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红花注射液对脊髓损伤早期自由基影响的实验研究

隋吉生,吴小涛, 徐小彬
(东南大学附属中大医院骨科,江苏 南京 210009)

 摘要! 目的: 通过观察对大鼠脊髓损伤模型早期使用红花注射液后自由基的变化探讨红花注射液防止脊髓继

发性损伤的作用机制。方法: 选择成年雄性 SD大鼠 48只, 分为正常对照组、损伤组、红花治疗组,每组大鼠 16只。采

用 A llen∀ s撞击法建立脊髓损伤模型,其中红花治疗组分别于打击后 30 m in、2、4 h腹腔注射红花注射液。术后 6 h测

定脊髓组织和血液中丙二醛 (M DA )和超氧化物歧化酶 ( SOD )的含量, 并在光镜下观察组织形态的变化。结果: 损伤

组血液标本和脊髓标本中 M DA升高、SOD降低,红花组血液和脊髓标本所测定的各个指标与损伤组比较有显著性差

别 ( P < 0 01),红花组与对照组各指标无明显差别 (P > 0 05)。组织学形态上,红花治疗组脊髓损伤程度小, 神经元细

胞破坏少。结论: 脊髓损伤后血液和脊髓组织中自由基含量升高,红花注射液能有效清除自由基, 在一定程度上能防

止脊髓继发性损伤。注射红花注射液后, M DA降低, SOD升高。
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ABSTRACT Objective: To investig ate the changes o f free radical in b lood and sp inal cord at ea rly stage of sp inal cord in jury

in an im a lm ode l and the changes after using Safflower injection. M ethods: Fo rty e ightm a le rats we re div ided into three groups:

contro l group, in jury group, and Safflow er injection group. Each group conta ined 16 rats. A ll spina l cord in jury m ode ls w ere

m ade in A llen#s way. Except contro l g roup and in jury g roup, rats in Sa fflow er in jection g roup w ere seperate ly in jected Sa fflow er

injection into cav itas abdom in is afte r 30 m in, 2 hours and 4 hours o f spina l cord injury. The leve l o fm a lond ialdehyde(M DA)

and supe rox ide dismutase( SOD ) w ere tested in a ll sam ples and histo log ica l ex am ination unde r optica lm icroscope w ere made

after 6 hou rs. R esults: M DA increased and SOD decreased in injury group wh ileM DA decreased but SOD increased in the Saf

flow er injection g roup. The wh ite tissue of sp ina l co rd decreased in in jury group wh ich rema ined hea lthy in Safflower injection

g roup. The da ta o f tw o groups had sign ificant differences(P < 0 01). Conclusion: F ree radicals increased after spina l cord in

ju ry but cou ld be e lim inated e fficiently by injecting Sa fflow er in jection. Sa fflow er injection can g rea tly prevent the furthe r in jury

o f sp inal cord a fter sp inal cord in jury. A fter in jecting Safflow er in jection, M DA decreases, SOD increases.
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脊髓损伤 ( Spina l co rd in jury, SC I)发病率逐渐升高且致

