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基于 nNOS途径的天麻素注射液改善甲基苯丙胺诱导大鼠神经
毒性损伤的作用机制研究Δ
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摘 要 目的：研究天麻素注射液通过神经型一氧化氮合酶（nNOS）途径改善甲基苯丙胺诱导大鼠神经毒性损伤的作用机制。方

法：将SD大鼠随机分为对照组、甲基苯丙胺组、常规剂量天麻素组、加倍剂量天麻素组、阴性对照（NC）腺病毒组、NC腺病毒+甲基

苯丙胺组、NC腺病毒+天麻素组、nNOS腺病毒+天麻素组，每组10只。对照组大鼠腹腔注射生理盐水，每日2次；甲基苯丙胺组大

鼠腹腔注射甲基苯丙胺（7.5 mg/kg），每日2次；常规剂量、加倍剂量天麻素组大鼠提前30 min分别腹腔注射不同剂量天麻素注射

液（10、20 mg/kg），每日1次，再按甲基苯丙胺组方法注射甲基苯丙胺。NC腺病毒组大鼠在纹状体一次性注射NC腺病毒（4.8×107

PFU）3 μL+腹腔注射生理盐水，每日2次；NC腺病毒+甲基苯丙胺组大鼠同法注射NC腺病毒，然后腹腔注射甲基苯丙胺（7.5 mg/kg），

每日2次；NC腺病毒+天麻素组大鼠同法注射NC腺病毒+甲基苯丙胺，同时在注射甲基苯丙胺之前30 min腹腔注射天麻素注射液

（20 mg/kg），每日1次；nNOS腺病毒+天麻素组大鼠同法注射nNOS腺病毒和甲基苯丙胺，同时在注射甲基苯丙胺之前30 min腹腔

注射天麻素注射液（20 mg/kg），每日1次。各组大鼠每次腹腔注射体积均为1 mL/100 g，均连续注射给药3 d。观察大鼠刻板行为

并评分，检测大鼠纹状体的细胞凋亡率、凋亡相关因子[Bcl-2、Bax、活化胱天蛋白酶-3（Cleaved caspase-3）]蛋白表达量、氧化应激

相关因子[丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）]水平，以及一氧化氮（NO）水平和nNOS蛋白表达

量。结果：与对照组比较，甲基苯丙胺组大鼠的刻板行为评分和纹状体的细胞凋亡率、Bax、Cleaved caspase-3、nNOS蛋白表达量
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及MDA、NO水平均显著升高，Bcl-2蛋白表达量及SOD、GPx水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；与甲基苯丙胺组比较，常规剂

量、加倍剂量天麻素组大鼠的刻板行为评分和纹状体的细胞凋亡率、Bax、Cleaved caspase-3、nNOS蛋白表达量及MDA、NO水平

均显著降低，Bcl-2蛋白表达量及SOD、GPx水平均显著升高，且加倍剂量天麻素组大部分上述指标均显著优于常规剂量组（P＜

0.05或P＜0.01）。与NC腺病毒组比较，NC腺病毒+甲基苯丙胺组大鼠纹状体的细胞凋亡率、Bax、Cleaved caspase-3、nNOS蛋白

表达量及 MDA、NO 水平均显著升高，Bcl-2蛋白表达量及 SOD、GPx 水平均显著降低（P＜0.01）；与 NC 腺病毒+甲基苯丙胺组比

较，NC 腺病毒+天麻素组大鼠纹状体中细胞凋亡率，Bax、Cleaved caspase-3、nNOS 蛋白表达量以及 MDA、NO 水平均显著降低，

Bcl-2蛋白表达量以及SOD、GPx水平均显著升高（P＜0.01）；与NC腺病毒+天麻素组比较，nNOS腺病毒+天麻素组大鼠纹状体中

的细胞凋亡率、Bax、Cleaved caspase-3、nNOS蛋白表达量及MDA、NO水平均显著升高，Bcl-2蛋白表达量及SOD、GPx水平均显著

降低（P＜0.01）。结论：天麻素注射液对甲基苯丙胺诱导的大鼠神经毒性损伤具有明显的保护作用，且这一作用与抑制nNOS介导

的细胞凋亡及氧化应激反应有关。

关键词 甲基苯丙胺；天麻素注射液；神经型一氧化氮合酶；细胞凋亡；氧化应激；机制

Study on the Mechanism of Improvement Effects of Gastrodin Injection on Methamphetamine Induced

Neurotoxic Damage in Rats via nNOS Pathway

XUE Fenglin1，HONG Shijun2，ZENG Xiaofeng2，YANG Genmeng2，ZHOU Yiqing2，LI Lihua2（1. Dept. of

Pathology，the First Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Kunming 650032，China；2. College

of Forensic Medicine，Kunming Medical University，Kunming 650500，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the mechanism of improvement effects of Gastrodin injection on methamphetamine induced

neurotoxic damage in rats via nNOS pathway. METHODS：SD rats were randomly divided into control group，methamphetamine

group，regular-dose of gastrodin group，double-dose of gastrodin group，negative control（NC）adenovirus group，NC adenovirus+

methamphetamine group，NC adenovirus + gastrodin group and nNOS adenovirus + gastrodin group，with 10 rats in each group.

