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三七总皂试对大鼠脊髓损伤组织总钙和脂质过氧化的影响
`

何凤慈 龙在云 周 立 区 !亘因
(第三军医大学野战外科研究所 )3 60 0 4 2

提 要 打击法致大鼠脊髓损伤S (I C
,

50 gc m )4 h 后脊髓组织 M D A
、

F F A 含量均显著增加

( P < 0
.

0 1 ) , X O D 活性显著升高 ( P < 0
.

0 5 )
,

S O D 活性显著降低 ( P < 0
.

0 1 ) ,
[C a , +

j t 显著增

加 ( 尸 < 。
.

0 0 1 )
。

表明 s cl 病理过程中伴随 c
a , 十

介导的自由基生成和膜脂质过氧化反应
。

不同

剂量的 ( 3 0
、

9 0
、

2 7 o m g /k g
,
iv ) P N S 均可抑制 M D A 生成 ( p < 0

.

0 1 ) ,大剂量 ( 2 7 o m g /k g ) P N s

还可抑制 F F A 释放和 X O D 活性 ( p < 0
.

0 5 ) , g om g / k g P N S 亦可使 [C a , + 〕t 显著降低 ( P <

。
.

00 1 )
.

提示 P N s 抑制细胞 C
a , +
内流可能是其抗脂质过氧化反应的主要机理之一

。

关键词 脊髓损伤
;

过氧化脂质类
;
钙

;
钙通道阻滞剂

;

三七总皂贰

C a , +
内流引起的脂质过氧化反应是脊髓

损伤 ( S p i n a l C o r d I n ju r y
,

S C I )继发性损伤的

主要病理机理之一
“ ’ 。

S CI 后组织缺血一缺

氧
,

C a Z+ 内流使磷脂酶 A
Z

(P L A
:

)激活
,

花生

四 烯酸 ( A A )及其代谢产物大量释放
,

导致

自由基生成增加
,

引起膜脂质过氧化反应
,

进

一步加重缺血一缺氧
,

形成恶性循环
,

从而使

神经 功 能 严 重 障 碍
。

三 七 总 皂贰 ( t ot al

s a p o n i n s o f P a n a x n o t o g i n s e n g
,

p N S ) 为三

七的主要药理活性成份
,

具有抗炎
` , ’ ,

扩张脑

血管
` , , ,

和钙通道阻滞作用
` 4) 。

本实验观察

P N S 对大 鼠 S C I 脊髓组织脂 质过 氧化反应

终 产物 丙 二 醛 ( M D A ) 生成
,

游离 脂 肪 酸

( F FA )释放
,

黄嗦吟氧化酶 ( X O D )和超氧化

物 歧 化 酶 ( S O D ) 活 性 与 组 织 总 钙 浓 度

( 〔C a ,十

〕t )的影 响
,

结 合 P N S 钙拮抗作用 的

机理分析 C a Z+
与脂质过氧化反应在 S CI 病

理过程中的地位
。

1 实验方法

1
.

1 大鼠 S C I模型制备与给 药方法

W is t a r
健康大鼠

,

体重 2 3 9士 4 6 9
,

雌雄兼用
,

经

戊巴比妥钠 ( 4 o m g /k g
,
i p )麻醉后

,

按常规切除 T
, , -

L
,

椎板
,

暴露脊髓
,

参照 A ll
e n , s

打击法 “ 飞

复制 S C I

动物模型 ( s o g e
m

,
s e m x 一0 9 )

。

以单纯椎板切除作为

,
国家自然基金资助课题

对照组
。

P N (S 四川省中药研究所提供 )以生理盐水

( N S )溶解
,

于伤前 1 0 m i n 静脉注射 ( iv )
。

S C I后 4 卜

取 出伤 段 脊 髓 备 测 M D A
、

F F A
、

x O D
、

s O D 和

[C
a , +

〕
. 。

1
.

