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开放性颅脑损伤是指颅脑各层组织开放伤的总称，如头
部受到锐器或钝器的打击，引起头皮、颅骨与颅内结构的联合
损伤，使颅腔暴露于外界，致使脑组织直接或间接与外界相通
的颅脑损伤。中药有着来源广泛、副作用小等优势，其药用价

值越来越受到重视。有研究表明，二苯乙烯苷、七叶皂苷钠等

中药有效成分均对脑损伤模型细胞或动物具有保护作用[1-2]。另

外，已发现蛇床子素具有神经营养作用[3]，比如蛇床子素能减

轻β淀粉样蛋白（Aβ25-35）诱导的神经元损伤，提高神经元存活

率，减少凋亡[4]，从而发挥神经保护作用。还有研究证明，蛇床

子素能协同神经干细胞移植治疗实验性变态反应性脑脊髓炎

（Experimental allergic encephalomyelitis，EAE），发挥抗炎和神

经营养的作用，为干细胞的存活提供一个良好的内环境，并能促

进神经功能的恢复[5]。但蛇床子素对开放性脑损伤是否有改善
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摘 要 目的：研究蛇床子素对颅脑损伤模型小鼠的神经保护作用。方法：开颅钻孔以复制小鼠颅脑损伤模型。实验分为假手术

（等容蒸馏水）组、模型（等容蒸馏水）组和蛇床子素高、中、低剂量（30、20、10 mg/kg）组，复制模型成功1 h后 ip给药，每天1 次，连

续14 d。在复制模型12 h与3、7、14、21 d后对小鼠进行神经功能缺损评分；在复制模型7、14 d后进行HE 染色，显微镜下观察脑组

织损伤面积；在复制模型24、72 h后测定小鼠脑组织中髓过氧化物酶（MPO）活性；在复制模型7 d后，采用免疫组化法测定小鼠脑

组织匀浆中脑源神经生长因子（BDNF）、神经营养因子（NT）3的表达。结果：复制模型成功3、14、21 d后，蛇床子素高、中剂量组

小鼠神经功能缺损评分降低；复制模型成功7 d后，蛇床子素高剂量组小鼠神经功能缺损评分降低。复制模型成功 7 d后，蛇床子

素高剂量组小鼠脑组织损伤面积减小；复制模型成功 14 d 后，蛇床子素高、中剂量组小鼠脑组织损伤面积减小。复制模型成功

24、72 h后，蛇床子素高剂量组小鼠脑组织中MPO活性减弱。复制模型成功7 d后，蛇床子素高、中剂量组小鼠脑组织中BDNF、

NT-3表达增强。以上差异均有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。结论：蛇床子素对颅脑损伤模型小鼠神经具有一定保护作用，

其机制为改善小鼠神经功能、促进伤口愈合，抑制炎症因子的产生及促进神经营养因子表达。
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Protective Effects of Osthole on the Nerves of Model Mice with Craniocerebral Injury
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gy，School of Pharmacy，Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Liaoning Dalian 116600，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the protective effects of osthole on the nerves in model mice with craniocerebral injury.

METHODS：Mice models of craniocerebral injury were established by craniotomy drill. There was a sham-operation group（isomet-

ric normal saline），a model group（isometric normal saline）and osthole high，mediu，low dose groups（30，20，10 mg/kg）. The

drugs were given to the mice 1 h after successful establishment of the models，ip，once a day，for consecutive 14 d. Neurological

severity score was conducted for the mice 12 h，3 d，7 d，14 d and 21 d after the establishment of models；HE stain was conduct-

ed 7 d and 14 d thereafter and the wounds areas of brain were observed by microscope；the activity of myeloperoxidase（MPO）in

the homogenate of mice’s brain tissues were determined 1 d and 3 d after the establishment of models；immunohistochemical meth-

od was adopted to determine the expressions of the brain-derived neurotrophic factors（BDNF）and neurotrophic factor（NT）3 in

