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摘 要 目的：研究氢溴酸樟柳碱对急性脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织细胞凋亡及细胞外信号调节蛋白激酶1/2（ERK1/2）

磷酸化（p-ERK1/2）水平的影响。方法：将大鼠随机分为假手术组、模型组、阳性对照组（尼莫地平1.0 mg/kg）和氢溴酸樟柳碱高、

中、低、极低剂量组（1.2、0.6、0.3、0.15 mg/kg），每组8只，采用线栓法建立大鼠急性脑缺血再灌注损伤模型。分别于脑缺血2 h和再

灌注6 h时对各组大鼠尾 iv给药1次，再灌注22 h后检测各组大鼠脑组织三磷酸腺苷（ATP）酶活性、Ca2+含量、细胞凋亡情况、脑组

织中p-ERK1/2蛋白表达和p-ERK1/2/总ERK1/2（t-ERK1/2）比例。结果：与假手术组比较，模型组大鼠脑组织ATP酶活性明显降

低、Ca2+含量明显增加、凋亡细胞密度明显增加，以上差异均有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组大鼠脑组织凋亡细

胞密度均明显减小，阳性对照组和氢溴酸樟柳碱高、低剂量组大鼠脑组织Ca2+含量均明显降低，氢溴酸樟柳碱高、低、极低剂量组

大鼠脑组织中 p-ERK1/2/t-ERK1/2比例均明显增加，以上差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）；其余差异均无统计学意义

（P＞0.05）。结论：氢溴酸樟柳碱能抑制急性脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织细胞凋亡，其作用机制可能与激活ERK1/2信号通

路和调节ATP酶活性，进而降低脑组织Ca2+含量有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of anisodine hydrobromide on cell apoptosis and extracellular signal-regulated pro-

tein kinase 1/2（ERK1/2）phosphorylation（p-ERK1/2）level in brain tissue of model rats with acute cerebral ischemia-reperfusion

injury. METHODS：Rats were randomly divided into sham operation group，model group，positive control group（nimodipine 1.0

mg/kg），anisodine hydrobromide high-dose，medium-dose，low-dose，extreme low-dose groups（1.2，0.6，0.3，0.15 mg/kg），8 in

each group. Suture method was used to establish the rat models with acute cerebral ischemia-reperfusion injury. Rats were intrave-

nously injected once in tail at 2nd of ischemia and 6th of reperfusion. Then adenosine triphosphate（ATP）enzyme activity，Ca2 +

content，cell apoptosis in brain tissue，p-ERK1/2 protein expression in brain tissue，and p-ERK1/2/total ERK1/2（t-ERK1/2）pro-

portion in brain tissue of rats were detected after 22 h of reperfusion. RESULTS：Compared with sham operation group，ATP en-

zyme activity in brain tissue of rats in model group was obviously decreased，Ca2+ content was obviously increased，density of cell

apoptosis in brain tissue was obviously increased，with statistical significances（P＜0.01）. Compared with model group，density of

cell apoptosis in brain tissue was obviously decreased in each administration group；Ca2+ contents in brain tissue of rats in positive

control group，anisodine hydrobromide high-dose，low-dose groups were obviously decreased；and p-ERK1/2/t-ERK1/2 proportion

in brain tissue of rats in anisodine hydrobromide high-dose，low-dose，extreme low-dose groups were obviously increased，with sta-

tistical significances（P＜0.05 or P＜0.01）；the other differences were not statistically significant（P＞0.05）. CONCLUSIONS：An-

isodine hydrobromide can inhibit the cell apoptosis in brain tissue of model rats with acute cerebral ischemia-reperfusion injury，and

the mechanism may be related with activating ERK1/2 signal

pathway and regulating ATP enzyme activity to decrease the

Ca2+ content in the brain tissue.

