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三七三醇皂昔对大鼠脑缺血 再灌注脑损伤
保护作用的实验研究

刘 宗超
, ,

周官恩
’ ,

赵克建
,

饶明俐
’

摘 要 目的 观察三七三醇皂昔 对大鼠脑缺血 再灌注损伤的脑保护作用
,

并初步探讨其作用机

制
。

方法 采用 改 良的线栓法制备大脑中动脉阻塞
、

再灌注
、 、

的大鼠短暂局灶性脑缺

血 再灌注模型
,

动物随机分假手术组
、

生理盐水对照组
、

三七三醇皂昔组
。

免疫组化法检测
一

和
一 ,

流式

细胞仪检测细胞凋亡
,

同时利用 染色法测脑梗死体积
。

结果 三七三醇皂昔组大鼠再灌注 时脑梗死体积

显著减小
, 、 、

各时间点
一

日和
一

阳性细胞数及凋亡细胞数亦明显减少
。

结论 三七三醇皂昔可抑

制脑缺血 再灌注后炎症因子分泌及细胞凋亡
,

从而起到脑保护作用
。
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三七三醇皂昔 为新研发 出的三七类新

药
,

其主要活性成分 含量达 以上
, 、 、

三者的含量约达
,

是三七类药物中的佼佼

者
。

本研究欲通过动物实验
,

研究三七三醇皂昔对脑

缺血的脑保护作用
,

并探讨其作用机制
,

为三七三醇

皂昔在缺血性脑血管病中的临床应用奠定理论基

础
。

材料与方法

动物模型制备及分组 健康雄性

大鼠
,

体重
,

由长春高新技术动物中心提

供
。

采用 改良的线栓法制备大鼠脑缺血 再灌

注模型 以 水合氯醛腹腔内注射麻醉
,

置仰卧位
,

颈部常规纵行切 口
,

暴露并钝性游离

右侧颈总动脉
、

颈内动脉 及颈外动脉
,

分离 分支
,

结扎并游离 主干
,

结

扎 的颅外分支翼愕动脉
。

直径 尼龙线

一端加热使之呈 光滑球 面
,

沿 残端插人
,

经

分叉部沿 入颅至大脑前动脉
,

从而

阻断大脑中动脉 的血液供应
,

尼龙线插人深

度由分叉部计 士
,

缺血 后拔出尼龙线

实现再灌注
。

将动物随机分成 组 三七三醇皂

昔 由成都华神药业股份有限公司提供 干预组
,

于

再灌后立即腹腔注射给药 生理盐

水对照组
,

药物由等量生理盐水代替 假手术组

除不插尼龙线外其余步骤同模型组
、

每组

又分
、 、

时 ’点
,

每个时间点各 只
,

组

只
。

脑梗死体积测定 术后 断头取脑
,

置

于冷盐水 中浸泡 后行冠状切片
,

每片厚约
,

共 片
,

置于 氯化
, , 一

三苯四氮哇
, ,

收稿 日期
一 一

修订 日期
一 一

作者单位 吉林大学第一医院神经内科
,

吉林 长春 。。 北

京燕化凤凰医院神经外科
,

北京 叭刘宗超
,

博士生
,

现在青岛

大学医学院附属医院
,

山东 青岛 。。 周官恩
,

博士生 现在天津

环湖民院神经内科
,

天津 饶明俐
,

通信作者



中风 与神经疾病杂志 年 月 第 卷 第 期

一

丁
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中避光染色
,

正常组织染成深红色
,

梗死灶呈 白色
,

染色后

的切片置于 多聚甲醛液中过夜待测
。

利用
才

图像分析仪测定每个脑片后表面梗死灶面积
,

并

计算出每只大鼠脑梗死体积
。

免疫组织化学 采用免疫组织化学

法
,

显色
。

石蜡切片常规脱蜡至水
,

孵

育
,

正常山羊 血清封闭
,

滴加一抗工作液
一

俘
一

一抗 。。 二抗工作液
,

辣根过氧化物酶

标 记的连霉卵白素工作液
,

显色剂
。

复染
、

脱

水
、

透明
、

封片后在光镜下观察
。

每片取选取 个视

野进行阳性细胞计数
,

取平均值
。

流式细胞仪检测方法 。型流

式细胞仪
, 、

为 公司产品
。

脑组织制

成单细胞悬液
,

乙醇固定
,

染色
。

应用波长

激光
,

