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重型颅脑损伤因其致残率和死亡率居高不下，一直是神经

外科研究的难点和热点。由于其损伤机制目前仍然有许多不明

确的地方，加之疗效确切的治疗手段和药物缺乏，严重影响了

临床救治水平。本研究基于以上原因，拟应用代谢组学[1～2]研

究方法，通过对大鼠脑损伤模型组和中药治疗组血浆样品的氢

谱核磁共振(1H-NMR)检测，结合统计学方法分析，寻找脑挫

裂伤早期病理变化的特异生物标记物，分析中药促进脑损伤修

复的作用机理及可能作用途径。
1 材料与方法

1.1 材料 Bruker Avance-500 核磁共振仪(瑞士 Bruker 公

司)，重水(D2O)、氘代 3- 三甲基甲硅烷基丙酸钠盐(TSP)均购

自 Sigma-Aldrich 公司，水为自制纯净水，固体 NaHPO4 和

Na2HPO4 购于 Sigma-Aldrich 公司。SD 大鼠，均为雌性，体

重(200±20)g，由广州中医药大学实验动物中心提供，许可证

号 SCXK(粤)2008-0020。中药购自广州中医药大学第一附属

医院中药药房，根据徐叔云教授主编的 《药理实验方法学》，

按大鼠的剂量 =6.3×人的临床剂量 / 人的体重×大鼠体重，

即每剂中药中含有当归、、红花、柴胡、牛膝、生地黄各

0.315 g，桃仁 0.42 g，枳壳、赤芍、甘草、桔梗、川芎各

0.21 g。大鼠术后 6 h 开始予中药汤剂灌胃，每天 1 剂，处死

当天不服用中药，中药组 32 只大鼠，总共 128 剂，一次煎

煮，经计量计算公式，共煎煮成 256 mL 汤剂，每只大鼠每次

灌胃 2 mL，每 6 mL 制成 1 个真空包装，存放 4℃冰箱保存。
1.2 方法
1.2.1 脑挫裂伤模型及分组 大鼠造模前均禁食 8 h，禁水

10 h，10%水合氯醛腹腔内注射麻醉后，俯卧固定于木板上。
右侧颅顶部备皮，常规消毒铺巾，选取右侧颅顶旁正中切口，

暴露前囟、冠状缝、矢状缝及双侧顶骨，于右侧顶部前囟

后 2 mm，中线旁开 2 mm，向后外方钻孔，作一直径约为

4 mm 的骨窗，保持硬膜完整，置入打击垫片。采用改良

Feeney 架自由落体撞击法[3]。模型组(32 只大鼠)、中药组(32

只大鼠)均用 20 g 砝码从 20 cm 高处垂直落下撞击大鼠，使其

致伤，造成脑挫裂伤模型。假手术组(32 只大鼠)作对照，作骨

窗后直接缝合头皮，不予撞击。中药组在打击后 6 h 开始给予

血府逐瘀汤灌胃，每天 1 剂。假手术组、模型组予等量生理

盐水灌胃[4]。
1.2.2 大鼠神经功能缺损评分 参照文献[5]对大鼠进行神经功

能缺损评分，其评分标准参照《现代药理实验方法学》评分方

法，采用 14 分制，单盲法进行评分。造模后 6 h 评分≥7 分

则表明模型成功，＜7 分从本实验中剔除。
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［摘要］ 目的：采用氢谱核磁共振（1H-NMR） 技术测定大鼠脑挫裂伤后血浆代谢物变化及中药血府逐瘀汤治疗后相关代谢
物变化，从代谢组学探讨论血府逐瘀汤促进脑损伤修复的作用机理。方法：以 1H-NMR技术结合模式识别和主成分分析法
（PCA），分析大鼠脑挫裂伤模型组、中药组和假手术组术后第 1、3、5、7天血浆的核磁共振氢谱以及相应代谢物谱群的变化。结

果：1H-NMR测得中药组、模型组与假手术组 3组大鼠血浆代谢谱存在明显差异（P＜0.05），通过主成分分析法（PCA） 能清晰
地将模型组与假手术组、中药组区分开来。模型组与假手术组比较发现，模型组血浆中 N-乙酰天门冬氨酸（NAA）、γ-羟基
丁酸（GABA）、肌酸（Cre）、牛磺酸（Tau） 等含量下降，乳酸（Lac）、谷氨酸（Glu）、胆碱（Cho） 等代谢物的浓度上升；中药
组治疗后血浆中 Lac、Glu、Cho等代谢物的浓度较模型组降低，而 NAA、GABA、Cre等含量升高。结论：大鼠脑挫伤裂损伤机
制可能包括脑组织缺血缺氧能量代谢紊乱（Cre下降、Lac升高）、神经细胞损伤导致的神经元功能受损（NAA下降） 和细胞膜损
伤（Cho升高）、神经兴奋毒性损伤（Glu升高、GABA下降）；血府逐瘀汤在脑损伤早期干预治疗，能改善脑挫裂伤后缺血缺氧
状态，减轻继发性脑损害，促进脑损伤修复，改善预后。
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1.2.3 大鼠血样采集 假手术组、模型组和中药组分别于术

