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摘　要　目的:探讨三七总皂甙对提高切断视神经后节细胞存活的作用。方法:用荧光素逆行示踪标记法和定量解剖学

技术观察正常和经三七总皂甙处理的动物于切断视神经 5 、7 、14 d 后视网膜节细胞的密度。结果:①正常视网膜节细胞平均

密度为(2 007±115)/mm2;②切断视神经 5 、7 、14 d后其视网膜节细胞平均密度分别下降至:(1 198±107)/ mm2 , (825±40)/

mm2 和(196±10)/ mm2;③给予生理盐水的对照组在上述各时间组视网膜节细胞平均密度与单纯切断视神经组结果相似;④

给予三七总皂甙的实验组在 5 、7 、14 d 视网膜节细胞的平均密度分别为(1 461±96)/ mm2;(1064±91)/ mm2)和(302±19)/

mm2 ,与切断视神经组和生理盐水对照组相比在各时间组上均存在显著性差异(P <0.05)。结论:三七总皂甙可提高切断视

神经后成年金黄地鼠视网膜节细胞的存活 ,三七总皂甙的抑制钙内流作用可能与提高切断视神经后视网膜节细胞的存活有

关。
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Abstract　Objective:To investigate the ef fects of total panax notoginseng saponins(tPNS)on enhancing

survival of axotomized retinal ganglion cells(RGCs)in adult hamster.Methods:Fluorescent ret rograde t racing

method and quantitative anatomical techniques were used to measured the densities of RGCs of normal and

animals t reated with tPNS in 5 , 7 , and 14 days after axotomy.Results:① In normal retinas , the mean densities

of RGCs were (2 007 ±115)/mm
2
.② 5 , 7 and 14 days after axo tomy , the mean densities of RGCs had

decreased to (1 198±107)/mm
2
,(825±40)/mm

2
and (196±10)/mm

2
, respectively.③ In the control group

treated w ith sodium saline , the densities of RGCs in 5 , 7 and 14 days after axotomy w ere similar to those

observed in the axotomized group.④ In the g roup treated w ith tPNS , the densities of RGCs in 5 ,7 and 14 days

af ter axotomy were (1 461 ±96)/mm
2
, (1 064 ±91)/mm

2
and (302±19)/mm

2
respect ively .They were

signif icantly different f rom the axo tomized g roup or sodium saline g roup(P <0.05).Conclusions:tPNS could

enhance RGCs survival af ter axotomy in adult hamsters.The inhibito ry effect of tPNS on Ca2+ influx w as

related to enhancing the survival of RGCs after axotomy .
Subject headings 　 retinal ganglion cells/drug ef fects;panax no toginseng/pharmacology ;saponins/

pharmacology;cell survival/drug effects

　　切断成年哺乳动物视网膜节细胞近胞体端的 轴突 ,或其它中枢和外周神经元的轴突 ,大量神经
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元在短期内迅速死亡 。探讨其死亡原因 ,寻找理想

