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　　大脑可塑性研究一直是脑科学研究的热点 ,影

响脑血管病后功能重塑的因素十分复杂 ,包括促进

因素和抑制因素 ,在诸多抑制因素中 , Nogo引人注

目 ,其发现是中枢神经创伤性损伤修复分子机制研

究的重大突破。Nogo2A,是目前发现的最为强烈的

神经纤维再生抑制因子 ,在神经功能恢复过程中起

着重要作用 , Nogo2A通过与其受体结合而发挥抑制

神经再生的作用 [ 1, 2 ]。中药三七在脑血管病的治疗

中具有疗效 ,本研究首次通过给予三七三醇皂苷 ,观

察局灶性脑缺血模型大鼠不同时点脑组织中 Nogo2
A含量的变化 ,探讨中药三七在脑缺血后脑功能重

塑中的作用机制。

1　材料和方法

111　动物和分组

雄性 SD大鼠 ,体重 (300 ±20) g,购自北京维通

利华实验动物技术有限公司 ,许可证号 SCXK (京 )

200220003。大鼠随机分为假手术组、模型组、三七

三醇皂苷组和尼莫地平组 ,各组再按术后不同时间

点随机分为 3, 7, 28 d 3个亚组。

112　药物与试剂

三七通舒胶囊 (成都华神集团股份有限公司制

药厂 ,批号 061002XH021,每粒装 200 mg,含三七三

醇皂苷 100 mg)。尼莫地平片 (天津市中央药业有

限公司 ,批号 060608,每片 30 mg)。Nogo2A 一抗、

SP试剂盒 (北京博奥森公司 )。

113　大脑中动脉阻塞 (MCAO)模型的制备

采用改良的 Longa方法 ,大鼠术前禁食不禁水过

夜 ,腹腔注射 315%水合氯醛麻醉 ,仰卧位固定 ,颈部

手术区备皮 ,络合碘消毒 ,于颈正中纵行切开皮肤 ,约

25 mm,钝性分离肌群 ,游离颈总动脉、颈外动脉与颈

内动脉 ,结扎颈外动脉近分叉处和颈总动脉近心端 ,

用动脉夹暂时夹闭颈总动脉 ,在颈总动脉结扎与夹闭

两处之间用显微剪剪一小口 ,用浸于肝素生理盐水中

的尼龙线栓 (已在距线头 18 mm处作标记。2534型

尼龙栓线 :线身直径 0125 mm,线头直径 ( 0134 ±

0102) mm,线长 35 mm,购自北京沙东生物技术有限

公司 )沿颈总动脉插入颈内动脉 ,并顺其推进 18～22

mm (自颈总动脉分叉处计算 ) ,稍遇阻力停止 ,即可造

成大脑中动脉的阻断。然后结扎颈总动脉固定栓线 ,

伤口给予青霉素钠 40万 U防止感染 ,缝合皮肤。

MCAO模型成功的判断标准采用 EZ Longa评

分标准 [ 3 ]。0分 ,无神经缺损表现 ; 1分 ,对侧前爪

不能充分伸展 ; 2分 ,向外侧转圈 ; 3分 ,行走时向对

侧倾倒 ; 4分 ,不能行走 ,意识丧失。动物清醒后进

行神经功能评分 , 1至 3分者为纳入标准 , 0分和 4

分者剔除。

114　分组、给药方法和标本采集

于 MCAO术后按 EZ Longa评分标准进行评分 ,

根据大鼠神经功能评分高低随机分为模型组、三七

三醇皂苷组、尼莫地平组 ,各组内的大鼠神经功评分

1, 2, 3分的大鼠数目大致一样。给药剂量按大鼠与

人体表面积等效剂量折算 ,尼莫地平片按照成人用

量 (2 mg·kg
- 1 ·d

- 1 ) 8倍 ,计算大鼠用量 (01017 3

mg·g
- 1 ·d

- 1 )。三七通舒胶囊按照成人用量 ( 5

mg·kg
- 1 ·d

- 1 ) 10倍 ,计算大鼠用量 (01054 mg·

g
- 1 ·d

- 1 )。中药组和西药组动物于术后当日开始

分别灌胃给三七通舒混悬液和尼莫地平混悬液 ;正

常组和模型组动物亦于术后当日开始灌胃给去离子

水。各组均是每天给药 1次 ,每 3 d称体重 1次 ,重

新计算每只动物药量 ,直至取材时。在取材的各时

间点 , 315%水合氯醛腹腔注射麻醉后 , 4%多聚甲醛

PBS灌注固定取脑 ,然后将其浸于 4%多聚甲醛中

后固定。取视交叉前后 2 mm脑组织常规脱水浸蜡

包埋 ,切片厚 5μm。

115　免疫组织化学染色

切片常规脱蜡至水 , Nogo2A一抗 (1∶50) 4 ℃孵
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育过夜 ,二抗 37 ℃孵育 30 m in,辣根过氧化物酶标

