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三七总皂苷（ＰＮＳ）是我国名贵中药三七的有效活
性成分，治疗脑梗死的临床疗效明显犤１犦。局灶性脑缺血

时，神经血管单元牗ＮＶＵ牘中的神经元、胶质细胞和微血
管均受到损伤犤２犦，因此缺血性脑损伤是多环节、多因素、

多途径的损伤，寻求对脑缺血损伤后有整合作用的药物

很有意义。本研究中建立了大鼠局灶性脑缺血再灌注模

型，观察大鼠缺血灶周边脑组织 ＮＶＵ超微结构及相关

的神经核抗原（ＮｅｕＮ）、胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）和层
粘连蛋白（ＬＮ）在不同时间点的表达变化，以探讨 ＰＮＳ
对脑缺血后ＮＶＵ的影响，阐明ＰＮＳ在脑缺血治疗中的整
合作用机制。

１ 材料与方法

１．１ 材料
动物：ＳＤ雄性大鼠１４４只，ＳＰＦ级，体质量２５０～３００ｇ，

三七总皂苷对脑缺血再灌注大鼠神经血管单元的影响

林 军，梁 萍，黄 清，李 冲，农立宇，黄建敏，李雪斌，蒙兰青△

（右江民族医学院，广西 百色 ５３３０００）
摘要：目的 探讨三七总皂苷（ＰＮＳ）对脑缺血再灌注（ＣＩＲ）后大鼠缺血灶周边脑组织神经血管单元（ＮＶＵ）的影响。方法 采用线栓法制

作局灶性大脑中动脉闭塞（ＭＣＡＯ）模型；采用 Ｌｏｎｇａ评分标准检测各组大鼠术后４ｈ神经功能评分，随后进行干预，分别在缺血再灌注
后 ２４ｈ、７２ｈ、７ｄ、３周进行神经功能评分；采用蛋白免疫印迹法检测 ＮＶＵ各组分相关的神经核抗原（ＮｅｕＮ）、胶质纤维酸性蛋白
（ＧＦＡＰ）和层粘连蛋白（ＬＮ）的表达变化；透射电镜下观察各组大鼠缺血灶周边脑组织不同时间点的 ＮＶＵ超微结构变化。结果 与模型

组相比，治疗组大鼠神经功能评分逐渐改善；与模型组相比，治疗组 ＮｅｕＮ，ＧＦＡＰ，ＬＮ蛋白表达逐渐升高，其中 ７ｄ、３周的 ＮｅｕＮ及 ＬＮ
表达比较差异显著（Ｐ＜０．０５），ＧＦＡＰ表达量在７２ｈ、７ｄ、３周时差异显著（Ｐ＜０．０５）；电镜观察发现，再灌注２４ｈ、７２ｈ、７ｄ、３周后治疗
组大鼠脑组织ＮＶＵ超微结构的病理形态损伤均较同时间点模型组明显减轻。结论 ＰＮＳ可通过整合促进脑缺血后ＮＶＵ的神经元、胶质细胞
和微血管的修复，改善神经功能缺损症状，对脑缺血具有保护作用，其作用机制可能与上调脑缺血后 ＧＦＡＰ，ＮｅｕＮ，ＬＮ蛋白表达有关。
关键词：三七总皂苷；神经血管单元；神经核抗原；胶质纤维酸性蛋白；层粘连蛋白；超微结构；脑缺血再灌注；大鼠
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表１ 各组大鼠神经功能评分比较（Ｘ±ｓ，分，ｎ＝１２）

注：与模型组２４ｈ亚组比较，△Ｐ＞０．０５；与同时间点模型组比较，▲Ｐ＜０．０５。

２４ｈ亚组 ７２ｈ亚组 ７ｄ亚组 ３周亚组
组别

假手术组

模型组

治疗组

干预前

０
２．００±０．６０
１．９２±０．６３

２４ｈ干预后

０
２．００±０．６０
１．８３±０．６５△

干预前

０
１．８３±０．６５
１．８３±０．６５

７２ｈ干预后

０
１．９２±０．６３
１．０８±０．３６▲

干预前

０
１．９２±０．６３
１．９２±０．６３

７ｄ干预后

０
１．５０±０．４３
０．９２±０．３６▲

干预前

０
２．００±０．６０
２．００±０．６０

３周干预后

０
１．３３±０．３９
０．７１±０．２６▲

由广西医科大学实验动物中心提供，许可证号为 ＳＣＸＫ
牗桂牘２０１４－０００２，实验动物使用许可证号为 ＳＹＸＫ牗桂牘
２０１１－００１０。饲养于ＳＰＦ级动物实验室。

