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大鼠脑损伤模型!将动物随机分为假手术组(脑损伤组(人参总皂苷治疗组$
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炎症反应是颅脑损伤后继发性脑损伤病理生理改变的重

要部分"虽然中枢神经系统有血脑屏障!但是损伤后出现类似

外周器官的免疫激活!引起大量免疫调节物质释放"炎症反应

导致了颅脑损伤后的脑水肿%脑血流紊乱%血脑屏障通透性改

变%神经元死亡!同时刺激中枢神经系统的再生!其中炎性细胞

因子在脑损伤后炎症反应中发挥着重要作用+
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"本实验主要

研究人参总皂苷治疗对脑损伤大鼠脑组织中促炎因子---肿

瘤坏死因子
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$的影响!探讨人参总皂苷治疗

脑损伤的作用机制"
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材料与方法
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动物与分组
!

选取健康雄性成年
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大鼠
12

只!体质量

%1&

!
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G

!由南通大学实验动物中心提供"随机分为假手术

组%脑损伤组%人参总皂苷治疗组!每组
!4

只"

!8"

!

主要试剂及仪器
!

人参总皂苷#粉剂!纯度大于
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!白

求恩医科大学基础医学院有机化学教研室$)大鼠
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白浓度测定试剂盒#碧云天生物公司$)酶标仪#
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!美国

S76<MB@

公司$)电热恒温干燥箱#
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!海门市恒昌仪器

厂$)冰冻切片机#
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型!德国
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公司$等"
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脑损伤模型制作
!

采用改良
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!按自由落体原

理自制一打击器!由撞杆%下落打击棒和金属套管
$

部分组成"

打击棒重
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!下落高度
$&?L

!撞杆头端呈圆球型!直径
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LL

!末端膨大!以限制打击时撞杆的打击深度为
%81LL

"大

鼠用
!&\

水合氯醛#

$1&L
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G

$麻醉后!固定头部!暴露前囟!

以前囟后
$81LL

及右侧
%81LL

处为中心开一直径为
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重庆医学
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年
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基金项目(
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的骨窗!保持硬脑膜的完整"将打击装置垂直固定于大鼠的脑

表面!打击棒沿金属套管从
$&?L

高度打击大鼠头部造成右侧

大脑半球局部脑挫裂伤"充分止血后!予以碘伏清洗伤口并缝

合头皮"假手术组仅开骨窗不打击"术后
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给予人参总皂

苷
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腹部注射治疗!脑损伤组注射等量的生理盐水
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次*
5

!假手术组不做任何处理"
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后处死大鼠"

!8E

!

脑含水量测定
!

每组随机取
#

只大鼠!断头取脑!测定脑

组织的含水量!观察脑水肿的严重程度"取大鼠损伤侧脑组

织!去除凝血!用电子天平测其湿质量!然后于
4&g

烤箱烘烤

3%A

至恒质量!取出称干质量!用干湿法计算含水量(脑含水

量
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湿质量
]

干质量

湿质量 i!&&\
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!

尼氏染色
!

#
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$各组随机取
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只大鼠!

!&\

水合氯醛麻醉

后开胸!经左心室向升主动脉快速灌注
$3 g

生理盐水
!1&
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!继之灌注
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的
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多聚甲醛磷酸盐缓冲液#

2\/)

液$
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!先快后慢于
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内灌注完"断头取脑!去除小脑和

嗅球!

2\/)

固定液中固定
#

!

4A
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$将全脑依次移入含

%&\

和
$&\

蔗糖的磷酸盐缓冲液中进行梯度固定!置于
2g

冰箱中至组织块沉底"#

$

$快速冰冻切片!取实验所需部位在

]%&g

下冷冻连续切片!片厚
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'
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!每隔
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片取一片!共取
$

片"#

2

$将脑片直接贴于涂胶的载玻片上!室温下风干"#
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$依

次将切片放入氯仿
$&L7;

!丙酮
!1L7;

!
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乙醇
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乙
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$用中性树胶封片!

