行测定，根据标准曲线比色，求得

Evan's 蓝含量(μg/100 mg 湿重)。 

 
图 1 Even's 蓝标准曲线 

Figure 1 Even's blue standard curve 
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