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建立中草藥預防中風之動物模式研究 
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摘 要 

當供給腦組織養分的血管阻塞或破裂，導致腦細胞無法維持正常生理活性

的情況，稱為「腦中風」（stroke）。腦中風依其產生的病理機轉分為缺血性

（ischemic）與出血性（hemorrhagic）中風。因為血塊阻塞血流所引起的中風為

缺血性中風，發生率約佔所有腦中風病人的七至八成，缺血性中風的潛在因子

之一為血管壁脂質不正常堆積，也稱為動脈粥狀硬化（atherosclerosis），依其發

生部位的不同可能進一步引起血栓性（thrombotic）或栓塞性（embolic）的缺

血性中風。脆弱的腦血管破裂所引起的出血性中風，可能由動脈瘤（aneurysm）

或是血管畸形（arteriovenous malformation）所引發。 

針對缺血性中風所引起的腦組織傷害，已有許多藥物進行動物實驗或是臨

床研究，包括鈉、鉀、鈣離子阻斷劑（sodium, potassium, calcium channel 
blockers）、NMDA 拮抗劑（NMDA antagonists）、AMPA 拮抗劑（AMPA 
antagonists）、鎂鹽（magnesium）、GABA 刺激劑 （γ-aminobutyric acid agonist）、
自由基清除劑（free radical scavengers）、吸附分子拮抗劑（anti-adhesion molecule 
agents）、基質金屬蛋白酵素抑制劑（matrix metallo-proteinase inhibitors）等。 

TMPZ（2, 3, 5, 6-tetramethyl-pyrazine）為中藥常用活血化瘀藥「川芎」的

成分，已被證實具有抑制血小板凝集、促使血管擴張（vasodilation）的作用。

本篇論文探討 TMPZ 對缺血與再灌流（ischemia-reperfusion）大鼠腦中風實驗模

式所引起傷害的保護作用根據腦組織切片染色的實驗結果顯示TMPZ隨劑量關

係（10 與 20 mg/kg）可減少腦中風引起之腦組織傷害，尤其在高劑量（20 mg/kg）
時更有意義的減少腦部中大腦動脈（middle cerebral artery）引起梗塞區域神經

細胞的傷害，但對大鼠神經缺損等級無明顯之影響。此外，從組織免疫染色 
（immunohistochemical staining）結果顯示 TMPZ 在劑量為 20 mg/kg 即可抑制
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大鼠腦內過氧化亞硝酸之堆積，尤其對腦組織異常 iNOS（inducible nitric oxide 
synthase）表現也有減低之效果。 

綜合實驗的結果，TMPZ 可以保護活體大鼠缺血性腦中風所引起的傷害，

至於 TMPZ 在腦組織不同細胞層面詳細的作用與機轉，尚待進一步的探討。 

 

關鍵詞：腦中風、中大腦動脈、缺血與再灌流、TMPZ 
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ABSTRACT 

Stroke is the state of ischemia that localized tissue is unable to maintain 
physiological condition due to obstruction or rupture of blood vessels in the brain. 
According to the pathological mechanisms, stroke is classified into two main types, 
ischemic and hemorrhagic stroke. Ischemic strokes are caused by blood clots that 
form and obstruct a blood vessel. Ischemic strokes are caused in part by 
atherosclerosis which is the process of abnormal lipid deposit around the vessel wall. 
Ischemic strokes are subtyped to thrombotic and embolic strokes according to where 
the blood clot forms and where it causes obstruction. Hemorrhagic stroke is defined 
as the rupturing of cranial blood vessels caused in part by aneurysm or arteriovenous 
malformation. 

Various drugs have been intensively researched in many animal experiments 
and clinical trials for the treatment of stroke including sodium, potassium and 
calcium channel blockers, NMDA (N-methyl-D-aspartate), and AMPA (α-amino- 
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole) anta-gonists, magnesium,γ -aminobutyric acid 
agonist, free radical scavengers, anti-adhesion molecule therapy, matrix 
metalloproteinase inhibitors and therapeutic hypothermia. 

