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【论著与临床报道】

三七总皂苷对缺血性脑卒中肠道功能影响的探讨
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2.右江民族医学院附属医院神经内科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨三七总皂苷对缺血性脑卒中后肠道相关蛋白及肠道功能的影响。方法 将36只SPF级SD大鼠随

机分为3组:假手术组、模型组和治疗组,3组继续分为7d和14d两个亚组。通过苏木素和伊红染色观察肠道病理学变

化;采用Chiu病理评分评估肠道的组织学改变程度;通过免疫组织化学检测肠道 Occludin和ZO-1蛋白的表达量。结

果 在假手术组中,肠黏膜正常,绒毛排列整齐,上皮完整;模型组肠道绒毛数量减少、形态破坏,治疗组与模型组的Chiu
病理评分相比,差异具有统计学意义(P<0.05)。模型组肠道的Occludin和ZO-1蛋白表达量减少,治疗后肠道Occlu-
din和ZO-1蛋白表达量有所恢复,在不同时间点,治疗组的 Occludin蛋白表达量与模型组比较,差异具有统计学意义

(P<0.05);在不同时间点,治疗组的ZO-1蛋白表达量与模型组比较,差异具有统计学意义(P<0.05)。结论 三七

总皂苷在治疗缺血性脑卒中时可以通过改善肠道的Occludin和ZO-1蛋白表达量,改善肠道功能,从而达到治疗目的。
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Effectofpanaxnotoginsengsaponinsonintestinalfunctioninpatientswithischemicstroke
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofpanaxnotoginsengsaponinsonintestinalrelatedpro-
teinsandintestinalfunctionofpatientsafterischemicstroke. Methods Thirty-sixspecific-pathongen-free
(SPF)SDratswererandomlydividedintothreegroups:theshamoperationgroup,themodelgroupandthe
treatmentgroup.Thethreegroupswerefurtherdividedinto7-dayand14-daysubgroups.Intestinalpathologi-
calchangeswereobservedbyhematoxylinandeosinstaining.Chiupathologicalscoringwasusedtoevaluate
thedegreeofintestinalhistologicalchanges.TheexpressionsofintestinalOccludinandZO-1proteinwerede-
tectedbyimmunohistochemicalassay. Results Intheshamoperationgroup,theintestinalmucosawasnor-
mal,thevilliwereneatlyarranged,andtheepitheliumwasintact.Inthemodelgroup,thenumberofintesti-
nalvillidecreasedandtheirmorphologywasdamaged.ThedifferenceinChiupathologicalscoringbetweenthe
treatmentgroupandthemodelgroupwasstatisticallysignificant(P<0.05).Theproteinexpressionsofin-
testinalOccludinandZO-1decreasedinthemodelgroup,andtheyrecoveredabitaftertreatment.Atdifferent
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timepoints,thedifferenceinOccludinexpressionbetweenthetreatmentgroupandthemodelgroupwasstatis-
ticallysignificant(P<0.05),andthedifferenceinZO-1proteinexpressionbetweenthetreatmentgroupand
themodelgroupwasstatisticallysignificant(P <0.05). Conclusion Panaxnotoginsengsaponinscanim-
proveintestinalfunctionbyregulatingproteinexpressionsofintestinalOccludinandZO-1inthetreatmentof
ischemicstroke.
  Keywords: panaxnotoginsengsaponins;stroke;tight-junctionprotein;intestinalfunction

