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草麻黄中补体抑制单体防治大鼠脑冲击伤的研究
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　　［摘要］　目的　探讨草麻黄中补体抑制单体（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎＥｐｈｅｄｒａｓｉｎｉｃａ，ＣＩＣＥＳ）对大鼠脑冲
击伤的保护作用。方法　 用改进的Ｆｅｅｎｅｙ’ｓ法制作大鼠脑冲击伤模型，分为正常组（Ａ组）、颅脑创伤假手术组（Ｂ组）、
颅脑创伤组（Ｃ组）、ＣＩＣＥＳ治疗组（Ｄ组），观察打击后生存时间及术后６ｈ、１、３、７ｄ神经功能改变，分别检测血清 ＩＬ１β、
ＴＮＦα、脑组织补体Ｃ３水平及脑组织含水量。结果　 Ｄ组生存时间及神经功能评分（１、３ｄ）均优于Ｃ组（Ｐ＜０．０５），Ｄ组
各检测时间点血清ＩＬ１β、ＴＮＦα浓度（６ｈ组ＩＬ１β浓度除外）均低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），Ｃ３补体免疫组化染色结
果显示：各检测时间点Ｄ组细胞膜外比Ｃ组有更少的补体附着（Ｐ＜０．０５），Ｃ组脑组织含水量（１、３、７ｄ）比 Ｄ组更显著
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　 ＣＩＣＥＳ能够显著减轻脑损伤后的炎性反应，在继发性脑损伤中起到重要的保护作用。
　　［关键词］　 草麻黄中补体抑制单体；白细胞介素１β；肿瘤坏死因子α；补体Ｃ３；免疫组织化学
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　　颅脑外伤中的重型颅脑创伤的病死率高达３０％
以上［１］。损伤后Ｃ反应蛋白升高导致补体激活炎症
反应急性反应蛋白补体激活的恶性循环，加重了继
发性脑损伤［２］，从草麻黄中纯化出草麻黄中补体抑制

单体 （ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎＥｐｈｅｄｒａ
ｓｉｎｉｃａ，ＣＩＣＥＳ），初步鉴定为高分子碳水化合物，并证
实体外具有良好的补体抑制活性。本实验采用改进的

Ｆｅｅｎｅｙ’ｓ法制作大鼠颅脑损伤模型，探讨 ＣＩＣＥＳ对脑
损伤的保护作用。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物及主要试剂　　体质量２００～２５０ｇ的清洁级健康
成年雄ＳＤ大鼠２６９只（第三军医大学大坪医院野战外科研究
所实验动物中心），草麻黄中补体抑制单体（重庆金麦生物科技

有限公司），小鼠抗大鼠 Ｃ３抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），大鼠白介
素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＥＬＩＳＡ试剂盒（上
海西唐生物科技有限公司）。

１．１．２　动物分组和处理　　根据随机数字表分为正常组
（Ａ组）、颅脑创伤假手术组（Ｂ组）、颅脑创伤组（Ｃ组）、ＣＩＣＥＳ
治疗组（Ｄ组），再分为６ｈ、１、３、７ｄ４个时相点，其中Ａ、Ｂ组各
２４只，Ｃ、Ｄ组共２２１只。Ｄ组给药剂量为１２ｍｇ／ｋｇ，打击前通
过灌胃给药，１次／ｄ，连续３ｄ；Ｃ组：同Ｄ组方法只灌注等量的生
理盐水；每天上午８：３０给药。正常组、假手术组未做任何处理。
１．２　实验方法
１．２．１　动物模型的制备　　参照 Ｆｅｅｎｅｙ等［３］的方法，将 Ｃ组
和Ｄ组大鼠建立实验重型颅脑损伤的模型。用３％戊巴比妥
钠腹腔注射麻醉，颅顶部脱毛和消毒。将大鼠固定于立体定向

