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早期使用三七总皂苷对大鼠脑出血炎性反应的影响
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摘要　目的：早期使用三七总皂苷对脑出血大鼠（ＩｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌＨｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）脑组织病理形态和炎性反应递质细胞间黏附分
子－１（ＩｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒＡｄｈｅｓｉｏｎＭｏｌｅｃｕｌｅ－１，ＩＣＡＭ－１）和肿瘤坏死因子－α（ＴｕｍｏｒＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）的影响。方法：将
ＳＤ大鼠随机分为假手术组、模型组和三七总皂苷组，采用胶原酶注射尾状核法制作脑出血模型，观察脑组织病理形态变化；双
抗体夹心－酶联免疫吸附实验（Ａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ－ＥＬＩＳＡ，ＡＢＣ－ＥＬＩＳＡ）观察 ＩＣＨ大鼠血清炎性反应递质 ＩＣＡＭ－１和 ＴＮＦ
－α的变化。结果：ＨＥ染色观察到炎性细胞浸润，也证实了脑出血急性期炎性反应反应较剧烈，三七总皂苷显著减轻周围脑组
织水肿和神经纤维排列紊乱现象；造模７ｄ时，模型组血清中的 ＩＣＡＭ－１和 ＴＮＦ－α含量增加，三七总皂苷用药７ｄ可下调
ＩＣＡＭ－１（Ｐ＜００５）和ＴＮＦ－α。结论：三七总皂苷对脑出血后脑组织病理形态恢复正常具有促进作用，抑制ＩＣＡＭ－１和 ＴＮＦ
－α的释放，可能是神经元保护的作用机制之一。
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ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｏｆＥａｒｌｙＵｓｅｏｆＰａｎａｘＮｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇＳａｐｏｎｉｎｓｏｎＩｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎＲａｔｓｗｉｔｈＣｅｒｅｂｒａｌＨｅｍｏｒｒｈａｇｅ
ＺｈａｏＸｕｅｓｏｎｇ，ＣｈｅｎＺｈｉｇａｎｇ，ＸｕＺｈｉｆａｎｇ，ＧａｏＦａｎｇ

（ＤｏｎｇｆａｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００７８，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅａｒｌｙｕｓｅｏｆＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ（ＰＮＳ）ｏｎｔｈｅｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｂｒａｉｎｔｉｓｓｓｕｅｓ，
ＩＣＡＭ１ａｎｄＴＮＦαｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ（ＩＣＨ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ａｎｄＰＮＳｇｒｏｕｐ，ａｎｄＩＣＨｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅｍａｄｅｗｉｔｈｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅⅦ ｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｒａｔｓ’ｃａｕｄａｔｅｎｕｃｌｅｕｓ．Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎ
ｔｈｅｂｒａｉｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．ＩＣＡＭ１ａｎｄＴＮＦαｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ
（ＥＬＩＳＡ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｒｅｇｉｏｎａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｅｍａｔｏｍａｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄｂｙｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＳｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄＰＮＳｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｂｒａｉｎｅｄｅｍａａｎｄａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄｄｉｓｏｒｄｅｒｌｙａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆｎｅｒｖｅｆｉｂｅｒｓ；Ｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙａｆｔｅｒＩＣＨ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＩＣＡＭ１ａｎｄ
ＴＮＦαｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｗａｓｓｔｉｌｌｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎ
ｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＩＣＡＭ１（Ｐ＜００５）ａｎｄＴＮＦα．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏ
ｌｏｇｉｃａｌｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ａｎｄｉｔｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆＩＣＡＭ１ａｎｄＴＮＦαｓｏａｓｔｏｐｒｏｔｅｃｔｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　Ｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；Ｂｒａｉｎｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；ＩＣＡＭ１；ＴＮＦα；Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ
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　　脑出血（ＩｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌＨｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是一种最
危重的卒中类型，具有发病急、变化快、病情危重、病机