TMPZ (2, 3, 5, 6-tetramethylpyrazine) is extracted from the root of Ligusticum 
wallichii, a common herb used in traditional Chinese medicine. TMPZ has 
antiplatelet and vasodilation activity. It is shown to improve changes in 
microcirculation of patients with acute cerebral thrombosis. In this study we 
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evaluated the protective effects of TMPZ in a cerebral ischemia-reperfusion injury 
model in rats. 

Volumes of cerebral infarct decreased when rats were pretreated with 20 mg/kg 
TMPZ. However, the neurological deficits didn't change after drug treatment. 
Moreover, immunohistochemical staining showed that the accumulation of 
peroxynitrite in cerebrum with infarct was reduced by TMPZ pretreatment.  

According to the findings, TMPZ have protective effects against cerebral 
infarction. However, the exact mechanisms of their protective effects at cellular level 
need to be clarified in the future. 

 

Keywords: stroke, ischemia-reperfusion, TMPZ  
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壹、前言 

血管內血栓（intravascular thrombosis）是引起許多心血管疾病的起始者之

一，在動脈性血栓（arterial thrombosis）的斑塊剝落（plaque disruption）會導致

急性血管徵候群（acute vascular syndromes），包括心肌梗塞（myocardial 
infarction）、不穩定性心絞痛（unstable angina pectoris）以及中風 （stroke） （Fuster 
＆ Lewis, 1994）。急性缺血性腦中風 （acute ischemic stroke） 通常是由於 cardio- 
or athero-embolic 的形成，導致腦部的血管阻塞（Albers et al., 2001）。近年來利

用鼠科動物模式造成缺血性中風的研究中發現，在原本被阻塞的重要腦血管之

末梢微小血管處，血小板在進行性微小血管產生血栓 （progressive microvascular 
thrombosis）的現象中扮演重要角色（Choudhri et al., 1998），因為在原先被阻塞

之大血管的血栓塊，這些富含 lipid、platelets 和 fibrin（纖維蛋白）的血栓碎片，

也會被遷移至下游末端的小血管（Okada et al., 1994），造成缺血後之低灌流效

應（亦即 no-reflow 現象），即使 reperfusion 能再發生，許多微小血管還是無法

受到血液的供應，且更會帶來血小板的進一步凝集反應（Pinsky et al., 1994），
使腦神經細胞受損；另一項支持 postischemic hypoperfusion 的證據顯示，在使

用 intraluminal MCAO（middle cerebral artery occlusion）產生短暫性缺血性中風

時，reperfusion 並不會使 CBF（cerebral blood flow）恢復至缺血前的標準 
（Connolly et al., 1996）；在電子顯微鏡下的觀察，也確認在缺血區遠端的微小

血管處呈現 degranulated platelets 以及 fibrin 的累積（del Zoppo et al., 1991）。然

而，對於局部腦缺血造成在腦部微小血管床的 platelets 累積，導致 microvascular 
no-reflow 以及進一步腦細胞受損的現象，只有引起少部分研究者的注意 
（Abumiya et al., 2000）。 

造成缺血後之低灌流效應的因子，除了上述提及的血小板外，leukocytes
也參與其過程，在組織缺血後所誘導的初期發炎反應扮演重要角色（Connolly et 
al., 1996）。由於 leukocytes 是體型大且較僵硬的一種細胞（stiff cells），大量的

證據顯示，PMN 的吸附分子：P-selectin 和 ICAM-1，分別在腦缺血以及 reperfusion
的前期，會大量的在 lenticulostriate 動脈後的微血管表現，使 leukocytes 緊緊地吸

附至內皮細胞並且持續性地活化，導致在局部腦缺血和 reperfusion 的 no-reflow
現象（Okada ＆ Copeland et al., 1994）；雖然，研究指出在手術前將 neutrophil 
depletion（Connolly et al., 1996），或是阻斷 P-selectin（Connolly et al., 1997），
能減少腦梗塞體積和改善同側腦皮質血流，但卻無法完全恢復血流。總而言之，

fibrinogen、polymorphonuclear leukocytes 加上活化的 platelets 沈積在腦部

microvessels，是導致 microvascular 阻塞的三要素（del Zoppo et al., 2000），使
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得微小血管的暢通性（microvascular patency）喪失。 

