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脉络宁注射液对面肌痉挛兔面神经内

降钙素基因相关肽表达的影响
王孝文1 胡海涛1 窦万臣2 许杰华1 杨养贤3

摘要 目的 探讨脉络宁注射液对面神经损伤的保护机制。方法 采用兔颞浅动脉压迫，已人为脱髓

鞘变的周围面神经主干，通过电生理技术检测面肌痉挛特有的异常肌反应，建立兔面肌痉挛动物模型。用脉

络宁注射液自耳缘静脉推注持续2周给药，采用免疫组化等方法，观察脉络宁注射液对面神经内降钙素基因

相关肽(CGRP)表达的变化。结果 脉络宁组动物面神经内CGRP的表达明显高于模型组(P<0．01)，假手

术组动物面神经内未见CGRP免疫反应阳性纤维。模型组动物面神经纤维渍变明显，髓鞘松解分离，轴突

肿胀有空泡或全部消失；脉络宁组动物面神经病变较轻。结论脉络宁注射液对面肌痉挛脱髓鞘面神经有

明显的保护作用，与其能促进面神经内CGRP的表达密切相关。
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Effect of Mailuoning IIljection on Calcitonin Gene—related Peptide Expression in Facial NerVe of Rabbits with
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Abstract objective To investigate the mechanism of Mailuoning injection(MLN)in protecting facial

nerve from inj ury．Methods The New Zealand white rabbit model with facial spasm was established by com—

pressing superficial temporal artery to make artificial demyeIinated Iesion of the main peripheraI faciaI nerve

trunk．The successful establishment was confirmed by using electrophysiological technique to determine abno卜

mal muscle response(AMR)which is a characteristic for facial spasm．MLN was injected continuously throu曲

ear marginal vein for 2 weeks．The change of CGRP expression in facial nerve was detected by immunohistoche—

mical technique． Results As compared with the modeI group，CGRP expression in facial nerve was significantly

increased in the MLN group(P<0．0 1)，and CGRP immunoreactive positive fibers were not seen in the sham—

operation group．In the model group，the facial nerve fibers degenerated obviously，myelin sheath loosened and

dissociated，the turgent axons with vacuole or even completely disappeared． But the facial nerve lesion was less—

ened in the MLN group．ConcIusion MLN has a significant protective effect on facial nerve demyelination in

rabbits with facial spasm，which is closely related with its effect in improving CGRP expression in the facial

nerVe．

Key words Mailuoning injection；facial nerve；calcitonin gene—related peptide；faciaI spasm

脉络宁治疗周围神经微循环障碍和缺血缺氧病变

可取得满意疗效⋯引，但迄今为止未见其用于治疗面肌

痉挛的相关文献报道。为进一步探索面肌痉挛的发病

机制和有效的治疗手段，本研究用新西兰大白兔建立

了面肌痉挛动物模型，观察了脉络宁注射液对面神经
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内降钙素基因相关肽(calcitonin gene—related peptide，

CGRP)表达的影响和脱髓鞘面神经的保护作用，旨在

为面肌痉挛的治疗提供实验依据。

材料与方法

1动物及分组健康成年新西兰大白兔36只，雌

雄不限，体重2．0～2．5 kg(西安交通大学医学院实验

动物中心提供，合格证号：陕医动字08．018)。随机分

为3组：假手术组6只，模型组和脉络宁组各15只。

2面肌痉挛动物模型的建立 参照李善泉等∞’
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的方法，将3组动物用1％戊巴比妥钠水溶液腹腔注

