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!摘要"

!

目的
!

研究刺五加皂苷对脊髓损伤后组织内脑源性神经营养因子%

W?>]

&和脊髓内神经生长因子%

>Z]

&两种

蛋白表达的影响#探讨刺五加皂苷对损伤脊髓的保护作用(

方法
!

将
C$

只雄性大鼠随机分为
&

组!假手术组$模型组和刺五

加皂苷干预组#每组
#$

只(将实验动物用
#"X

水合氯醛麻醉后#用改良
'33+2

,

;

法进行急性脊髓损伤模型造模(造模后#假手

术组予正常饲养#模型组予连续
B*

生理盐水腹腔注射#刺五加皂苷干预组进行连续
B*#"",

I

"

T

I

刺五加皂苷持续腹腔注

射(

MPA5'

法检测血清中丙二醛%

6?'

&含量和超氧化物歧化酶%

5@?

&活性#通过病理切片分析大鼠脊髓组织病理变化#蛋白

质印迹法检测大鼠脊髓内
W?>]

和
>Z]

表达(

结果
!

与假手术组比较#模型组和刺五加皂苷干预组脊髓有明显损伤#且大

鼠血清中
6?'

含量增加%

.

$

"<"$

&#

5@?

活性降低%

.

$

"<"$

&#大鼠脊髓组织中的
W?>]

和
>Z]

蛋白表达量上升%

.

$

"<"$

&(与模型组相比#刺五加皂苷组大鼠脊髓损伤明显改善#血清中
6?'

含量降低%

.

$

"<"$

&#

5@?

活性升高%

.

$

"<"$

&#

大鼠脊髓组织中的
W?>]

和
>Z]

蛋白表达量上升%

.

$

"<"$

&(

结论
!

刺五加皂苷促进脊髓组织中神经元细胞内
W?>]

和

>Z]

表达#利于损伤神经元的修复#对大鼠急性损伤的脊髓具有保护作用(
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刺五加皂苷对急性脊髓损伤后脊髓内
W?>]

和
>Z]

表达的影响

!!

急性脊髓损伤在创伤领域的发病率非常高#由

于病情急$病残率高#一直是困扰医学工作者的难

题(相关学者发现脊髓损伤后脊髓内的神经元会发

生凋亡#使神经信号的传导不通畅#导致机体无法完

成大脑所发出的指令(因此#研究者认为#对脊髓神

经进行保护#延缓和阻断神经细胞的凋亡是治疗脊

髓损伤的主要目标-

#

.

(

研究发现#很多中草药中的单体或混合物对脊

髓损伤具有一定的保护作用#其中合欢花总黄酮和

三七皂苷
N

I

#

能够促进大鼠脊髓损伤后损伤段脊

髓的脑源性神经营养因子%

R1)-2*+1-:+*++01/71/F

H

J-(4)(7/1

#

W?>]

&和脊髓内的神经生长因子

%

2+1:+

I

1/V7J4)(7/1

#

>Z]

&表达#从而起到脊髓保

护的作用-

!

.

(刺五加皂苷%

)()27J/

H

)2)a;+27-(/;0;

;)

H

/2-2;

#

'55

&是从刺五加中提取出的黄酮类制

剂#在大脑缺血的相关研究中发现刺五加皂苷对脑

缺血后脑组织具有较好的保护作用-

&

.

#而刺五加皂

苷对脊髓损伤的作用如何却少有报道(若刺五加皂

苷对损伤脊髓具有较好的保护作用#无疑将为临床

脊髓损伤的救治提供一种新的思路(本研究探讨刺

五加皂苷对脊髓损伤后组织内
>Z]

和
W?>]

两种

蛋白表达的影响#以期在传统中草药中寻找一种利

于损伤脊髓保护的新途径(

/

!

材料和方法

#<#

!

试剂及仪器
!

刺五加皂苷%上海纯优生物科技

有限公司&#动物组织全蛋白提取试剂盒%北京鼎国

试剂有限公司&#

W?>]

和
>Z]

山羊抗鼠一抗%

'RF

(),

公司&#丙二醛%

6?'

&测定试剂盒$超氧化物歧

化酶%

5@?

&测试试剂盒%碧云天试剂有限公司&#高

速低温离心机$酶标仪$核酸蛋白分析仪%

M

HH

+2*/14

公司&#生物显微镜%日本奥林巴斯公司&(

#<!

