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三七为五加科人参属植物三七 ( Panax notoginseng

( Burk) F.H.Chen) 的干燥根 , 是我国特产的珍贵药材 , 具

有散瘀止血、消肿定痛的功效 [ 1]。三七三醇皂苷 ( panaxatriol

saponins, PTS) 是三七中提取的主要活性成份 , 其中人参三

醇皂苷 Rg1 的含量达 60%以上 , Rg1、R1、Re 三者的含量

约达 80%。有研究表明 , 三七三醇皂苷对大鼠脑缺血再灌注

损伤有明显保护作用 [ 3, 4] , 并且三七有效成份能治疗脑血管

意外后遗症 [ 2]。本文旨在采用栓线法致大脑中动脉闭塞

( MCAO)建立大鼠局灶性脑缺血模型 , 进一步观察 PTS 对

脑缺血损伤的保护作用以及对 MCAO 大鼠脑血流量的影

响 , 以期为三七三醇皂苷的临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 药品及器材

三七三醇皂苷对大鼠局灶性脑缺血损伤的保护作用

和脑血流量的影响
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【摘要】 目的 探讨三七三醇皂苷 ( PTS)对局灶性脑缺血损伤的保护作用。方法 将大鼠随机分成 6 组 :

假手术组 , 模型组 , PTS25、50、100 mg /kg 组和阳性对照药血栓通注射液 ( XST)组 ; 采用栓线法使大脑中动脉闭

塞 ( MCAO)建立大鼠局灶性脑缺血模型 , 于造模 24 h 后进行行为学评分 , 测定脑组织含水量以及脑组织中超氧

化物歧化酶 ( SOD)和丙二醛 ( MDA)含量 , 计算脑梗塞面积百分比以及进行组织病理学检查。结果 三七三醇皂

苷 50、100 mg /kg 能明显缓解脑缺血大鼠的行为学症状 , 减轻其脑水肿程度 , 降低血清中 MDA 含量和升高 SOD

含量 , 并能减少其脑梗塞面积 , 减轻脑组织病理学损伤。结论 PTS对大鼠局灶性脑缺血有较明显的保护作用 ,

增加脑血流量可能为治疗作用机理之一。
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【Abstract】 Objective To study the protective effects of PTS on focal cerebral ischemia in rats. Method Rats

were randomly divided into 6 groups: the Sham, the Control, the PTS ( 25 mg, 50 mg and 100 mg /kg) , and the

XST. The rat′s mode of focal cerebral ischemia was made by middle cerebral artery occlusion ( MCAO) with nylon

suture; the effects of the drug were studied about neurological deficit, the water content of brain tissue, the activities

of SOD , and MDA in brain tissue, the cerebral infracted zone, as well as undermicroscopic examination. Result

PTS ( 50 mg and 100 mg /kg) could significantly reduce the scores for neurological deficits and brain edema, improve

the activities of SOD, lower the content of MDA, reduce the cerebral infracted zone and alleviate the injury of

cerebral ischemia. Conclusion PTS has obviously protective effects on the focal cerebral ischemia in rats, the increase

of rCBF may be one of the protection mechanism.
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三七三醇皂苷由药学院药理毒理实验室提供 , 纯度

80%以上。血栓通注射液 , 由广东永康药业有限公司提供 ,

生产批号 : 0409011; 氯代三苯基四氮唑 ( 红四氮唑或

TTC) , 由 Fluka 公司提供 ; 多聚甲醛 , 天津市化学试剂研究

所 , 批号 : 20020308; 水合氯醛 , 五联化工厂 (中国上海 ) , 批

号 : w20021122;激光多普勒血流仪 ( Peri Flux System 5000) ,

美国 PERMED公司产品。

1.2 实验动物分组及给药方法

雄性清洁级 SD 大鼠 ( 合格证号 : 2006A064) , 体重

230～280 g, 随机分成假手术组、模型对照组、PTS低剂量

组 ( 25 mg /kg)、PTS中剂量组 ( 50 mg /kg)、PTS 高剂量组

( 100 mg /kg)和血栓通注射液组 ( 0.45 mL /kg)。于术前 3 d

开始每天一次各组分别尾静脉注射给药 , 造模前 0.5 h 进行

第 3 次给药 , 造模后 6 h 和 12 h 分别进行第 4、5 次给药 ,

即总共给药 5 次。模型组和假手术组大鼠给予注射生理盐

水。

1.3 动物模型制备 [ 5]