检测红色荧光
,

每个样本检测 个细胞
,

绘制细胞数
一

分布图
。

统计学处理 所有实验数据采用 士 、表

示
,

应用 。版统计学软件进行处理
,

组内比

较 采用方差分析
,

组间比较采用 检验
,

时

有统计学意义
。

结 果

脑梗死体积

丁 染色结果表明
,

假手术组 例脑片均红染
,

无白色梗死灶形成
。

再灌注 时
,

三七三醇皂营干

预组脑梗死体积为 士 “ ,

生理盐水组

为 士 , ,

两者比较有显著性差异 尸
。

免疫组化
一

俘免疫组化结果 脑缺血 再灌注

时
,

在缺血侧海马部位
、

大脑皮层和基底节 区均

可检测到大量
甲 一

俘阳性细胞
,

其中以大脑皮层最为

明显
,

随着再灌注时间的延长
,

表达逐渐增强
,

高峰

出现在再灌注后
,

阳性染色主要位于神经细胞和

部分胶质细胞胞浆
,

三七 三醇皂营干预后
, 、

时的
一

尽阳性细胞数明显减少
。

状切面缺血侧在再灌后 即可见大量
一

阳性

微血管内皮细胞
,

时除微血管内皮细胞外
,

尚可

见
一

表达于部分神经细胞
,

时表达最强
,

治疗组免疫阳性微血管和神经细胞数较对照组显著

减少
。

表 脑缺血 再灌注后
一

阳性细胞数 士 ,

再灌注时间
组别

生理盐水组

尸 卜预组

士

士
补

士

土 么

士

士 合

与生理盐水组 比较
, 。 , △

流式细胞仪检测结果

脑缺血 再灌注后
,

就可检测到大量凋亡细

胞
,

各时间点均可见亚二倍体峰
,

亚二倍体峰细胞数

逐 渐增加
,

在 时形成高峰 三七三醇皂昔干预

后
,

各时间点凋亡细胞百分率均明显降低
。

表 脑缺血 再灌注后凋亡细胞百分率 士 、

再灌注时间
组别

生理盐水组

干预组

士

士 合

士

士 么

士

士 么

与生理盐水组 比较 △ 。

表 脑缺血 再灌注后 一 俘阳性细胞数 士 、

再灌注时间
组别

—
准

生理盐水组 士 士 士

‘

’ 预组 魂 士 士 么 生 士 山

与生理盐水组 比较 △

一

免疫组化结果 大鼠大脑冠

讨 论

脑血管疾病是严重危害人类健康的常见病
、

多

发病
,

其中尤脑梗死最为常见
,

目前临床上实行的溶

栓疗法
,

虽能使闭塞血管得 以再通
,

血供恢复
,

挽救

半暗带濒死的神经细胞
,

但可引起再灌注损伤
,

影响

患者的预后和功能恢复
,

大量研究表明
,

脑缺血 再

灌注损伤主要与炎症反应
、

神经细胞凋亡
、

氧化应

激
、

钙离子超载等有关 」。

三七是一种传统中药
,

具有活血化痪的功效
,

其

活性成分为三七总皂昔
,

含人参皂普
、

人参皂昔
、

三七皂昔
,

研究发现
,

三七总皂昔对大鼠脑

缺血再灌流损伤有明显的保护作用比
‘〕在临床上将

其应用于治疗脑血管病后遗症亦取得一定疗效比 」
。

三七总皂昔对缺血性脑损伤的保护作用可能与以下

因素有关 钙通道阻断作用 实验证明三七总皂

昔能非选择性阻断受体依赖的钙通道开放
,

抑制细

胞外钙内流和细胞内钙释放
,

防止细胞内钙离子超

载
,

是一种非特异性钙离子通道阻断剂
,

抑制各种来

源激动钙离子所致的平滑肌收缩 抗 自由基作



, , ,

用 三七总皂昔能使脑组织及血浆中的丙二醛显著

减少
,

超氧化物歧化酶活性升高
,

对黄嗦岭氧化酶氧

化黄嚎吟产生的氧自由基有清除作用 三七总皂

昔能抑制血小板聚集
,

降低血液粘稠度
,

改善血液的

高凝状态
,

改善梗死区的血液供应 保护 血脑屏

障
,

减轻其损伤
。

但有关其对缺血性脑损伤中炎症因

子及细胞凋亡影响的研究尚未见报道
。

本实验结果显示
,

用三七三醇皂背干预后
,

脑缺

血 再灌注 , 时
,

脑梗死面积降低 了
,

表明三

七三醇皂昔对大鼠脑缺血 再灌注损伤有显著的保

护作用
。

近年来的研究表明
,

脑缺血 再灌注后脑组织局

部过度的炎症反应是造成再灌注损伤的主要原因之

一
,