复杂等特点，临床必须紧急救治，目前缺乏有效的、针

对性强的治疗手段。近年研究表明脑出血血肿周围组

织有炎性反应存在，较非出血性脑损伤明显，且在脑出

血的继发性损伤中具有重要意义。本研究用三七总皂

苷（ＰＮＳ）干预实验脑出血大鼠，观察其对脑组织病理
形态的改变和炎性反应递质的影响，为使用三七总皂

苷早期治疗脑出血提供理论依据和支持。

１　实验材料
１１　动物及分组　ＳＤ雄性大鼠，体重２５０～３１０ｇ，购
自北京维通利华实验动物技术有限公司 ＳＰＦ／ＶＡＦ级，
合格证号：ＳＣＸＫ（京）２００７－０００１，实验动物随机分为
假手术组、模型组和三七总皂苷组。

１２　药物及试剂　Ⅶ型胶原酶：Ｓｉｇｍａ公司 美国；三

七总皂苷注射液：注射用血栓通冻干粉，购自广西梧州

制药股份有限公司（批号：０７０９１１），规格：１５０ｍｇ／支，
使用时用０９％生理盐水新鲜配置为１０ｍｇ／ｍＬ；０９％
生理盐水：北京双鹤药业股份有限公司（批号：

０７０６２７１Ｗ），规格：５００ｍＬ∶４５ｇ；水合氯醛：北京化学
试剂公司（批号：０５０３０８），用生理盐水制成１０％浓度；
多聚甲醛：北京益利精细化学品有限公司（批号：

２００６０７１２），使用时配置为 ４％多聚甲醛 －磷酸二氢
钠／氢氧化钠溶液，ｐＨ７２～７４；大鼠 ＩＣＡＭ－１定量
ＥＩＡ试剂盒：北京环亚泰克生物医学技术有限公司；大
鼠肿瘤坏死因子 －α定量酶联检测试剂盒：北京环亚
泰克生物医学技术有限公司。

１３　仪器　ＳＮ－２型脑立体定位仪：ＮａｒｉｓｈｉｇｅＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃＬａｂ日本；微量进样器（０～５μＬ）：宁波市镇海玻
璃仪器厂 中国；电子天平 ＰＷ－３型：上海凯士电子有
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限公司 中国；电子天平（３２２１２）：上海精密科学仪器有
限公司 中国；石蜡切片机：ＬｅｉｃａＲＭ２１３５德国；显微
镜：ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ６０日本；ＳＰＯ－Ⅱ数码成相软件：美国；
数码相机：ＳＯＮＹＴ７光学变焦３０日本；酶标仪：ＤＥＮ
ＬＥＹＤＲＡＧＯＮＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ：Ｔｈｅｒｍｏ芬兰；分析软件：
ＡｓｃｅｎｔｓｏｆｔｗａｒｅｆｏｒＭｕｌｔｉｓｋａｎ；洗板机：Ｗｅｌｌｗａｓｈ４ＭＫ２：
Ｔｈｅｒｍｏ芬兰；数字显示隔水式电热恒温培养箱 ＰＹＸ－
ＤＨＳ：上海跃进医疗器械厂 中国；离心机ＴＧＬ－１６８（编
号１１－０７）：上海安亭科学仪器厂 中国；Ｐ２００微量可调
移液器（规格２０～２００μＬ）：Ｔｈｅｒｍｏｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ芬兰。
２　实验方法
２１　造模　动物用１０％水合氯醛（０４ｍｇ／ｋｇ）腹腔
麻醉，俯卧位固定在脑立体定位仪上，将头背部皮肤消

毒后，切开头部正中皮肤，暴露颅骨，参照包新明《大鼠

脑立体定位图谱》［１］，以大鼠前囟为“０”点，横坐标向
右开３ｍｍ，向前开１ｍｍ，钻开颅骨，直径１ｍｍ，将微
量注射器取１μＬ胶原酶（含有胶原酶１Ｕ）固定于脑立
位仪上，垂直向下进针５５ｍｍ，即尾状核部位。３ｍｉｎ
内注完胶原酶，留针７ｍｉｎ，缓慢退出，用少量庆大霉素
防止感染，缝合切口，分笼饲养。假手术组动物以微量

