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-论著-

红景天苷联合亚低温对大鼠脑缺血／再灌注损伤后
神经细胞形态与功能的影响

杨文博董河 刘陕岭 蒋丽丽 贾彦芳 黄辉 周赞宫

(青岛大学附属医院麻醉科，山东青岛266003)

【摘要】目的探讨红景天苷联合亚低温对大鼠全脑缺血／再灌注(I／R)损伤后神经细胞形态和功能的

影响及其作用机制。方法选择雄性Wistar大鼠150只，按随机数字表法分为假手术组、模型组、单纯红景天

苷治疗组、单纯亚低温治疗组、红景天苷联合亚低温治疗组，每组30只。单纯红景天苷治疗组和红景天苷联

合亚低温治疗组制模前7 d于同一时间腹腔注射红景天苷10 mg·kg～·d～，最后一次给药30 min后建立全脑缺

血模型；假手术组、模型组、单纯亚低温治疗组制模前7 d同一时间腹腔注射等量生理盐水。采用改良Pusinelli

四动脉阻断法建立全脑缺血模型，缺血10 min后实现再灌注；假手术组仅暴露双侧翼孔及游离颈总动脉，不凝

闭椎动脉和夹闭颈总动脉。假手术组、模型组、单纯红景天苷治疗组保持肛温36．5℃；单纯亚低温治疗组和红

景天苷联合亚低温治疗组大鼠迅速放入4 oC环境使肛温降至32℃并维持2 h。再灌注24 h后观察各组大鼠

神经功能缺损程度评分(NDS)、脑组织含水量及海马区脑组织细胞形态、超氧化物歧化酶(SOD)活性、丙二醛

(MDA)含量。结果与假手术组比较，模型组NDS、SOD均明显降低[NDS(分)：50．70±1．64比76．70±1．34，

SOD(U／mg)：55．14±9．07比122．10±10．16]，脑组织含水量、MDA均明显升高[脑含水量：(87．41±0．83)％

比(78．30±0．75)％，MDA(nmol／mg)：5．96±0．28比3．59±0．20，均P<0．05]。显微镜下观察到模型大鼠海马

区细胞排列散乱，大量锥体细胞体积缩小，核固缩、深染及胞质嗜伊红，细胞间隙明显增大，胞质呈空泡样变，正

常神经元数量显著减少；3个治疗组海马区细胞变性程度明显减轻。与模型组比较，单纯红景天苷治疗组、单

纯亚低温治疗组、红景天苷联合亚低温治疗组NDS、SOD均明显升高(NDS分别为59．00±1．72、60．40±1．51、

66．40±1．51，SOD分别为84．22±8．88、83．58±8．39、104．16±8．81)，脑组织含水量、MDA均明显降低[脑组

织含水量分别为(84．56±0．42)％、(83．94±0．36)％、(80．78±0．31)％，MDA分别为5．03±0．22、4．99±0．28、

4．58±0．25，均P<0．05]，且以红景天苷联合亚低温治疗组变化程度较单纯红景天苷治疗组、单纯亚低温治疗组

更显著[NDS(分)：66．40±1．51比59．00±1．72、60．40±1．51，脑组织含水量：(80．78±0．31)％比(84．56±0．42)％、

(83．94±0．36)％，SOD(U／mg)：104．16±8．81比84．22±8．88、83．58±8．39，MDA(nmol／mg)：4．58±0．25比

5．03±0．22、4．99±0．28，均P<0．05]。结论红景天苷和亚低温对大鼠全脑I／R损伤均有保护作用，且二者联

合保护作用更佳，其机制可能与抗自由基损伤有关。

【关键词】缺血／再灌注损伤，脑；红景天苷；亚低温；氧化损伤；氧自由基；大鼠

Effects of salidroside combined with mild hypothermia on neuron modairy and function in rats with cerebral
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【Abstract]0bjective To investigate the effects of salidroside combined with mild hypothermia on neuron

modality and function in rats with cerebral ischemia]reperfusion(I／R)injury． Methods 1 50 male Wistar rats were

divided into 5 groups：sham operation，model，simple salidroside treatment(sal group)，pure mild hypothermia treatment