the mice’s brain tissues 7 d after the establishment of models. RESULTS：Compared with model group，the neurological severity

scores of the mice in osthole high dose group and medium dose group were decreased 3 d，14 d and 21 d after the establishment of

models；that in osthole high dose group were decreased 7 d after the establishment of models. The wounds areas of brain in osthole

high dose group were smaller 7 d after the establishment of models；those in osthole high dose group and medium dose group were

smaller 14 d after the establishment of models. The activity of MPO in the brain tissue in osthole high dose group was decreased 24

h and 72 h after the establishment of models.The expressions of the BDNF and NT-3 in the brain tissue homogenate in osthole high

dose group and medium dose group were increased 7 d after the establishment of models，with significant differences（P＜0.01 or

P＜0.05）. CONCLUSIONS：Osthole has certain protective effects on the nerves in mice with craniocerebral injury. The mechanism

may be related to improving the mice’s neurological functions，promoting wound healing，inhibiting the production of inflammato-

ry factors，increasing the expression of neurotrophic factors.
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作用未见文献报道。笔者主要探讨蛇床子素对小鼠颅脑损伤后
髓过氧化物酶（Myeloperoxidase，MPO）、脑源神经生长因子（Brain

derived neurophic factor，BDNF）与神经营养因子 3（Neuro-

trophins 3，NT-3）表达的影响，以为其后续研发提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

Ti-S型荧光显微镜（日本Nikon公司）；ST-5ND型脑立体
定位仪（成都仪器厂）；UV5600型紫外-可见分光光度计（上海
元析仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂
蛇床子素对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110822-200407，纯度：＞98％）；MPO试剂盒（南京建成生物科
技有限公司）；苏木素、伊红（北京索莱宝科技有限公司）；鸡抗
BDNF 多克隆抗体、鸡抗NT-3多克隆抗体、Cy3标记羊抗鸡免
疫球蛋白（Ig）G二抗（美国 Jackson公司）；抗荧光淬灭剂（上海
碧云天生物技术有限公司）；其余试剂均为国产分析纯。

1.3 动物
清洁级KM小鼠，♀♂兼用，体质量20～22 g，购于大连医

科大学实验动物中心[实验动物使用许可证号：SCXK（辽）

2008-0002]。

2 方法
2.1 模型的复制与分组、给药

参考文献[6]，小鼠 ip给予 10％乌拉坦麻醉，麻醉生效后，

将其固定于脑立体定位仪中，对小鼠头顶部进行消毒，正中切
开顶部头皮，暴露前卤至后卤视野，分离颅骨骨膜。确定损伤
位点：距颅骨中线左侧 2.5 mm、人字缝前 2.5 mm处。用钻头
在此处钻破颅骨形成直径为2.5 mm的圆孔，用直径为1.3 mm

探针垂直插入脑组织中，深度为 3 mm，停留 30 min，然后拔出
探针，止血，缝合切口，消毒。假手术组只开颅，不损伤。50只
KM小鼠随机均分为假手术（等容蒸馏水）组、模型（等容蒸馏
水）组与蛇床子素高、中、低剂量（30、20、10 mg/kg）组。复制模
型成功后 ip给药[5，7]，每天1次，连续14 d。

2.2 各组小鼠神经功能缺损评分
参考文献[8]对小鼠于复制模型成功 3、7、14、21 d后进行

神经功能缺损评分。当小鼠清醒后（12 h后）神经功能缺损评
分＞6表明小鼠颅脑损伤模型复制成功。神经功能缺损总评
分为 18分，正常为 0分，最严重为 18分，轻度损伤为 1～6分，

中度损伤为7～12分，重度损伤为13～18分。

2.3 各组小鼠脑组织损伤面积的测定
经苏木素-伊红（HE）染色后细胞核会被染成蓝色；伊红染

色后，细胞浆呈粉红色。复制模型成功7、14 d后，将脑切片置
于室温晾干，分别依次置于 70％、80％、90％乙醇中固定 3～4

s，自来水冲洗；HE染色8～10 s，自来水冲洗；盐酸乙醇液分化
3～5 s；0.5％氨水反蓝5～8 s，自来水冲洗；伊红染色5～8 s，自
来水冲洗；依次于 70％、80％、90％乙醇脱水；中性树脂封片。

