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丹酚酸 A对大鼠脑缺血 /再灌注损伤及抗氧化酶活性的影响
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摘要 目的：探讨丹酚酸 A对大鼠脑缺血 /再灌注（cerebral ischemia/reperfusion，CI/R）损伤及抗氧化酶活性的影响。方法：采用大
鼠脑中动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）2 h再灌注 24 h模型。实验终末，检测脑梗死面积，脑水肿以及评价神经
功能损伤，并进一步分析脑组织中三种抗氧化酶的活性水平。结果：与模型组相比，丹酚酸 A组大鼠脑梗死面积显著减少（P＜
0.05），水肿程度显著减轻（P＜ 0.05），神经功能学评分显著下降（P＜ 0.05）。模型组再灌注 24 h后，SOD，GSH-PX及 CAT活性显著
下降（P＜ 0.05）；丹酚酸 A组 SOD，GSH-PX及 CAT活性则显著升高（P＜ 0.05）。结论：丹酚酸 A对大鼠 CI/R损伤具有保护作用，
可能与 CI/R损伤时的脑组织 SOD，GSH-PX及 CAT活性显著升高相关。
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Effects of Salvianolic Acid A on Cerebral Ischemia/Reperfusion Injury and
Antioxidase Activities in Rats

To investigate the protection of salvianolic acid A on cerebral ischemia/reperfusion (CI/R) injury and
antioxidase activities in rats. The rats were subjected to CI/R by using a thread to occlude the right middle cerebral artery
(MCAO). After 2 h of cerebral ischemia, the middle cerebral artery had reperfusion for 24 h. Then, the infarct zone, water content and
neurologic function scores were estimated. The activities of three antioxidases in cerebral tissue were also analyzed. Compared
with the Model group, the infarct zone, water content and neurologic function scores in salvianolic acid A group were significantly
decreased (P<0.05). After 24 h CI/R, the activities of SOD, GSH-PX and catelase were significantly decreased (P<0.05). The activities of
all the enzymes mentioned above were raised by salvianolic acid A (P<0.05). Salvianolic acid A has a protective effect
against CI/R injury and this effect may be related to the increase of activities of SOD, GSH-PX and catelase.
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前言

近年来随着缺血性脑血管疾病溶栓治疗的开展，脑缺血 /
再灌注（Cerebral ischemia/reperfusion，CI/R）损伤的问题备受医
药学家的重视。有研究发现，氧化应激是导致 CI/R损伤最严
重、时程最长的因素[1]。因此，清除氧自由基的化合物成为防治

CI/R损伤的一个研究策略。
丹参（Salvia miltiorrhiza Bge）为唇形科鼠尾草植物的干燥

根茎，具有活血凉血、祛瘀止痛、安神除烦的功效[2]。传统中医调

药配方多用丹参水煎成分，近年来关于丹参水溶性成分的研究

广泛而全面，其中丹酚酸 A（Salvianolic acid A，Sal A）为咖啡酸
多聚体，含有较多的酚羟基，较丹参素等清除氧自由基作用强
[3]。Huaying Fan等研究发现，Sal A具有潜在的心肌保护作用，
尤其是提高了 H9c2心肌细胞中 SOD酶的活力[4]。这项研究提

示我们，Sal A可能同样具有对 CI/R损伤潜在的防治作用。
本实验拟采用大鼠大脑中动脉闭塞（middle cerebral artery

occlusion，MCAO）模型，研究 Sal A 的 CI/R损伤保护作用，进
一步阐明其药效机制，可望为中药材丹参的临床研究应用与新

药研发提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 主要试剂和仪器 丹酚酸 A 购自成都植标化纯生物技
术有限公司；2,3,5-氯化三苯基四氮唑蓝（TTC）染色剂购自中
国医药集团上海化学试剂公司。SOD，GSH-PX及 CAT检测试
剂盒购于南京建成生物科技有限公司。主要实验仪器：

