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丹参注射液对急性脊髓损伤大鼠脊髓灰质

FC2G <H24

的提高作用及其机制

韦"理"张"俐

摘要"目的"观察丹参注射液对急性脊髓损伤!

IJ>@=- B0KL >@3,K.

"

M&(

#大鼠的脊髓灰质胶源性神经营

养因子!

N->=- B9-- ->@9

#

L9K>O9L @9,K0PK0JQ>B R=BP0K

"

FC2G

#的作用"并探讨其机制$ 方法"将
#55

只
MC

雄

性大鼠制作成
M&(

模型"随机分为治疗组%对照组及
M&(

组!每组各
58

只#"其中治疗组给予腹腔注射丹参注射

液&

#

!

%8 <SE

!

TN

'天#("对照组腹腔注射大剂量甲基强地松龙 &

$" <NE

!

TN

'

!$ Q

#"

57 <>@

后按

7

!

5 <NE

!

TN

'

Q

#计算
!$ Q

总量"分
5

次注射("

M&(

组不予干预"此外另选
58

只
MC

雄性大鼠为假手术组!不

损伤脊髓#"进行伤后
#

%

$

%

%

及
#5

天各组脊髓运动功能评估"检测以上时间点脊髓灰质
FC2G <H24

表达$

结果"本实验造模成功率
8"

!

75U

"脊髓损伤后
#5

天内"治疗组出血%水肿以及神经元坏死等表现明显少于

M&(

组"与对照组没有明显区别$

M&(

组损伤后
#

%

$

%

%

%

#5

天斜板试验临界角均低于假手术组同期!

V W"

!

"#

#"

FC2G <H24

阳性产物吸光度值高于假手术组同期!

V W"

!

"#

#)损伤后
#

天"治疗组斜板试验临界角低于治疗

前!

V W"

!

"#

#"治疗组斜板试验临界角及
FC2G <H24

阳性产物吸光度值低于对照组同期!

V W"

!

"7

#"高于

M&(

组同期!

V W"

!

"#

#)损伤后
$

天"治疗组
FC2G <H24

阳性产物吸光度值高于损伤后
#

天及
M&(

组同期

!

V W"

!

"#

"

V W"

!

"7

#"低于对照组同期!

V W"

!

"7

#)损伤后
%

天"治疗组斜板试验临界角高于损伤后
$

天及
M&(

组同期!

V W"

!

"#

#"低于对照组!

V W"

!

"7

#"治疗组
FC2G <H24

阳性产物吸光度值高于
M&(

组同期!

V W

"

!

"#

#)损伤后
#5

天"治疗组斜板试验临界角高于损伤后
%

天!

V W"

!

"#

"

V W"

!

"7

#"治疗组斜板试验临界角高

及
FC2G <H24

阳性产物吸光度值高于
M&(

组同期!

V W"

!

"#

#$ 结论"丹参能减轻大鼠损伤脊髓的水肿%出

血"改善脊髓微循环"从而提高
M&(

鼠脊髓灰质
FC2G <H24

"是
M&(

早期理想的治疗药物$

关键词"丹参注射液)急性脊髓损伤)胶源性神经营养因子
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""丹参具有活血化瘀'清心安神的功效!现代药理学

研究证明其可改善微循环!降低血黏度!阻止继发性缺

血缺氧(

#

!

!

)

* 临床上丹参注射液已经成为治疗急性脊髓

损伤$

IJ>@=- B0KL >@3,K.

!

M&(

%的常用药物!其减轻脊

髓创伤的继发损伤机制!是目前的研究热点* 胶源性神

经营养因子$

N->=- B9-- ->@9

#

L9K>O9L @9,K0PK0JQ>B R=B

#

P0K

!

