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脊髓损伤后自由基变化及丹参
对自由基影响的实验研究
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　　 【摘要】　目的　了解实验性脊髓损伤后血液和脊髓组织中自由基的变化及丹参对自由基的清

除作用。方法　选用家兔 35 只, 分为正常组、损伤组、生理盐水对照组、丹参治疗组A 和B 等 5 组,

后 4 组按 Allen 氏法致伤造成脊髓损伤模型, 后 3组术后分别立即静脉注射生理盐水, 不同浓度丹

参注射液。2 小时后取血液和脊髓组织测丙二醛 ( M DA ) 和超氧化物歧化酶 ( SOD) , 并观察脊髓病

理变化。结果　脊髓损伤后血液和脊髓组织中M DA 升高, SOD下降 , 使用丹参后可使 M DA 降低,

SOD 升高。结论　脊髓损伤后血液和脊髓组织中自由基含量升高, 丹参能够有效清除自由基, 两个

丹参治疗组之间的抗自由基作用无显著性差异。
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Experimental Study on Free Radical Change after Spinal Cord Injury and the Eff ect of Salvia

Mil tiorrhiza on Free Radical X u X iang, J iang Shu. Anhui Provincial H osp ital ( H ef ei 230001)

【Abstract】　Objective To study the changes of free radical in blood and spinal cord aft er spinal

cord injury ( SCI) and the elim ination of free r adical w ith Salvia M ilt iorr hiza .Methods　T hirty-fiv e rab-

bit s w ere divided into fiv e gr oups: normal gr oup without SCI and treatment, injur ied gr oup applied SCJ

only , normal saline g roup inject ed normal saline immediately aft er SCI, Salv ia M iltio rrhiza A and B

groups injected Salvia M iltiorr hiza in low and high dosage, respect ively , immediately after SCJ. Tw o

hour s lat er , samples o f blood and spinal cord w ere taken out to assay the contents of M DA and SOD and

to examine the pathological changes of spinal co rd. Results　 After SCI , M DA was incr eased and SOD

was decreased in bo th blo od and spinal co rd. After injecting Salv ia M iltior rhiza, M DA w as decr eased

and SOD was increased in bot h blo od and spinal cord. Conclusion　 Free radicals in blo od and spinal

cord were incr eased after SCI. and free radicals can be eliminated efficiently w ith Salv ia M iltior rhiza.

There w as no significant difference in elimination of free radicals betw een tw o Salvia M iltior rhiza t reat-

ment g roups.

【Key words】　Experimental spinal cord injury　　Free radical　　Salv ia M iltior rhiza

　　脊髓损伤后引起的出血、缺血和缺氧可导致一系

列进行性、继发性改变, 结果使病变向纵横方向发展,

范围逐渐扩大, 使神经传导功能受损, 甚至永久丧

失〔1〕。目前脊髓继发性损害的发病机理尚未完全阐明,

其中自由基与脂质过氧化损伤学说在脊髓损伤发病机

理研究中尤受重视。本实验旨在了解脊髓打击伤后外

周血液及脊髓组织中自由基的变化及早期应用丹参对

自由基水平的影响。

材料和方法

1. 实验动物及损伤模型　选用成年家兔 35 只, 雌

雄不限, 体重 2. 5～3. 5kg。所有动物均静脉注射 3%戊

巴比妥钠麻醉, 俯卧位固定于手术台上, 脱毛后常规碘

酒、酒精消毒术野, 以 T 12为中心取后正中切口, 暴露

T 11～T 13椎板和棘突, 先切除 T 12棘突及椎板, 暴露硬脊

膜, 其余椎板棘突留待取材时切除。除正常组外 , 其它

4组均按 Allen 氏法致伤, 致伤力 200gcf, 造成全瘫模

型。

2. 分组　所有动物随机分为 5 组, 每组 7只, 分别

为正常组、损伤组、生理盐水对照组、丹参治疗组 A 和

丹参治疗组 B。正常组动物仅暴露硬脊膜, 损伤组暴露

硬脊膜后给予 200gcf 打击; 生理盐水组于打击后立即

静脉推注生理盐水 50ml; 丹参组A 和 B 分别于打击后

按 1ml/ kg 和 3ml/ kg 剂量静脉注射丹参注射液, 总液
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量用生理盐水加至 50ml。所有动物均在 2 小时后抽取

静脉血 3ml (其中 1m l加肝素抗凝以备测 SOD , 2ml取

血浆测 M DA) , 活体取脊髓标本, 长约 3. 5cm, 4℃生

理盐水洗净残血, 留取病理标本后称取脊髓组织 5g,

4℃生理盐水中按 1∶10 ( W/ V ) 制成组织匀浆, 以备

测 M DA 和 SOD。

3. 生化测定方法 ( 1) 丙二醛 ( M DA ) 测定: 按硫

代巴比妥酸 ( T BA ) 法〔2〕测定, 721 型分光光度计比色,

计算 M DA 含量。其测定原理为: 过氧化脂质在酸性条

件下分解成 M DA, M DA 与 TBA 结合成红色色素, 其

吸收峰为 535nm〔3〕。( 2) 超氧化物歧化酶 ( SOD ) 测定:

