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!!'摘要(!目的!研究天麻钩藤饮对视神经夹伤模型大鼠 OCW>的保护作用及其抗氧化作用机制)!方法
!按照随机数字表法将 '% 只 UYV级雄性 l+>J*I大鼠分为单纯模型组 $; 只* $_& /<),天麻钩藤饮组 $# 只和
&_E /<),天麻钩藤饮组 $; 只%均取右眼制作视神经夹伤模型%$_& /<),天麻钩藤饮组和 &_E /<),天麻钩藤饮

组大鼠均于造模后 & H 按剂量以灌胃方式给予天麻钩藤饮 $% ),<c/%共连续给药 &A 5%单纯模型组大鼠以同样

方法用等量蒸馏水灌胃) 于造模后第 &" 天%应用随机数字表法随机选取单纯模型组 A 只*$_& /<),天麻钩藤

饮组 ; 只和&_E /<),天麻钩藤饮组 A 只大鼠用微量注射器将质量分数 "]荧光金"VC#注射到双侧上丘各 " !,

行 OCW>逆行标记%于造模后第 &A 天处死大鼠%然后采集眼球标本制作视网膜铺片并计数 OCW>) 各组剩余 ?

只大鼠采用化学比色法测定视网膜谷胱甘肽过氧化物酶"CUS@Y2#活性)!结果!单纯模型组及 $_& /<),和
&_E /<),天麻钩藤饮组大鼠 OCW>存活率分别为"'?_#;t?_A'#]*";$_""t?_$E#]和";"_#"tA_""#]%组间

总体比较差异有统计学意义"Rb'_"&&%Nb%_%$E#%其中 $_& /<),天麻钩藤饮组和 &_E /<),天麻钩藤饮组大

鼠 OCW>存活率均明显高于单纯模型组%差异均有统计学意义"Nb%_%&"*%_%%##) 单纯模型组及 $_& /<),天

麻钩藤饮组和 &_E /<),天麻钩藤饮组大鼠视网膜 CUS@Y2比活性分别为"&&&_&%t;#_#;#*""$$_"%tE#_?"#和
"E;"_#'t$$;_;"#!)0,<">!)/#%组间总体比较差异有统计学意义"Rb&%_%%'%Nr%_%%$#%其中 &_E /<),天

麻钩藤饮组 CUS@Y2比活性均明显高于单纯模型组和 $_& /<),天麻钩藤饮组%差异均有统计学意义 "Nr

%_%%$$Nb%_%%$#)!结论!天麻钩藤饮能有效保护视神经损伤后的 OCW>%提高 OCW>的存活率) 视神经损

伤后口服 &_E /<),天麻钩藤饮可提高大鼠视网膜中 CUS@Y2活性%提示抗氧化可能是天麻钩藤饮发挥视神经

细胞保护作用的机制之一)!
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/I0.G3V,.0I0@/0,5 "VC%" !,%"]# P*>N+,*J4I*,,L+7=46J45 +7J0>.G4I+0I60,,+6.,.>J0I4JI0/I*54,L,*N4,OCW>&" 5*L>

K0,,0P+7/)054,+7/3XH4I*J>P4I4>*6I+K+645 *J5*L&A *75 I4J+7*,K,*J)0.7J>P4I4GI4G*I45 J060.7JOCW>3O4J+7*,
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!!视网膜神经节细胞 "I4J+7*,/*7/,+07 64,,>%OCW>#
及其轴突的慢性进行性丢失是许多眼部疾病的共同病

理基础%也是导致视功能损害的重要原因) 组织学研
究显示%OCW>是一种长轴突细胞%其作用是将视网膜
的视觉信号传递到外侧膝状体%进而经过中继神经元
传递到视觉中枢巨状裂%形成完整的视觉信号传递系
统) OCW>是中枢神经系统结构的一部分%其轴突为
无髓神经纤维%因此损伤或丢失后不能再生 +$, ) OCW>
的丢失表现为慢性进行性过程%部分以继发性变性为
特征

+&, %为视神经保护措施的实施提供了一定的空
间%视神经保护的概念即相对地保存 OCW>的结构及
功能

+", %是目前眼科研究的热点%相关的动物实验或
临床试验对一些药物的视神经保护作用进行了探索%
如酒石酸溴莫尼定*多巴胺受体阻滞剂美金刚和银杏
叶提取物等

+EZ;, %然而%临床试验的结果并不尽如人
意) 天麻钩藤饮为传统中草药%主要用于帕金森病*阿
尔茨海默病等中枢神经变性疾病的治疗

+A, %具有抗氧
化*抗中枢神经细胞凋亡的作用) 本课题组前期研究
表明%天麻钩藤饮灌胃给药可以抑制大鼠视神经夹伤
模型中 OCW>的凋亡 +?, %但其作用机制尚不明确) 研
究表明%大鼠视神经夹伤后 ; 5 与自由基损伤相关的
基因表达即开始上调%并持续到 & 周以后%提示视神经
损伤后数周 OCW>凋亡在持续发生 +$%, %而谷胱甘肽过
氧化物酶"/,.J*JH+074G4I02+5*>4%CUS@Y2#活力的高低
能直接反映机体清除自由基的能力