(mild group)and the salidroside combined with mild hypothermia therapy groups(sal+mild group)according to random

number table method，30 in each group．The rats in the sal group and sal+mild group
were intraperitoneaUy injected

with salidroside 10 mg·kg～·d～at the same time，7 days before modeling，and at 30 minutes after the last time of

drug administration，the whole brain ischemia model was performed．The rats in the sham operation group，model group

and mild group were intraperitoneally injected with the same amount of normal saline at the same time，7 days before

modeling．The improved Pusinelli four artery block method was used to set up a whole brain ischemia model by ischemia

for 10 minutes and then reperfusion was carried out；The rats in the sham operation group were operated with exposing

bilateral pterygoid foramina and free common carotid artefies without cauterizing vertebral artery and clipping common

carotid arteries．The anal temperature of rats in sham operation，model and sal groups were maintained at 36．5 oC，

while the anal temperature of rats in mild group and sal+mild group were maintained at 32℃for 2 hours by quickly

putting the rats into 4℃environment．After reperfusion for 24 hours，the neural deficiency score(NDS)was evaluated，
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cerebral water content，hippocampus cell morphology，superoxide dismutase(SOD)activity and malondialdehyde(MDA)
content were observed in each group． Resuits Compared with sham operation group．NDS and SOD in the model

group were significantly reduced【NDS：50．70±1．64 VS．76．70 4-1．34；SOD(U／mg)：55．14 4-9．07 VS．122．10±10．161，
while the cerebral water content and the MDA were markedly increased fthe cerebral water content：(87．4 1 4-0．83)％

VS．(78．30 4-0．75)％；MDA(nmol／mg)：5．96 4-0．28 VS．3．59 4-0．20，both P<0．05]．Under microscope．in the rats of

model group，the hippocampus cells were disorderly arranged，the volume of pyramidal cell was shrank in a large number

with nuclear pyknosis，deep staining and cytoplasm eosinophilic，the intercellular space became larger obviously，the

cytoplasm represented vacuole like changes and the normal neuron number was significantly reduced；the hippocampus

cell degeneration in the rats of other 3 treatment groups was obviously milder．Compared with the model group．the

NDS and SOD in the sal group，the mild group，and the sal+mild group were significantly increased(NDS respectively

were 59．00±1．72，60．40 4-1．5l，66．40 4-1．5l；SOD respectively were 84．22 4-8．88，83．58 4-8．39，104．16 4-8．811。

while the cerebral water content and MDA were significantly reduced『the cerebral water content respectively were

(84．56±0．42)％，(83．94 4-0．36)％，(80．78 4-0．3 1)％，MDA respectively were 5．03±0．22，4．99 4-0．28，4．58 4-0．25，

all P<0．051，the changes in sal+mild group were more significant than those in either sal group or the mild group[NDS：
66．40±1．5l vs．59．00 4-1．72，60．40 4-1．5l，the hrain water content：(80．78 4-0．31)％VS．(84．56±0．42)％，f83．94±

0．36)％，SOD(U／rag)：104．16土8．8l VS．84．22±8．88，83．58±8．39，MDA(nmol／mg)：4．58 4-0．25 VS．5．03±0．22，