!

动物分组
!

5D]

级雄性
5?

大鼠
C$

只#体质

量
!!"

"

!C"

I

#由长海医院实验动物中心-动物生产

许可证号!

5GO\

%沪&

O!"#!F""!C

.提供(将
5?

大

鼠随机分成
&

组!假手术组$模型组和刺五加皂苷干

预组#每组
#$

只(

#<&

!

动物模型的建立
!

所有大鼠用
#"X

水合氯醛

以
"<&,P

"

#""

I

的剂量麻醉#后固定于小动物手术

台上#于无菌的环境下显露大鼠
K

E

"

K

##

#然后咬除

棘突暴露出脊髓#剔除外部硬膜#采用
'33+2

,

;

改良

的方法进行垂直打击大鼠#打击后鼠尾出现无规则

的痉挛性摆动#双下肢呈回缩性扑动#硬膜表面充血

水肿#说明造模成功-

C

.

(假手术组仅咬除棘突后缝

合#正常饲养+模型组造模后进行生理盐水腹腔注

射#持续
B*

+刺五加皂苷干预组造模后每日腹腔注

射
#"",

I

"

T

I

刺五加皂苷#持续
B*

(实验过程中每

天测量动物体质量#观察动物体态$被毛$运动恢复

等变化#造模后第
E

天进行解剖取材(

#<C

!

MPA5'

法检测血清中
6?'

含量和
5@?

活

性
!

动物解剖时用
#"X

水合氯醛麻醉#打开腹腔进

行腹主动脉采血#将所采血液中的血清分离并放入

m!"c

环境保存#按试剂盒说明书的操作步骤进行

血清中
6?'

含量和
5@?

活性的检测(

#<$

!

SFM

染色观察脊髓组织病理变化
!

解剖时将

动物第
B

"

##

段脊髓组织取出#将脊髓损伤处横

向切下置于
#"X

中性甲醛中固定#

&*

后进行取

材%脊髓背侧损伤区域&$脱水$石蜡包埋$切片$

染色等步骤#然后对封片镜检#观察动物脊髓的

病理学变化(

#<%

!

蛋白质印迹法检测脊髓组织
W?>]

"

>Z]

蛋

白的表达
!

按照全蛋白提取试剂盒提取击碎组织的

全蛋白#作蛋白质浓度检测$定量#然后将各组所提

取蛋白进行垂直电泳$转膜$封闭#封闭后进行一抗

孵育$二抗孵育#显影定影后用化学凝胶成像系统进

行拍照#用图像分析软件进行分析(

#<B

!

统计学处理
!

采用
5D55#B<"

软件进行统计

学分析#计量资料用
*

-i(

表示#应用单因素方差分

析进行检验#检验水准%

"

&为
"<"$

(

-

!

结
!

果

!<#

!

动物生理学变化
!

假手术组大鼠麻醉恢复后

即能够正常饮食+模型组于造模后第
&

天开始逐渐

恢复运动#动物被毛无光泽#状态差+刺五加皂苷干

预组在造模后第
&

天开始逐渐恢复运动#较模型组

大鼠活跃#饮食量也较模型组大#被毛光泽度不佳(

!<!

!

血清中
6?'

含量及
5@?

活性
!

MPA5'

法检

测结果显示#与假手术组比较#模型组大鼠和刺五加

皂苷干预组大鼠血清中
6?'

含量升高%

.

$

"<"$

&#

5@?

活性下降%

.

$

"<"$

&+与模型组相比#刺五加皂

苷干预组大鼠血清中的
6?'

含量降低%

.

$

"<"$

&#

5@?

活性升高%

.

$

"<"$

&(见图
#

(

/

B%%

/
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图
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!

各组间大鼠血清中
EV:

含量&

:

'(

HCV

活性&

J

'比较

6?'

!丙二醛+

5@?

!超氧化物歧化酶
<

"

.

$

"<"$

与假手术

组比较+

(

.

$

"<"$

与模型组比较

!<&

!

脊髓组织病理变化
!

假手术组大鼠脊髓内神

经组织细胞染色均匀#神经细胞被内膜均匀包裹#未

见明显异常%图
!'

