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坐骨神经损伤后雏菊叶龙胆的修复作用实验研究
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　　［摘　要］　目的　观察雏菊叶龙胆是否对坐骨神经损伤后有促进功能恢复的作用，其中是否有睫状神经营养因子的参与。方
法　雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠２２５只，右侧坐骨神经离断后显微镜下缝合。造模后随机分为对照组、雏菊叶龙胆２５ｍｇ组、５０ｍｇ组、７５ｍｇ
组和甲钴胺组５组。对照组生理盐水注射，其他组相应剂量的雏菊叶龙胆及甲钴胺注射，１、３、５周测定神经传导速度及腓肠肌肌细
胞截面积，免疫组化分析睫状神经营养因子（ＣＮＴＦ）阳性细胞比率。结果　雏菊叶龙胆５０ｍｇ、７５ｍｇ组与对照组、甲钴胺组神经传
导速度相比有明显差异，雏菊叶龙胆２５ｍｇ组与７５ｍｇ、５０ｍｇ组相比有明显差异（Ｐ＝０．０２５）。３周时对照组、甲钴胺组、雏菊叶龙
胆２５ｍｇ、５０ｍｇ、７５ｍｇ组腓肠肌肌细胞截面积分别为：（４５５．０６±２９．３８）μｍ２、（６７９．０３±８１．４８）μｍ２、（４６５．３１±７１．５５）μｍ２、
（６７０．２４±９１．２６）μｍ２、（６６９．２８±７８．５４）μｍ２，对照组、雏菊叶龙胆２５ｍｇ组与其他组比较有显著差异（Ｐ＜０．０５）。３周时各组睫
状神经营养因子免疫组化可见雏菊叶龙胆２５ｍｇ组和对照组与雏菊叶龙胆５０ｍｇ、７５ｍｇ组比较结果有统计学差异。结论　雏菊叶
龙胆可促进坐骨神经损伤后功能恢复，可促进神经功能恢复中有睫状神经营养因子参与。
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　　坐骨神经损伤临床比较多见，发病率高、症状明
显、危害较大［１］。因此，坐骨神经损伤后如何能有效

促进损伤神经功能再生，提高修复治疗效果，一直是临

床和基础的关注焦点，也是一个迄今没有完全解决的

难题。中药治疗有着整体和局部双重兼顾的优势，其

过程也符合神经损伤修复的综合过程［２］，是非常具有

发展前景的治疗方式。睫状神经营养因子（ｃｉｌｉａｒｙ

ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＣＮＴＦ）能促进多种运动神经元的存
活，具有多种生物活性［３］，在神经系统发育、分化和神

经损伤修复过程中具有重要意义［４］。雏菊叶龙胆

（Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ）为龙胆科１年生植物，全草入蒙药，蒙古
族医学上作为“桑地格”使用，有清热解毒的功效。近

些年发现，该药对脑出血、脑血栓等脑血管疾病也有很

好的疗效［５６］。尽管许多研究都报道其对中枢神经系

统功能恢复有一定的促进作用，但对周围神经功能恢

复方面的研究尚处于起步阶段，国内外的报道并不多

见。因此，我们以大鼠坐骨神经损伤模型来进行观察，

探讨雏菊叶龙胆是否对神经损伤有促进功能修复的作

·５１１·



局解手术学杂志　２０１４年 第 ２３卷　第 ２期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１４，Ｖｏｌ．２３，Ｎｏ．２

用，并探讨其作用机制中是否有局部释放睫状神经营

养因子的机制参与。

１　材料与方法

１．１　实验动物及材料
　　取２月龄清洁成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，
共２２５只。动物及饲料均购于内蒙古大学动物实验中心
（ＳＣＸＫ（蒙）２００２０００１），实施手术前先进行适应性饲养３～５
ｄ。雏菊叶龙胆由包头医学院药学院提供，用生理盐水配成２５
ｍｇ／ｋｇ、５０ｍｇ／ｋｇ、７５ｍｇ／ｋｇ不同浓度的药液，置于４℃条件下
保存备用。甲钴胺片购于北京星吴医药有限公司，每片 ０．５
ｍｇ，用生理盐水配制成１００μｇ／ｋｇ的溶液。