FC2G

%对运动神经元有神经营养活性!是作用最强

的神经营养因子!它对损伤脊髓的修复起着关键的作

用(

$

)

* 为探讨丹参注射液对
M&(

大鼠脊髓灰质
FC2G

的作用及其机制!本研究展开观察!报告如下*

材料与方法

#

"动物"

$

月龄清洁级健康
MC

大鼠
#55

只!雄

性!体重$

57"

%

!"

%

N

!由广西医科大学动物实验中心

提供!合格证号#

M&b`

$桂%

!"##

&

"""$

!饲养于广西

中医药大学动物实验中心!室温$

!!

%

!

% '!

#! Q

间

隔照明!定期消毒和通风!自由进食消毒饲料和经过消

毒的自来水*

!

"药物'试剂及仪器"丹参注射液购自江西余江

制药 厂 $

#" <SE

支! 含 生 药
#

!

7 NE<S

! 批 号#

!"#""5#:

%&甲基强的松龙购自法玛西亚普强中国有

限公司$

5" <N

!批号#

H#"!":

%!

FC2G

原位杂交试

剂盒购自武汉博士德生物工程公司$

"

!

! <S

!批号#

\4"8:"

%*

DSa+VZM

金相显微镜$

\b6"

%由日本

DSa+VZM

公司生产*

$

"大鼠
M&(

模型制备"

MC

雄性大鼠
#55

只!腹

腔注射
$U

巴比妥钠麻醉后俯卧位固定于手术台上!

脱毛后常规消毒术野!以
)##

为中心取后正中切口!

暴露
)#"

(

)#!

椎板和棘突!咬除棘突'椎板!用硬塑

料片保护
)#"

和
)#!

脊髓!只暴露
)##

脊髓* 采用改

良
4--9@ 4H

法(

5

)致伤脊髓#以
#" N

不锈钢杆自三维

立体定向仪上经套筒自由坠落
5 B<

!撞击
)##

脊髓!

然后移去不锈钢杆!观察到鼠尾痉挛性摆动!双下肢及

躯体痉挛收缩!示造模成功!分层缝合及包扎后给予单

笼普通食物喂养!室温保持
!!

'!通风良好* 另选取

MC

雄性大鼠
58

只作为假手术组!采用上述手术方

法!不撞击脊髓*

5

"动物分组及干预方法"

#55

只
M&(

模型大

鼠!随机分为治疗组'对照组和
M&(

组!每组各
58

只!

$

组又各分为损伤后
#

'

$

'

%

及
#5

天组!每组
#!

只*

治疗组#于损伤后
# Q

给予丹参注射液 (

#

!

%8 <SE

$

TN

"

L

%!相当于临床用药剂量
7

!

$7

倍)腹腔内注

射!每天
#

次!按存活时间分别注射
#

'

$

'

%

'

#5

天* 对

照组#采用大剂量冲击疗法!于损伤后
# Q

腹腔注射甲

基强的松龙
$" <NETN

!

57 <>@

后! 按
7

!

5 <NE

$

TN

"

Q

%计算
!$ Q

总量!分
5

次腹腔注射* 假手术组

和
M&(

组#不进行任何干预*

7

"检测指标及方法
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#

"大鼠一般状态观察"观察干预期间大鼠毛

色'后肢活动'呼吸'饮食及排尿情况*

7

!

!

"脊髓运动功能评估"分别于损伤后
#

'

$

'

%

'

#5

天!采用改良
H>O->@ 4M

等(

7

)斜板试验评价大鼠脊

髓运动功能*

7

!

$

"原位杂交实验步骤"

$

组分别于损伤后
#

'

$

'

%

'

#5

天!再次麻醉后开胸!用
5

)磷酸缓冲福尔马林

液做灌流固定* 打开原切口!暴露
)##

水平的脊髓组

织!取出
)##

水平的脊髓!标本采集后以切成
5 <<

以

内小块!

5U

多聚甲醛
E"

!

# <0-ES V\M

$

JY %

!

"

(

%

!