置于荧光显微镜下观察小鼠脑组织伤口，测定损伤面积。

2.4 各组小鼠脑组织中MPO 活性的测定
MPO是中性粒细胞的标志性物质，通过检测MPO活性可

知中性粒细胞的浸润程度[9]。复制模型成功24、72 h后取小鼠
损伤处 5 mm2范围内的脑组织，常规匀浆，按试剂盒说明书操
作，并计算MPO 活性。

2.5 各组小鼠脑组织中BDNF、NT-3细胞表达的测定
复制模型成功7 d后，将8 μm厚小鼠脑冰冻冠状切片置于

室温晾干，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗；4％多聚甲醛固定 30

min，PBS清洗；1％Triton Ⅹ-100透化 30 min，PBS清洗；5％牛
血清白蛋白（BSA）封闭 1 h；鸡抗BDNF、NT-3多克隆抗体（1 ∶
150，V/V）4 ℃孵育过夜，次日滴加羊抗鸡 Cy3标记二抗（1 ∶
250，V/V）室温孵育1 h，4′，6-二脒基-乙-苯基-吲哚（DAPI）染核
15 min，滴加少量抗荧光淬灭剂，盖玻片封片，置于荧光显微镜
下观察小鼠脑组织BDNF、NT-3的表达变化（以荧光强度计）。

2.6 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件处理实验数据。各组数据均为计量
资料，以x±s表示，采用 t检验进行分析。P＜0.05为差异有统
计学意义。

3 结果
3.1 各组小鼠神经功能缺损评分结果

与假手术组比较，模型组小鼠神经功能缺损评分升高，差
异有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，复制模型成功3、

14、21 d后，蛇床子素高、中剂量组小鼠神经功能缺损评分降
低；复制模型成功 7 d后，蛇床子素高剂量组小鼠神经功能缺
损评分降低，差异有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05）。各组
小鼠神经功能缺损评分结果见表1。

表1 各组小鼠神经功能缺损评分结果（x±±s，n＝10）
Tab 1 Results of neurological severity scores of all groups

（x±±s，n＝10）

组别

假手术组
模型组
蛇床子素低剂量组
蛇床子素中剂量组
蛇床子素高剂量组

不同时间点的神经功能缺损评分
12 h

0.83±0.75

17.33±0.52＊

15.33±1.14

15.56±1.56

16.50±0.84

3 d

0.67±0.52

12.50±1.38＊

12.87±0.98

9.77±0.75#

8.33±1.21#

7 d

0.33±0.52

8.67±1.21＊

8.33±0.68

6.67±1.25

5.33±1.03#

14 d

0.83±1.17

6.33±0.82＊

4.67±0.52

4.00±1.00#

3.67±0.82#

21 d

0.50±0.84

2.83±0.98＊

2.33±0.58

1.33±1.15#

1.50±1.05##

注：与假手术组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.2 各组小鼠脑组织损伤面积测定结果

假手术组小鼠脑组织细胞形态、皮层结构正常；模型组小
鼠脑组织坏死和炎症细胞增多，细胞间隙增大，损伤灶内有大
片出血，大脑皮层正常组织结构被破坏，损伤处出现空洞。与
模型组比较，复制模型成功 7 d后，蛇床子素高剂量组小鼠脑
组织损伤面积减小；复制模型成功 14 d后，蛇床子素高、中剂
量组小鼠脑组织损伤面积减小，差异有统计学意义（P＜