KEYWORDS Anisodine hydrobromide；Acute cerebral isch-

emia-reperfusion； Rats； Cell apoptosis； Extracellular sig-

nal-regulated protein kinase 1/2
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缺血性脑卒中占脑卒中发生率的80％以上，是脑卒

中死亡的主要原因[1-2]。因其发病机制复杂，目前临床上

仍缺乏有效的防治措施。病理生理学研究发现，缺血性

脑卒中造成患者脑组织损伤的机制主要为脑缺血再灌

注损伤（CI/R）。因此需要积极研究对CI/R有确切治疗

作用的药物，明确其作用机制。已有研究表明，樟柳碱

能降低急性CI/R模型大鼠脑内异常升高的钙离子（Ca2+）

含量和伊文思蓝含量，减少脑组织水肿[3]。但对其作用

机制缺乏进一步的后续研究，阻碍了该品种的开发和推

广应用。

本研究拟采用线栓法建立大鼠急性CI/R模型，尾 iv

给予氢溴酸樟柳碱进行干预，从脑组织中三磷酸腺苷

（Triphosadenine，ATP）酶活性、Ca2+含量、神经细胞凋亡

情况及细胞外信号调节蛋白激酶1/2磷酸化（p-ERK1/2）

水平等方面进一步研究氢溴酸樟柳碱对CI/R大鼠的保

护作用及机制，为该药的开发及临床应用提供依据。

1 材料
1.1 仪器

Enspire多标记微孔板检测仪（珀金埃尔默新加坡有

限公司）；TDZ4A-WS台式低速离心机（湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司）；BA200Digital数码三目摄像显微镜

（厦门麦克奥迪实业集团有限公司）。

1.2 药品与试剂

氢溴酸樟柳碱原料药（成都第一药业有限公司，批

号：140903，纯度：99％）；尼莫地平注射液（拜耳医药保

健有限公司广州分公司，批号：BXGVZ71，规格：50 mL ∶
10 mg）；ATP 酶测试盒（包括 Na+-K+-ATPase、Ca2+-Mg2+-

ATPase、Ca2+-ATPase）、Ca2+含量测试盒、蛋白定量测试盒

（南京建成生物工程研究所，批号：20160402、20160405、

20160407）；原位末端标记法（TUNEL）细胞凋亡检测试

剂盒（瑞士罗氏公司，批号：10279600）；兔源 p-ERK1/2、

总 ERK1/2（t-ERK1/2）抗体（英国 Abcam 公司，批号：

GR210921-2、GR197011-16）；兔源甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）抗体（武汉博士德生物工程有限公司，批号：