6

%

固定液固定
# Q

!常规脱水'浸蜡'包埋!切片$厚度
6

(

8 !<

%!多聚赖氨酸处理玻片!石蜡切片脱蜡!

$"U

Y

!

D

!

*蒸馏水
#

*

#"

混合!室温
7

(

#" <>@

以灭活内源

性酶!蒸馏水洗
$

次!切片滴加胃蛋白酶暴露
<H24

核

酸片段!

#U

多聚甲醛
E"

!

# <0-ES V\M

$

JY %

!

!

(

%

!

6

%

固定液后固定!加预杂交液预杂交后洗涤!切片上滴加

!" !<

杂交!杂交后洗涤!滴加封闭液!滴加生物素化鼠

抗地高辛!滴加
M4\&

!滴加生物素化过氧化物酶!

C4\

染色!苏木素复染!水洗!酒精脱水!二甲苯透明!

封片*

7

!

5

"

FC2G <H24

表达检测"在显微镜下观察

原位杂交实验所得玻片!

FC2G <H24

染色均以细胞

质或细胞膜呈棕黄色为阳性染色*

6

"统计学方法"数据用
MVMM #7

!

"

软件进行

统计!数据采用
_

%

I

表示!两组间均数比较采用独立

样本
P

检验!干预前后均数比较采用配对样本
P

检验*

V W"

!

"7

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组大鼠一般状态比较"损伤
#

天后!各组

大鼠毛色蓬乱!后肢无法运动!呼吸较浅!饮食减少!尿

失禁或尿潴留* 损伤
$

天后治疗组与对照组毛色蓬

乱!后肢能轻微活动!但不能支撑爬行!

M&(

组后肢毛

色干枯'蓬乱!无任何活动!均呼吸较浅'饮食减少'尿

失禁或尿潴留* 损伤
%

天后!治疗组和对照组动物毛

色润泽!后肢活动增强!但尚未支撑爬行!呼吸正常!饮

食有所增加!尿失禁或尿潴留有所改善!

M&(

组无明显

变化* 损伤
#5

天后治疗组和对照组动物毛色润泽!后

肢活动增强!可支撑爬行!呼吸正常!饮食接近正常!排

尿趋于正常!

M&(

组毛色蓬乱!后肢轻微活动!呼吸接

近正常!饮食有所增加!尿失禁或尿潴留有所改善*

本实验使用大鼠
!!#

只!造模成功
#%8

只!造模

成功率
8"

!

75U

* 干预期间治疗组大鼠死亡
8

只!死

亡率
#5

!

!:U

&对照组死亡
#"

只!死亡率
#%

!

!5U

&

M&(

组死亡
#6

只!死亡率
!7U

*

!

"各组大鼠各时间点脊髓运动功能比较$表
#

%

各组损伤前斜板试验临界角比较!差异无统计学意义

$

V c"

!

"7

%*

M&(

组损伤后
#

'

$

'

%

'

#5

天斜板试验临

界角均低于假手术组同期$

V W"

!

"#

%&损伤后
#

天!治

疗组斜板试验临界角低于治疗前及对照组同期

$

V W"

!

"#

%&损伤后
$

天!治疗组斜板试验临界角与损

伤后
#

天比较!差异无统计学意义$

V c"

!

"7

%&损伤后

%

天!治疗组斜板试验临界角高于损伤后
$

天及
M&(

组同期$

V W"

!

"#

%!低于对照组同期$

V W"

!

"7

%&损伤

后
#5

天!治疗组斜板试验临界角高于损伤后
%

天及

M&(

组同期$

V W"

!

"#

!

V W"

!

"7

%*

$

"各组组织病理学结果比较$图
#

%"脊髓损伤

后
#

天!

M&(

组脊髓损伤灰质区明显出血'水肿!部分

图
#

#各组损伤后
%

天组织病理学结果比较

$

C4\

! +

!"

%

表
#

#各组大鼠各时间点斜板试验临界角比较#$度!