残率高, 是国内外医学领域备受关注的重大难题。目前研究

认为引起脊髓继发性损害的因素有: 血供障碍、内源性阿片

肽、自由基、EAA、NO的大量产生及 C a2+ 超载等 [1 3]。其中自

由基是脊髓继发性损伤一个重要的损害因素。研究表明, 红

花注射液 ( Sa fflow er injection)具有较强的清除氧自由基 [ 4]、抑

制白细胞和巨噬细胞浸润、钙拮抗及心肌缺血的保护等作

用 [ 5 6]。本实验通过观察对大鼠脊髓损伤模型早期使用红花

注射液后氧自由基的变化, 探讨红花注射液防止脊髓继发性

损伤的机制, 为中药红花注射液在临床上治疗脊髓损伤提供

理论依据。

1 材料和方法

1 1 药品及检测试剂 红花注射液 (山西亚宝药业集团, 批

号: 050612)。戊巴比妥钠 (上海化学试剂分装厂 )。 SOD、

M DA试剂盒 (南京建成生物工程研究所 )。

1 2 仪器 脊髓损伤打击器 (自制 )。全套手术器械。

PDL40B水平离心机 (北京医疗仪器厂 )。 722分光光度计 (上

海医疗仪器厂 )。XM T恒温水温箱 (上海跃进医疗器械厂 )。

XW 80A漩涡混合器 (上海医疗器械厂 )。M ettler AE260分析

天平。光学显微镜 (奥林巴斯 PH 50)。

1 3 实验动物模型制作及分组 成年雄性 SD大鼠 48只, 月

龄 4个月,体质量 230~ 250 g。由东南大学实验动物中心提

供。随机分为 3组:正常对照组,缝合伤口后不做任何处理;
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损伤组, 用 25 gcf给予打击后不做任何处理;红花治疗组, 打

击后 30 m in,按 4 m l/kg剂量腹腔注射红花注射液, 损伤后 2 h

和 4 h按 2 m l/ kg剂量分别注射红花注射液; 每组 16只。采

用 A llen#s坠落打击法 [ 7]制作脊髓损伤模型。大鼠自由饮食、

饮水, 腹腔注射 2%戊巴比妥钠, 按 40 mg /kg的量进行麻醉;

经腰背部脱毛后俯卧位固定动物于手术台上, 常规消毒后在

无菌条件以 T10棘突为中心作背部后正中切口,咬除 T9 - T11棘

突及 T10全部椎板和 T9、T11上、下各半个椎板, 椎管打开至椎

弓根部, 暴露长 15 mm 脊髓, 保留硬脊膜; 除对照组动物外,

其他组用 10 g质量的物体从 2 5 cm高处自由落下, 致伤能量

为 25 gc,f造成大鼠不完全性截瘫, 撞击成功的标志为: 撞击

的脊髓组织充血水肿, 大鼠尾巴痉挛摆动, 双下肢身体回缩性

扑动。逐层缝合伤口, 术毕。所有动物均在损伤后 6 h心脏

穿刺抽血 2 m l(其中 1 m l测 SOD, 1 m l测 M DA ), 6 h后活体

取损伤段脊髓约 1 5 cm, 靠近头侧 0 5 cm 用于做病理学检

查。靠近尾侧 1 cm用生理盐水冲洗后拭干,称重, 制成组织

匀浆。血液和脊髓组织匀浆同样离心取血清用于生化检测。

1 4 观测指标与生化测定方法

1 4 1 M DA测定 按照试剂盒说明方法操作, 按硫代巴比

妥酸 ( TBA )法测定, 利用 722分光光度计于波长 532 nm 测

定, 含量单位: nm o l/mg。该方法的灵敏度高、试剂稳定、呈色

稳定、不受气温等外界因素的影响。

1 4 2 SOD测定 通过黄嘌呤氧化酶细胞色素 C法测定,

按照试剂盒说明方法操作, 用可见光分光光度计测其吸光度

计算 SOD的活力。

1 5 组织病理学检查 将脊髓标本用 10%中性甲醛固定 24

h后取出, 石蜡包埋,行 HE染色,切取 5 m光镜下观察组织

学形态的变化。

1 6 统计学处理 经 SPSS 11. 5统计软件处理, 所有参数以

 x ∃ s表示,组间比较采用 t检验, P < 0 05具有统计学意义。

2 结果

2 1 MDA含量的变化 损伤组 6 h后血液及脊髓中 M DA含

量明显升高, 红花组 6 h后血液及脊髓中 M DA含量与对照组

比较无显著性差异 (P > 0 05)。红花组 6 h后血液及脊髓中

M DA含量与损伤组比较有显著性差异 (P < 0 01) (见表 1)。

表 1 各组伤后 6 h血液及脊髓组织中M DA含量

(  x ∃ s, n = 16)

Tab. 1 Comparison ofM AD conten ts in serum and

sp ina l cord in each group after six hours(  x ∃ s, n = 16)