  脑卒中是常见的脑血管疾病,分为缺血性卒中和

出血性卒中,其中缺血性卒中占80%[1],其发病机制

复杂,不仅对中枢神经系统有影响,而且还影响胃肠

道,如胃肠动力改变、便秘或大便性状改变、肠道黏膜

受损等肠道结构功能损害[2]。胃肠道不仅受自身肠道

信号调节,同时也受到中枢神经的调控;肠脑轴是肠道

和大脑之间的双向信号传递和关联,在缺血性脑卒中

的进展中肠脑轴具有重要作用,其中肠道屏障也是不

可或缺的[3],因此保护肠道结构和功能对缺血性卒中

治疗具有重要意义。
三七总皂苷是中草药三七的主要活性成分,实验

及临床研究表明,三七总皂苷通过抗炎、抗氧化,保护

血脑屏障等作用改善缺血性脑卒中再灌注损伤[4-5],发
挥脑保护作用。三七总皂苷在缺血性脑卒中治疗中是

否作用于肠道,保护肠道结构,改善肠道功能,目前少

见报道。为此,本试验将探讨三七总皂苷对缺血性脑

卒中后肠道结构和功能的影响,为三七总皂苷治疗缺

血性脑卒中提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物 雄性SD大鼠(体重250~300g,SPF
级别)购自长沙天勤[动物合格证号:SCXK(湘)2019-
0014]。将大鼠饲养在维持12h光照/黑暗循环,环境

