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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究积雪草酸对颅脑损伤的保护作用及其机制 。方法 　采用落重法建立大鼠闭合性颅脑损伤模型和液

压冲击颅脑损伤模型 ，测定大鼠脑组织含水量 、血脑屏障通透性 、以及观察脑组织病理形态学变化 ，研究积雪草酸对颅脑损伤

的保护作用 ；用酶联免疫吸附测定（ELISA）和聚合酶链式反应（PCR）检测炎症因子肿瘤坏死因子唱α（TNF唱α） 、白细胞介素唱１β

（IL唱１β） 、白细胞介素唱６（IL唱６）的表达 ，探讨其作用机制 。结果 　积雪草酸可显著减少颅脑损伤后脑组织含水量 ，减轻血脑屏障

通透性 ，改善脑组织细胞形态 ；并且可以显著抑制颅脑损伤后炎症因子 TNF唱α 、IL唱１β 、IL唱６的表达 。结论 　积雪草酸具有保护

颅脑创伤的作用 ，其作用机制可能与其抑制炎症作用有关 。

　 　 ［关键词］ 　积雪草酸 ；颅脑损伤 ；炎症
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［Abstract］ 　 Objective 　 To study the protective effects and mechanism of Asiatic Acid （AA ） on traumatic brain injury ．

Methods 　 The closed craniocerebral injury model made by the weight唱drop method and fluid percussion brain injury model were
used in the study ．Brain water content ，blood brain barrier permeability and brain tissue pathology morphology were measured
to study the neuroprotective effect of AA on traumatic brain injury ．Moreover ，the inflammatory cytokines such as TNF唱α ，IL唱
β ，IL唱６ were examined by PCR and ELISA to study the mechanism of AA ．Results 　 Brain water content and permeability of
blood brain barrier were significantly decreased ，the traumatic brain injury was nameliorated by AA ．Moreover ，the expressions
of inflammatory cytokines TNF唱α ，IL唱β ，IL唱６ were inhibited by AA ．Conclusion 　 AA has the protective effects on traumatic
brain injury and the mechanism is related to the anti唱inflammatory effect ．
　 　 ［Key words］ 　 Asiatic Acid ；traumatic brain injury ；inflammatory cytokines

　 　颅脑损伤是外力作用于头部致颅骨 、脑膜 、脑血

管和脑组织的机械变形造成的神经组织损伤 ，伴随

有脑缺血 、脑水肿 、颅内压升高 、血脑屏障通透性改

变等病理改变［１］
。目前 ，颅脑损伤的药物治疗特异

性不强 ，治疗效果不佳 ，而部分药物（如激素 、白蛋

白）的大剂量使用还存在增加患者死亡率的风险 。

因此 ，寻找有效的颅脑损伤防治药物具有非常重要

的意义 。

　 　积雪草酸是积雪草中提取的三萜酸 ，目前临床

上多用于治疗跌打损伤 、皮肤病等 。现代研究表明 ，

积雪草酸有抗炎 、护肤 、护肝 、降糖 、降脂 、抗肿瘤 、抗

抑郁 、抗阿尔茨海默症 、保护心血管 、保护神经等作

用［２唱６］
。积雪草酸对颅脑损伤影响的实验研究未见

文献报道 。本文通过落重法和液压冲击颅脑损伤法

建立的两种颅脑损伤模型观察积雪草酸对颅脑损伤

的保护作用 ，并从抗炎角度初步探讨其作用机制 ，为

积雪草酸的应用提供理论基础 。

1 　材料

1 ．1 　动物 　雄生 SD 大鼠（２００ ～ ２２０ g）２８０ 只［上

海西普尔唱必凯实验动物有限公司 ，动物合格证 ：

６０２
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SCYK（沪）２０１３唱００１６］ ，均为 SPF级 。