缺血性腦中風在臨床上的重要性，刺激了許多動物腦缺血實驗模式的發

展，包括 global 或 regional、complete 或 incomplete、permanent 或 transient 的
實驗模式。雖然已有廣泛的動物種類被應用在這些實驗模式，但多數人認為研

究腦血管損傷（cerebrovascular dysfunction）最佳的動物種類是大鼠（rat），除了

便宜好操作外，在過去十年裡對大鼠的 neurotransmitter systems、neurochemistry、
neuropharmacology 研究也最清楚，並且大鼠與人類在腦循環的解剖（比起其餘

種類例如沙鼠、貓或狗），具有較大的相似性（Tamura et al., 1981）。早期以大

鼠做腦缺血實驗模式包括：bilateral carotid occlusion、intracranial compression、
unilateral carotid occlusion plus hypoxia or hypotension 或 four-vessel occlusion
等，但並非造成局部性腦缺血（focal cerebral ischemia）（Bederson et al., 1986b）。 

在中風的病患裡，大腦中動脈（middle cerebral artery, MCA）是最常發生

阻塞的一條血管 （Karpiak et al., 1989）。早在 1975 年，已有研究者使用 MCAO
實驗模式在大鼠身上以產生局部性腦缺血（Robinson et al., 1975）。其中被廣泛

使用於 MCAO 的技術是利用開腦的方式將 MCA 灼蝕，但此模式相對比較具侵

襲性且不允許血液再灌流（reperfusion）至缺血的腦組織（Tamura et al., 1981）；
當人類發生缺血性腦中風時，特別是栓塞性中風，發生血液再循環（recirculation）
至腦部的頻率是很高的 （Ringelstein et al., 1992），故建立一個相似人類發生腦

血管疾病的動物實驗模式實屬必要。其餘造成 MCAO 的方法例如有：機械性

地鉗住 MCA（Buchan et al., 1992）或是利用注入螢光劑後以光照遠端 MCA 產

生局部腦血栓（Markgraf et al., 1994）等，但這些實驗過程也涉及侵襲性的開腦

方式。 

1986 年 Koizumi 等人發展了一套新的、相對性非侵襲性的 MCA 阻滯方法，

係利用置入一條尼龍線至血管管腔內，以達到可逆性的 MCAO；隨後 Zea Longa 
等人（1989）將此法做修飾，且詳述其實驗過程與技術，目前已被廣泛使用於

研究缺血性腦中風；此方法雖然有上述的優點，但其缺點包括了有：（1）死亡

率高；（2）不易將細線推進至欲達到的顱內區域（intracranial location）；（3）蜘

蛛網膜下腔出血（subarachnoid hemorrhage）（Belayev et al., 1996）。 

因此本動物實驗模式的設計也採用類似 Zea Longa 等人之方法（大腦中動

脈血管阻塞/再灌流模式）並加以改良，提供中藥活性物質對於缺血性腦中風所

造成腦損傷之研究發展。 

Tetramethylpyrazine（TMPZ）是由川芎中所萃取之有效生物鹼，可促進血

液循環及減緩疼痛（Beijing, 1977）。TMPZ 早期源自於 Bacillus Sultitis 的代謝
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物（Jeffreys et al., 1970），且它的萃取、純化和結構已於 1977 年被確立。在中

國大陸，一般用於治療急性腦血管疾病，TMPZ（40-120 mg/day）以 i.v.注射體

內 1-3 星期後，約有 90 %的病患有明顯的改善 myodynamic 和吞噬困難（Beijing, 
1977）。另外，Wang（1984）證明，TMPZ 在治療急性腦血管栓塞上，有助於

