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【摘 要】目的：观察氧化苦参碱(Oxymatrine，OMT)对大鼠局灶性脑缺血再灌注后皮质脑源性神经生长因子(Brain—derived 

neurotrophie factor。BDNF)及其受体酪氨酸激酶B(Tyrosine kinase B，TrkB)表达的影响，探讨 OMT神经保护作用的机制。方法： 

采用线栓法建立大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型。SD雄性大鼠随机分为假手术组、模型组、阳性药尼莫地平组和 OMT低、中、 

高剂量给药组6组，缺血2 h再灌注24 h后进行神经功能评分。免疫组化法检测BDNF阳性细胞，Western blot检测BDNF和 

IIrkB蛋白表达。结果：与模型组比，OMT中、高剂量组神经学评分均减低，BDNF阳性细胞数以及 BDNF和其受体TrkB蛋白表 

达显著增加，差异有统计学意义(P<0．05，P<0．01)。结论：OMT对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的恢复有一定促进作用，其机制 

可能与上调BDNF及受体TrkB的表达有关。 
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【Abstract]Objective：To study the effects of 0xymatrine(0MT)on brain—derived neurotrophic factor(BDNF)and its receptor tyrosine 
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kinase(TrkB)in cerebral cortex after focal cerebral ischemia- 

reperfusion in rats，and explore the neuroprotective mechanism 

of oxymatrine．Methods：The rat middle cerebral artery occlu- 
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sion models with filament O foK3al eereb Jral ischemia一-reperfusion were established．SD male rats were divided randomly into sham 

group，cerebral ischemia—reperfusion model group，nimodipine(Nim)group and the oxymatrine group．the oxymatrine group was futher 

divided into three sub-groups which were dealt with the low，middle and high dose of oxymatrine．The neurological scores were used 

after 2 h ischemia followed by 24 h reperfusion．The expression of BDNF positive neurons，BDNF and TrkB proteins were respectively 

detected by immunohistochemistry and western blot．Results：Compared with the sham group，the neurological scores decreased， 

while the expression of BDNF positive neurons，BDNF and its receptor TrkB protein significandy increased in middle and high dose of 

oxymatrine groups(P<0．05；P<0．01)．Conclusion：OMT protects the rats from the ischemia injury following focal cerebral ischemia．一 

reperfusion，the mechanism of which may partly be due to up-regulating the expression of BDNF and TrkB． 

【Key words]oxymatrine；ischemia-reperfusion；brain—derived neurotrophic factor(BDNF)；TrkB 