记链酶卵白素工作液 37 ℃孵育 30 m in, DAB显色 ,

常规脱水透明封片。阴性对照以 0101 mol·L
- 1

PBS代替一抗 ,余皆相同。

116　图像分析

使用 D iagnostic Instruments公司 SPOT2Ⅱ数码

成像系统进行图像采集 ,用 Vniversal Imaging公司

Meta Morph图像分析系统进行图像分析。

117　统计学分析

各组各时间点的免疫组织化学图像分析采用阳

性信号光密度值作为参数进行统计分析。所得数据

经正态分布及方差齐性检验后进行方差分析 ,统计

分析工具为 SPSS1010软件包 ,数据用 �x ±s表示。

2　结果

211　各组大鼠 MCAO术后神经功能评分 　MCAO

术后大鼠于 1～2 h内清醒。与模型组比较 ,术后

24, 48 h三七三醇皂苷组和尼莫地平组 EZ Longa评

分呈下降趋势 ,术后 72 h三七三醇皂苷组和尼莫地

平组 EZ Longa评分显著低于模型组 ,有显著的统计

学差异。见表 1。

212　各组大鼠 MCAO术后 Nogo2A蛋白表达的变

化
表 1　大鼠 MCAO后神经功能评分 ( �x ±s)

组别 n 术后 5 h 术后 24 h 术后 48 h 术后 72 h

假手术　　　 15 0100 ±0100 0100 ±0100 0100 ±0100 1133 ±01481)

模型　　　　 30 2167 ±0161 2143 ±0173 2120 ±0171 1173 ±0164

三七三醇皂苷 30 2163 ±0161 2137 ±0172 2107 ±0169 0100 ±0100

尼莫地平　　 30 2160 ±0167 2133 ±0180 1193 ±0169 1127 ±01451)

　　注 : 1)与同时间点的模型组比较 P < 0101

　　Nogo2A免疫阳性产物呈棕黄色 ,在胞浆表达。

术后第 3天模型组 Nogo2A表达显著高于正常组 ( P

< 0105) ,三七三醇皂苷组和尼莫地平组 Nogo2A表

达亦有所升高 ,但与模型组和假手术组比较均无统

计学差异。术后第 7天 ,三七三醇皂苷组 Nogo2A表

达显著低于模型组 ( P < 0105) ,尼莫地平组 Nogo2A
表达亦低于模型组 ,但未见统计学差异。术后第 28

天 ,三七三醇皂苷组和尼莫地平组 Nogo2A表达均进

一步下降 ,且显著低于模型组 ( P < 0101 和 P <

0105) (表 2)。Nogo2A蛋白表达变化见图 1～9。
表 2　术后不同恢复时点 nogo2A蛋白表达的变化 ( �x ±s)

组别 n 术后第 3天 术后第 7天 术后第 28天

假手术　　　 5 01082 ±01020 01086 ±01019 01083 ±01009

模型　　　　 7 01099 ±010121) 01114 ±010311) 01110 ±010092)

三七三醇皂苷 7 01095 ±01005 01093 ±010073) 01088 ±010164)

尼莫地平　　 7 01096 ±01010 01095 ±01009 01093 ±010083)

　　注 :与同时间点假手术组比较 1) P < 0105; 2) P < 0101;与同时间点模型组比较 3) P < 0105; 4) P < 0101

3　讨论

用线栓阻断大脑中动脉造成脑缺血的方法是目

前应用最广泛的局灶性脑缺血模型制备方法 [ 4 ]。

且此模型对评价药效较好 [ 5 ]。但诸多因素可以影

响此模型的成功。本次 MCAO模型的制备所用栓

线是经激光技术打磨制成 ,直径一致 ,动物体重与栓

线匹配合适 ,保证了模型的成功率与均一性。本研

究结果显示 ,造模当日各组 EZ longa评分无统计学
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差异 ,在术后 24, 48 h三七三醇皂苷组和尼莫地平

组 EZ Longa评分呈下降趋势 ,术后 72 h三七三醇皂

苷组和尼莫地平组 EZ Longa评分显著低于模型组 ,

有显著的统计学差异。说明三七三醇皂苷与尼莫地

平都能够改善大鼠脑梗死后的神经功能。

抑制轴突再生蛋白的存在是中枢神经系统再生

的主要障碍之一。目前相继发现了数个具有抑制轴

突再生的蛋白 ,其中 Nogo2A引人注目。在正常情况

下 Nogo2A起着限界和防止形成异常联系的作用 [ 5 ]
,

在脑损伤后 , Nogo2A可以抑制轴突再生 [ 6 ]。它含有

两个完全独立的抑制结构域 ,一个是位于氨基端的

am ino2Nogo和另一个位于羧基端的 Nogo266。 am i2
no2Nogo是如何其发挥抑制作用目前尚不清楚 , No2
go266能通过与其特异性受体 NgR结合发挥抑制轴

