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三七总皂苷对全脑缺血成年大鼠侧脑室室管膜区神经再生的影响=
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摘= =要：目的= =探讨三七总皂苷（qpmk）对全脑缺血后成年大鼠侧脑室室管膜区（psw）神经再生的影响。方法= =采用四

血管阻断法制作全脑缺血模型。大鼠分成假手术组、模型组和 qpmk组。qpmk组大鼠全脑缺血后 PM=mán= áé给予剂量为 TR=
mgLkg的 qpmk，每天 N次，模型组给予等体积的生理盐水，连续 NQ= d。分别于再灌注 N、P、T、NQ= d处死大鼠，免疫组织

化学染色观察 psw区 _rdr和微管相关蛋白 aoubäecoríán（aCu）的表达，免疫荧光双标观察 psw区 _rdrLaCu、aCuLháST、
dcAmLaCu的共表达情况。结果= = qpmk组 psw区 T、NQ= d的 _rdrH细胞数目均显著高于模型组对应的时间点（m＜MKMN、
MKMMN）；qpmk组和模型组 psw区 aCuH细胞的平均光密度值在 T、NQ=d有统计学差异（m＜MKMN、MKMMN）；qpmk组 psw区

NQ=d的 _rdrLaCu细胞，均显著多于模型组（m＜MKMN）；qpmk组 psw区 háSTLaCu细胞在 T、NQ=d的表达多于模型组，差

异显著（m＜MKMN、MKMMN）；两组 psw区 dcAmLaCu细胞与 aCu的比值在 P、T、NQ=d差异显著（m＜MKMR、MKMMN）。结论= = qpmk
促进全脑缺血后大鼠 psw 区神经再生，加速全脑缺血后大鼠 psw 区神经祖细胞增殖和分化，促进全脑缺血后大鼠 psw 区

星形胶质细胞转化新生未成熟神经元。=
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aééäyáng= íhe= ámmunofäuorescence= doubäeJäabeääáng= ío= deíecí= íhe= _rdrLaCuI= aCuLháSTI= and= dcAmLaCu= án= pswK= oesults= = fn=
coméaráson=wáíh=íhe=vehácäe=grouéI=íhe=number=of=_rdrH=ceääs=án=psw=of=qpmk=groué=was=ságnáfácaníäy=hágher=on=days=T=and=NQ=Em=Y=MKMNI=
MKMMNFX=píaíásíácaä=meanáng=exásíed=án=íwo=groués=on=days=T=and=NQ=abouí=íhe=mean=oéíácaä=densáíy=of=aCuH=ceääs=án=psw=Em=Y=MKMNI=MKMMNFK=
fn=coméaráson=wáíh=íhe=vehácäe=grouéI=íhe=number=of=íhe=_rdrJäabeäed=ceääs=coJexéressáng=aCu=án=íhe=psw=on=day=NQí=of=qpmk=groué=was=
ságnáfácaníäy=dáfferení=Em=Y=MKMNI=MKMMNFK=qhere=was=síaíásíácaä=meanáng=án=coméaráson=of=íhe=number=of=coäocaäázaíáon=of=aCu=wáíh=háST=
on=days=T=and=NQ=án=psw=beíween=íhe=qpmk=groué=and=vehácäe=groué=Em=Y=MKMNI=MKMMNFK=qhe=raíáo=of=dcAmLaCu=ío=aCu=án=psw=of=íwo=
groués=were=síaíásíácaääy=dáfferení=on=days=OI=TI=and=NQ=Em=Y=MKMRI=MKMMNFK=Conclusion= = qpmk=couäd=éromoíe=íhe=neuroregeneraíáonI=dráve=
íhe=éroäáferaíáon=and=dáffereníáaíáon=of=neuraä=érogenáíor=ceääsI=and=enhance=íhe=dáffereníáaíáon=of=gäáosás=ánío=newborn=ámmaíure=neurons=án=
psw=of=raís=wáíh=gäobaä=cerebraä=áschemáaK=
hey=wordsW=íoíaä=saéonáns=of=manax notoginsengX=pswX=neuroregeneraíáonX=mágraíáonX=gäobaä=cerebraä=áschemáa=
=