仪上，正中切开颅，以牙科钻在冠状缝后３ｍｍ与矢状缝右侧
３ｍｍ交会处钻孔，扩大至６ｍｍ×６ｍｍ（前至冠状缝，左界为矢
状缝右旁２ｍｍ），保持硬膜完整。将质量为３０ｇ的圆柱状打击
杆（打击端直径４．５ｍｍ）沿垂直固定于立体定向仪上的套管内
自２０ｃｍ高度释放，打击中心就为钻孔点；用明胶海绵局部止
血，至无活动性出血后间断缝合头皮；假手术组只开骨窗，不进

行打击。

１．２．２　生存率分析　　逐日统计各组死亡大鼠数，绘制大鼠
伤后７ｄ内ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线。
１．２．３　神经功能评分　　大鼠造模后６ｈ、１、３、７ｄ观察神经
功能障碍并评分，评分标准采用 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ６级５分法［５］：正常

为５级（０分），对侧上肢不能完全伸展为４级（１分），向对侧推
时抵抗力下降（置于光滑塑料板子上）为３级（２分），提尾时向
向对侧转圈为２级（３分），自动转圈为１级（４分），无自发性活
动、意识障碍为０级（５分）；假手术组不予评分。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测致伤后各时相点血清ＩＬ１β、ＴＮＦα浓度
１．２．４．１　标本收集及处理　　各组大鼠在不同时相点神经功
能评分后，用３％戊巴比妥钠腹腔将大鼠麻醉后，开胸行心脏穿
刺抽血，等血清静置 ３０ｍｉｎ后，用３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液保存于－７０℃冰箱待检测。
１．２．４．２　ＩＬ１β、ＴＮＦα浓度检测　　按 ＩＬ１β、ＴＮＦα检测试
剂盒说明进行，酶标仪上在波长 ４５０ｎｍ处测光密度值
［Ｄ（４５０）］，以标准品配制浓度与之相对应的Ｄ（４５０）值建立标
准曲线，根据Ｄ（４５０）计算血清中ＩＬ１β、ＴＮＦα浓度。
１．２．５　免疫组织化学检测补体Ｃ３
１．２．５．１　取材　　将大鼠断头处死后，取出大鼠伤侧大脑组
织用１０％中性甲醛固定。
１．２．５．２　免疫组织化学　　按照蜡块切片常规步骤，０．２％的
Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶活性。小鼠抗大鼠的抗Ｃ３结合孵
育后，洗涤后羊抗小鼠酶标二抗结合，联苯二胺（ＤＡＢ）显色以
后用盐酸乙醇分化、脱水，最后中性树胶封片。

１．２．５．３　测定Ｃ３阳性反应物平均灰度值　　采用ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ６．０图像处理软件处理数据，灰度值与阳性反应物的免疫
反应强度呈反比关系。

１．２．６　大鼠脑组织的含水量测定　　取大鼠大脑组织致伤处
约０．２５０ｇ称湿质量后，将脑组织置于１００℃烤箱内烘干２４ｈ，
称其干质量，计算伤处脑组织水含水量。

　　脑含水量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％
１．３　统计学分析
　　数据均以 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，组间比较
行ｔ检验，死亡率比较行ＬｏｇＲａｎｋ检验。

２　结果

２．１　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线分析
　　为保证每组有效样本量６只，对Ｃ、Ｄ组大鼠进行了模型制
作，Ｃ组成功１０２只、Ｄ组成功仅８９只。Ａ、Ｂ组未出现死亡，
Ｃ组与Ｄ组大鼠死亡主要在伤后７ｄ内，７ｄ后少有死亡。因
此，采用致伤后７ｄ内计算各组生存情况，Ｃ组死亡３９只，总体
死亡率为３８．２５％，而Ｄ组死亡２０只，总体死亡率为２２．４７％；
Ｄ组总体死亡率显著低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。
２．２　大鼠神经功能评分
　　除Ｂ组外，Ｃ组与Ｄ组大鼠在麻醉清醒后均出现一定程度
的神经功能障碍症状，Ｄ组大鼠神经功能评分（１、３ｄ）优于 Ｃ
组（Ｐ＜０．０５，图１）。

!

