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脑血管疾病已成为我国居民死亡的第二大原因，其

中缺血性脑血管疾病约占脑血管疾病的75％[1]。缺血性

脑血管疾病的发病机制是由于脑组织血流量突然中断

或减少，当缺血区恢复供血后却出现了更加严重的脑损

伤，称之为缺血性脑损伤[2]。如何有效地防治缺血性脑

损伤已成为当今医学界亟待解决的难题。缺血性脑损

伤在中医体系中归属于“中风”范畴，具有高发病率、高

致残率、高病死率的特点[3]，中医理论中认为缺血性脑中

风以气虚血瘀最为常见[4]。

清脑片是解放军第 371医院的院内协定处方，由白

芷、川芎、当归、钩藤、细辛等7味中药材组成，具有活血、

清脑片对大鼠脑缺血再灌注损伤的预防作用Δ

黎丹东 1＊，谢国旗 2 #，高延玲 2，苏 峰 3，王希东 4，李 艳 4，张正臣 4（1.解放军第 371医院医务处，河南 新乡
453000；2.解放军第371医院脑外科，河南 新乡 453000；3.解放军第371医院感染科，河南 新乡 453000；4.解
放军第371医院药械科，河南 新乡 453000）

中图分类号 R965.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2017）16-2198-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2017.16.10

摘 要 目的：研究清脑片对大鼠脑缺血再灌注损伤的预防作用。方法：取大鼠随机分为假手术组、模型组、脑络通胶囊组（阳性

对照，0.05 g/kg）和清脑片高、中、低剂量组（1.52、0.76、0.38 g/kg），每组10只。各给药组大鼠 ig相应药物，假手术组和模型组大鼠

ig等体积羧甲基纤维素钠溶液，每天1次，连续5 d。末次给药1 h后，除假手术组外其余各组大鼠均采用线栓法制作脑缺血再灌注

损伤模型。于缺血再灌注 22 h 后，进行大鼠神经功能缺失评分，观察脑组织海马区病理学变化，测定脑组织中超氧化物歧化酶

（SOD）、三磷酸腺苷（ATP）、乳酸脱氢酶（LDH）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）水平。结果：与假手术组比较，模型组大鼠出现不同程度

神经功能缺失（评分降低）以及海马区神经元稀疏、排列不规则等病理改变；脑组织中ATP、SOD水平降低（P＜0.01），LDH、TNF-α

水平升高（P＜0.01）。与模型组比较，清脑片各剂量组大鼠神经功能缺失评分升高（P＜0.05），病理损伤改善；除清脑片低剂量组

外，其余各给药组大鼠脑组织中各指标也显著改善（P＜0.05或P＜0.01）。结论：清脑片可升高脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织

中ATP、SOD水平，降低LDH、TNF-α水平，并明显改善大鼠病理损伤。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the preventive effect of Qingnao tablet on cerebral ischemia-reperfusion injury in rats.

METHODS：Rats were randomly divided into sham operation group，model group，Naoluotong capsule group（positive control，

0.05 g/kg），Qingnao tablet high-dose，medium-dose，low-dose groups（1.52，0.76，0.38 g/kg），10 in each group. Rats in all ad-

ministration groups were intragastrically given relevant medicines，rats in sham operation group and model group were intragastrical-

ly given equal volume of sodium carboxymethylcellulose solution，once a day，for 5 d. After 1 h of last administration，all rats

were induced for cerebral ischemia-reperfusion injury model by suture-occluded method except for sham operation group. After 22 h

of ischemia-reperfusion，neurological function deficit scoring was conducted；the pathological changes of the hippocampus were ob-

served；superoxide dismutase （SOD），adenosine triphosphate （ATP），lactate dehydrogenase （LDH），tumor necrosis factor α

（TNF-α）levels in brain tissue were measured. RESULTS：Compared with sham operation group，rats in model group appeared dif-

ferent degrees of neurological deficits（score declined），sparse neurons，irregularly arranged in hippocampus as well as other patho-

logical changes；ATP，SOD levels in brain tissue were decreased（P＜0.01），LDH，TNF-α levels were increased（P＜0.01）. Com-

pared with model group，neurological function deficit scores in Qingnao tablet doses groups were increased（P＜0.05），neurologi-

cal deficits were improved. Except for sham operation group，brain tissue indexes in other administration groups were significantly

improved（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Qingnao tablet can increase ATP and SOD levels in brain tissue homogenate of

model rats with cerebral ischemia-reperfusion，decrease LDH and TNF-α levels，and obviously improve rats’cerebral ischemia-re-

perfusion injury.
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行气通窍、止痛、清利头目的功效，临床上主要用于头