1.3.1 线栓制备 取 0.235 mm 尼龙渔线 , 截作每段 8 cm

左右 , 头端 0.5 mm 加热成光滑的球形 , 距插入端 10 mm、

18 mm、20 mm 三处分别用信号笔作标记 , 酒精清洁后置

生理盐水中备用。

1.3.2 手术方法 将大鼠用 10%水合氯醛 3.5 mL /kg 腹

腔注射麻醉 , 颈部正中切口 , 分离左侧颈总动脉 ( CCA)、颈

外动脉 ( ECA)和颈内动脉 ( ICA) , 并分离翼额动脉 ( PPA)。

在颈内动脉近端备线、远端放置动脉夹 , 颈总动脉近分叉

处切口 , 插入拴线 , 避开翼突腭动脉 , 插至大脑中动脉稍感

阻力时即可 , 其深度为 17～20 mm, 动脉外用手术线绑扎固

定。栓线进入颈内动脉 , 入颅至大脑前动脉 , 阻断大脑中动

脉所有血流来源。伤口和腹腔均注入少量抗生素后 , 缝合

皮肤 , 回笼饲养。

造模成功的标准 : 术后 24 h, 每只取手术侧脑小片进

行 TTC 染色 , 变白色者为模型成功 ; 动物手术后有明显手

术侧 (即左侧 ) Horner 症 (左侧眼睑下垂 , 眼球凹陷 )及手术

侧 (即左侧 )偏瘫体症 (不能完全伸展左前肢 , 行走时向左

侧倾倒或转圈 )。

1.4 检测指标

1.4.1 行为学评分 按照 Longa[ 9]神经功能缺损评分法进

行评分。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。

1.4.2 脑含水量测定 造模 24 h, 神经病学评分后 , 快速

断头取鼠大脑。取左侧半脑后半部分分别称湿重 , 置 120℃

烤箱烘干至恒重 , 按以下公式计算脑组织含水量 , 脑组织

含水量 ( %) =(湿重- 干重 ) /湿重×100%。

1.4.3 脑组织匀浆测定超氧化物歧化酶 ( SOD)、丙二醛

( MDA)的含量 脑组织匀浆液的制备 : 迅速断头取脑 , 取

左侧半脑前小部分放于液氮中保存待测。从液氮中取出半

脑称取 100 mg, 后置于 9 倍的生理盐水中 , 用研磨器于冰

块上研磨 , 制成 100%(W/V) 脑匀浆液 , 3500 转 /min, 离

心 10 min。检测方法 : MDA 测定采用硫代巴比妥酸法 ,

SOD活力检测采用黄嘌呤氧化法。

1.4.4 脑梗塞范围的测定 [ 8] 造模后 24 h 大鼠 , 快速取

全脑 , 去掉嗅球、小脑和低位脑干 , 冰冻 25 min。然后行冠

状切面取大脑中间一片 , 迅速置 1%红四氮唑 ( TTC)中 , 避

光 , 37℃温孵 20 min, 其间每隔 7～8 min 翻动一次 , 染色后

以 4%多聚甲醛固定。染色结果 : 正常组织呈红色 , 损伤梗

死组织呈白色。拍照后以称重法计算脑梗死面积百分比。

1.4.5 病理组织学检查 造模后 24 h 大鼠脑 , 于视交叉

处行冠状切面取左侧脑中间一小片放入 4%多聚甲醛磷酸

盐缓冲液保存超过 48 h。每个组织块均酒精梯度脱水 , 石

蜡包埋 , 切片厚约 4 μm, 进行苏木素一伊红 ( Haematoxylin-

Eosin, HE)染色。光镜下观察脑组织病理学变化。

1.4.6 对 MCAO 大鼠脑血流量的影响 模型的建立同

前 , 造模成功 (脑血流监测可见脑血流数值会骤然下降 )立

即进行舌下静脉给药 , 给药剂量与分组同前。用激光多普

勒血流仪测定大鼠大脑中动脉供血中心缺血区各时间点

的局部脑血流量 ( rCBF)的变化。动物俯卧 , 沿颅骨正中偏

左切开皮肤及皮下组织 , 于左侧距中线 5 mm, 前囟后 1.5

mm 处钻 1 个直径 2 mm的小孔 , 该点为大脑中动脉栓塞

( MCAO)后大脑皮层缺血中心区。沿小孔插光纤探头固定

于大脑皮层表面 , 连续监测 MCAO 前 (基础值 )、MCAO 后

10, 20, 30, 60, 120 和 180 min 的 rCBF。

1.5 统计学处理

数据以 ( x±s)表示 , 组间采用单因素方差分析 , 统计

软件为 SPSS13.0 软件包。

2 结果

2.1 神经行为学评分以及脑含水量结果

PTS 50、100 mg /kg组可明显改善 MCAO, 24 h 大鼠的

神经行为学评分和脑含水量与模型组比较具有统计学意

义 ( P < 0.05, 表 1)。

2.2 脑组织中 SOD 活性和 MDA 含量以及脑梗死面积结

果

PTS 50、100 mg /kg组与模型组相比脑组织中 MDA的

含量明显降低、SOD 活性升高 ( P < 0.05 或 P < 0.01) , 与模

型组比较脑梗死面积明显减少 ( P < 0.05 或 P < 0.01) ; PTS

表 1 神经行为学评分以及脑含水量结果 ( x±s)