改善 nail fold microcirculation 的情形，而且 TMPZ 本身沒有明顯的副作用。另有

研究報告指出，TMPZ 具有降血壓和抑制血小板凝集的作用（Ojewole, 1981），
降低動脈阻力且增加腦血管（Zeng et al., 1982）及冠狀動脈血流（Beijing, 
1977）。TMPZ 同時有助於促進 microcirculation 及減少微血管的通透性（Xue, 
1989）。Liu 和 Sylvester（1990）的研究報告指出，TMPZ 於動物實驗中可抑制

血栓的形成；由於 TMPZ 可抑制多種活化劑（如 collagen, thrombin 和 ADP）所

誘發之血小板凝集（Ho et al., 1989），故其抑制血栓形成的作用可能部分源自於

其抑制了血小板的凝集。再者，Hui et al.（1987）發現，TMPZ 本身亦是一種

2-adrenergic 受體的部分活化劑。因此，推測 TMPZ 抑制血小板的凝集反應可經

由其它途徑。雖然 TMPZ 的結構亦不屬於 nitrovasodilator 的藥物，但目前有研

究報告顯示，TMPZ對肺動脈的鬆弛作用為endothelium-dependent及nitric oxide- 
mediated 的機制（Peng et al., 1996），的確在我們之前的研究也證實 TMPZ 能有

意義促進血小板增加 NO 及 cGMP 的產生，其機轉可能是經由活化 NO synthase 
（NOS）（Sheu et al., 2000），我們並且也證實 TMPZ 在低濃度下（0.5 mM）能

抑制 phospholipase C，抑制 collagen （5M）所誘導的 phosphoinositide breakdown 
及 thromboxane A2 的產生，在高澧度下（1mM），TMPZ 能夠干擾 GP IIb/IIIa
受體，進而抑制了血小板的凝集（Sheu et al., 1997）。 

所以在本計畫中，我們是採用中草藥川芎之 TMPZ 來評估它對活體大鼠腦

內中腦動脈缺血與再灌流所引起傷害的保護作用。 
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貳、材料與方法 

一、中大腦動脈缺血與再灌流（ischemia-reperfusion）模式 

中大腦動脈（middle cerebral artery, MCA）阻塞缺血實驗模式依據 Longa
（1989）與 Nagasawa（1989）等人的方法加以修飾，使用的動物為雄性大鼠 
（Wistar 品系），體重控制在 250 至 350 公克之間。將 95% O2與 5% CO2以氣

體混合器混合 3%的 Isoflurane 使大鼠吸入麻醉。大鼠頸部沿中線切開，找出右

側總頸動脈（common carotid artery, CCA）、外頸動脈（external carotid artery, 
ECA）與內頸動脈（internal cartid artery, ICA）。於外頸動脈近心端與遠心端分

別結紮，近心端結紮處距離內頸動脈與外頸動脈分枝處約 3 mm，將兩處結紮

點剪斷，分離出外頸分枝方便進行下述操作。取一段手術縫合用 25 mm 長度的

單股尼龍線（4-0 nylon suture），前端以矽膠牙材（Surflex F）塗覆，經外頸動

脈將尼龍線插入內頸動脈至無法推入為止，即可阻塞中大腦動脈（middle 
cerebral artery）造成大腦局部缺血（focal cerebral ischemia）。Sham 控制組所使

用的尼龍線長度為 15 mm，以此長度之尼龍線無法成功阻塞住中大腦動脈之血

流。縫合傷口使大鼠自然甦醒，利用行為測試（behavioral test，詳述如下）以

確認大鼠單側動脈缺血手術成功。未成功阻塞中大腦動脈之大鼠將排除於實驗

之外不列入統計。一個小時之後，將大鼠再度以氣體麻醉，取出尼龍線並將傷

口縫合，完成血液再灌流（reperfusion）。缺血手術時間控制在半個小時之內，

再灌流手術時間控制在 10 分鐘之內。手術過程中，利用電熱毯使老鼠肛溫維持

在 37 到 37.5℃之間。 

二、行為測試（behavioral test）神經缺陷分級（neurological deficits） 

參考 Borlongan 等人（2000），在缺血一小時的時間內以及二十四小時的血

液再灌流後（犧牲大鼠前），我們將觀察大鼠的前肢運動是否協調（稱做 forelimb 
akinesia，又稱 postural tail-hang test），以確認大鼠處於成功的單一側的腦部缺

