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七叶皂苷钠对一氧化碳中毒迟发性脑病大鼠模型细胞凋亡

及调控凋亡基因表达的影响
欧阳晓春 余小骊 景少巍△ 王水华 张萃萍

（解放军第 94 医院神经内科 江西 南昌 330002）

摘要 目的：探讨七叶皂苷钠对一氧化碳中毒迟发性脑病大鼠模型细胞凋亡及 Caspase-3 表达的影响。方法：将 30 只大鼠随机分

为正常对照组、一氧化碳中毒迟发性脑病大鼠模型对照组和七叶皂苷钠治疗组，原位末端标记法(TUNEL)检测细胞凋亡，免疫组

化法检测 Caspase-3 的表达。结果：治疗组大鼠脑细胞凋亡率及 Caspase-3 表达较迟发性脑病对照组显著降低(P<0.01)。结论：七叶

皂苷钠对一氧化碳中毒迟发性脑病的脑保护作用机制可能与干预脑细胞凋亡相关基因表达并减少神经细胞凋亡有关。
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ABSTRACT Objective: To observe the effects of Sodium Aescinate on cell apoptosis and the expression of caspase-3 in delayed

encephalopathy rat model of carbon monoxide poisoning. Methods: Thirty rats were randomly divided into three groups, that is, normal

group, delayed encephalopathy rate model of carbon monoxide poisoning control group and Sodium Aescinate treatment group. The cell

apoptosis was detected by TUNEL stacning. The expression of caspase-3 was determined by immunohistochemical staining. Results: The

cell apoptosis rate and the positive cell number of caspase-3 were significantly lower (P<0.01) in Sodium Aescinate treatment group than

those in the delayed encephalopathy after carbon monoxide poisoning control group. Conclusion: The protective effect of Sodium

Aescinate on the cerebral tissue after carbon monoxide poisoning may be related with its intervening in the expression of

apoptosis-related gene and decreasing the degree of nerve cell apoptosis.
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急性一氧化碳中毒后迟发性脑病(DEACMP)系指急性一

氧化碳中毒患者经抢救恢复，于数日以至数周表现基本正常的

间歇期后再次出现以急性痴呆为主的一组神经精神症状。其发

病机制尚无定论，多数意见倾向于 CO 中毒对细胞的兴奋性毒

性作用和氧应激增强诱导了细胞凋亡[1-3]。本研究通过观察七叶

皂苷钠对一氧化碳中毒迟发性脑病大鼠模型神经细胞凋亡和

Caspase-3 表达的影响，探讨七叶皂苷钠在迟发性脑病大鼠模

型抗细胞凋亡作用和 Caspase-3 介导的信号传导机制的影响，

为进一步明确七叶皂苷钠的药理作用及应用于迟发性脑病的

防治提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

8-10 周龄健康 SD 雄性 30 只，体重 220-260g，平均 240±

25g，购于南昌大学医学院实验动物中心。随机分为 A、B、C 三

组，每组 10 只。其中 A 组为正常对照组、B 组为一氧化碳中毒

迟发性脑病大鼠模型对照组，C 组为七叶皂苷钠治疗组。
1.2 CO 中毒箱

用白铁皮自行设计焊接而成。其中部为直径 45cm、高

15cm 的圆筒，内外圆筒上下口分别对称焊接高 15cm 的锥形

筒。上下锥形筒的尖端分别焊接直径 0.8 cm 的气体出、入管

口。圆筒中央为直径 13cm 的密封小圆筒，内外两圆筒壁之间

的环形空间被平均分成 10 份，每份即为 1 个大鼠中毒室。每个

中毒室内置 5 ml 饮水瓶，外壁开 4cm×4 cm 开口。中毒室底为

均匀打孔的下筛板，筛孔直径 0.2 cm，间距 0.5 cm;顶为均匀打

孔的上筛板，筛孔直径 1.5cm 间距 2.0cm。中毒时，气体由下锥

形筒尖端入口进入，经筛孔进入中毒室，尾气由上锥形筒尖端

出口排出。
1.3 迷宫

采用 Piantadosi 法，由木板制作，为辐射状八臂迷宫。其中

央为八棱柱形箱体，底为正八边形，每个角到中心的距离为
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35cm;箱体高 30cm，每个侧面向外延伸长 80cm、宽 10cm 的臂，

