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　　摘　要: 　目的　通过对局灶性脑缺血大鼠不同再灌注时段的动态观察,探讨三七三醇皂苷 (PT S)对大鼠局

灶性脑缺血ö再灌注动物模型的神经行为学和脑梗死体积的保护作用。方法　采用改良的线栓法制备大脑中动脉

阻塞 (M A CO ) 2h、再灌注不同时间段 (3h、6h、12h、24h、48h、72h、7d)的大鼠短暂局灶性脑缺血模型,动物随机分假

手术组、生理盐水对照组、三七三醇皂苷 (PT S)组。用 Zea L onga 5分制评分和 T TC 染色法评价神经行为学和脑梗

死体积。结果　 神经行为学评分除72h 组有明显改善外,其余各组与生理盐水对照组比较无显著性差异。脑梗死体

积除再灌注3h、6h 外,其余各组与生理盐水组比较差异均有显著性意义。结论　三七三醇皂苷对大鼠局灶性脑缺血

及再灌注损伤有一定的保护作用。
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Protective effects of PTS on cerebra l ischem ia-reperfusion in jury in ra ts　H U X iao2song , ZH OU D ong , ZH OU D e2
m ing. (D ep artm ent of A natom y ,W est Ch ina S chool of P reclinical and F orensic M ed icine, S ichuan U niversity , Cheng d u

610041, China)

Abstract: 　Objective　To study the p ro tective effects of PT S on cerebral ischem ia2reperfusion in jury in rats.

M etheods　T he model of acute reperfusion in jury after cerebral ischem ia in rats w as m ade bym iddle cerebral artery

occlusion. 6d befo re operation and 2h p re occlusion, the rats received in traperitoneally PT S (50 m gökg) o r no rm al saline

in jection respectively, then all the an im als w ere allow ed 2h ischem ia and sacrificed after differen t durations of

reperfusion (3h, 6h, 24h, 48h, 72h, 7d). T he neuro logical deficitgrades and the vo lum e of the cerebral infarction w ere

estim ated by 2% T TC stain ing and Zea L onga’ sm ethod. Results　T he data show ed non2sign ifican t differences on the

neuro logical deficit sco res betw een the con tro l and PT S2treated group s (50m gökg) excep t fo r at 72h after reperfusion.

T he cerebral infarct sizes of the fo rebrain in the PT S2treated group s excep t fo r (3h and 6h) of reperfusion reduced

sign ifican tly compared w ith the con tro l group s. Conclusion　PT S possesses cerebral p ro tective effects again st ischem ia2
reperfusion in jury.

Key words:　PT S;　 Infarct cerebral vo lum e;　Behavio r;　 Ischem ia2R eperfusion;　R at

　　脑缺血是一种临床上常见且预后不良的病症。

保护细胞膜功能和避免缺血梗死区扩大,以及促进

半暗带神经元形态和功能恢复、减轻由于脑缺血所

致的神经功能异常,是对缺血性脑血管疾病采取处

理措施的主要目的。近年来,中药在脑缺血治疗中的

作用逐渐得到重视,三七为五加科人参属植物三七

Panax no toginseng (Burk) Chen FH 的干燥根, 具有

散瘀止血、消肿定痛的功效。目前临床用三七有效成

份治疗脑血管意外后遗症已取得一些疗效[ 1, 2 ]; 另

外,有关三七活性成分三七总皂苷 (PN S)或其单体

的实验报道亦较多,均证实了其对缺血性脑损伤的

保护作用[ 3, 4 ]。三七三醇皂苷 (PT S)为三七类新药,

其主要活性成份 R g1的含量达60%以上, R g1、R 1、

R e 三者的含量约达80%。本实验通过预防性给予

PT S后,动态观察对M CAO 大鼠脑梗死体积及神经

行为学评分变化的影响,以进一步明确其脑保护作

用和作用机制。

1　材料与方法

1. 1　动物模型制备及分组　健康雄性 SD 大

鼠,体重250～ 300g,由四川大学实验动物中心提供。

采用改良的线栓法制备动物脑缺血再灌注模型。大

鼠术前12h 禁食不禁水,以5%水合氯醛腹腔内注射

麻醉 (6m lökg) , 置仰卧位, 于颈部行长约25. . 0mm

常规纵行切口。暴露并钝性游离右侧颈总动脉

(CCA )、颈内动脉 ( ICA )及颈外动脉 (ECA ) , 结扎

CCA 近心端、ECA 近分叉部及 ICA 分支翼腭动脉

(PPA )。在CCA 上距其末端约3. 0mm 处剪一小口,

用长6cm、直径0. 26mm 尼龙线沿 ICA 方向插入约
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19. 0±0. 5mm , 然后于 ICA 近心端结扎该动脉, 并