组 别 血清 ( nm ol/m l) 脊髓组织 ( nm ol /m l)

对照组 2 14 ∃ 0 26% 21 43 ∃ 5 44%

损伤组 2 76 ∃ 0 35* 37 47 ∃ 10 14*

红花组 2 26 ∃ 0 37%* 26 48 ∃ 5 80%*

注:红花组与对照组比较 %P > 0 05;红花组与损伤组比较 P < 0 01

Note: Saff low er group com pared w ith cont rol group, % P > 0 05; Safflow er

group com pared w ith in ju ry group, P < 0 01

2 2 SOD含量的变化 损伤组 6 h后血液及脊髓中 SOD的

活力明显减低, 红花组 6 h后血液中及脊髓 SOD的含量与对

照组的比较无显著性差异 ( P > 0 05)。红花组 6 h血液及脊

髓组织中 SOD活力与损伤组比较有显著性差异 ( P < 0 01)

(见表 2)。

2 3 光镜下组织形态学变化 对照组神经元形态正常,未见

肿胀、坏死、空泡等改变。损伤组见局灶性出血、神经元肿胀、

变圆、数目减少, 核固缩、碎裂,尼氏小体淡染或消失。红花组

均较损伤组病理改变轻。

表 2 各组伤后 6 h血液及脊髓组织中 SOD含量

(  x ∃ s, n= 16)

Tab. 2 Com par ison of SOD con tents in serum and sp inal

cord in each group after six hours(  x ∃ s, n= 16)

组 别 血清 (亚硝酸盐单位 /m l) 脊髓组织 ( nm ol/m l)