氧化苦参碱(Oxymatrine，OMT)是苦豆子、苦参、广豆根 

等植物中生物碱的主要成分。以往的临床研究发现，其具有 

抗病毒、抗肿瘤、抗炎以及强心、降压、抗心律失常等多种药 

理作用 。近年的研究发现，在局灶性脑缺血，再灌注大鼠模 

型上。OMT具有良好的缺血保护作用，能够明显改善大鼠的 

神经功能。减少脑梗死体积，其作用机制与抗氧自由基、抑制 

炎症反应_4I5瞎有关。为了进一步探讨脑缺血／再灌注损伤后 

OMT神经保护的作用机制，本研究观察 OMT对局灶性脑缺 

血／再灌注大鼠脑皮质脑源性神经营养因子(Brain—derived 

neurotrophic factor，BDNF)和特异功能受体酪氨酸激酶 B 

(Tyrosine kinaseB，TrkB)表达的影响，旨在为临床上进一步 

应用 OMT治疗缺血性脑血管疾病奠定理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 药 品 

OMT(陕西昂盛生物医学科技有限公司，含量98％，批 

号 2007011)．阳性药尼莫地平由天津 中央制药厂生产，实验 

均以生理盐水配制成所需浓度使用。 

1．2 动物分组 

雄性 sD大鼠70只，体重250—280 g，清洁级，由徐州医 

学院实验动物中心提供。实验动物随机分为假手术组、脑缺 

血再灌注模型组、OMT给药组、阳性药尼莫地平组(Nim 200 

rag／ks)，OMT给药组又分低(35 mg／kg)、中(70 ms／ks)、高剂 

量组(105 mg／h；)，共6组。Nim组和OMT给药组分别按上述 

剂量腹腔给药，每日1次，连续给药 5 d，手术前 30 min给 

药。假手术组、脑缺血再灌注模型组均腹腔注射等量的生理 

盐水。 

1-3 局灶性脑缺血再灌注模型制备 

采用改良的 Zea—Longa[e’1法制备局灶性脑缺血模型 

(Middl,e cereblral artery occlusion，MCAO)：将大鼠腹腔注射水 

合氯醛300 rag／ks麻醉后，在颈部做正中切口，暴露右颈总动 

脉(Common carofid artery，CCA)、颈内动脉(Internal carotid 

artery，ICA)、颈外动脉(External carotid artery，ECA)。结％CCA 

和 ECA根部 ．由 CCA近分叉处剪一小 口插入尼龙线至 ICA 

18～22 mm，扎紧并固定插线，缝合皮肤，阻断血流 2 h后，通 

过拔线实现再灌注24 h后断头取脑。假手术组仅插入10 mm， 

其他步骤同手术组。大鼠麻醉清醒后出现左侧肢体瘫痪，站 

立不稳．提尾向一侧转圈为制模成功。70只大鼠符合入选条 

件的有60只，每组随机取5只用于免疫组化，5只用于蛋白 

免疫印迹检测。 

1．4 神经学评分 

处死大鼠前，参考文献[7]，进行神经功能缺陷评分。 

1．5 BDNF的表达(免疫组化法) 

应用 sP法(按试剂盒说明严格操作)，一抗为兔抗 BD— 

NF多克隆抗体。用PBS替代一抗作为阴性对照。光镜下观 

察，以细胞胞浆、胞膜出现棕黄色颗粒为BDNF阳性结果。每 

张切片均取自大鼠大脑皮层，选取5个相邻但不重叠视野， 

400倍光镜下计数 BDNF阳性细胞数，取平均值。 

1．6 BDNF及其TrkB表达(免疫印迹法) 

参考文献[8J，一抗为兔抗 BDNF或兔抗 TrkB，二抗为辣 

根过氧化物酶标记的抗小鼠二抗。HMIAS一2000型全 自动医 

学彩色图像系统分析图像灰度值。 

1．7 统计学分析 

采用 SPSS13．0软件分析。实验数据均以互±s表示 ，多组 

数据间采用单因素方差分析，两两比较用q检验，方差不齐 

时用秩和检验，P<0．05差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 OMT对大鼠神经功能影响 

实验结果表明，模型制备后各组均出现不同程度的脑缺 

血损伤表现。Nim组，OMT中、高剂量给药组与模型组相比， 

神经学评分均减低，差异有统计学意义(P<0．05，P<O．05，P< 

0．01)(见表 1)，表明OMT以及Nim可明显改善局灶性脑缺 

血大鼠的神经功能。 
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种自我保护机制，可减轻损伤程度，促进后期神经功能的恢 

复，同时其特异的功能受体TrkB表达也增加，且分布时程与 

BDNFmRNA相对应，从而扩大BDNF的功效[11]。向大鼠脑室 

内注射 BDNF．结果其脑缺血后的梗死灶面积明显缩小，并 

能促进感觉及运动功能恢复『121。但 BDNF属于大分子物质 ， 

很难通过血脑屏障，静脉注射对脑缺血无明显保护作用，因此 

影响其作为药物临床应用。为此，研究通过药物增加内源性 

BDNF及其受体成为临床治疗脑缺血途径之一。 

在本实验中我们发现，OMT中(70 rag／ks)、高剂量(105 

mg／l(g)给药组较模型组比有统计学意义，这说明其可明显降 

低大鼠缺血再灌注损伤后神经学行为评分．改善神经功能障 

碍，与文献报道一致l1引。而且本实验选用的阳性药尼莫地平， 

临床上已用于脑缺血保护用药，在以往研究也证实对大鼠局 

灶性脑缺血再灌注后损伤治疗作用有效[14，15]。实验中我们发 

现OMT中、高剂量给药组与阳性药尼莫地平组比较无统计 

学意义，进一步证实了OMT对局灶性脑缺血再灌注损伤有保 

护作用。至于其机制的研究 ，有的学者认为，OMT通过抑制 

MPO活性以减少COX一2表达，从而抑制脑缺血再灌注所致 

的炎症反应_161。还有的学者认为，通过下调核因子 ．cB表达达 

到脑缺血损伤保护作用唧。我们之前的研究发现OMT可能 

通过下调caspase一12表达，干扰内质网应激通路，减少神经 

元凋亡，降低脑缺血再灌注损伤 。在本实验中。我们发现与 

模型组相比，OMT不仅提高了BDNF阳性细胞的数目，还增 

加了BDNF蛋白的表达，同时，OMT处理组BDNF受体TrkB 

蛋白也相应提高，提示脑缺血后 OMT影响 BDNF及其受体 

TrkB的表达，BDNF与TrkB相结合，产生相应的效应分子而 

对缺血神经元起保护作用。 

综上，OMT发挥脑缺血保护作用的机制．可能与其能够 

上调BDNF及受体 TrkB有关。但OMT上调BDNF及其受体 

TrkB的表达机制尚不清楚，可能通过激活一些信号通路途径， 

与其在脑缺血再灌注损伤保护中降低 nNO活性作用有一定 

关联，尚待进一步研究。 
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