进液器内不加入任何液体，余操作同胶原酶造模组。

采用标准鼠饲料常规喂养，自由饮水。

２２　给药　造模后立即 ｉｐ给药１次，１次／ｄ，连续７
ｄ，直至取材前 １ｄ。给药组予三七总皂苷注射液 ７２
ｍｇ／ｋｇ（１０ｍｇ／ｍＬ），模型组和假手术组给予 ０９％生
理盐水７２ｍＬ／ｋｇ。
２３　取材方法　各组动物分别于造模后４８ｈ、７ｄ经
１０％水合氯醛麻醉，从深麻醉后仰卧固定，迅速剪开胸
壁，暴露心脏，经心脏用１５０ｍＬ生理盐水灌洗至血液
冲尽，换用４％多聚甲醛 －磷酸二氢钠／氢氧化钠灌注
固定，灌注速度先快后慢，到大鼠四肢及尾巴伸直变硬

灌注完成。断头取脑，沿注射胶原酶进针孔冠状切开，

将脑组织置入４％多聚甲醛 －磷酸二氢钠／氢氧化钠
中固定２４ｈ，沿血肿冠状面切下厚２ｍｍ的脑片，经常
规脱水、透明、浸蜡和石蜡包埋，连续作厚度为５μｍ的
石蜡切片制备用于ＨＥ染色。７ｄ组腹主动脉取血，做
双抗体夹心－酶联免疫吸附实验。
２４　ＨＥ染色　ＨＥ染色步骤如下：石蜡切片常规脱蜡
至脱水。流水冲洗１０ｍｉｎ。苏木素染色２０ｍｉｎ。充分
水洗。０５％伊红染液５ｍｉｎ。流水冲洗１０ｍｉｎ。滴度
乙醇脱水、二甲苯透明。中性树胶封片。光镜下观察

血肿面积大小、血肿及其周围组织的病理学变化等。

图片见附图。

２５　双抗体夹心 －酶联免疫吸附实验　主要步骤如

下：实验前２０ｍｉｎ从冰箱中取出试剂盒，以平衡至室
温（２０～２５℃）。取出所需数量的板条，其余密封放回
４℃。建立标准曲线：设标准孔８孔，每孔中各加入样
品稀释液１００μＬ，第一孔加标准品１００μＬ，混匀后用
加样器吸出１００μＬ，移至第二孔。如此反复作对倍稀
释至第七孔，最后，从第七孔中吸出１００μＬ弃去，使之
体积均为１００μＬ。第八孔为空白对照。加样：待测品
孔中每孔各加入待测样品１００μＬ。将反应板置３７℃，
１２０ｍｉｎ。洗板：用洗涤液将反应板充分洗涤４～６次，
向滤纸上印干。每孔中加入第一抗体工作液（ＩＣＡＭ－
１１００μＬ／ＴＮＦ－α５０μＬ）。将反应板置３７℃，６０ｍｉｎ。
洗板：同前。每孔中加酶标抗体工作液１００μＬ。将反
应板置３７℃，６０ｍｉｎ。洗板：同前。每孔加入底物工作
液１００μＬ，置３７℃暗处反应５～１０ｍｉｎ。每孔加入１
滴终止液混匀。在４９２ｎｍ处测吸光值（应尽快，时间
过长可能导致本底偏高）。结果计算与判断：所有 ＯＤ
值都应减除空白值后再行计算。ＩＣＡＭ－１：以标准品
２０００、１０００、５００、２５０、１２５、６２５、３１、０ｎｇ／ｍＬ之 ＯＤ值
在半对数纸上作图，画出标准曲线。ＴＮＦ－α：以标准
品１０００、５００、２５０、１２５、６２５、３１２５、１５６２、０ｐｇ／ｍＬ之
ＯＤ值在半对数纸上作图，画出标准曲线。将浓度作为
Ｘ轴，ＯＤ值作为Ｙ轴，曲线应为一光滑曲线。根据样
品ＯＤ值在该曲线上查出相应大鼠 ＩＣＡＭ－１／ＴＮＦ－α
含量。

２６　统计方法　采用 ＳＰＳＳ１３０进行数据统计分析，
数值采用 珋ｘ±ｓ表达，３组间比较采用 ＡＮＯＶＡ分析，两
两比较用ｔ检验。
３　结果
３１　ＨＥ染色发现，假手术组双侧脑组织结构致密，细
胞排列整齐，胞浆淡染，核仁清楚（附图１、４）。

