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内容提要 目的：了解黄芩甙对百日咳菌液致离体大鼠脑组织损害的保护作用、量效关系及可能的机

制。方法：大鼠脑组织切片分为’组：（+）正常脑组织切片培养组（正常组）；（)）+(-百日咳菌液脑组织切片

培养组（模型组）；（$）黄芩甙预处理后+(-百日咳菌液脑组织切片培养组（黄芩甙组），根据预处理黄芩甙的

不同剂量又将本组分为*个亚组；（,）谷氨酸脑组织切片培养组（谷氨酸组）；（*）黄芩甙预处理后谷氨酸脑组

织切片培养组（黄芩甙加谷氨酸组）；（.）过氧化氢（/)0)）脑组织切片培养组（过氧化氢组）；（’）黄芩甙预处

理后过氧化氢脑组织切片培养组（黄芩甙加过氧化氢组）。收集各组脑组织切片培养上清液测定乳酸脱氢酶

（12/）含量。脑切片组织作蛋白质（34"）定量检测。结果：模型组、谷氨酸组和过氧化氢组的12/释放量明

显升高，分别依次为（+*5+(6,5&%）、（+*5,%6*5..）、（+.5*,6*5,’）7／8#34"，与正常组（.5+(6)5&’）7／8#
34"比较差异有显著性（!"(5(+）；(5)*99":／1黄芩甙预处理后，12/释放量〔（&5.*6)5,$）7／8#34"〕明显

降低，与模型组比较差异有显著性（!"(5(+）。同时黄芩甙加谷氨酸组〔（%5%$6)5&%）7／8#34"〕和黄芩甙加

过氧化氢组〔（%5*,6)5&)）7／8#34"〕培养液中的12/释放量明显降低，与谷氨酸组和过氧化氢组比较差异

均有显著性（!"(5(+）。结论：黄芩甙预处理后对百日咳菌所致的神经细胞损害具有保护作用，其保护作用

可能与黄芩甙能减少谷氨酸和过氧化氢对离体神经细胞的损害作用有关。
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感染性脑水肿（简称感脑）是小儿内科常见的危急