后第 1 天、第 3 天、第 5 天、第 7 天(各组每次随机抽取 8 只

大鼠)，10%多聚甲醛腹腔内注射麻醉后，开腹，经腹主动脉

采血 4 mL[6]，离心机在 4℃下 4 000 r/min 离心 10 min。离心

后取上清血浆 1.5 mL 转移至 2 mL 抗凝 EP 管中，-80℃冰箱

保存备用。
1.2.4 大鼠脑挫裂伤部位病理切片 将大鼠在麻醉下采血后

常规灌注固定，开颅取脑，以损伤灶为中心(假手术组在相近

似位置)，沿冠状位切成前后两部分，浸于 4%多聚甲醛中固

定 24 h 以上，经乙醇梯度脱水，二甲苯透明 1 h，62℃浸蜡

3 h 后石蜡包埋，切片(片厚 5μm)，常规 HE 染色，制成大鼠

脑挫裂伤部位病理切片[7]。
1.2.5 血浆代谢组样品预处理 实验时将所有血浆样本常温

解冻，每管取 300 μL 上层血浆加至 5 mm NMR 测试管中，

后加入 0.2 mol/L 磷酸缓冲溶液(0.2 mol/L Na2HPO4-0.2 mol/L

NaH2PO4，pH=7.4)200 μL 和重水 50 μL，振荡混匀[8]。
1.2.6 NMR 检测 NMR 实 验 采 用 BRUKER Avance 500

MHz 超 导 核 磁 共 振 波 谱 仪 ， 实 验 温 度 为 298K。采 用

Cart-Purcell-Meiboom.Gill [CPMG， relaxation delay-90-

(π-180-π)n-acquisition]脉冲序列，回波时间 2nT=100 ms，

4 s 延迟时间，10 kHz 谱宽，64 k 数据点，采集次数为 64 次。
化学位移以乳酸甲基双重峰δ1.33 进行定标。
1.2.7 1H-NMR谱的数据预处理和主成分分析 对所有 1H

CPMG 谱 进 行 自 动 积 分 (TOPSPIN 2.0 软 件 )， 积 分 区 间

δ0.5~9.0，积分间隔Δδ=0.02，进行手动调相和基线校正。
为消除压水后残余峰值的影响，δ4.6~5.2 的积分值设为 0。
此外，为了消除样本间因浓度不同而带来的分析误差，在进行

