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摘要 :目的　观察三七三醇皂苷 ( PTS) 对脑缺血大鼠模型脑源性神经营养因子 (BDNF) 及其酪氨

酸激酶受体 B ( TrkB )表达的影响 ,揭示 PTS对脑缺血受损神经元的重塑作用机制。方法 选取成

年雄性 SD大鼠 ,采用改良的 EZ Longa方法建立大脑中动脉缺血 (MCAO)大鼠模型 ,根据清醒后所

得 Longa评分随机分为模型组 (生理盐水 )、三七三醇皂苷组 (三七舒通胶囊 )和阳性对照组 (尼莫

地平 ) ,分别于给药后 3、7、28 d随机取大鼠 6只 ,通过免疫组织化学法观察 BDNF和 TrkB的表达 ,

并观察大鼠脑缺血后的神经功能变化。结果 与正常组比较 ,术后各时间点脑组织 BDNF和 TrkB

表达变化均有增高 ,并随时间的迁延呈下降的趋势。与模型组比较 ,三七三醇皂苷组能明显改善脑

缺血的神经功能缺失症状 ,并能上调皮质中 BDNF和 TrkB蛋白的表达水平。结论 三七三醇皂苷

能上调脑缺血后 BDNF和 TrkB蛋白的表达 ,可能通过上调 BDNF和 TrkB表达对脑缺血神经元损

伤起保护作用 ,促进神经元的重塑 ,发挥其对脑缺血的治疗作用。
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Abstract: O bjective　To observe the influence of panaxtriol saponins ( PTS) on the exp ressions of

brain2derived neurotrophic factor (BDNF) and tyrosine kinase recep tor ( TrkB ) in rat model of cerebral

ischem ia, and to exp lore the mechanism of remodeling injured neurons by PTS during cerebral ischem ia.

M ethods　An imp roved EZ Longa method was used to establish the model of m iddle cerebral artery

occlusion (MCAO) in adult male SD rats. Then the rats were random ly divided into the model group

( treated with normal saline solution) , the PTS group ( treated with Sanqishutong Cap sules) and the

positive control group ( treated with nimodip ine) according to EZ Longa values after rat consciousness.

The exp ressions of BDNF and TrkB were observed by immunohistochem ical method respectively 3, 7 and

28 days after the adm inistration of above medicines in random 6 rats. The rat nerve functions were ob2
served too after the cerebral ischem ia. Results　Comparing with the normal rats the exp resssions of BDNF

and TrKB in the rats with MCAO were increased at different time points, and then gradually descended

with the time went on. Comparing with the model group the neurological dysfunction induced by cerebral

ischem ia were relieved obviously and the exp ressions of BDNF and TrKB were up2regulated in the PTS

group. Conclusion　PTS can up2regulate the exp ressions of BDNF and TrkB, through which to p revent

the neurons from lesion induced by cerebral ischem ia, p romote the remodling of neurons and p lay a role

in the treatment of cerebral ischem ia.
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　　脑缺血后神经组织的可塑性与脑源性神经营养

因子 ( brain derived neurotrophin factor, BDNF)等密

切相关 [ 1 - 2 ]。BDNF作为神经生长因子家族 ( neu2
rotrophins, NTs)成员之一 ,和其受体酪氨酸激酶受

体 B ( tyrosine kinase B TrkB )结合后 ,激活受体触发

一系列细胞内信号传递从而发挥生物学效应。近年

来 ,中药在脑缺血治疗中的优势越来越明显 ,目前临

床用三七有效成分治疗脑血管意外后遗症已取得较

好疗效 [ 3 ]。本实验通过大脑中动脉阻塞 (MCAO )模

型观察三七三醇皂 ( PTS)苷对脑梗死皮质中 BDNF

和 TrkB蛋白表达变化 ,探讨 PTS对脑缺血后神经元

的重塑作用机制 ,为 PTS的临床应用提供实验依据

及临床应用修复损伤神经的特异性治疗提供理论

基础。

1　材料与方法

1. 1 材料

动物 :健康雄性 SD大鼠 ,体重 ( 300 ±20) g,购

自北京维通利华实验动物技术有限公司 ,许可证编

号 : SCXK (京 ) 2002 - 2003。药物 :三七通舒胶囊 ,

成都华神集团股份有限公司制药厂生产 (国药准字

Z20030109;批号 : 061002XH021) ;尼莫地平片 :天津

市中央药业有限公司生产 (国药准字 H200439150;

批号 : 060608)。给药方式 :腹腔灌胃。手术器材 :