HX-100E小动物呼吸机（成都泰盟科技有限公司）；TDZ4A-WS
低速台式离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；

COOLPIX S1型照相机（Nikon 公司，日本）；5417 型低温高速
离心机（Eppendorf公司）。
1.1.2 实验动物 雄性 SD 大鼠，体重 250 ± 20 克，购自第四
军医大学实验动物中心，实验动物生产许可证：SCXK- (军)
2007-007。动物分笼饲养（环境温度 24℃，湿度 60%-70%），术
前 12 h禁食，自由饮水。
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1.2 实验方法
1.2.1 动物 MCAO模型制备 大鼠术前禁食 12 h，自由饮水。
采用经颈内动脉尼龙线线栓法制备大鼠右侧 MCAO局灶性脑
缺血再灌注模型[5]：3%戊巴比妥钠（30 mg/kg，腹腔注射）麻醉动
物，仰卧位固定，于颈正中位切口，暴露颈右侧总动脉（CCA）、
颈外动脉（ECA）及翼腭动脉，在颈总动脉分叉处下方剪一纵形
小切口，将一根预先用酒精灯将两端烧成圆头的尼龙线（3-0）
置入颈内动脉内约 17-18 mm，直到有轻微阻力感为止。阻闭血
流 2 h后小心抽出线栓，即形成再灌注。Sham组只是不插入尼
龙线，其余步骤同手术组。在缺血期间及再灌注后保持体温在

37 ± 0.5℃。模型成功标志为以大鼠术后出现左侧肢体瘫痪，
站立不稳，提尾时向一侧转圈为模型成功的判断标准。

1.2.2 实验动物分组 将健康 SD大鼠随机分为 3组，依次为
假手术组（Sham 组），模型组（vehicel+CI/R 组），Sal A 组（Sal
A+CI/R组）。给药组尾静脉注射 Sal A 20 mg/kg，所采用剂量参
考文献报道[4]。假手术组及模型组尾静脉注射等量生理盐水。给

药时间均为再灌注即刻。

1.2.3 神经功能症状评分[6] 大鼠清醒后，观察其行为学变化，

按 Longa评分法随机评估并记录各组动物神经功能缺损评分：
0分为无功能障碍；1分为不能伸展左侧前肢；2分为向左侧旋
转；3分为向左侧倾倒；4分为无自主活动伴意识障碍；分数越
高，表示动物神经功能损伤越大。

1.2.4 脑梗死面积及脑水肿水含量测定 [7,8] 断头处死大鼠，剪

开颅骨取出大脑用 4℃的生理盐水冲洗干净。使用脑切片模具
切成 2 mm厚的冠状切片，置于 2%的 TTC染色剂中 37℃孵育
约 10 min，待显色完全后置于 4%的多聚甲醛溶液中固定 24 h，
然后拍照并用图片分析软件（photoshop）计算脑梗死面积，其中
脑切片红色区域为正常组织，白色区域为梗死区。拍照后的脑

组织放入 100 ℃烘箱烘烤 24 h后取出称干重。脑含水量 =（脑
湿重 -脑干重）/脑湿重× 100%。
1.2.5 抗氧化酶活性的测定[9] 断头取脑，去掉嗅球、小脑及脑

干，在冰上用 4 mL缓冲溶液（250 mmol/L sucrose，Tris-HCl 5
mmol/L，EDTA 0.1 mmol/L，pH = 7.5）制成 10%的脑组织匀浆，
经 10,000 r/min于 4 ℃离心 20 min，取上清液按照试剂盒说明
书分别检测 SOD，GSH-PX及 CAT的活性。
1.2.6 统计分析 统计分析应用 SPSS18.0软件，所有数据用表
示，除神经评分外的数据分析采用 ANOVA单因素方差分析及
Tukey多重比较检验方法分析统计实验结果，P<0.05有统计学
意义。神经评分采用中位数表示结果，并使用非参数方法