14MA18）；辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗兔免疫球

蛋白G（IgG）（北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：

109525）。

1.3 动物

SD大鼠，SPF级，♂，体质量为 280～320 g，购自四

川省中医药科学院实验动物中心，生产许可证号：SCXK

（川）2013-19。本研究严格按照《实验动物护理和使用

指南》进行操作，实验过程符合实验动物伦理相关要求。

2 方法
2.1 急性CI/R模型的建立

参考文献[4]方法并加以改良：术前大鼠禁食 12 h，

自由饮水，ip给予10％水合氯醛300 mg/kg麻醉后，分离

颈总动脉（CCA），结扎 CCA 近心端，分离颈外动脉

（ECA）和颈内动脉（ICA），结扎ECA、CCA处切口，在近

心端距分叉处 4 mm切口插入直径为 0.285 mm、头端打

磨光滑的鱼线，使其垂直进入 ICA，插入长度约为 20

mm，以完全阻断大脑中动脉（MCA）的供血。缺血 2 h

时轻柔回抽鱼线约 10 mm，再灌注 22 h。假手术组大鼠

除不插入鱼线外，其余操作同模型组。

2.2 分组与给药

按照Longa EZ等[4]建立的五分制评分标准于缺血2

h后对大鼠进行评分：0分为无明显神经损伤症状；1分

为不能完全伸展对侧前爪；2分为向对侧转圈；3分为向

对侧倾倒；4分为不能自发行走、意识丧失。选取评分为

1～3分的大鼠进入后续实验，随机将其分为模型组、阳

性对照组（尼莫地平 1.0 mg/kg）和氢溴酸樟柳碱高、中、

低、极低剂量组（1.2、0.6、0.3、0.15 mg/kg），每组 8只；另

设8只大鼠为假手术组。尼莫地平和氢溴酸樟柳碱的给

药剂量是在文献[3，5]的基础上结合药物的临床给药剂

量设计而成；氢溴酸樟柳碱原料药使用前用超纯水充分

溶解并过0.22 μm微孔滤膜后备用。分别于大鼠脑缺血

2 h和再灌注 6 h时尾 iv给予各组大鼠相应药物 1次，共

计给药2次；模型组和假手术组大鼠尾 iv给予超纯水。

2.3 脑组织中ATP酶活性、Ca2+含量的测定

各组大鼠再灌注22 h后，麻醉，断头处死，取缺血侧

视交叉前冠状切片脑组织约 100 mg，按 1 ∶ 9（m/V）加入

冰冷生理盐水，制成10％的脑组织匀浆，3 000 r/min（离

心半径为 15 cm）离心 15 min，取上清液，按测试盒说明

书操作测定ATP酶活性和Ca2+含量。

2.4 脑组织细胞凋亡的测定

各组大鼠断头处死后，迅速选取缺血侧视交叉附近

约 1 mm 厚度的冠状切片脑组织，10％甲醛溶液固定。

每组随机选取4只采用TUNEL法检测细胞凋亡情况，每

张切片选取3个典型区域采用BA200Digital数码三目摄

像显微镜于400倍镜下进行图像采集，计数凋亡细胞，取

3个视野的平均值作为该样本的凋亡细胞密度。

2.5 免疫组化法检测大鼠脑组织中p-ERK1/2蛋白表达

每组随机选取 6只大鼠，取固定的脑组织脱水、包

埋、切片，经二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水，在3％甲醇双氧

水中室温下放置10 min，磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗，滴加

山羊血清封闭液，室温放置 20 min，加入一抗兔源

p-ERK1/2抗体，4 ℃下过夜；PBS漂洗，滴加HRP标记山

羊抗兔 IgG，37 ℃下放置 30 min；PBS漂洗，二氨基联苯

胺（DAB）显色，蒸馏水洗涤，苏木素轻度复染，梯度乙醇

脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。阳性细胞呈棕黄

色。于大鼠脑组织阳性细胞分布区随机选择3个不重复

的 200倍视野，采用 Image Pro Plus 6.0成像分析系统分

析计算其灰度值，每一样本取 3个视野计算平均值。其

灰度值与p-ERK1/2蛋白表达呈正相关。

2.6 Western blot法检测脑组织中p-ERK1/2/t-ERK1/2

比例

每组随机选取3只大鼠，取缺血侧半暗带附近固定
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解剖部位脑组织约 50 mg，按 1 ∶ 10（m/V）加入蛋白裂解

液，提取脑组织蛋白，测定蛋白含量并定量。行十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），然后电转

至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上，脱脂奶粉封闭 2 h，孵育

后加入兔源 p-ERK1/2、t-ERK1/2、GAPDH 抗体，4 ℃封

闭过夜，TBST缓冲液洗膜；然后将PVDF膜放入HRP标

记山羊抗兔 IgG中，37 ℃孵育1 h；TBST缓冲液洗膜，加

入增强化学发光（ECL）显影液，通过化学发光成像系统

对蛋白条带成像。应用 Image-lab图像处理软件，以目标

蛋白与内参GAPDH灰度值的比值评定目标蛋白的表达

水平，并计算p-ERK1/2/t-ERK1/2比例。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 17.0软件进行统计分析，正态计量指标