1 ．2 　 药物 　 积雪草酸（AA ，上海源叶生物科技有

限公司 ，批号 ：２０１４０５２４） ，临用前用 ０ ．９％ 氯化钠注

射液配制成所需浓度 。

1 ．3 　试剂与仪器 　伊文思蓝（EB ，国药集团化学试

剂有限公司 ，批号 ：２０１３０２１８） ；甲酰胺（国药集团化

学试剂有限公司 ，批号 ：２０１４０４０２） ；半自动生化分析

仪（SCREEN MASTER ３０００ ，北京富利泰医学科技

有限公司） ；电热恒温鼓风干燥箱 （型号 L唱９０７７１２ ，

太仓精宏仪器设备有限公司） ；TNF唱α 、IL唱１β 、IL唱６
ELISA 试剂盒（美国 R&D） ；Real time PCR仪（美

国 ，ABI公司） 。

2 　方法

2 ．1 　模型建立
2 ．1 ．1 　落重法建大鼠闭合性颅脑损伤模型［７］

　 大

鼠用乙醚轻度麻醉后 ，实验者用手将大鼠头颅朝上

固定于水平桌面 ，将 ５０ g 砝码从一根 ８０ cm PVC唱U
绝缘难燃电工套管自由垂直坠落砸大鼠大脑 ，建立

大鼠闭合性颅脑损伤模型 。

2 ．1 ．2 　液压冲击建大鼠颅脑损伤模型［８］
　以 １０％

水合氯醛生理盐水溶液（３ ml／kg）腹腔注射将大鼠
麻醉后 ，于中线切开头皮 ，剥离骨膜 ，在前囟与人字

缝尖中点偏左 ４ mm 处用牙科钻将颅骨钻孔 ，开一

直径约 ４ ．８ mm的骨窗 ，暴露硬脑膜 ，埋置及固定打

击管 ，连接液压打击仪 ，实施液压打击致伤 ，致伤能

量为（１７０ ．３３ ± １１ ．３４） kPa 。
2 ．2 　实验分组及给药方法 　实验分 ５组 ，即正常对

照组 、模型组 、AA 低 、中 、高剂量组 （５ 、１０ 、

２０ mg／kg） ，每组 １０只大鼠 。各组大鼠颅脑损伤后

１ h开始尾静脉注射给药 ，一天一次 ，连续给药 ３ d 。
正常对照组和模型组的大鼠尾静脉注射 ０ ．９％ 氯化

钠注射液 。所有大鼠均末次给药 １ h后进行各项指
标测定 。

2 ．3 　指标测定
2 ．3 ．1 　 脑组织含水量的测定 　 末次给药 １ h 后 ，

１０％ 水合氯醛腹腔注射麻醉 ，取各组大鼠脑组织 ，称

取脑组织的湿重后 ，将脑组织置于电热恒温鼓风干

燥箱中 １１０ ℃ 烘烤 ２４ h 至恒重 ，称取脑组织的干

重 。按公式计算脑组织含水量 ：脑组织含水量（％ ）

＝ （湿重 －干重）／湿重 × １００％ 。

2 ．3 ．2 　脑组织病理形态学检查 　末次给药 １ h后 ，

１０％ 水合氯醛生理盐水溶液麻醉各组大鼠后取脑 。

取损伤部位脑组织 ，切成 １ mm３大小组织 ，４％ 多聚

甲醛保存 ，透射电镜检查脑组织的超微结构 。并通

过常规脱水 、石蜡包埋切片 、HE 染色 ，光学显微镜

观察脑组织形态 。

2 ．3 ．3 　血脑屏障通透性的测定 　 采用伊文思蓝法

测定血脑屏障的通透性 。末次给药 １ h 后 ，大鼠经

尾静脉注射 ２％ 伊文思蓝生理盐水溶液（４ ml／kg） 。
注射 ２ h后 ，腹腔注射 １０％ 水合氯醛生理盐水溶液

麻醉动物 ，打开胸腔 ，０ ．９％ 氯化钠注射液对心脏进

行灌注 ，使残存于血管内的伊文思蓝生理盐水溶液

被充分排出 。打开颅腔取脑 ，沿正中线称取脑损伤

部位脑组织约 １００ mg ，加入 ３ ml甲酰胺中 ，５０ ℃水

浴 ７２ h ，１ ５００ r／min离心 １０ min ，取上清液 ，半自动

生化分析仪测定其上清液吸光度（A ）值（６３０ nm） 。

根据标准曲线计算 １ g脑组织中依文思蓝的含量 。