尼龙栓线 (型号 2534,购自北京沙东生物技术有限

公司 )。

1. 2 MCAO模型的建立

大鼠称重后随机分为手术组和非手术组 (正常

组 )。手术组动物参考文献采用改良的 EZ Longa方

法制备大鼠 MCAO模型。术前 12 h禁食不禁水 ,腹

腔注射 3. 5%水合氯醛麻醉 (10 mL /kg) ,仰卧位固

定 ,于颈正中纵行切开皮肤 ,钝性分离肌群 ,游离颈

总动脉 (CCA )、颈外动脉 ( ECA)与颈内动脉 ( ICA ) ,

结扎 ECA近分叉处和 CCA近心端 ,用动脉夹暂时

夹闭 CCA远端 ,在 CCA结扎与夹闭两处之间用动

脉剪剪一小口 ,将浸于肝素生理盐水中的尼龙线栓

沿 CCA插入 ICA,并顺 ICA推进 18～22 mm,稍遇

阻力停止 ,即可造成大脑中动脉的阻断 ,然后结扎颈

总动脉固定栓线 ,缝合皮肤。

1. 3 神经病学评分

评分参照 EZ Longa 5分制标准 [ 4 ]。0分 :无神经

确损伤表现 ; 1分 :对侧前爪不能完全伸展 ; 2分 :向对

侧转圈 ; 3分 :行走时向对侧倾倒 ; 4分 :不能自发行

走 ,意识丧失。动物清醒 2 h后进行模型筛选 , 1至 3

分者为纳入标准 , 0分和 4分者剔除。神经病学评分

在术后 5 h进行并持续观察到缺损症状基本恢复。

1. 4 动物分组及给药方法

随机分组 : 非手术组动物即作为正常组。手术

组动物 ZeaLonga评分在 1～3分为符合纳入实验

者 ,随机分为模型组、三七三醇皂苷组和阳性对照组

(尼莫地平 )。分别于术后 3 d、7 d和 28 d 3个时间

点随机进行取材。

给药方法及给药量 :尼莫地平片为 17. 3 mg/

( kg·d)相当于 60 kg成人的用量 8倍 ,三七通舒胶

囊为 54 mg/ ( kg·d)相当于 60 kg成人用量 10倍 ,

模型组 ,生理盐水 , 10 mL / ( kg·d)。于术后清醒当

日开始每天 1次腹腔灌胃给药 ;正常组和模型组动

物亦于术后清醒当日开始灌胃给去离子水。按体重

给药 ,每 3 d称体重 1次 ,直至取材。

1. 5 脑组织 BDNF和 TrkB表达的测定

(1)于 MCAO模型后 3、7、28 d各随机取每组

大鼠 6只。经 3. 5%水合氯醛腹腔注射麻醉 ,用恒

流泵依次灌注生理盐水、4%多聚甲醛 ,取脑组织后

浸于 4%多聚甲醛中固定。

(2)石蜡切片及免疫组织化学染色 :取视交叉

前后 2 mm脑组织常规脱水浸蜡包埋。行 5μm厚

度切片。BDNF染色方法 ( SABC法 ) :每个切片经

常规脱蜡至水 ,按 SABC试剂盒说明书步骤染色

(BDNF抗体、SABC试剂盒及 DAB显色试剂盒均购

自武汉博士德公司 )。阴性对照采用 PBS缓冲液代

替一抗 ,余皆相同。TrkB染色方法 ( SP法 ) :每个切

片经常规脱蜡至水 ,按 SP试剂盒说明书步骤染色

( TrkB抗体、SP试剂盒及 DAB显色试剂盒均购自北

京博奥森公司 )。阴性对照采用 PBS缓冲液代替一

抗 ,余皆相同。

1. 6 图像分析

免疫组化切片在 40 ×10倍数下 ,于脑梗死周围

区随机选取 4个视野 ,用 SPOT2Ⅱ数码成像系统和
Meta Morph图像分析系统测定阳性信号光密度值。

1. 7 统计方法

采用 SPSS 10. 0 for windows统计分析软件 ,所

有实验数据经正态分布检验后采用均数 ±标准差

( �x ±s)表示 ,均数间的比较经方差齐性检验后以单
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因素方差分析统计结果。

2 结果

2. 1 神经行为学改变

大鼠 MCAO术后多于 1～3 h内清醒。术后 5 h

神经功能缺损症状较重 , EZ Longa评分较高 ,术后

24 h所有成模大鼠均可自由饮水和摄食 ,术后 48 h

缺损神经功能所有恢复 , EZ Longa评分呈下降趋

势 ,术后 72 h三七三醇皂苷组和尼莫地平组 EZ

Longa评分显著低于模型组 ,差异有显著统计学意

义 P < 0. 01。结果见表 1。

表 1 大鼠 M CAO后神经功能评分 ( �x ±s)