主成分分析之前对各分段积分值进行归一化处理。归一化后的

数 值 将 作 为 原 始 数 据 导 入 软 件 SIMCA-P 10.0 (Umetrics，

Sweden) 中 进 行 模 式 识 别 主 成 分 分 析 (principal component

analysis，PCA)[9]。
1.3 统计学方法 从上述归一化后的 100 段积分值中选取出

现 7 种代谢物[血浆中 N- 乙酰天门冬氨酸(NAA)、γ- 羟基丁

酸 (GABA)、肌 酸 (Cre)、谷 氨 酸 (Glu)、胆 碱 (Cho)、牛 磺 酸

(Tau)、乳酸(Lac)]峰值的不同区间段，将每一种代谢物的不同

区间段的积分值相加得到 7 个总积分值，在统计分析中就用

这 7 个总积分值来分别表示 7 种代谢物的含量大小，然后用

单向方差分析方法(One-way ANOVA.SPSS 13.0 软件)对它们

进行分析。
2 结果

2.1 组织病理学结果 肉眼观察模型组脑组织发现脑损伤灶

坏死空洞，可见局部血肿、组织增生；假手术组脑组织表面光

滑，沟回整齐、清晰，无充血、肿胀及血肿等。HE 染色后镜

下观察模型组损伤灶，神经元细胞周围出现较多空隙，脑皮质

分层不清，血管轻度水肿，炎性细胞浸润，胶质细胞增生，部

分可见血肿灶；部分神经元胞质强烈嗜伊红，核固缩，胞核与

胞浆黏附在一起；部分神经元细胞肿胀，体积增大，核膜不

清，明显水肿；远离损伤灶的皮质未发生显著变化；中药组术

后第 1 天损伤脑组织的血细胞、炎性细胞渗出较模型组少，

血管水肿、神经元水肿也较模型组轻；假手术组脑组织完整，

组织结构正常，细胞排列有序，染色均匀，无出血、水肿及明

显损伤，未见炎性细胞浸润及血管扩张现象。

模型组：术后第 1天撞击部位脑组织病理切片：脑组织血
肿周围结构疏松，水肿明显，炎细胞增多，有大量红细胞渗入
（HE×100）。中药组：术后第 1天损伤组织血细胞、炎性细胞
渗出较模型组少，血管水肿、神经元水肿也较模型组轻（HE×
100）。假手术组：术后第 1天相应部位脑组织病理切片：脑组
织完整，组织结构正常，细胞排列有序，染色均匀，无出血、
水肿及明显损伤（HE×100）。

2.2 NMR分析
2.2.1 各组大鼠核磁共振波谱分析 模型组、中药组和假手

术组核磁共振波谱分别见图 1、图 2、图 3。其相关的代谢物

图 1 显示，大鼠脑外伤后其波谱中很多种代谢物发生了显著

的变化，如 Cre、GABA、NAA 等峰出现了显著下降，特别是

与神经元相关的 NAA 的下降尤为突出，提示有部分神经元功

能受到损伤；而与脑缺血缺氧程度紧密相关的代谢物 Cho、
Glu、Lac 的含量增加。中药组大鼠服用血府逐瘀汤汤剂后

NAA 等峰值降低幅度相对模型组小，提示早期使用血府逐瘀

汤治疗能减轻大鼠脑挫裂伤后神经元损伤；中药组大鼠术后第

1 天血浆 Glu 增高幅度较模型组小，提示该中药汤剂能减轻脑

挫裂伤早期神经兴奋毒性损伤。
2.2.2 各组大鼠波谱的主成分分析 将所有核磁共振波谱进

行主成分分析。图 4 是大鼠波谱中第一和第二主成分的 Score

图，图中每一个点分别代表一个测试样品，Score 图中模型

组、中药组、假手术组能很好区分开来，说明造模成功。图 5

是与 PCA 对应的第一、二主成分的 Loading 图，图中 PC1、
PC2 对应的值，1.21、2.03、2.27、3.03、3.21、3.25、4.11

等化学位移对应化学成分对实验结果贡献值最大。

模型组 中药组 假手术组

图 1 模型组
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2.2.3 大鼠血浆中各代谢物化学位移、积分值的比较 见表

