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人工麝香对大鼠急性脑缺血再灌损伤和脑出血的实验治疗

王 玲 1, 李 江 1, 徐少锋 1, 冯 楠 1, 章 菽 2, 王晓良 1*

(1. 中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室, 北京 100050;

2. 北京联馨药业有限公司, 北京 102628)

摘要: 采用大鼠局灶性脑缺血再灌注和蛛网膜下腔出血的动物模型, 评价人工麝香对缺血性脑卒中和出血性脑

卒中的治疗作用, 为人工麝香的临床应用提供研究基础。所有动物实验都遵循北京协和医学院动物伦理委员会的

规定。结果显示, 大脑中动脉阻断或蛛网膜下腔出血5 min后灌胃给予人工麝香对急性缺血性和出血性脑卒中均具

有明显的保护作用。在 10～200 mg·kg-1剂量范围内, 对模型大鼠的死亡率、神经行为学和脑梗死体积具有一定的

量效关系。其中在缺血性脑卒中, 人工麝香的有效剂量为 10 mg·kg-1; 在出血性脑卒中, 其有效剂量为 200 mg·kg-1。

上述研究结果提示人工麝香在治疗缺血性脑卒中和出血性脑卒中时存在一定差别, 临床使用中要给予区别。
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Therapeutic effects of artificial musk on acute ischemic stroke and
subarachnoid hemorrhage in rats
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Abstract: The rat models of focal cerebral ischemic reperfusion and subarachnoid hemorrhage were used

to evaluate the therapeutic effects of artificial musk to provide support for its clinical application. All animal

experiments were performed following the regulations of the Animal Ethics Committee of Peking Union Medical

College. The results showed that oral administration of artificial musk had significant protective effects on acute

ischemic and hemorrhagic stroke. In the dose range of 10-200 mg·kg-1, the mortality, neurobehavioral and cerebral

infarction volume of rats in model group indicated a clear dose dependent relationship. The effective dose of

artificial musk is 10 mg·kg-1 in ischemic stroke and 200 mg·kg-1 in hemorrhagic stroke. These findings suggest that

the treatments of artificial musk in ischemic stroke and in hemorrhagic stroke are different, and such differences

should be noted for its clinical use.

Key words: artificial musk; stroke; cerebral ischemia-reperfusion; subarachnoid hemorrhage; middle cerebral

artery occlusion

脑血管病是危害人类生命和健康的常见疾病, 具

有高致死率和高致残率的特点[1]。在我国, 脑血管病

患者死亡率占总死亡率的 22.45%, 已跃居死因顺位之

首[2]。近年来, 脑血管病死亡率随着我国人口老龄化

程度的不断加深, 呈现较快的增长趋势。麝香作为我

国传统的珍稀名贵药材之一, 具有开窍、醒脑、活血通

络、抗炎消肿之功效, 在临床中广泛用于脑血管病的治

疗, 如安宫牛黄丸等[3]。但是药材来源严重匮乏, 价格

昂贵。为了保护野生资源, 在对天然麝香所含化学成
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分及药理作用全面研究的基础上完成了人工麝香的研