2 ．3 ．4 　 ELISA 检测脑组织炎症因子 　取大鼠脑组

织 ，切取损伤侧脑组织匀浆收集蛋白 。 按照 TNF唱
α 、IL唱１β 、IL唱６ ELISA 试剂盒说明书将各组样品加
入测试孔中 ，通过一系列抗原抗体结合反应 ，在

４５０ nm处检测各组样品的 A 值 。根据标准曲线计

算炎症因子蛋白的表达量 。

2 ．3 ．5 　 Real time PCR 检测脑组织炎症因子 　 提

取各组脑组织的 RNA ，并逆转录为 cDNA ，采用

Real time PCR 仪对 TNF唱α 、IL唱１β 、IL唱６ 基因进行
半定量分析 。各组之间的表达差异通过相对定量的

方法即比较 Ct 值法（２
－ Δ ΔCt

）计算［９］
，计算时应将原

始 Ct值进行 ２
－ Ct转换 ，从而达到线性关系来比较基

因表达差异 。 Ct 为荧光显著高于背景时的循环数 ：

Δ ΔCt ＝ （Ct 靶基因 － Ct 内参）实验处理组 － （Ct 靶基
因 － Ct 内参）正常对照组 ，其中靶基因代表 TNF唱α 、IL唱
１β 、IL唱６的基因 ，内参代表的是 β唱actin 基因 。各个

炎症因子引物序列如下 ：

TNF唱α ：

Forward ：５′唱GCCACCACGCTCTTCTGTCTACTG唱３′

Reverse ：５′唱TGGGCTACGGGCTTGTCACTC唱３′
IL唱１β ：

Forward ：５′唱 ATAGCAGCTTTCGACAGTGAGG 唱３′

Reverse ：５′唱GGAGAATACCACTTGTTGGCTTA 唱３′

IL唱６ ：

Forward ：５′唱 CAGCCACTGCCTTCCCTACTTC唱３′
Reverse ：５′唱TAGCCACTCCTTCTGTGACTCTAACT 唱３′

2 ．4 　统计处理 　实验数据以均值 ± 标准差（珚x ± s）
表示 ，采用 SPSS１７ ．０软件进行统计处理 ，采用单因

素方差分析（One唱way ANOVA ）进行检验差异的显
著性 。 P＜ ０ ．０５为差异具有统计学意义 。

3 　结果

3 ．1 　对大鼠脑组织含水量的影响 　 模型组大鼠的

７０２
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脑组织含水量显著高于正常对照组（P ＜ ０ ．０１） ；与

模型组相比 ，AA 低 、中 、高剂量组的脑组织含水量

均显著降低 ，且差异具有统计学意义（P＜ ０ ．０５ ，P＜

０ ．０１） 。详见表 ２ 。

表 1 　 AA对大鼠颅脑损伤脑组织含水量的影响（珚x ± s）

组别
脑组织含水量（％ ）

闭合性颅脑损伤 液压冲击颅脑损伤

正常对照组 ７３ U．５０ ± １ ．５７ ７５ 墘．９４ ± ０ ．３１

模型组 ７７ U．９０ ± ０ ．２９ 倡 倡 ７８ 墘．０３ ± ０ ．２４ 倡 倡

低剂量组 ７６ U．５０ ± １ ．１２ ＃ ＃ ７７ 墘．２８ ± １ ．０６ ＃

中剂量组 ７６ U．２１ ± ２ ．５５ ＃ ７６ 墘．６１ ± １ ．２５ ＃ ＃

高剂量组 ７４ U．９３ ± ０ ．３０ ＃ ＃ ７６ 墘．１３ ± ０ ．８３ ＃ ＃

　 　 倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与正常对照组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与模

