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天麻超微粉对大鼠脑缺血再灌注损伤的神经保护作用

陶 陶
‘

曾可斌
‘

胡常林
“

摘要 目的
�

探讨天麻超微粉对大鼠脑缺血再灌注损伤的神经保护作用
。

方法
�

采用大鼠脑缺血 �小时再灌注 �� 小时的局灶

性缺血再灌注模型
。

用 ��染色
、

�
，
�

，
�
一

三苯基氯化四氮哩 �����染色
、

免疫组化方法分别观察使用天麻超微粉后脑片的病理

改变
、

脑梗塞的体积和神经细胞凋亡相关蛋白���
一
�

、

��
�
表达的变化

。

结果
�

���各组脑梗塞体积 比较
�

天麻超微粉能缩小脑梗

塞的体积
，

其低
、

中
、

高剂量组与缺血组相 比差异均有显著性�尸� 。
�

�� 或 尸� 。
�

���������染色结果
�

天麻超微粉低
、

中
、

高剂

量组缺血半球纹状体残存细胞百分率与缺血组相比差异均有显著性�尸� 。
�

�������各组 ���
一

����� 比值比较
�

缺血组与假手

术组相 比差异有显著性�尸� 。
�

����天麻超微粉低
、

中
、

高剂量组与缺血组相 比差异均有显著性 �尸��
�

�� �
。

结论
�

天麻超微粉

具有抗脑缺血再灌注损伤的神经保护作用
，

其作用可能与调控凋亡相关蛋白 ��
一
�

、

��� 的表达有关
。

主题词 脑缺血�中医药疗法 再灌注损伤�中医药疗法 � 天麻超微粉
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脑缺血一段时间后再恢复灌注时常发生严重的脑