１．２　实验方法
１．２．１　坐骨神经损伤模型的制备　　１０％水合氯醛进行腹腔
注射麻醉（３ｍＬ／ｋｇ），仰卧固定、脱毛、消毒，无菌条件下右下肢
股后纵切口约１．５ｃｍ，分离骨骼肌，充分显露并游离坐骨神经，
于梨状肌下缘０．８ｃｍ处离断，缝合神经外膜并做标记，逐层关
闭切口。所有操作均由１人完成。术后观察动物清醒后，分笼
饲养，勤换垫料以防止足底溃疡发生。

１．２．２　实验动物分组　　将造模成功的大鼠以每组４５只随
机数字表法分为５组。实验组以２５ｍｇ／ｋｇ、５０ｍｇ／ｋｇ、７５ｍｇ／ｋｇ
的剂量分别腹腔注射雏菊叶龙胆，连续５周，每天１次。甲钴
胺组注射１００ｍｇ／ｋｇ甲钴胺，该药广泛应用于周围神经病的临
床治疗；对照组给予同样剂量生理盐水。各组又都以右侧为损

伤侧，左侧为健康对照进行对比。

１．２．３　检验指标及方法　　于第１周、３周、５周时重新麻醉
动物，将原来的切口切开，暴露出坐骨神经吻合口处。采用ＢＬ
４２０Ｆ电生理仪检测记录神经平均传导速度（ｍｏｔｏｒｎｅｒｖｅｃｏｎ
ｄｕｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｉｅｓ，ＭＮＣＶ）。取手术侧腓肠肌，用４％多聚甲醛溶
液进行固定，脱水、石蜡包埋、切片及 ＨＥ染色。利用 ＩｍａｇｉｎＪ
图像软件放大１０００倍下进行测量计算肌细胞截面积，求其平
均值。术后３周时，取切口吻合处远端坐骨神经组织５ｍｍ，正
常侧也取相应节段的神经组织，用４％多聚甲醛 ＰＢＳ液进行固
定，脱水、透明、石蜡包埋、切片及烤片，按照购买的免疫组化试

剂盒说明方法，对切片的 ＣＮＴＦ蛋白进行检测，摄取图像。每
组随机取１５张切片，显微镜下图像分析软件测定阳性细胞面
积与总面积比值，分析计算每组细胞的阳性比率。

１．３　数据统计及分析
　　统计数据结果用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，使用ＳＰＳＳ１５．
０软件包进行统计分析。采用两样本均数差别的显著性检验（ｔ
检验），方差不齐时采用ｔ检验，α取０．０５。以Ｐ＜０．０５为显著
性检验水准。

２　结果

２．１　各组神经传导速度测定值
　　第１、３、５周检测记录神经平均传导速度结果见表１。各组
大鼠的坐骨神经平均传导速度检测中，生理盐水组在１、３、５各

周都较低，而甲钴胺组传导速度值较高，与生理盐水组、雏菊叶

龙胆２５ｍｇ组相比，差异有明显的统计学意义（Ｐ＝０．０１９）。但
在各时间点雏菊叶龙胆２５ｍｇ组与生理盐水组相比，差异不明
显，还不能说明这二者之间有统计学差异（Ｐ＝０．１７）。而雏菊
叶龙胆５０ｍｇ组与７５ｍｇ组相比，差异也没有明显统计学意义。
而这２组与甲钴胺组相比，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３５）。
表１　各时间段坐骨神经平均传导速度（珔ｘ±ｓ，ｎ＝１５，ｍ／ｓ）

组别 １周 ３周 ５周

生理盐水组 　　　 １３．２５±３．７０ １５．５８±３．０６ １９．６９±２．２９

甲钴胺组 　　　　 ２５．４６±２．４１ ２６．４８±３．０８ ２８．１２±３．０１

雏菊叶龙胆２５ｍｇ组 １４．５１±２．２４ １６．０７±２．１１ ２１．１９±１．７８

雏菊叶龙胆５０ｍｇ组 １９．８４±２．４８＃ １９．５６±３．４３＃ ２４．２４±３．９７＃

雏菊叶龙胆７５ｍｇ组 １７．２５±３．４３＃ １６．９２±２．７０ ２０．１６±２．８４＃

：与生理盐水组和雏菊叶龙胆２５ｍｇ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与
生理盐水组、甲钴胺组和雏菊叶龙胆２５ｍｇ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　腓肠肌肌细胞截面积测量结果
　　利用ＩｍａｇｉｎＪ图像分析系统对各组大鼠不同时间的腓肠
肌ＨＥ染色切片（图１）中肌细胞截面积进行测定，结果见表２。
术后３周可见甲钴胺组、雏菊叶龙胆５０ｍｇ组与７５ｍｇ组细胞
截面积较大。细胞排列整齐，紧密。生理盐水组可见细胞排列