"

#

$

%

&

'

! ( & ) $ ) * )

!
"
#
$
%
&

+'

,'

-

-

()*

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃ组比较
图１　Ｃ、Ｄ组大鼠冲击伤后不同时相点神经功能评分

２．３　各组大鼠不同时间血清中ＩＬ１β、ＴＮＦα浓度变化
　　Ｃ组与Ｄ组大鼠血清中ＩＬ１β浓度致伤后６ｈ已升高（Ｐ＜
０．０５），伤后３ｄ达到最高峰（Ｐ＜０．０５），然后逐渐降低，７ｄ时
降至伤后６ｈ水平（表１）。同样，Ｃ、Ｄ组大鼠血清中 ＴＮＦα浓
度至伤后 ６ｈ已升高（Ｐ＜００５），伤后 ３ｄ达到最高峰（Ｐ＜
００１），然后逐渐降低，７ｄ时降至比６ｈ水平还低（表２）。

表１　各组大鼠不同时间血清中ＩＬ１β浓度变化（ｎｇ／ｍｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ６ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ

Ａ组 １５．６９±８．４２ １５．６９±８．４２ １５．６９±８．４２ １５．６９±８．４２

Ｂ组 １９．１９±７．９８ ２５．２５±５．４６ ２３．５５±５．６８ １９．００±５．４７

Ｃ组 ３６．９１±３．８０ｅ ４３．１６±５．３８ ６２．５１±９．９２ ３３．６３±３．０４ｅ

Ｄ组 ３３．４８±２．７３ｃｄ ３６．７２±１．８３ａｃ ３９．７３±７．１６ｂｃ ２３．０７±７．９７ａｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 Ｂ组比较；
ｄ：Ｐ＜０．０５，ｅ：Ｐ＜０．０１，与３ｄ比较
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Ａ：Ｃ组６ｈ；Ｂ：Ｄ组６ｈ；Ｃ：Ｃ组１ｄ；Ｄ：Ｄ组１ｄ；Ｅ：Ｃ组３ｄ；Ｆ：Ｄ组３ｄ；Ｇ：Ｃ组７ｄ；Ｈ：Ｄ组７ｄ　　↑：补体Ｃ３
图２　免疫组化观察Ｃ、Ｄ组大鼠冲击伤后不同时间补体Ｃ３阳性表达

表２　各组大鼠不同时间血清中ＴＮＦα浓度变化（ｎｇ／ｍｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
组别 ６ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ
Ａ组 １３．８５±１０．６６ １３．８５±１０．６６ １３．８５±１０．６６ １３．８５±１０．６６
Ｂ组 ３３．６７±７．０８ ４０．３７±６．３５ ４３．０７±５．７８ ２６．０１±８．１７
Ｃ组 ５６．６４±２．０３ｄ ９９．７５±８．２２ １４８．４７±１６．５５ ５０．１５±３．２７ｄ

Ｄ组 ３８．３２±３．４９ｂｃｄ ６４．５０±５．５９ａｃ ９５．２８±１０．８１ａｃ ３３．８５±９．３１ｂｃｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 Ｂ组比较；
ｄ：Ｐ＜０．０１，与３ｄ比较

２．４　免疫组织化学染色
　　Ａ组和Ｂ组脑组织没有做打击处理，所以未检测补体 Ｃ３。
Ｃ组大鼠冲击伤后６ｈ、１、３、７ｄ在受伤周围脑组织切片免疫组
化染色可见：补体Ｃ３大量附着于细胞膜外；而在Ｄ组仅有少量
Ｃ３附着，见图２。图像分析结果：伤后各时间点，Ｄ组补体 Ｃ３
灰度值均显著高于Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。见表３。

表３　Ｃ、Ｄ组大鼠冲击伤后不同时间补体Ｃ３阳性反应物平均
灰度值（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ６ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ
Ｃ组 ９３．６６±６．２８ｂ ８４．５１±５．３３ ７９．１７±５．６８ ９１．５５±４．４４ｂ