侧脑室的室管膜下层（pubvenírácuäar= zone，
psw）是神经再生的主要区域之一，当受到脑缺血

等外界病理性刺激时，psw区神经再生能力大大增

强，所产生的新生神经元可迁移到受损皮质参与修

复和构建新的突触联系。脑缺血后这种通过神经元

替代的自我修复方式可促进某种程度的恢复，但是

内源性神经干细胞神经再生能力有限，产生的新生

神经元数量难以完全替代丢失的细胞。例如在局灶

性脑缺血模型中，新生的神经元只能替代纹状体

MKOB凋亡神经元xNz。因此寻找一种可靠药物或者其

他治疗方案来放大或者加速脑自身神经干细胞的

增殖、分化、迁移、成熟和存活，对开展全脑缺血

后的恢复性治疗有着重要意义。=
三七是我国名贵中药材，又称田七、参三七，为

五加科植物三七 manax=notoginseng=E_urkKF=cK=eK=Chen
的干燥根和根茎。三七总皂苷（íoíaä=saéonáns=of=manax 
notoginseng，qpmk）是三七的主要活性成分xOz，一

项多中心临床研究证实 qpmk治疗脑梗死安全而有

效xPz。前期研究发现剂量为 TR=mgLkg的 qpmk可促

进全脑缺血后大鼠嗅球新生的未成熟神经元的神

经发生xQz。qpmk 也可抑制缺氧复氧后大脑皮层神

经元凋亡xRz，发挥神经保护作用xSz。体外实验表明

qpmk 可调节大鼠海马神经干细胞的增殖和分化，

提高分化为神经元的比例xTz。然而目前国内外关于

qpmk是否能促进大鼠全脑缺血后 psw区的神经再

生鲜有报道，因此本研究通过四血管阻断法建立全

脑缺血模型，观察全脑缺血后 qpmk对 psw区神经

再生的影响，探讨 qpmk在全脑缺血中的神经保护

作用及其相关机制。=
N= =材料与方法=
NKN= =实验动物=

pmc 级雄性 pa 大鼠，体质量 ORM～OVM= g，U
周龄，由中南大学湘雅医学院实验动物中心提供，

合格证号 pCuh（湘）OMMVJMMNO。所有动物适应环

境 R= d后开始实验，模型制作过程中尽可能减少动

物的痛苦和动物使用的数，整个实验程序都通过中

南大学伦理委员会的批准。=
NKO= =仪器、药品与试剂=

hoéf脑立体定位仪（aavád= hlmc= fnsírumenís
公司）；珊顿冰冻切片机（phan= aon 公司）；

duKppKOOJP手术显微镜（上海医疗器械股份有限公

司）；läyméus=_uST荧光显微镜（奥林巴斯）；qpmk
（emiC 测得总皂苷质量分数≥VUB，四川成都麦卡

希化工有限公司，批号 NOMROVMN）；_rdr生化试剂

（págma公司）；微管相关蛋白 aoubäecoríán（aCu）
羊抗（panía=Cruz=_áoíechnoäogy公司）；_rdr抗体

（peroíec 公司）；háST（secíor 公司）、胶质纤维酸

性蛋白（dcAm，págmaJAädrách公司）。=
O= =方法=
OKN= =实验分组、全脑缺血模型的制备及给药=

大鼠随机分成假手术组、模型组和 qpmk组。

通过四动脉血管阻断法建立全脑缺血模型xQIUz：大

鼠 áé=NB戊巴比妥钠（RM=mgLkg）麻醉，仰卧固定

于 hoéf脑立体定位仪台面；钝性分离两侧颈总动

脉；俯卧位，电凝两侧椎动脉；过夜，乙醚吸入麻

醉，外科缝线拉出颈总动脉，微动脉夹阻塞血管

PM=mán。模型制作过程中，维持直肠温度和大鼠体

温在（PTKM±MKR）℃。假手术组组只分离两侧血管，

不夹闭动脉。模型组在脑缺血后 PM=mán=áé等体积生

理盐水，每天 N次，qpmk组 áé给予大鼠 TR=mgLkg
的 qpmkxVz，每天 N次，连续 NQ=d。模型组和 qpmk
组分别于再灌注 N、P、T、NQ= d给药 N= h后大鼠 áé
给予 _rdr（RM=mgLkg，终质量浓度为 RM=mgLmi），
连续注射 P 次，每次间隔 U= h。假手术组行假手术

后以相同方式注射 _rdr。模型组和 qpmk组在再灌

注 N、P、T、NQ= d分别处死 R只大鼠，假手术组在
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全脑缺血后 NQ=d处死大鼠作为参照。=
OKO= =组织处理及染色=