的防治措施是当今神经生物学研究的热点之一。

研究表明 ,兴奋性氨基酸毒性作用;细胞内 Ca
2+
超

载;一氧化氮 的神经毒作用;自由基的形成和终断

神经营养因子的供应等是导致神经元死亡的重要

因素[ 1] 。近端切断成年哺乳动物视神经后 ,给予神

经营养因子;NMDA 受体拮抗剂;钙离子通道阻断

剂或一氧化氮合成酶抑制剂都在不同程度上可提

高视网膜节细胞的存活率[ 1 ～ 3] 。然而 ,神经营养因

子十分昂贵 ,不能通过血脑屏障 ,仅能局部应用 ,各

种NMDA 受体阻断剂和 Ca2+通道阻断剂的副作

用大 ,严重的可出现精神症状 。从中药中寻找有效

的防治药物是一项很有希望的工作。三七总皂甙

(total panax notoginseng saponins , tPNS)是从五加

科人参属植物三七根提取的有效成分 ,是一种受体

操纵 Ca2+通道阻滞剂 ,具有扩张血管 、保护心脑缺

血性损伤的作用[ 4 ～ 6] 。 tPNS 能否对轴突损伤后中

枢神经元的存活有促进作用 ,尚未见报道。

1　材料与方法

1.1　实验动物

成年健康雄性金黄地鼠 65 只 , 体重 80 ～

100 g ,由中山医科大学实验动物中心提供 。动物

随机分为 4组:正常对照组;切断视神经组;切断视

神经加注射 tPNS组;切断视神经加注射生理盐水

对照组;后 3组再按切断视神经后动物存活时间分

为 5 、7 、14 d的 3个时间组 ,每组 5只 。

1.2　主要试剂

三七总皂甙产自广西梧州制药集团股份有限

公司 ,为浅黄色粉末 ,用生理盐水溶解配成 150 g/

L ,粒蓝(granular blue;GB)为德国 Merck 公司试

剂 ,用生理盐水配制为3%的浓度 ,4 ℃冰箱避光保

存备用。

1.3　给药方法与量效关系

术前 1 d开始每天腹腔注射 200 mg/kg 的三

七总皂甙至取材料当天 ,对照组注射等量的生理盐

水。分别 注射 剂 量为 100 mg/kg , 150 mg/kg ,

200 mg/kg和 250 mg/kg 的 tPNS , 观察其对切断视

神经 14 d后 ,视网膜节细胞存活的作用的量效关系。

1.4　视神经切断术

戊巴比妥钠腹腔注射(50 mg/kg)麻醉动物 ,

分离暴露一侧视神经 ,直视下在距球后 1.5 mm 处

剪断视神经 ,复位眼球 ,动物苏醒后回笼继续饲养 。

1.5　视网膜节细胞标记术

动物麻醉开颅后 ,用吸引器去除覆于上丘上方

的大脑皮质 ,暴露两侧上丘 ,用粘有 3%粒蓝的明

胶海棉置于上丘表面 7 d ,标记正常视网膜节细胞。

而切断视神经后存活视网膜节细胞的标记则于取

材前 2 d暴露视神经近侧残端并剪短至 1 mm ,在

断端放置粘有 3%粒蓝的明胶海棉。

粒蓝标记后动物存活 2 d(经视神经断端标记)

或 7 d(经上丘标记),在致死量麻醉下取出眼球分

离视网膜并置于 4%多聚甲醛(0.1 mol/L 磷酸缓

冲液 , pH=7.3)4 ℃固定 1 ～ 3 h ,视网膜平铺片的

制备依文献方法[ 7] 。

1.6　计量学分析

用激发光为 400 nm 的滤光片于荧光显微镜

下观察并计数视网膜平铺片上标记细胞数 ,细胞计

数方法按照文献[ 3] ,即以视乳头为中心 ,在通过视

乳头的坐标轴上 ,分别从视网膜鼻上 、鼻下 、颞上 、

颞下等距取点 ,每个视网膜共取 20 ～ 24 个点 ,用

40×物镜观察并在 0.04 mm2 目镜网格进行细胞

计数。所有数据采用 SPSS 4.0 软件包统计 ,使用

单因素方差分析 。

2　结　果

2.1　正常视网膜节细胞密度

经上丘标记各种大 、中 、小型(胞体直径分别为

12 ～ 21 、9 ～ 12 、6 ～ 9 μm)节细胞散布于整个视网

膜 ,其平均密度为(2 007±115)/mm2(n =5), 节

细胞胞体为圆形或卵圆形 ,逆行标记的荧光物质主

要分布在神经元的核周质和树突的起始部(图 1)。

2.2　三七总皂甙的量效分析

从表 1 可见 , 三七总皂甙浓度在 100 ～

200 mg/kg 时 ,随剂量增加节细胞密度也增加 ,当

增至 150 mg/kg 时 ,与对照组相比出现显著性差

异(P <0.05),剂量 200 mg/kg 时对视网膜节细

胞存活影响达到峰值 ,故以 200 mg/kg 为最佳剂

量浓度。
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表 1　不同浓度的三七总皂甙对切断视神经 14 d 后视网膜

节细胞密度的影响

Table 1 　Effects of different concentration o f tPNS on the

densities of RGCs after axo tomy in 14 day s

tPNS(mg/ kg) n
granular blue-labeled RGCs

( x ± s , cell/ mm2)

0.0 5 　　　　　　193±20

100 5 209±13

150 5 267±17

200 5 302±19

250 3 275±63

　　group 3 , 4 , 5 compared w ith cont rol , P <0.05　　　　　　

2.3　视神经切断后存活视网膜节细胞的密度

近端切断视神经后大量视网膜节细胞死亡 ,其

密度明显下降 ,切断 5 、7 、14 d后的节细胞平均密

度见表2和图2 a , 3 a , 4 a , 与正常视网膜节细胞

(2 007±115)/mm2 相比其存活率 5 d为 60%,7 d

为 41%,到 14 d时下降至 10%。

2.4　三七总皂甙对视网膜节细胞存活的影响

经三七总皂甙处理的动物 ,切断视神经 5 、7 、

14 d后的存活节细胞的平均密度见表 2 和图 2b ,

3b ,4b ,与正常视网膜节细胞密度相比 ,其存活率分

别为 73%、53%和 15%。5 、7 d组的节细胞存活率

增加了 12%～ 13%, 14 d组的存活率仅增加 5%。

生理盐水对照组 ,在切断视神经 5 、7 、14 d 后其节

细胞存活率与单纯切断视神经组结果相近(表 2),

经方差分析 ,三七总皂甙组与视神经切断组和生理

盐水对照组相比在视神经切断后不同时间段其 P

值均小于 0.05 ,表明它们有显著性差异。

表 2　三七总皂甙对切断视神经后视网膜节细胞的密度的影响

Table 2　 Effects of tPNS on the densities of RGCs af ter axo tomy　( x ±s , cell/ mm2)

　　after ax otomized 　　　　tPNS group 　sodium saline group 　　　　no injection g roup

　　　　5 d 　　　　1 461±96 　1 218±125 　　　　1 198±107　　

　　7 d 　　　1 064±91 　　803±71 　　 825±40

14 d .1 302±19 　　193±20 　　 　196±10　

　　1)tPNS g roup compared wi th sodium saline g roup and no injection group , P <0.05