Control group was given normal saline intraperitoneally， twice a day. Methamphetamine group was given methamphetamine

intraperitoneally（7.5 mg/kg），twice a day. Regular-dose and double-dose of gastrodin groups were respectively given different

doses of Gastrodin injection （10，20 mg/kg） intraperitoneally 30 min earlier，once a day，and then given methamphetamine

intraperitoneally by the same way as methamphetamine group. NC adenovirus group was given NC adenovirus（4.8×107 PFU）3 μL

once in the striatum and normal saline intraperitoneally，twice a day. NC adenovirus + methamphetamine group was given NC

adenovirus by the same way and methamphetamine（7.5 mg/kg）intraperitoneally，twice a day. NC adenovirus+gastrodin group was

given NC adenovirus + methamphetamine by the same way，meanwhile given Gastrodin injection intraperitoneally（20 mg/kg）30

min before methamphetamine，once a day. nNOS adenovirus+gastrodin group was given nNOS adenovirus and methamphetamine

by the same way，meanwhile given Gastrodin injection intraperitoneally（20 mg/kg）30 min before methamphetamine，once a day.

Each group was given relevant medicine intraperitoneally 1 mL/100 g，for consecutive 3 days. The stereotyped behavior of rats

were observed and scored；the apoptotic rate，the protein expression of apoptotic factors（Bcl-2，Bax，Cleaved caspase-3），the

levels of oxidative stress factors （MDA，SOD，GPx） and NO，the protein expression of nNOS were detected. RESULTS：

Compared with control group，stereotyped behavior score，cell apoptosis rate of striatum，protein expression of Bax，Cleaved

caspase-3 and nNOS，the levels of MDA and NO were increased significantly in methamphetamine group；while the protein

expression of Bcl-2 and the levels of SOD and GPx were decreased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with

methamphetamine group，stereotyped behavior score，cell apoptosis rate of striatum，protein expression of Bax，Cleaved caspase-3

and nNOS，the levels of MDA and NO were decreased significantly in regular-dose and double-dose of gastrodin groups；while the

protein expression of Bcl-2，the levels of SOD and GPx were increased significantly，and most above indexes in double-dose of

gastradin group were better than regular-dose of gastrodin group（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with NC adenovirus group，cell

apoptosis rate of striatum，protein expression of Bax，Cleaved caspase-3 and nNOS，the levels of MDA and NO were increased

significantly in NC adenovirus+methamphetamine group；while the protein expression of Bcl-2，the levels of SOD and GPx were

decreased significantly（P＜0.01）. Compared with NC adenovirus+methamphetamine group，cell apoptosis rate of striatum，protein

expression of Bax，Cleaved caspase-3 and nNOS，the levels of MDA and NO were decreased significantly in NC adenovirus +

gastrodin group；while the protein expression of Bcl-2，the levels of SOD and GPx were increased significantly （P＜0.01）.

Compared with NC adenovirus+gastrodin group，cell apoptosis rate of striatum，protein expression of Bax，Cleaved caspase-3 and

nNOS，the levels of MDA and NO were increased significantly in nNOS adenovirus+gastrodin group；while the protein expression

of Bcl-2，the levels of SOD and GPx were decreased significantly（P＜0.01）. CONCLUSIONS：Gastrodin injection can protect

rats against neurotoxic damage induced by methamphetamine，and the effect is related to the inhibition of nNOS-mediated apoptosis

and oxidative stress.

KEYWORDS Methamphetamine；Gastrodin injection；nNOS；Cell apoptosis；Oxidative stress；Mechanism
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甲基苯丙胺俗称“冰毒”，是在世界范围内广泛使

用、对公共卫生造成严重危害的毒品之一，属于苯丙胺

类神经兴奋剂，具有神经毒性。近年来的研究证实，甲

基苯丙胺的神经毒性与多种机制有关，其中氧化应激反

应及细胞凋亡途径是被广泛认可的机制[1-3]。纹状体是

目前与甲基苯丙胺神经毒性相关性研究最集中的脑

区[4]，徐静涛等[5]通过动物实验证实，甲基苯丙胺能够使

大鼠纹状体中的氧化应激及细胞凋亡加剧，增加神经型

一氧化氮合酶（nNOS）的表达，而给予nNOS抑制剂能够

减轻甲基苯丙胺引起的氧化应激及细胞凋亡，表明

nNOS激活在甲基苯丙胺的神经毒性中起到关键作用，

抑制nNOS则是减轻其神经毒性的有效靶点。

天麻素是我国传统名贵药材天麻中的活性成分，现

代药理学研究证实，天麻素能够扩张椎基底动脉、增加

脑血流量，并可改善脑缺血、头晕等症状[6-7]。章正祥等[8]