盖玻片封闭!晾干后置于显微镜#
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型$下对大鼠海

马结构进行观察"

!8N

!

炎症细胞因子含量测定
!

每组随机选取
#

只大鼠!断头

取脑!在损伤灶周围取脑组织
&81

G

!加生理盐水稀释
!&

倍!用

玻璃匀浆器在冰上研磨!制成脑组织匀浆!

$&&&C

*

L7;

离心
!&

L7;

!取上清液进行超滤离心!最后取上清液进行
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.

%

'Q<#

%

'Q<!&

%
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含量测定"从已平衡至室温的密封袋中取出所

需板条!除空白孔外!分别将匀浆上清液或不同浓度标准品加

入相应孔中!先后分别加入生物素化抗体工作液%酶结合工作

液%显色剂!之间各洗板
2

次!最后加入终止液!混匀后即刻测

量
+R

21&

值!最后根据绘制的标准曲线计算各浓度值"
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!

统计学处理
!

数据均以
Db9

表示!统计分析采用

(/((!!81

软件进行数据处理!多个样本均数比较采用单因素

方差分析#

)E+[)

$!组间均数两两比较用
Q(R

法"

"

!

结
!!

果
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!

脑含水量测定
!

与假手术组比较!脑损伤组脑组织含水

量明显升高#

!

$

&8&!

$"经人参总皂苷治疗后!脑组织含水量

较脑损伤组明显降低#

!

$

&8&1

$!见表
!

"

表
!

!!

各组脑组织含水量比较

组别 动物数#只$ 脑含水量#

Db9

!

\

$

假手术组
# 3&8!2b&8#2

脑损伤组
# 3$81!b&8#3

"

人参总皂苷治疗组
# 3%8##b&82$

/

!!

"

(

!

$

&8&!

!与假手术组比较)

/

(

!

$

&8&1

!与脑损伤组比较"

"8"

!

组织形态学观察
!

假手术组海马
.)$

区细胞层次排列

整齐!分为
2

!

1

层!细胞外周围组织间隙正常"细胞形态规

则!细胞质内焦油紫丰富!着色均匀!周边尼氏体着蓝色!细胞

核空不着色!核仁着色!清楚可见!神经细胞数#

328$$b48"!

$

个"脑损伤组海马
.)$

区神经细胞稀疏!排列紊乱!无层次

感!细胞肿胀!形态不规则!部分胞质自溶!颗粒脱失!尼氏体明

显减少!甚至消失!胞核体积变小!固缩深染!结构不清!神经细

胞数#

$48&&b283#

$个"人参总皂苷治疗组海马
.)$

区神经

细胞约
%

!

$

层!层次排列稍紊乱!神经细胞体积略肿胀!形态

稍规则!部分胞质自溶!颗粒脱失!着色不均匀!尼氏体减少!神

经细胞数#

3181&b28%4

$个"与脑损伤组比较!经人参总皂苷

治疗后海马神经元损伤明显减轻#

!

$

&8&!

$"神经细胞数比

较见表
%

!各组大鼠海马
.)$

区尼氏染色见封
$

图
!

"

表
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!!

各组海马
.)$

区神经元计数比较

组别 动物数#只$

.)$

区神经元计数#
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!个$

假手术组
# 328$$b48"!

脑损伤组
# $48&&b283#

"

人参总皂苷治疗组
# 3181&b28%4

/

!!

"

(

!

$

&8&!

!与假手术组比较)

/

(

!

$

&8&!

!与脑损伤组比较"

"8#

!

炎症细胞因子含量测定
!

与脑损伤组比较!人参总皂苷

治疗组
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(
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'Q<#
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水平降低!而
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水平则显著升

高#

!
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$!见表
$
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表
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人参总皂苷治疗对
FS'

大鼠炎性细胞因子
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水平的影响'
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组别
'Q<# FE,<

(

'Q<!