温度保持在(24±2)℃,湿度(55±15)%的屋子里,所
有大鼠每天可自由饮水和进食,在实验开始前适应性

的喂养大鼠7d。

1.2 动物卒中模型和分组 将36只SPF级SD大鼠

随机分为3组:假手术组、模型组和治疗组,3组继续

分为7d和14d两个亚组,每个亚组6只。将大鼠麻

醉后,颈正中切开皮肤,分离肌肉及筋膜,分离右侧颈

总动脉和颈内外动脉,结扎颈总动脉远端及颈外动脉

近分叉口处,在颈总动脉开小口放入线栓栓塞颈内动

脉,固定线栓,缝合颈部皮肤,2h后取出线栓,观察大

鼠。假手术组只开颈部皮肤,分离颈总动脉和颈内外

动脉,不穿刺,然后缝合颈部皮肤。治疗组腹腔注射三

七总皂苷(100mg/kg剂量,每天1次,分别给药7d
和14d),其他两组给予相同剂量的生理盐水。每天记

录大鼠的体重和神经评分,神经功能评分按照Longa
评分[6]:0分,无缺陷,活动正常,或提尾倒挂时大鼠双

前肢对称伸向地面;1分,提尾时不能完全伸展病灶对

侧前肢;2分,行走向对侧转圈;3分,站立不稳、向偏瘫

侧倾倒;4分,不能主动行走,意识丧失。1~3分视为

制模成功。

1.3 组织学检查 取出大鼠小肠1cm,用多聚甲醛

固定并包埋在石蜡中,切成3μm切片,然后用苏木素

和伊红染色,在光学显微镜下由病理医生在不知情的

情况下评分,小肠黏膜损伤以Chiu’s为评分标准[7]。
黏膜损伤的Chiu病理评分量表用于评估每个1mm
的10个切片的组织学改变程度,然后取平均值。量表

由0~5的值组成,其中0为正常小肠黏膜绒毛;1为

在绒毛中轴出现肠黏膜上皮下的间隙,常常伴随毛细

血管充血;2为来自固有膜的肠黏膜上皮抬高以及肠

上皮下间隙的扩张;3为大片肠黏膜上皮抬高,绒毛向

两侧倒伏,偶有裸露的绒毛尖端;4为裸露的绒毛有外

露的固有层和扩张的毛细血管,可看到固有膜细胞成

分构成增加;5为固有膜蜕变或被消化,出血或溃疡形

成。

1.4 免疫组织化学 切取3μm的切片在60℃烘箱

烘烤1~2h,再经过二甲苯(10min)-二甲苯(10
min)-二甲苯(10min)-无水酒精(5min)-90%酒

精(5min)-80%酒精(5min)-70%酒精(5min),取
出切片用蒸馏水冲洗1min,置于PBS缓冲液中。柠

檬酸钠缓冲液中进行高温抗原修复(100℃,20min),
修复后冷却至常温,用PBS洗涤(3min×3次),滴加

内源性过氧化物酶阻断剂,室温孵育10min,用PBS
洗涤,将配制好的一抗滴加在组织上放置于4℃过夜,
用PBS洗涤(3min×3次),滴加酶标羊抗小鼠/兔

IgG聚合物,37℃孵育20min;用PBS洗涤(3min×3
次),用新鲜配置的DAB室温孵育5min,自来水冲

洗,苏木素染色液孵育20s;分化、冲洗返蓝;脱水、透
明、中性树脂封片,光学显微镜观察(×200),随机选取

6个视野并拍照,棕色颗粒即为阳性表达。Imagepro-
plus软件测定每个视野下的棕色颗粒的光密度(OD)
值,计算平均值。

1.5 统计学方法 用SPSS20.0软件进行数据统计,
数据以(췍x±s)表示。三组之间的统计显著性通过单因

素方差分析(ANOVA)确定,对所有数据方差齐性检

验。若方差相等,采用LSD检验;若方差不齐,采用

Tamhane’sT2检验。检验水准α=0.05。
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2 结果

2.1 大鼠神经评分和体重监测的变化 记录每只大

鼠不同天数的体重及神经评分,并绘制成图,造模成功

大鼠的神经功能评分维持在较高水平且体重呈下降趋

势;治疗组与模型组比较,用药后大鼠神经功能评分降

低,神经功能改善且体重下降改善,见图1。

注:Sham为假手术组,MCAO为模型组,PNs为三七总皂苷组 (n=6)。

图1 记录大鼠造模成功后7d和14d的神经功能评分和体重变化

2.2 肠道病理学的变化 通过苏木素和伊红染色后

观察肠道病理学变化(放大倍数×100),结果显示,在
假手术组中,大鼠小肠绒毛排列整齐,上皮完整。模型

组在7d和14d的肠道破坏、受损且恢复不佳,用药后

大鼠的肠道绒毛数量和形态都有所恢复,见图2。在

病理科医生不知情的情况下进行评分,记录每个图片

的分值并进行统计学计算,7d和14d模型组与假手

术组比较,差异具有统计学意义(P <0.05);治疗组

和模型组在7d和14d分别进行比较,差异亦具有统

计学意义(P<0.05),见表1。

注:Sham为假手术组,MCAO为模型组,

PNs为三七总皂苷组 (n=6)。

图2 肠道 HE染色图(光镜×100)