仪器与试药：Ｈ－７６５０型透射电子显微镜（日本日
立公司）；电转仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。三七总皂苷犤注
射用血栓通（冻干），广西梧州制药（集团）股份有限公

司，国药准字Ｚ２００２５６５２，批号为１５０９０７０７，规格为每支
１００ｍｇ、１５０ｍｇ、２５０ｍｇ犦。戊二醛固定液（电镜专用，
２．５％），４％多聚甲醛牗北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司牘；ＲＩＰＡ裂解
液，ＢＣＡ蛋白定量（增强型）试剂均购于碧云天生物技术有
限公司；兔抗ＮｅｕＮ抗体、兔抗ＧＦＡＰ抗体、兔抗ｂｅｔａＡｃｔｉｎ
抗体均购于武汉Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；兔抗Ａｎｔｉ－Ｌａｍｉｎｉｎ抗
体（ａｂ１１５７５，美国Ａｂｃａｍ公司牘。
１．２ 方法

分组与给药：将 １４４只大鼠随机分为假手术组、模
型组和治疗组，各 ４８只；各组又分别按脑缺血再灌注
后 ２４ｈ、７２ｈ、７ｄ、３周分为 ４个亚组，各 １２只。治疗
组大鼠在术后 ４ｈ神经功能评分后即给予三七总皂苷
５０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，之后每日 １次，直到相应的时间
点；模型组和假手术组大鼠在相同时间点给予同体积

０．９％氯化钠注射液腹腔注射。
局灶性大脑中动脉闭塞牗ＭＣＡＯ牘模型制作：模型组和

治疗组大鼠参考文献犤３犦线栓法并加以改良，制作局灶性
ＭＣＡＯ模型。假手术组栓线头插颈内动脉深度为８～１０ｍｍ，
未造成缺血。

神经功能评分：术后 ３～４ｈ大鼠基本苏醒，应用
Ｌｏｎｇａ评分标准评分犤３犦，１～３分为制模成功。随之各组
进行干预，分别在缺血再灌注后 ２４ｈ、７２ｈ、７ｄ、３周时
对３组中各亚组１２只模型大鼠再次进行评分。

蛋白免疫印迹法（ＷＢ）标本采集及检测：分别在缺
血再灌注后２４ｈ、７２ｈ、７ｄ、３周４个时间点对３组大鼠
神经功能评分，各组随机取 ６只大鼠，腹腔麻醉，断
头取脑，于冰上剪取缺血灶周边相应位置脑组织，剪碎，

置含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液中研磨匀浆，４℃下
１３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清液，用 ＢＣＡ法检测蛋
白浓度。各组取 ２０μｇ蛋白样品上样进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
凝胶电泳，将电泳后的蛋白电转于 ＰＶＤＦ膜上，封闭液
封闭６０ｍｉｎ，按适当比例将各个一抗与一抗稀释液稀释

犤ＮｅｕＮ抗体 １∶５００～１∶５０００，ＧＦＡＰ抗体 １∶５００～
１∶５０００，Ａｎｔｉ－Ｌａｍｉｎｉｎ抗体（ａｂ１１５７５）１∶２００～１∶１０００，
β－ａｃｔｉｎ抗体１∶１０００～１∶１００００犦，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ
洗膜后，将膜与 ＨＲＰ－山羊抗兔二抗（二抗用稀释液按
照 １∶５０００比例稀释）室温摇床孵育 １．５ｈ，然后 ＴＢＳＴ
洗涤，采用 ＥＣＬ化学发光法显影、定影，利用ＩｍａｇｅＪ软
件分析条带的灰度值，计算目的蛋白（ＮｅｕＮ，ＧＦＡＰ，ＬＮ）
与内参蛋白β－ａｃｔｉｎ二者灰度值的比值。

电镜标本采集及检测：取３组剩余大鼠，腹腔麻醉，
开胸，充分暴露心脏，从左心室向升主动脉插入灌注针，

剪破右心耳，放静脉血，快速灌注１００ｍＬ生理盐水，大
鼠肝脏变白，右心房流出液清亮时即可换预冷的４％多
聚甲醛２００ｍＬ灌注，大鼠后肢绷直，尾巴竖起，表明固
定成功。断头取脑，分别从右侧缺血灶周边脑组织相应