重症之一，治疗较为棘手，病死率高，其发病机制涉及

氧自 由 基 和 内 源 性 兴 奋 性 氨 基 酸（!"#$%&%’()&*$+’
&#$,-，.//-）。在整体大鼠感脑模型上，本科业已证

明黄芩甙（0&$#&1$+，23）可通过抑制氧自由基和增加

脑组织中!4氨基丁酸浓度对大鼠感染性脑水肿有保

护作用（5，6）。但黄芩甙对离体脑组织有无保护作用尚

不清楚。本实验应用脑组织切片培养方法，了解黄芩

甙对离体脑组织的保护作用，并对其机制进行了初步

探讨。

材料与方法

5 动物及分组 成年健康78大鼠99只，雌雄

各半，体重（6::;6:）<，中南大学湘雅医学院动物室提

供。随机分为=组：（5）正常脑组织切片培养组（正常

组）；（6）5:>百日咳菌液脑组织切片培养组（模型组）；

（?）黄芩甙预处理后5:>百日咳菌液脑组织切片培养

组（黄芩甙组）；（9）5**’1／@谷氨酸脑组织切片培养

组（谷氨酸组）；（A）黄芩甙预处理后5**’1／@谷氨酸

脑组织切片培养组（黄芩甙加谷氨酸组）；（B）5**’1／@
过氧化氢脑组织切片培养组（过氧化氢组）；（=）黄芩甙

预处理后5**’1／@过氧化氢脑组织切片培养组（黄芩

甙加过氧化氢组）。根据黄芩甙预处理的剂量不同将

黄芩甙组又分为A个亚组：:C56A、:C6A、:CA:、5C::、

6C::**’1／@黄芩甙预处理组。每组及各亚组9只大

鼠，每只大鼠脑组织可得到6片脑切片，各组切片样本

数为D。

6 药物及主要试剂 黄芩甙，分子量99B，纯度

ED>，中南大学湘雅医院药剂科提供；谷氨酸为7$<*&
公司产品；过氧化氢为上海桃浦化工厂产品；乳酸脱氢

酶（@8F）检测试剂盒：北京中生生物工程高技术公司

提供；百日咳菌液由卫生部北京生物制品研究所提供，

批号E?46945，含菌5:CDG5:E／*1，使用前超声波充分

破碎，主要成分为百日咳菌内毒素。

? 主要仪器 =5=:全自动生化分析仪（日本）；

HI1&0’7J46:3型恒温水浴箱（美国）。

9 实验方法

9C5 正常脑组织切片标本制备及培养 根据笔

者以往方法（?）进行。断头处死大鼠后迅速取出其大

脑，剥除脑膜，用:"9KLF为=C9的M(!0N-清洗6
遍，双刃刀片将大脑组织切成厚约5**的脑切片。然

后将5片 脑 组 织 切 片 置 入 用 氧 预 先 饱 和 了 的6*1
M(!0N-液的培养管内。?=K恒温水浴箱培养6:*$+
后，弃去M(!0N-液，再加6*1M(!0N-液培养?:*$+，

5:::(／*$+离心6"?*$+。收集上清测@8F含量。脑

切片组织作蛋白质定量检测。全部培养过程中，培养

瓶内均通有EA>O6和A>3O6的混合气体。

9C6 5:>百日咳菌液脑组织切片培养 脑组织

切片制作及培养方法同上。?=K培养6:*$+，去M(!0N-
液，加含LF为=C9的5:>百日咳菌液（P／P）6*1的

M(!0N-液，培养?:*$+，收集上清测@8F含量，脑切片

组织作蛋白质定量检测。

9C? 黄芩甙预处理后5:>百日咳菌液脑组织切

片培养 脑组织切片?=K培养5:*$+，去M(!0N-液

后，分别加入LF为=C9的:C56A、:C6A、:CA:、5C::、

6C::**’1／@ 浓 度 的 黄 芩 甙 M(!0N-液 继 续 培 养

5:*$+；去上清，再加6*1含5:>百日咳菌液的M(!0N-
液培养?:*$+，收集上清测@8F含量。脑切片组织作

蛋白质定量检测。

9C9 黄 芩 甙 预 处 理 后 5**’1／@ 谷 氨 酸 和

5**’1／@过 氧 化 氢 脑 组 织 切 片 培 养 脑 组 织 切 片

?=K培养5:*$+，去M(!0N-液后，加入:C6A**’1／@黄

芩甙M(!0N-液继续培养5:*$+；去上清，分别加6*1含

5**’1／@谷氨酸和5**’1／@过氧化氢的M(!0N-液培

养?:*$+，收集上清测@8F含量。脑切片组织作蛋白

质定量检测。

9CA @8F含量测定和蛋白质定量检测 @8F
含量测定按照试剂盒说明书进行；蛋白质定量检测采

用双缩脲法。

A 统计学处理 使用."#!1AC:软件进行统计学

处理，多组间比较采用单因素方差分析，两组之间比较

用!检验。

结 果

5 各组脑组织切片培养上清液中@8F含量比较

见表5。培养液中加入5:>百日咳菌液后，模型组

@8F释放量明显升高，与正常组比较差异有显著性

（"!:C:5）；:C6A**’1／@黄芩甙预处理后，黄芩甙组

培养液中的@8F释放量明显降低，与模型组比较差异

有显著性（"!:C:5）。表明经:C6A**’1／@黄芩甙预

处理后对百日咳菌所致的神经细胞损害具有保护作

用。

6 黄芩甙对神经组织保护的量效关系 见表5。

在培养液中加入不同剂量的黄芩甙进行预处理后，发

现黄芩 甙 各 亚 组 培 养 液 中 的@8F释 放 量 不 一，以

:C6A**’1／@黄芩甙对离体神经组织的保护作用最

强。

? 谷氨酸、过氧化氢对脑组织切片的损害作用及
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黄芩 甙 对 其 影 响 见 表!。 培 养 液 中 分 别 加 入

