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得良好的抗病毒效果。由此看来，

虽然噬菌体－指示菌系统具备了简
单易行、快速敏感的特点，有成为

抗病毒中药体外筛选模型的条件，

但还须进一步的试验和分析。尤其

是药物在体内可通过多种途径发挥

抗病毒作用，如直接抑制或杀灭病

毒、干扰病毒吸附、阻止病毒穿入

细胞、抑制病毒生物合成、抑制病

毒释放或增强宿主抗病毒能力等

等，而在体外发生作用则有其局限

性。不同的西药在体外也可能通过

不同的方式和途径达到抗病毒目

的。因此要建立较为完善的西药对

照模型，尚需进行大量的噬菌体－
指示菌系统模型的筛选试验，以确

立每一种抗病毒途径的相应有效噬

菌体－指示菌系统模型；对于部分
较为特殊的病毒，尚需通过筛选找

到基因结构较类似的噬菌体，以建

立相应的噬菌体 －指示菌系统模

型。我们选择以板蓝根和大蒜来作

中药的初步筛选对象，主要在于其

各自具有传统和现代抗病毒药物的

象征意义，试验结果也表明大蒜具

有抗枯草杆菌噬菌体和大肠杆菌噬

菌体作用；板蓝根虽然在此次试验

中未能取得良好的抗病毒效果，但

作为传统抗病毒中药，其抗病毒作

用未能在体外表现可能在于：一、

通过体内途径发挥作用；二、与药

材产地有关，有报道产于北方的北

板蓝根具有较强的抗菌作用，抗病

毒作用多见于南板蓝根中的马蓝

（ＢａｐｈｉｃａｃａｎｔｈｕｓｃｕｓｉａＢｒｅｍｅｋ）根；
三、枯草杆菌、大肠杆菌噬菌体－
指示菌系统并非为对应其体外抗病

毒途径的有效噬菌体－指示菌系统
模型。以噬菌体－指示菌系统为模
型进行抗病毒中药的筛选工作，虽

然刚刚起步，但作为一种全新的筛

选体系，具有一定的良好应用前

景，有待于进一步的深入研究和开

发应用。
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※基金项目　甘肃省科技攻关计划项目（Ｎｏ：ＺＧＳ０３５－Ａ４３－０７１）
作者简介　郭建文，男，医学博士。主要研究方向：中医药
防治急性脑血管病的临床和实验研究。目前是国家 “十五”科

技攻关 《急性缺血中风辨证规范和疗效评价的示范研究

（２００４ＢＡ７２１Ａ０２）》的主要研究者。

Ｂｅａｇｌｅ犬含药脑脊液对神经细胞
损伤保护作用的最佳剂量研究※

□ 郭建文１ 　何迎春２　指导：陈绍宏

（１．广州中医药大学第二附属医院　广东　广州　５１０１２０
２．杭州市中医院　浙江　杭州　３１０００６）

　　摘　要　目的：筛选中药复方ＤＳＱ－０３含药脑脊液对大脑皮层神经细胞凝血酶损伤保护的最佳
剂量，为进一步探讨中药复方的作用机制奠定基础。方法：采用原代神经细胞培养的方法培养新生

ＳＤ大鼠的皮层神经元，并制成凝血酶损伤的模型；Ｂｅａｇｌｅ犬饲养中药复方 ＤＳＱ－０２后，穿刺脑脊
液，获得含药脑脊液标本。按照含中药脑脊液的剂量分为１３组，ＭＴＴ法测定细胞活力。结果：终浓
度为２０％的小剂量组ＣＳＦ为最佳剂量组 （相当于人体用量的１．６３倍）。结论：高剂量的 Ｂｅａｇｌｅ犬含
中药复方ＤＳＱ－０３脑脊液对神经细胞有毒害作用；中等剂量和低剂量的含药脑脊液对神经细胞凝血
酶损伤有保护作用，对神经细胞的保护作用非呈线性剂量依赖关系。