部位各取组织块，切成约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ小块，放
入 ２．５％戊二醛固定液，于 ４℃避光固定 ２４ｈ。按常规
电镜检测标本制备程序逐步进行，漂洗、脱水、浸透及环

氧树脂包埋。超薄切片，片厚约５０ｎｍ，切片醋酸双氧铀
和柠檬酸铅双染色，采用 Ｈ－７６５０型透射电镜下观察
脑组织超微结构变化并进行摄片。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件处理。计量数据以 Ｘ±ｓ

表示；组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

ＬＳＤ法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 大鼠神经功能评分
结果见表１。可见，干预前牗即术后４ｈ牘治疗组和模

型组神经功能评分比较无明显差异牗Ｐ＞０．０５牘；干预后
治疗组大鼠神经功能评分逐渐改善，比同时间点模型组

明显降低牗Ｐ＜０．０５牘。
２．２ 蛋白免疫印迹检测结果

ＮｅｕＮ蛋白：模型组各时间点 ＮｅｕＮ蛋白表达均低
于假手术组，其中２４ｈ、７ｄ、３周表达相对于假手术组差
异显著（Ｐ＜０．０５）；相比模型组，治疗组ＮｅｕＮ的表达量
逐渐升高，在 ＩＲ７２ｈ后基本接近正常，７ｄ、３周表达差
异显著（Ｐ＜０．０５）。详见图１Ａ及图２Ａ。

ＧＦＡＰ蛋白：ＧＦＡＰ蛋白相对表达量，模型组逐渐增
加，各时间点表达均低于假手术组（Ｐ＜０．０５）；与模型
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灰度值比

假手术组

模型组

治疗组

２．５

２．０

１．５

１．０

０．５

０
ＩＲ２４ｈ ＩＲ７２ｈ ＩＲ７ｄ ＩＲ３周

灰度值比
２．５

２．０

１．５

１．０

０．５

０
ＩＲ２４ｈ ＩＲ７２ｈ ＩＲ７ｄ ＩＲ３周

灰度值比

ＩＲ２４ｈ ＩＲ７２ｈ ＩＲ７ｄ ＩＲ３周

Ａ Ｂ Ｃ

假手术组

模型组

治疗组

假手术组

模型组

治疗组

注：与假手术组相比，▲Ｐ＜０．０５，△Ｐ＞０．０５；与模型组相比，●Ｐ＞０．０５，☆Ｐ＜０．０５。

Ａ．ＮｅｕＮ／β－ａｃｔｉｎ Ｂ．ＧＦＡＰ／β－ａｃｔｉｎ Ｃ．ＬＮ／β－ａｃｔｉｎ
图２ 不同时间点各组大鼠脑组织灰度值比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

３

２

１

０

１．假手术组 ２．模型组 ３．治疗组

Ａ．ＮｅｕＮ蛋白 Ｂ．ＧＦＡＰ蛋白 Ｃ．ＬＮ蛋白
图１ 不同时间点各组蛋白免疫印迹检测结果

组相比，治疗组各时间点较模型组升高，其中７２ｈ、７ｄ、
３周表达差异显著（Ｐ＜０．０５），至 ＩＲ７ｄ后，治疗组
ＧＦＡＰ蛋白表达基本接近正常。详见图１Ｂ及图２Ｂ。

ＬＮ蛋白：模型组 ＬＮ蛋白表达量逐渐增加，各时
间点表达仍低于假手术组，２４ｈ、７２ｈ、７ｄ相比假手
术组差异显著（Ｐ＜０．０５）；治疗组各时间点 ＬＮ蛋白
表达量较模型组高，其中７ｄ、３周与模型组相比差异显
著（Ｐ＜０．０５）。详见图１Ｃ及图２Ｃ。
２．３ 大鼠脑缺血灶周边ＮＶＵ超微结构变化

