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麝香酮对脑损伤大鼠脑保护作用的研究

姜"涛"黄李法"周水晶"崔建军"叶"强

摘要"目的"观察麝香酮鼻腔给药对创伤性脑损伤模型大鼠脑保护作用影响! 方法"

FB

大鼠按随机

数字法分为假手术组"模型组和治疗组#每组各
7"

只#通过控制性皮层撞击制备创伤性脑损伤模型#假手术

组只进行手术及麻醉程序#无冲击损伤过程! 治疗组采用大鼠在体鼻腔循环灌流法将麝香酮$
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从鼻腔给药#
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次#

!

次
D

日#共
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日! 检测各组动物干预前$

)#

%"干预第
%

日$

)!

%"干预第
7

日$

)%

%"

干预后$

)E

%脑组织含水量#干预结束后采用免疫组织化学方法分析检测脑源性神经营养因子$

IJ<=- K.

$

J=L.K -.,J0?J0MN=A O<A?0J

#

PB3Q

%和神经生长因子$

-.JL. GJ0R?N O<A?0J
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3SQ

%表达! 结果"与假手术

组比较#模型组
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#

E

脑含水量升高$
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PB3Q

表达降低$

T U"

!

"#

%! 与模型组比较#治疗

组
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脑含水量降低$
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PB3Q

表达升高$

T U"

!
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%! 结论"创伤性脑损伤后鼻腔给予

麝香酮可降低脑含水量# 减轻脑水肿#促进嗅鞘细胞分泌
PB3Q

和
3SQ

!

关键词"麝香酮&创伤性脑损伤&神经营养因子&神经生长因子& 鼻腔给药&嗅鞘细胞
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""芳香开窍类中药麝香对多种不同类型的脑损伤具

有保护作用"可减轻脑神经元损伤"脑功能恢复加快"

是开窍醒神的主要原因'
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(

"麝香酮是麝香主要有效成

分"具有保护缺血神经元和促进神经功能恢复作

用'
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%在中枢神经损伤后对受损的

神经元有保护作用和促进轴突再生的能力'
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"本研

究通过鼻腔给药使麝香酮在鼻腔内对
C:&V

直接接
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触"检测麝香酮对
C:&V

分泌的
3)Q

的影响及脑组织

含水量变化"探寻麝香酮对创伤性脑损伤脑保护的机

制及治疗脑损伤的有效手段)

材料与方法
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"动物"健康
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雄性大鼠
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) 本

实验在浙江中医药大学清洁级动物实验室完成) 实验

前动物在饲养环境中适应性饲养
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日"饲养温度
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堂制药有限公司"批号#
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) 用
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吐温 #
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%免疫组化检测试剂盒

$德国宝灵曼公司"批号#
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切片机

$德国
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公司%&
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$

%

双目显微镜$日本奥林巴斯株式会社%&计算

机图像分析系统$
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$
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生物医学图像分析系

统"北京航空航天大学生产%) 电磁路脑损伤撞击器

$型号
T&(%"""

#

#

"武汉一鸿科技有限公司%)

E

"颅脑创伤模型制备及分组"实验动物按随机

数字法分为假手术组*模型组*治疗组"每组各
7"

只)

参照
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等'
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(建立的定量脑皮质挫伤$
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% 方法" 采用
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颅脑损伤撞击器制作创伤性脑损伤

$
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%模型) 操作如下#大鼠

实验前禁食
#! N

"不禁水"全部实验均为无菌操作)

大鼠用
!b

戊巴比妥$

7" ;GDHG

%腹腔注射麻醉后"俯

卧位置于立体定向头架"无菌条件下于中线切开头皮"

剥离骨膜"暴露右顶骨) 矢状缝中线旁开
!

!

7 ;;

"冠

状缝与人字缝之间钻一骨孔"直径
$ ;;

"暴露硬脑

膜) 将电磁颅脑损伤撞击器的传动装置部分直接安装

在脑立体定位仪上"通过使用脑立体定位仪的操纵臂

将撞击头与鼠头矢状面呈
6

("与冠状面平行呈垂直固

定于大鼠硬脑膜上"使撞击头末端与硬脑膜呈垂直接

触) 通过撞击器设置"采用
7 ;;

直径撞击头"以

E ;DV

撞击速度"

! ;;

打击深度"打击
#!" ;V

制备

中度创伤性脑损伤) 完成脑损伤制作后立即给予移除

撞击器"并缝合头皮切口) 待观察到大鼠自主呼吸恢

复后放回饲养笼"进行损伤后观察) 制模过程中
!

只

因麻醉意外死亡"

E

只因损伤硬脑膜而丢弃"共补充

$

只)假手术组只进行上述手术及麻醉程序"无冲击损

伤过程)

7

"干预方法"治疗组麝香酮鼻腔给药#采用脑损

伤模型大鼠在体鼻腔循环灌流法'

$

(

) 大鼠腹腔注射

乌拉坦$

! GDHG

%麻醉"取仰卧位在颈部做切口"暴露食

管和气管后"在气管切口并插入聚乙烯管以保证动物

呼吸) 然后另取一根聚乙烯管通过食管插至鼻腔后

部"封闭鼻颚通道"以防止药液从鼻腔流入口腔) 再用

一根聚乙烯管与插入大鼠鼻腔后部的管子连接"管子

的另一端与麝香酮接触) 麝香酮剂量
#

!
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"相

当于临床成人日用量的
!