0.05），表明蛇床子素能够促进伤口愈合。各组小鼠脑组织损
伤面积测定结果见表2。

表2 各组小鼠脑组织损伤面积测定结果（x±±s，n＝10）
Tab 2 Determination results of wounds areas in the brains

of all groups（x±±s，n＝10）

组别

假手术组
模型组
蛇床子素低剂量组
蛇床子素中剂量组
蛇床子素高剂量组

不同时间点的损伤面积，mm2

7 d

0

0.41±0.05＊

0.38±0.03

0.34±0.05

0.23±0.10#

14 d

0

0.31±0.07＊

0.27±0.03

0.22±0.03#

0.15±0.05#

注：与假手术组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

3.3 各组小鼠脑组织中MPO 活性测定结果
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在复制模型成功 24、72 h后，与假手术组比较，模型组小

鼠脑组织中MPO活性增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。与

模型组比较，蛇床子素高剂量组小鼠脑组织中MPO活性减弱，

差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。各组小鼠脑组织中

MPO活性测定结果见表3。

表3 各组小鼠脑组织中MPO 活性测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 3 Determination results of activity of MPO in the brain

tissue of all groups（x±±s，n＝10）

组别

假手术组
模型组
蛇床子素低剂量组
蛇床子素中剂量组
蛇床子素高剂量组

不同时间点的MPO活性
24 h

0.05±0.02

0.62±0.06＊

0.52±0.05

0.51±0.04

0.42±0.07#

72 h

0.04±0.02

0.46±0.07＊

0.41±0.06

0.34±0.05

0.21±0.06##

注：与假手术组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.4 各组小鼠脑组织中BDNF、NT-3表达测定结果

与假手术组比较，模型组小鼠脑组织中BDNF、NT-3表达

增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，复制模型

成功 7 d后，蛇床子素高、中剂量组小鼠脑组织中BDNF、NT-3

表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。各组小鼠脑组织中

BDNF、NT-3表达情况见图1，测定结果见表4。

表 4 各组小鼠脑组织中BDNF、NT-3表达测定结果（x±±s，

n＝10）
Tab 4 Determination results of expressions of BDNF and

NT-3 in the brain tissue of all groups（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
蛇床子素低剂量组
蛇床子素中剂量组
蛇床子素高剂量组

BDNF

194.00±19.26

506.83±69.54＊

609.17±66.80

708.00±76.78#

720.00±73.94#

NT-3

65.00±14.93

242.50±24.45＊

302.00±40.31

413.33±31.86#

462.33±51.10#

注：与假手术组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

4 讨论
蛇床子素是独活和蛇床子等中药的主要活性成分，属于

香豆素类化合物，具有很好的抗氧化和抗炎作用。有研究证
实，蛇床子素在大脑中动脉闭塞所致急性缺血性中风动物模
型中，能够减少丙二醛（MDA）、MPO 活性以及白细胞介素
（IL）1β、IL-8的表达量 [10]。本研究通过复制小鼠颅脑损伤模
型，首先证实了蛇床子素能够促进损伤后神经功能恢复，并且
能够促进伤口愈合，说明蛇床子素对开放性脑损伤具有神经
保护作用。为了进一步证实蛇床子素的抗炎作用，笔者测定
了MPO活性，结果显示，脑损伤后小鼠脑组织MPO活性明显
增强，30、20 mg/kg蛇床子素在复制模型成功后24、72 h能够明
显降低MPO活性，说明蛇床子素对脑损伤后中性粒细胞浸润
具有很好的抑制作用。

在中枢神经系统损伤性疾病中，BDNF、NT-3对受损组织
及后期神经修复发挥着重要的作用。在疾病损伤等病理情况
下，脑内神经细胞会分泌释放BDNF和NT-3等神经营养因子
发挥修复受损神经的作用，BDNF能够促进神经元存活并起到
营养保护的作用，给脑损伤的神经修复带来了新的希望。

本研究利用免疫组化法检测了脑内BDNF、NT-3表达量，

结果发现，脑损伤后脑内BDNF、NT-3表达量应激性增加；当
给予蛇床子素后BDNF表达量与模型组相比，明显增加，具有
统计学意义。这说明蛇床子素能够促进神经营养因子BDNF