射麻醉(3．0 rnl／k)，在SxQ_Ⅱ手术显微镜下分离模型组

和脉络宁组兔茎乳孑L处的面神经主干，长约0．5～1．0

cm，将数根1～2 mm长的铬制肠线轻置于面神经周

围，14～21天后再手术分离同侧颞浅动脉，动脉下置

小块涤纶片使其与面神经接触，术毕视面神经随动脉

搏动而即刻缝合皮肤；假手术组动物只切开组织分离

面神经主干和颞浅动脉，但不使二者接触，然后缝合皮

肤。术后第6周对3组动物行电生理检测，模型组和

脉络宁组各有13只动物诱发出异常肌反应，表明面肌

痉挛动物模型成功，其余动物未见异常肌反应。然后

对脉络宁组动物自耳缘静脉推注脉络宁注射液(主要

成分为玄参、牛膝等，每支10 mg／10 m1，南京金陵制

药厂生产，批号200105252)2 ml／kg，每天1次；假手术

组和模型组均推注等量的生理盐水，持续2周。

3 CGRP免疫反应水平检测

3．1 CGRP免疫组化染色 取3组动物面神

经，石蜡包埋，纵向连续切片(厚5"m)，用抗cGRP抗

体免疫组化试剂盒(博士德公司产品)ABC法免疫组

化染色：先于60℃烤箱过夜，再经二甲苯脱蜡、系列酒

精脱水，然后依次甲醇、3％过氧化氢室温封闭15

min，复合消化液37℃×10 min，正常山羊血清封闭

37℃×50 min，抗CGRP抗体(即用型)4℃过夜，生物

素结合的羊抗兔IgG 37℃×1 h，链卵白素结合的

HRP 37℃×40 min，DAB显色；用正常山羊血清代替

一抗作空白对照。

3．2 图像分析采用CMIAS图像分析系统(北

京航空航天大学)在20倍镜下于每张切片各随机选取

4个视野，分别测量其阳性反应物相对面积比(阳性反

应物面积总和占视场面积的百分比)和平均目标灰度

值(所测阳性反应物面积的平均灰度)，免疫反应的强

弱与灰度值成反比关系。取各视野的平均值作为该标

本的观测值。

4 面神经纤维的光、电镜观察 取面神经标本

分别置于4％多聚甲醛和2．5％戊二醛中4℃过夜。

行光镜观察的标本采用常规石蜡包埋，面神经纤维纵

向连续切片(厚5肛m)，HE染色，Olympus显微镜下观

察；行电镜观察的标本按常规步骤制作标本和超薄切

片，醋酸双氧铀及柠檬酸铅双染色，透射电镜观察。

5 统计学处理用SPSS 10．0统计软件进行数

据处理，组间比较用￡检验。

结 果

1 CGRP免疫组化染色脉络宁组(图1a)和模

型组(图1b)面神经纤维均见有棕黄色的CGRP免疫

反应阳性物质，由于轴突异常肿胀变粗、断裂集聚而呈

现圆形、卵圆形、弯曲及不规则样变等形态。假手术组

面神经未见CGRP阳性反应物。

a b

注：a为脉络宁组b为模型组

图1 两组面神经内CGRP免疫反应阳性表达(×400)

2 图像分析见表1。脉络宁组动物面神经内

CGRP阳性反应物平均灰度值明显低于模型组(P<

0．01)，相对面积比明显高于模型组(P<0．01)。

表1 两组动物面神经内CGRP阳性表达平均灰度值和

相对面积比比较 (王±s)

组别 动物数 平均灰度
相对面积比

(％)

脉络宁 13

模型 13

106．32±11．46+

139．26±6．72

13．36±3．26+

8．68±5 96

注：与模型组比较，+P<0．Ol

3 面神经光镜观察结果 假手术组面神经纤维

髓鞘连续完整，可见完整明显的郎飞氏结，扁平的

Schwan细胞核嵌于髓鞘外(见图2a)。脉络宁组面神

经纤维可见轴突肿胀，髓鞘松解，病变较轻(见图2 b)。

模型组面神经纤维溃变明显，连续性中断，轴突肿胀或

消失，髓鞘疏松或脱失，可见髓鞘和轴突同时脱失后的

空白区(见图2 c)。

4 面神经电镜观察结果假手术组动物面神经

纤维轴突髓鞘完整，轴突居中，向外依次为髓鞘、薄层

Schwan细胞质层，可见Schwan细胞(见图3 a)。脉络

宁组动物面神经纤维轴突肿胀，可见髓鞘松解脱失变

薄，但轴突基本完整(见图3b)。模型组动物面神经纤

维髓鞘松解脱失和轴突异常肿大，并可见髓鞘松解断

裂向肿胀的轴突内突起，轴突内形成泡状结构及不规

则形透明空泡区(见图3c)。

讨 论

面肌痉挛是半侧面肌不自主抽搐样收缩，其病变

面神经均以髓鞘分解和轴突扭曲变性为该病的主要组

织学改变¨，。杨海贤等b’发现面神经内微血管严重损

害，一是自由基介导的血管慢性缺氧损伤，二是血管内

皮细胞变性导致微血管结构的严重损害。本研究观察

到受压迫的面神经发生明显的脱髓鞘变化，由此表明

桥小脑角区面神经受微血管压迫，面神经及其外膜、束
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b

注：a为假手术组；b为脉络宁组；c为模型组

图2 3组动物面神经纤维光镜观察结果(×400)

注：a为假手术组；b为脉络亍组；c为模型组

图3 3组动物面神经纤维电镜观察结果(×5 000)