血。由於本論文使用之中風模式為阻塞"右"側大腦中動脈，會造成大鼠"左"側
肢體運動不協調（左側偏癱），因此方法如下（DeVries et al., 2001）：抓住大鼠

尾巴使其懸掛空中，觀察大鼠前肢的姿勢，若前肢向對側未梗塞的腦半球彎曲 
（身體呈現左側彎曲現象，c-shape bending），即為成功的右側大腦中動脈血管

阻塞，若無此現象，反之，大鼠的兩前肢能均衡延展向地面，則大鼠未中風，

排除於實驗外。 
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三、腦梗塞區域（infarct area）之測定 

參照 Bederson ＆ Pitts 等人（1986）的方法及原理，待二十四小時的血液

再灌流後，使用 chloral hydrate 200 mg/kg 麻醉老鼠，於低溫及含氧下將大腦組

織取出，將之冠狀切片成 2 mm 厚度。以 2 % TTC（2, 3, 5-triphenyltetrazolium 
chloride）在溫度 37℃下染色 30 分鐘後，隨即放入 10 % formaldehyde solution
固定。隔天，腦切片用數位相機照相（Nikon Coolpix 5000），最後以影像分析

軟體（Image-Pro Plus）計算腦梗塞體積之百分比（% infarction volume），參考

Lee 等人（2002）和 Swanson 等人（1990）之公式，以排除腦水腫之干擾： 

（一）同側腦半球（右腦）未受損面積 

（二）對側腦半球（左腦）面積 
校準後的腦受損率：（B－A）/ B × 100 % 

四、神經缺陷分級（neurological deficits） 

根據 Bederson 等人（1986b）以及 Lee 等人（2002）所作之分級制度，評

估大鼠中風後運動神經受損的程度。分別在第一小時與第二十四小時的血液再

灌流時，請旁觀者先判定大鼠的行為模式，再將大鼠處以其他的實驗。此分級

制度詳述如下，若大鼠呈現較嚴重的等級，以較嚴重的等級分類。神經學檢查

過程歷時 3~5 分鐘。 

首先溫和地握住大鼠尾巴使其懸掛距離地面一公尺，觀察前掌彎曲的現

象。若大鼠的兩前掌能均衡延展向地面，並且沒有觀察到其他的神經缺損現象，

為正常的老鼠，表示 0 級。有腦梗塞的大鼠會將前肢一致性地往腦損傷半球的

對側（contralateral）收縮；而前肢收縮隨著損傷的程度不同而改變，輕度的收

縮如腕彎曲、肩內收和肘僵直。較嚴重收縮則造成腕、肘完全彎曲與肩的內收

和向內旋轉。大鼠有上述程度的前肢收縮且沒有其他異常時，歸類為第 1 級。

大鼠被放置於軟質塑膠塗覆的大紙（counter protection paper, Kimberly Clarke）
上時，會以爪子緊緊抓住紙張。以手抓住老鼠的尾巴，從肩後施以力量直到大

鼠的前肢滑動數英吋。依此步驟從不同的方向操作數次，正常或輕微中風的大

鼠對於不同方向的拉力有相同的抵抗力，嚴重中風的大鼠對朝麻痺體側的橫向

施力會減低抵抗力，歸類為第 2 級。接著讓大鼠自由活動，觀察其繞圈的行為，

若老鼠往麻痺的體側移動，歸類為第 3 級。若大鼠喪失走路或困難於行走，歸

類為第 4 級。 

觀察過程假使大鼠呈現間歇性抽搐（convulsions）或是持續性意識混亂
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（sustained disturbances of consciousness），將排除於實驗外。原因可能是在手術