痛、头晕、脑震荡后遗症等的治疗，安全性较高[5]。在本

研究中，笔者拟通过测定脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑

组织匀浆中超氧化物歧化酶（SOD）、三磷酸腺苷（ATP）、

乳酸脱氢酶（LDH）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）的水平并

结合脑组织海马区病理变化，考察清脑片对缺血性脑损

伤的作用，为其应用提供一定的实验参考。

1 材料
1.1 仪器

AL204电子天平[梅特勒-托利多仪器（上海）有限公

司]；UV1000紫外-可见分光光度计（上海天美科学仪器

有限公司）；CYT3 MFVDG细胞成像微孔板检测仪（美

国伯腾仪器有限公司）；BX61电动显微镜（日本Olympus

公司）。

1.2 药品与试剂

清脑片（本院自制，批号：20141125，规格：0.3 g/片，

生药量为0.48 g/片）；脑络通胶囊（河南辅仁堂制药有限

公司，批号：150309，规格：0.5 g/粒）；ATP、SOD 试剂盒

（南京建成生物工程研究所，批号：20160107、20160118）；

大鼠TNF-α、LDH 酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒（苏州

卡尔文生物科技有限公司，批号均为20151201A）；其余

试剂均为分析纯。

1.3 动物

SPF 级 Wistar 大鼠，♂，体质量为 250～280 g，购自

济南悦实验动物繁育有限公司，许可证号：SCXK（鲁）

20140007。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

将 80只大鼠随机分为 6组，分别为假手术组（羧甲

基纤维素钠）、模型组（羧甲基纤维素钠）、脑络通胶囊组

（阳性对照，0.05 g/kg，根据临床用量的10倍剂量换算而

得）及清脑片高、中、低剂量组（1.52、0.76、0.38 mg/kg，分

别根据临床用量的20、10、5倍剂量换算而得），其中假手

术组 10只大鼠，其余各组均为 14只。正常饲养 3 d后，

每天 ig 给药 1次，1 mL/100 g，连续 5 d。末次给药前禁

食不禁水 12 h，末次给药 1 h 后 ip 10％水合氯醛（0.35

mL/100 g）麻醉大鼠，颈部正中偏左切口，逐层分离暴露

左侧颈总动脉、颈外动脉、颈内动脉，结扎颈外动脉远心

端，阻断颈内动脉，于颈外动脉距离分叉 5 mm处剪 0.2

mm 小口，将线栓插入，经颈总动脉分叉部进入颈内动

脉，向上深入至分叉以上18～20 mm，直至有阻力，即阻

断大脑中动脉入口处，结扎颈外动脉近端，2 h后轻轻抽

出栓线；假手术组大鼠只暴露左侧血管不作插线处理[6]。

所有大鼠只栓塞左侧大脑中动脉，复制脑缺血再灌注损

伤模型。模型大鼠清醒后出现同侧霍纳综合征及对侧

上肢重于下肢的瘫痪症状视为造模成功[7]。

2.2 神经功能缺失评分

大鼠再灌注 22 h后，采用Zealonga法[8]对其神经功

能缺失进行评分：无神经功能缺失症状、活动正常者，计

0分；不能完全伸展对侧前爪者，计 1分；爬行时出现向

右转圈者，计2分；行走时身体向偏瘫侧倾倒者，计3分；

不能自发行走、意识丧失者，计4分；死亡者，计5分。评

分为 0分或 4分以上者均剔除，剔除后随机补充大鼠保

证每组10只。

2.3 脑组织病理形态学观察

处死大鼠，取出脑组织，用 4％缓冲甲醛溶液固定，

石蜡包埋脑组织并制成 4 μm厚的切片，用苏木精-伊红

（HE）染色，镜下观察脑组织形态学改变[9]：“-”表示海马

区结构正常、神经细胞结构清晰；“+”表示脑组织海马区