Kruskal-Wallis检验进行比较。

2 结果

2.1 Sal A对 CI/R损伤后大鼠神经行为学评分的影响
模型组（vehicel+CI/R组）大鼠神经行为学评分较假手术组

（Sham组）显著增高（P<0.05），说明局部的脑组织缺血缺氧可
造成明显的神经功能障碍；Sal A 组（Sal A+CI/R组）较模型组
（vehicel+CI/R 组）大鼠神经行为学评分显著降低（P<0.05），提
示 Sal A可对 CI/R的大鼠神经功能损伤具有保护作用，见图 1。
2.2 Sal A对 CI/R损伤大鼠脑梗死面积的影响

模型组（vehicel+CI/R组）脑组织 TTC染色之后出现大范
围苍白色梗死灶，Sal A 组（Sal A+CI/R 组）较模型组（vehi-
cel+CI/R组）梗死面积有所减少，说明给予 Sal A后，脑组织梗

死病灶的情况有所缓解。如图 2所示。与模型组（vehicel+CI/R
组）比较，Sal A组（Sal A+CI/R组）的脑梗死面积显著减少
（P<0.05）。

2.3 Sal A对 CI/R损伤大鼠脑水肿的影响
实验结果显示：CI/R后脑组织损伤同侧含水量明显高于假

手术组（Sham组）。Sal A组（Sal A+CI/R组）同侧含水量明显低
于模型组（vehicel+CI/R组）。结果如图 3所示。在灌注 24 h的
脑梗死侧的水含量均升高（P<0.05），而 Sal A逆转了 CI/R所引
起的水肿（P<0.05）。这也提示 Sal A可对 CI/R的大鼠具有脑保
护作用。

图 1 Sal A对 CI/R损伤大鼠神经行为学评分的影响
Fig. 1 Effect of Sal A on neurological scores against CI/R injury in rats

Note: #P<0.05 vs sham group, *P<0.05; vs vehicle+CI/R group.

图 2 Sal A对 CI/R损伤大鼠脑梗死面积的影响
Fig. 2 Effect of Sal A on infarct zone against CI/R injury in rats
Note: #P<0.05 vs sham group, *P<0.05; vs vehicle+CI/R group.

图 3 Sal A对 CI/R损伤大鼠脑水肿的影响
Fig. 3 Effect of Sal A on water content against CI/R injury in rats
Note: #P<0.05 vs sham group, *P<0.05; vs vehicle+CI/R group.

4448· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.23 AGU.2014

2.4 Sal A对 CI/R损伤大鼠脑组织抗氧化酶的影响
在灌注 24 h 后时，模型组（vehicel+CI/R 组）的 SOD，

GSH-PX及 CAT的活性均显著降低。Sal A组（Sal A+CI/R组）
的以上三种抗氧化酶则显著升高。详细结果见表 1。

表 1 Sal A对 CI/R损伤大鼠脑组织抗氧化酶的影响
Table 1 Effect of Sal A on antioxidase activities in cerebral tissue against

CI/R injury in rats

3 讨论

脑缺血后可导致病灶部位缺血、缺氧，进一步神经变性、坏

死。血运重建之后又会使受损的脑组织进一步损伤加重，即再

灌注损伤。大量研究认为：氧化应激、炎症因子释放、钙离子超

载、能量代谢障碍等是引起 CI/R损伤的致病因素[10]，其中氧化

应激为导致 CI/R损伤的重要因素，持续时程长，损伤程度深[1]。

如何减轻 CI/R损伤已经备受医药学家的广泛关注。
药物干预性措施在实施上具有可预测性、安全性好、操作

方便等优点。近年来，在传统中药中寻找能减轻 CI/R损伤的低
毒高效的天然物质，已被认为是一种防治 CI/R损伤的有效策
略[11,12]。传统的活血化瘀中药在 CI/R损伤的防治中已经取得了
长足的进展，显示出其广阔的应用前景。迄今为止，国内外学者