的過程中，由於細線的插入，產生機械性傷害使腦動脈破裂，導致蜘蛛網膜下

腔出血（Belayev et al., 2003）。 

五、組織免疫染色法（immunohistochemical staining）觀察腦梗
塞影響 nitrotyrosine 的生成 

組織免疫染色是依據 Han（2002）等人的方法加以修飾。大鼠經中大腦動

脈缺血與再灌流手術廿四小時之後腹腔注射劑量 400 mg/kg 水合氯醛加以麻

醉，再分別以 30-50 mL 之生理食鹽水及 4% paraformaldehyde 由大鼠左心室進

行灌流，並剪開右心房作為血液與灌流液出口。大鼠灌流後小心取下大腦並以 
4% paraformaldehyde 固定（fixation）兩小時，接著使用 30%蔗糖溶液脫水至大

腦完全沈降至容器底部為止。利用冷凍切片法（cryostat）將大腦組織冠狀切片

（coronal section）成厚度約 10μM 的薄片，並沾黏於已塗覆 silane 之載玻片，

待乾燥後冷凍於–70℃加以保存。 

切片由–70℃回溫後以緩衝液（phospate-buffered saline, PBS）稍加潤溼，

再移至染色壺（coplin jar）中清洗三次，每次五到十分鐘。將切片組織分別以

2% BSA（bovine serum albumin）反應卅分鐘以減少抗體產生非選擇性的結合。

接著以 anti-nitrotyrosine 一級抗體（monoclonal primary antibody, 1:50）反應兩小

時，最後使用螢光標定之二級抗體（FITC-conjugated secondary antibody, 1:100）
反應一個小時。在螢光顯微鏡（excitation: 450-490 nM, emission: 520 nM）下觀

察比較大腦切片組織其皮質（cortex）與紋狀體（striatum）nitrotyrosine 產生量

的差異。 

六、數據分析 

實驗數據以平均值±標準誤差（mean±S.E.M.）表示。大鼠神經缺陷分級數

據以 Kruskal-Wallis test 作統計分析，其餘實驗數據皆以 Student's t-test 作統計分

析。若 P < 0.05 則表示實驗數據具有意義之差異。 
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參、結果 

一、TMPZ 對大鼠中大腦動脈梗塞面積的影響 

進行大鼠中大腦動脈缺血與再灌流手術時，於大鼠吸入氣體麻醉劑昏迷之

後即刻腹腔注射給予單一劑量之 TMPZ（10 與 20 mg/kg）或溶解 TMPZ 之溶劑

（cremophor: ethanol: normal saline = 1: 1: 4）。於手術後廿四小時，給予劑量 
400mg/kg 之水合氯醛使大鼠麻醉，接著犧牲大鼠取出大腦組織，冠狀切片成 2 
mm 後以 TTC 呈色。正常腦組織能將 TTC 還原成深紅色之 formazan（Figure 
10A），梗塞區域則呈現原來組織之乳白色（Figure 10B, C and D）。中大腦動脈

缺血與再灌流主要會造成右側大腦距腦尖（frontal pole）3-9 mm 的區域產生損

傷。使用數位相機與 ImageJ 影像分析軟體分析梗塞區域之面積，並將數據依公

式計算扣除腦水腫之影響。Sham 控制組其梗塞面積比率為–0.3 ± 1.5%（n = 6），
未給予任何藥物之控制組（control）的梗塞面積比率為 41.4 ± 2.8%（n = 10），
溶劑控制組的梗塞面積比率為 38.5 ± 6.5%（n = 6），給予 TMPZ 10 或 20 mg/kg 
劑量之實驗組梗塞面積比率與溶劑控制組比較呈現與濃度相關之保護作用，例如

當 TMPZ 劑量為 10 mg/kg 時，呈現輕微之保護作用（22.6 ± 4.0%, n = 6, P > 0.05），
而且給予TMPZ 20 mg/kg劑量之實驗組梗塞面積比率與溶劑控制組比較更呈現

有意義的減少（13.9 ± 1.5%, n = 6, P < 0.01）（Figure 1, 2）。 

二、TMPZ 對中大腦動脈梗塞大鼠神經缺損等級的影響 

在手術後一個小時比較神經缺損等級，sham 控制組等級為 0.5 ± 0.3（n = 
6），溶劑控制組等級為 2.3 ± 0.3（n = 6），給予 TMPZ 10 mg/kg 劑量之實驗組