突生长的作用。研究发现 [ 7 ]
,脑缺血再灌注后 , No2

go2A mRNA 的表达在早期即有增加 ,所以 Nogo2A
可能通过 CNS损伤点周围的完整组织表达的增加

来发挥纤维再生抑制作用。

目前 Nogo2A在脑损伤治疗中的研究还处于基

础阶段。主要通过敲除 Nogo基因使其不表达、或应

用 Nogo266的特异性抗体或者者疫苗的方法中和

Nogo的抑制作用、或采用 Nogo266功能性受体 NgR

的竞争性拮抗剂的方法来消除 Nogo的抑制作用 ,观

察脑组织受损后功能恢复的情况及轴突再生的情

况。采用中药干预 Nogo2A表达的报道则较为少见。

中药治疗脑血管病有较好特色 ,针对功能恢复

和脑功能重塑阶段的疗效机制尚不清楚。中药三七

活血化瘀、化瘀而不伤正气 ,用于脑血管病的治疗取

得较好的疗效 [ 6, 7 ]。目前其作用机制研究主要集中

在损伤和保护两方面 ,能否下调抑制因素的表达 ,促

进缺血后重塑 ,目前鲜有报道。而探讨中药对主要

抑制因子的作用 ,研究中药对重建过程、重塑过程的

作用机制 ,将为中医药治疗脑血管病的机制研究提

供新的思路。

本实验探讨三七对脑梗死后不同恢复时点 No2
go2A变化的影响。结果显示 ,模型组在术后第 3天

时缺血周围区表达增加 ,术后第 7天增加更为显著 ,

第 28天时稍下降 ,给药组在各时点均低于模型组。

提示 Nogo2A可能在脑缺血早期即发挥其抑制轴突

再生的作用 ,而其在高水平的长时间维持可能是脑

损伤后神经元虽可再生但再生困难的原因之一 ,而

应用三七或者尼莫地平可以下调 Nogo2A的表达 ,这

可能是三七能够促进脑梗死后神经功能恢复的原因

之一。术后第 28天 ,三七三醇皂苷组和尼莫地平组
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Nogo2A表达均进一步下降 ,且显著低于模型组 ,提

示持续应用三七三醇皂苷或尼莫地平可以下调 No2
go2A的表达 ,提示在临床上 ,脑缺血后持续应用三

七可能会有积极意义。也为研究中医药治疗脑血管

病的机制提供了新的思路。
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　　金银花为忍冬科植物忍冬 L onicera japon ica

Thunb. 的干燥花蕾或带初开的花 ,连翘为木犀科植

物连翘 Forsy th ia suspense ( Thunb. ) Vahl的干燥果

实 [ 1 ]。金银花清热解毒 ,偏于上半身之热 ;而连翘

清热解毒 ,散结消肿 ,便于透达全身之热。二药配

伍 ,清热解毒力量倍增 ,流通气血以消肿散结止痛。

银翘药对是临床上公认的常用有效药对 ,现有中成

药中金银花和连翘的常用比例为 3∶1～1∶2,为了探

讨银翘药对的最佳配伍比例及其可能的药效物质基

础 ,作者对金银花、连翘单煎和银翘药对不同配伍比

例合煎的抗炎、解热作用进行了比较 ,并以 RP2
HPLC分析了其相应的化学成分变化情况。

1　材料

1. 1　试药 　金银花、连翘购于河北安国药市 ,经本

所生药室何希荣主管技师鉴定分别为忍冬科植物忍

冬 L. japon ica的干燥花蕾或带初开的花和木犀科植

物连翘 F. suspense的干燥果实。1～6号样品依次

为 :金银花、连翘单味水煎浓缩液、银翘药对的不同

配伍比例 (金银花 ∶连翘 = 3∶1, 2∶1, 1∶1, 1∶2)水煎

浓缩液。每种供试品均取 500 g生药 ,分别加水 10

倍量 ,煎煮 2次 ,每次 45 m in,过滤后合并滤液并浓

缩至 1 g·mL - 1 ,置 4 ℃冰箱保存 ,备用。取 1～6

号样品各 1 mL置 50 mL三角瓶中 ,加甲醇 50 mL,

精密称定 ,超声 30 m in,补足重量 ,放置 1 h后取上

清液 , 0122μm针头滤器滤过 ,备用。阳性对照药阿

司匹林片剂 (北京曙光制药厂 ,批号 050906) ,醋酸

泼尼松注射液 (上海第九制药厂 ,批号 050613)。对

照品绿原酸 ,咖啡酸 ,木犀草苷 ,连翘酯苷 A ,芦丁 ,

连翘苷和连翘脂素 (本课题组自制 ,纯度 ≥98% )。

1. 2　动物 　昆明种小鼠 ,雄性 ,体重 ( 20 ±2 ) g;

W istar大鼠 ,雄性 ,体重 ( 180 ±10) g,均为 SPF级 ,

由北京维通利华实验动物有限公司和中国药品生物

制品检定所实验动物中心提供 ,合格证号 SCXK

(京 ) 200220003。上述动物均以标准颗粒饲料饲养。
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