究[4]。研究表明人工麝香 (artificial musk, RGX) 与天

然麝香具有同等的药理活性, 并在 1993年由卫生部批

准人工麝香按中药一类新药试生产, 用以代替天然麝

香使用。虽然天然麝香作为原料药多年来被广泛用于

脑血管病的治疗, 以及人工麝香在动物模型中用于脑卒

中的治疗也被报道[5], 但是人工麝香直接对不同类型

脑卒中的临床前药效学系统的研究尚未见报道。因

此, 本实验采用大鼠局灶性脑缺血再灌和蛛网膜下腔

出血 (subarachnoid hemorrhage, SAH) 的动物模型, 评

价人工麝香对缺血性脑卒中和出血性脑卒中的治疗作

用与有效剂量的关系, 为人工麝香在临床中治疗缺血性

脑卒中和出血性脑卒中的临床用量提供理论依据。

材料与方法

实验动物 雄性Wistar大鼠, 体重 250～270 g, 由

中国医学科学院实验动物中心提供, 合格证号: SCXK京

2004-007。手术前后单独饲养 , 室温保持 23～25 ℃ ,

自由进食和饮水。所有动物实验都遵循北京协和医学

院动物伦理委员会的规定。

主要药品、试剂及仪器 人工麝香由北京联馨药

业有限公司提供 (批号: 0712198), 混悬于 0.5%羧甲基

纤维素纳 (CMC-Na) 中 (p.o.), 临用前配制。MK801购

自 Sigma 公司 , 用生理盐水配制成 5 mg · mL-1 母液 ,

4 ℃避光保存。CMC-Na购自国药集团化学试剂有限

公司。氯代三苯基四氮唑 (2,3,5-triphenyltetrazolium

chloride, TTC) 购自Sigma公司, 用蒸馏水配制成4%溶

液备用, 避光。水合氯醛购自北京化学试剂有限公司,

用生理盐水配制成 10% (m/v) 溶液, 常温保存。大鼠

转棍仪购自中国医学科学院药物研究所。

实验分组及给药

人工麝香对急性局灶性脑缺血再灌注损伤的保护

作用 大鼠随机分组: 假手术组、模型组、人工麝香给

药组 (2、10、50、200 mg·kg-1) 和 0.1 mg·kg-1 MK801阳

性组。大脑中动脉阻断后 5 min, 人工麝香灌胃给药

(2 mL·kg-1); MK-801腹腔注射给药 (1 mL·kg-1)。

人工麝香对大鼠蛛网膜下腔出血损伤的脑保护作

用研究 大鼠随机分组: 假手术组、模型组、人工麝香

给药组 (10、50、200 mg·kg-1)。大脑中动脉破裂致蛛网

膜下腔出血后5 min时灌胃给药 (2 mL·kg-1)。

暂时性局部脑缺血再灌注模型 (tMCAO) 制备 按

照Longa的方法[6]制备 tMCAO模型。大鼠用10%水合

氯醛 (350 mg·kg-1, i.p.) 麻醉, 体温维持在 (37 ± 0.5) ℃,

仰卧位固定于手术台上。沿颈正中线切开皮肤, 仔细

分离右侧颈总动脉 (CCA)、颈外动脉 (ECA) 和颈内动

脉 (ICA)。将 ECA 结扎剪断 , 拉直与 ICA 成一直线。

在ECA上剪一小口, 将一根长 4.0 cm、直径 0.26 mm的

圆头硅化尼龙线 (用 0.1%多聚赖氨酸包被) 由此开口

插入 ICA约 1.85～2.00 cm, 至大鼠大脑前动脉起始处,

阻断大脑中动脉的血流供应。缺血 2 h后小心抽出尼

龙线, 结扎 ECA开口并缝合手术切口, 动物放回笼子

中再灌24 h。全部过程中室温保持在24～25 ℃。

大脑中动脉破裂致SAH模型制备 采用大鼠大脑

中动脉破裂致SAH模型[7]。10%水合氯醛 (350 mg·kg-1)

麻醉大鼠。颈正中切开皮肤, 钝性分离肌肉, 依次分离

左侧CCA、ECA和 ICA, 并结扎 ECA和 ICA之间的吻

合支。将 ECA结扎并剪断, 拉直, 使其与 ICA成一直

线。将直径为 0.26 mm 的锐化后的尼龙线从 ECA 插

入 ICA的颅内, 当感觉有阻力时再往前进 3 mm, 造成

SAH, 然后迅速将尼龙线拔出。整个过程不超过 30 s。

假手术组除不刺破血管外, 其余操作与其他组相同。

tMCAO神经行为学评分 大鼠再灌注 24 h后进

行动物的行为学观察。参照 Bederson 等[8]和 Belvyev

等[9]的方法, 提鼠尾离开地面约 1尺, 观察两前肢状况;