2.3 肠道Occludin和ZO-1蛋白表达量的变化情况

 对肠道切片进行免疫组织化学,检测紧密连接蛋白

Occludin和ZO-1的蛋白含量,Occludin蛋白主要在

黏膜绒毛下连续均匀分布,假手术组Occludin蛋白分

布均匀、连续,模型组分布减少,治疗后Occludin蛋白

表1 不同时间点大鼠肠道 HE染色Chiu评分

组别 n 第7天 第14天

假手术组 6 0.17±0.18 0.28±0.25
模型组 6 2.65±0.61a 2.53±0.46c

治疗组 6 0.90±0.23b 1.22±0.46d

F 65.163 46.942
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②组内之间两两比

较,与假手术组相比,a:P<0.05,c:P<0.05;与模型组相比,

b:P<0.05,d:P<0.05。

表达增加;ZO-1主要在肠上皮细胞中,假手术组中

ZO-1分布均匀,模型组可见ZO-1蛋白表达减弱,分
布不均,三七总皂苷治疗后,ZO-1蛋白表达信号增强,
见图3。在不同时间点,模型组和假手术组比较,差异

具有统计学意义;在不同时间点治疗组和模型组两两

比较,差异具有统计学意义,见表2。

3 讨论

肠道是人体最大的消化系统,包含消化、代谢调节

和免疫等功能[8],同时肠也是创伤后应激的核心器官,
在某些严重应激事件(烧伤、中暑、创伤、脑事件和移植

等)中,可能会引发一系列肠道事件,包括肠道黏膜破

坏、屏障功能障碍、肠道细菌和内毒素移位以及上消化

道出血[2]。有实验表明,缺血性中风不仅会改变肠道

微生物,还会增加肠道屏障的渗透性[3]。
缺血性脑卒中后,自主神经系统失调降低肠动力,

破坏肠黏膜屏障的完整性[9],导致卒中预后不良[10]。
同时肠道微生物与肠道屏障密切接触,肠道细菌在肠

上皮的黏膜层栖息,当黏膜层破坏时会导致致病菌的

入侵,在破坏肠道屏障同时激活肠道淋巴细胞,启动免
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注:Sham为假手术组,MCAO为模型组,PNs为三七总皂苷组 (n=6)。

图3 光镜下(×200)肠道Occludin和ZO-1的组织化学图

表2 大鼠肠道不同时间段Occludin和ZO-1蛋白的组织免疫化学OD值

组别 n
Occludin

第7天 第14天

ZO-1

第7天 第14天

假手术组 6 0.88±0.26 0.51±0.06 0.91±0.20 0.68±0.12
模型组 6 0.42±0.06a 0.21±0.04c 0.33±0.10e 0.22±0.05g

治疗组 6 0.63±0.07b 0.40±0.07d 0.63±0.10f 0.47±0.08h

F 12.223 44.508 24.276 39.793
P 0.001 <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与假手术组相比,a:P<0.05,c:P<0.05,e:P<0.05,g:P<0.05;与模型组相比,

b:P<0.05,d:P<0.05,f:P<0.05,h:P<0.05。

疫反应,进一步破坏肠道屏障。细菌的代谢物也会对

肠道屏障产生影响,当缺血性脑卒中发生后肠道的致

病菌增多并伴代谢产物的变化,而细菌代谢产物也参

与了中风后肠道屏障的破坏[11]。肠屏障主要分为机

械屏障、化学屏障、免疫屏障和生物屏障[12],肠上皮细

胞及细胞之间的紧密连接构成肠道的物理屏障。肠道

的紧密连接形成蛋白质膜是细胞间连接的一个重要形

式,是构成黏膜机械屏障的最重要结构,调节哺乳动物

细胞间离子和溶质的扩散。紧密连接包括跨膜蛋白,
如Claudin、Occludin和连接黏附分子-A(JAM-A),以
及细胞内斑块蛋白,如闭塞带(ZOs)和扣带蛋白[9,13]。

Occludin是跨膜蛋白的胞内结构域,与细胞质斑块蛋

白相关,为紧密连接提供了结构支架。紧密连接中的

支架分子包括ZOs和Cinglin。Occludin和许多Clau-
din亚型与ZOs(ZO-1,ZO-2,ZO-3)的N端的多结构

域结合,而ZO的C端区域与肌动蛋白细胞骨架相互

作用,而细胞骨架与紧密连接结构的关联对紧密连接

功能的调节和维持至关重要[14]。
紧密连接对于肠道屏障的通透性非常重要,破坏

后肠道内外稳态失衡,菌群发生移位,有害物质能够穿

透肠壁,由肠道转移至血液中,导致免疫炎性反应激

活,释放大量炎性因子,这些炎性因子随血液循环穿过

血脑屏障,加重缺血性脑损伤[2,15-16]。本实验发现:缺
血性脑卒中后肠道绒毛数量减少、形态破坏,肠道屏障

受损,Occludin和ZO-1蛋白的表达量减少,动物神经

功能评分增加、体重下降,且肠道屏障受损严重程度和

神经评分呈正相关。经三七总皂苷治疗后肠道Occlu-
din和ZO-1蛋白表达有所增加,肠道形态趋于正常,
绒毛数量明显增加,提示三七总皂苷治疗缺血性脑卒

中作用机制可能与保护肠道功能,维持肠道内外稳态

有关,防止有毒有害物质吸收入血,减轻脑缺血后炎症

反应,改善症状及神经功能,达到治疗疾病的目的。
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