1。大鼠血浆中各种代谢物积分值比较，用单向方差分析方法

分析可知模型组、中药组与假手术组比较，有 7 种代谢物

(Cho、Glu、NAA、Lac、GABA、Cre、Tau)差异有显著性意

义(P < 0.05)，如反映神经元代谢的标志物 NAA 的含量在假手

术组其积分值为 842±33，发生脑挫裂伤后神经元功能受损、
代谢异常时则降为 535±42，早期中药血府逐瘀汤灌胃 NAA

含量为 670±23，较模型组高。又如代表神经毒性损伤的 Glu

的含量在假手术组为 67±4，发生脑挫裂伤后其含量升高，积

分值 107±7，早期中药治疗其含量积分值为 87±6，中药治

疗能降低脑挫裂伤后 Glu 含量。
3 讨论

脑挫裂伤后，除了脑组织局部直接损伤及组织坏死外，脑

组织还受到多种理化因素的影响和调控，产生一系列病理变

化，进而出现继发性脑损伤。如何深入了解继发性脑损伤的病

理机制，如何采取有效的干预措施，一直是研究的切入点。血

浆代谢学组从血浆代谢物成分变化着手，通过核磁共振波谱技

术，结合统计学方法开展相关代谢物成分变化的分析，捕获敏

感代谢物，进而结合生物信息数据库，寻找可能的代谢通路，

为阐释脑损伤病理变化提供依据，同时也为药物治疗的作用机

制提供依据。
通过对比模型组和假手术组代谢物指标变化可知：大鼠遭

受打击造成脑挫裂伤后，NAA 含量下降，NAA 是仅存在于神

经组织中反映神经元代谢功能的生物标志物，其含量降低说明

脑挫裂伤后部分神经功能受损，神经元代谢紊乱；脑挫裂伤后

兴奋性 Glu 与抑制性氨基酸 GABA[9]、牛磺酸的平衡被打破，

Glu 代谢活跃，其神经毒性引发钙离子内流，神经细胞兴奋性

增高，脑组织能量消耗加重，引起如神经细胞缺血缺氧损伤、
细胞凋亡等神经兴奋性损害；神经兴奋性增高、神经代谢紊乱

以及神经毒性损害引起的血管痉挛，进一步加重了脑组织的缺

血缺氧，脑组织能量代谢标志物 Cre 含量下降、Lac 浓度上

升；Cho 是反映细胞膜合成与髓鞘降解的指标，模型组中浓度

明显上升，说明细胞膜成分破坏。此外，胆碱可诱导 DNA 甲

基化酶活性，从而维持甲基化酶与核酸内切酶之间的平衡，其

含量下降可引起 DNA 链的断裂，进而诱导神经细胞大片凋

亡。从血浆 1H-NMR 检测结果分析：脑挫裂伤发生后，多

方因素如膜通道成分改变导致氧交换受限、组织水肿阻碍氧

的运输、神经毒性损害导致耗氧增加等，造成并进一步加重

脑组织缺血缺氧损伤，而脑缺血缺氧又可以引起代谢产物堆

积、神经细胞能量供应不足、蛋白质分解、生命物质运输障

碍、细胞膜和细胞器损伤，最终导致神经细胞损伤，甚至引

发神经细胞凋亡。
中药血府逐瘀汤是清代中医名家王清任所创，并在《医林

改错》中记载，其功效是行气活血、化瘀通络。通过比较中药

汤剂作用后脑挫裂伤大鼠血浆代谢物变化及病理组织切片改

变，可以推测血府逐瘀汤作用机理可能为：早期减轻脑挫裂伤

后局部细微血管的破坏和血管内皮损伤，减少血管内血液成分

内成分渗出，减少局部出血，并促进炎性细胞聚集，较快清除

局部溢出的血性成分、代谢产物及神经毒性因子；同时稳定细

胞膜，防止细胞内钙离子超载，减轻细胞兴奋性损伤，从而能

降低细胞能量消耗，保证能量代谢能满足脑组织需求，减少神

经元损伤；中期可使得病灶内毛细血管增生，改善局部供氧，

减轻组织缺血缺氧，进一步减少神经组织损伤，为促进康复

化合物

Compound

GABA

NAA

Glu

Cre

Cho

Tau

Lac

化学位移

δ
1.21

2.03

2.27

3.03

3.21

3.25

4.11

假手术组

积分值

240±19

842±33

67±4

591±35①

510±17

504±29

489±13

模型组

积分值

157±21①

535±42②

107±7①

342±52

899±41①

263±31

771±37②

中药组

积分值

260±18②

670±23①

87±6①

422±15①

673±26②

377±14①

552±11①

图 2 中药组

图 3 假手术组

图 4

图 5

表 1 大鼠血浆中各代谢物的化学位移、积分值的比较(x±s)

与假手术组比较，①P < 0.05，②P < 0.01
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地黄为玄参科植物地黄 Renmannia glutinosa Libosch.的干

燥块根，具有清热凉血、养阴生津的功效，地黄中的主要化学

成分是以梓醇为代表的环烯醚萜及其苷类成分、以毛蕊花糖苷

为代表的苯乙醇苷类及糖类成分。《中国药典》 [1]2010 年版

创造条件；后期能加快神经细胞损伤的再修复，促进神经组

织功能康复。
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地黄炮制过程中毛蕊花糖苷变化的研究

尚伟庆 1，贺清辉 2，张建军 2

1. 缙云县中医院，浙江 缙云 321400；2. 广东一方制药有限公司，广东 佛山 528244

［摘要］ 目的：采用RP-HPLC法研究地黄中毛蕊花糖苷随炮制时间动态变化的情况，建立生地黄和熟地黄中毛蕊花糖苷及
异毛蕊花糖苷的含量测定方法。方法：采用 Agilent TC-C18色谱柱，柱温 30℃；流动相为甲醇（A） -0.1%甲酸（B），梯度洗
脱（0 min，30%A；30 min，40%A；45 min，45%A；60 min，55%A），流速 1 mL/min；检测波长 330 nm。比较生地黄不同炮制时
间（0 h，8 h，16 h，32 h） 的特征图谱，测定地黄饮片中毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷的含量。结果：毛蕊花糖苷含量随炮制时间
的增加而降低，异毛蕊花糖苷含量随炮制时间增加而增加。生地黄中毛蕊花糖苷平均含量高于熟地黄，异毛蕊花糖苷平均含量低
于熟地黄。结论：生地黄中毛蕊花糖苷在炮制过程中可能部分转化为异毛蕊花糖苷，将熟地黄中的异毛蕊花糖苷和毛蕊花糖苷共
同作为评价熟地黄质量的指标更加合理。
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