3　讨　论

本实验所示正常视网膜节细胞平均密度为

(2 007±115)/mm2 。视神经切断后节细胞密度明

显下降 ,切断视神经 5 、7 、14 d后的节细胞分别下

降了 40%、60%与 90%, 结果与以往的报道相

似[ 3] 。

大量研究表明 ,近端切断新生或成年哺乳动物

的视神经可导致节细胞大量死亡 ,其中包括坏死和

凋亡 ,后者受基因编程的调节 ,通过主动的生化过

程而自杀死亡
[ 1 , 8]

。造成节细胞大量死亡原因还

不清楚 ,其可能原因有:①终断靶源性神经营养因

子的供给。切断视神经后给予脑源性神经营养因

子(BDNF)、神经营养因子- 4/5(NT- 4/5),睫状神

经营养因子(CNTF),可促进损伤后视网膜节细胞

的存活 ,减少因轴突损伤所触发视网膜节细胞的凋

亡
[ 1 ,3 ,9]

。②兴奋性氨基酸的神经毒性作用和胞内

钙超载 ,当脑缺血 、脑损伤可引起大量谷氨酸释放 ,

构成对谷氨酸受体的病理性过度刺激 ,大量 Ca2+

内流[ 1 , 2] , 激活黄嘌呤氧化酶(xanthin oxidase ,

XD)系统和磷脂酶 A2(phospholipaseA2)产生自由

基 , 又可激 活一 氧化 氮合 成酶 (nit ric oxide

synthase ,NOS)产生过量的一氧化氮 ,导致神经元

的死亡[ 1 ,11] 。已有的研究还表明 ,视网膜节细胞上

有 NMDA 受体
[ 10]
,它们对天冬氨酸 、海人藻酸高

度敏感 ,兴奋性氨基酸和 NMDA 受体激动剂对视

网膜节细胞有毒性作用 ,给予 NMDA 受体拮抗剂

MK-801 , 非 NMDA 受体拮抗剂 DNQX(6 , 7-

dinit roquinoxaline-2 ,3-dione)、NOS 抑制剂氮W —硝

基—左旋精氨酸甲脂(NW-nitro- l -arg inine methy1

ester , l -NAME)自由基清除剂 N-乙酰半胱氨酸

(N-acetyl- l -cy steine , NAC)以及钙通道阻滞剂氟

桂嗪(Flunarizine)[ 10] ,均可提高受损视网膜节细胞

的存活率 ,但此类药物对心血管和呼吸系统的副作

用较大 ,严重者可致精神失常 。

药理学实验表明 ,三七总皂甙是钙通道阻滞

剂
[ 4]
。有实验提示三七总皂甙可抑制 Ca

2+
内流 ,

减轻脊髓损伤过程中由于 Ca2+内流所引起脂质过

氧化损伤 ,还可清除脑缺血过程中所形成的自由基
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和降低脑缺血所致的一氧化氮含量增高 ,对神经元

有保护作用[ 5 ,6] 。本实验结果表明三七总皂甙有

提高切断视神经后节细胞存活的作用 ,其作用在切

断视神经后的 5 、7 d较切断 14 d后显著。三七总

皂甙对受损视网膜节细胞的保护作用可能与阻断

受损视网膜节细胞的钙离子通道 ,从而减少钙离子

内流和抑制自由基的形成有关 ,但三七总皂甙究竟

是通过什么途径来实现对受损视网膜节细胞的保

护 ,仍有待进一步研究。
(本文图见封 2)
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低 ,但未恢复到正常 ,肾病理变化也明显减轻 ,这说

明骆驼蓬总碱毒性的靶器官是肾脏。因此 ,我们认

为病人在用药期间应定期检查肾功能 ,肾功能不良

者应慎用 。

停药 4周后高剂量组大鼠组织学观察及血尿

素氮水平检测结果发现 ,肾脏病变程度比刚停药时

减轻 ,血尿素氮升高程度明显减轻 。中 、低剂量组

给药停止时少数大鼠肾脏有改变 ,停药 4周后病变

均已消失 ,提示肾脏病变在一定程度上是可逆的。
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