水肿、神经元水肿、少数神经元坏死；“++”表示脑组织海

马区水肿、成片神经元坏死，梗死面积占海马面积的1/3

以内；“+++”表示脑组织海马区水肿、成片神经元坏死，

梗死面积占海马面积的1/3以上。

2.4 脑组织中ATP、SOD、LDH、TNF-α水平测定

制备 10％的脑组织匀浆，按相应试剂盒说明书操

作，测定ATP、SOD、LDH、TNF-α水平。

2.5 统计学方法

采用SPSS 21.0统计软件进行统计学分析。计量资

料以 x±s表示，各组间比较采用单因素方差分析，方差

齐者组间两两比较采用 LSD 检验，方差不齐者采用

Games-Howell检验。等级资料采用Ridit检验。P＜0.05

表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 神经功能缺失评分结果

与假手术组（评分为 0分）比较，模型组大鼠出现不

同程度的神经功能缺损症状，神经功能缺失评分

[（2.50±0.97）分]显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，脑

络通胶囊组和清脑片高、中、低剂量组大鼠神经功能缺

失症状均显著改善，神经功能缺失评分[依次为（1.40±

0.52）、（1.50±0.53）、（1.70±0.48）、（1.70±0.67）分，n＝

10]均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。

3.2 脑组织海马区病理观察结果

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织海马区神经元

稀疏、排列不规则等，表现出显著病变（P＜0.01）；与模

型组比较，脑络通胶囊组和清脑片高、中剂量组大鼠脑

组织海马区病变显著改善（P＜0.05或 P＜0.01）。病理

分级见表1，病理切片见图1。

表1 各组大鼠脑组织海马区病理改变的测定结果（n＝

10，只）

Tab 1 Results of pathological changes of hippocam-

pus of brain tissue of rats in each group（n＝

10，case）

组别
假手术组
模型组
脑络通胶囊组
清脑片高剂量组
清脑片中剂量组
清脑片低剂量组

-

10

0

3

3

2

2

+

0

1

4

3

4

3

++

0

4

2

3

3

3

+++

0

5

1

1

1

2
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3.3 脑组织中ATP、SOD、LDH、TNF-α水平测定结果

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中 ATP、SOD

水平显著降低（P＜0.01），LDH、TNF-α水平显著升高

（P＜0.01）；与模型组比较，脑络通胶囊组和清脑片高、

中剂量组大鼠脑组织中上述指标显著改善（P＜0.05或

P＜0.01），清脑片低剂量组大鼠上述指标差异无统计学

意义（P＞0.05），结果见表2。

表 2 各组大鼠脑组织中ATP、SOD、LDH、TNF-α水平

测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 2 Results of ATP，SOD，LDH，TNF-α levels in

brain tissue of rats in each group（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
脑络通胶囊组
清脑片高剂量组
清脑片中剂量组
清脑片低剂量组

