
( P < 0101) ,表明生骨灵颗粒能促进大鼠骨折端软 骨细胞骨化。
表 3 　生骨灵颗粒对大鼠抗折力及骨组织的影响 ( x ±s)

Table 3 　Effect of Shengguling Granule on anti2breaked force and bone tissue of rats ( x ±s)

组　别
剂　量

/ (g·kg - 1)

动物数

/ 只

抗折力

/ kg

断端软骨细胞

全部骨化 50 % 骨化 小于 50 %骨化

生骨灵颗粒 　　　1013 　　11 　　8143 ±1166 3 3 　　　　8 3 3 　　　　3 3 3 　　　　0 3 3

511 11 7121 ±2174 3 3 8 3 3 3 3 3 0 3 3

阳性对照 115 9 8183 ±2179 3 3 9 3 3 0 3 3 0 3 3

模型 　　　　- 10 2140 ±0176 0 8 2

　　与模型组比较 : 3 3 P < 0101 ( t 检验)

　　3 3 P < 0101 vs model group ( t2test)

214 　小鼠腿部软组织撞击损伤试验 :选取 N IH 小

鼠 40 只 ,雌雄各半 ,体重 23～25 g。每鼠右后足腿

部剪毛 ,用 200 g 砝码 ,在 20 cm 高度的圆筒内自由

落下 ,经砧木锤伤右后腿软组织 ,锤击后肉眼可见锤

击部位皮下有出血块 ,数分钟后看见明显肿胀。次

日将软组织损伤的小鼠随机分组并给药 ,方法同

211 项 ,每天 1 次 ,连续 6 d ,末次给药后 24 h 处死

小鼠 ,取下右后腿 ,剥离皮肤 ,按动物软组织损伤的

实验方法观察评分[4 ] 。结果生骨灵颗粒两个剂量

组和阳性对照组的评分均比模型组低 ,经等级序值

法统计分析 ,差异显著 ( P < 0105) ,见表 4。
表 4 　生骨灵颗粒对小鼠软组织撞击损伤的影响

Table 4 　Effect of Shengguling Granule on stroke2
injury of mice soft tissue

组　别
剂　量

/ (g·kg - 1)

评分

0 1 2 3

生骨灵颗粒　　1013 2 8 0 　 0 3

511 0 8 2 0 3

阳性对照 115 1 9 0 0 3

模型 　　　- 5 5 5 0

　　与模型组比较 : 3 P < 0105

　　3 P < 0105 vs model group

3 　讨论

　　骨折愈合过程是一个复杂的组织学、生物学、神

经内分泌学及骨生物力学的动态过程。临床上 ,各

种原因所致的骨折延迟愈合和骨折不愈合是常见

病。本实验研究表明 ,生骨灵颗粒能促进小鼠骨折

断端软骨细胞骨化 ,促进骨折的愈合 ;明显促进大鼠

骨折断端骨膜反应及骨痂生成 ,提高骨痂质量 ,明显

增强抗折力 ;明显减轻小鼠右腿部软组织撞击损伤

所致水肿 ,加速瘀血的吸收 ,促进损伤的修复。由此

可见 ,生骨灵颗粒具有明确的促进骨折愈合效果 ,为

临床应用提供了可靠的理论依据。
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丹参素对缺糖2缺氧损伤神经细胞的保护作用

张文生1 ,朱陵群2 ,牛福玲2 Ξ

(11 北京师范大学资源学院 ,北京 　100875 ; 21 北京中医药大学东直门医院 中医内科学教育部重点实验室 ,北京 　100700)

　　研究表明脑组织缺血性损伤过程中存在着神经

细胞凋亡[1 ] ,且神经细胞凋亡在缺血性脑损伤中起

十分重要的作用。药物可通过干预神经细胞凋亡过

程阻止缺血性损伤的进一步发展 ,而发挥对神经细

胞损伤的保护作用。细胞内 Ca2 + 超载是缺血性脑

损伤的发病机制之一 ,在缺血后神经元凋亡发生中

也起关键作用 ,而钙离子抑制剂或药物可抑制细胞

内 Ca2 + 浓度 ( [ Ca2 + ]i ) 升高 ,可阻止凋亡的发

生[2 ,3 ] 。丹参素是丹参的有效活性成分 ,具有抗缺

血缺氧、抗自由基、抑制细胞内 [ Ca2 + ]i升高等作
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用[3 ,4 ] ,临床上丹参被广泛用于治疗缺血性心脑血