神经元：见图３Ａ。各时间点，假手术组神经元无变
化，胞核大，圆形或椭圆形，核仁清晰可见，着色深，多位

于中央，染色质均匀分布，核膜清晰完整；细胞膜结构完

整；胞质内细胞器丰富，结构正常。随时间的延长，模型

组神经元超微结构不同程度的破坏，胞核变形、伴有切

迹甚至破裂皱缩，核仁边聚或消失，核膜有模糊或断裂，

细胞器开始肿胀伴空泡状，有溶解空白区，甚至结构

疏松减少。治疗组神经元胞核形态尚可、核膜完整不

断裂、核仁大部分可见，细胞器结构状态好于模型组同

时间点表现。

胶质细胞：各时间点，假手术组胶质细胞无改变，轮

廓清晰，结构完整，胞核呈卵圆形，核膜正常，染色质

分布均匀，染色略深，细胞器结构正常、清晰。随时间的

延长，模型组胶质细胞超微结构有不同程度的破坏，胞

核不同形状变形，染色质大部分边聚多见，核膜 ７２ｈ
开始模糊不清，细胞器可见空泡状或空白区、有溶解

甚至结构破坏疏松。治疗组胶质细胞的细胞核形态优

于模型组、核膜完整清晰，细胞器结构状态好于模型

组同时间点表现。详见图 ３Ｂ。
微血管：各时间点假手术组微血管无变化，周围无

水肿，间隙致密无扩大，管壁光滑，管腔正常，内皮细胞

结构正常，基底膜连续、薄厚均匀。模型组微血管内皮细

胞逐渐出现变形甚至有空泡，管腔不同程度狭窄，血管

周围不同程度溶解伴水肿、７２ｈ较明显，可见空泡状或
空白区。治疗组微血管内皮细胞变形不明显、管腔基本

通畅、管周水肿较模型组减轻，细胞器结构状态好于模

型组同时间点表现。详见图３Ｃ。
３ 讨论

目前，对脑损伤的研究焦点逐渐从单一的神经元转

向神经元、神经胶质细胞和微血管等组成的复合体，即

ＮＶＵ。该概念于 ２００２年由美国神经疾病与卒中研究所
首次提出犤４犦，强调ＮＶＵ中三者间相互联系、相互作用的
重要性。ＮＶＵ各成分之间存在复杂的信号偶联和传递，
任何一组分的破坏都会影响到 ＮＶＵ的整体功能犤５犦。局

灶性脑缺血时，不仅是神经元受损害，提供神经元氧和

能量的微血管及起支持功能的胶质细胞也同时受到损

伤犤２犦，对缺血性脑损伤的研究应把神经元、神经胶质细

胞和微血管视为整体进行研究。脑缺血涉及多种不同类

型细胞的功能障碍，单纯对神经细胞保护或单个靶点治

疗难以达到充分的保护效果犤６犦，因此神经保护治疗的目

标应是同时对ＮＶＵ中胶质细胞、微血管的整体保护。
三七总皂苷对脑缺血具有多靶点、多方位作用。

ＺＨＯＵ等犤７犦发现，ＰＮＳ可通过抗氧化降低大鼠脑皮层星
形胶质细胞死亡。徐士欣等犤８犦发现，ＰＮＳ能对脑缺血再
灌注损伤早期发挥神经保护效应，可能与显著抑制血脑

蛋白牗５０×１０３牘

β－ａｃｔｉｎ牗４２×１０３牘

１ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３

２４ｈ ７２ｈ ７ｄ ３周
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２１

７ ８

３ ４ ５ ６

９ １２１０ １１

Ｃ

屏障破坏相关的蛋白表达水平有关，为 ＰＮＳ干预脑缺
血后对血脑屏障损伤起一定保护作用提供实验依据。

ＰＮＳ通过抑制细胞凋亡，对脑缺血治疗后能促进神经元
形态恢复和数量增加犤９犦。ＰＮＳ可通过干预脑缺血性损伤
的多个级联病理反应，从而防护脑缺血性损伤。

ＮｅｕＮ被认为是成熟神经元的特异性标志物，其蛋
白表达逐渐上调，可反映神经细胞成熟程度犤１０犦。ＳＨＡＲＰ
等犤１１犦选用沙鼠短暂性脑缺血模型来研究海马、齿状回

部位新生成的细胞，通过 ＢｒｄＵ标记新生成的分裂细
胞，发现脑缺血后 １个月有 ２／３的细胞表达出现成熟
神经元的标志物 ＮｅｕＮ，表明脑缺血后内源性的神经干
细胞或前体细胞被增殖分化，从而进行修复神经元结构