2 眷髓组织 M D A 测定

取伤段脊髓按 1
:

50 以生理盐水 (含 0
.

l m m ol / L

E D T A )用 内切式匀浆机 ( 2 5 83 一 I 型
,

浙西机械厂 )

在冰溶下制备组织匀浆
。

取脊髓匀浆 。
.

2 m l
,

按硫代

巴 比妥酸 ( T B A )法
“ ’
用荧光分光光度计 ( R F

一
2 50

型
,

日本岛津 )测定荧光强度
; (激发波长 5 1 5n m

,

发

射波长 5 5 s n m
,

狭缝 l o n m )
,

计算 M D A 含量
,

结果

以
n m o

l / m g 蛋白表示
。

1
.

3 F F A 汤I定

参考血清 F F A 铜试剂法
` , ’
稍加修改

。

以脊髓匀

浆 0
.

3 m l 加入测定管中
,

空白管和标准管分别加入

双 蒸水和棕桐酸
,

用氯仿抽提
,

离心
,

( 1 8 0 0 x g
·

10 m in )
,

吸取氯 仿层显 色
,

混 匀后用分光光度计

( 7 2 1
一

A 型
,

四 川分析仪器 厂 ) 比色 ( 4 4 0n m )
,

计算

F F A 含量
,

结果以 拌m ol /L / g 湿重组织表示
。

1
.

4 X O D 活性 泪
,

」定

分别取脊髓匀浆 0
.

l m l加入测定基质液和空白

基质液中
,

按 比色法
`日 ,
测定 ( 5 0 o n m ) O D 值

,

经标准

曲线回归方程计算 X O D 活性单位 ( u
/m g 蛋白 )

。

1
.

5 S O D 活性 沮
,

!定

脊髓匀浆 Zm l
,

用无水乙醇一氯仿抽提
` , ’ ,

抽提

液按焦性没食子酸一N B T 比色法 ( 5 4 0n m ) ` ’ “ ,

比色
,

计算抑制百分率和 S O D 比活性 ( u
/m g 蛋白 )

.

1
.

6 [ C a Z+

〕t 沮11定 “ , ,

取脊髓组织置 1 05 ℃烤干称重
,

加入 1 m l Zm ol / L

硝酸和 0
.

5 m l l m
o

l / L 高氯酸消化 4 8 h
,

置 1 2 0℃
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烤干
,

再加入 l m l Zm o l / L 硝酸榕解
,

经 1 0 0 ℃ z h

挥发硝酸后置 M uf en 炉中 5 00 ℃ 18 h 取 出
,

加入

Zm l 0
.

i N 盐酸 (含 0
.

2 5 % L
a

e I 3 )稀释
,

用原子吸

收分光光度计 ( IL
一

95 型
,

美国实验仪器公司 )以空气

/乙炔火焰法 ( 2 2 3 n m )测定 C
a , +
含量年 g / m l )

,

结果

以 产m ol / g 干重组织表示
。

1
.

7 蛋 白定量

脊髓组织匀浆蛋白含量测定按 L
o

w yr 、 法
`川

进行
.

2 结果

2
.

1 大 鼠 S C I 后 眷髓 组 织 M D A
、

F F A
、

X O D
、

S O D 和 [ C a Z +
j t 变化

大 鼠 S CI 4 h
,

双侧后肢瘫痪
,

运动功能丧失
。

脊髓组织 M D A 生成
、

F F A 释放显著增加
,

与单纯椎

板切除对照组 比较尸 < 。
.

0 1 ;
X O D 活性 明显升高

( P < 0
.

0 5 )
,

而 S O D 活性剂显著降低 ( P < 0
.

0 1 )
,

[C
a Z+

〕t 显著增加 ( P < 0
.