ATP，μmol/g prot

865.99±71.44

620.57±81.05＊＊

791.42±91.59##

716.34±74.91#

710.03±85.02#

675.13±72.98

SOD，U/mg prot

190.45±24.74

154.74±21.06＊＊

182.10±21.25#

174.85±19.06#

172.16±15.49#

166.33±18.36

LDH，U/L

1.20±0.22

1.80±0.30＊＊

1.31±0.22##

1.32±0.22##

1.49±0.29#

1.62±0.17

TNF-α，pg/mL

20.23±3.00

43.90±5.35＊＊

29.67±5.38##

29.47±3.72##

34.94±2.76##

43.82±3.67

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

4 讨论
清脑片中的白芷，味辛，性温，具有通窍止痛、散风

除湿的作用，为君药。川芎，具有活血行气、祛风止痛的

功效；当归，性温，味辛，归肝、心、脾经，具有补血、活血、

止痛的作用[10]；钩藤，性微寒，味甘，具有息风止痉、清热

平肝之功效[11]；细辛，性温，味辛，具有祛风散寒、通窍止

痛的功效，4药合用共为臣药。龙骨，性平，味甘、涩，归

心、肝、肾经，具有镇惊安神、平肝潜阳、收敛固涩的作

用，为佐药。薄荷，性凉，味辛，具有疏散风热、清利头目

之功效，为使药。诸药合用，具有活血、行气、通窍止痛、

清利头目之作用。脑络通胶囊为非处方心脑血管类药

品，具有扩张血管、增加脑血流量的作用，临床用于各种

脑血管疾病引起的头痛、眩晕、半身不遂、肢体发麻、神

疲乏力等症，且临床效果明显，故在本研究中以此为阳

性药物。

脑组织中ATP含量不足会导致组成细胞架的蛋白

和脂质降解，磷脂降解的产物（如溶血磷脂、自由脂肪酸

和花生四烯酸等）可进一步触发或发生氧化代谢反应而

加重脑损伤[12]。LDH水平异常升高，一方面抑制了线粒

体的呼吸功能，导致细胞内ATP耗竭，使脑的能量供给

显著减少；另一方面促使细胞内Ca2+超载和自由基生成，

导致广泛的脑损伤。SOD作为体内重要的抗氧化酶，可

与超氧阴离子发生反应生成过氧化氢，再由过氧化氢酶

和谷胱甘肽过氧化酶催化转变成水，保护细胞免受损

伤 [13]。TNF-α被认为是炎症反应的始动介质，在炎症网

络中具有关键作用，在脑缺血再灌注早期，TNF-α合成或

分泌的增加是脑梗死形成的重要原因[14]。观察脑神经

细胞最可靠的方法是形态学，可发现缺血会造成大鼠脑

神经细胞的损伤，表现为退化性的改变，同时神经细胞

数也减少。本实验研究结果显示，高、中、低剂量清脑片

均能够明显改善大鼠神经缺失症状，减轻脑组织海马区

病理损伤；高、中剂量清脑片均可明显升高脑损伤大鼠

脑组织中 ATP、SOD 水平，降低脑损伤大鼠脑组织中

LDH、TNF-α水平。

综上所述，清脑片能有效预防大鼠脑缺血再灌注损

伤，其中以高、中剂量作用效果较好，但其具体作用机制

仍需进一步研究。
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UPLC-MS/MS法同时测定糖尿病模型大鼠血浆中沙格列汀及其
代谢产物5-羟基沙格列汀浓度
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摘 要 目的：建立同时测定糖尿病模型大鼠体内沙格列汀及其代谢产物5-羟基沙格列汀血药浓度的方法。方法：采用超高效液

相色谱-串联质谱法。色谱柱为Waters BEH Shield RP18，流动相为10 mmol/L乙酸铵-乙腈（70 ∶ 30，V/V），流速为0.3 mL/min，柱温

为30 ℃，进样量为10 μL；扫描模式为多反应监测，正离子模式，各离子对为m/z 316.2→180.2（沙格列汀）、m/z 332.3→196.2（5-羟

基沙格列汀）、m/z 304.2→153.9（维格列汀，内标）。取6只SD大鼠，复制糖尿病模型后，ig沙格列汀0.53 mg/kg，于给药前及给药后

0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、2.0、4.0、6.0、8.0、12.0、24.0 h经眼眶取血0.25 mL，测定血浆中沙格列汀及其代谢物5-羟基沙格列汀的浓度，

采用Win Nonlin 6.1软件计算药动学参数。结果：沙格列汀和5-羟基沙格列汀的质量浓度线性范围为0.1～100（r＝0.997 2）、0.2～

200 ng/mL（r＝0.996 5），定量限分别为 0.1、0.2 ng/mL，日内（n＝5）、日间（n＝3）RSD 均小于 12％，准确度为 94.1％～105.4％、

91.0％～103.6％，提取回收率分别为 72.4％～87.3％、107.0％～115.3％（RSD 均小于 13.6％，n＝6），基质效应分别为 105.9％～

107.8％、83.5％～88.2％（RSD 均小于 10.3％，n＝6），稳定性的 RSD≤11.0％（n＝5）；药动学参数 cmax 分别为（49.97±11.14）、

（16.87±7.35）ng/mL，t1/2分别为（2.88±0.21）、（4.21±0.95）h，AUC0-24 h分别为（90.95±7.06）、（49.13±5.33）ng·h/mL（n＝6）。结

论：本方法简便、准确、专属性强，适用于沙格列汀及其代谢物5-羟基沙格列汀在大鼠体内的药动学研究。

关键词 沙格列汀；5-羟基沙格列汀；血药浓度；药动学；大鼠；超高效液相色谱-串联质谱法

Simultaneous Concentration Determination of Saxagliptin and Its Metabolite 5-hydroxy Saxagliptin in Plas-

ma of Diabetic Model Rats by UPLC-MS/MS
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zhou Medical University，Jiangsu Xuzhou 221004，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the simultaneous concentration determination of saxagliptin and its metabo-

lite 5-hydroxy saxagliptin in diabetic model rats in vivo. METHODS：UPLC-MS/MS was performed on the column of Waters BEH
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