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摘 要:目的 观察三七总皂苷对脑缺血再灌注后大鼠神经血管单元(NVU)的影响,进一步探讨三七总皂苷在脑缺血

中作用特点。方法 Wistar大鼠60只随机分为对照组(20只),假手术组(20只)和三七总皂苷组(20只),每个组又按

再灌注后24h、7d分为2个亚组,每个亚组大鼠10只。制作右大脑中动脉阻断(MCAO)再灌注模型后,三七总皂苷组

大鼠立即腹腔注射三七总皂苷,以后每日1次直至相应时间点,对照组在相同时间内腹腔注射同体积的生理盐水。采用

Longa法进行神经功能缺损评分,免疫组织化学染色法检测层黏连蛋白(Laminin)、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)、神经元

核抗原(NeuN)蛋白表达。结果 再灌注后24h,三七总皂苷组和对照组大鼠神经功能缺损均比术后2h加重,两组比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。再灌注后7d,三七总皂苷组和对照组大鼠神经功能缺损评分均有改善,但三七总皂

苷组大鼠神经功能缺损评分改善比对照组明显,差异有统计学意义(P<0.05)。再灌注后24h,三七总皂苷组和对照组

均有NeuN、GFAP和Laminin蛋白表达,三七总皂苷组比对照组增多,但两组比较差异无统计学意义(P>0.05)。再灌

注后7d,对照组NeuN、GFAP和Laminin蛋白的表达增多,三七总皂苷组明显增多,与对照组比较,差异有统计学意义

(P<0.05或P<0.01);假手术组 NeuN、GFAP和Laminin蛋白表达无明显变化。结论 三七总皂苷促进脑缺血后

NVU组分神经元、胶质细胞和微血管的修复,在脑梗死中具有多靶点、多方位作用特点。
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  Abstract: Objective ToobservetheeffectsofPanaxNotoginsengSaponins(PNS)onneurovascularunit
(NVU)inratswithischemia-reperfusionandtofurtherstudytherolethatPNSplaysintreatmentofcerebral
ischemia. Methods SixtyWistarratswererandomizedtoacontrolgroup(n=20),asham-operation
group(n=20)andaPNSgroup(n=20).Eachgroupwassubdividedintotwosubgroupsaccordingtotime
pointsof24hand7dafterreperfusion.Aftertherightmiddlecerebralarteryocclusion(MCAO)-reperfusion
modelsweredeveloped,ratsofPNSgroupweregivenintra-peritonealinjectionofPNSimmediately,after-
wards,oncedailytillthecorrespondingtimepoints.Ratsofcontrolgroupreceivedintra-peritonealinjection
ofthesamevolumenormalsalineatthesametime.ALonganeurologicaldeficitscorewasusedtoevaluatethe
neurologicaldeficitgrade.Animmunohistochemistrystainingmethodwasusedtomeasuretheexpressionsof
Laminin,glialfibrillaryacidicprotein(GFAP)andneuronalnuclei(NeuN). Results At24hafterreperfu-
sion,ratsneurologicaldeficitinPNSgroupandcontrolgroupweremoreseriousthanthoseat2hafteropera-
tion,comparedPNSgrouptocontrolgroup,therewasnostatisticallysignificantdifference(P>0.05).At7
dafterreperfusion,neurologicaldeficitscoresinthePNSgroupandcontrolgrouphadbeenimproved,thePNS
groupwassuperiortothecontrolgroup,therewasstatisticallysignificantdifference(P<0.05).At24hafter
reperfusion,bothPNSgroupandcontrolgrouphadpositive-expressionsofNeuN,GFAPandLaminin,and
PNSgrouphadmorepositive-expressionsofNeuN,GFAPandLamininthancontrolgroup,butcompared
PNSgrouptocontrolgroup,therewerenostatisticallysignificantdifferences(P>0.05).At7dafterreper-
fusion,thepositive-expressionsofNeuN,GFAPandLaminininthecontrolgroupelevated,thepositive-ex-
pressionsofNeuN,GFAPandLaminininthePNSgroupelevatedmoreobviously,andcomparedPNSgroup
tocontrolgroup,therewerestatisticallysignificantdifferences(P<0.05orP<0.01).Thepositive-expres-
sionsofNeuN,GFAPandLaminininthesham-operationgroupremainedthesame. Conclusion PNScan
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enhancetherepairofNVUneurons,glialcellsandmicrovesselsincerebralischemia,whichhasthecharacter-
isticsofmulti-targetand-locationfunctionintreatmentofbraininfarction.
  Keywords: PanaxNotoginsengSaponins;brainischemia;reperfusion;neurovascularunit