关键词　脑脊液药理学　中药复方　剂量依赖　原代培养

　　中药复方ＤＳＱ－０３是我们前期基于循证医学证据
并结合中医学理论和临床经验组成的具有活血化瘀作

用的中药复方，临床用于治疗急性脑血管病取得了较

好的疗效［１］。本实验目的在于筛选 ＤＳＱ－０３含药脑
脊液对大脑皮层神经细胞凝血酶损伤保护的最佳剂

量，为进一步探讨中药复方的作用机制和确定临床剂

量奠定基础。

１　材料和方法
１．１　受试动物　Ｂｅａｇｌｅ犬 （一级）３２只，５～６月
龄，体重５～６ｋｇ，雌雄各半，由四川省实验动物研究
所 Ｂｅａｇｌｅ犬 养 殖 场 提 供，合 格 证 号：医 动 字
２４１０３１２３，单笼喂养，观察四周。

ＳＤ乳鼠 （１日龄），由成都中医药大学动物实验
中心提供，合格证书号：川实动管质第９９－８号。雌
雄不拘，体重６～８ｇ，母乳喂养。
１．２　药品与试剂　中药复方浓缩液 （ＤＳＱ－０３，
１０ｍｌ／支，每ｍｌ药物含生药材１．８６ｇ，由上海生工生
物工程有限公司提供，批号：０３０５０４）。

多聚赖氨酸（Ｓｉｇｍａ）；ＤＭＥＭ培养基（ＳＩＧＭＡ）；胰
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蛋白酶（ＧＩＢＣＯ）；ＨＥＰＥＳ（ＳＩＧＭＡ）小牛血清；胎牛血清
（杭州四季青公司）；噻唑兰（ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ）；二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ）。

表１　Ｂｅａｇｌｅ犬分组和给ＤＳＱ－０３剂量

组　别
动物

（只）

剂量

（ｇ·ｋｇ－１生药）
给药体积

（ｍｌ·ｋｇ－１·ｄ）
相 当 于

临床倍数

大剂量 ８ ４３．４８ ２０．０（１０×２） ３２．６

中剂量 ８ ２１．７４ １０．０ １６．３

小剂量 ８ １０．８７ ５．０ ８．２

对照组 ８

１．３　主要实验仪器　ＨＢＯ５０型倒置相差显微镜
（ＺＥＩＳＳ）；ＭＣＯ－１５０Ａ型二氧化碳培养箱 （三洋）；

５０ＣＭ２培养瓶、９６、２４、６孔板 （ＣＯＳＴＡＲ）；体视显
微镜及显微摄象系统 （ＯＬＹＭＰＵＳ）。
１．４　方法
１．４．１　神经细胞培养方法［２］　新生２４ｈ之内 ＳＤ大
鼠，７０％酒精浸泡２ｓ。用消毒器械无菌条件下，取出
大脑。Ｄ－Ｈａｎｋｓ液清洗，细心除去血管组织和脑膜
及粘附的血细胞，科剪将脑组织剪成糊状 （＜
２ｍｍ３）。将组织转入１０ｍｌ离心管，加入０．２５％ 胰蛋
白酶在空气振动摇床上消化 （３７℃，１０ｍｉｎ）。加入
１０ｍｌ含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ，２７５×ｇ离心 ７ｍｉｎ。
吸出悬浮物，加入培养基，吹打使沉淀物悬浮，２００
目不锈钢网过滤。细胞悬液再次离心，弃上清，加入

含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ重悬，计数，调整细胞浓
度为１×１０５／ｍｌ，并接种到多聚赖氨酸培养板中。在
３７℃、湿度１００％、５％ＣＯ２孵箱中培养。２４ｈ后，倒
置显微镜下观察见细胞已附壁。弃去上清，加入新鲜

培养基继续培养。第３天后用含１０μｍｏｌ／Ｌ阿糖胞苷
的培养液２４ｈ，然后换液。第７天随机选６孔取出盖
玻片，固定，用作甲苯胺蓝染色。

１．４．２　Ｂｅａｇｌｅ犬含药脑脊液的制备　分组及给药剂
量见表１。所有动物在连续给药６个月，最后一次灌
胃给药的１ｈ、２ｈ在无麻醉的情况下，小脑延髓池无
菌穿刺，缓慢抽出无色清亮脑脊液 ２ｍｌ，然后注入
２ｍｌ生理盐水。标本用 ＰＥ管液氮 －８０℃冻存，备用。
在进行细胞培养前，用无菌微孔滤膜过滤脑脊液，除