型组比较

3 ．2 　对大鼠血脑屏障的影响 　 模型组大鼠脑组织

EB含量显著高于正常对照组（P＜ ０畅０５ ，P＜ ０畅０１） 。

与模型组比较 ，AA ３个剂量组的脑组织 EB含量均
发生降低 ；其中 ，闭合性颅脑损伤模型中 ，AA 中 、高

剂量组的脑组织 EB含量降低具有统计学意义（P＜

０畅０１） ，液压冲击颅脑损伤模型中 ，AA 高剂量组的
脑组织 EB 含量降低具有统计学意义（P ＜ ０畅０５） 。

详见表 ２ 。

3 ．3 　脑组织病理形态学检查
3 ．3 ．1 　透射电镜检查结果 　 正常对照组大鼠脑组

织细胞结构正常 ，细胞核染色质分布均匀 ，以常染色

质为主 ，胞浆内线粒体不肿胀 ，内质网不扩张 。闭合

性颅脑损伤模型组脑组织细胞均出现血管腔有红血

球阻塞 ，周围有大的空白区（水肿典型症状） ，神经元

细胞核染色质聚集 、 内质网扩张 ，部分线粒体有空

表 2 　 AA对大鼠颅脑损伤血脑屏障通透性的影响（珚x ± s）

组别
EB含量（ωB ／μg · g － １ ）

闭合性颅脑损伤 液压冲击颅脑损伤

正常对照组 １７ u．９３ ± ７ ．３１ １７ ┅．７１ ± ８ ．４７

模型组 ３５ u．０５ ± ７ ．３２ 倡 倡 ３７ ┅．４６ ± １８ ．９１ 倡

低剂量组 ３４ u．２８ ± ９ ．００ ３２ ┅．０３ ± ７ ．５９

中剂量组 ２４ u．２４ ± ５ ．３７ ＃ ＃ ２７ ┅．２６ ± ８ ．４９

高剂量组 １９ u．４７ ± ６ ．１７ ＃ ＃ ２４ ┅．８４ ± ６ ．１１ ＃

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与正常对照组比较 ；＃ P＜ ０ ．０５ ，

＃ ＃ P＜ ０ ．０１ ，与模型组比较

泡 ，突触泡扩张 。 AA ３ 个剂量组大部分脑组织细

胞结构基本正常 ，其中 AA 低剂量组少数神经元细
胞核染色质分布不均匀 ，神经元细胞的突触泡轻度

扩张 ；中剂量组神经元细胞的突触泡轻度扩张 ，血管

周围无明显空白区 ；高剂量组少数神经元细胞的突

触泡轻度扩张 ，血管基本正常 。大鼠液压冲击颅脑

损伤模型组脑组织细胞血管周围有大的空白区及细

胞碎片 ，结构稀疏 ，神经元细胞内线粒体肿胀 ，有空

泡 ，突触泡扩大 ，基质变淡 ，小泡消失 。 AA ３ 个剂

量组脑组织细胞结构基本正常 ，神经元细胞线粒体

不肿胀 ，突触泡不扩张 ，血管周围有轻微空白区或者

未见空白区 。见图 １ ，图 ２ 。

3 ．3 ．2 　光镜检查结果 　正常对照组 ：大鼠脑组织正

常 ，细胞排列有序 ，染色均匀 ，无出血 、肿胀及损伤 ，

未见炎细胞浸润及血管扩张现象 。闭合性颅脑损伤

以及液压冲击颅脑损伤模型组大鼠脑组织有出血且

出血灶周围血管扩张 ，星形胶质细胞和组织间隙水

肿明显 ，出现炎细胞浸润现象 。 AA ３ 个剂量组星

形胶质细胞水肿现象明显减轻 ，炎细胞浸润现象减

少 。见图 ３ ，图 ４ 。

图 1 　透射电镜观察大鼠闭合性颅脑损伤脑组织病理形态学变化（ × 5 000）
A ．正常对照组 ；B ．模型组 ；C ．AA 低剂量组（５ mg ／kg ） ；D ．AA 中剂量组（１０ mg ／kg） ；E ．AA 高剂量组（２０ mg ／kg）