  2008年中国第三次死因回顾抽样调查资料表明,脑卒中已

上升为中国的首位死因,幸存者中残疾率高达75%[1]。脑卒中

中缺血性卒中占60%~80%,缺血性脑损伤机制繁多复杂又相

互联系,脑缺血不仅导致脑神经元损伤,而且还损伤胶质细胞

和作为供给胶质细胞、神经元氧和营养物质的微血管,即神经

血管单元(neurovascularunit,NVU)的均受损[2]。我们前期研

究和目前的研究已发现三七总皂苷具有抑制脑卒中后的细胞

凋亡、脑水肿和炎症反应等多种作用。但是三七总皂苷对脑缺

血后 NVU的影响目前报道较少。因此,我们基于 NVU整体

概念,观察三七总皂苷对脑缺血后神经元、胶质细胞、微血管的

影响,进一步探讨其在脑缺血中的作用特点。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 Wistar大鼠60只,体重(240±20)g,清洁级,购
自右江民族医学院实验动物中心。
1.1.2 药物与试剂 三七总皂苷(血塞通注射液,昆明兴中制

药有限公司,批号:20051102),小鼠抗大鼠 NeuN单克隆抗体

和兔抗鼠GFAP多克隆抗体购自美国 Millipore公司,兔抗鼠

Laminin多克隆抗体购自英国Abcam公司。
1.2 方法

1.2.1 动物分组与造模 所有大鼠随机分为对照组(20只),
假手术组(20只)和三七总皂苷组(20只),每个组又按手术后

24h、7d分为2个亚组,每个亚组大鼠10只。参照Longa等[3]

大鼠大脑中动脉缺血模型的造模方法。大鼠以10%水合氯醛
(350mg/kg)腹腔注射麻醉,颈正中切开逐层分离暴露右颈总

动脉大、颈外动脉,线栓沿颈总动脉经颈内动脉入颅阻断大脑

中动脉,遇到阻力即停止,从颈总动脉分叉处计算插入深度(18
±2)mm,假手术组插入深度小于10mm。阻断2h后拔出线

栓造成再灌注。手术后2h采用Longa等[3]神经功能缺损评

分标准对造模情况进行评价(具体见下的评分标准),1~3分为

造模成功,及时差额补充保证每组的实验动物例数。
1.2.2 造模后的干预措施 大鼠成功造模后,立即给三七总

皂苷组大鼠腹腔注射三七总皂苷(血塞通注射液,昆明兴中制

药有限公司,批号:20051102)30mg·kg-1,以后每日一次直至

相应时间点。对照组在相同时间内腹腔注射同体积的生理盐

水。假手术组未做任何干预。
1.2.3 指标检测

1.2.3.1 神经功能缺损评定 在再灌注后2h、24h和7d采

用Longa等[3]的神经功能缺损评分标准进行肢体功能评估,即
0分,无神经功能缺损症状;1分,大鼠提尾倒挂时,病灶左侧前

肢呈屈曲、不能伸展;2分,向左侧转圈;3分,向左侧跌倒的征

象,即行走困难并向右侧倾倒;4分,不能自发行走,意识水平呈

下降状态。
1.2.3.2 NVU相关指标检测 在时间点24h和7d对各亚

组大鼠用10%水合氯醛(350mg/kg)腹腔注射麻醉后,先后以

生理盐水及4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液经心脏灌注固定,断头

取脑,脑组织置于冰冻切片机上做冰冻切片,片厚8μm。每只

大鼠取含缺血灶的3张脑片(假手术组则为相对应区域)用于

检测层黏连蛋白(Laminin)、胶质纤维酸性蛋白(glialfibrillary
acidicprotein,GFAP)、神经元核抗原(neuronalnuclei,NeuN)
的表达,免疫组织化学染色采用SP法,具体方法按试剂盒说明

书进行。每张脑片选取5个不同的高倍视野镜(×400),计算

单位面积内的阳性细胞(棕黄色)数,取其均数。
1.2.4 统计学分析 检测结果以(췍x±s)表示,应用SPSS13.0
统计软件对数据进行处理,各组间差异采用方差分析,P <
0.05表示差异有统计学意义。
2 结果

2.1 神经功能缺损情况 再灌注后2h,三七总皂苷组和对照

组大鼠神经功能评分差异无统计学意义(P>0.05),假手术组

不出现神经功能缺损。再灌注后24h,三七总皂苷组和对照组

大鼠神经功能缺损均比再灌注后2h加重,两组比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。再灌后7d,三七总皂苷组和对照组

大鼠神经功能缺损评分均有改善,但三七总皂苷组大鼠神经功

能缺损评 分 改 善 比 对 照 组 明 显,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05)。假手术组大鼠神经功能缺损评分均为0。见表1。

表1 三组大鼠再灌注后不同时间点神经功能

缺损情况比较 (췍x±s,分)

组别 n 2h 24h 7d

三七总皂苷组 20 1.82±0.23 2.23±0.35 0.84±0.12a

对照组 20 1.95±0.25 2.17±0.19 1.48±0.19
假手术组 20 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