Tab.1 Result of neurological deficit and water content of

brain tissue after MCAO ( x±s)

组别

假手术组

模型对照组

PTS 25 mg /kg

PTS 50 mg /kg

PTS 100 mg /kg

血栓通组

例数

10

9

8

10

9

9

神经行为学评分

0.25±0.35

2.11±0.74#

1.69±0.70

1.45±0.44*

1.22±0.67*

1.28±0.62*

脑含水量 ( %)

77.9±1.24

80.2±1.15 #

79.4±1.30

78.6±0.87*

78.1±1.10*

78.5±0.95*

与假手术组比较 : # 为 P < 0.01; 与模型组比较 : * 为 P < 0.05
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25 mg /kg 组与模型组比较 , SOD 活性明显升高 ( P < 0.05,

表 2)。

2.3 脑组织形态学变化

假手术组大鼠神经元及脑实质细胞结构基本正常 , 核

仁清楚 , 染色均匀 , 细胞周围间隙略扩大。模型对照组大鼠

脑镜下可见明显大面积软化灶 , 有的呈筛网状。细胞周围

间隙明显扩大、肿胀 , 尼氏小体减少或消失 , 核深染、固缩

或溶解 , 脑组织血管扩张 , 明显充血。PTS 50、100 mg /kg

组比模型组病变有明显的改善 , 脑组织神经细胞、神经胶

质细胞、小血管及毛细血管周围间隙略变宽 , 部分细胞轻

度或中度肿胀 , 胞核和胞浆有些不清 , 核仁比较模糊 , 偶见

尼氏小体。PTS 25 mg /kg组比模型组病变略有改善 , 脑组

织神经细胞、神经胶质细胞、小血管及毛细血管周围间隙

中度变宽 , 细胞肿胀 , 染色加深 , 尼氏小体消失 , 少数细胞

核固缩 , 核膜模糊 , 核仁不清 , 可见炎症细胞浸润。血栓通

组病理改变与 PTS 50、100 mg /kg组相似 (图 1)。

(图 1 见封底 )。

2.4 对 MCAO 大鼠脑血流量的影响

假手术组大鼠血流在 0～180 min 保持平稳 , 而模型组

大鼠脑栓塞后脑血流量明显减少 , MCAO 10 min 时局部脑

血流明显下降 , 为缺血前的 49%, 20 min 时又有所下降 , 然

后趋于稳定。PTS 50、100 mg /kg两组 MACO后其脑血流值

比模型组明显增加 ( P < 0.05) , 以 PTS 高剂量最为明显 , 提

示 PTS能明显增加 MCAO后大鼠的 rCBF(表 3)。

表 2 脑组织中 SOD 和 MDA 含量以及脑梗死面积结果 ( x±s)

Tab.2 Result of SOD activety and MDA levels in brain tissue

and cerebral infarcted zone after MCAO ( x±s)

组别

假手术组

模型对照组

PTS 25 mg /kg

PTS 50 mg /kg

PTS 100 mg /kg

血栓通组

动物数

10

9

8

10

9

9

MDA含量

( nmol /mL)

3.68±1.06

6.39±1.72 #

4.77±1.66

4.35±1.10* *

4.06±1.04* *

4.12±1.65*

SOD含量

( U /mL)

154.68±23.81

108.10±20.63#

142.06±35.64*

148.63±25.28* *

145.84±21.88* *

151.38±24.56* *

脑梗死面积

( %)

1.15±0.017

23.49±0.043 #

19.81±0.075

18.37±0.039*

16.40±0.037* *

18.30±0.055* *

与假手术组比较 : # 为 P < 0.01; 与模型组比较 : * 为 P < 0.05,

* * 为 P < 0.01

表 3 PTS 对 MCAO 大鼠局部脑血流量 ( rCBF )的影响 ( x±s)

Tab.3 The effects of PTS on rCBF after MCAO( x±s)

组别

假手术组

模型组

PTS 50 mg /kg

PTS 100 mg /kg

血栓通组

0

687±100

646±101

614±118

618±127

628±132

10

660±105

319±76 #

442±79*

437±72*

446±109

20

662±108

222±50 #

398±113*

383±35* *

366±92*

30

671±111

248±75 #

424±62* *

357±49*

377±62*

60

673±105

234±62 #

426±74* *

365±71*

363±66*

120

663±115

243±67 #

420±96* *

360±73*

351±58*

180

655±120

231±75 #

420±75* *

353±93

370±41* *

MCAO后时间 ( min)