紊乱，细胞间隙增加。其中甲钴胺组、雏菊叶龙胆５０ｍｇ组、７５
ｍｇ组与其他组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０１６），而这３
组之间无显著性差异。

表２　各组不同时间腓肠肌细胞截面积（珔ｘ±ｓ，ｎ＝１５，μｍ２）

组别 １周 ３周 ５周

生理盐水组 　　　 ４４３．１９±８０．３３ ４５５．０６±２９．３８ ４９９．６１±７６．４１

甲钴胺组 　　　　 ６７２．９０±４８．２２ ６７９．０３±８１．４８ ７２２．３３±５７．３８

雏菊叶龙胆２５ｍｇ组 ４５４．３９±５０．０４ ４６５．３１±７１．５５ ４８８．２５±７０．２８

雏菊叶龙胆５０ｍｇ组 ６０５．８４±８５．１２ ６７０．２４±９１．２６ ７１３．５８±６２．４９

雏菊叶龙胆７５ｍｇ组 ６４４．９２±６０．２３ ６６９．２８±７８．５４ ６９３．３２±５９．６４

：与其他组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　免疫组化检测ＣＮＴＦ结果
　　各组分别于第３周行免疫组织化学方法检测坐骨神经中
ＣＮＴＦ，检测结果中阳性细胞占细胞总面积的比例结果见图２。
由图中可见生理盐水组与雏菊叶龙胆２５ｍｇ组比较，２者之间
没有显著统计学差异，这２组与甲钴胺组、雏菊叶龙胆５０ｍｇ
组、７５ｍｇ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３３），而在甲钴胺
组与雏菊叶龙胆５０ｍｇ组、７５ｍｇ组之间相比，差异没有统计学
意义（Ｐ＝０．０６５）。

３　讨论

　　平均传导速度作为电生理的一项指标，其值大小
与纤维直径、髓鞘厚度及成熟程度有关［７］。神经胶质

细胞包绕轴突形成髓鞘和神经膜，在神经纤维的再生

修复中起诱导营养及促进轴突生长和成熟的作用［８］。

坐骨神经损伤后，肌细胞直径及其截面积随失神经支

配时间的延长呈进行性下降，是肌肉萎缩的可靠形态

·６１１·
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ａ：生理盐水对照组；ｂ：甲钴胺组；ｃ：雏菊叶龙胆２５ｍｇ组；ｄ：雏菊叶龙胆５０ｍｇ组；ｅ：雏菊叶龙胆７５ｍｇ组
图１　腓肠肌ＨＥ染色（×２００）
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：与生理盐水和雏菊叶龙胆２５ｍｇ组比较，Ｐ＜０．０５
图２　各组ＣＮＴＦ阳性细胞比率

学指标。本实验中雏菊叶龙胆各剂量组与甲钴胺组相

比，甲钴胺对改善坐骨神经离断缝合术后功能恢复方

面作用相对要优于雏菊叶龙胆２５ｍｇ组，可能因为临
床应用雏菊叶龙胆也是组入方剂，单独用药效果不如

联合其他中、蒙药使用效果好。提示本实验室进一步

的研究可以在蒙药的组合作用方面进行深入研究。

　　雏菊叶龙胆２５ｍｇ组的效果与其他２组相比，在
提高实验动物神经传导速度和腓肠肌肌细胞截面积方

面，效果相对差一些，结果有明显统计学差异。考虑该

药物的作用也有一定的浓度范围［９１１］，低于此浓度则

药物不能发挥作用，与注射生理盐水的作用无显著统

计学差异。５０ｍｇ与７５ｍｇ剂量组相比，更大剂量可见
效果与５０ｍｇ组作用相当，还不能说明剂量增加后作
用更强，２者相比没有明显统计学差异。可能是因为
药物本身选择的浓度范围比较大，进一步可适当用不

同剂量细分，深入探索药物的量效关系，为临床有效用

药积累实验资料。通过本实验的研究发现，雏菊叶龙

胆５０ｍｇ、７５ｍｇ组在促进神经功能恢复的过程中，神
经远端的ＣＮＴＦ含量增高，提示在雏菊叶龙胆促进神

经生长的过程中有 ＣＮＴＦ局部释放增加的过程，为进
一步研究其作用机理奠定了基础。
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