管疾病 ,但对其作用机制缺乏深入研究。本实验通

过缺糖2缺氧细胞损伤模型观察丹参素对神经细胞

凋亡及细胞内 [ Ca2 + ]i变化等相关因素的影响 ,探

讨其对神经细胞保护作用的机制。

1 　材料与方法

111 　神经细胞系 : SH —SY5 Y 由武汉大学典型培

养物保藏中心提供 (A TCC CRL —2266) 。

112 　药品与试剂 :MEM 培养基为美国 Gibco 公司

产品 ;新生牛血清为 HyClone 公司产品 ;碘化丙啶

( PI) 购自 Sigma 公司 ; Fluo23、Rhodamine123 购自

Molecular Probes ;连二亚硫酸钠 ( Na2 SO4) 及其他

试剂为国产分析纯。丹参素 (纯度 ≥98 %)购自中国

药品生物制品检定所。尼莫地平 (Nimodipine) 购

自美国 ICN 公司。

113 　SH —SY5 Y 细胞的缺糖2缺氧模型制备及分

组 :将冻存的 SH —SY5 Y 细胞株从 - 196 ℃液氮罐

中取出 ,细胞常规复苏及传代 ,计数细胞并稀释至

1 ×108/ L ,接种于 25 mL 培养瓶中 (5 mL) 。随机

分为 5 组 :缺糖2缺氧模型组 ,用无糖 Earle’s 液 [含

(mmol/ L ) NaCl 143、KCl 514、CaCl2 2118、MgSO4

10、Na2 PO4 110、HEPES 214 ,p H 714 ] 洗细胞 2 次 ,

加入含 013 mmol/ L 连二亚硫酸钠的无糖 Earle’s

液 ;正常对照组 :细胞不经缺糖2缺氧损伤处理 ;尼莫

地平组 : 100μmol/ L 尼莫地平于缺糖2缺氧损伤时

加入培养液中 ;丹参素组 :于缺糖2缺氧损伤时加入

丹参素 (质量终浓度分别为 15、30 mg/ L) 。各组细

胞处理后置 50 %CO2 、37 ℃培养箱中分别培养 2、

4、6、12 h ,收集细胞进行相关实验。

114 　凋亡细胞计数 :收集细胞悬液 ,1 000 ×g 离心

5 min ,弃上清液 ,沉淀用 70 % 乙醇悬浮 ,4 ℃冰箱

内固定 12 h 以上。取固定后的细胞用 011 mmol/ L

磷酸盐缓冲液 (p H 714) 洗 2 遍并悬浮 ,加入质量

终浓度为 20 mg/ L RNase A , 37 ℃恒浴 1 h ,再加

入 PI 染液 50 mg/ L ,摇匀后 4 ℃避光静置 1 h ,经

尼龙网滤过 ,在 FACS Calibur 型流式细胞仪上计数

10 000 个细胞 ,测定各期细胞 DNA 含量并计算凋

亡细胞所占比例。

115 　细胞形态学观察 :参照文献方法[2 ] 。细胞用

Hoechst3342 和 PI 双染色 15 min ,用磷酸缓冲液

PBS 洗 1 次 ,重悬于 PBS 中。用荧光显微镜观察。

116 　乳酸脱氢酶 (LDH) 释放的测定 :用 LDH 试

剂盒 (北京化学试剂公司提供) 测定培养液中 LDH

含量 ,并将相应的培养细胞置于 - 30 ℃,3 h 以上 ,

融解后以同法测定总 LDH。神经细胞损伤程度以

培养细胞释放的 LDH 占总 LDH 的百分比表示。

117 　细胞 [ Ca2 + ]i的测定 :收集细胞 ,1 000 r/ min

离心 5 min ,弃上清液 ,用新鲜培养基重悬细胞 ,加

入 Fluo23 (50μmol/ L ) 的无血清 MEM ,37 ℃、45

min ,PBS 洗细胞 3 次 ,取细胞悬液 1 mL ,过 200 目

尼龙网 ,在流式细胞仪上用 LO G 软件分析 ,绘制

Ca2 +的平均荧光值分布图。其中横坐标为钙离子

平均荧光值的对数值 ,纵坐标为细胞体积。Fluo23

是新一代细胞膜透性的 Ca2 +特异性荧光染料 ,其与

细胞内游离 Ca2 +结合后发出荧光 ,直接以荧光强度

变化表示细胞内游离 Ca2 + 变化 (激发光波长 480

nm ,发射光波长 530 nm 和 620 nm) 。

2 　结果

211 　丹参素对 LDH 释放的影响 :缺糖2缺氧损伤后

2 h 细胞释放 LDH 显著增加 ,并随损伤时间的延长

而增加 ,丹参素能够减少 LDH 的释放 ,并随着剂量

的增加而作用增强 ,见表 1。