与假手术组比较 : # 为 P < 0.01; 与模型组比较 : * 为 P < 0.05, * * 为 P < 0.01

3 讨论

祖国传统医学重视气、血、津、液的正常运行 , 认为脑

缺血的病因多为气虚血瘀所致 [ 7]。三七乃活血化瘀之良药 ,

现代药理研究证实其有抗自由基作用 , 同时还具有降低血

黏度、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 [ 3]。有研究表明 , 三七三醇皂苷对大鼠脑缺血

再灌注损伤有明显的保护作用 [ 4, 6] ; 并且三七有效成份能

治疗脑血管意外后遗症 [ 2]。本研究通过线栓法制备大脑中

动脉栓塞模型 , 观察三七总皂苷对脑缺血大鼠的防治作

用 , 采用激光多普勒血流仪测定 MCAO大鼠大脑中动脉供

血中心缺血区各时间点的脑血流量。结果显示 , PTS 50、

100 mg /kg 静脉注射能明显改善中动脉闭塞所致局灶性

脑缺血大鼠的神经功能 , 明显缩小梗塞面积、减轻脑水肿 ,

显著降低中动脉闭塞大鼠大脑组织中的丙二醛 ( MDA) ,

增加超氧化物歧化酶 ( SOD) 含量。病理切片也表明 , PTS

可明显改善局灶性脑缺血下大鼠的脑代谢 ; 维持脑缺血状

态下神经细胞的正常形态和功能 , 延缓、减轻其坏死。100

mg /kg PTS 在单次给药 10 min 后明显增加 MCAO 大鼠大

脑中动脉供血中心缺血区各时间点的 rCBF, 改善缺血区

的血氧供应。这表明三七总皂苷对局灶性脑缺血损伤有良

好的保护作用。

缺血性脑血管病多为脑血管痉挛或栓塞引起脑组织

缺血、缺氧而致能量耗竭、兴奋性氨基酸释放、细胞内钙超

载、自由基的产生等因素 , 致脑组织水肿、神经细胞变性坏

死 [ 7]。有关三七三醇皂苷对脑缺血损伤保护作用的相关机

制报道 [ 3, 6]有 :①钙通道阻断作用 , 实验证明三七总皂苷能

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 ;②抗自由基作用 , 实验证明三七总皂苷能使脑组织

以及血浆总的丙二醛显著减少 , 超氧化物岐化酶活性升

高 , 对黄嘌呤氧化酶氧化黄嘌呤产生的氧自由基有清除作

用 ;③三七总皂苷能抑制血小板聚集 , 降低血液粘稠度 , 改

善血液高凝状态 ;④保护血脑屏障 , 减轻其损伤等。

(下转第 1201 页 )
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本研究结果也进一步证明了三七三醇皂苷能清除氧自

由基、抑制脑水肿 , 从而减轻神经元细胞的损伤。另外 , 本研

究发现三七三醇皂苷能明显增加 MCAO 大鼠大脑中动脉供

血中心缺血区各时间点的 rCBF, 改善缺血区的血氧供应 , 从

而减轻脑缺氧损伤。这可能与三七三醇皂苷能改善血液流变

学 ,扩张微细血管 , 从而增加微细血管开放数目等有关 , 可进

行更深一步的研究。
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!估计值分别为- 1.6555、- 1.1701、0.6967、0.8862、0.6503, 说
明饭前、便后洗手是蛔虫感染的保护因素 ( P < 0.0001) , 这

与安徽、广西的调查结果 (便后洗手有高度保护作用 ) [ 4, 5]一

致 , Olsen A 等 [ 10]还发现不使用肥皂洗手的家庭感染蛔虫

病的危险比使用肥皂的家庭高 2.6 倍。说明洗手在阻断蛔

虫病传播上有非常显著的意义。由于江西地区群众没有生

吃蔬菜的习惯 , 在病例和对照组中这一因素暴露比例均较

低 ,故生吃蔬菜没有统计学意义( P=0.4156)。

在进行单因素分析时 , 使用卫生厕所是蛔虫感染的保

护因素 ( OR=0.375) , 进入多因素回归分析后没有统计学

意义 ( P=0.1061)。由于多因素 Logistic 分析能控制可能的

混杂因素对应变量的影响 , 但不能确证被剔除的因素与感

染间没有联系 , 所以使用卫生厕所为可能的保护因素。

杨益超等 [ 5]研究广西蛔虫感染危险因素后认为 , 药物

治疗干预可以降低蛔虫的感染 , 但在本研究中 , 10 年内驱

虫次数没有统计学意义 ( P = 0.2554) , 可能为病例与对照

来自于同一村落 , 有相同的药物驱虫背景所致。

综上所述 , 个人卫生习惯是影响江西省农村人群蛔虫

感染的主要因素。因此 , 以改变个人卫生习惯为目的的健

康教育 , 特别是针对儿童和母亲的宣教应成为今后蛔虫防

治工作的重点。
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