4．99 4-0．28．all P<0．051． Conclusions Both salidroside and mild hypothermia have protective effect on rat whole

brain I／R injury．and the therapeutic effect of combination of the two iS better than either one of them．and the mechanism

is possibly related to anti-free radical injury．

【Key wordsl Cerebral ischemia／reperfusion injury； Salidroside； Mild hypothermia；Oxidation

damage； Oxygen free radical； Rat

缺血性脑血管病已成为有较高致死率和致残

率的主要疾病之一_l j，寻找简单可靠的脑保护措施

是临床研究的重要课题。低温技术对脑缺血／再灌

注(I／R)损伤有一定保护作用¨。3 J，且随着温度降低

保护效果也进一步加强Hj。但深低温技术不仅操

作复杂，还存在一定的副作用¨1，所以目前临床上多

采用亚低温技术¨1。是否有既能增强亚低温脑保

护效果又不增加副作用的简便方法，值得临床探索。

研究显示，中医药在脑I／R损伤的治疗过程中具有

明显的效果"。9 J，而且中药联合亚低温技术对脑I／R

损伤的疗效已经得到证实o 10j。中药红景天具有抗

辐射、抗氧化衰老等作用⋯o，单纯使用红景天具有

脑保护作用¨2I，但将其联合亚低温使用是否能增强

亚低温的脑保护效果尚未见报道。本研究观察红景

天苷联合亚低温技术对大鼠全脑I／R损伤后神经形

态及功能的影响并探讨其作用机制，报道如下。

1材料与方法

1．1主要材料：注射用红景天苷20 mg／mL由美仑

生物有限公司生产，纯度大于98％，使用前用生理

盐水配成所需质量浓度。超氧化物歧化酶(SOD)

活性检测试剂盒、丙二醛(MDA)含量检测试剂盒均

购于碧云天生物技术有限公司。

1．2动物分组与模型复制：健康成年雄性Wistar大

鼠150只，体质量(250．0±10．4)g，由青岛实验动物

中心提供，许可证号：SCXK鲁20150010。将大鼠

按随机数字表法分为假手术组、模型组、单纯红景天

苷治疗组、单纯亚低温治疗组、红景天苷联合亚低

温治疗组5组，每组30只。采用改良Pusinelli四动

脉阻断法(4VO)¨列复制全脑缺血模型。腹腔注射

10％水合氯醛(3．5 mL／kg)麻醉大鼠，俯卧位固定，

暴露双侧翼孔，用烧灼器(电烙铁改良)永久凝闭双

侧椎动脉；分离双侧颈总动脉并放置丝线留活结。
24 h大鼠清醒后监测脑电图，打开颈前切口并暴露

双侧颈总动脉，用无创血管夹暂时夹闭双侧颈总动

脉，造成全脑缺血，以夹闭颈总动脉后30～60 S大

鼠出现意识丧失、眼球变白、瞳孔散大及脑电图呈直

线为制模成功的标志，10 min后开放双侧颈动脉再

灌注开始，缝合切口。假手术组仅暴露双侧翼孔及

游离颈总动脉，不凝闭椎动脉和夹闭颈总动脉。

1．3分组处理方法：单纯红景天苷治疗组和红景

天苷联合亚低温治疗组制模前7 d于固定时间腹

腔注射红景天苷lO mg·kg～·d～，于最后一次给药
30 min后复制全脑缺血模型。假手术组、模型组、

单纯亚低温治疗组制模前7 d腹腔注射等量生理盐

水。假手术组、模型组、单纯红景天苷治疗组肛温

均保持在36．5 cC，将单纯亚低温治疗组和红景天苷

联合亚低温治疗组大鼠迅速放人4℃环境使肛温降

至32℃并维持2 h。

1．4伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准。

1．5检测指标及方法：于再灌注24 h后检测下列

指标。

1．5．1神经功能学评分：各组取10只大鼠，处死

前采用Geocadin等¨4o制定的神经功能缺损程度评
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分(NDS)，从一般行为、脑干功能、双侧肢体运动、感