.

'Q<!&

假手术组
%8%%b&8"" &844b&8$" &8#1b&8%4 #8$!b&8#%

脑损伤组
"8$2b$8%%

"

!!82"b&8"1

"

%8!4b&8$#

"

28!"b&8&8#$

"

人参总皂苷

治疗组
183$b%8%#

*

482!b&8"&

*

!81&b&8$2

*

384#b&84$
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伤组比较"
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正常脑组织中炎性细胞因子表达极微!但是创伤性颅脑损

伤后!由于机体受到创伤%缺血%缺氧等因素的攻击!脑组织产

生大量的炎性细胞因子!导致脑水肿!破坏血脑屏障!加剧继发

性损伤+

2<1

,

"

FE,<

(

%

'Q<!

.

%

'Q<#

被认为属于促炎细胞因子!它

们在颅脑损伤后以及脑水肿的早期短暂超量表达是造成继发

性颅脑损害的重要因素!故它们的表达水平可作为衡量颅脑损

伤后继发性炎症反应程度的重要指标+

#<4

,

"

FE,<

(

是较早释

放的具有多种生物效应的重要促炎细胞因子!在炎症反应过程

中可以激活细胞因子级联反应!诱导白介素和次级炎症介质的

合成!神经系统中星形胶质细胞%血管内皮细胞%小胶质细胞以

及神经元均可产生
FE,<

(

+

"

,

"

FE,<

(

在脑组织中高表达时会

产生神经毒性!加速神经细胞的死亡+

!&

,

"

'Q<!

.

主要产生于星

形胶质细胞和小胶质细胞!其过量表达可能通过多种途径在颅

脑损伤中发挥作用!介导神经元坏死%缺失!引起继发性脑损

害+

!!

,

"

'Q<#

能促使白细胞与内皮细胞黏附!引起内皮细胞损

伤!增加血脑屏障的通透性!并产生氧自由基!引起神经细胞死

亡+

!%

,

"有报道
'Q<!&

具有很强的抗炎作用!它可以抑制某些

"&&!

重庆医学
%&!!

年
2

月第
2&

卷第
!&

期



炎症因子!如
'Q<%

%

'Q<!

.

%

FE,<

(

等的合成及活性!有助于控制

炎症!保持内环境的稳定+

!$

,

"因此!脑组织中
'Q<!

.

%

'Q<#

%

'Q<

!&

%

FE,<

(

的含量变化对于保持脑组织内环境的稳定至关

重要"

人参是一种重要的中药!人参总皂苷是其主要活性成分之

一!人参总皂苷含人参皂苷
0I!

%人参皂苷
0

G

!

和三七皂苷
0!

等成分"人参皂苷
0I!

为钙离子拮抗剂!三七皂苷
0!

是一种

较好的粒细胞诱导剂"有研究证明!人参总皂苷具有改善微循

环%抗自由基%阻止钙离子内流和抑制炎症反应等多重作用!从

而可对损伤神经组织起保护作用+

!2<!1

,

"

本研究发现!脑损伤后!损伤侧脑组织含水量明显升高!损

伤区的皮质%海马%齿状回等区域锥体细胞明显减少!细胞排列

紊乱!形态不规则!损伤灶周围脑组织中的
'Q<!

.

%

'Q<#

%

FE,<

(

表达增高!

'Q<!&

表达降低"经过人参总皂苷治疗后!大鼠海马

神经细胞损伤减轻!损伤侧脑组织含水量明显降低!

'Q<!

.

%

'Q<

#

%

FE,<

(

在损伤灶周围表达明显降低!

'Q<!&

表达升高"提示

人参总皂苷可以有效地抑制脑损伤后炎症反应!减轻脑水肿!

从而可降低脑损伤后继发性损伤的程度!达到神经保护作用"

但是!人参总皂苷调节脑损伤后炎症细胞因子表达水平的详细

机制还有待进一步研究"
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