&(模型组灰白质界限不清#结构

散乱#有片状出血灶+灰质区有部分溶解坏死#神经

纤维水肿#轴索与髓鞘间隙增大#神经细胞减少$退

变#髓鞘散乱$破裂#细胞充盈血管+胞质中尼氏小体

稀疏浅染#部分神经元变性$坏死$胞质尼氏小体几

乎消失%图
!W

&(刺五加皂苷干预组脊髓灰白质界

限清楚#结构完整#有点状出血灶#神经元部分水肿

变性#尼氏小体密度降低#轴索水肿%图
!G

&(

!<C

!

脊髓组织
W?>]

"

>Z]

蛋白相对表达量
!

蛋

白质印迹检测结果%图
&

&显示#与假手术组比较#模

型组和刺五加皂苷干预组的
W?>]

$

>Z]

蛋白相对

表达量均上升%
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脊髓损伤是脊柱外科一种常见病#不同原因造

成的直接或间接损伤均会产生诸多神经症状#治疗

时间及损伤的严重程度对患者的预后具有较大影

响(当脊髓损伤时#可造成损伤平面以下脊髓神经

支配的肢体发生感觉和运动障碍#甚至截瘫#如果没

有得到及时$有效的治疗#这种损伤会导致较高的病

残率甚至病死率#给患者带来严重的生理$心理负

担#亦是一种社会经济学问题-
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(

中药在我国具有几千年的历史#对人参$刺五加

等中药材的研究已较深入#刺五加具有非常高的药

用价值(刺五加对机体应激反应的调节较强#其改

善睡眠缺乏导致的疲劳状态效果强于人参#刺五加

还具有中枢神经兴奋和抑制双向调节的作用#能够

改善记忆力#提高大脑劳动效能和镇静安神的效

果-
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(因脊髓组织属于中枢神经系统#我们猜想刺
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刺五加皂苷对急性脊髓损伤后脊髓内
W?>]

和
>Z]

表达的影响

五加对脊髓神经亦可能起到一定的保护作用#而这

种保护作用的机制是否会通过调节某些神经营养因

子而实现#这成为我们关注的重点(

研究表明#神经元的存活及其功能的正常维持

需要依赖于神经营养因子#

>Z]

和
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是神经营

养因子中的重要成员#通过与神经元细胞膜上的受

体结合从而发挥生物学活性#对神经正常的功能和

结构以及对大脑功能的保护具有重要的作用-

EF#"
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(

当神经元外源性损伤产生时#会引起内源性神经营

养因子的释放增加#从而对神经元的正常功能和结

构进行维持和保护(

>Z]

有
&

个亚型#这
&

个亚型

中
-

亚单位是活性区#具有高度同源性的结构和明

显的中间特异性-

##

.

(

>Z]

既能够促突起生长又具

有神经元营养的作用#是一种具有双重功能的神经

细胞的生长调节因子#对神经元的分化生长和功能

特性具有重要的调控作用(

W?>]

是神经营养家族

的重要成员#在海马和脊髓组织中呈现出高表达#具

有促进神经元的生长$分化$再生等营养作用-

#!F#C

.

(

本研究结果显示#刺五加皂苷干预组大鼠在干

预后第
&

天开始逐渐恢复运动#较模型组动物活跃(

且刺五加皂苷干预组大鼠血清中的
6?'

含量低于

模型组大鼠#血清中
5@?

活性高于模型组#说明刺

五加皂苷能够降低大鼠血清中的
6?'

含量#使

5@?

的活性升高#这对损伤的脊髓组织修复具有促

进作用#脊髓病理结果证实了这一点(大鼠脊髓组

织的蛋白质印迹检测结果显示#模型组和刺五加皂苷

干预组的
W?>]

和
>Z]

蛋白相对表达量较假手术组

上升%

.

$

"<"$

&#说明损伤后脊髓损伤组启动了自我

修复机制+刺五加皂苷干预组的
W?>]

和
>Z]

蛋白

相对表达量高于模型组%

.

$

"<"$

&#考虑可能是由于

刺五加皂苷的干预作用使
>Z]

和
W?>]

表达增加#

从而对机体修复神经损伤起到促进作用(

通过本研究#我们可以看出刺五加皂苷对大鼠损

伤脊髓具有一定的保护作用#促进了脊髓组织中星形

胶质细胞和神经元细胞内
W?>]

和
>Z]

的表达#使

受损的神经元修复#降低脊髓组织的损伤程度(
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