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熊果苷对小鼠脑缺血再灌注损伤的影响
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摘要 目的：本研究旨在探讨中药熊果苷对缺血再灌注损伤后脑细胞的影响，为中药熊果苷的临床应用提供理论依据。方法：昆明

种小鼠 40只，随机分成 4组，即空白组、模型组、药物预防组和药物治疗组。根据缺血时脑损伤原理制成脑缺血再灌注损伤模型，

以 TTC染色、HE染色观察细胞形态学变化，并检测脑组织中超氧化物歧化酶（SOD）活性、丙二醛（MDA）含量及谷胱甘肽过氧化

物酶（GSH-Px）活性的变化。结果：与模型组相比，药物预防组和药物治疗组分别 TTC染色缺血区域都不如模型组坏死明显，HE

染色显示细胞损伤程度减轻，SOD、GSH-Px活性提高有显著性差异，MDA含量减少（均 P＜ 0.05）。结论：药物熊果苷具有抗氧化
作用，能有效地预防和保护脑细胞损伤。
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The Effect of Arbutin on Mice Brain Cells after Ischemia-reperfusion Injury

To investigate the effect of Arbutin on mice cerebral cells after ischemia-reperfusion injury, and provide a

theoretical basis for clinical application of arbutin. Mice were randomly divided into four groups which were sham operation

group, ischemia reperfusion group, and two Arbutin groups (the chemoprophylaxis group and the medication group). The TTC staining

changes and the histological changes of brain tissue after ischemia-reperfusion injury in mice were detected. The content of malonic
dialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in brain tissue were also determined.

There was vitality injury after TTC staining（all P＜ 0.05）. SOD and GSH-Px, the antioxidant targets, significantly increased, while MDA

decreased in the treatment group compared with that in the model group. Arbutin can effectively protect the mice brain

cells with the effect of anti-oxidation.
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前言

脑血管疾病是危害人类生命和健康的主要疾病之一，血栓

栓塞性疾病是老年人的常见病，而栓塞后血液再通往往带来更

严重的问题，导致氧自由基的大量生成，加重脑损伤程度。因此

能够对抗氧自由基生成的药物可能会减轻脑组织的缺血再灌

注损伤。熊果苷（arbutin，又名熊果甙、熊果素、熊果叶甙、熊果

酚甙或杨梅甙），是一种源于杜鹃花科熊果属的多年生常绿小

灌木植物熊果的叶子细胞的皮肤脱色成份。近年来，国内熊果

苷的生产和相关化妆品的开发有了迅速的发展，国外对熊果苷

的研究和开发更为深入，并取得了许多进展。已经证明熊果苷

有抗炎[1,2]、镇咳、平喘[3]抗氧化[4]、抗溃疡[5]、抗肿瘤[6]及抗精子细

胞冷冻损伤[7]等作用。本实验以药物熊果苷的抗氧化作用为依

据，探讨其对缺血损伤脑细胞的影响。

1 材料和方法

1.1 动物与分组

昆明种小鼠(山东省绿叶制药有限公司实验动物中心提供)

60只，雌雄各半，体重(20± 2)g。动物随机分为 4组，即假手术

组、模型组（I/R）、药物预防组和药物治疗组，各 15只。
1.2 药品与仪器

熊果苷：上海晶纯试剂有限公司；水合氯醛：分析纯，上海

化学试剂公司；SOD试剂盒、MDA试剂盒、GSH-PX 试剂盒、

总蛋白测定盒（均由南京建成生物工程研究所提供）。

AL104 电子分析天平 (上海梅特勒 -托利多仪器有限公

司)，DZF-6050型电子真空干燥箱 (上海精宏试验设备有限公

司)，雷勃尔高速冷冻离心机（上海安亭仪器厂）；DW-HL328

-86℃超低温冰箱（中科美菱低温科技有限责任公司）；Spectra

Max M5多功能酶标仪（美国分子仪器公司）；752紫外分光光
度计（上海元析仪器有限公司）；其他试剂均为市售分析纯。

1.3 实验方法
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表 1 熊果苷对脑细胞 SOD活性、MDA含量、GSH-Px活性的影响

Table 1 Changes of SOD activity , MDA content , GSH-Px activity of brain cells in each group