模型组各标本右侧尾状核均有大片出血灶，病灶

边缘血管扩张，出血灶周围脑组织显著水肿，组织疏

松，出血灶周围有少量胶质细胞，神经细胞肿大、疏松、

空泡样变性或皱缩；神经纤维排列紊乱、皱缩及断裂，

出现空泡；大量炎性细胞浸润，血管腔内红细胞聚集嵌

塞微血管；７ｄ时出血灶可见含铁血黄素颗粒，形成胶
质瘢痕结节，并出现空洞（附图２、５）。三七总皂苷组
出血灶部分吸收、机化，周围脑组织水肿显著减轻，神

经纤维排列紊乱现象显著减轻（附图３、６）。模型组和
三七总皂苷组健侧脑组织为正常组织形态。

３２　造模７ｄ时，模型组血清中的ＩＣＡＭ－１含量增加
（与假手术组比较Ｐ＝００２５），三七总皂苷组低于模型
组（Ｐ＝００３１），三七总皂苷组含量与假手术组差异无
统计学意义（Ｐ＝０８６２）。造模７ｄ，ＴＮＦ－α含量呈现
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模型组＞三七总皂苷组 ＞假手术组，但组间比较差异 均无统计学意义，如表１所示：

表１　造模７ｄ血清ＩＣＡＭ－１和ＴＮＦ－α含量的组间比较
（ｐｇ／ｍＬ）（珋ｘ±ｓ）

组别 ＩＣＡＭ－１含量（ｎ＝８） ＴＮＦ－α含量（ｎ＝８）

假手术组 ３１０５０±１６６ ０２２４±００２９
模型组 ３５０５０±３９３０ ０２３９±００２３

三七总皂苷组 ３１２００±１７３９△ ０２２８±００２４

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５。

４　讨论
胶原酶注射法诱导 ＩＣＨ，胶原酶对脑血管基底膜

具有破坏作用，脑内血管破裂，血液进入脑组织内。造

模４８ｈ后取材经ＨＥ染色，在光学显微镜下观察，红细
胞弥漫于基底核区并可见血肿的形成。血肿区神经元

结构模糊，变性坏死，细胞皱缩浓染，血肿周围区内可

见组织疏松，细胞不同程度水肿。作为机体的一种防

御反应，出现白细胞浸润和小胶质细胞激活。活化的

白细胞可发生流变学改变，表现为变形性降低和黏附

性、聚集性增高，嵌塞微血管，导致微循环有效面积减

少。健侧无明显上述改变。随着出血后病程的发展，

机体进行损伤后的修复。在出血后７ｄ，在基底核出血
区可见胶质瘢痕形成，由于小胶质细胞吞噬了大量的

红细胞，形成了含铁血黄素颗粒。三七总皂苷组血肿

体积小于模型组，提示三七总皂苷有一定促进血肿吸

收的作用。本实验造模后脑组织可见血肿、组织水肿

和纤维化，因此组织病理学上符合血瘀征象。此外，

ＨＥ染色观察到炎性细胞浸润也证实了脑出血急性期
炎性反应较剧烈。

ＩＣＨ后存在明显的炎性反应，ＩＣＡＭ－１和 ＴＮＦ－
α不同程度升高，可能加重继发性脑损伤。早期使用

三七总皂苷可促进ＩＣＨ后神经功能缺损的恢复，抑制
炎性反应递质ＩＣＡＭ－１的表达，一定程度下调ＴＮＦ－
α，减轻神经元损伤可能是三七总皂苷的治疗机制之
一。何氏［２］报道三七总皂苷可抑制大鼠局灶性脑缺