组别 n 术后 5 h 术后 24 h 术后 48 h 术后 72 h

假手术组
模型组

三七三醇皂苷组
尼莫地平组

15
30
30
30

0. 00 ±0. 00
2. 67 ±0. 61
2. 63 ±0. 61
2. 60 ±0. 67

0. 00±0. 00
2. 43±0. 73
2. 37±0. 72
2. 33±0. 80

0. 00 ±0. 00
2. 20 ±0. 71
2. 07 ±0. 69
1. 93 ±0. 69

0. 00 ±0. 00　　

1. 73 ±0. 64　　

1. 33 ±0. 483 3

1. 27 ±0. 453 3

　　注 :与同时间点的模型组比较 3 3 P < 0. 01

2. 2　BDNF表达

BDNF广泛存在于大脑皮质 ,正常组偶见 BDNF

表达 ,脑缺血后 BDNF表达明显升高。术后 3 dBD2
NF表达 ,与正常组比较 ,各组均显著增强 ( P < 0.

01) ;与模型组比较 ,三七三醇皂苷组显著升高 ( P <

0. 01) ,尼莫地平组虽也较模型组升高 ,但差异无统

计学意义。术后 7 d时 ,各组 BDNF表达均呈下降

趋势 ,与自身术后 3 d比较差异有统计学 ( P < 0.

01) ,但仍然显著高于正常组水平 ( P < 0. 01) ;与模

型组比较三七三醇皂苷组仍处于较高水平 ( P < 0.

05) ,尼莫地平组有相同趋势 ,但差异无统计学意

义。术后 28 d,各组 BDNF表达依旧呈下降趋势 ,模

型组和尼莫地平组高于正常组水平 ,但无统计学意

义 ,三七三醇皂苷组 BDNF表达水平仍显著高于模

型组 ( P < 0. 05)。结果见表 2。

表 2 术后不同恢复时点 BD NF表达的变化 (光密度 ; �x ±s)

组别 n 术后 3 d 术后 7 d 术后 28 d

正常组 5 0. 079 ±0. 002 0. 080 ±0. 004 0. 088 ±0. 001

模型组 7 0. 141 ±0. 0033 3 0. 101 ±0. 0093 3 ▲▲ 0. 095 ±0. 004▲▲

三七三醇皂苷组 7 0. 172 ±0. 0083 3 ## 0. 122 ±0. 0153 3 ##▲▲ 0. 103 ±0. 0053 3 #▲▲

尼莫地平组 7 0. 148 ±0. 0083 3 0. 111 ±0. 0073 3 ##▲▲ 0. 097 ±0. 004▲▲

　　注 :与同时间点正常组比较 3 3 P <0. 01;与同时间点模型组比较 #P <0. 05　##P <0. 01;与同组 3d比较▲▲P <0. 01

2. 3　TrkB阳性表达

TrkB在皮层内分布广泛 ,正常大鼠分布较少 ,

脑缺血后表达增高 ,给药组高于模型组 ,随着时间迁

移而呈逐渐下降的趋势。术后 3 d TrkB表达 ,与正

常组比较 ,模型组显著升高 ( P < 0. 05) ,三七三醇皂

苷组和尼莫地平组亦显著升高 ( P < 0. 01) ;与模型

组比较 ,三七三醇皂苷组显著升高 ( P < 0. 01) ,尼莫

地平组亦显著升高 ( P < 0. 05)。术后 7d时 ,各组均

呈下降趋势 ,与正常组比较 ,三七三醇皂苷组和尼莫

地平组均呈高表达 ,模型组仍高于正常组 ,但无统计

学差异。术后 28 d时 , TrkB表达继续下降 ,与正常

组比较三七和尼莫地平组依然呈高表达 ( P < 0.

01) ,模型组基本降至正常水平 ,与自身术后 3d比

较呈显著性低表达 ;与模型组比较 ,三七和尼莫地平

组均为高表达 ( P < 0. 01)。结果见表 3。

表 3 术后不同恢复时点 TrkB表达的变化 (光密度 ; �x ±s)

组别 n 术后 3 d 术后 7 d 术后 28 d

正常组 5 0. 046 ±0. 005 0. 052 ±0. 009 0. 054 ±0. 001

模型组 7 0. 089 ±0. 0193 0. 088 ±0. 0013 0. 055 ±0. 005▲▲

三七三醇皂苷组 7 0. 129 ±0. 0293 ## 0. 112 ±0. 0073 ##▲ 0. 108 ±0. 0053 ##▲

尼莫地平组 7 0. 117 ±0. 0183 ## 0. 108 ±0. 0073 # 0. 100 ±0. 0063 ##▲

　　注 :与同时间点正常组比较 3 P < 0. 01;与同时间点模型组比较 #P < 0. 05 ##P < 0. 01;与同组 3 d比较▲P < 0. 05　▲▲