全层缝合切口。缺血2h 后拔出阻塞线约10mm 实现

再灌注。动物分组: (1)三七三醇皂苷 (由成都华神

药业股份有限公司提供)预防治疗 (PT S)组,于术前

6d 按50m gökg 腹腔注射给药,每天一次,术前2h 再

给药一次。(2) 生理盐水对照组,药物由生理盐水代

替; (3)假手术组: 只插线10mm 左右,不行其它条件

干预。(1)、(2)每组又分3h、6h、12h、24h、72h、7d 时

间组,每个时间组各5只, (3)组3只。

1. 2　神经病学评分　评分参照 Zea L onga 5分

制标准[ 5 ]: 即0分: 无神经损伤症状; 1分: 不能完全伸

展对侧前爪; 2分: 向对侧转圈; 3分: 向对侧倾倒; 4

分: 不能自发行走,意识丧失。动物清醒2h 后进行模

型筛选, 0分者剔除,神经病学评分在取材前进行。

1. 3　脑梗死体积百分比测定　大鼠脑缺血2h

后,按预定再灌注时间点,用生理盐水经主动脉快速

冲洗至右心耳流出液变清亮后,迅速断头取脑 (摒弃

蛛网膜下腔出血者) , 立即置于 - 20℃冰箱冷冻

10m in,用脑切片器按2mm 厚度, 在距额、枕极2mm

间冠状切开大脑。将脑片浸入37℃的2%四氮唑红

( 2, 3, 52T riphenyl tetrazo lium ch lo ride, T TC ) 染色

10m in,取出置于4%多聚甲醛液中固定2h。正常组织

染成深红色,梗死灶呈白色。将固定的脑片按切片顺

序排列。用数码相机拍照脑片前后两面后输入计算

机,根据各切片厚度计算出前脑体积和梗死体积的

近似值,得出 T TC 苍白区 (梗死区)占前脑体积的百

分比。

1. 4　统计学方法　数值用均数±标准差 (ς±
s)表示,脑梗死体积结果行方差分析 (组间比较用 q

检验) ,神经行为学评分用 K ruskal2W allis方法检验,

P < 0. . 05为差异有显著性。

2　结　果

2. 1　神经行为学改变　再灌注术后大鼠多于

1h 内清醒, 假手术组动物均活动正常, 无神经功能

缺损症状,神经行为学评分均为0分, PT S 组和生理

盐水组入选动物神经行为学评分均在1～ 3分之间。

再灌注早期大鼠神经功能缺损症状较重,于再灌注

48h 后症状有所减轻。7d 时,部分大鼠已无明显神经

功能缺失症状 (见表1)。经统计分析, 除再灌注72h

组外,其余各时间组 PT S 组和生理盐水组之间差异

无统计学意义。

2. 2　梗死灶的演变　T TC 染色结果表明, 假

手术组脑片均红染,无白色梗死灶形成。生理盐水组

再灌注3h 时即可见明显梗死灶,多位于嗅沟上方的

颞叶皮质和尾壳核 (见图1, 约B regm a+ 0. 8 mm ) ,

再灌注6h 时梗死灶范围明显扩大,可见较大的尾壳

核和颞顶叶皮质梗死灶的融合 (见图2,约B regm a+

0. 6mm )。至再灌注24h 梗死体积已达高峰, 并持续

至72h。再灌注7d 时生理盐水组梗死灶仍存在 (见图

3, 约B regm a+ 0. 8mm ) ,皮质梗死灶未见明显缩小

或消失,但梗死体积较24h 时已有较大程度的减小。

PT S 组,再灌注3～ 6h 组较之对照组无明显差

异, 12h 组梗死体积较对照组即可见已有明显缩小

(P < 0. 05) , 至24h 梗死灶扩大不显著, 72h～ 7d 组

脑梗死体积均较对照组有显著性差异 (P < 0. 01)。

至7d 时, 虽依然可见梗死灶, 但皮质梗死灶已明显

减小或消失 (见图4,约B regm a+ 0. 8mm ) ,脑梗死体

积同比下降达35. 9%左右。

表1　神经行为学评分 (ς±s)