觉、平衡运动能力、行为及有无癫痫发作7个方面来

评分，最低0分，满分80分。

1．5．2脑组织含水量检测：完成NDS评分后，腹腔

注射10％水合氯醛5 mL／kg麻醉大鼠后立即处死，
取脑秤湿质量，放入100℃干燥箱内恒温24 h，秤干

质量，根据公式[15]计算脑含水量[含水量(％)=

(湿质量一干质量)／湿质量X 100％]。

1．5．3脑组织细胞形态学观察：各组取10只大鼠，

腹腔注射10％水合氯醛5 mL／kg麻醉大鼠，用4％

多聚甲醛磷酸盐缓冲液(PBS)进行心脏灌注，断头

取脑，于视交叉后l～4 mm冠状面切开，取中间脑

组织，多聚甲醛PBS固定，蒸馏水洗涤，梯度乙醇脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋，于海马齿状互包平面连

续冠状切片，室温保存。每只大鼠取3张切片常规

脱蜡后行苏木素一伊红(HE)染色，显微镜下观察

海马区神经元形态学改变。

1．5．4海马区SOD活性及MDA含量的测定：每组

取10只大鼠，腹腔注射10％水合氯醛5 mL／kg麻醉，

快速冰上断头取脑，分离海马组织，PBS制成组织匀

浆液后，离心取上清液，用水溶性四唑盐一8(wST一8)

法检测SOD活性，用硫代巴比妥酸(TBA)法测定

MDA含量，操作严格按试剂盒说明书的步骤进行。

1．6统计学方法：使用SPSS 20．0软件进行处理数

据，计量数据以均数±标准差(孑±s)表示，所获数

据经正态分布检验和方差齐性检验，组间和组内比

较采用单因素方差分析(ANOVA)和LSD—t检验，

P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1各组NDS比较(表1)：与假手术组比较，制模

后各组大鼠NDS均有不同程度的降低，以模型组

降低最为显著；与模型组比较，单纯红景天苷治疗

组、单纯亚低温治疗组、红景天苷联合亚低温治疗组

NDS均升高；而红景天苷联合亚低温治疗组NDS

明显高于单纯红景天苷治疗组和单纯亚低温治疗组

(均P<0．05 o

表l各组再灌注24 h后NI)S、脑组织含水量比较(i±一)

驯 薯警≯。N分DS， 票鬻
似手术组 10 76．70±

模割组 10 50．70±

单纯红景灭f{：治疗组 lo 59．00±

甲纯业低温治疗组 10 60．40±

红景天许联合业低温治疗组 10 66．40±

沣：‘j假手术组比较．“P<o．05；’j模型绀比较．“，】<o．05；‘j甲纯

；【：景天仟治疗组和唯纯、旺低温治疗组【+t较，‘，，<0．05

2．2各组脑组织含水量比较(表1)：与假手术组比

较，制模后各组脑组织含水量均增加；与模型组比

较，单纯红景天苷治疗组、单纯亚低温治疗组、红景

天苷联合亚低温治疗组脑组织含水量均降低；而红

景天苷联合亚低温治疗组的脑组织含水量低于单纯

红景天苷治疗组及单纯亚低温治疗组(均P<0．05 o

2．3各组脑组织细胞形态学观察(图1)：I／R损伤

后，大鼠海马区细胞排列散乱，大量锥体体积缩小，

核固缩、深染及胞质嗜伊红，细胞间隙明显增大，胞

质呈空泡样变，正常神经元数量显著减少。单纯红

景天苷治疗组、单纯亚低温治疗组和红景天苷联合

亚低温治疗组正常神经元数量均较模型组增多，以

红景天苷联合亚低温治疗组正常神经元增多趋势更
为明显。

2．4各组海马区SOD活性及MDA含量比较(表2)：

与假手术组比较，模型组海马区SOD活性明显下

降，MDA含量明显增加；与模型组比较，单纯红景

天苷治疗组、单纯亚低温治疗组和红景天苷联合

亚低温治疗组SOD活性均明显增加，MDA含量均

降低；以红景天苷联合亚低温治疗组的效果更佳

(均P<0．05 o

图l 各组再灌注24 h大鼠海马区脑组织细胞形态学观察(HE染色中倍放大)
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表2各组再灌注2,4 h后海马区SOD活性及