组织损伤现象
，

神经细胞凋亡是造成缺血再灌注损伤

的重要因素
，

防治凋亡是减轻缺血性脑损伤的重要环

节
。

近年已有研究认为中药对脑缺血后神经细胞凋亡

有影响川
。

本实验采用大鼠脑缺血 �小时再灌注 �� 小

时的局灶性缺血再灌注模型观察天麻超微粉对脑梗塞

的体积和神经细胞凋亡相关蛋 白的影响
，

探讨其对缺

血性脑损伤的神经保护机制
。

� 材料与方法

�
�

� 动物与分组
�
�� 大鼠

，

雄性
，
���� ����

，

由重庆

重庆医科大学附属第二医院神经内科
，

重庆市临汇路 �� 号

��������

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

医科大学实验动物中心提供
。

随机将大鼠分为 �组
，

即

假手术组 �只
，

缺血组 �只
，

尼莫地平组 �只
，

天麻超

微粉低
、

中
、

高剂量组各 �只
。

均为缺血 �小时
，

再灌注

��小时
。

�
�

� 脑缺血再灌注模型的制备
�

参照 ����� 等的线

栓法川
。

大鼠麻醉后颈部正中切 口
，

分离右侧颈总动脉

�����
、

颈内动脉�����
、

颈外动脉 �����等
，

由 ���

残端起始部剪一个小 口
，

选用头端烫圆的 �一 。 号尼龙

外科线插入
，

以 ��� 分叉处算起进线深度为���士 。

����
，

至大脑中动脉�����起始部以完全阻断 ���

的血供
，
�小时后退出尼龙线即为再灌注

。

模型制成的

标志为麻醉苏醒时出现同侧的 �����
�
征和对侧以前

肢 为重 的偏瘫
。

假手术组做相 同的手术
，

但不 阻断

DOI ：10．13288／j ．11－2166／r．2005．04．028



中医杂志 ����年 �月第 �� 卷第 �期

���
。

�
�

� 药物与试剂
�

天麻超微粉用细胞级微粉碎设备
，

将天麻药材粉碎成微粉
，

制成每毫升相当于 �
�

��水溶

液
，

由贵州益康制药有限公司提供
，

批号 ���������尼

莫地平 由山东新华制药厂生产
，

批号 。����������
一

�

和 ��� 免疫组化染色试剂盒购 自武汉博士德生物工

程有限公司 ��
，
�

，
�
一

三苯基氯化 四氮哇 �����为华东

师范大学化工厂生产
。

�
�

� 给药方式及途径
�

假手术组不给药 �缺血组给生

理盐水 ��
�

�������
�尼莫地 平组 给尼莫地 平 �����

����天麻超微粉低
、

中
、

高剂量组分别给天麻超微粉

�� �
、

�
·

�
、

�
·

�����
。

均于造模后即刻腹腔注射给药
。

�
�

� ��� 染色和脑梗死体积测定
�

大鼠于缺血 �小

时再灌注 �� 小时后麻醉
，

快速断头取脑
，

在冠状面将

脑组织均匀切成 �片
，

放人 ��的 ��� 中
，
��℃恒温

孵育 �� 分钟
，

然后用 ���甲醛固定
，

过夜���
。

采用病

理图像分析仪测量脑梗死面积
，

根据梯形法则计算脑

梗死体积
。

�
�

� 标本制备
�

大鼠于缺血 �小时再灌注 �� 小时后

麻醉
，

开胸经心脏灌流生理盐水继之 以 ��多聚甲醛

灌流固定
。

剥取脑组织
，

冠状切取含纹状体部位脑块
，

浸人上述固定液中
，

梯度 乙醇脱水
，

二甲苯透明
，

石蜡

包埋
，

冠状连续切片
，

片厚 �拌�
，
�� 染色

，

光镜下观察

组织病理学变化
。

�
�

� ��
一

�和 ��� 免疫组织化学染色
�

采用 ����法
，

切片常规脱蜡至水
。

蒸馏水新鲜配制 ���
�
�

� ，

室温 �

一 ��分钟以灭活内源性酶
。

蒸馏水洗 �次
，

将切片浸

人 �
�

��� 构椽酸盐缓冲液����
�

��
，

微波炉加热至沸

腾后断电
，

间隔 �一�� 分钟后
，

反复 �一�次
。

冷却后

���洗涤
。

抗原修复液 �滴加在切片上室温 �一�� 分

钟后 ���洗涤
。

滴加正常山羊血清封闭液
，

室温 �� 分

钟
，

甩去多余液体
，

不洗
。

分别滴加适 当稀释的 ��
一

�

或 ��� 的单克隆 �抗�兔 ����
，
�℃过夜

。

���洗涤
，

滴

加生物素化 ����羊抗兔 ���
，
��� ��℃ ��分钟

，
���洗

涤
，

滴加试剂 ����
，
��� 显色

，

蒸馏水洗涤
，

苏木素

轻度复染
，

脱水
，

透明
，

封片
。

�
�

� 定量分析方法
�

采用图像分析仪
，

对切片任意取

�� 个视野
，