将大鼠置于水平地面, 推动其双肩, 观察两侧抵抗力有

无差异; 大鼠置于地面, 观察其行走情况。采用四级评

分法 (0～5分), 分数越高, 说明其神经行为损伤越严

重。0分: 提鼠尾离开地面约 1尺后, 大鼠前肢对称性

地伸向地面; 1分: 提鼠尾离开地面约 1尺后, 手术对侧

肩内旋, 前肢内收; 2分: 提鼠尾离开地面约 1尺后, 手

术对侧肩内旋, 前肢内收; 推动双肩时手术对侧的抵抗

力下降; 3分: 提鼠尾离开地面约 1尺后, 手术对侧肩内

旋, 前肢内收; 推动双肩时手术对侧的抵抗力下降; 在

空旷的平面上, 绕圈行走; 4分: 提鼠尾离开地面约 1尺

后, 手术对侧肩内旋, 前肢内收; 推动双肩时手术对侧

的抵抗力下降; 无自主活动。

tMCAO脑梗塞体积的测定 参照Belvyev等[9]的

方法, 大鼠再灌注24 h后, 即刻断头取脑, 去除嗅束、小

脑和低位脑干, 将其冠状切成6片 (第1～5片每片2 mm,

第 6片 4 mm), 迅速置于 5 mL含有 1.5 mL 4% TTC及

0.1 mL 1 mol ·L-1 K2HPO4的溶液中染色 (37 ℃, 避光)

20～30 min, 其间每隔 5 min 翻动 1 次。经 TTC 染色

后, 正常组织深染呈红色, 梗死组织呈白色。将每组脑片

排列整齐, 拍照保存。应用图象分析系统软件 (Photoshop

7.0) 处理并统计, 计算每片的梗塞面积, 并最终叠加换

算成梗塞体积。梗塞体积以所占大脑半球的百分率来

表示, 以消除脑水肿的影响。脑梗塞体积 (%) = (手术

对侧半球的体积-手术侧半球未梗塞部分的体积)/手

术对侧半球的体积×100%。

SAH神经行为学评分 大鼠 SAH 12 h和 24 h后
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参照Bederson等[8]方法进行行为学观察, 评分标准同上。

转棍实验 大鼠转棍仪, 转速12 r·min-1, 每只大鼠

测试 3次, 每次测试间隔 5 min, 大鼠从转棍上掉落为

1次。记录大鼠在转棍上停留的最长时间及3 min内的

掉落次数。手术前共训练3次, 将停留时间过短的大鼠

剔除出实验, 其余动物进行手术造模。SAH 12 h和24 h

后进行转棍实验, 记录第一次掉落的潜伏期和掉落次数。

统计学处理 所有数据均用均数 (
-
x) ± 标准误

(SEM) 表示 , 采用 SPSS 11.5 统计软件 , 进行独立样

本 t 检验 (independent-samples t test) 和单因素方差

(one-way ANOVA) 分析统计处理。P<0.05 表示差异

具有统计学意义。

结果

1 人工麝香对缺血再灌注脑损伤大鼠死亡率的影响

人工麝香对 tMCAO模型大鼠死亡率改善作用的

量效关系详见表 1。研究结果显示, tMCAO模型大鼠

再灌后 24 h内死亡率为 50.0%, 而灌胃给予人工麝香

2、10、50和 200 mg·kg-1后, 其死亡率呈剂量依赖性的

降低, 分别为 45.4%、16.7%、16.7%和 7.7%。而单次灌

胃给予阳性药MK801 0.1 mg ·kg-1对大鼠的死亡率未

见明显改善, 详见表2。

2 人工麝香对缺血再灌注脑损伤大鼠神经行为学评

分和脑梗塞体积的影响

tMCAO模型大鼠, 缺血 2 h再灌后 24 h后, 其行为

学评分和脑梗塞体积分别为2.5 ± 0.2和46.2% ± 3.2%。

在灌胃给予人工麝香 2、10、50和 200 mg·kg-1后, 行为

学评分和脑梗塞体积分别为2.3 ± 0.3和40.2% ± 5.1%、

1.6 ± 0.2 (P<0.01) 和 15.8% ± 3.3% (P<0.01)、1.4 ± 0.3

(P<0.01) 和 24.8% ± 4.9% (P<0.01)、1.4 ± 0.3 (P<0.01)

