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黄连对脑缺血小鼠海马区细胞总蛋白和SOD的影响
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摘　要　研究黄连对脑缺血小鼠海马区细胞总蛋白和SOD的影响，进而探讨黄连对缺血性脑损伤的保护和修复作用。本实验将36只小鼠随机分为实验组、对照组和正常组，应用结扎小鼠颈动脉法建立缺血性脑损伤模型，黄连水浸出液灌胃实验组；对照组、正常组用等量生理盐水灌胃。分别于不同时间段取小鼠海马组织制备组织匀浆，采用BCA法和WST-1法分别测总蛋白含量与超氧化物歧化酶（SOD）活力。结果显示实验组海马组织中的总蛋白含量和超氧化物歧化酶（SOD）活力高于对照组低于正常组，差异明显（p＜0.05）；在24h时间段实验组两项指标与对照组差距达最高值，且更接近正常组。由此推测黄连能提高小鼠脑缺血海马组织总蛋白含量和SOD活力，可保护和恢复损伤的神经组织。
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Abstract　Research coptis to cerebral ischemia mice cells of the hippocampus total protein and SOD influence, coptis and then discusses to cerebral ischemia study and protection in mice repair function. Thirty-six mice were randomly divided into experimental group, control group, normal group, application carotid artery ligation method to establish mice ischemic damage model; Coptis is leaching solution irrigation stomach s experimental group, control group and normal group with equal saline irrigation stomach. At 4, 6, 8, 12, 24 and 48h take mice hippocampus organization preparation organization homogenate, BCA method and the WST-1 method respectively measure total protein content and are superoxide dismutase (SOD) vitality. Experimental group total protein content and superoxide dismutase (SOD) higher than control group below the normal group in the hippocampus organization, Differences are significant; The value of number of two indicators at the experimental group and control group the gap between the highest at the 24h, and more close to normal group. Coptis can improve cerebral ischemia in mice hippocampus of the total protein content and SOD activity, Can protect and restore the nerve tissue damage.
Keywords　Mice, Hippocampal cells, Ischemic brain injury, SOD
黄连(朱静等, 2001)是指毛茛科植物黄连、三角叶黄连和云连的干燥根茎，具有清热燥湿、泻火解毒、等多种功效(崔学军等, 2006)。现代药理研究表明(吴敏等, 2008)：黄连的其中的主要成分小檗碱有镇静、镇痛、延长戊巴比妥睡眠时间等作用;此外，还有抗炎、调节血脂、血压、血糖等作用(郭花玲等, 2011)。

近年来，国内外医学界专家采用现代研究方法，对黄连的药理学进行了多方面的研究，取得了较大的进展，越来越多的黄连功效被人们发掘。近期，专家们提出黄连在缺血性老年痴呆相关疾病的治疗中显示其特殊的疗效，但到目前为止，黄连在治疗老年痴呆上的功效还很少有文献报道。

海马是参与学习及记忆功能的重要脑区，海马细胞对缺血缺氧特别敏感。早期研究表明(张琦等, 2009)，黄连与黄芩、黄柏、栀子配合使用所形成的黄连解毒汤能保护小鼠脑缺血慢性神经损伤，进而改善小鼠的学习记忆力。本实验通过从黄连对脑损伤小鼠海马组织中SOD活性，蛋白含量影响上，探索黄连保护和恢复损伤的神经组织和细胞功能，为黄连对大脑神经组织的保护作用机制提供理论依据。

1结果与分析
1.1 总蛋白测定结果
由酶标仪测得各孔OD值后，在根据总蛋白浓度计算公式：
总蛋白浓度(μg/ml)=[(测定孔OD值–空白孔OD值)/(标准孔OD值–空白孔OD值)]×标准浓度(μg/ml)
算出各组平均总蛋白浓度(表1)，绘制曲线图得图1：
表1 BCA法测总蛋白含量(μg/ml)结果表

Table 1 BCA method to measure the total protein content (μg/ml) results in Table

	时间(h)
Time
	实验组

Experimental group
	对照组

Control group
	正常组

Normal group

	4

6

8

12

24

48
	139.3

241.9

217.2

193.1

287.6

178.9
	130.1

127.8

141.1

156.1

109.2

90.1
	259.3

273.5

319.8

297.6

315.4

310.1


1.2超氧化物歧化酶(SOD)测定结果
由酶标仪测得各孔OD值后，在根据SOD活力计算公式：

SOD活力(U/mgprot)＝[(A对照-A测定)/(A对照-A空白)]/50%×(反应体系(0.24ml)/稀释倍数(0.02ml))/待测样本浓度(mgprot/ml)