的表达，从而对受损脑组织发挥保护及修复作用。

综上所述，蛇床子素可以减轻小鼠开放性脑损伤，减弱
MPO活性，减轻炎症细胞浸润，抑制炎症反应；同时可促进神
经营养因子BDNF的表达，发挥神经保护作用。
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连翘苷经血脑屏障体外透过机制研究Δ
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摘 要 目的：研究连翘苷经血脑屏障的体外透过机制。方法：以0（阴性对照）、10、25、50、75、100 μg/ml连翘苷溶液培养大肠癌

MDR1基因转染的马丁达比犬肾上皮（MDCK-MDR1）细胞 24 h，刃天青法检测细胞活力并计算细胞生存率。以 10、25、50、75、

100 μg/ml连翘苷溶液培养MDCK-MDR1细胞10 min后，检测胞内连翘苷含量并绘制质量浓度-摄取速率曲线；0（阴性对照）、50、

100 μg/ml 连翘苷溶液培养 MDCK-MDR1细胞 3 h 后，倒置荧光显微镜下观察细胞紧密连接蛋白结构。结果：与阴性对照比较，

10～100 μg/ml连翘苷溶液培养细胞24 h后细胞存活率无明显改变。在10～100 μg/ml质量浓度范围内，MDCK-MDR1细胞摄取

速率与连翘苷的质量浓度不呈线性关系，有逐渐饱和趋势。50、100 μg/ml 连翘苷溶液培养细胞 3 h 后，细胞紧密联接蛋白完整。

结论：在透过模拟血脑屏障时，连翘苷的吸收可能为被动转运结合主动转运，其质量浓度对细胞紧密联接蛋白有影响。

关键词 MDR1基因转染；马丁达比犬肾上皮细胞；血脑屏障；连翘苷；细胞紧密联接蛋白；体外试验

Study of Mechanism on in vitro Permeation of Phillyrin through Blood-brain Barrier
HUANG Hai-ying1，2，SU Cheng-fu2，GUO Yan-li2，WEI Yong-heng1，ZHANG Bei-yue1，SHI Jin-li1（1.School of
TCM，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029，China；2.School of Pharmacy，Henan Universi-
ty of TCM，Zhengzhou 450046，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To research the mechanism of in vitro permeation of phillyrin through blood-brain barrier. METH-

ODS：After Madin-Darby canine kidney epithelial cells transfected with colorectal cancer MDR1 gene（MDCK-MDR1）were cul-

tured with phillyrin solution of 0（negative control），10，25，50，75 and 100 μg/ml for 24 h，cell viability was determined by resa-

zurin method and cell survival rate was calculated. After MDCK-MDR1 cells were cultured with phillyrin solution of 10，25，50，

75 and 100 μg/ml for 10 min，the content of phillyrin in the cells was determined，and concentration-uptake rate curve was drawn.

Following 3 h culture of MDCK-MDR1 cells with phillyrin solution of 0（negative control），50 and 100 μg/ml，the structure of

cell tight junction protein was observed under the inverted microscope. RESULTS：Compared to the negative control group，after

24 h cell culture with phillyrin solution of 10-100 μg/ml，no obvious change in cell survival rate occurred. MDCK-MDR1 cells

cultured with the phillyrin at a mass concentration of 10-100 μg/ml demonstrated a nonlinear relationship with concentration of

phillyrin and a gradual saturation trend. After the cells were cultured with phillyrin of 50 and 100 μg/ml for 3 h，cell tight junction

protein was intact. CONCLUSIONS：The absorption of phillyrin through the simulated blood-brain barrier may be in the form of

passive transportation combined with active transportation，the concertration has effect on cell tight junction protein.

KEYWORDS MDR1 transfection；Madin-Darby canine kidney epithelial cell；Blood-brain barrier；Phillyrin；Cell tight junction

protein；in vitro test
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