Groups
SOD activity MDA content GSH-Px activity

（U/mgprot） （nmol/mgprot） （U/mgprot）

Sham operation group

Ischemia-reperfusion group

Chemoprophylaxis group

Medication group

27.5984± 0.3254

12.5486± 0.5846*

24.2111± 0.2516▲

22.4359± 0.1692▲

3.4462± 0.7537

8.7096± 0.9792*

1.7564± 0.3876▲

2.0670± 0.4064▲

2.5601± 0.4485

1.3426± 0.3247*

1.8770± 0.3398▲

2.1001± 0.8879▲

1.3.1 制备脑缺血再灌注模型 假手术组动物仅用玻棒小心分

离双侧迷走神经和颈总动脉，不夹闭颈总动脉，暴露 3h后快速
断头开颅取脑。模型组和给药组动物均按文献方法[8-9]复制脑缺

血再灌注模型：用 4%水合氯醛按 0.1 mL /10g体重的剂量腹腔
注射麻醉动物，颈部正中切口，用玻棒小心分离迷走神经，用动

脉夹夹闭双侧颈总动脉 1 h，放开动脉夹恢复脑供血，再灌注 2

h后快速断头开颅取脑。药物预防组在麻醉前 1 h腹腔注射 1%

熊果苷溶液（100 mg/kg），麻醉后复制脑缺血再灌注模型，再灌

注完成后颈椎脱臼处死，取脑。药物治疗组在再灌注时腹腔注

射 1%药物熊果苷溶液（100 mg/kg），再灌注完成后颈椎脱臼处

死，取脑。脑组织于 -4℃ 生理盐水中洗净，用吸水纸吸干称重

后，分别做 TTC染色、HE染色和测定脑组织中。取大脑左半球

组织作组织标本，置于 4%中性福尔马林固定液中，4℃下固定
24小时以上。将固定好的脑组织，进行 HE染色，制成光镜标

本，观察脑组织病理学改变；切取大脑右侧前 1/2 半球，制成
10%的脑组织匀浆，按试剂盒方法分别测定脑组织中超氧化物

歧化酶（SOD）活性、丙二醛（MDA）含量及谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px）活性。
1.3.2 TTC染色 脑块置冰箱(-20℃ )内 10分钟后，自距额极 2

mm开始，以视交叉水平为中心，间隔 2 mm做连续冠状切片
(片厚约 2 mm)，每个脑块切 5片，迅速置于 2%TTC溶液(37℃ )

中染色避光孵育 30 min左右。观察缺血区范围。
1.3.3 HE染色 取大脑左半球组织作组织标本，置于 4%中性

福尔马林固定液中，4℃下固定 24小时以上。将固定好的脑组

织，进行 HE染色，制成光镜标本，观察脑组织病理学改变。
1.3.4 脑组织 SOD 活性、MDA 含量及 GSH-Px 活性的测

定 切取大脑右侧前 1/2半球，制成 10%的脑组织匀浆，按试

剂盒方法分别测定脑组织中 SOD活性、MDA含量及 GSH-Px

活性。

1.4 统计学方法
统计处理用 SPSS 16.0软件进行单因素方差分析，计量资

料数据用均数± 标准差（x ± s）表示。

2 结果

2.1 形态学变化

模型组 TTC染色结果明显，表现为弥漫性皮下梗死，药物

治疗组和预防组与正常对照组相比有一些皮下梗死，但相比模

型组明显减少。模型组 HE染色与正常对照组相比表现为明显
的核固缩，出现大量圆泡，毛细血管有出血，细胞损伤严重，而

药物治疗组与模型组相比有明显的改善。见图 1。

2.2 熊果苷对脑细胞 SOD活性、MDA含量、GSH-Px活性的影响

缺血损伤模型组小鼠脑皮层中 SOD、GSH-Px活力均明显

低于正常对照组，熊果苷治疗组和预防组脑细胞中 SOD、
GSH-Px活力比缺血损伤模型组明显提高（P＜ 0.05），MDA含
量明显升高。熊果苷药物治疗组和预防组小鼠脑皮层中 MDA

含量相对于缺血损伤模型组含量明显降低，说明药物熊果苷对

小鼠脑细胞缺血损伤有确切的治疗和预防作用(见表 1)。

图 1 熊果苷对小鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用 HE染色 (× 400)

A假手术组 B模型组 C熊果苷预防组 D熊果苷治疗组

Fig.1 The effect of Arbutin on mice brain cells after Ischemia-reperfusion

injury HE staining(× 400)