的研究发现，在血管舒缩功能异常模型大鼠中，天麻素

对其内皮型一氧化氮合酶（eNOS）及诱导型一氧化氮合

酶（iNOS）的表达均具有抑制作用，但天麻素是否能够抑

制 nNOS 的表达并起到神经保护作用尚未见报道。为

此，本研究在甲基苯丙胺诱导大鼠神经毒性损伤的基础

上，采用以现代制剂手段开发的天麻素单体注射剂，即

天麻素注射液进行干预，拟探索天麻素注射液通过

nNOS途径减轻甲基苯丙胺诱导的大鼠神经毒性损伤的

作用机制，为临床治疗甲基苯丙胺引起的神经损害提供

新思路。

1 材料
1.1 仪器

90i型正置显微镜（日本Nikon公司）；ChemiDoc MP

型凝胶成像仪（美国Bio-Rad公司）；TGL16M型高速冷

冻离心机（湖南恒诺仪器设备有限公司）；EPS-100型电

泳仪（上海天能科技有限公司）；Synergy2型多功能酶标

仪（美国BioTek公司）；DW-2000/2000D型脑立体定位仪

（成都泰盟软件有限公司）。

1.2 药品、病毒与试剂

天麻素注射液（西安博森生物制药有限责任公司，

批号：2018C92E，规格：1 mL ∶ 0.1 g）；盐酸甲基苯丙胺

对照品（中国食品药品检定研究院，批号：171218-

201806，纯度：＞99％）；过表达 nNOS的重组腺病毒、阴

性对照（NC）腺病毒（上海闪晶分子生物科技有限公司，

病毒滴度均为1.6×1010 PFU/mL）；丙二醛（MDA）检测试

剂盒（硫代巴比妥酸法）、超氧化物歧化酶（SOD）检测试

剂盒（羟胺法）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）检测试剂盒

（微板法）、一氧化氮（NO）检测试剂盒（比色法）（南京建

成生物工程研究所，批号分别为 A003-1-2、A001-3-2、

A005-1-2、A012-1-2）；兔 Bax 单克隆抗体、兔 Bcl-2单克

隆抗体、兔活化胱天蛋白酶3（Cleaved caspase-3）单克隆

抗体、兔nNOS单克隆抗体、兔β-肌动蛋白（β-actin）单克

隆抗体（英国 Abcam 公司 ，批号分别为 ab182733、

ab185002、ab32042、ab76067、ab179467）；辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗（武汉艾美

捷科技有限公司，批号：6170-05）；TUNEL染色试剂盒、

RIPA裂解液、BCA蛋白定量试剂盒、上样缓冲液、转膜

缓冲液、ECL化学发光试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司）；其余试剂均为分析纯或实验室常用规格，生理

盐水为自制，水为去离子水。

1.3 动物

SPF成年SD大鼠，雄性，体质量250～300 g，购自昆

明医科大学实验动物学部，动物生产许可证号：SCXK

（滇）K2015-0002。动物均自由饮水摄食，自然节律

光照。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

2.1.1 天麻素注射液对甲基苯丙胺诱导大鼠神经毒性

损伤的改善作用考察 将大鼠随机分为对照组、甲基苯

丙胺组、常规剂量天麻素组、加倍剂量天麻素组，每组10

只。对照组大鼠腹腔注射生理盐水，每日2次；甲基苯丙

胺组大鼠腹腔注射甲基苯丙胺（7.5 mg/kg，用生理盐水

制成药液；剂量参照徐静涛等[5]的研究设定），每日2次；

常规剂量、加倍剂量天麻素组大鼠提前30 min腹腔注射

天麻素注射液（10、20 mg/kg，用生理盐水制成药液；剂

量参照吴锋等 [9]的研究设定），每日 1次，然后按照甲

基苯丙胺组方法腹腔注射甲基苯丙胺。各组大鼠每次

腹腔注射给药体积均为 1 mL/100 g，均连续注射给药

3 d。

2.1.2 nNOS在天麻素注射液改善甲基苯丙胺诱导大鼠

神经毒性损伤中的作用考察 将大鼠随机分为NC腺病

毒组、NC腺病毒+甲基苯丙胺组、NC腺病毒+天麻素组、

nNOS腺病毒+天麻素组，每组10只；同时以“2.1.1”项下

对照组大鼠作为对照。NC腺病毒组大鼠根据脑立体定

位图谱定位至纹状体，用微量进样器一次性注射NC腺

病毒3 μL（病毒数量：4.8×107 PFU，以下各组相同），然后

腹腔注射生理盐水，每日2次；NC腺病毒+甲基苯丙胺组

大鼠在纹状体一次性注射NC腺病毒3 μL，然后腹腔注射

甲基苯丙胺（7.5 mg/kg），每日 2次；NC腺病毒+天麻素

组大鼠在纹状体一次性注射NC腺病毒 3 μL，然后提前

30 min腹腔注射天麻素注射液（20 mg/kg），每日1次，再腹

腔注射甲基苯丙胺（7.5 mg/kg），每日2次；nNOS腺病毒+

天麻素组大鼠在纹状体一次性注射nNOS腺病毒3 μL，然

后提前30 min腹腔注射天麻素注射液（20 mg/kg），每日

1次，再腹腔注射甲基苯丙胺（7.5 mg/kg），每日2次。甲

基苯丙胺、天麻素注射液的药液配制方法及腹腔注射给

药体积均同“2.1.1”项下方法，均连续注射给药3 d。

2.2 大鼠刻板行为评价

评价“2.1.1”项下各组大鼠的刻板行为。每次注射
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完甲基苯丙胺后（对照组为注射生理盐水后），立刻观察