深度麻醉大鼠，灌注取出脑组织，Q=℃固定过

夜，梯度沉糖，以防冰晶出现。恒低温冰冻切片机

进行冠状位切片。采用邻切法切片，首先按顺序切

NO张（N套）PM=μm切片放入组织培养板中，然后

切 NO张（N套）S= μm切片贴在镀阳离子玻片上，

接着弃取 NO×PM=μm切片，然后再收集下一轮脑片。=
OKOKN= =免疫组织化学染色= =采用A_CJaA_免疫组

织化学方法染色。aCu 的实验步骤：脑片以 PB=
eOlO处理 PM=mán以消除内源性过氧化物酶；RB马
血清＋MKNB=íráíonuJNMM磷酸缓冲液孵育 O=h；加入

山羊抗 aCu（N∶N= MMM），Q=℃孵育过夜；经广谱

生物素化二抗（N∶QMM）处理，反应 N= h后在提前

PM=mán配好的 A_C溶液孵育 O=h，免疫反应产物经

aA_显色。_rdr的实验步骤：甲醇JPMB= eOlOJ磷
酸钠缓冲溶液（T∶N∶O）处理脑片 NR= mán；放入

RMB甲酰胺和柠檬酸钠（ée值 SKM）液体中，SR=℃
水浴进行抗原修复 N=h，RMB甲酰胺与柠檬酸钠的比

例为 N∶N；室温 O=moäLi=eCä处理组织 PM=mán；MKMN=
moäLi= qrásJeCä 反应 NM= mán；RB山羊血清＋MKNB=
íráíonuJNMM孵育 O=h；加入大鼠抗 _rdr（N∶O=MMM）
Q=℃孵育过夜；经生物素化山羊抗大鼠 fgd 二抗

（N∶QMM）处理；反应 N= h后在提前 PM= mán配好的

A_C溶液孵育 O=h，免疫反应产物经 aA_显色。阴

性对照：用正常马血清代替一抗，以排除二抗的非

特异性染色，结果为阴性。=
OKOKO= =免疫荧光双标染色法= =选取 S=μm切片染色。

RB驴血清＋MKNB= íráíonuJNMM磷酸盐缓冲液室温孵

育 O=h，以抑制非特异性抗体结合；将脑片与以下 O
组抗体孵育：山羊抗 aCu（N∶N=MMM）与兔抗 dcAm
（N∶O=MMM）、山羊抗 aCu（N∶N=MMM）与兔抗 háST
（N∶N= MMM）。大鼠抗 _rdr（N∶N= MMM）与山羊抗

aCu（N∶N=MMM）的共表达实验需经过以下处理：

将脑片挑入装有 RMB甲酰胺和 N×柠檬酸钠（ée＝
SKM）的 N=mi=bm管中，放入 SR=℃水浴 N=h进行抗

原修复（甲酰胺J柠檬酸钠 N∶N）；室温 O=moäLi=eCä
处理组织 PM=mán；MKMN=moäLi=qrásJeCä反应 NM=mán；
RB驴血清＋MKNB=íráíonuJNMM孵育 O=h；加入一抗过

夜。Aäexa=cäuor=QUU与 Aäexa=cäuor=RVQ偶联驴抗大

鼠、驴抗兔及驴抗山羊 fgd（N∶OMM）室温孵育 O=h；
双苯酰亚胺（_ásbenzámáde，N∶R=MMM）染核，NM=mán；
贴片，RMB甘油封片。=