血再灌注后ＩＣＡＭ－１表达和中性粒细胞浸润，减轻脑
梗死区炎性反应，主要机制为抑制炎性反应递质释放

和降低血脑屏障通透性，减轻脑水肿，提示三七总皂苷

有一定的抗炎作用。ＩＣＨ后血肿周围炎性反应的前提
条件是炎性细胞黏附于血管内皮细胞，黏附分子是介

导黏附的重要因素，其中 ＩＣＡＭ－１起着核心作用，也
介导炎性细胞参与血脑屏障内皮细胞损害的病理过

程。ＩＣＨ早期ＩＣＡＭ－１广泛分布于上皮细胞、血管内
皮细胞、网状细胞、单核细胞和淋巴细胞，其中以血管

内皮细胞表达最强，引起中性粒细胞浸润，释放大量活

性氧，参与继发脑损伤［３］。同时，表达 ＩＣＡＭ－１的白
细胞活化后产生大量的蛋白水解酶，特别是基质金属

蛋白酶（ＭＭＰｓ），氧自由基、花生四烯酸代谢产物等，
增加血脑屏障通透性，形成血管源性脑水肿［４］。正常

情况下，ＩＣＡＭ－１可以在内皮细胞有低水平的表达，
但在炎性细胞因子，如ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＦＮ－γ等刺激
下表达可明显增高。ＩＣＡＭ－１还可以从血管内皮细
胞表面脱落，成为可溶性细胞间黏附分子 －１（ｓｏｌｕｂｌｅ
ＩＣＡＭ－１，ｓＩＣＡＭ－１），但仍保持与 ＬＦＡ－１结合的功
能，缺血性卒中患者血清中可溶性ＩＣＡＭ－１的水平与
脑组织、血脑屏障的损坏程度有关［５］。实验研究证

明，大鼠ＩＣＨ后２４ｈ血管内皮出现ＩＣＡＭ－１，７ｄ达高
峰，持续２周［６］。
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ＩＣＨ后神经元、星形细胞和小胶质细胞均可产生
ＴＮＦ－α，它是炎性反应的触发因子，一方面脑组织损
伤后星形细胞、血管内皮细胞以及小胶质细胞首先表

达ＴＮＦ－α，另一方面由ＴＮＦ－α可直接促进中性粒细
胞向病灶区聚集，诱导白细胞、受损组织细胞释放更多

的细胞因子，这是前炎性反应细胞因子形成的一个正

反馈机制。ＴＮＦ－α还具有神经毒性作用，表达增加
可加速细胞死亡。而ＴＮＦ－α神经毒性和促细胞死亡
的作用可能会使血脑屏障破坏，通透性增加，引起脑水

肿［７］。７ｄ时血清ＴＮＦ－α虽成模型组 ＞三七总皂苷
组７＞假手术７的趋势，但并无统计学意义，查阅相关
文献发现，ＴＮＦ－α在ＩＣＨ后２４～７２ｈ之间达到高峰，
之后下降，故考虑此阴性结果与造模７ｄ时 ＴＮＦ－α
已自行下降有关。
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银马抗病毒颗粒抗菌、抑制迟发性超敏免疫

反应的实验研究

张俊明　郭　晟　方　铝　余　华　钟小群　张爱华
（江西省药物研究所，南昌，３３００２９）

摘要　目的：研究银马抗病毒颗粒抑菌及对迟发性免疫反应的作用。方法：通过体外试管倍比稀释法及体内抗菌，观察银马抗
病毒颗粒的抗菌作用；通过二硝基氟苯对小鼠致敏试验，观察银马抗病毒颗粒对小鼠的迟发性免疫反应的作用。结果：银马抗

病毒颗粒药物浓度为０１２５ｇ·ｍＬ－１时，在体外对金黄色葡萄菌、乙型溶血性链球菌、甲型链球菌、绿脓杆菌及肺炎双球菌具有
抑菌作用；银马抗病毒颗粒能降低致病菌对小鼠的死亡率；银马抗病毒颗粒具有抑制小鼠迟发性免疫反应的作用。结论：银马

抗病毒颗粒具有体外、体内抑菌的作用，具有抑制迟发性超敏反应的作用。

关键词　银马抗病毒颗粒；抗菌；迟发性免疫反应
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　　银马抗病毒颗粒处方来源于清吴瑭（鞠通）所著 《温病条辨》中银翘马勃散方，采用传统的温水浸出工

·０９７· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｌｙ．２０１３，Ｖｏｌ．８，Ｎｏ．７
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