+$$, ) 为了进一步
研究该药物对 OCW>的保护作用及其作用机制%本研

究拟观察天麻钩藤饮对 OCW>的保护作用%探讨天麻
钩藤饮抗 OCW>凋亡的机制)

;5材料与方法

;3;5材料
;3;3;5实验动物及分组5实验用 A $̀% 周龄 UYV级
健康雌性 l+>J*I大鼠 '% 只%体质量 $?% &̀$% /+购于
北京维通利华实验动物技术有限公司%合格证编号&
UWhd"京#&%$&@%%%$,) 采用随机数字表法将动物随
机分为单纯模型组 $; 只*$_& /<),天麻钩藤饮组
$# 只和 &_E /<),天麻钩藤饮组 $; 只) 实验动物的使
用遵循 eO\9声明%本研究方案经首都医科大学动物
伦理委员会审核批准"批文号&e((:@&%$#@%E;#)
;3;3<5主要试剂及仪器5荧光金 "K,.0I0@/0,5%VC#
"美国 F+0J+.) 公司 #$荧光增强剂 "美国 C47)45
U6+47J+K+6>公司#) 手术显微镜"9BU@A' 型%日本拓扑
康公司#$微型视神经夹"瑞士 UDX公司#$脑立体定位
仪"B054,?%%%美国 8*M+5 d0GK公司#$手持式电动骨
钻"韩国 U*4>H+7 YI46+>+07 公司#$荧光显微镜"eS@&%
日本9akBYgU 公司#$"@$Ad离心机"美国 U+/)*公司#)
;3<5方法
;3<3;5视神经夹伤模型的制备5均以大鼠右眼为实
验眼%左眼不给于任何干预) 参照文献+?%$&,中描述
的方法制备视神经夹伤模型) 用质量分数 $%]水合
氯醛 " ),<c/腹腔内注射麻醉大鼠%于手术显微镜下
剪开外眦部皮肤约 $% ))%剔除部分眶脂肪组织) 剪
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开球结膜约 E ))%分离并剪断外直肌%暴露视神经%用
玻片置于角膜前观察眼底血管情况%确定眼底血管无
改变后用夹持力 E% /的微型视神经夹于球后 & ))处
夹持视神经 #% >%再次观察眼底血管变化%剔除眼底血
管闭塞或视网膜苍白缺血大鼠

+$&, ) 缝合球结膜及外
眦部皮肤伤口)
;3<3<5药物制备和给药方式5天麻钩藤饮含天麻*栀
子*黄芩*杜仲*益母草*桑寄生*夜交藤*朱茯神各 ? /%
川牛膝 $& /%钩藤 $& /%生决明 $A /%按既定工艺煎煮
成汤药%由中国中医科学院中药研究所代加工) 参照
成人用量 $$E /<#% c/b$_? /生药<"c/!5#%计算大鼠
等效剂量为 $_?u#_"!$& /生药<" c/!5# "参考现代
医学实验动物学方法#) 本研究中设大鼠等效剂量的
$ 倍和 & 倍剂量分别作为实验的 & 个剂量组%即生药
$& /<" c/! 5#和 &E /<" c/! 5#%终质量浓度分别为
$_& /<),和 &_E /<),) $_& /<),天麻钩藤饮组和
&_E /<),天麻钩藤饮组大鼠于视神经夹伤后 & H 及此
后每天给予 $_& /<"),!5#和 &_E /<"),!5#天麻钩
藤饮灌胃%给药量均为每日 $% ),<c/%单纯模型组大鼠
于视神经夹伤后 & H 及此后每天给予蒸馏水 $% ),<c/%
共给药 &A 5)
;3<3=5OCW>的 VC逆行标记!造模后 &" 5 取单纯模
型组大鼠 A 只*$_& /<),天麻钩藤饮组大鼠 ; 只和
&_E /<),天麻钩藤饮组大鼠 A 只行 VC逆行标记) 用
$%]水合氯醛行大鼠腹腔内注射%剂量为 " ),<c/%将
大鼠固定在脑立体定位仪上%用碘伏消毒大鼠头部皮
肤%自正中纵行切开皮肤%逐渐分离皮下组织%暴露颅
骨) 用电钻在颅骨上形成卵圆形骨孔%用微量注射器
将质量分数 "]VC分别注射到前囟后 #_% ))*旁开
$_E ))和深 E_% ))处%每侧上丘注射 " !,) 造模后
&A 5 将动物深度麻醉%取出眼球%固定于质量分数 E]
多聚甲醛溶液中 & H%过量麻醉法处死动物) 取出固定
好的眼球%沿角膜缘后 %_' ))剪开大鼠眼球%去除角
膜和晶状体%分离视网膜并置于载玻片上%将视网膜放
射状剪开并平铺在载玻片上%待视网膜自然干燥后滴
加抗 荧 光 猝 灭 剂 " CBU$&%'A_"% 美 国 C47)45
U6+47J+K+6>公司#并加盖盖玻片%无色指甲油封片%用荧
光显微镜进行观察%选用 \激发自动挡拍摄%滤光镜
为 g\<aE"'%放大 $&' 倍) 在距离视盘中心 & ))处
拍摄上下左右各 $ 张%用联想 B.>J4c 扫描仪以 $%% 5G+
扫入计算机%使用彩色颗粒分析软件计数 OCW>+$"Z$E, %
累计 E 张照片的 OCW>%转换成 OCW>密度%OCW>存活
率"]#b右眼 OCW>密度<左眼 OCW>密度u$%%])
;3<3>5CUS@Y2的检测!造模后 &A 5%取单纯模型组*