 注:与对照组比较,a:P<0.05

2.2 再灌注后不同时间点NVU指标表达情况 再灌注后24
h,三七总皂苷组和对照组大鼠脑组织出现 NeuN、GFAP和

Laminin的蛋白表达,三七总皂苷组比对照组稍增多,但两组比

较差异无统计学意义(P>0.05)。再灌注后7d,对照组大鼠

脑组织NeuN、GFAP和Laminin的蛋白增多;而三七总皂苷组

大鼠脑组织NeuN、GFAP和Laminin的蛋白表达明显增多,与
对照组比较,差异有统计学意义(P<0.05或P<0.01);假手

术组大鼠脑组织 NeuN、GFAP和Laminin蛋白表达无明显变

化。见表2、图1。
3 讨论

近年来随着对中枢神经系统微观结构和功能认识的深入,
人们发现神经元、胶质细胞和微血管在脑组织发育的过程中相

互调节、相互作用,关系密切,即血管系统为脑细胞(神经元、胶
质细胞)提供氧气、葡萄糖和各种激素,并引导细胞对局部环境

做出恰当的应答,脑细胞调节血管的功能以适应局部的需求,
胶质细胞参与神经元的营养、支持及电生理活动的调节。在病

理过程如脑卒中发生后,这3种成分也互相影响[4-5]。于是,
2003年亚裔美国科学家Lo提出了 NVU的概念,此概念的提

出旨在强调神经元、神经胶质细胞和血管之间相互联系及相互

作用的重要性。可以认为由微血管、微血管周围的星形细胞突

起及由这些突起所支持的神经元以及其轴突共同组成的NVU
是中枢神经系统基本结构和功能单位。NeuN为表达在神经系

统大多数神经元胞核和胞浆中的特异性蛋白质,是成熟神经元

的特异性标志物[6]。GFAP为星形胶质细胞合成的重要骨架

蛋白,是星形胶质细胞的特征性标记物[7]。Laminin与Ⅳ型胶

原特定位点结合形成复杂立体结构,维持着基底膜正常功能和

稳定结构,对维持血脑屏障完整性和功能有重要作用,Laminin
是检测血管基底膜完整性的敏感指标[8]。
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表2 三组大鼠再灌注后不同时间点NVU相关指标表达情况比较 (췍x±s)

组别
24h

NeuN(个) GFAP(个) Laminin(支)

7d

NeuN(个) GFAP(个) Laminin(支)

三七总皂苷组 6.12±0.78 18.23±2.35 30.84±3.12 14.45±1.25a 40.45±2.53a 62.92±2.58b

对照组 5.65±0.55 16.87±2.19 27.48±2.19 10.91±0.95 31.19±2.25 40.95±2.25
假手术组 10.34±1.59 38.39±1.98 60.25±2.30 11.32±1.45 37.55±2.15 58.95±3.05

   注:再灌注后7d时,与对照组比较,a:P<0.05,b:P<0.01

图1 再灌注后7d时,三七总皂苷组和对照组大鼠脑组织Ne-
uN、GFAP和Laminin蛋白的表达(SP法 ×400)

其中,a为三七总皂苷组 NeuN蛋白的表达,b为对照组

NeuN蛋白的表达;c为三七总皂苷组 GFAP蛋白的表达,d为

对照组GFAP蛋白的表达;e为三七总皂苷组Laminin蛋白的

表达,f为对照组Laminin蛋白的表达

  NVU与缺血性脑损伤的发生发展关系密切,缺血时不仅

神经元,而且胶质细胞、神经轴突和微血管均受到损伤,神经

元,胶质细胞和血管内皮之间的损伤存在相互促进的关系,
NVU中任何组分的损伤都会波及其他组分[4],这提示脑梗死

的治疗目标应从过单一的对神经元保护,扩展为对神经血管单

元各组分全面的保护。药物治疗的靶点也应针对缺血损伤中

神经血管单元中的各种组成成分,进行多途径、多方位的治疗。
研究已证实一些中成药多具有多靶点、多途径的作用特

点。中成药三七总皂苷目前已发现具有减轻脑梗死后的炎性

反应、血管内皮的保护作用、促进神经干细胞的增殖分化等多

作用靶点[9-11]。三七总皂苷对缺血性脑损伤后 NVU影响的

研究国内外报道不多。在本研究中,我们发现缺血再灌注后24
h,不管三七总皂苷组或对照组大鼠脑组织均出现NeuN、GFAP
和Laminin的蛋白表达,三七总皂苷组比对照组增多,但两组比

较差异无统计学意义,对照组出现 NeuN、GFAP和Laminin的

蛋白表达是机体对缺血损伤自动修复的表现,由于三七总皂苷

对脑缺血的作用需要一个过程,故再灌注后24h时三七总皂苷

组大鼠脑组织 NeuN、GFAP和Laminin的蛋白表达与对照组

相差不大。脑缺血时由于 NVU各组分均受损伤,所以再灌注

后24h时,三七总皂苷组或对照组大鼠脑组织NeuN、GFAP和

Laminin的蛋白染色明显比假手术组少。缺血再灌注后7d
时,三七总皂苷组或对照组大鼠脑组织 NeuN、GFAP和Lami-
nin的蛋白表达增多,与对照组比较,三七总皂苷组大鼠脑组织

NeuN、GFAP和Laminin的蛋白表达明显增多,神经功能缺损

评分也比对照组改善,研究结果提示三七总皂苷促进脑缺血后

NVU组分神经元、胶质细胞和微血管的修复。本研究进一步

证实三七总皂苷在脑梗死中具有多靶点、多方位的治疗作用,
可同时作用于NVU中的神经元、胶质细胞和微血管,其具体机

制尚有待进一步探讨。
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