各组大鼠的行为，并按文献标准[5]进行评分：大鼠静止不

动或几乎没有活动，记为0分；大鼠正常活动，偶有向前

运动，记为1分；大鼠活动且伴有频繁向前探索行为，记

为 2分；大鼠活动且伴有持续向前探索行为，记为 3分；

大鼠出现重复抬头、摇头或旋转的背腹运动，记为4分；

大鼠出现迅速抬头、摇头或旋转的背腹运动，记为5分。

得分越高，则表明大鼠刻板行为越严重。

2.3 大鼠纹状体标本采集

在“2.1.1”“2.1.2”项下各组大鼠给药完毕并末次观

察“2.1.1”项下各组大鼠的刻板行为后，处死并剖取其脑

组织中的纹状体。一侧脑半球的纹状体经4％多聚甲醛

溶液固定、石蜡包埋后制作切片，室温下保存；另一侧脑

半球的纹状体用液氮冷冻 30 min后，置于－80 ℃条件

下保存。

2.4 大鼠纹状体细胞的凋亡率检测

采用TUNEL染色法进行检测。取“2.3”项下室温保

存的纹状体切片，采用TUNEL染色试剂盒进行染色，以

二甲苯封片后在显微镜下观察，随机选择3个视野，并记

录TUNEL阳性细胞（镜下阳性细胞呈棕黄色）总数，并

计算细胞凋亡率：细胞凋亡率＝TUNEL阳性细胞数/全

部细胞数×100％。

2.5 大鼠纹状体中MDA、SOD、GPx、NO水平检测

取“2.3”项下于－80 ℃下保存的大鼠纹状体组织适

量，用RIPA裂解液进行裂解、提取蛋白，用BCA蛋白定

量试剂盒测定蛋白含量。然后，按相应试剂盒说明书操

作，采用多功能酶标仪分别检测 MDA、SOD、GPx、NO

水平。

2.6 大鼠纹状体中 Bax、Bcl-2、Cleaved caspase-3、

nNOS蛋白表达量检测

采用 Western blotting 法进行检测。取“2.3”项下

于－80 ℃下保存的大鼠纹状体组织适量，按“2.5”项下

方法进行裂解、蛋白提取和定量。取蛋白样本30 μg，与

上样缓冲液混合，然后煮沸使蛋白变性，采用十二烷基

磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，再电转膜至硝酸纤

维素膜上。将膜以5％脱脂牛奶在室温下封闭2 h后，分

别加入 Bax、Bcl-2、Cleaved caspase-3、nNOS 一抗（稀释

度均为1 ∶1 000）以及β-actin抗体（稀释度为1 ∶5 000），于

4 ℃孵育过夜；次日加入二抗（稀释度为 1 ∶ 2 000），在室

温下孵育 1 h。加入ECL化学发光试剂后，采用凝胶成

像仪进行曝光，采用 Image J V1.8.0软件分析蛋白条带

灰度值，以目标蛋白与内参β-actin的灰度值比值作为目

标蛋白的表达量。

2.7 统计学方法

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。计量资

料采用 x±s表示，经方差齐性检查符合方差齐性后，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 天麻素注射液对大鼠刻板行为的影响

与对照组比较，甲基苯丙胺组大鼠的刻板行为评分

均显著升高（P＜0.05）。与甲基苯丙胺组比较，常规剂

量、加倍剂量天麻素组大鼠的刻板行为评分均显著降低

（P＜0.05），且加倍剂量天麻素组大鼠在第 2次、第 5次

注射甲基苯丙胺后即刻的刻板行为评分均显著低于常

规剂量天麻素组（P＜0.05）。天麻素注射液对大鼠刻板

行为的影响见图1。

3.2 天麻素注射液对大鼠纹状体中NO水平和 nNOS

蛋白表达量的影响

与对照组比较，甲基苯丙胺组大鼠纹状体中NO水

平和 nNOS蛋白表达量均显著升高（P＜0.01）。与甲基

苯丙胺组比较，常规剂量、加倍剂量天麻素组大鼠纹状

体中 NO 水平和 nNOS 蛋白表达量均显著降低（P＜

0.01）；且加倍剂量天麻素组NO水平显著低于常规剂量

天麻素组（P＜0.01），但两组nNOS蛋白表达量比较差异

无统计学意义（P＞0.05）。天麻素注射液对大鼠纹状体

中 nNOS 蛋白表达影响的电泳图见图 2，对 NO 水平和

nNOS蛋白表达量的影响见表1。

对照组

甲基苯丙胺组

常规剂量天麻素组

加倍剂量天麻素组

刻
板

行
为

评
分

，分

5

4

3

2

1

0

0 1 2 3 4 5 6

甲基苯丙胺注射次数

Δ

Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与甲基苯丙胺组比较，#P＜0.05；与

常规剂量天麻素组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. control group，＊ P＜0.05；vs. methamphetamine group，
#P＜0.05；vs. regular-dose of gastrodin group，ΔP＜0.05