神經缺損的等級為 2.5 ± 0.2（n = 6），給予 TMPZ 20 mg/kg 劑量之實驗組神經

缺損的等級為 2.7 ± 0.3（n = 6），兩者與溶劑控制組比較並無明顯意義差別（P > 
0.05, Kruskal-Wallis test）。而在梗塞手術後廿四小時比較缺損等級，sham 控制

組等級為 0 ± 0（n = 6），溶劑控制組等級為 2.1 ± 0.4（n = 6）。給予 TMPZ 10 
mg/kg 劑量之實驗組神經缺損的等級為 1.3 ± 0.3（n = 6），而給予 TMPZ 20 mg/kg
劑量之實驗組神經缺損的等級為 1.2 ± 0.3（n = 6），兩者與溶劑控制組比較同樣

無明顯意義差別（P > 0.05）（Figure 3）。 

三、TMPZ 對大鼠中腦動脈栓塞引起 nitrotyrosine 生成之影響 

利用組織免疫染色法評估給予 TMPZ 抑制 nitrotyrosine 生成的效果。大腦

缺血部位包括皮質（cortex）與紋狀體（striatum）都可見到 nitrotyrosine 的堆積
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（Figure 4A, B），給予 TMPZ（20 mg/kg）的大鼠其產生 nitrotyrosine 區域的面

積與密度會減少（Figure 4C, D），而 sham control 大腦半球之染色則幾乎沒有發

現 nitrotyrosine 的產生（Figure 4E, F）。 

 

 

肆、討論 

動物中風實驗模型的建立可以增進人類對中風的了解與進行藥物之開

發。其中，最不具侵入性（invasive）的方法是以尼龍絲線阻塞血管以達到暫時 
（transient）或永久（permanent）中腦動脈栓塞（middle cerebral artery occlusion, 
MCAO）之目的，這樣的方法最近已廣為學術界所接受，因為不需要進行開腦

的手術，所以不會影響腦脊髓液的動態平衡或傷害中腦動脈周圍的神經叢

（Koizumi et al., 1986）。本研究所使用的大鼠中腦動脈栓塞手術主要是依據 
Longa（1989）以及 Nagasawa（1989）等人所發表的方法，由外頸動脈插入尼

龍線來達到阻塞中腦動脈的目的。手術的過程中需要結紮並剪斷右側外頸動

脈，而右側外頸動脈結紮不可避免地會影響到咀嚼和頸部肌肉如咽喉、舌頭、

唾腺、外/中耳與腦膜。研究指出，外頸動脈缺血會影響大鼠的進食導致體重下

降的表現，但短期而言並不影響中腦動脈損傷區域的大小（Dittmar et al., 2003）。 

中腦動脈栓塞實驗中，進行手術前給予單一劑量之 TMPZ 呈現與濃度相關

減少大鼠梗塞體積，且高劑量之 TMPZ 更能有意義減少大鼠梗塞體積，而對於

大鼠中腦動脈栓塞手術後第 24 小時所得到神經缺損等級雖然隨著劑量增加呈

現改善的傾向，但是仍然不具統計上的意義。從以上的結果可以發現，大鼠組

織學（histology）上的改善未必伴隨著神經行為學（neurological behavior）上的

改善（Yamamoto et al., 1991; Belayev et al., 2003）。可能的原因包括大鼠功能性

的代償或復原（funcitonal compensation or recovery）作用，或是組織學上的限

制（histological limitations）所引起（DeVries et al., 2001）。 

目前常被使用來評估 MCAO 後造成組織損傷的方法如影像分析損傷區域 
（volume of infarcted area）或由形態學（morphology）直接計算死亡與存活的

神經細胞數目，這些方法雖然可以分辨存活或死亡的組織，但是卻無法得知非

中腦動脈掌管區域（non-MCA territory）形態學的改變（Aronowski et al., 1996）。
再者，僅區別神經細胞的死亡或存活，並不能了解細胞內（intracellular）或細