图 2 　透射电镜观察大鼠液压冲击颅脑损伤脑组织病理形态学变化（ × 5 000）
A ．正常对照组 ；B ．模型组 ；C ．AA 低剂量组（５ mg ／kg） ；D ．AA 中剂量组（１０ mg ／kg） ；E ．AA 高剂量组（２０ mg ／kg）
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图 3 　光镜检查大鼠闭合性颅脑损伤脑组织病理形态学变化（ × 100）
A ．正常对照组 ；B ．模型组 ；C ．AA 低剂量组（５ mg ／kg） ；D ．AA 中剂量组（１０ mg ／kg） ；E ．AA 高剂量组（２０ mg ／kg）

图 4 　光镜检查大鼠液压冲击颅脑损伤脑组织病理形态学变化（ × 100）
A ．正常对照组 ；B ．模型组 ；C ．AA 低剂量组（５ mg ／kg） ；D ．AA 中剂量组（１０ mg ／kg） ；E ．AA 高剂量组（２０ mg ／kg）

3 ．4 　 ELISA 结果 　模型组大鼠脑组织 TNF唱α 、IL唱
１β 、IL唱６含量较正常对照组明显升高（P ＜ ０ ．０５） ，而

给予 AA（１０ mg ／kg）后 ，脑组织 TNF唱α 、IL唱１β 、IL唱６
含量显著下降（P＜ ０ ．０５ ，P＜ ０ ．０１） ，见图 ５ 。

3 ．5 　 Real time PCR 检测结果 　 模型组脑组织

TNF唱α mRNA 、 IL唱１β mRNA 、IL唱６ mRNA 含量显
著高于正常对照组（P＜ ０ ．０１ ，P＜ ０ ．００１） ，而给 AA
（１０mg／kg）后 ，各炎症因子 mRNA 水平显著下降
（P＜ ０ ．０５） ，结果见图 ６ 。

4 　讨论

　 　目前研究发现 ，及时抑制大脑炎症反应 ，可以为

治疗颅脑损伤赢得时间 ，最大限度减少颅脑损伤引

起的一系列并发症［１０］
。所以开发抑制炎症反应的

药物可能成为今后治疗颅脑损伤的一个方向 。落重

法被认为是一种简单易行 、控制性好 、可定量闭合性

颅脑损伤 （closed head injury ，CHI） 的经典方法 。

１９８７年 ，美国 Dixon博士建立了大鼠的液压颅脑损

图 5 　 ELISA检测大鼠脑组织中不同炎症因子含量
倡 P ＜ ０ ．０５ ，与正常对照组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，＃ ＃ P＜ ０ ．０１ ，与模型组比较

图 6 　 Real time PCR检测大鼠脑组织中不同炎症因子 mRNA水平的变化
倡 倡 P＜ ０ ．０１ ，倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与正常对照组比较 ；＃ P＜ ０ ．０５ ，与模型组比较

（下转第 ２８８页）
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伤模型 ，由于稳定性和重复性好 ，伤情可以分级 ，可

以测定致伤能量 ，是目前较为理想的颅脑外伤动物

模型 。本实验分别采用落重法建大鼠闭合性颅脑损

伤模型和液压冲击建大鼠颅脑损伤模型来评估 AA
对颅脑损伤的保护作用 。我们研究发现 AA 可以有
效降低两种颅脑损伤动物模型脑组织的含水量 ，改

善受损的血脑屏障通透性 ，保护脑组织 。我们研究

还发现 ，AA 可以有效降低颅脑损伤脑组织中炎症
因子 TNF唱α 、IL唱１β 、IL唱６的表达 ，提示 AA 可能是通
过抑制炎症来发挥对颅脑损伤的保护 。本实验的研

究结果对进一步开发 AA 为治疗颅脑损伤的药物提
供理论基础 。
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