距臂末端 2cm 处有深 1cm 的饲料槽。
1.4 CO 混合气体

体积分数为 15.0×10-4，由 CO 与空气混合而成。
1.5 主要试剂

TUNEL 检测试剂盒、兔抗大鼠 Caspase-3 多克隆抗体为武

汉博士德公司生产。
1.6 方法

1.6.1 迷宫试验方法 采用 Piantadosi 法并经改进。每只大鼠每

天测试一次，测试前每个臂补加一次饲料，每次测试不重复补

加，以使大鼠仅在第一次入臂时觅到食物。大鼠被放置于箱底

自由漫游，4 只爪全进入一个臂时算 1 次入臂，一次测试过程

中再次进入同一个臂即算 1 次错误入臂。每次测试持续到大鼠

进入全部 8 个臂或实验持续时间达 5min 时结束，记录第 1 次

错误入臂前的正确入臂数。中毒前连续测试 21d，使每只大鼠

正确入臂数达到或接近 8 次;中毒后继续测试，以评估大鼠智

力改变程度。根据中毒后迷宫试验结果，把中毒 5d 后、10d 内

发生昏迷或一次迷宫试验正确入臂数少于 3 次者定为迟发性

脑病大鼠。
1.6.2 动物模型的制备 将大鼠放入 CO 中毒箱的中毒室中，

每室 1 只，再用玻璃片和透明胶布将开口密封。A、B、C 三组分

别通入体积分数为空气、15.0×10-4、15.0×10-4 的 CO 混合气

体。前 5h 气体流量为 800L/h，中间 4h 为 1000L/h，最后 3h 为

1200L/h，共通气 12h。取出后观察大鼠中毒症状，并经尾部采血

法采血以测定血液碳氧血红蛋白(HBCO)浓度。
1.6.3 染毒方法 A 组大鼠未予特殊处理，B 组大鼠致伤染毒

后予生理盐水 10μl/g 腹腔内注射，连续 10d；C 组大鼠在染毒

后按 5mg/kg 七叶皂甙钠腹腔内注射，连续 10d。
1.6.4 取材 分别于染毒后 15d 断头处死各组大鼠，完整取出

全脑。每只大鼠均在双侧大脑半球任意位置及海马回各取大小

约 1cm×1cm×1cm 脑组织作为标本。标本先置于多聚甲醛中

固定 6h，然后梯度酒精脱水。二甲苯透明常规石蜡包埋。

1.6.5 检测 采用 TUNEL 法原位标记 DNA 片段检测凋亡细

胞，采用 SP 法进行 Caspase-3 免疫组织化学染色，均严格按说

明书操作。观察记录: 细胞核染色呈棕黄色或棕红色定义为

TUNEL 阳性。细胞浆染色呈棕黄色或棕褐色定义为 Caspase-3

染色阳性。在 Olympus-CH 光学显微镜下计算 10 个高倍镜视

野，每个视野计数 100 个细胞，总计 1 000 个细胞，计算出平均

阳性率，即得 LI(labeling index)，计算公式为:LI=(阳性细胞数 /

计数细胞总数)×100%。
1.7 统计学方法

实验数据以均数±标准差(x±s)表示，进行方差分析，以

P<0.05 为有显著性差异。

2 结 果

2.1 中毒后表现及迷宫试验结果

从中毒箱中取出时，A 组无中毒表现，B 组、C 组中毒症状

明显，表现为不同程度的行动迟缓，肌力减低，走路不稳等，且

B、C 二组同组个体之间中毒症状亦存在明显差异，均未出现昏

迷及死亡。中毒后前 3d，B、C 二组均出现觅食反应迟钝，迷宫

实验正确入臂数显著减少，A 组则无异常。中毒后第 3d 开始，

B、C 二组逐渐出现活动增多，觅食反应增强，迷宫实验正确入

臂数则跳跃式增多;中毒 7d 后 B、C 二组个体症状出现分化，大

部分个体继续好转，一部分先后出现活动减少，觅食反应迟钝，

迷宫实验正确，入臂数跳跃式减少，B 组在中毒后的 7-14d 先

后出现 4 只符合迟发性脑病诊断标准者，发病率为 40.0%，C

组在中毒后的 7-14d 先后出现 2 只符合迟发性脑病诊断标准

者，发病率均为 20.0%，其中 B 组于第 5d 出现一只昏迷;B、C
二组发病率与 A 组比较差异有显著意义(P<0.01)。
2.2 TUNEL 法染色结果