图1 天麻素注射液对大鼠刻板行为的影响（n＝10）

Fig 1 Effects of Gastrodin injection on the stereo-

typed behavior of rats（n＝10）

对照组

nNOS

β-actin

甲基苯丙胺组 常规剂量
天麻素组

加倍剂量
天麻素组

图2 天麻素注射液对大鼠纹状体中nNOS蛋白表达影

响的电泳图

Fig 2 Electrophoretogram of the effects of Gastrodin

injection on the protein expression of nNOS in

striatum of rats
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3.3 天麻素注射液对纹状体中细胞凋亡情况的影响

与对照组比较，甲基苯丙胺组大鼠纹状体中的TU-

NEL阳性细胞明显增多，其细胞凋亡率及Bax、Cleaved

caspase-3蛋白的表达量均显著升高，Bcl-2蛋白的表达

量显著降低（P＜0.01）。与甲基苯丙胺组比较，常规剂

量、加倍剂量天麻素组大鼠纹状体中的TUNEL阳性细

胞均有所减少，其细胞凋亡率及Bax、Cleaved caspase-3

蛋白的表达量均显著降低，Bcl-2蛋白的表达量均显著

升高（P＜0.01）；且加倍剂量天麻素组的细胞凋亡率及

Bax、Cleaved caspase-3蛋白的表达量均显著低于常规剂

量天麻素组（P＜0.05），但两组Bcl-2蛋白的表达量比较

差异无统计学意义（P＞0.05）。天麻素注射液对大鼠纹

状体中细胞凋亡影响的显微图见图 3，对凋亡相关因子

蛋白表达影响的电泳图见图 4，对细胞凋亡率及凋亡相

关因子蛋白表达量的影响见表2。

3.4 天麻素注射液对大鼠纹状体中氧化应激因子水平

的影响

与对照组比较，甲基苯丙胺组大鼠纹状体中MDA

水平显著升高，SOD、GPx 水平均显著降低（P＜0.01）。

与甲基苯丙胺组比较，常规剂量、加倍剂量天麻素组大

鼠纹状体中MDA水平均显著降低，SOD、GPx水平均显

著升高（P＜0.05或P＜0.01）；且加倍剂量天麻素组大鼠

纹状体中MDA水平显著低于常规剂量天麻素组，SOD、

GPx水平均显著高于常规剂量天麻素组（P＜0.05）。天

麻素注射液对大鼠纹状体中氧化应激相关因子水平的

影响见表3。

表3 天麻素注射液对大鼠纹状体中氧化应激相关因子

水平的影响（x±±s，n＝10）

Tab 3 Effects of Gastrodin injection on the levels of

oxidant stress factors in striatum of rats（x±±s，

n＝10）

组别
对照组
甲基苯丙胺组
常规剂量天麻素组
加倍剂量天麻素组

MDA，μmol/mg pro

6.59±0.95

22.57±5.62＊＊

12.58±2.48##

10.18±2.21##Δ

SOD，U/mg pro

30.91±6.96

21.31±5.58＊＊

25.48±2.78#

28.94±4.18#Δ

GPx，U/mg pro

18.18±4.58

10.19±2.42＊＊

14.17±2.89##

17.16±3.25##Δ

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与甲基苯丙胺组比较，#P＜0.05，
##P＜0.01；与常规剂量天麻素组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. methamphetamine group，
#P＜0.05，##P＜0.01；vs. regular-dose of gastrodin group，ΔP＜0.05

表 1 天麻素注射液对大鼠纹状体中NO水平和nNOS

蛋白表达量的影响（x±±s，n＝10）

Tab 1 Effects of Gastrodin injection on the level of

NO and the protein expression of nNOS in stri-

atum（x±±s，n＝10）

组别
对照组
甲基苯丙胺组
常规剂量天麻素组
加倍剂量天麻素组

NO水平，μmol/mg pro

2.10±0.45

10.89±3.26＊＊

6.26±0.95##

4.85±0.77##ΔΔ

nNOS蛋白表达量
0.31±0.08

0.93±0.19＊＊

0.49±0.07##

0.42±0.06##

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与甲基苯丙胺组比较，##P＜0.01；与

常规剂量天麻素组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. methamphetamine group，
##P＜0.01；vs. regular-dose of gastrodin group，ΔΔP＜0.01