OKP= =成像和统计学分析=
免疫组织化学片子在目镜（×NM）下拍照，每套

组化片子取相同的部位进行细胞计数，取均值。考虑

到侧脑室的aCu聚集成团状，采用kfe= fmage= g测
量平均光密度值。免疫荧光双标图片分析：选用一套

S=μm厚度的 psw区的脑片，每个动物挑选 Q张片子，

图像在目镜（×OM）下拍照。每张片子拍照 Q个视野，

记录每张片子 Q 个视野总细胞数目和共表达细胞的

数目，然后统计 Q张脑片的细胞数量（N只大鼠的细

胞数量总和），每个时间点挑选 R只大鼠，计算各个

时间点各类细胞总数量。数据以 ±x s表示，采用统

计学软件 mrásm=draéhmad=RKM进行统计分析，通过双

因素方差分析或者配对 t检验比较组间差异。=
P= =结果=
PKN= =对 psw区aCu和Brdr阳性细胞表达的影响=

全脑缺血后 psw区 aCu阳性细胞（aCu＋
，呈

深棕色团状）和 _rdr 阳性细胞（_rdr＋
，呈棕黄色

颗粒状）密集，尤其在 psw区后角大量的aCuH细胞

聚集成团状。见图 N。用平均光密度值来测量 aCu
的免疫阳性产物，阳性产物越高，平均光密度值也越

高。与假手术组比较，模型组 aCuH和 _rdrH细胞大

量增加，给予 qpmk干预后，这 O种细胞增加更为显

著（m＜MKMR），见图 N。与模型组比较，qpmk组aCuH

的平均光密度值在 T、NQ=d显著升高（m＜MKMMN）。=
PKO= =对 psw区 BrdrLaCu共表达的影响=

从“PKN”项结果可知，与 N、P、T=d相比，模型

组与 qpmk组大鼠 psw区 NQ=d时 _rdrH细胞表达最

多。考虑到 _rdr是外源性细胞增殖标记物，因此探

讨 psw 区神经祖细胞增殖和转化未成熟神经元的情

况。实验结果显示 qpmk组在 NQ= d时 _rdrLaCu共

表达的细胞数量明显高于模型组（m＜MKMN）。见图 O。=
PKP= =对 psw区 hiST和 aCu共表达的影响=

全脑缺血后 psw区大量的 háST分裂成与 aCu
共表达。qpmk组这种共表达现象更加明显，并且沿

着侧脑室的下角成线状迁移到纹状体。在再灌注 T、
NQ= d，qpmk组与模型组 psw区 háST与 aCu的共

表达细胞差异显著（m＜MKMR、MKMMN），且 qpmk 组

háST与aCu细胞数量增加较模型组更快。见图 P。=
PKQ= = qpmk促进全脑缺血后 psw区dcAmLaCu细

胞的表达=
先统计模型组和 qpmk组各个时间点（N、P、T、

NQ=d）dcAmLaCu共表达细胞的数目，再统计 O组相

应时间点aCu阳性表达的数目，以dcAmLaCu共表=
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与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN，下同=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN= = GGGm Y=MKMMN=vs=modeä=grouéI=same=as=beäow=

图 N= = qpmk对全脑缺血后大鼠 psw区 aCuH和 BrdrH细胞表达的影响= E x±sI=n=Z=RF=
cigK=N= =bffect=of=qpmk=on=expression=of=aCuH=and=BrdrH=cells=in=psw=of=rats=with=global=cerebral=ischemia=injury=E x±sI=n=Z=RF=

= = = = = = = = = = = = =

图 O= = qpmk对全脑缺血后大鼠 psw区 Brdr与 aCu共表达的影响= E x±sI=n=Z=RF=
cigK=O= =bffects=of=qpmk=on=BrdrLaCu=coJlabeled=cells=in=psw=of=rats=with=global=cerebral=ischemia=injury=E x±sI=n=Z=RF=