细胞凋亡状态 TUNEL 法显示，三组大鼠脑组织中均有

TUNEL 阳性细胞，但其中 B 组大鼠脑组织中，TUNEL 阳性细

胞数明显较多。正常组、对照组和七叶皂苷钠组三组 LI 值两两

比较，差异均具有统计学意义(P<0.05)，见表 1。

表 1 三组大鼠脑组织及 Caspase-3 的表达(x±s)

Table 1 The expression of brain tissues and Caspase-3 of three groups

Group Onset number Apoptosis cells Caspase-3 number of positive cells

Normal control group 0 3.6±1.12 11.2±1.32

DEACMP model group 4 34.2±3.21 22.8±2.15

Aescin control group 2 18.4±2.24 16.5±1.46

由附表可见，与正常组比较，对照组大脑皮层及海马区神

经元 Caspase-3 的表达增强，其平均密度值显著高于正常组

(P<0.01)；给予七叶皂苷钠处理后其表达显著减弱(P<0.01)。

3 讨论

有研究发现，CO 中毒可以使脑细胞以两种方式死亡，即坏

死和细胞凋亡。脑细胞坏死主要发生在急性 CO 中毒所致的严

重损伤之后，病变以炎症反应和组织损伤为特点；迟发性脑病

是在经历一段“假愈期”后才出现，故推测神经组织细胞凋亡可

能与本病关系较大。李青波等[4]在实验中采用凋亡细胞原位末

端转移酶标记（TUNEL）发现，急性 CO 中毒后大鼠海马神经元

发生凋亡，凋亡神经元从染毒后第 3d 开始显著增加，第 7d 达

到高峰，以后逐渐减少，直到实验期结束仍可观察到凋亡的神

经元。
人们已发现哺乳动物的细胞中存在切冬酶(Caspase)家族，

是凋亡过程的重要影响因素之一。活化的 Caspase 通过酶解不

同的底物蛋白产生不同的生物效应：①对凋亡抑制因子进行灭

活(如 CAD/ICAD)；②破坏细胞结构(如板层)；③通过分离蛋白
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的催化及调控功能区使其获得或失去一定的功能，从而进一步

调控相关的下游事件。其中参与凋亡执行的 Caspase-3 能降解

多种底物，导致核纤层和细胞骨架的断裂崩解[5-6]。有研究发现

报道在脑缺血模型缺血周边区及海马等 Caspase mRNA 及其

相应蛋白表达增加[7-10]。
β- 七叶皂甙钠能抑制神经细胞凋亡[11-12]。β- 七叶皂甙钠是

中药娑罗子的成熟果实提取得到的皂钠盐经冷冻干燥制造而

成。β- 七叶皂甙钠能提高机体 ACTH 和可的松血浆水平;能促

进血管壁增加血小板生长因子(PGF)分泌;能清除机体内自由

基，有抗感染、抗渗出作用，抗水肿，提高静脉张力，加快静脉血

流，促进淋巴回流，改善微循环，并有保护血管壁的作用[13]。它

还能改善迟发性脑病损伤处组织淋巴和血液循环，逆转电解质

的紊乱及失调，抑制炎性反应，减少氧自由基、脂质过氧化的作

用，保护脑神经细胞的亚微结构，促进神经功能恢复。β- 七叶

皂甙钠对 Ca2+ 通道有阻断作用，对致炎物质磷酸组胺、缓激肽

引 起 的 血 管 通 透 性 增 高 有 抑 制 作 用 ， 并 能 影 响 细 胞 膜、
Na+/K+-ATP 酶与离子通道，具有抑制损伤血脑脊液屏障通透

性作用，从而抑制神经细胞的凋亡[14]。
本研究观察七叶皂苷钠对一氧化碳中毒迟发性脑病大鼠

模型神经细胞凋亡和 Caspase-3 表达的影响，结果显示，七叶皂

苷钠组 Caspase-3 表达均明显少于对照组，七叶皂苷钠可下调

Caspase-3 的表达，抑制神经元的凋亡，中止迟发性脑病损伤，

抑制炎性反应，具有神经组织保护和治疗作用。
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