A.对照组 B.甲基苯丙胺组

C.常规剂量天麻素组 D.加倍剂量天麻素组

图3 天麻素注射液对大鼠纹状体中细胞凋亡影响的显

微图（TUNEL染色，×200）

Fig 3 Micrographs of the effects of Gastrodin injec-

tion on cell apoptosis in striatum of rats（TU-

NEL staining，×200）

图4 天麻素注射液对大鼠纹状体中凋亡相关因子蛋白
表达影响的电泳图

Fig 4 Electrophoretogram of the effects of Gastrodin

injection on the protein expression of apopto-

sis-related factors in striatum of rats

对照组

Bcl-2

Bax

Cleaved caspase-3

β-actin

甲基苯丙胺组 常规剂量
天麻素组

加倍剂量
天麻素组

表2 天麻素注射液对大鼠纹状体中细胞凋亡率及凋亡

相关因子蛋白表达量的影响（x±±s，n＝10）

Tab 2 Effects of Gastrodin injection on cell apoptosis

rate and the protein expression of apoptosis-re-

lated factors in striatum of rats（x±±s，n＝10）

组别

对照组
甲基苯丙胺组
常规剂量天麻素组
加倍剂量天麻素组

细胞凋亡率，％

1.03±0.24

35.14±7.62＊＊

19.39±4.52##

13.32±5.51##Δ

凋亡相关因子蛋白表达量
Bax

0.27±0.06

0.89±0.18＊＊

0.45±0.08##

0.37±0.07##Δ

Bcl-2

0.82±0.15

0.45±0.07＊＊

0.88±0.17##

0.96±0.19##

Cleaved caspase-3

0.32±0.07

1.14±0.24＊＊

0.56±0.08##

0.48±0.07##Δ

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与甲基苯丙胺组比较，##P＜0.01；与

常规剂量天麻素组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. methamphetamine group，
##P＜0.01；vs. regular-dose of gastrodin group，ΔP＜0.05
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3.5 天麻素注射液对过表达 nNOS大鼠纹状体中NO

水平及nNOS蛋白表达量的影响

与对照组比较，NC腺病毒组大鼠纹状体中NO水平

和 nNOS蛋白表达量差异无统计学意义（P＞0.05）。与

NC腺病毒组比较，NC腺病毒+甲基苯丙胺组大鼠纹状

体中 NO 水平和 nNOS 蛋白表达量均显著升高（P＜

0.01）。与NC腺病毒+甲基苯丙胺组比较，NC腺病毒+

天麻素组大鼠纹状体中NO水平和nNOS蛋白表达量均

显著降低（P＜0.01）。与 NC 腺病毒+天麻素组比较，

nNOS腺病毒+天麻素组大鼠纹状体中NO水平和nNOS

蛋白表达量均显著升高（P＜0.01）。天麻素注射液对过

表达nNOS大鼠纹状体中nNOS蛋白表达影响的电泳图

见图5，对NO水平和nNOS蛋白表达量的影响见表4。

表 4 天麻素注射液对过表达nNOS大鼠纹状体中NO

水平和nNOS蛋白表达量的影响（x±±s，n＝10）

Tab 4 Effects of Gastrodin injection on the level of

NO and the protein expression of nNOS in stri-

atum of rats with overexpression of nNOS（x±±

s，n＝10）

组别
对照组
NC腺病毒组
NC腺病毒+甲基苯丙胺组
NC腺病毒+天麻素组
nNOS腺病毒+天麻素组

NO水平，μmol/mg pro

2.10±0.45

2.33±0.71

11.18±2.91＊＊

6.01±0.83##

12.77±2.94ΔΔ

nNOS蛋白表达量
0.37±0.06

0.33±0.08

0.89±0.16＊＊

0.30±0.06##

0.94±0.14ΔΔ

注：与NC腺病毒组比较，＊＊P＜0.01；与NC腺病毒+甲基苯丙胺组

比较，##P＜0.01；与NC腺病毒+天麻素组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. NC adenovirus group，＊ ＊ P＜0.01；vs. NC adenovirus +