0 1 ) (见表 l )
。

表 1 大鼠脊髓损伤 ( 5 0 g e m
,

4 h )后 M D A 生成
、

F F A 释放
、

X O D 和 S O D 活性的变化 ( 牙 士 ! )

T a b 1 C h a n g es o f M D A p r o d u e t i o n ,

FF A r e le a s e ,
X O D a n d S O D a e t iv i ty a f t e r 4 h S C I in r a st ( 至 土 ￡ )

G r o u P
M D A

( n m o l / m g p r o t e i n )

F F A

(拜m o l / 9 w e t w e ig h t )

X O D

( u / m g p r o t e i n )

S O D

(
u

/ m g p r o t e i n )

L a m i n e e t o m y 2 6
.

1士 9
.

7 ( 1 2 ) 1 1
.

3士 3
.

8 ( 12 ) 4
.

0士 1
.

0 ( 12 ) 2
.

8士 0
.

5 ( 1 1 )

S C I 3 9
.

8士 1 4
.

6 ( 1 1 )
. ’

5 9
.

3士 1 0
.

1 ( 1 2 ) 二
5

.

4士 2
.

1 ( 1 4 )
件

0
.

4士 0
,

l ( 9 )
份 ’

E
x P e r i m e n t a

l
a m in a ls

i
n b r a e

k
e t s

.

P < 0
.

0 5 ; 二 P < 0
.

0 1 v s
l
a m i n e e t o m y

.

2
.

2 P N S 对 S C I
、

M D A 生 成和 F F A 释 放

的影响

不同剂量 ( 3 0
、

9 0
、

2 7 o m g /k g
,
i v ) p N S 均可抑制

S C I M D A 生成
,

与生理盐水对照组比较 尸 < 0
.

01
,

大剂量 ( 2 7 o m g k/ g ) P N S 亦可抑制 F F A 释放 ( p <

0
.

0 5 ) (见表 2 )
。

表2 三七总皂试对大鼠脊髓损伤 ( s og e m
,
4 h )后 M D A 生成

、
F F A 释放

、
x o D 和 s O D 活性的影响 ( 王 士 : )

T a b 2 E f f e e st o f P a n a x n o t o g in s e n g S
a P o n i n s ( P N S ) o n M D A P r o d u e t i o n ,

F F A r e l e as e ,
X O D a n d S O D a e -

t i v i t y a f t e r 4 h S C I i n r a t s ( 了 士 s )

M D A

( n m o l / nr g p r o t e i n )

F F A

(拼m o l/ 9 w e t w e ig h t )

X O D

( u
/ m g p r o t e

i n )

S O D

( u / m g p r o t e
i n )

N o r m a l
s a li n e

P N S 3 o nr g / k g

9 0 m g / k g

2 7 o m g / k g

34
.

7士 9
.

9 ( 1 1 ) 5 9
.

9士 1 0
.

4 ( 10 ) 5
.

8士 2
.

5 ( 9 ) 0
.

4士 0
.

1 ( 1 0 )

2 2
.

8士 9
.

2 ( 9 )二 53
.

4士 1 6
.

4 ( 1 0 ) 4
.

8士 1
.

8 ( 9 ) 0
.

4士 0
.

1 ( 1 1 )

2 1
.

5士 9
.

1 ( 1 1 )
份 .

5 0
.

6士 1 9
.

5 ( 9 ) 4
.

8士 2
.

1 ( 11 ) 0
.

4士 0
.

2 ( 1 0 )

1 9
.

3士 8
,

4 ( 8 ) 二 4 7
.

3士 14
.

1 ( 8 )
.

4
.

5士 1
.

9 ( 1 1 )
. 0

.

5士 0
.

2 ( 9 )

E
x p e r i m e n t a

l
a n im a

l
s in

b
r a e

k
e t s

`

P < 0
.

0 5 ;
. ’

P < 0
.

0 1 v s n o r m a l s a
l in e

,

2
.

3 P N S 对 S C I X O D 和 S O D 活 性 及

[ C a Z +

〕t 的影响

与生理盐水对照组比较
,

大剂量 ( 2 7 o m g k/ g )

PN S 可显著抑制 X O D 活性 ( P < 0
.