运用现代科学研究手段和方法进行一系列关于中药的基础研

究，这都为临床寻找防治 CI/R损伤提供了选药策略。
唇形科鼠尾草植物丹参（Salvia miltiorrhiza Bge）是活血化

瘀的常用中药材，早已被广泛的应用于冠心病、脑卒中、动脉粥

样硬化等的治疗中[13]。丹参的化学成分分为两类：水溶性成分

和脂溶性成分。但传统中医调药配方多采用其水煎成分，因此，

近年来关于丹参多研究其水溶性成分。丹参中的水溶性成分主

要有：丹参素、原儿茶醛、迷迭香酸、丹酚酸 A，B等[14]。其中，

Sal A为丹参中的主要水溶性成分之一[2]。体外实验已经发现，

Sal A 具有潜在的心肌保护作用，提高了 H9c2 心肌细胞中
SOD等酶的活力[4]。那么，Sal A是否对 CI/R损伤同样具有潜
在的防治作用。

首先本研究通过神经功能评分、脑梗死面积及脑水肿等药

效指标来评价 Sal A对 CI/R损伤的防治作用。现已证明，CI/R
损伤可引起脑功能的障碍，影响最明显的部位是脑前区和海马

纹状体，体现在动物行为功能的明显异常[15]。本研究发现 Sal A
对 CI/R 损伤引起的神经功能障碍有所改善，提示 Sal A 对
CI/R的大鼠神经功能损伤具有保护作用。临床上，脑梗死面积
的评估被认为是评价 CI/R损伤程度的主要指标，并且脑梗死
面积的大小直接关系到患者的预后状况，脑损伤的保护也正是

以缩小脑梗死面积为前提[16]。本研究还发现 Sal A显著降低了
大鼠的脑梗死面积。脑水肿是 CI/R损伤的常见后遗症，并进一
步加重脑神经功能的缺失[8]。在本研究中，我们进一步评价大鼠

脑水肿程度，发现 Sal A减轻了 CI/R损伤引起的脑水肿状况。
总之，以上药效学指标都证实：Sal A对 CI/R损伤具有显著的

防治作用。

众所周知，机体正常时，体内的氧自由基由于机体的正常

代谢及时的清除，而在 CI/R损伤的情况下，自由基清除酶的活
性降低，导致自由基的急剧产生，引起脂质过氧化的瀑布效应，

最终引起细胞功能的紊乱，膜功能丧失，线粒体破坏，神经元死

亡。因此，氧自由基在 CI/R损伤的过程中起着重要作用[17]。其

中 SOD是体内非常重要的抗氧化酶和氧自由基清除剂，对机
体的氧化与抗氧化平衡起重要作用，减少自由基的产生，减轻

缺血 / 再灌注心肌细胞的损伤，能直接清楚超氧阴离子，
GSH-PX和 CAT在细胞代谢过程中可还原或清除 H2O2

[18]。有

研究报道：含有酚羟基的中药单体化合物，都具有清除氧自由

基的作用[19,20]。Sal A为咖啡酸多聚体，属于多酚酸类化合物，故
具有氧自由基清除作用。本研究进一步通过分析这三种酶活性

的变化，探讨 Sal A防治 CI/R损伤的机制是否与抗氧化作用相
关。我们的实验结果显示，在 CI/R后期，氧自由基大量产生，机
体滋生的抗氧化酶大量的消耗，从而导致 SOD，GSH-PX 及
CAT的活性显著下降。Sal A可能通过进一步显著抑制 CI/R后
期抗氧化酶活性的降低来保护脑组织免受氧自由基损伤。本研

究初步阐明了 Sal A防治 CI/R损伤的机制与抗氧化作用相关。
综上所述，本研究采用 MCAO模型验证了 Sal A对大鼠

CI/R损伤的保护作用，进一步证实这种保护作用与其显著的抗
氧化作用相关。需要指出的是，CI/R损伤是一个相当复杂的过
程，受多种因素的影响。因此，Sal A防治 CI/R损伤的其他机制
还有待进一步阐明。
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