212 　丹参素对细胞 [ Ca2 + ]i的影响 :正常对照组细

胞在不同时间内钙离子含量及分布较稳定。缺糖2
缺氧损伤不同时间后 ,细胞内 [ Ca2 + ]i明显增加 ,并

随损伤时间延长而增加 ,尼莫地平明显减少 Ca2 + 的

过量产生 ,丹参素能抑制或减少 Ca2 + 的过量产生 ,

随浓度增加作用增强 ,与模型组相比差异显著 ( P

< 0105 ,0101) ,见表 2。

213 　丹参素对神经细胞凋亡的影响 :缺糖2缺氧损
表 1 　丹参素对 LD H释放的影响 ( x ±s , n = 8)

Table 1 　Effect of Danshensu on LD H release ( x ±s , n = 8)

组　别 剂　量
LDH 释放/ %

2 h 4 h 6 h 12 h

正常对照 - 10126 ±3158 3 3 11195 ±2171 3 3 12136 ±2184 3 3 13107 ±3166 3 3

模型　　 - 16159 ±3190 21143 ±4105 28172 ±5125 41117 ±7103

丹参素　 15 mg·L - 1 13171 ±5103 3 15141 ±3170 3 3 20114 ±3131 3 3 28122 ±5137 3 3

30 mg·L - 1 11169 ±2172 3 3 13192 ±3175 3 3 15101 ±4111 3 3 25161 ±4183 3 3

尼莫地平 100μmol·L - 1 13196 ±3111 3 15168 ±4157 3 3 16148 ±2171 3 3 19163 ±4101 3 3

　　　与模型组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　　3 P < 0105 　3 3 P < 0101 vs model group
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伤不同时间后 ,细胞凋亡发生率明显增高 ,并随损伤

时间的延长 ,凋亡的细胞增多 ,尼莫地平能够拮抗这

种作用 ,丹参素能抑制细胞凋亡的发生 ,与模型组相

比差异显著 ,并随剂量的增加抑制作用更加明显 ,与

尼莫地平组相比差异不显著 ( P > 0105) ,见表 3。

214 　丹参素对神经细胞形态及细胞坏死的影响 :

Hoechst33342 和 PI 双染色检测时在荧光显微镜下

可观察到正常细胞发蓝色荧光 ,染色质均匀分布 ,凋

亡小体产生 ,坏死细胞发红色荧光。正常对照组只

可见少量的凋亡细胞和极少量的坏死细胞。缺糖2
缺氧损伤后 ,可见大量的凋亡细胞及少量坏死细胞 ,

并随损伤时间的延长而凋亡细胞及坏死细胞均增

加 ,以凋亡细胞为主 ,加入丹参素及尼莫地平后 ,凋

亡及坏死细胞均明显减少 ,见表 4。
表 2 　丹参素对细胞 [ Ca2 + ] i的影响 ( x ±s , n = 8)

Table 2 　Effect of Danshensu on cell [ Ca2 + ] i ( x ±s , n = 8)

组　别 剂　量
细胞 [ Ca2 + ] i (平均荧光强度)

2 h 4 h 6 h 12 h

正常对照 - 4176 ±0115 3 3 4151 ±0111 3 3 4184 ±0122 3 3 4197 ±0118 3

模型　　 - 8146 ±0134 9189 ±0154 7145 ±0140 6125 ±0132

丹参素　 15 mg·L - 1 7161 ±0161 6179 ±0157 3 3 6113 ±0162 3 3 5153 ±0166

30 mg·L - 1 6187 ±0179 3 5192 ±0142 3 3 5147 ±0149 3 3 5109 ±0146 3 3

尼莫地平 100μmol·L - 1 6125 ±0144 3 5158 ±0139 3 3 5138 ±0141 3 3 5115 ±0134 3

　　　与模型组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　　3 P < 0105 　3 3 P < 0101 vs model group