倍"本实验将灌流液体积固

定为
$ ;[

"循环液流速
!

!

7 ;[D;=-

) 取
$ ;[

药液

置量筒中"
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'水浴恒温"将蠕动泵进液管插入量筒

底部"启动蠕动泵"待大鼠鼻中药液滴出时开始计时"
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次"

!

次
D

日"共
8

日) 模型组和假手术组不予

治疗)

$

"检测指标及方法

$

!

#

"脑组织含水量检测"各组干预前$
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%*干

预第
%

日$
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%*干预第
7

日$

)%

%*干预后$
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%分别取

#"

只大鼠"断头处死后"立即取出伤侧大鼠脑组织"

##"

'恒温箱烘烤
!E N

至恒重) 用干湿质量法计算

脑组织含水量) 脑组织含水量$

b

%
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$湿质量 #干质

量%

D

湿质量)
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表达检测"干预结束后取材"

各组分别提取大鼠损伤侧皮层脑组织"行免疫组化染

色及
Y:

染色) 各组分别取
#"

只大鼠"先注射
#"b

水合氯醛腹腔麻醉"然后经升主动脉快速灌注肝素化

"

!

9b

氯化钠注射液
#7" ;[

"继之
Eb

多聚甲醛液

!"" ;[

快速灌注"再用
%"" ;[

在
! N

内慢速灌注"

取脑组织浸入
E

'的
Eb

多聚甲醛内固定
E6 N

"修成

E ;;

厚的小块"经酒精脱水"石蜡包埋"作
7 !;

的

冠状切片"分析
PB3Q

*
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表达) 各实验组大鼠脑

组织切片经纯二甲苯脱蜡
!

次"每次
$ ;=-

"梯度乙醇

脱二甲苯各
! ;=-

后经自来水漂洗*

TPF

漂洗各

%

次"每次
! ;=-

"加
%b Y

!

C

!

阻断内源性过氧化物

酶"室温下
#" ;=-

作用"切片放入沸腾的柠檬酸修复

液中"继续加热至溶液冒小气泡但不沸腾"并保持

#" ;=-

后停止加热"冷却至室温"先流水冲洗"再
TPF

液洗
!

次"擦干切片组织周围表面水分"划隔离圈加入

7bPF5

封闭液"室温下作用
!" ;=-

后吸去血清"不

洗直接滴加对应的第一抗体兔抗 $
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*
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%
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片$浓度稀释
#

*

#""

%"取
#

张切片滴加
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做阴性对照"
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'恒温箱内
# N

再
TPF

冲洗"
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次"滴加羊抗兔生物素化二抗
#"" ![D

片"
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' 恒温箱内
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后
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冲洗"
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)

%

次"

滴加辣根过氧化物酶标记的链霉素
#"" ![ D

片"

%8

'

恒温箱内
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经
TPF

洗后滴加入
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显色液

#"" ![ D

片"显色
%

%
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)
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浅复染"梯度乙醇脱

水*二甲苯透明*中性树胶封片后分析结果) 操作过程

中注意组织保持在湿润状态"不可干燥且所加试剂要

完全覆盖组织) 免疫组化结果在病理科医生未知实验

分组条件下对所有标本进行分析判断) 每张切片在

#"

)

!"

倍光镜下随机观察每组大鼠同一部位切片"

选择
E

%

7

个不重复视野进行观察"并通过全自动图

像分析系统"测出每张切片内脑组织
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*
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染

色平均光密度和染色面积率) 测定每个视野下阳性

反应的平均光密度*阳性反应面积和所有细胞总面

积"计算阳性面积率'阳性面积率$

b
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c

单位面积中

阳性反应的总面积
D

单位面积中细胞的总面积 )

#""b

() 阳性物质在胞质内呈棕黄色细颗粒状"细

胞核为浅蓝色)

8

"统计学方法"采用
FTFF #82 "

软件"计量资

料以
_

&

V

表示"多个样本均数间的比较采用单因素方

差分析"两样本均数间的两两比较行
d

检验) 以
T U

"

!
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为差异有统计学意义)

结""果
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"各组一般状态比较"造模过程中大鼠采食及

饮水量明显减少"活动减少"毛色欠光泽"治疗组干预

期间状态较先前活动增多"毛色有光泽"采食及饮水量

明显增加)
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"各组各时间点大鼠脑含水量比较$表
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)#

#

%

脑含水量
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讨""论

C:&V

是一种特殊的神经胶质细胞"它起源于鼻

黏膜"包裹嗅神经束进入嗅球"分布在嗅球第一*二层

和嗅神经"并随嗅神经轴突进入脑内"包裹嗅神经使其

与其他中枢神经系统细胞分隔开来)

C:&V

可诱导嗅

神经长入中枢神经系统"嗅神经因此具有很强的再生

能力"可不断更新"且再生的轴突可以穿过周围神经与

中枢神经系统的交接区与嗅球建立突触联系"这样的

过程每
#

%

!