_

%

I

%

组别 剂量
@

损伤前 损伤后
#

天 损伤后
$

天 损伤后
%

天 损伤后
#5

天

假手术 """"+

58 6!

$

:

%

8

$

7 76

$

#

%

%

$

% 7%

$

8

%

:

$

5 6"

$

!

%

8

$

8 6"

$

6

%

#"

$

!

M&(

""""+

58 6"

$

6

%

#"

$

$

$!

$

#

%

!

$

:

!

$"

$

7

%

5

$

#

!

$6

$

%

%

7

$

$

!

5!

$

:

%

5

$

7

!

对照
$" <NE

$

TN

"

!$ Q

%

58 6"

$

:

%

:

$

5 $#

$

#

%

$

$

6 $!

$

#

%

5

$

# 7"

$

8

%

7

$

$ 75

$

#

%

7

$

$

治疗
#

$

8 <SE

$

TN

"

L

%

58 6#

$

!

%

8

$

7

$#

$

6

%

$

$

!

"#

$!

$

7

%

$

$

:

56

$

!

%

5

$

7

"$$#

7$

$

!

%

5

$

5

"$

""注#与本组前一时间点比较!

"

V W"

$

"#

&与假手术组同期比较!

!

V W"

$

"#

!

!!

V W"

$

"7

&与
M&(

组同期比较!

$

V W"

$

"7

!

$$

V W"

$

"#

&与对照组

同期比较!

#

V W"

$

"7
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表
!

#各组
FC2G <H24

表达比较"$

_

%

I

%

组别 剂量
@

损伤后
#

天 损伤后
$

天 损伤后
%

天 损伤后
#5

天

假手术 """"+

58 5

$

$

%

#

$

6 $

$

8

%

#

$

5 5

$

#

%

#

$

! 5

$

7

%

#

$

7

M&(

""""+

58

6

$

%

%

#

$

"

!

##

$

#

%

#

$

#

!

#"

$

6

%

#

$

$

!

8

$

$

%

#

$

$

!

对照
$" <NE

$

TN

"

!$ Q

%

58 #!

$

5

%

#

$

: #6

$

$

%

!

$

! #!

$

8

%

!

$

$ #!

$

7

%

#

$

6

治疗
#

$

%8 <SE

$

TN

"

L

%

58

8

$

#

%

#

$

!

!#$$

#5

$

%

%

!

$

$

"!#$

#5

$

"

%

#

$

6

!$$

#$

$

7

%

!

$

$

!$$

""注#与本组前一时间点比较!

"

V W "

$

"#

&与假手术组同期比较!

!

V W "

$

"#

&与
M&(

组同期比较!

$

V W "

$

"7

!

$$

V W "

$

"#

& 与对照组同期比

较!

#

V W"

$

"7

神经元变性坏死&治疗组和对照组部分神经元坏死!但

出血'水肿较轻* 损伤后
$

天!

M&(

组脊髓损伤灰质区

仍明显出血'水肿!神经元坏死增多&治疗组出血'水肿

减轻!神经元坏死稍增多&对照组出血'水肿减轻!神经

元坏死增多* 损伤后
%

天'

#5

天!

M&(

组脊髓损伤灰

质区出血'水肿减轻!体积较小&治疗组和对照组出血'

水肿均明显减轻*

5

"各组
FC2G <H24

表达比较$表
!

%"损伤

后
#

'

$

'

%

'

#5

天!

M&(

组
FC2G <H24

阳性产物吸

光度值高于假手术组$

V W"

!

"#

%&损伤后
#

天!治疗组

FC2G <H24

阳性产物吸光度值低于对照组同期

$

V W"

!

"7

%!高于
M&(

组同期 $

V W "

!

"#

%&损伤后

$

天!治疗组
FC2G <H24

阳性产物吸光度值高于损

伤后
#

天及
M&(

组同期$

V W"

!

"#

!

V W"

!