和 22.0% ± 4.2% (P<0.01)。其中 10 mg · kg-1剂量组作

用最为显著, 且与 0.1 mg·kg-1阳性药MK801的效果相

当 (图1), 代表性的脑片染色病理图片见图2。

3 人工麝香对大脑中动脉破裂致SAH损伤大鼠死亡

率的影响

人工麝香对 SAH 模型大鼠死亡率改善作用的

量效关系详见表 3。研究结果显示 , SAH 模型大鼠

24 h 内死亡率为 29.0%, 灌胃给予人工麝香 10、50 和

200 mg·kg-1剂量后, 仅 200 mg·kg-1剂量组死亡率明显

降低, 其他剂量组与模型组相比较未见明显的差异。

4 人工麝香对大脑中动脉破裂致SAH损伤大鼠神经

行为学评分的影响

SAH 模型大鼠 , 术后 12 和 24 h 的行为学评分分

别为 1.8 ± 0.3和 1.9 ± 0.3。在灌胃给予人工麝香 10、

50、200 mg · kg-1剂量后, 其神经行为学评分明显低于

病理模型组。其中, 人工麝香200 mg·kg-1组, 术后12和

24 h的神经行为学评分显著低于病理模型组 (图3)。

5 人工麝香对大脑中动脉破裂致SAH后的运动协调

能力的影响

应用转棍实验观察脑出血大鼠的运动平衡能力。

与假手术组相比较, SAH模型大鼠术后 12和 24 h的第

1次掉落潜伏期明显缩短 (12 h: 44.7 ± 12.8 s比 167.3 ±

6.8 s; 24 h: 49.6 ± 13.0 s比 171.6 ± 4.6 s), 掉落次数显

著增加 (12 h, 11.8 ± 2.1次比 0.1 ± 0.1次; 24 h: 12.0 ±

2.3次比 0.1 ± 0.1次)。在灌胃给予人工麝香 10、50和

200 mg·kg-1剂量后, 其第 1次掉落潜伏期呈剂量依赖

性的增加, 掉落次数呈剂量依赖性的减少。人工麝香

200 mg·kg-1组与模型组相比较, 其第 1次掉落潜伏期

(124.3 ± 21.8 s, P<0.01) 和掉落次数 (3.8 ± 2.4 次 , P<

0.01) 具有显著性差异 (图 4), 各组代表性的脑出血图

片见图5。

Table 1 The effects of artificial musk (RGX) on mortality in rats

after cerebral ischemia-reperfusion (tMCAO) for 24 h. ##P<0.01 vs

Sham group; *P<0.05, **P<0.01 vs tMCAO

Group

Sham
tMCAO
RGX 2 mg·kg-1

10 mg·kg-1

50 mg·kg-1

200 mg·kg-1

Total animal

number

10
42
22
12
12
13

Dead animal

number

0
21
10
2
2
1

Mortality

/%

0
50##

45.4
16.7*

16.7*

7.7**

Table 2 Effects of single administration of RGX and MK801 on

mortality in rats after tMCAO for 24 h. ##P<0.01 vs Sham group

Group

Sham
tMCAO
RGX
MK801

10 mg·kg-1

0.1 mg·kg-1

Total animal

number

10
19
16
14

Dead animal

number

0
7
5
3

Mortality

/%

0
36.8##

31.3
21.4

Table 3 The effects of RGX on mortality in rats after subarachnoid

hemorrhage (SAH) for 24 h. ##P<0.01 vs Sham group; *P<0.05 vs

SAH group

Group

Sham
SAH
RGX 10 mg·kg-1

50 mg·kg-1

200 mg·kg-1

Total animal

number

10
31
16
15
12

Dead animal

number

0
9
5
5
1

Mortality

/%

0
29.0##

31.2
33.3
7.7*
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讨论

脑血管病包括缺血性脑血管病和出血性脑血管

病, 具有高死亡率和高致残率的特征, 是严重危害我国

居民健康的一组疾病。自 2004年, 脑血管病已成为我

国第一致死病因, 且在我国脑血管病的发病率有逐年

升高的趋势, 给家庭和社会造成了严重的负担[2]。目

前, 脑血管病较为明确的危险因素包括高血压、糖尿

病、高血脂、超重和肥胖、过度饮酒和高胆固醇血症

等[1,2]。因此, 有效地控制这些危险因素, 可显著降低脑

血管病的发生、复发和致残的风险。麝香在治疗心脑

血管病中有重要的作用, 而一些名贵中成药含有麝香

成分, 如安宫牛黄丸、牛黄清心和大活络丹等。其在治

疗心脑血管急症中长期以来发挥着重要作用, 然而麝香

或人工麝香治疗脑卒中的确切作用未见系统性的药效

学研究, 因而仍有待研究证实。人工麝香作为天然麝香

的替代物, 具有抗炎消肿[10,11]、降低血小板聚集[12]、调

血脂[13]、改善急性微循环障碍、增加心肌营养性血流