Ｄ组 １３５．１２±４．２４ａｃ １２５．６５±５．１９ａｃ １００．４９±４．５７ａ １２４．７４±６．２１ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与３ｄ比较

２．５　脑含水量
　　Ｃ和 Ｄ组脑组织含水量在致伤后 ６ｈ已经升高（Ｐ＜
００１），３ｄ达到高峰（Ｐ＜０．０１），７ｄ开始下降。在１、３、７ｄ时，
Ｃ组脑含水量显著高于Ｄ组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｂ组比较
图３　各组大鼠不同时相点脑组织含水量的变化

３　讨论

　　脑损伤后补体激活促进了炎症反应进一步激活补
体的恶性循环，加重脑损伤［４］，研究［５］发现：补体系统

激活可对神经元细胞起毒性作用，加重脑组织损害。

国内梁丽贞等［６］研究发现，补体 Ｃ３等的表达变化情
况与脑含水量和血脑屏障的破坏程度呈平行关系，是

导致血管源性脑水肿和继发性脑损伤的因素之一。孟

庆莲等［７］研究发现，Ｃ３与颅脑损伤神经功能缺损程度
有关。补体抑制剂运用可能减轻脑损伤，防止补体激

活对脑组织的第二次损伤有一定的积极作用。中医药

学是我国的特色医学，有数千年的应用历史，为我们发

现天然补体抑制剂防治脑损伤提供了很好的机会，最

近Ｙｏｎｇ等［８］也从草麻黄中纯化麻黄酸性多糖，并证

实体外具有良好的补体抑制活性。

　　本实验将草麻黄补体抑制单体应用 ＣＩＣＥＳ于大
鼠颅脑损伤模型，发现该单体对补体有良好的抑制作

用，减轻了大鼠脑冲击伤后脑组织的继发性损伤。

ＣＩＣＥＳ在体内实验结果提示两种可能［９］：一是ＣＩＣＥＳ通
过对后段成分单一靶点的作用实现其对补体双途径的

抑制；二是在经典途径和替代途径中均存在作用靶点；

ＣＩＣＥＳ对补体的良好的抑制作用，为脑损伤后，减轻脑
组织进一步损伤提供了一个药物支持。免疫组化 Ｃ３
表明使用ＣＩＣＥＳ后脑组织补体下降，Ｃ３能分解为 Ｃ３ａ
和Ｃ３ｂ，Ｃ３ａ为过敏毒素能使肥大细胞与嗜碱细胞释
放组胺，引起血管扩张等作用，加重局部水肿，而 Ｃ３ｂ
更具有广泛的生物学效应，主要的作用是参与补体激

活途径中Ｃ３转化酶和Ｃ５转化酶的形成，进一步激活
形成过敏毒性最强的 Ｃ５ａ。ＣＩＣＥＳ抑制补体，将产生
的更少的 Ｃ３ａ与 Ｃ５ａ；另外研究表明，ＩＬ１β等炎症因
子加重脑水肿［１０］，国外研究表明补体系统激活能刺激

ＩＬ１β、ＴＮＦα分泌增加，一些研究表明，炎症因子的释
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放能够加重脑损伤的程度［１１］，实验进一步表明没有使

用补体抑制剂血清中ＩＬ１β、ＴＮＦα浓度也更高；进一步
研究［１２］表明ＣＩＣＥＳ抑制炎症反应和降低补体的作用。
　　综上所述，ＣＩＣＥＳ抑制补体系统的激活，减轻了大
鼠脑组织的炎症、水肿的发生，进而减轻大鼠创伤后脑

组织继发性损伤并促进神经功能的改善。补体激活是

一个多环节、多途径的级联反应过程，一个环节受阻均

可在一定程度上抑制其活化，减少活性片段产生，从而

减轻炎性损害。ＣＩＣＥＳ可能是通过单一或多靶点抑制
补体活化，从而达到补体抑制，发挥保护脑作用。
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ＣｇＡ（＋＋）、Ｓｙｎ（＋＋＋）、ＣＤ５６（＋＋）
图２　支气管类癌患者右肺中叶组织免疫组化染色结果　（×１００）