个月重复
!

环
#

次"这一特殊的神经胶

质细胞是中枢神经再生的外部条件"它们在中枢神经

损伤后再生中发挥了重要作用'

8

"

6

(

)

研究表明"

C:&V

对受损的神经元有保护作用和

促进轴突再生的能力) 这是因为
C:&V

能分泌多种

3)Q

"其中以神经生长因子
3SQ

和
PB3Q

作用最为

重要) 神经损伤后导致神经元的死亡及神经营养因子

缺乏"而
C:&V

分泌多种
3)Q

则能改善损伤周边的局

部环境"如
3SQ

等'

9

(

"减少神经元的坏死"促进轴突

的再生"刺激血管的生长"调节免疫应答及轴突导向分

子"为神经损伤修复提供基础'

#"

(

)

颅脑损伤后"

3SQ

在神经再生和神经保护机制中

起重要作用) 颅脑损伤后
3SQ

可诱导轴突定向生长"

促进神经元的有丝分裂与分化"修复和再生神经的血

管形成"阻止神经元继发性损害"支持神经元存活"改

善神经系统功能'

##

(

)

PB3Q

属
3SQ

家族"在大脑神

经元及胶质细胞中均可合成"不仅具有神经元保护和

促进神经细胞的分化和再生功能"还对大脑损伤后脑

功能恢复起重要作用'

#!

(

)

麝香具有开窍醒神功效"用于闭窍神昏证"临床上

常用于脑损伤的治疗"其药理作用与中枢神经系统的

功能关系密切"在中医治疗急重症中应用广泛) 天然

麝香主要有效成分是麝香酮"麝香酮又称
%

#甲基环

十三烷酮"分子式
&

#$

Y

%"

C

'

#%

(

"麝香酮灌胃后
7 ;=-

即可透过血脑屏障进入中枢神经系统"经尾静脉注射

7 ;=-

可进入中枢神经系统"广泛分布于大脑*小脑*

脑桥) 中*低剂量的麝香酮能减少氯胺酮麻醉后乳鼠

海马神经元凋亡'

#E

(

) 麝香酮既能天然获取"又能人工

合成"因此"选用麝香酮在创伤性脑损伤方面的作用进

行深一步的研究)

研究证明麝香酮可通过抑制谷氨酸激活
3

$甲基$

B

$天冬氨酸受体"导致钙流入和氧化应激"对脑缺血

施加有效的神经保护活动'

#7

(

)

以往研究表明由包含麝香在内的芳香开窍药组成

的嗅吸剂可以直接通过鼻黏膜#脑脊液途径进入脑脊

液"突破或绕过血脑屏障"将药物靶向脑部起到缓解颅

脑损伤合并蛛网膜下腔出血时脑血管痉挛的效果并改

善了患者的预后'

#$

(

)

基于上述理由"本研究尝试把麝香酮和
C:&V

的

功效相联结研究增加内源性
3)Q

的表达对颅脑损伤

时受损神经元保护作用"目的是寻找到简单方便高效

的方法来治疗脑损伤"本研究通过实验制作鼠颅脑损

伤模型"目前最有价值被国内外颅脑创伤研究中心最

常采用的是控制性皮层撞击模型) 它可以很好地模拟

临床"复制出局灶性和弥漫性损伤包括硬膜下血肿*蛛

网膜下腔出血*白质损伤等病变"它采用国际标准化脑

皮质挫伤撞击仪进行大鼠控制性皮层撞击模型"具有

与人类创伤性脑损伤相似的病理过程) 通过在体鼻腔

循环灌流法给予麝香酮"使麝香酮充分接触刺激

C:&V

"通过免疫组织化学方法观察不同时间点
PB

$

3Q

和
3SQ

表达变化"结果显示脑损伤后应用麝香酮

给药增强了
PB3Q

和
3SQ

的表达"表明麝香酮可促

进
C:&V

分泌多种
3)Q

"这对促进脑损伤后神经功能

恢复起到一定作用)

脑水肿为脑外伤后严重的并发症之一"脑闭合性

外伤早期在血脑屏障通透性增加的同时"脑含水量亦

显著增加"实验证明麝香可降低脑含水量"减轻脑缺血

后脑水肿"从而保护脑缺血后继发神经元的损伤'

#8

(

)

所以本研究同时行脑组织含水量检测"来明确麝香酮

脑保护效果"结果显示大鼠后脑创伤后通过鼻腔给予

麝香酮脑组织含水量相比模型组有明显下降)

本次研究不足之处在于未设阳性对照药物组"未

明确脑外伤后经鼻腔给予麝香酮是否优于其他给药途

径) 但以上研究结论提供了麝香酮在颅脑损伤中减轻

脑神经元损伤*提供脑保护作用机制的一部分"为进一

步探索麝香酮在颅脑创伤的治疗中潜在的开发应用价

值提供了必要依据) 麝香酮由鼻#脑传递系统将药物

靶向脑部"在颅脑创伤疾病的治疗中提供脑保护的新

途径"发挥传统中药最大功效"值得临床进一步研究

应用)
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