A sham operation group B ischemia-reperfusion group

C Arbutin chemoprophylaxis group D Arbutin medication group

3 讨论

脑血管疾病是危害人类生命和健康的主要疾病之一，血栓

栓塞性疾病是老年人的常见病，而栓塞后血液再通往往带来更

严重的问题，导致氧自由基的大量生成，加重脑损伤程度。脑缺

血预处理可以诱导脑组织缺血耐受，通过启动一系列的内源性

保护机制脑组织对以后较长时间的缺血损伤产生显著的耐受。

Moncayo等的研究发现 TIA发作病史与脑梗死的良好预后具

有相关性，病前无 TIA病史的脑梗死患者病情更严重，神经功

能缺损更明显[10]。但以缺血为预处理的方法很难应用于人体，

药物预处理的提出，使寻找一种能启动和促进内源性保护机制

的方法成为国内外一个研究热点。

1465· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.8 MAR.2014

缺血再灌注损伤是指机体器官缺血一定时间后再恢复血

液灌注，组织损伤反而进行性加重[11]。脑正常的功能活动依赖

足量的氧和葡萄糖。脑缺血时 ATP合成减少，离子泵功能部分

失效，导致细胞内游离的 Ca2+超载，再灌注时使自由基生成增

多，引起膜脂质过氧化，导致细胞膜损伤，线粒体功能障碍，引

起细胞溶解和组织水肿。SOD是一种重要的内涵性金属酶，催

化超氧自由基（O2
-）歧化为过氧化氢，而 GSH-Px进一步将过氧

化氢转化成水，从而清除体内的超氧自由基。当机体清除自由

基的功能下降时，化学性质活泼的自由基就会与细胞生物大分

子迅速发生作用导致强烈损害，其中氧自由基能使不饱和脂肪

酸氧化成过氧化物（如 LPO），该过氧化物又可进一步分解为
MDA，MDA具有很强的生物毒性，极易与磷脂、蛋白质等发生

反应而致使机体功能的障碍。脑缺血时脂质过氧化活跃，MDA

生成增多，SOD则因大量消耗而减少。因而 MDA含量、SOD

活性可间接反映机体清除氧自由基的能力[12]。MDA的高低也

间接反映了机体细胞受自由基攻击的严重程度。除了脂质过氧

化之外，细胞凋亡在脑缺血再灌注损伤的发生发展过程中也起

着重要的作用[13]。能够抑制促凋亡基因 Bax表达和促进抑凋基

因 Bcl-2表达的药物，对脑缺血再灌注损伤有一定的保护作用
[14]。

本实验中模型组 TTC染色结果明显，表现为弥漫性皮下

梗死，药物治疗组和预防组与正常对照组相比有一些皮下梗

死，但相比模型组明显减少，可以说明药物熊果苷有一定的治

疗和预防作用。模型组 HE染色与正常对照组相比表现为明显

的核固缩，出现大量圆泡，细胞损伤严重，而药物治疗组与模型

组相比有明显的改善。本实验对小鼠脑组织内抗氧化物的研究

结果表明，熊果苷显著提高脑组织内 SOD与 GSH-Px活力，同

时降低 MDA含量，降低组织内脂质过氧化水平，说明药物熊

果苷能通过提高脑组织中内源性的抗氧化体系来提高自身的

抗氧化能力，进而起到保护作用。本实验中不同熊果苷组 MDA

含量、SOD活性和 MDA/SOD比值均明显高于模型组，其中药

物治疗组更明显，提示熊果苷能够降低脑组织中 MDA含量和

提高 SOD活性，降低 MDA/SOD的比值，从而改善自由基与清

除自由基酶之间的平衡，抑制自由基的损伤及其引起的脂质过

氧化反应，保护脑组织免受损伤。

综上所述，熊果苷对小鼠缺血再灌注脑损伤起到一定的保

护作用，其主要作用机制可能是熊果苷提高脑组织中内源性的

抗氧化体系来提高自身的抗氧化能力，进而保护缺血再灌注引

起的脑组织损伤。熊果苷对脑缺血再灌注损伤的保护作用机制

是否与抑制细胞凋亡、减少 IL-1等炎症细胞因子或核转录因
子表达有关尚待进一步研究。
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