量、提高心肌耐缺氧时间、降低心肌耗氧量的作用, 对

于冠心病、动脉粥样硬化和脑缺血均具有治疗作用[14]。

Figure 1 Improvement in neurological behavior and infarct volume of RGX in rats after 2-h intraluminal suture occlusion of MCA and

24-h reperfusion. A and C: RGX (2, 10, 50 and 200 mg · kg-1) were orally administered 10 min after the onset of MCAO. B and D: RGX

(10 mg·kg-1) were orally administered and MK-801 (0.1 mg·kg-1) were intraperitoneally given 10 min after the onset of MCAO. n = 10-31,
-
x ± SEM. ##P<0.01 vs Sham group; **P<0.01 vs tMCAO group

Figure 2 Effect of RGX (p.o.) on infarct volume in rat brain

after 2-h intraluminal suture occlusion of MCA and 24-h reperfu‐

sion. The 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) stained coronal

brain sections are from representative animals of Sham group (A),

tMCAO group (B), and RGX (2, 10, 50 and 200 mg · kg-1)-treated

group (C, D, E, and F), respectively. Drugs were orally adminis‐

tered 10 min after the onset of MCAO. Infarcted tissue is white,

whereas live tissue is darkly stained by TTC

Figure 3 Improvement in neurological behavior of RGX in

rotarod test of rats after 12-h and 24-h of SAH. RGX (10, 50 and

200 mg·kg-1) were orally administered 10 min after SAH. n = 10-22,
-
x ± SEM. ##P<0.01 vs Sham group; **P<0.01 vs SAH group
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本实验通过采用大鼠局灶性脑缺血再灌注和蛛网

膜下腔出血的动物模型, 研究发现口服小剂量的人工

麝香 (10 mg · kg-1) 即可显著改善 tMCAO大鼠的行为

学评分和脑梗塞体积, 且与腹腔注射给予阳性工具药

MK-801 [N-甲基-D-天冬氨酸 (NMDA) 受体阻断剂

0.1 mg·kg-1] 的作用相当, 且行为学评分和 24 h内死亡

率均明显减少。在出血性脑卒中动物模型中其有效剂

量则高达 200 mg ·kg-1, 治疗后的动物运动、平衡能力

明显改善, 死亡率也明显改善。本研究的结果提示, 人

工麝香在治疗缺血性脑卒中和出血性脑卒中时均有显

著疗效。文献报道, 人工麝香可能通过抑制缺血再灌

注后大鼠脑组织MMP-9的表达, 降低脑组织血脑屏障

基底膜细胞外基质的降解和血脑屏障的通透性, 减轻

脑缺血后脑水肿[5], 此外人工麝香可通过改善氧化应

激损伤而对实验性脑缺血有保护作用[15], 但是人工麝

香治疗脑卒中的具体机制仍不明确, 需要进一步的研

究来阐明。鉴于治疗临床治疗脑卒中的可选药物较

少, 而且人工麝香是已经应用于临床的、安全可靠的药

物, 本研究为临床治疗脑卒中提供了新的方向, 为开发

新的抗缺血脑卒中和脑出血脑新药打下基础。
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Figure 5 The photograph showed an example of SAH group

(A), RGX (200 mg · kg-1) - treated group (B) and Sham group (C),

respectively

Figure 4 Improvement in latent period (A) and fall down times

(B) of rotarod test of rats by dosing RGX after 12-h and 24-h

of SAH. RGX (10, 50 and 200 mg · kg-1) were orally administered

10 min after SAH. n = 10-22,
-
x ± SEM. ##P<0.01 vs Sham group;

**P<0.01 vs SAH group
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