膜和内膜血管均受损伤，从而引起血流动力学的一系 效。药理研究证明，具有扩张血管、增加血流、清除自

列变化导致面神经的微循环障碍，引起神经组织缺血 由基、提高组织和器官抗缺血缺氧能力及改善微循环

缺氧和微血管内皮细胞的破坏，继之破坏血一神经屏 的功能⋯。本实验发现脉络宁组和模型组面神经内

障，导致神经内膜水肿。此过程在面神经内部周而复 CGRP表达均升高，但脉络宁组显著高于模型组；同时

始形成恶性循环，最终造成面神经纤维的脱髓鞘病变。 光、电镜观察显示脉络宁组面神经纤维损伤程度较模

CGRP由37个氨基酸组成，广泛分布于周围和中 型组减轻。表明应用脉络宁后，一方面脉络宁可发挥

枢神经系统，在神经再生中具有神经营养功能。但 活血化瘀、增加血流量、改善微循环、促进血管内皮细

CGRP在神经系统中的分布极不均衡，只有神经细胞 胞的增殖，同时减轻了因面神经损伤而引起的面神经

受到损伤等因素的影响时，其表达才显著升高％3。许 核团的病变，增强了面神经核团合成及其向面神经运

多实验发现，大鼠海马脑片缺氧损伤后，CGRP可降低 输CGRP的功能；另一方面，CGRP表达升高以后，又

高阈值Ca2+内流，降低细胞内Ca2+浓度，抑制c—fos的 发挥了其营养神经的作用，由此表明脉络宁对面神经

表达，降低缺氧海马神经元的死亡率，并且对缺氧的培 脱髓鞘损伤具有明显的保护作用，与其可增强损伤面

养海马神经元有保护和功能的恢复作用㈩，对培养的 神经内CGRP的表达有密切的关系。因此，本研究的

血管内皮细胞缺氧再给氧具有抗脂质过氧化作用㈨； 结果可为进一步明确面肌痉挛的发病机制及应用脉络

CGRP可舒张脑微血管，显著改善缺血脑组织血流量， 宁和CGRP治疗面肌痉挛提供可靠的实验依据。

参与缺血后神经元修复及保护等旧。。本研究发现，面

神经受压后，神经纤维发生明显的waller氏样改变，

轴突局部有空泡，甚至全部消失，髓鞘板层分离、松解
1

及脱失；同时面神经内CGRP的表达升高，可以改善

神经纤维的缺血缺氧状况，促进损伤面神经纤维的再

生和修复，发挥其对神经纤维的营养功能。

脉络宁注射液是在著名医方“四妙勇安汤”的基础

上研究成的中药复方注射剂，由牛膝、玄参、麦冬、石斛

等中药组成，具有滋补肝肾、养阴清热、活血化瘀的功
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牛皿舡舢舢舢舢姒舢舢皿皿业舢扯舢舢姒皿舢舡舢舢舢舢舢舢舢舢皿舢驰业舢舢舢舢皿舢舢舢舢舢舢耻舢皿扯皿舢龇卑
肆 {：
等 {：

； 临床医学家当耐得住寂寞 ；
；——从诺奖授予临床医学家谈起 l
； 中国科学院院士 陈可冀 l
2005年诺贝尔生理学或医学奖授予澳大利亚临床病理学家罗宾·沃伦(Robin warren)和消化科临

床医生巴里·马歇尔(Barry Marshell)分享，这一重大决定不仅表彰了这两位医生在发现幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori，Hp)导致胃炎、胃和十二指肠溃疡发病中的重要作用的成就，也激励了临床医学家

们在防治各类危害人民健康的疾病中，应加强临床医学与基础医学的紧密合作，为救助各种病痛，创新

性地作出富有成效的新贡献。

Hp是一端有鞭毛的螺旋状微需氧菌，格兰氏染色阴性，由粪一口途径或口一口途径传播。Hp在发

达国家人群中感染率约30％，在我国及发展中国家约高达50％以上。感染后在胃黏膜呈点片状分布，

主要定植于胃窦部及胃体部黏膜；Hp可穿透黏液层，定居于黏膜上皮表面，并可分泌多种毒素；因Hp

富含尿素酶，可不受胃酸侵袭或破灭，日久便可招致慢性萎缩性胃炎、胃及十二指肠溃疡。现已确认，

Hp感染是胃和十二指肠溃疡发病的先决条件，这一病因学理念的变革，促发了胃和十二指肠溃疡治疗

学上的一场革命，也就是说不论胃和十二指肠溃疡是初发还是复发，都要应用抗Hp感染的抗菌药物治

疗，使其复发率从过往的80％左右下降到2％左右，并发症发生率也显著减少，很多患者得以根治。当

然，由于Hp栖息生存环境的特殊性，单一药物治疗常难根除，所以现时国内外都采用综合疗法，并探索

其最佳综合方案(我国还进行中西医结合治疗)，同时监控耐药性及不良反应；Hp疫苗的制成或许可提

供更满意的防治成效。从现有情况看，抗Hp感染还存在10％一20％或更多的失败率，以及2％以上的

复发率，所以防治任务任重道远!

Hp发现至今已事隔20余年，沃伦和马歇尔也已是多年的候选人，晚至今年方被授奖，这给临床医

学家一个很重要启示，即一切临床医学家都应该以事业为重，耐得住寂寞；我们还应该看到，临床各学科 ###．########kF###忙．#0r
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