"7

%!低于对

照组同期 $

V W "

!

"7

%&损伤后
%

天!治疗组
FC2G

<H24

阳性产物吸光度值与损伤后
$

天及对照组比

较!差异无统计学意义$

V c "

!

"7

%!高于
M&(

组同期

$

V W"

!

"#

%&损伤后
#5

天!治疗组
FC2G <H24

阳

性产物吸光度值与损伤后
%

天及对照组比较!差异无

统计学意义$

V c"

!

"7

%!高于
M&(

组同期$

V W"

!

"#

%*

讨""论

M&(

包括原发性损伤和继发性损伤两个阶段!原

发性损伤所导致的神经损伤是无法恢复的* 针对原发

性损伤的常规治疗手段是手术减压'恢复脊柱稳定性*

脊髓继发性损伤是一系列复杂的过程!包括脊髓创伤

后出血'水肿'微循环障碍'局部组织自由基生化改变

等!在此阶段中的变化是可以调控的* 如何减轻脊髓

继发性损伤!使损伤脊髓恢复其生理功能是目前研究

的热点* 自从
#::$

年
S>@ SG

等(

6

)从大鼠胶质瘤细

胞系
\5:

的条件培养液中分离纯化获得
FC2G

后!经

过多年研究!人们对它的认识日益全面*

FC2G

属于

运动神经营养因子!是目前发现作用最强的神经营养

因子!对运动神经元有神经营养活性!保护受损的运动

神经元!减少细胞死亡(

%

)

!这可能与其阻止运动神经

乙酰胆碱转移酶活性下降的因素有关* 所以对脊髓损

伤后
FC2G

的研究有助于探索损伤脊髓恢复机制*

丹参注射液为中药提取制剂!其有效成分为水溶

性丹参素!有活血化瘀'清心安神的功效!现代药理学

研究证明丹参能显著增加损伤脊髓的血流量(

8

)

!其机

制可能与丹参减少血小板凝集!对抗缩血管物质的作

用有关(

:

)

* 而且经丹参干预后!脊髓组织中的脂质过

氧化物丙二醛的含量也显著下降!这与脊髓血流改善

有关!也反映了丹参可避免组织受到自由基的损害!对

损伤神经细胞的膜性结构有一定的保护作用(

8

)

* 随

着临床应用的推广以及实验研究的深入!丹参对
M&(

的保护作用日益受到重视* 甲基强的松龙是合成中效

糖皮质激素!是唯一被美国联邦食品药品管理局批准

的治疗急性脊髓损伤药物!在
M&( 8 Q

内采用大剂量

+V

冲击疗法!能明显改善
M&(

患者的运动'感觉功

能(

:

)

!所以选用甲基强的松龙为对照药物*

在本实验中发现脊髓损伤后
#

天
FC2G <H24

即显著上升!丹参注射液对
M&(

大鼠模型的影响!在

损伤后
#

天大鼠运动功能'脊髓组织并不明显!但是其

FC2G <H24

上升更为显著!在损伤后
$

天达到最高

值!并维持到损伤后
%

天!直至损伤后
#5

天才略有下

降* 在损伤后
%

'

#5

天大鼠运动功能逐渐恢复!光镜

下观察局部脊髓出血'水肿明显减轻* 由此推断丹参

注射液对损伤脊髓的干预途径是减轻大鼠损伤脊髓的

水肿'出血!改善脊髓微循环!此外还提高脊髓
FC2G

<H24

!通过
FC2G

减缓血脊髓屏障的崩解!减轻水

肿形成及细胞损伤!减少脊髓神经细胞凋亡!从而促进

运动功能的恢复(

#"

)

* 在实验干预期间!动物死亡率较

高!主要是动物饮食障碍'尿潴留以及感染所致* 本实

验观察时间较短!目前还无法确定丹参干预脊髓损伤

大鼠的远期效果!这也是本实验延续研究的方向之一*
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