methamphetamine group，##P＜0.01；vs. NC adenovirus+gastrodin group，
ΔΔP＜0.01

3.6 天麻素注射液对过表达nNOS大鼠纹状体中细胞

凋亡情况和氧化应激相关因子水平的影响

与对照组比较，NC 腺病毒组大鼠纹状体中的 TU-

NEL 阳性细胞数量相当，其细胞凋亡率，Bax、Bcl-2、

Cleaved caspase-3蛋白表达量以及 MDA、SOD、GPx 水

平差异均无统计学意义（P＞0.05）。与NC腺病毒组比

较，NC腺病毒+甲基苯丙胺组大鼠纹状体中的TUNEL

阳性细胞明显增多，其细胞凋亡率，Bax、Cleaved cas-

pase-3蛋白表达量以及MDA水平均显著升高，Bcl-2蛋

白表达量以及 SOD、GPx 水平均显著降低（P＜0.01）。

与NC腺病毒+甲基苯丙胺组比较，NC腺病毒+天麻素组

大鼠纹状体中的TUNEL阳性细胞有所减少，其细胞凋

亡率，Bax、Cleaved caspase-3蛋白表达量以及MDA水平

均显著降低，Bcl-2蛋白表达量以及SOD、GPx水平均显

著升高（P＜0.01）。与NC腺病毒+天麻素组比较，nNOS

腺病毒+天麻素组大鼠纹状体中的TUNEL阳性细胞明

显增多，其细胞凋亡率，Bax、Cleaved caspase-3蛋白表达

量及 MDA 水平均显著升高，Bcl-2 蛋白表达量以及

SOD、GPx水平均显著降低（P＜0.01）。天麻素注射液对

过表达nNOS大鼠纹状体中细胞凋亡影响的显微图见图

6，对Bax、Bcl-2、Cleaved caspase-3蛋白表达影响的电泳

图见图 7，对细胞凋亡率及凋亡相关因子蛋白表达量的

影响见表5，对氧化应激相关因子水平的影响见表6。

4 讨论
甲基苯丙胺是一类新型合成毒品，不仅会产生药物

依赖性和成瘾性，还会产生神经毒性，引起神经功能损

害。纹状体是神经系统中与甲基苯丙胺作用关系最为

密切的脑区，多项研究证实，甲基苯丙胺能够引起纹状

体中的神经递质改变、细胞凋亡增加及氧化应激反应激

活[10-12]。nNOS是主要分布在中枢神经系统内的一氧化

氮合酶，能够催化精氨酸分解并产生NO：在正常生理条

件下，NO能够起到神经递质的作用，调节神经元的可塑

性及学习记忆过程；而在NO持续大量产生的病理条件

图 5 天麻素注射液对过表达 nNOS 大鼠纹状体中

nNOS蛋白表达影响的电泳图

Fig 5 Electrophoretogram of the effects of Gastrodin

injection on the protein expression of nNOS in

striatum of rats with overexpression of nNOS

对照组 NC腺病
毒组

NC腺病毒+甲
基苯丙胺组

NC腺病毒+
天麻素组

nNOS腺病毒+
天麻素组

nNOS

β-actin

A.对照组 B. NC腺病毒组

C. NC腺病毒+甲基苯丙胺组 D. NC腺病毒+天麻素组

E. nNOS腺病毒+天麻素组

图6 天麻素注射液对过表达nNOS大鼠纹状体中细胞

凋亡影响的显微图（TUNEL染色，×200）

Fig 6 Micrographs of the effects of Gastrodin injec-

tion on cell apoptosis in striatum of rats with

overexpression of nNOS（TUNEL staining，

×200）
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下，NO可以成为有活性的自由基，引起细胞凋亡及氧化