胞間（intercelluar）訊息傳遞的過程，因為歷經缺氧傷害的神經細胞可能存活

下來，但並不能完全發揮其原有之功能，例如研究指出海馬迴區域缺血所引起
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的傷害可能無法表現於組織學的定量法，但仍可影響認知與行為學上的表現 
（Aoyagi et al., 1998; Sopala et al., 2000）。又如分析某些區域內神經細胞死亡的

程度，由行為學上的方法來評估會比僅只分析損傷區域的大小來的有意義 （De 
Ryck et al., 1992）。因此，本研究除了希望由傳統組織學或形態學層面分析藥物

保護缺血性中風造成損傷的效果之外，還希望進一步暸解藥物作用在細胞與組

織層面的機轉，例如藥物影響嗜中性白血球功能性的探討和分析缺損腦組織內

與發炎相關細胞激素的表現。 

細胞激素（cytokines）是和免疫有關的小分子，由與免疫有關（如 T 細胞、

巨嗜細胞和神經膠細胞）或無關之細胞（如神經細胞和星狀細胞）所分泌，可

以調控免疫與發炎反應。目前已經被發現的細胞激素多達四十餘種（Kogure et 
al., 1996）。這些細胞激素可以分成四大類：介白素（interleukins, ILs）、腫瘤壞

死因子（tumor necrosis factors, TNFs）、干擾素（interferons, IFNs）與營養因子 
（trophic factors）。腦中風時會引起許多細胞激素產生，例如第一型介白素 
（interleukine-1, IL-1）和α型腫瘤壞死因子（tumor necrotic factor-α, TNFα），

這些細胞激素會活化誘導型一氧化氮合成酵素的表現，並且產生大量的一氧化

氮與自由基，兩者結合後會產生對腦組織具強烈毒性之過氧化亞硝酸。過氧化

亞硝酸與酪胺酸結合成 nitrotyrosine，可在發炎的組織或與發炎有關的免疫細胞 
（如嗜中性白血球）中發現。過氧化亞硝酸非常不穩定，容易與其他物質反應，

而 nitrotyrosine 則比過氧化亞硝酸穩定，因此測量 nitrotyrosine 可作為過氧化

亞硝酸含量之指標。由組織免疫染色結果發現，在缺血受損的大腦半球會產生

大量 nitrotyrosine，但是在對側腦半球則幾乎沒有發現 nitrotyrosine 的表現，

因此推測過氧化亞硝酸的傷害主要可能集中於缺血引起受損的組織。給予

TMPZ 可以抑制缺血受損組織內 nitrotyrosine 的產生，且有研究指出 TMPZ 具

有抗氧化的作用（Burton et al., 1986; Zhang et al., 2003），可以有效減少梗塞所

引起的自由基傷害。 

腦動脈栓塞的效果，本研究已有初步的成果，證實 TMPZ 可以透過減少大

鼠大腦內超氧自由基的含量，或透過抑制嗜中性白血球的活化，以及減少大鼠

大腦內一氧化氮合成酵素的表現而產生保護作用。但是對於組織或細胞層面詳

細的作用機轉尚未十分明瞭，需要進一步的實驗來證實。 
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伍、結論與建議 

在大鼠中腦動脈栓塞模式中，給予高劑量的 TMPZ 可以具有保護腦組織的

效果，並減少因缺血與再灌流引起的組織傷害。而 TMPZ 保護腦組織的作用機

轉可能 TMPZ 本身所具有的抗氧化或抗凝血能力有關，或與減少嗜中性白血球

生成超氧自由基以及抑制腦內 iNOS 的活化有關。 

透過本研究，讓我們可以更進一步了解 TMPZ 保護大腦缺血與再灌流引起

傷害的機轉與作用，而未來可對 TMPZ 作用在細胞層面的機轉，如對腦內微神

經膠細胞、星狀細胞或神經細胞的作用進行研究，期望能讓我們對腦中風的治

療有新的發現與認識。 
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