0 5 ) ,

中剂量

( g o m g /k g ) P N S 可使 S C I脊髓组织〔C
a , +

〕t 显著降

低 ( p < 0
.

0 0 1 ) ; P N S 对 S O D 活性 无 明显 影响

( P > 0
.

0 5 ) (见表 2
,

附图 )
。
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c a, +
(卜m o l / . d .犷 t is , 1、 e )

合勺 呀( 5)

附图 大鼠脊髓损伤4 h C[
a Z十

玉的变化和 P N S

对脊髓组织 c[ 扩
十

玉的影响

F ig E f f e e t s o f P a n a x n o t o g i n s e n g S
a p o n in s

( P N S ) o n t h e C h a n g e s o f t o ta l e a l e iu
m

e o n te n t a f t e r 4 h SC I i n r a t s ( 王 士 s )

A
:

l a m in e e t o m y g r o u P ;
B

:

S C I g r o u p ;
C

: n o r -

m a l s a li n e g r o u p ,
D

: P N S g r o u p
.

▲▲ : e o m p a r e d w i t h l
a m i n e e t o m y P ( 0

.

0 1 ;

: e o m p a r e d w it h on
r

am l
s a l ien P <

0
.

0 0 1
.

e x p e r in

砒
n t a l a m in a

l
s i n b r a e k e t

.

理过程中伴随 由 C a Z+
内流介导的 自由基生

成和脂质过氧化反应
,

加重神经损伤的生化

代谢紊乱
。

S CI 细胞 内【C a +2 〕升高主 要是 细胞外

C a Z+
内流所致

“ 4) 。

S CI 组织缺血缺氧引起的

能量代谢障碍
,

大量的内源性 A T P 降解
,

其

主要降解产物次黄嚎吟在 X O D 的作用下生

成 黄嗓 岭 和尿酸
,

并伴有 自由基 的 生成
。

x O D 是 一 种 c a , +
依赖性酶

,

C a , 十
内流使

X O D 活性产生病理性 自由基
,

这也是 C a卜

介导脂质过氧化反应的一个重要环节
。

本实

验结果表 明
,

P N S 不但可使 S CI M D A 生成

和 F F A 释放抑制
,

而且 可 以抑 制 X O D 活

性
,

P N S 还可使〔C a , + 〕t 显著降低
,

表明 P N S

作为一种钙通道拮抗剂
,

减轻 S C I 脂质过

氧化反应 的机理之一是抑制了细胞外 C a +2

内流
,

从而使 X O D 活性降低
,

自由基产

生过程受到抑制
`
l5)

。

P N S 抑 制 S C I 脊髓

组 织 〔C a ,十」t 升高
,

抗脂质过 氧化的机理值

得深入研究
。

3 讨论

S C I 继发性 损伤病理过程中
,

组织微循

环障碍和缺血一缺氧
,

使线粒体氧化呼吸功

能障碍产生病理性 自由基
“ , , ,

产生膜脂质过

氧化反应
,

膜磷脂降解
,

脂肪酸释放
,

尤其是

A A 代谢过程中大量自由基生成
,

加重 了组

织损伤
。

S c l 后 细胞外 〔C a ,十」降低
,

细胞 内

〔C a Z千 〕升高
,

并有神经元结构的破坏
,

被称为

神经性钙反常 ( N e n r o 一

e a l。 i u m p a r a d o x ) “
` , 。

钙反常现象与脂质过氧化反应具有协 同作

用
,

即 C a Z十
进入 细胞内触发的生化代谢变

化
,

使 自由基 生成增加
,

脂质过氧化反应 加

重 ;而脂质过氧化反应又进一步增加 C a Z十
内

流
,

由此而产生恶性循环
。

本实验结果表明
,

大 鼠 S C I 4 h
,

脊髓组织 M D A 生成和 F F A

释放显著增加
,

S O D 活性明显降低
,

X O D 活

性和 〔C a Z+ 」t 也都显著增加
,

提示在 S CI 病
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