２　讨论

　　类癌是神经内分泌肿瘤中组织分化较好、生长缓慢的低度
恶性肿瘤，多发生于消化道。１９７２年Ａｒｒｉｇｏｎｉ按肺类癌的超微
结构特点，将其分为典型类癌和不典型类癌两类。２００４年
ＷＨＯ制定了典型类癌和非典型类癌的分类标准［２］。支气管肺

类癌的发病率低，其类癌组织自黏膜向管腔内突起或隆起，易

造成气管狭窄或阻塞，进一步导致肺不张或肺部感染。当出现

类癌综合征时，诊断较容易。对于不典型类癌［３］，如不熟悉其

组织形态学特征，往往误诊为低分化的其他类型癌。光镜下不

典型类癌的癌细胞较小（比小细胞癌的细胞稍大），常排列呈巢

或条索状、小梁状，具有器官样结构，常见有菊形团结构（故可

误诊为低分化腺癌）；癌细胞核深染，分裂象多见，癌细胞巢中

央常有坏死。细胞巢内有时可见梭形细胞，其边缘细胞亦有呈

栅状排列者，间质中可见有淀粉样物质沉着。免疫组化检查有

助于与其他低分化肺癌相鉴别，不典型类癌 ＮＳＥ、ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ
（ＣｇＡ）呈阳性，而低分化腺癌与鳞癌均为阴性。电镜观察癌细
胞亦见有神经内分泌颗粒，但数量较典型类癌为少，且分布不

均，一般在细胞突起为多，细胞器中等量。

　　非典型类癌的恶性程度介于类癌与小细胞肺癌之间。典
型类癌、不典型类癌和小细胞肺癌患者的 ５年生存率约为
９５％、６５％及＜５％。传统观点认为类癌为低度恶性疾病，主要
以外科手术治疗为主，术后也可以辅助放射治疗；最新研究［４］

发现，类癌保肺手术预后好，病死率低。

　　从临床思维来分析其经验教训可概括为以下３点：①临床
和病理密切结合才能让病理这一金标准体现应有的价值，临床

工作依赖病理但不能迷信病理，当患者的临床表现与病理不符

合的时候应该有怀疑的勇气，必要时候给予病理复核或者是重

新进行病理学检查；②临床医生应该加强对相关病理知识的学
习，小细胞肺癌不等同于神经内分泌癌；③临床诊断甚至于病理
学诊断不是诊断的结束，治疗过程中应密切观察患者对治疗的反

应，反复验证、不断思考才能最大限度避免漏诊或者误诊、误治。

参考文献：

［１］刘又宁．呼吸内科学高级教程［Ｍ］．北京：人民军医出版社，
２０１２：３９０－４２３．

［２］ＢｅａｓｌｅｙＭＢ，ＢｒａｍｂｉｌｌａＥ，ＴｒａｖｉｓＷＤ．Ｔｈｅ２００４ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒ
ｇａｎｉｚａｔｉｏｎｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＲｏｅｎｔｇｅｎｏｌ，２００５，
４０（２）：９０－９７．

［３］刘彤华．诊断病理学［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，１９９４：１８１－１８３．
［４］ＣｈａｋｒａｂｏｒｔｙＡ，ＭａｎｄｉｙａｎＶ，ＴｈａｙｅｒＪ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｏｕｔｃｏｍｅｓａｎｄｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｌｕｎｇｓｐａｒｉｎｇｓｕｒｇｅｒｙｉｎｐａ
ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｂｒｏｎｃｈｉａｌｃａｒｃｉｎｏｉｄ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２０１２，
１８５（１ＭｅｅｔｉｎｇＡｂｓｔｒａｃｔｓ）：Ａ５８４１．

（收稿：２０１２０７１０；修回：２０１２０７２６）

（编辑　邓强庭）

３６３２
第３４卷第２３期
２０１２年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１２