MDA含量比较(孑-t-s)

组别 鼍筹8掰。。=。，

注：与假手术组比较，3P<0．05；与模型组比较，“P<O．05；与单纯

红景天苷治疗组和单纯亚低温治疗组比较，。P<O．05

3讨论

I／R损伤是一个复杂的病理生理过程，包括缺血

性的原发性损伤和再灌注的继发性损伤，其主要机

制有线粒体损伤、钙超载、氧自由基大量蓄积、炎症

反应及细胞凋亡等¨6I，其中自由基过量蓄积是造成

脑I／R后神经组织损伤的重要环节之一¨卜18 JO自由

基与生物大分子，如膜上的不饱和脂肪酸反应，可形

成脂质过氧化物如MDA，引起蛋白质、核酸等聚合，

具有细胞毒性。正常情况下，体内的自由基消除系

统，包括酶类成分如SOD和非酶类成分如谷胱甘肽

(GSH)，会使体内自由基的生成与消除呈平衡状态，

但在脑缺血时，体内的自由基消除系统受到破坏，平

衡状态被打破，引起自由基的过量蓄积，使SOD活

性和MDA含量发生变化。本实验结果显示，模型

组大鼠海马区SOD活性明显下降，脂质过氧化产物

MDA含量明显增加，说明脑I／R损伤导致海马区自

由基产生增加，清除能力下降。

Busto等‘6 o首次提出全身亚低温(32～33cC)具

有脑保护作用，使亚低温治疗成为I／R损伤后脑保

护的关注焦点。2010年美国心脏协会心肺复苏及

心血管急救指南提出给予心搏骤停后患者亚低温治

疗，显示其预后良好¨9|。研究证实，亚低温脑保护

治疗的主要机制心0。22。为：降低脑组织氧耗及代谢；

降低高灌注时自由基所致的损伤，并改善迟发性低

灌注；抑制炎性物质的释放及炎症反应，避免血脑

屏障通透性增加，减轻脑水肿，降低颅内压；促进脑

细胞对葡萄糖的利用，维持能量平衡，稳定细胞膜；

减轻或消除兴奋性氨基酸释放对脑组织的损伤；抑

制ca2+内流，减轻钙超载；抑制细胞凋亡。本实验

显示，与模型组相比，单纯亚低温治疗组SOD活性

增加、MDA含量降低、脑组织含水量减少、细胞变

性程度改善及NDS升高，证实亚低温对脑I／R损伤

有保护作用。

中药红景天最早作为藏药收录在《四部医典》

中，研究证实红景天具有抗辐射、抗肿瘤、免疫调节、

抗氧化衰老等作用，对脑缺血也有一定的保护作

用∽3|。红景天苷是红景天的主要有效成分，红景

天苷能提高血液中血红蛋白的数量，增强血红蛋白

的携氧能力。24I；可通过抗自由基功能保护神经细

胞坦5I；通过调节凋亡相关基因的表达，降低神经细

胞凋亡及坏死心⋯。本实验结果显示，单纯红景天苷

治疗组大鼠NDS及SOD活性均高于模型组，且脑

含水量、细胞变性程度、MDA含量低于模型组，证实

红景天苷对脑I／R损伤具有保护作用。

本研究结果表明，红景天苷联合亚低温治疗能

使NDS增高，脑组织含水量减少，细胞变性程度减

轻，SOD活性增高，MDA含量降低，且其作用优于

单纯红景天苷治疗组或单纯亚低温治疗组，提示红

景天苷联合亚低温对I／R引起的脑损伤具有协同保

护作用，其作用机制可能与抗自由基损伤有关。

综上所述，红景天苷和亚低温均有一定的脑保

护作用，且二者联合应用保护效果更加显著，其作用

机制可能与抗自由基损伤密切相关。本实验采用的

是10 mg·kg～·d。1剂量红景天苷，加大剂量后其脑

保护效果是否相应加强，还有待进一步研究。
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