采用 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析。P＜

0.05表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 脑组织中ATP酶活性和Ca2+含量变化

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中3种ATP酶

活性均降低、Ca2+含量增加（P＜0.01）。与模型组比较，

氢溴酸樟柳碱各剂量组大鼠均能在一定程度上提高3种

ATP酶活性，但差异均无统计学意义（P＞0.05）；氢溴酸

樟柳碱高、低剂量组和阳性对照组大鼠脑组织中Ca2+含

量均明显降低（P＜0.05或 P＜0.01）。各组大鼠脑组织

中ATP酶活性和Ca2+含量的测定结果见表1。

表1 各组大鼠脑组织中ATP酶活性和Ca2+含量的测定

结果（x±±s，n＝8）

Tab 1 Determination results of ATP enzyme activity

and Ca2+ content in brain tissue of rats in each

group（x±±s，n＝8）

组别

假手术组
模型组
阳性对照组
氢溴酸樟柳碱高剂量组
氢溴酸樟柳碱中剂量组
氢溴酸樟柳碱低剂量组
氢溴酸樟柳碱极低剂量组

ATP酶，μmolPi/（mg prot·h）

Na+-K+-ATPase

4.12±0.73

2.96±0.32＊＊

3.26±0.36

3.02±0.74

3.34±0.53

3.65±0.69

3.34±1.34

Ca2+-Mg2+-ATPase

2.16±0.56

1.47±0.25＊＊

1.58±0.26

1.66±0.54

1.84±0.25

1.92±0.23

1.84±0.78

Ca2+-ATPase

1.87±0.65

1.19±0.17＊＊

1.41±0.27

1.33±0.46

1.45±0.20

1.64±0.75

1.27±0.49

Ca2+，mmol/g prot

0.028 0±0.002 8

0.047 4±0.011 7＊＊

0.034 3±0.015 4#

0.029 5±0.016 4##

0.038 1±0.009 6

0.035 2±0.014 6#

0.035 6±0.011 4

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

3.2 脑组织细胞凋亡情况

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织凋亡细胞密度

明显增加（P＜0.01）。与模型组比较，氢溴酸樟柳碱各

剂量组和阳性对照组大鼠脑组织凋亡细胞密度明显减

小（P＜0.05或 P＜0.01）。各组大鼠脑组织细胞凋亡的

显微镜图见图1，凋亡细胞密度测定结果见表2。

表2 各组大鼠脑组织凋亡细胞密度、p-ERK1/2表达及

p-ERK1/2/t-ERK1/2水平的测定结果（x±±s）

Tab 2 Determination results of density of cell apopto-

sis，p-ERK1/2 expression，p-ERK1/2/t-ERK1/2

level in brain tissue of rats in each group（x±±s）

组别

假手术组
模型组
阳性对照组
氢溴酸樟柳碱高剂量组
氢溴酸樟柳碱中剂量组
氢溴酸樟柳碱低剂量组
氢溴酸樟柳碱极低剂量组

凋亡细胞密度，个/视野
（n=4）

5.75±2.50

22.25±5.19＊＊

10.50±3.87##

7.75±2.75##

16.25±3.20#

15.50±3.51#

12.75±1.50##

p-ERK1/2灰度值
（n=6）

0.326 5±0.046 7

0.332 8±0.031 7

0.335 2±0.066 8

0.348 3±0.060 2

0.344 2±0.023 6

0.340 1±0.043 1

0.343 2±0.037 6

p-ERK1/2/t-ERK1/2
（n=3）

0.195 3±0.021 8

0.219 4±0.038 3

0.240 0±0.020 4

0.528 4±0.039 2##

0.230 4±0.012 8

0.275 2±0.006 6#

0.379 8±0.037 3##

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

3.3 脑组织中p-ERK1/2蛋白表达变化

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中 p-ERK1/2

表达轻微增强（P＞0.05）。与模型组比较，氢溴酸樟柳

碱各剂量组和阳性对照组大鼠脑组织中p-ERK1/2表达

均轻微增强（P＞0.05）。各组大鼠脑组织中p-ERK1/2灰

度值的测定结果见表2。

3.4 脑组织中p-ERK1/2/t-ERK1/2比例变化

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中 p-ERK1/2/

t-ERK1/2比例轻微增加（P＞0.05）。与模型组比较，氢

溴酸樟柳碱高、低、极低剂量组大鼠脑组织中p-ERK1/2/

t-ERK1/2比例均明显增加（P＜0.05或P＜0.01），其余差

异均无统计学意义（P＞0.05）。各组大鼠脑组织中 p-

ERK1/2、t-ERK1/2蛋白表达的电泳图见图 2，p-ERK1/2/

t-ERK1/2比例的测定结果见表2。

图1 各组大鼠脑组织细胞凋亡的显微镜图（×400）

Fig 1 Microscope figure of cell apoptosis in brain tis-

sue of rats in each group（×400）

A.假手术组 B.模型组 C.阳性对照组

D.氢溴酸樟柳碱高剂量组 E.氢溴酸樟柳碱中剂量组 F.氢溴酸樟柳碱低剂量组

G.氢溴酸樟柳碱极低剂量组
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4 讨论
Ca2+超载是 CI/R 重要的发病机制。脑缺血时细胞