算出各组平均SOD活力(表2)，绘制曲线图(图2)：
表2 WST-1测超氧化物歧化酶(SOD)(mgprot/ml)结果

Table 2 WST-1 measurement of superoxide dismutase (SOD) (mgprot / ml) results
	时间(h)
Time
	实验组

Experimental group
	对照组

Control group
	正常组

Normal group

	4

6

8

12

24

48
	17.1

15.9

17.2

13.1

26.6

18.9
	11.1

6.8

7.1

6.1

8.2

7.1
	24.3

26.1

21.4

22.6

30.4

20.1
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图1 BCA法测蛋白含量结果

Figure 1 The results of BCA method measuring protein content
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图2 WST-1测超氧化物歧化酶(SOD)结果

Figure 2 WST-1 measurement of superoxide dismutase (SOD) Results
2讨论
2.1发病原因讨论
缺血性脑血管病(ischemic cerebral vesscular disease, ICVD) 是一种临床常见病(王桂红等, 2003)，主要是因为脑动脉粥样硬化所致，常见于老年群体。近年来，该病的发病群体越来越年轻化，主要原因是：现代社会的年轻人缺乏锻炼，身体素质差，吸烟、饮酒也是导致青年人过早形成脑动脉粥样硬化。不同的年龄阶段，总蛋白的正常值是各不相同的.蛋白质作为生命活动的主要承担着，机体的一切生命活动都与其息息相关，脑也不例外。据有关文献报道(寇俊萍, 2001)，提高蛋白含量可改善因脑缺血再灌注所致的记忆损伤，从而防治老年性痴呆症。超氧化物歧化酶(SOD)，具有特殊的生理活性，在各种生物体内分布很广泛，是生物体内重要的抗氧化酶，也是生物体内清除自由基的首要物质，因此其在生物体内的含量高低是衰老和死亡的直观指标。现已证实，由氧自由基引发的疾病多达60多种，其中包括因老年痴呆症造成的记忆力损伤，而SOD可对抗与阻断因氧自由基对细胞造成的损害，并及时修复受损细胞，复原因自由基造成的对细胞伤害。据有关文献报道(尹明华等, 2007; 姜可, 2007)，SOD活力提高，特别是在脑组织中，SOD活力对于清除氧自由基，减少脂质的过氧化反应以及过氧化产物，从而减少神经细胞损伤，起到延缓脑衰老和防治老年性痴呆的作用。本次实验研究黄连对脑缺血小鼠脑海马区的总蛋白和SOD活力的改善作用，从而为将来开发一种治疗缺血性脑血管病的方案提供理论依据。

2.2对试验数据用SPSS软件进行单因素方差分析
首先进行主体间效应的检验：总蛋白含量结果(表3)显示处理组间和时间区组的F值分别为13.081和2.708，对应的P值为0.002和0.085，说明处理组间的差异具有统计学意义，时间区组间的差异没有统计学意义；SOD活力结果(表4)显示处理组间和时间区组的F值分别10.860和2.551，对应的P值为0.003和0.097，说明处理组间的差异具有统计学意义，时间区组间的差异没有统计学意义。处理组间的差异有统计学意义，进一步在保留时间区组的条件下做处理组间的两两多重比较，结果以表示，P＜0.05为差异有显著统计学意义。

表3 处理组总蛋白含量组间多个比较(x͂±s)

Table 3 Total protein content of the treated group between multiple (x͂±s)
	(I) 分组
(I) Grouped
	(J) 分组

(J) Grouped
	均值差值 (I-J)
Mean difference (I-J)
	显著性

Significance.

	实验组
Experimental group
实验组
Experimental group
对照组
Control group
	对照组

Control group

正常组

Normal group

正常组

Normal group
	95.43±26.82*
-37.62±26.82
-133.05±26.82*

	.005
.191
.001



注: *: 均值差值在0.05级别上较显著
Note: *: Mean difference was more significant at the 0.05 level
表4处理组SOD活力组间多个比较(x͂±s)
Table 4 SOD activity of the treated group multiple comparisons(x͂±s)

	(I) 分组
(I) Grouped
	(J) 分组

(J) Grouped
	均值差值 (I-J)
Mean difference (I-J)
	显著性

Significance.