以无水乙醇、氯仿抽提, 抽提液按焦性没食子酸- NBT

法〔4〕测定, 721 型分光光度计比色, 计算SOD 含量。其

测定原理是: 利用氮蓝四唑 ( NBT ) 被·O -
2 还原成红

色甲 , 其吸收峰为 540nm, 再用 SOD 抑制还原反

应〔5〕。

4. 组织病理学检查　每组随机取 5 例, 将脊髓标

本制成石蜡切片, 采用 HE 染色, 10×10 低倍视野观察

脊髓出血、水肿等, 10×40高倍视野观察神经细胞变

性、坏死等, 并进行半定量, 其标准为:

出血: + + + 大片出血; + + 中度弥漫性出血; +

点灶状出血。

神经细胞变性坏死: + + + 神经细胞完全消失或

仅有个别神经细胞; + + 大部分神经细胞消失或残存

少量神经细胞; + 神经细胞变性或部分神经细胞消失。

水肿: + 有水肿; - 无水肿。

5. 统计方法　采用两均数比较的 t检验, 分别对

正常组与损伤组, 损伤组与生理盐水组、损伤组与丹参

组、丹参组 A 和 B 之间进行比较。

结　果

1. 丙二醛 ( M DA ) 含量变化　在血液和脊髓组织

中, 损伤组与生理盐水组 M DA 含量高于正常组 ( P <

0. 01) ; 损伤组与生理盐水组之间无显著性差异 ( P >

0. 05) ; 两个丹参治疗组均低于损伤组 ( P < 0. 01 ) ; 丹

参治疗组之间无显著性差异 ( P > 0. 05)。(见表 1)

2. 超氧化物歧化酶( SOD )含量变化　在血液和脊

髓组织中, 损伤组与生理盐水组 SOD 含量均低于正常

组 ( P < 0. 01) ; 损伤组与生理盐水组之间无显著性差

异 ( P > 0. 05) ; 两个丹参治疗组均高于损伤组 ( P <

0. 01, 其中脊髓组织中丹参组 AP 值小于0. 05) ; 丹参

治疗组之间无显著性差异 ( P > 0. 05)。(见表2)

表1　血及脊髓组织中M DA 含量比较 ( x
-
± s)

　组别 血浆 ( nmol/ ml) 脊髓组织 ( nmol/ g 湿重)

正常组 5. 26±0. 18 77. 86±2. 10

损伤组 6. 74±0. 32 99. 54±6. 36

生理盐水组 6. 57±0. 35 96. 49±2. 53

丹参组 A 4. 11±0. 49 84. 40±4. 31

丹参组 B 3. 95±0. 25 82. 09±3. 02

表2　血及脊髓组织中 SOD含量比较 ( x- ± s)

　组别 全血 ( ug/ ml) 脊髓组织 ( nmol/ g 湿重)

正常组 34. 03±5. 48 353. 51±26. 72

损伤组 21. 68±3. 39 241. 53±25. 12

生理盐水组 21. 45±3. 48 238. 91±27. 68

丹参组 A 29. 98±6. 22 297. 71±32. 65

丹参组 B 30. 25±6. 48 320. 58±39. 90

　　3. 组织病理学变化　除正常组外, 其它4组共20只

家兔均有明显的灰白质出血、水肿, 伴有大片的神经细

胞变性坏死, 各组之间无明显差别。(见表3)