对显色阳性的细胞计数
。

显微镜下胞浆或

胞核有棕黄色颗粒者为阳性细胞
。

�
�

� 统计学处理
�

应用 ������
�

。 软件包进行统计分

析
。

各组实验数据以 王士
�
表示

，

组间比较采用 �检验
。

� 结果

�
�

� ��染色结果

�
�

�
�

� 光镜下观察
�

假手术组
�

神经元形态正常
，

核仁

清晰
。

缺血组
�

缺血对照侧神经元形态正常
，

核仁清晰 �

缺血中心区纹状体神经元脱失明显
，

残存细胞多无完

整细胞结构
，

缺血周边区皮层未见明显神经元脱失
�残

存细胞可见坏死性细胞形态及凋亡性细胞形态
，

后者

表现为圆形或椭圆形的凋亡小体
，

边缘光淆
，

或胞浆及

核固缩
，

细胞膜边缘有出芽状小泡等
。

尼莫地平组
�

缺

血中心区神经元脱失明显减轻
，

周边区皮层细胞形态

接近正常
。

天麻超微粉低剂量组
�

缺血中心区神经元脱

失减轻
，

周边区皮层细胞形态接近正常
。

天麻超微粉

中
、

高剂量组
�

与尼莫地平组相似
。

�
�

�
�

� 细胞计数
�

用图像分析系统分别对缺血侧及对

照侧 �缺血对侧�的皮层及纹状体进行细胞计数
，
以缺

血侧细胞数占缺血对侧细胞数的百分率作为残存细胞

百分率
。

表 �示
，

尼莫地平组
，

天麻超微粉低
、

中
、

高剂

量组缺血半球纹状体残存细胞百分率与缺血组相 比差

异均有显著性 ����
�

����天麻超微粉中
、

高剂量组与

尼莫地平组相 比差异无显著性 �尸��
�

����天麻超微

粉低剂量组与尼莫地平组
、

天麻超微粉中
、

高剂量组相

比差异均有显著性����
�

�� 或 尸��
�

�� �
。

提示天麻

超微粉能减轻纹状体细胞脱失程度
，

增加纹状体残存

细胞百分率
，

其作用与剂量呈正相关
。

表 � 各组缺血半球纹状体和皮层残存

细胞百分率比较��
，

王士
、 �

组别 鼠数 纹状体 皮层

假手术组 � � �

缺血组 � ��
�

��士 �
�

�� ��
�

��士 �
�

��

尼莫地平组 � ��
�

��士�
�

��
‘ △△ ��

�

��士 �
�

��

天麻超微粉低剂量组 � ��
�

��士�
�

��
“

��
�

��士 �
�

��

天麻超微粉中剂量组 � ��
�

��士 �
�

��
’ △ ��

�

��士 �
�

��

天麻超微粉高剂量组 � ��
�

��士 �
�

��
‘ △△ ��

�

��士�
�

��

与缺血组 比较
， 二 尸��

�

�� �
与天麻超微粉低剂量组 比较

，△�� 。
�

��
，△△尸��

�

��

�
�

� 各组脑梗死体积比较
�
���染色后

，
正常脑组织

呈红色
，

而缺血梗死区为苍 白色
，

与正 常组织边界清

晰
，

显示出明显的梗死区域
。

梗死体积 比���一脑缺血

再灌注后形成的脑梗死体积�对侧正常半球体积
。

表 �

示
，

假手术组没有梗死灶形成
，

缺血组脑组织梗死面积

较大
，

尼莫地平组
，

天麻超微粉中
、

高剂量组梗死面积

表 � 各组脑组织梗死体积比较��
，

牙士
��

�����������

一一
组别 鼠数 梗死体积比

假手术组 � �

缺血组 � ��
�

��土 �
�

��

尼莫地平组 � ��
�

��士 �
�

��
“ ‘

天麻超微粉低剂量组 � ��
�

��士 �
�

��
‘ △

天麻超微粉中剂量组 � ��
�

��士 �
�

��
‘ “

天麻超微粉高剂量组 � ��
�

�� 士 �
�

��
� ‘

与缺血组 比较
， 二 尸��

�

��
， ， ， �� 。

�

�� �
与尼莫地平组 比较

，△�
��

�

��



����
�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

组别

假手术组

缺血组

尼莫地平组

衰 � 各组 ��
一

�
、

��� 在同侧皮层表达的百分率比较 ‘ 土 、 �

鼠数 ��卜��写� ��
��写� ���

一
���

��

天麻超微粉低剂量组

天麻超微粉中剂量组

天麻超微粉高剂量组

�
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��△△
��

�

��士 �
�

��
书 � △△

��
�

��士 �
�

��
� △△ ‘

��
�

��士�
�

��
份 苍 △△ ‘

��
�

��士 �
�

��
� 份 △△

�
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��△△

��
�

��士 �
�

��
苍 件 △△

��
�

��士 �
�

��△△ ‘

��
�

��士 �
�

��
“ � △△ ‘

��
�

��士 � ��
“ 怪 △△

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��△△

�
�

��士 �
�

��
， 书

�
�

��士 �
�

��
“ “ △△ ‘

�
�

��士�
�

��
份 件

么△ ‘

�
�

��士 �
�

��
甘 谬 △

与假手术组 比较
，△尸���

��
，△△尸���

�� �与缺血组比较
， ， 尸� 。

�

��
， ， ， 尸��

�

��
�
与尼莫地平组比较

，▲尸� 。 、

��

较缺血组明显缩小
，

差异均有显著性 �尸� 。
�

����天麻

超 微粉低剂量组 与缺血组相 比差异有显著性 �尸�

�
�

����天麻超微粉中
、

高剂量组与尼莫地平组相 比差

异无显著性 �尸� 。
�

���
。

提示天麻超微粉能缩小脑梗

死的体积
，

其作用与剂量呈正相关
。

�
�

� 各组凋亡相关蛋白���
一

�
、

��� 表达的比较
�

由于

缺血中心区 ���
一

�几乎无表达
，

只有 ��� 大量表达
，

而

周边 区皮层 ���
一

�和 ��� 都有表达
，

故只比较两者皮

层的表达变化
。

以阳性细胞数占残存细胞数的百分率

进行统计
。

表 �示
，

假手术组 ���
一

�和 ��
� 表达很少

，

与其他各组 比较差异均有显著性 �尸� �
�

�� 或 尸�

�
�

����尼莫地平组
，

天麻超微粉中
、

高剂量组 ��
一
�和

��� 表达与缺血组相比差异均有显著性����
�

����天

麻超微粉低剂量组 ��卜�表达与缺血组相 比差异有显

著性 ����
�

���
，

而 ��� 表达与缺血组相 比差异无显

著性 ��� �
�

����天麻超微粉高剂量组与尼莫地平组

相 比差异无显著性 �尸��
�

���
。

提示天麻超微粉能提

高 ��
一

����� 的表达比例
，

其作用与尼莫地平相当
，

且

与剂量呈正相关
。

� 讨论

近年研究认为川
，

脑缺血时神经细胞凋亡受基因

调控
，
已知与神经元凋亡相关的基 因有 ��� 酶系家

族
、
���基因

、
���

一

�基因家族
、

即刻早期基因��
一

��� 和

�一����等
。

各种基因和蛋 白在细胞凋亡中的作用各不

相同
，

如 ��
一

�与 ��
� 同属 ���

一

�蛋白家族
，

但 ���
一

�是

���
一

�基因家族中抑凋亡蛋白
，
��� 是该基因家族中促

凋亡蛋 白
。

细胞凋亡的发生还与���
一

����
� 比值有关

，

比值高
，

细胞存活率高
，

比值低
，

细胞凋亡率高
，

测定

���
一

����
� 比值有利于判断是否发生细胞凋亡阁

。

本研究所采用的 ��染色能初步观察脑组织神经

元的病理改变
。

���染色作为线粒体活性指示剂
，

通

常用于评估局灶性脑缺血后脑梗死范围
，

通过线粒体

中过氧化氢酶还原作用
，

正常脑组织呈红色
，

而缺血梗

死区为苍白色阁
。

药理研究表明天麻具有扩血管
、

抗缺血缺氧
、

降低

血浆私度
，

对红细胞变形和聚集指数异常均有显著改

善作用���
�〕 。

这为天麻防治缺血性 中风提供了理论依

据
。

天麻中的有效成分分布于细胞内与细胞间质
，

而以

细胞内为主
。

采用传统方式粉碎其细胞的破壁率极低
，

有效成分释放速度很慢
。

采用细胞级微粉碎的方式
，

将

天麻粉碎成超微粉
，

天麻细胞的破壁率����
，

细胞内

的有效成分充分暴露出来
，

其释放速度及释放量大幅

提高
，

其生物利用度亦会相应提高
。

已有研究证明
，

天

麻超微粉和普通粉在药效学方面有差异川
，

天麻经细

胞级微粉碎后的超微粉
，

其活性成分有所提高铆〕 。

本实验的结果显示
，

天麻超微粉能减轻纹状体细

胞脱失程度
，

增加纹状体残存细胞百分率
，

缩小梗死体

积
，

提高 ��
一

����� 的表达比例
，

说明其可减轻脑缺血

再灌注后神经细胞损伤
，

具有神经保护作用
。

这种保护

作用可能与其调控凋亡相关蛋 白的表达有关
，

这为临

床应用天麻治疗缺血性脑血管疾病提供了一定的实验

依据
。
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