尤其是炎性细胞因子在脑缺血 再灌注损伤中的

关键性作用 已得到充分证实
。 一

日是一种重要的细

胞因子
,

参与免疫及炎症反应
,

脑缺血 再灌注可诱

导
碑一

日产生 一 ’‘」,

我们在实验中也发现
, 一

俘在

再灌后 时表达即明显增加
,

时达高峰
,

生成的
, 一

日可通过诱导粘附分子表达
、

促进脑内兴奋性氨

基酸和 自由基的释放
、

引起钙超载等途径加重脑损

伤
。

一

是一种单链糖蛋白
,

属于免疫球蛋白

超家族
。

脑缺血 再灌注发生后
,

循环中的炎性细胞

要进入脑组织
,

必须经历豁附
、

游出和趋化几个阶

段
,

其中炎性细胞豁附于血管内皮细胞是始动和关

键环 竹
,

而这一环节正是由
一

介导的「
” 」。 实验

结果显示
,

脑缺血 再灌注损伤可诱导内皮细胞大量

表达 八
一 ,

介导炎性细胞进人脑组织
,

从而启动

炎症反应 同时我们还发现
,

部分神经细胞亦有
一

表达
,

提示
一

不仅可以介导炎性细胞

进人脑组织
,

而且可 以介导炎性细胞与神经细胞直

接结合
,

并将其直接杀
,

从而在炎症的发生发展中发

挥重要作用
。

一

尽和
一

都是重要的细胞因子
,

它们互

相促进
,

诱发和加重 了脑缺血 再灌注后 的炎症反

应 再灌注早期腹腔内注射三七三醇皂昔
,

可显著降

低两者的表达
,

从而抑制炎症反应
,

减轻再灌后脑损

伤
。

众多研究表明凋亡机制参与了脑缺血 再灌注

损伤仁’
,

’了 ,

因此
,

抑制细胞凋亡已成为干预脑缺血

再灌注损伤的一个治疗靶点
,

并试图找到一种效果

理想的药物
,

其中作为中草药的三七三醇皂昔备受

关注
。

如李巾伟 〔
’‘〕在实验中发现

,

三七总皂昔能促

进抑制凋亡基因
一

的表达 体外培养的海马神经

细胞在经受缺氧 低糖刺激后
,

出现明显的凋亡现

象
,

若给予七总皂昔干预
,

凋亡明显减轻
,

进一步研

究发现
,

三七总皂昔通过减少钙离子内流
,

从而起到

抑制凋亡作用臼
。

我们在实验中也发现
,

应用三七

三醇皂昔干预后
,

细胞凋亡在
、 、

分别降低

了
、

和
,

其抑制凋亡的机制

可能与上述两种途径有关
,

但详细机制有待进一步

研究
。

总之
,

实验结果显示
,

脑缺血 再灌注发生后
,

一

月
、 一

和细胞凋亡表达明显增加
,

给予三七

三醇皂昔干预后
,

两者均受到显著抑制
,

同时脑梗死

体积明显减小
,

提示三七三醇皂昔可能通过抑制脑

缺血 再灌注后的炎症反应和细胞凋亡而起脑保护

作用
,

从而为探讨三七三醇皂昔药理作用提供了实

验理论依据
。

「参考文献 〕
〕二 〕 门

,

一

「」
, ,

,

一

〕许长庆
,

夏作理
,

史义菊 等 脑缺血后脑组织 含量和 活

性变化及 气七总皂普的影响仁〕 中国神经梢神科杂志
, 任 ,

们刘建辉 冀凤云
,

王 婷
,

等 三七总皂背对脑缺血再灌流损伤脑

保护作用的实验研究仁」中国临床神经科学
, ,

仁 〕容兆宇 血栓通治疗缺血性中风量效关系探讨仁 」中国中医急

症
, ,

仁 〕李 辉
,

张华明
,

彭 芳
,

等 通舒胶囊对缺血性脑损伤的保护作

用 〕中国新药杂志
, , 一 ·

仁 〕
’ , , , , 一

日
, 、 、。 〔 」 。 , ,

口
, 、, , , 。 。

一 金

」
, , 一

, , , , 、

一 一

」
, , 一

〔 」
, , ,

一 一 生 、

,

仁 〕
,

, 一

三 〕
, 。

〔」
, ,

红
, 、 。

〔口
, , 一

仁 〕
, , ,

狂〕
, 一 一

仁 〕李巾伟
,

朱培纯
,

司银楚
,

等 脑出血大鼠前脑抑凋亡基因
一

的表达及三七总皂昔的影响仁」中医药学刊
, , 一

〕朱陵群
,

范吉平
,

黄启福
,

等 三七总皂昔抗缺氧缺糖再给氧诱

导大鼠海马神经细胞凋亡 的研究 〕中国中药杂志
, ,

一
竣