及功能重塑。本试验中经ＰＮＳ干预后ＮｅｕＮ的表达量逐

渐升高，同时电镜观察到神经元形态学较模型组损伤减

轻，考虑是 ＮｅｕＮ对神经元结构和功能起到修复、重塑
作用的结果，表明 ＰＮＳ能保护神经元存活，可能与上调
ＮｅｕＮ蛋白表达有关。

ＧＦＡＰ被认为是活化状态星形胶质细胞特有的标
志物犤１２犦。ＧＯＭＥＳ等犤１３犦的研究表明，上调 ＧＦＡＰ表达水
平可促进脑组织损伤的修复，提示ＧＦＡＰ可能有诱导星
形胶质细胞对脑缺血损伤起修复作用。本研究结果显

示，ＰＮＳ可上调脑缺血后 ＧＦＡＰ蛋白表达，电镜观察到
胶质细胞的细胞核形态好于模型组，核膜完整清晰，说

明ＧＦＡＰ可对缺血损伤发挥神经保护作用，与文献犤１３犦
报道大致相符，提示 ＰＮＳ可能与上调 ＧＦＡＰ蛋白表达
而发挥神经保护作用有关。

Ａ．神经元（×８０００，ｂａｒ＝５μｍ） Ｂ．胶质细胞（×８０００，ｂａｒ＝５μｍ） Ｃ．微血管（×１５０００，ｂａｒ＝２μｍ）

１－４．假手术组 ５－８．模型组 ９－１２．治疗组
图３ 各组大鼠神经元血管单元电镜下超微结构
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ＬＮ是检测血管基底膜完整性的敏感指标，具有调
控细胞增殖、黏附，促进血管新生的作用犤１４犦。本研究中

治疗组ＬＮ的表达量较模型组逐渐升高，电镜观察到微
血管管周水肿较模型组逐渐减轻，细胞器结构状态好于

模型组同时间点表现，表明了ＬＮ增多能促进血管新生，对
微血管起到修复作用，与施浩犤１４犦的研究结果大致相似，提

示ＰＮＳ可能与上调ＬＮ表达起微血管修复作用。
脑缺血后可导致ＮＶＵ损伤，主要表现在ＮＶＵ结构

完整性的改变。细胞超微结构变化是反映细胞损伤程度

甚至死亡最直观的指标犤１５犦。ＨＡＮ等犤１６犦在大鼠脑缺血再

灌注模型研究中选择电镜技术能细微地观察到脑损伤

后神经元、星形胶质细胞及微血管三者的超微结构变

化。通过透射电子显微镜不仅同时观察到大鼠脑缺血后

ＮＶＵ的神经元、内皮细胞、血管基底膜及血管周边的胶
质细胞超微结构的完整性破坏，发现周细胞损伤的同时

伴随着线粒体嵴的肿胀破坏，血管损伤性水肿犤１７犦。利用

电镜技术对阿尔茨海默病的老年患者脑组织中神经元、

胶质细胞及毛细血管观测，不仅能清晰观察到三者同时

出现细微结构改变，也发现血管壁与邻近神经元和星形

胶质细胞之间在功能和形态上有着相互作用犤１８犦。因此，

电镜不仅可同时观察 ＮＶＵ中三者的细微形态结构，还
能观察 ＮＶＵ各组分间相互关联的病理形态学改变。提
示电镜技术是目前观察和研究 ＮＶＵ超微结构最直接、
最客观的方法。

本研究选用电镜同时观察脑缺血后 ＮＶＵ中神经
元、神经胶质细胞和微血管的动态超微病理形态改变的

研究，目前尚未见相关报道。电镜结果显示，与模型组相

比，各 ＰＮＳ治疗组大鼠脑细胞神经元、胶质细胞和微血
管的病理形态改变均有所改善，提示 ＰＮＳ能同时减轻
脑缺血再灌注后 ＮＶＵ的病理形态改变，这与文献犤１９犦
报道结果大致符合；治疗组大鼠神经功能评分与模型组

相比逐渐改善，神经功能缺失症状也逐渐减轻，有临床

研究表明，神经功能的缺失是最直接的评价脑梗死后神

经损伤轻重的指标犤２０犦，说明 ＰＮＳ干预后可改善脑缺血
再灌注后大鼠神经功能缺损症状，减轻脑缺血后损伤。

神经功能评分和病理形态学是评价药物抗脑缺血效应

的指标犤１９犦，表明三七总皂苷可通过整合促进脑缺血后

ＮＶＵ神经元、胶质细胞和微血管的修复，改善神经功能
缺损症状，对脑缺血具有保护作用。
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