对照组 324 59 ∃ 10 14% 159 55 ∃ 14 73%

损伤组 296 72 ∃ 10 20* 125 38 ∃ 12 31*

红花组 315 63 ∃ 9 85%* 146 46 ∃ 13 88%*

注:红花组与对照组比较 %P > 0 05;红花组与损伤组比较 P < 0 01

Note: Safflow er group com pared w ith control group, % P > 0 05; Saf flow er

group com pared w ith in jury group, P < 0 01

3 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,这些膜结构的正常维持着脊髓代谢及功能正常

进行。脊髓损伤后血流发生改变, 脊髓缺血、缺氧和出血使神

经元细胞线粒体传递链发生脱偶联, 产生并释放大量的氧自

由基 [ 8] ,氧自由基作用于细胞膜上的多不饱和脂肪酸的不稳

定弱键, 生成过氧化脂质,使膜通透性改变, 溶酶体崩解,而致

细胞坏死。脊髓损伤后早期自由基即有明显升高,因此早期

对自由基清除是保护脊髓细胞膜结构完整的关键。M DA是

脂质过氧化最终产物, 测定 M DA可直接反应自由基水平 [ 9] ,

是自由基致使组织细胞损伤的重要标志。 SOD为自由基的清

除剂, SOD活性反映机体清除氧自由基的能力。所以 M DA

和 SOD的含量均可反映体内自由基的变化。本实验通过脊

髓损伤的动物模型, 发现损伤后 6 h血液和脊髓 M DA的含量

比正常的要明显增高, SOD的含量下降, 与文献报道相符。脊

髓损伤后 6 hM DA含量明显升高, 说明自由基在脊髓继发性

损伤中起重要的作用。脊髓损伤后 6 h SOD活性明显降低是

因为清除自由基而被消耗。

中药红花为菊科植物红花 ( Cartham us tinc torius L. )的干

燥花,具有活血通经、祛瘀止痛的功效, 是活血化瘀的传统中

药之一。红花注射液是由红花提取而制成的中药注射剂, 不

良反应小, 安全范围剂量大, 其主要有效成分是红花黄色素、

红花醌苷、红花素、新红花苷等 [ 10]。柴振鲁等 [ 11]通过研究表

明红花注射液能有效降低血黏度、血细胞比容、纤维蛋白含量

和血小板聚集率; 能改善血液流变学特性。另外还具有较强

的清除氧自由基 [ 4]、抑制白细胞和巨噬细胞浸润、钙拮抗及

心肌缺血的保护等作用 [5、6]。虽然近年来有关红花抗氧化作

用的文献较多,但在中枢神经系统,特别是脊髓组织抗氧化作

用尚未见报道。本实验结果显示红花组 M DA的含量与正常

对照组的比较无显著性差异 (P > 0 05) ,与损伤组比较有显

著性差异 ( P < 0 01)。红花治疗组 SOD的活性与正常对照组

的比较无显著性差异 ( P > 0 05) ,与损伤组比较有显著性差
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异 ( P < 0 01)。光镜下可见损伤组有局灶性出血、神经元肿

胀、变圆、数目减少, 核固缩、碎裂,尼氏小体淡染或消失。红

花组均较损伤组病理改变轻, 但也有神经细胞变性坏死, 脊髓

内出血,这说明红花对已损伤的神经细胞并不能逆转, 但可以

保护尚未受到损伤或已受损伤但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。本实验说明红花

注射液在脊髓损伤后早期能有效清除自由基,有效控制膜的自

由基反应,使脊髓血供保持正常,大大减少脊髓继发性损害的

程度。

综上所述,我们认为红花注射液在脊髓损伤后早期能有效

清除氧自由基, 保护脊髓细胞膜结构完整, 从而保护神经细胞

免受损害,遏制了脊髓继发性损伤的发展, 为中药红花注射液

在临床上治疗脊髓损伤提供理论依据。本实验只是证明红花

注射液在脊髓损伤早期对自由基有较好的清除作用,故临床上

强调应早期用药;至于改变用药剂量和次数能否提高疗效, 以

及对脊髓损伤后神经功能恢复是否有效, 尚待进一步研究。
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全国中西医结合脊柱相关疾病学术研讨会

暨 &中国骨伤 ∋杂志创刊 20周年纪念会征文通知

为促进脊柱医学的发展和学科建设,更好地为脊柱医学工作者提供展示不同学术观点的交流平台, 由中国中西医

结合学会和&中国骨伤∋杂志社主办的全国中西医结合脊柱相关疾病学术研讨会暨 &中国骨伤∋杂志创刊 20周年纪念

会, 拟于 2007年 5月在北京召开。

会议的主要议题: ( 脊柱相关疾病的基础和临床研究成果的交流; ) 成立中国中西医结合学会脊柱医学专业委员

会; ∗ &中国骨伤∋杂志创刊 20周年纪念活动。欢迎全国各地从事脊柱医学工作及相关专业的医务人员踊跃投稿,本次

研讨会为国家级继续医学教育项目,参会者将授予+类学分。会议期间将聘请国内外著名专家进行专题报告及举行

&中国骨伤∋杂志创刊 20周年编委工作会。

征文内容: ( 脊柱相关疾病的基础研究、临床研究、学术探讨、研究进展、诊疗方法等; ) 脊柱医学的基础理论、临床

实践、整脊手法操作技法; ∗ 颈肩腰腿痛理论研究和临床诊疗方法探讨等; ,脊柱针法微创技术及科研成果、学术论述、

脊柱疾病的临床护理等文稿; − 脊柱的生物力学研究以及生物信息系统的理论探讨和实验研究, 与脊柱相关的脊柱解

剖学和生物力学作用机制、脊柱生物力学评价方法等; .脊柱外科的临床诊疗、基础研究、康复理疗、预防保健等方面的

论著、综述、技术介绍和经验交流; /脊柱微创手术的研究发展状况, 各种微创手术在脊柱手术中的临床应用, 微创器械

的研制等; 0脊柱脊髓损伤基础与临床研究、脊柱脊髓损伤的康复及脊柱脊髓损伤并发症的预防和治疗、传统医学在脊

柱脊髓损伤疾患中的应用 ; 1与脊柱医学相关的医疗器械和保健器材的研发以及一些相关药物的开发应用等。
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