达的细胞数目与 aCu 阳性表达细胞数目的比值代表

神经干细胞的分化。O组全脑缺血大鼠 psw区dcAm
与aCu的共表达主要位于胞浆，呈“小环形”，见图

Q。qpmk组与模型组比较，psw区dcAmLaCu共表

达细胞数目与 aCu 阳性表达细胞数目比值在再灌注

后 P、T、NQ=d显著提高（m＜MKMR、MKMMN），见图 R。=
Q= =讨论=

当前经典的检测成年神经再生方法是注入 _rdr
渗入分裂细胞的akA合成期的 p期并进行标记，同

时观察 _rdr标记的阳性细胞与成熟神经元标记物的

共表达情况。但考虑到 _rdr有一定神经细胞毒性，

抑制了部分神经组细胞的增殖分化，同时_rdr的注射

常在活体，不适合用来标记人类神经祖细胞的有丝分

裂xNMz。aCu是一种微管蛋白，相对分子质量为 QM=MMM，
是未成熟神经元和神经再生的标记物xNNJNOz，参与神经

突的外生和突触发生xNPz。因此，目前研究神经再生常

联用这 O种方法。=
QKN= = qpmk促进全脑缺血后大鼠 psw区神经再生=

本实验结果表明 psw 区 _rdrH细胞数目在第 O
周达到峰值，这与先前报道一致xNQz。给予 qpmk治疗

后，全脑缺血后 psw区 _rdrH细胞显著增加。这表

明 qpmk 可促进全脑缺血后 psw区神经祖细胞发=
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=
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图 P= = qpmk对全脑缺血后大鼠 psw区 hiST与 aCu共表达影响= E x±sI=n=Z=RF=
cigK=P= =bffect=of=qpmk=on=hiSTLaCu=coJlabeled=cells=in=psw=of=rats=with=global=cerebral=ischemia=injury=E x±sI=n=Z=RF=

=

=
=

图 Q= =全脑缺血后 NQ=d大鼠 psw区 dcAmLaCu共表达免疫荧光图=
cigK=Q= =oepresentative=immunofluorescent=pictures=of=dcAmLaCu=expression=in=psw=of=rats=with=global=cerebral=ischemia=injury=

=

=

图R= = qpmk对全脑缺血后大鼠psw区dcAmLaCu共表达细

胞数目与aCu阳性表达细胞数目比值的影响= E x±sI=n=Z=RF=
cigK= R= =bffect= of=qpmk= on= ratio= of=dcAmJlabeled= cells= =
coJexpressing=aCu= to=aCu= in= psw= of= rats= with= global= =
cerebral=ischemia=injury=E x±sI=n=Z=RF=

生增殖，产生更多的新生神经元。在成年神经再生过

程中，aCu的表达开始于神经祖细胞的产生，在第 O
周神经元的表达达到高峰，随后随着成熟神经元

keuk 的出现，aCu 的表达开始下调xNQz。aCu 的免

疫组织化学结果显示全脑缺血后psw区aCu的表达

在 NQ= d最多，而给予 qpmk 治疗，可显著促进大鼠

psw 区 aCu 的表达，并且迁移到纹状体。这说明

qpmk可加速 psw区神经元迁移到脑缺血区域，并且

这些未成熟和迁移神经元被整合到神经网络，参与大

脑的修复且在迁移过程中保持细胞分裂的能力xNRJNTz。=
QKO= = qpmk加速 psw区细胞增殖和分化=

háST 是一种核蛋白质，参与调控细胞的有丝分
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裂，在细胞增殖 dN、p、dO和j期中均有表达，可

作为标记细胞处于增殖状态的一个标记物。由于

háST的半衰期为 N=h，所以在细胞静止期（dM）不表

达。全脑缺血后 O组大鼠 psw区 N、P、T、NQ=d=aCu
与 háST均有表达，psw在脑缺血 NQ= d共表达的细

胞最多。这说明全脑缺血后 psw区新生的未成熟神

经元中有部分处于增殖状态，并且 qpmk 可使更多

新生的未成熟神经元发生增殖。_rdr是标记细胞增

殖和分裂的外源性标记物，全脑缺血 NQ= d= psw 区

_rdrLaCu细胞表达最多，这说明脑缺血刺激了psw
区神经祖细胞分裂成新生的未成熟神经元xNUJNVz，而

全脑缺血大鼠经 qpmk 治疗后，psw 区 _rdrLaCu
细胞较模型组更多（m＜MKMN），这表明 qpmk在神经

祖细胞的分裂活动中起强有力的驱动作用。=
QKP= = qpmk 刺激 psw 区星形胶质细胞转化成新生

未成熟神经元=
星形胶质细胞有神经干细胞的属性，是成年神

经再生的主要“龛”，脑缺血可引起星形胶质细胞

活化增生且分化成新生神经元xOMJONz。免疫荧光双标

染色结果显示全脑缺血后 psw区 dcAmLaCu 细胞

与 aCu的比值在 NQ=d最高，这提示脑缺血的确可

刺激星形胶质细胞分化成新生的具有迁移功能的

未成熟神经元，并且在脑缺血早期阶段这种现象不

断加强。而给予 qpmk干预后，这种现象更明显，

这表明全脑缺血后 qpmk可刺激增生的星形胶质细

胞进一步分化。=
综上所述，qpmk 可以促进全脑缺血后大鼠

psw 区的神经再生，加速全脑缺血后大鼠 psw 区

细胞增殖和分化以及刺激全脑缺血后大鼠 psw 区

星形胶质细胞转化成新生未成熟神经元。=
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