"##$%／&谷氨酸（谷氨酸组）和"##$%／&过氧化氢（过

氧化氢组）后，这两组的&’(释放量明显升高，与正常

组比较差异有显著性（!!)*)"）；)*!+##$%／&黄芩甙

预处理后加谷氨酸和过氧化氢，黄芩甙加谷氨酸组和

黄芩甙加过氧化氢组培养液中的&’(含量明显降低，

分别与谷氨酸组和过氧化氢组比较差异均有显著性

（!!)*)+，!!)*)"）。显示一定剂量的谷氨酸和过

氧化氢对离体神经细胞均有损害作用。

表! 各组脑组织切片培养上清液中&’(含量比较 （"",#）

组别 $ &’(（-／./01$）

正常 2 3*"),!*24
模型 2 "+*"),5*26##
黄芩甙)*"!+##$%／& 2 ")*2),5*33#

)*!+##$%／& 2 2*3+,!*57$

)*+)##$%／& 2 ")*42,5*+7#

"*))##$%／& 2 "5*45,5*3!##

!*))##$%／& 2 "5*26,7*35##

注：与正常组比较，#!!)*)+，##!!)*)"；与模型组比较，$!!
)*)"

表" 谷氨酸、过氧化氢和黄芩甙预处理对脑组织切片

培养液中&’(含量的影响 （"",#）

组别 $ &’(（-／./01$）

正常 2 3*"),!*24
谷氨酸 2 "+*56,+*33#

黄芩甙加谷氨酸 2 6*67,!*26$
过氧化氢 2 "3*+5,+*54#

黄芩甙加过氧化氢 2 6*+5,!*2!%

注：与正常组比较，#!!)*)"；与谷氨酸组比较，$!!)*)+；与过

氧化氢组比较，%!!)*)"

讨 论

组织器官薄片培养是研究其组织细胞生理和药理

学特性的一个重要而有效的手段（5）。此方法较细胞培

养简单，基本上保持了细胞之间的联系，实验条件较整

体动物实验容易控制，兼有整体实验和细胞培养的优

点。因此薄片培养所得出的结论较整体动物模型所得

出的结论更为可靠。

&’(的检测快速、准确，因而已被广泛应用来评

价兴奋性毒素对神经细胞的影响（+，3）。本研究利用

&’(来评价离体脑组织细胞的损伤程度，结果可靠。

实验显示，加入")8百日咳菌液后，脑组织切片培养

液中的&’(释放量显著增多，表明百日咳菌液可导致

离体的脑组织细胞受损。同时加入"##$%／&谷氨酸

或"##$%／&过氧化氢，脑组织切片培养液中的&’(
释放量也明显增多，显示谷氨酸和过氧化氢均可损害

离体脑组织，提示百日咳菌液损害神经细胞与兴奋性

氨基酸和氧自由基有关，与本研究室整体动物模型实

验结果一致（"，4）。

黄芩为唇形科植物，它的有效成分是黄酮类化合

物，迄今已分离出5)种黄酮，其中7种主要成分为黄

芩甙、黄芩素和汉黄芩，以黄芩甙的药理作用最强。黄

芩甙具有抗炎、清除超氧离子等药理作用，临床上有较

广泛的应用。本实验发现黄芩甙可减轻百日咳菌液对

离体脑组织的损害作用，降低谷氨酸和过氧化氢对离

体神经细胞的损害，显示黄芩甙对大鼠脑组织具有保

护作用。其保护作用机制之一可能是通过降低兴奋性

氨基酸和氧自由基的神经毒性。同时本研究也发现

)*!+##$%／&黄芩甙预处理对离体脑组织保护作用最

强，其他浓度的黄芩甙也有一定的保护作用，表明黄芩

甙是一种毒性较低，量效范围较广的中药，有希望成为

治疗感染性脑水肿的有效药物之一。
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