表 3 　丹参素对神经细胞凋亡的影响 ( x ±s , n = 8)

Table 3 　Effect of Danshensu on neuron apoptosis ( x ±s , n = 8)

组　别 剂　量
神经细胞凋亡率/ %

2 h 4 h 6 h 12 h

正常对照 - 3171 ±1124 3 3 3189 ± 1162 3 3 4101 ±1177 3 3 4129 ± 1181 3 3

模型　　 - 18159 ±5137 38163 ±10124 42105 ±8116 45192 ±10122

丹参素　 15 mg·L - 1 15137 ±3141 3 21173 ± 5113 3 29178 ±6120 3 3 36134 ± 5105 3

30 mg·L - 1 13192 ±4168 3 3 16125 ± 3138 3 3 22102 ±7119 3 3 28199 ± 7102 3

尼莫地平 100μmol·L - 1 10190 ±3115 3 3 14131 ± 5117 3 3 17196 ±4142 3 3 20181 ±5166 3 3

　　　与模型组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　　3 P < 0105 　3 3 P < 0101 vs model group

表 4 　丹参素对神经细胞坏死的影响 ( x ±s , n = 8)

Table 4 　Effect of Danshensu on neuron necrosis ( x ±s , n = 8)

组　别 剂　量
神经细胞坏死率/ %

2 h 4 h 6 h 12 h

正常对照 - 0169 ±0148 3 3 0175 ±0132 3 3 0194 ±0146 3 3 1107 ±0168 3 3

模型　　 - 4194 ±0185 6114 ±1102 7186 ±0172 9141 ±0143

丹参素　 15 mg·L - 1 2183 ±0131 3 3168 ±0147 3 3 4155 ±0157 3 3 5113 ±0139 3 3

30 mg·L - 1 3127 ±0139 3 3146 ±0141 3 3 3182 ±0135 3 3 4132 ±0164 3 3

尼莫地平 100μmol·L - 1 2188 ±0138 3 3 3102 ±0150 3 3 3151 ±0173 3 3 4158 ±0129 3 3

　　　与模型组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　　3 P < 0105 　3 3 P < 0101 vs model group

3 　讨论

　　缺血再灌注性脑损伤所致的神经细胞死亡有坏

死和凋亡两种方式 ,在脑缺血2缺氧早期引起的神经

元死亡主要以坏死为主 ,而继发性或迟发性神经元

死亡 ( delayed neuronal death , DND) 则以凋亡为

主。缺血性再灌注性脑损伤时神经细胞凋亡和坏死

并存 ,共同参与梗死区的形成 ,凋亡主要位于半暗

区 ,坏死发生于缺血中心区 ,抑制半暗区向缺血中心

区的发展是缺血性脑血管病治疗的关键 ,即抑制神

经细胞凋亡的发生有利于缺血性脑血管疾病的治

疗。

脑缺血再灌注后细胞内钙稳态异常 ,大量 Ca2 +

蓄积在细胞内产生严重的毒性作用 ,参与兴奋性神

经毒、自由基等因素介导的 DND 的病理级联反应 ,

导致神经细胞功能与结构的障碍。缺血损伤引起了

大脑不同区域的细胞内钙集聚 ,尤其在海马更明显。

脑缺血再灌后神经元钙稳态的维持 ,是细胞生存的
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关键。细胞 [ Ca2 + ]i升高被认为是凋亡的始动因