组别
再灌注时间

3h 6h 12h 24h 48h 72h 7d

生理盐水组

PTS预防组

2. 0±0. 71

1. 8±0. 45

1. 8±0. 40

1. 6±0. 55

1. 6±0. 55

1. 4±0. 55

1. 4±0. 55

1. 2±0. 45

1. 2±0. 45

1. 0±0. 71

1. 0±0. 71

0. 6±0. 553

0. 6±0. 55

0. 4±0. 55

　　与生理盐水组比较3 P < 0. 05

　　3　讨　论

从本研究结果看, PT S 各组神经行为学与相应

生理盐水组比较大多数无明显改善,其原因主要有:

(1) Zea L onga 5分制评分指标内容较少,某些神经功

能缺损症状无从表述, 且分值差距较小又是整数;

(2)脑梗死范围可随体重、年龄、入线深度的微小变

化而呈现差异, 从而影响评分; (3)实验动物未损伤

脑区的神经代偿能力及侧支循环等方面存在差异。

另外,据本实验观察,成模动物神经功能缺失症状在

再灌注后3h 内最重, 部分评分在2分的大鼠清醒后

即烦躁不安,掘地动作频繁,抬头征明显, 此类大鼠

多数在24h 内死亡; 评分在3～ 4分者, 精神萎靡, 出

现竖毛征,并多于12h 内死亡,尸检结果表明二者均

多系蛛网膜下腔出血所致。显然,若此类实验动物在

规定再灌注时间点依然存活并对其进行评分或取材

无疑将增加实验结果的偏差。
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T TC 与完整的线粒体氧化酶系反应,诱发产生

深红色、光酶脂溶性的 Form azan 而使正常组织染

色,缺血组织的线粒体损伤,不能诱导染色反应而呈

白色,容易鉴别[ 6 ]。本实验采用目前已被国内外学者

普遍采用的 T TC 作为梗死区域的检测标记[ 7, 8 ] , 观

察的脑梗死灶呈苍白色与M CA 支配的脑区域一

致,未缺血部分呈红色,证实模型制作成功。根据对

梗死体积测定的结果发现,除再灌注早期3～ 6h 外,

其余各时间段 PT S 组较生理盐水组梗死范围均有

明显减小。结果经统计学分析有显著性差异,表明即

使神经行为学上无明显改善,但脑梗死体积却有明

显的缩小,也提示神经行为学表现与脑实际梗死体

积之间无明显相关关系。结果显示再灌注24h 内梗

死灶扩大迅速,并达高峰,再灌注12～ 24h, PT S组梗

死体积增大约15. 8% ,较之生理盐水组 (39. 8% )差

异显著 (P < 0. 05)。表明该药对缓解梗死体积扩大方

面有一定的作用。值得一提的是脑梗死36h 后,由于

炎性细胞的侵入,用线粒体完整的细胞代替损伤的

神经元而可被 T TC 染色[ 9, 10 ] ,故此在实验中所测定

的脑梗死体积 (苍白色)缩小并非完全由脑组织形态

修复所致,当然梗死体积缩小至少可以说明神经修

复正在积极的进行。

众所周知,脑缺血后的再灌注是神经功能恢复

的基本条件,也是脑组织损伤加重的重要因素。脑缺

血再灌注损伤的病理生理是一个多环节、多因素、多

途径损伤的酶促级联反应。已知导致再灌注损伤的

因素包括自由基、脂质过氧化、细胞内 Ca2+ 超载、兴

奋性递质的神经毒性效应及炎性损害等多重病理机

制。本实验通过对大鼠短暂脑缺血再灌注损伤的动

态观察,证实该药可有效减小脑梗死体积。三七是传

统中药之一,现代药理研究证实其有抗自由基作用,

同时还具有降低血粘度、抗血小板聚集、扩张血管、

降低血脂和改善微循环及抗炎等作用[ 11 ]。另据报道,

R g1还能增强纤溶系统活性,促进血管内皮一氧化氮

的释放而发挥抗血栓作用[ 12 ] ,因而有助于 R gl对缺

血后软脑膜微循环的改善,保护血脑屏障。另外, 三

七皂苷对缺血再灌注损伤还有减轻钙超载、减轻脑

水肿、促进再灌注时的神经修复、减轻超微结构损伤

和降低缺血再灌注期间死亡率等作用[ 13 ] ,因此推测,

PT S 减小脑梗死体积、发挥脑保护作用的机制可能

与上述众多因素有关。
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从左至右,分别为图1～图4,示脑梗死灶的演变, TTC 染色
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