表3　各组的脊髓组织病理学变化

组别
灰　质

出血　 神经元变性坏死　

白　质

出血 水肿

正常组 - ～+ - ～+ - ～+ -

损伤组 + + ～+ + + + + ～+ + + + + ～+ + + +

生理盐水组 + + ～+ + + + + ～+ + + + + ～+ + + +

丹参组A + + ～+ + + + + ～+ + + + + ～+ + + +

丹参组B + + ～+ + + + + ～+ + + + + ～+ + + +

讨　论

脊髓组织中的神经细胞及髓鞘中的亚细胞结构中

都具有生物膜结构, 这些结构的正常维持着脊髓代谢

及功能正常进行。生物膜中的不饱和脂肪酸对自由基

及脂质过氧化产物具有极强的敏感性, 很容易造成膜

的损伤, 结果引起脊髓的继发性改变, 导致神经细胞变

性坏死及出血水肿加重等。脊髓损伤后5～30min 自由

基即有明显升高〔6〕。本组损伤后2小时测定, M DA 明显

升高, 且病理切片上可见神经细胞大片坏死、变性, 同

时伴有严重的灰白质出血, 从而提示脊髓损伤早期病

理基础是由于自由基引起的脂质过氧化反应所导致的

膜结构与功能的改变。因此, 脊髓损伤早期治疗的关键

是抑制和清除自由基。

M DA 为过氧化脂质的代谢产物 , 而 SOD 为自由

基清除剂, 在清除自由基的同时本身被消耗, 因此, 它

们的含量均可反映体内自由基的变化情况。本组实验

表明, 血液中的 M DA 和 SOD含量与脊髓组织中的含

量呈平行变化 , 脊髓损伤后外周血液和脊髓组织中

M DA 分别上升28. 14%和27. 85% , SOD 分别下降
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36. 29% 和31. 68% , 变化幅度大致相等, 提示脊髓损伤

后局部立即产生大量 M DA, 它在引起脊髓继发性损伤

和 SOD 下降的同时, 又大量向血液中弥散, 结果导致

外周血液中 M DA 升高, SOD下降。另外, 从各组测量

值的标准差来看, M DA 的数值较稳定, 而 SOD 则变化

较大, 这可能与 SOD为酶类物质, 易受体内外各种因

素影响有关。可以认为: 血液中的 M DA 和 SOD 变化基

本上可以正确反映脊髓组织中的 M DA 和 SOD 变化,

而 M DA 则更为稳定可靠, SOD稳定性相对较差。

丹参注射液为中药提取制剂, 其有效成分主要为

水溶性的丹参素〔7〕, 副作用小, 安全范围剂量大, 但有

效作用时间较短, 宜静脉滴注或静脉推注给药〔8〕。其主

要药理作用为: ( 1) 改善微循环, 降低血液粘滞度, 丹

参可使 TXA 2显著下降, PGI2上升, 结果使血小板聚集

受到抑制, 局部血管扩张, 因而阻止脊髓的继发性缺血

缺氧〔9〕; ( 2) 提高机体的耐缺氧能力; ( 3) 影响血液动

力学, 参与对血液分配的调节〔10〕; ( 4)近年来研究表明,

丹参具有抗脂质过氧化及提高 SOD 活性作用〔11〕, 能够

保护线粒体膜, 改善腺苷酸代谢, 使组织的能量代谢维

持正常, 从而达到保护组织不受自由基的继发性损伤

作用〔12〕。同时, 丹参又是自由基清除剂, 主要通过对超

氧阴离子 ( O-
2 ) 的清除作用来阻止生物膜的脂质过氧

化, 从而起到保护生物膜的作用〔13〕。丹参对羟自由基

( OH)也有清除作用〔14〕。本组实验中, 丹参治疗组与损

伤组相比较, 光镜下无明显组织学改善, 均为大片神经

细胞变性坏死, 脊髓内大量出血, 这说明丹参并不能逆

转已损伤的神经细胞, 其主要作用是保护尚未受到损

伤或已受损伤但尚未死亡的神经细胞免受进一步的继

发性损伤。从而保护残存脊髓的功能, 因此, 临床上宜

早期用药。从出血情况看, 本组实验并无使用丹参后加

重出血的表现, 这与梁声琼等〔15〕报导的丹参制剂早期

使用可加重脊髓出血不符, 可能因为脊髓损伤后的大

量出血是机械性损伤和脂质过氧化引起, 与丹参的使

用无关。从M DA 和SOD含量变化看, 两个丹参治疗组

与损伤组相比, 经 t 检验 P 值小于0. 01或0. 05, 说明两

组中丹参均有明显降低血液及脊髓组织中M DA、升高

SOD 的作用, 这与丹参能够清除自由基, 抑制脂质过氧

化反应的药理作用相符。两个丹参治疗组之间, 其抑制

M DA、升高 SOD 的水平经 t检验无显著性差异 ( P >

0. 05) , 说明在本实验剂量范围内, 丹参的抗脂质过氧

化作用并不随着剂量的增加而增强, 因此提示无需大

剂量给药即可达到抗脂质过氧化的效果, 这为临床合

理用药提供了一定依据。至于给予更大剂量丹参或增

加给药次数能否增强其抗脂质过氧化能力, 尚待进一

步研究。

结论: ( 1) 实验性脊髓损伤后血液及脊髓组织中

M DA 升高, SOD活力下降, 且二者在血液和脊髓组织

中的变化是一致的。( 2)丹参具有清除自由基、抑制脂

质过氧化作用, 对防止脊髓损伤后的继发性损伤具有

重要意义。( 3)在本实验剂量范围内, 丹参的抗脂质过

氧化作用并不随剂量的增加而增强, 因此无需大剂量

给药, 为临床合理用药提供了一定依据。
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