素。有研究表明各种原因诱导的细胞凋亡出现之

前 ,胞浆内游离 Ca2 +浓度均持续升高 ,抑制 Ca2 + 浓

度的升高则可阻止诱导的细胞发生凋亡[1 ,2 ] 。Takel

等在胎鼠皮层神经元培养液中加入 Ca2 + 载体 (ion2
omycin) ,使细胞 [ Ca2 + ]i升高 ,诱发了神经元凋亡 ,

提示 Ca2 + 与迟发性神经元凋亡有关[3 ] 。大量实验

证明 :阻止 Ca2 + 内流可明显减轻细胞损伤的程度。

SH2SY5 Y 细胞来源于人的神经母细胞瘤 ,细胞

的形态与正常神经元相似 ,呈锥形 ,而且具有明显的

轴突 ,某些生理功能亦与正常神经元有相似之处 ,是

目前国际上研究神经细胞功能较好的一种细胞模

型[5 ] 。本实验以培养神经细胞 SH2SY5 Y 缺糖2缺
氧损伤为模型 ,模拟脑缺血状态 ,诱导培养的 SH2
SY5 Y 细胞凋亡的发生。结果发现 ,随着缺糖2缺氧

损伤时间的延长 ,细胞 [ Ca2 + ]i随之明显增高 ,细胞

凋亡的发生也越来越多 ,坏死的细胞也增多 ,代表细

胞损伤程度的 LDH 的释放也越来越多。丹参素能

明显改善这种情况 ,使 LDH 的释放、细胞 [ Ca2 + ]i

水平、细胞凋亡及坏死的百分率均明显降低 ,对缺血

性损伤的神经细胞有保护作用。尼莫地平是 L 型

钙通道阻断剂 ,能阻止 Ca2 + 跨膜内流 ,抑制细胞内

Ca2 + 的释放 ,使细胞 [ Ca2 + ]i保持在一定的水平。

丹参素降低缺糖2缺氧损伤后 SH2SY5 Y 细胞

[ Ca2 + ]i水平的效应与尼莫地平相仿。实验结果提

示丹参素对缺糖2缺氧损伤后 SH2SY5 Y 细胞的凋

亡过程具有抑制作用 ,神经细胞具有保护作用 ,这种

作用可能与其抑制神经细胞内钙超载有关 ,但丹参

素的作用机制是影响细胞外钙的内流 ,还是调整细

胞内钙库的释放 ,尚需进一步研究。
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四季青鲜汁治疗烫伤的实验研究

潘秋文 Ξ

(杭州市预防保健门诊部 ,浙江 杭州 　310007)

　　四季青为冬青科植物冬青 Ilex purpurea Has2
sk. 的叶 ,味苦、微涩 ,性凉 ,具有清热解毒、凉血止

血、收敛生肌等功效。浙江民间有鲜叶捣烂外敷治

疗烧烫伤的使用习惯 ,本实验观察四季青鲜汁对实

验性大鼠烧烫伤模型的治疗作用。

1 　材料

111 　动物 : SD 大鼠 ,雄性 ,体重 200～250 g ,购自

浙江省实验动物中心 ,动物合格证号 :浙实验动准字

2001001 号 ; 饲料 : 标准大鼠颗粒饲料 ,含蛋白质

20 % ,含钙 016 % ,由浙江省实验动物中心提供。

112 　药物与试剂 :四季青 ,鲜用榨汁 ,相当于鲜药

116 g/ mL ,由浙江省医学科学院药物研究所天然药

物研究室提供。烫伤宁气雾剂 ,贵州远东药业有限

公司产品 ,批号 20000518。戊巴比妥钠 ,上海医药

集团生化试剂厂进口分装 ,批号 890416。019 % 氯

化钠注射液 ,慈溪制药有限公司生产 ,批号 010224。

硫化钠 , 浙江省兰溪市化工试剂厂生产 , 批号

971006。

113 　仪器 :D. SCr420 型可控硅控温三用水箱 ,通

州市长江实验仪器厂产品 ;AEL200 型电子分析天

平 ,L IBOR 公司产品。

2 　方法与结果

　　雄性 SD 大鼠 50 只 ,按文献[1 ]方法 ,将大鼠背

部剃毛后用硫化钠脱毛 (脱毛剂配制 : 2 %CMC2Na

水溶液加 10 %硫化钠溶液) ;次日 ip 戊巴比妥钠 40

mg/ kg 麻醉 ,将去毛的背部皮肤浸入 85 ℃恒温水

浴中持续 15 s ,使之造成深 Ⅱ度烫伤 ,烫伤面积为 5

cm ×8 cm ,约是体表面积的 10 % ;随后立即 ip 灭菌

生理盐水每只 5 mL ;次日 ,用透明硫酸纸描绘大鼠

皮肤烫伤面积的图形 ,电子天平称取烫伤面积图纸
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