	实验组
Experimental group
实验组
Experimental group
对照组
Control group
	对照组

Control group

正常组

Normal group

正常组

Normal group
	75.55±28.64*
-57.50±28.64
-133.05±28.64*
	.025
.072
.001


注: *: 均值差值在0.05级别上较显著
Note: *: Mean difference was more significant at the 0.05 level
2.3结果综合分析
从上述图片来看，实验组和对照组的两项指标总体上低于正常组。而实验组在总蛋白含量和SOD活力水平上，总体上高于对照组而低于正常组，说明了黄连能显注提高脑缺血小鼠海马组织中的总蛋白浓度和SOD活力。从个体水平上，说明黄连对小鼠缺血性脑损伤具有保护和恢复作用。两项指标均在24 h时更接近正常组，表面上显示，黄连在24 h时效果最佳，但SPSS软件分析中得知时间区组无统计学意义，因此只能说明大约在24 h黄连效果最佳。

在脑中海马是参与学习及记忆功能的重要脑区，海马细胞对缺血特别敏感，黄连能显著提高脑缺血小鼠海马组织中的总蛋白含量和SOD活力，说明黄连对小鼠缺血性脑损伤具有保护和恢复作用，可能对缺血性脑损伤小鼠的学习记忆能力有一定的改善作用。

3材料与方法
3.1主要材料
健康成年小鼠，体重25 g左右，由遵义医学院生理实验室提供；BCA试剂盒与超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒均购自南京建成科技有限公司；10%水合氯醛(10g水合氯醛: 100 ml蒸馏水)；酶标仪(bio-tekElx800)。

3.2方法与步骤
3.2.1实验设计与分组

将36只小鼠随机分为3组：实验组、对照组、正常组各12只，实验组用黄连水浸出液灌胃(0.1 mg/g)，对照组和正常组灌胃等量生理盐水，然后开始计时，分别于4、6、8、12、24、48h处死取海马组织，制备匀浆，分别测蛋白含量和SOD活力。

3.2.2动物模型的制备

采用单侧结扎颈总动脉法制备小鼠脑缺血模型。将小鼠称重后用10%水合氯醛腹腔注射麻醉，固定于手术台上，酒精消毒后剪开颈部皮肤，用镊子拨开肌肉，找到颈总动脉并用玻璃分针挑出，分离神经后用手术线结扎，缝合伤口后消毒。待小鼠清醒后，按照Longa的5分法评分标准稍加改进：除0分外，1～4分为有效模型。

表5 Longa5分法评分标准表

Table 5 Longa 5 points score table
	分值

Scores
	症状

Symptom

	0

1

2

3

4


	无神经缺损症、生长正常

Nerve defect disease, the growth of normal

提尾时前肢内收不能完全伸直

Forelimb adduction mentioning tail can not fully straighten

行走向左或者向右倾倒

Walking to the left or right-dumping

向左或者向右旋转，有追尾现象

To the left or right to rotate, the rear-end phenomenon

不能自己行走或昏迷

Can not walk or coma


3.2.3药物处理

精确称取黄连50 g，加水浸泡4 h，水煎3次，收集煎液后过滤，然后浓缩至生药含量为2 mg/ml，调节pH值为7。

3.2.4匀浆的制备

灌胃计时后，分别于4、6、8、12、24、48 h时用颈椎脱臼法处死小鼠，取海马组织剪碎后加适量(组织重量: PBS体积=1g:9ml)PBS后用匀浆器匀浆，转移到离心管中，2500 rmp/s离心15 min，收集上清液，即得10%匀浆上清；备份后准确吸取10%匀浆上清0.1 ml，加入0.9 ml的PBS稀释为1%的匀浆上清。

3.2.5蛋白含量测定

按BCA法测微量蛋白含量试剂盒说明书将试剂按比例配置测定工作液。取1%匀浆于96孔板上按下表操作，然后混匀，37℃孵育30分钟，630 nm波长，酶标仪测定，读取吸光度。

3.2.6超氧化物歧化酶(SOD)测定

按超氧化物歧化酶(SOD) WST-1法测定试剂盒说明书将试剂按比例配成底物应用液和酶工作液。取3.2.4步骤中制备的10%匀浆上清于96孔板上按下表操作，然后混匀，37℃孵育20分钟450 nm处酶标仪读数。

3.2.7统计学分析

以SPSS 18.0软件进行统计学分析， 结果以x±s表示，多组均数的比较采用单因素方差分析，P＜0.05为差异有统计学意义，P＜0.01为差异有显著统计学意义。
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