去细菌和细胞。

１．４．３　凝血酶神经细胞损伤模型的复制及鉴定　培
养至７天的神经细胞，经尼氏小体染色鉴定后，神经
元的纯度在９５％之上。凝血酶加入到高糖２０％ＤＥＭＥ
溶液中配成１５０Ｕ／ｍｌ的浓度。第７天神经细胞全部换
液后，换用含凝血酶的高糖 ＤＥＭＥ培养液。过夜后，
倒置显微镜下观察，ＭＴＴ法测定细胞活力，甲苯胺蓝
染色计算细胞丧失率。将含细胞盖玻片取出，０．０１Ｍ
ＰＢＳ冲洗 （３×５ｍｉｎ）；冷丙酮固定３０ｍｉｎ，自然晾干
后置－２０℃冰箱保存备用。甲苯胺蓝染色后细胞核呈
淡蓝色，尼氏小体为深蓝色而背景无色。利用图像分

析仪，在４００倍视野下，随机观察并计数３个不重复
视野的甲苯胺蓝染色阳性细胞数目。计算后凝血酶损

害组 ＯＤ值比正常有明显下降，说明模型复制成
功［３］。

１．４．４　Ｂｅａｇｌｅ犬含药 ＣＳＦ对 ＳＤ大鼠皮层神经元凝
血酶损伤模型的作用的剂量筛选

１．４．４．１　剂量分组　凝血酶损伤模型制作成功后，
将９６孔板分为１３组，每组设６个复孔，分组情况如
下：

表２　ＤＳＱ－０３含药脑脊液最佳剂量的筛选

组别 加入浓度 相当于临床剂量的倍数

（１） 终浓度为２０％的大剂量组ＣＳＦ ６．５２
（２） 终浓度为１０％的大剂量组ＣＳＦ ３．２６
（３） 终浓度为５％的大剂量组ＣＳＦ １．６３
（４） 终浓度为２０％的中剂量组ＣＳＦ ３．２６
（５） 终浓度为１０％的中剂量组ＣＳＦ １．６３
（６） 终浓度为５％的中剂量组ＣＳＦ ０．８１５
（７） 终浓度为２０％的小剂量组ＣＳＦ １．６３
（８） 终浓度为１０％的小剂量组ＣＳＦ ０．８１５
（９） 终浓度为５％的小剂量组ＣＳＦ ０．４１
（１０）终浓度为２０％的对照组ＣＳＦ
（１１）终浓度为１０％的对照组ＣＳＦ
（１２）终浓度为５％的对照组ＣＳＦ
（１３）空白对照组，不加任何ＣＳＦ

１．４．４．２　噻唑兰 （ＭＴＴ）测定神经细胞活力　分别
向凝血酶损伤模型细胞加入不同终浓度的ＣＳＦ后 （每

孔总量为１００ｕｌ），置３７℃，５％ＣＯ２孵箱培养２４ｈ后，
加入ＭＴＴ１００ｕｌ，３７℃，５％ＣＯ２孵箱培养４ｈ，吸净培
养液，再加入 ＤＭＳＯ１５０ｕｌ溶解甲瓒 （ｆｏｒｍａｚａｎ），充
分震荡后，在酶标仪上，用波长 ５６０ｎｍ和参比波长
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６３０ｎｍ测定ＯＤ值。

２　结　果
２．１　形态学观察　神经细胞接种后 ６ｈ开始贴壁，
２４ｈ后细胞伸出粗细不等的突起；７２ｈ后，神经细胞
开始呈锥体状、卵圆状或梭形等状态，突起分支细

长，光晕明显，大多数细胞折光强，但中心部分较暗

（图１）。经凝血酶损伤造模后，损伤的神经细胞逐渐

退化，胞体肿胀，出现沉积，神经突起断裂，神经元

崩解，坏死的神经元漂浮在培养液上层 （图２）。不
同剂量中药复方 ＤＳＱ－０３含药 ＣＳＦ处理后的细胞，
能明显干预凝血酶引起的形态学改变 （图３－５）；最
佳剂量 ＣＳＦ干预后，表现为减少细胞突起结构的消
失，减少细胞碎片的形成 （图６）。
２．２　ＭＴＴ法筛选剂量含药ＣＳＦ的结果