P < 0. 01
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3　讨论

自 1982年德国生物学家 B rade及其同事成功

地从猪脑中提取出 BDNF以来 ,有关脑缺血性神经

元损伤研究热点逐渐转移到 BDNF及其 TrkB上。

在发生缺血性脑损伤后 , BDNF及 TrkB表达水平均

明显上升 ,提示 BDNF和 Trk参与了脑缺血损伤的

保护过程 [ 5 - 7 ]。

本实验使用造模技术成熟的 MCAO模型 ,并对

该模型采用 EZ Longa 5分制标准评价。本试验于

术后清醒时进行评分及分组并持续观察大鼠神经缺

损症状至恢复。术后 5 h评分 ,与正常组比较 ,各组

均有显著的统计学意义 ( P < 0. 01) ,模型组、三七三

醇皂苷组和尼莫地平组两两比较均无统计学意义

( P > 0. 05) ,说明造模成功和分组均匀。本研究结

果发现缺血早期大鼠神经功能缺损症状较重 , 48 h

后症状有所减轻 , 72 h后大部分大鼠神经功能缺失

表现不明显 ,这可能与大鼠大脑侧支循环丰富 ,使得

缺血区周边的血供有所恢复有关。与同时间点模型

组比较三七三醇皂苷组和尼莫地平组 EZ Longa评

分下降明显 ,差异有显著统计学意义 ,提示三七三醇

皂苷对脑梗死大鼠早期神经功能恢复有一定的改善

和促进作用 ,但其作用机制还有待进一步的研究。

本实验通过免疫组织化学染色法发现脑缺血早

期 BDNF和 TrkB的表达增多 ,随缺血时间的迁延

BDNF和 TrkB的表达均呈下降趋势。各时间点与正

常组比较各组均有显著统计学意义 ( P < 0. 01) ;与模

型组比较 ,用药组有显著统计学意义 ( P < 0. 01或 P

< 0. 05)。本次研究采用了术后当日给药的方法 , BD2
NF表达变化于术后 3 d, 给药组较模型组高水平表

达 ,提示在脑缺血早期给予三七三醇皂苷对治疗脑缺

血是有益的。随时间延长 , BDNF表达减少 ,而三七

三醇皂苷能够使其表达继续维持在一个较高水平且

持续时间较长 ,提示三七三醇皂苷在脑缺血神经元损

伤后促进神经重塑的机制之一是通过上调 BDNF的

表达 ,同时证明在发生脑缺血损失后尽可能早期、持

续服用三七三醇皂苷是有益的。TrkB表达变化 ,与

正常组比较 ,三七三醇皂苷组和尼莫地平组均有显著

统计学意义 ( P < 0. 01) ,模型组在术后 3 d和 7 d有

统计学意义 ( P < 0. 05或 P < 0. 01) ,至 28 d逐渐降至

正常水平无统计学意义 ;与模型组比较三七三醇皂苷

组和尼莫地平组均有显著统计学意义 ( P < 0. 01)。

这说明脑缺血损伤本身在早期就可以应激性提高

TrkB的表达 ,保护缺血的神经元 ,而三七三醇皂苷和

尼莫地平能够进一步提高 TrkB的表达。随时间延

长 , TrkB表达减少 ,提示病理状态下 TrkB的应激性

表达难以维持较长时间 ,这可能是 CNS轴突再生困

难的机制之一 ,随模型组 TrkB表达逐渐降至正常而

三七三醇皂苷和尼莫地平能够使 TrkB表达持续维持

在一个较高水平 ,这可能是三七三醇皂苷在脑梗死恢

复期促进大脑重塑机制之二。

脑缺血损伤后机体功能随时间延长可以部分恢

复 ,其结构基础为突触再生 ,因此在缺血早期对神经

元的保护是影响再生的因素之一。本结果提示 :三

七三醇皂苷作为一种脑保护剂在缺血性脑损伤治疗

中早期使用和后期持续使用能够上调内源性神经保

护因子 ,从而使受损的神经功能得到恢复 ,为三七三

醇皂苷有效治疗脑缺血提供了实验依据 ,为临床使

用脑保护剂治疗脑缺血性神经损失提供了重要的理

论依据和新的治疗思路。
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