膜去极化引起Ca2+内流，加之膜磷脂降解及其产物均可

引起ATP酶活性降低，进而可能影响细胞内Na+和Ca2+

的聚积、K+的流失，从而加速细胞的损伤，故提高ATP酶

的活性可能有助于脑保护[6]。本研究中，各剂量氢溴酸

樟柳碱均表现出一定的提高脑组织ATP酶活性的作用，

但差异无统计学意义（P＞0.05）；氢溴酸樟柳碱在 1.2、

0.3 mg/kg 剂量时能显著降低脑组织 Ca2+含量（P＜0.05

或P＜0.01），表明其对抗CI/R的机制可能与提高脑组织

ATP酶活性和降低脑组织Ca2+含量有关。

细胞的凋亡和坏死所导致的神经细胞死亡几乎是

所有神经退化性疾病的显著特征。缺血神经元凋亡具

有延迟性，且呈可逆过程，这就为脑缺血的治疗提供了

时间[7]。尽管目前关于ERK信号通路在CI/R中的作用

存在争议，但一般认为ERK是生存通路，其在神经元的

增殖分化以及抑制神经元凋亡中起着重要作用[8]。本研

究中各剂量氢溴酸樟柳碱均可显著减少CI/R模型大鼠

脑组织凋亡细胞密度（P＜0.05或P＜0.01），除0.6 mg/kg

剂量外均能显著提高脑组织 p-ERK1/2/t-ERK1/2水平

（P＜0.05或P＜0.01），提示氢溴酸樟柳碱能对抗脑组织

细胞凋亡，ERK1/2信号通路的激活可能是其作用的分子

机制之一。

同时有研究提示，ERK激活后可降低N-甲基-D-天

冬氨酸（NMDA）受体活性，抑制 Ca2+内流，发挥神经元

保护作用 [9]。本研究中氢溴酸樟柳碱高、低剂量组

p-ERK1/2/t-ERK1/2显著升高，而脑组织Ca2+含量显著降

低（P＜0.05或P＜0.01），该结果与文献[9]报道吻合。

综上，氢溴酸樟柳碱能抑制急性CI/R模型大鼠脑组

织细胞凋亡，其作用机制可能与激活ERK1/2信号通路

和调节ATP酶活性，进而降低脑组织Ca2+含量有关。

本研究中，不同剂量氢溴酸樟柳碱对各指标的影响

存在差异，指标变化与给药剂量变化趋势不完全一致。

结合本模型和药物本身的特点分析其原因可能有以下

几方面：（1）脑缺血是一个复杂的快速级联反应的病理

过程，涉及Ca2+超载、细胞凋亡、氧化应激、氮化应激、能

量代谢障碍、炎性细胞浸润等诸多环节[10]。本研究是在

不确定氢溴酸樟柳碱作用靶点和剂量的情况下从Ca2+超

载和细胞凋亡方面进行了初步探讨，可能无法很好体现

其量效相关性。（2）氢溴酸樟柳碱属于莨菪烷类生物碱，

目前的研究报道显示，莨菪烷类生物碱尚可通过调节神

经递质、保护线粒体、调节血管与血流等诸多方面对抗

CI/R，由此笔者推测氢溴酸樟柳碱对本实验模型的作用

靶点可能也不是单一的而是多机制的。但其在不同的

机制方面的药效剂量存在差异，而对模型的治疗结果是

这多种机制综合作用的结果，从而导致本研究结果的量

效正相关不典型。再则，樟柳碱对学习记忆能力也呈现

双向调节作用，即在大于2.5 mg/kg时会损伤记忆，但在

0.5 mg/kg以下则能促进学习记忆，表明樟柳碱的量效关

系可能非传统的量效正相关。但上述猜测还有待进一

步研究以证实。
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图 2 各组大鼠脑组织 p-ERK1/2、t-ERK1/2蛋白表达

的电泳图

Fig 2 Electrophoresis chart of p-ERK1/2 protein ex-

pression，t-ERK1/2 protein expression in brain

tissue of rats in each group
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