应激反应的激活[5]。已有动物实验证实，甲基苯丙胺能

够升高纹状体中的细胞凋亡率、氧化应激产物水平及

nNOS表达量；而在使用nNOS抑制剂后，细胞凋亡率及

氧化应激产物水平均降低[5]。本研究采用与该研究相同

的方法注射甲基苯丙胺后发现，大鼠纹状体中NO水平

和 nNOS 蛋白表达量均显著升高，与该研究结果一致。

这表明纹状体中nNOS的过度激活与甲基苯丙胺诱导的

神经毒性密切相关。

天麻素是从中药材天麻中分离提取的活性成分，已

经被证实在大脑、心肌、肝脏等组织中具有抗细胞凋亡

及抗氧化作用[13-15]。有研究报道，天麻素对血管舒缩功

能异常模型大鼠的NO通路具有抑制作用，能显著下调

eNOS和 iNOS的表达[8]。基于此，本研究将天麻素用于

甲基苯丙胺诱导的神经毒性损伤模型大鼠，结果显示，

腹腔注射不同剂量天麻素注射液后，大鼠纹状体中NO

水平和nNOS蛋白表达量均显著降低。这说明天麻素注

射液对甲基苯丙胺引起的nNOS激活具有抑制作用。

nNOS 激活后可导致 NO 大量产生，后者能够起到

促凋亡及促氧化应激的作用：其促凋亡作用与调控抗凋

亡因子Bcl-2及促凋亡因子Bax、Cleaved caspase-3的表

达有关[16]；其促氧化应激作用与自身的氧化活性有关，

能够直接造成氧化产物MDA生成以及抗氧化酶SOD、

GPx消耗增加[17-18]。本研究通过进一步考察了 nNOS下

游凋亡相关因子及氧化应激相关因子的变化可知，甲基

苯丙胺组大鼠纹状体中的细胞凋亡率，Bax、Cleaved cas-

pase-3蛋白表达量以及MDA水平均显著升高，而Bcl-2

蛋白表达量及SOD、GPx水平均显著降低，这与以往其

他学者报道的甲基苯丙胺促进细胞凋亡及氧化应激的

结果[10-12]吻合，也与甲基苯丙胺致 nNOS过度激活的生

物学活性吻合。在腹腔注射不同剂量天麻素注射液后，

大鼠纹状体中的细胞凋亡率，Bax、Cleaved caspase-3蛋

白表达量以及MDA的水平均显著降低，而Bcl-2蛋白表

达量及SOD、GPx水平均显著升高，说明天麻素注射液

对甲基苯丙胺引起的细胞凋亡及氧化应激反应过度激

活均具有抑制作用，进而也提示该注射液对甲基苯丙胺

诱导的大鼠神经毒性损伤具有保护作用。

在证实天麻素注射液的神经保护作用及其对nNOS

的调控作用后，本研究通过腺病毒注射的方式进一步探

讨了天麻素注射液的上述神经保护作用是否与抑制

nNOS直接相关。结果显示，在大鼠纹状体中注射NC腺

病毒后，与对照组比较，其纹状体的细胞凋亡率、凋亡相

关因子表达及氧化应激均无明显变化，说明NC腺病毒

不会影响大鼠纹状体中的细胞凋亡及氧化应激反应；而

在纹状体中注射NC腺病毒后继续腹腔注射甲基苯丙胺

后发现，NC腺病毒+甲基苯丙胺组大鼠纹状体的细胞凋

亡率、凋亡相关因子表达及氧化应激相关因子的变化趋

势与甲基苯丙胺组一致，NC腺病毒+天麻素组大鼠纹状

体中细胞凋亡率、凋亡相关因子表达及氧化应激相关因

子的变化趋势与加倍剂量天麻素组一致，说明NC腺病

表5 天麻素注射液对过表达nNOS大鼠纹状体中细胞

凋亡率及凋亡相关因子蛋白表达量的影响（x±±s，

n＝10）

Tab 5 Effects of Gastrodin injection on cell apoptosis

rate and the protein expression of apoptosis-re-

lated factors in striatum of rats with overex-

pression of nNOS（x±±s，n＝10）

组别

对照组
NC腺病毒组
NC腺病毒+甲基苯丙胺组
NC腺病毒+天麻素组
nNOS腺病毒+天麻素组

细胞凋亡率，％

0.93±0.15

1.35±0.29

32.12±9.38＊＊

12.93±3.52##

23.48±6.58ΔΔ

凋亡相关因子蛋白表达量
Bax

0.26±0.06

0.28±0.04

0.91±0.17＊＊

0.45±0.08##

1.21±0.34ΔΔ

Bcl-2

0.89±0.19

0.83±0.20

0.39±0.07＊＊

0.77±0.15##

0.45±0.08ΔΔ

Cleaved caspase-3

0.34±0.07

0.38±0.06

0.83±0.17＊＊

0.32±0.05##

0.89±0.18ΔΔ

注：与NC腺病毒组比较，＊＊P＜0.01；与NC腺病毒+甲基苯丙胺

组比较，##P＜0.01；与NC腺病毒+天麻素组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. NC adenovirus group，＊ ＊ P＜0.01；vs. NC adenovirus +

methamphetamine group，##P＜0.01；vs. NC adenovirus+gastrodin group，
ΔΔP＜0.01

表6 天麻素注射液对过表达nNOS大鼠纹状体中氧化

应激相关因子水平的影响（x±±s，n＝10）

Tab 6 Effects of Gastrodin injection on the levels of

oxidant stress factors in striatum of rats with

overexpression of nNOS（x±±s，n＝10）

组别
对照组
NC腺病毒组
NC腺病毒+甲基苯丙胺组
NC腺病毒+天麻素组
nNOS腺病毒+天麻素组

MDA，μmol/mg pro

6.82±1.02

7.01±1.14

23.14±6.14＊＊

11.32±2.92##

24.91±7.75ΔΔ

SOD，U/mg pro

31.44±7.26

30.89±7.11

20.25±4.77＊＊

29.38±6.68##

18.38±3.28ΔΔ

GPx，U/mg pro

18.31±3.48

19.02±2.83

9.45±1.92＊＊

19.44±2.77##

10.18±2.84ΔΔ

注：与NC腺病毒组比较，＊＊P＜0.01；与NC腺病毒+甲基苯丙胺

组比较，##P＜0.01；与NC腺病毒+天麻素组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. NC adenovirus group，＊ ＊ P＜0.01；vs. NC adenovirus +

methamphetamine group，##P＜0.01；vs. NC adenovirus + gastrodin

group，ΔΔP＜0.01

图7 天麻素注射液对过表达nNOS大鼠纹状体中Bcl-2、

Bax、Cleaved caspase-3蛋白表达影响的电泳图

Fig 7 Electrophoretogram of the effects of Gastrodin

injection on the protein expression of Bcl-2，

Bax and Cleaved caspase-3 in striatum of rats

with overexpression of nNOS
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毒的注射不会影响甲基苯丙胺的神经毒性损伤作用以

及天麻素注射液的神经保护作用。而nNOS腺病毒+天

麻素组大鼠纹状体中NO水平及nNOS蛋白表达量均显

著高于NC腺病毒+天麻素组，说明nNOS腺病毒注射后

能够上调nNOS的表达并拮抗天麻素注射液对nNOS过

表达的抑制作用；进一步观察细胞凋亡率、凋亡相关因

子及氧化应激相关因子的变化可知，nNOS腺病毒+天麻

素组大鼠纹状体中的细胞凋亡率，Bax、Cleaved cas-

pase-3蛋白表达量以及MDA水平均显著升高，而Bcl-2

蛋白表达量及 SOD、GPx 水平均显著降低，说明上调

nNOS的表达后，天麻素注射液的神经保护作用明显减

弱，进而证明天麻素注射液的神经保护作用与抑制

nNOS的表达直接相关。

综上所述，天麻素注射液对甲基苯丙胺诱导的大鼠

神经毒性损伤具有明显的保护作用，且这一作用与抑制

nNOS介导的细胞凋亡及氧化应激反应有关。
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