$_& /<),天麻钩藤饮组和 &_E /<),天麻钩藤饮组大鼠
各 ? 只%用 $%]水合氯醛过量麻醉大鼠%剂量为
; ),<c/%摘除右侧眼球%在冰面上分离视网膜%用玻璃
匀浆器冰水浴中加生理盐水进行匀浆%离心半径
$;_& 6)%E %%% I<)+7 离心 $' )+7%制备视网膜组织匀
浆液%按下列公式检测 CUS@Y2的比活性&

CUS@Yh酶活力b非酶管 [值Z酶管 [值
标准 [值Z空白 [值

u标准品

浓度u稀释倍数
反应时间

v"蛋白浓度u取样量#)

;3=5统计学方法
采用 UYUU $"3% 统计学软件进行统计分析) 本研

究中各检测指标的数据资料经 UH*G+I0@l+,c 检验呈正
态分布%以 Kt-进行描述%经 a4M474检验证实方差齐)

采用完全随机分组单因素干预三水平研究设计%单纯
模型组*$_& /<),天麻钩藤饮组和 &_E /<),天麻钩藤
饮组间大鼠 OCW>存活率和视网膜 CUS@Y2比活性的
总体差异比较采用单因素方差分析%组间两两比较采
用 aU8@.检验) 采用双尾检测法%Nr%_%' 为差异有统
计学意义)

<5结果

<3;5各组大鼠 OCW>存活率的比较
大鼠的正常对照眼 OCW>排列致密且均匀$单纯

模型组大鼠 OCW>减少%排列稀疏%细胞大小不均$
$_& /<),天 麻 钩 藤 饮 组 大 鼠 OCW>排 列 较 稀 疏$
&_E /<),天麻钩藤饮组大鼠 OCW>大小均匀%密度中等
"图 $ #) 单纯模型组* $_& /<),天麻钩藤饮组和
&_E /<),天麻钩藤饮组大鼠正常对照眼 OCW>平均密
度分别为 " $ A#E_' t$E$_A #* " $ ?EA_% t&;E_% # 和
"& %"A_'t&$$_'# <))&%组间总体比较差异无统计学
意义"Rb%_A?"%Nb%_E'A#) 单纯模型组*$_& /<),天
麻钩藤饮组和 &_E /<),天麻钩藤饮组大鼠实验眼
OCW>存活率总体比较差异有统计学意义"Rb'_"&&%
Nb%_%$E#%其中 $_& /<),天麻钩藤饮组和 &_E /<),
天麻钩藤饮组大鼠 OCW>存活率比单纯模型组分别提
高 $$_##]和 $"_?#]%差异均有统计学意义 "Nb
%_%&"*%_%%##%$_& /<),天麻钩藤饮组与 &_E /<),天
麻钩藤饮组间大鼠 OCW>存活率比较差异无统计学意
义"Nb%_#"$#"表 $#)
<3<5各组大鼠视网膜 CUS@Y2比活性比较

单纯模型组*$_& /<),天麻钩藤饮组和 &_E /<),
天麻钩藤饮组间大鼠视网膜 CUS@Y2比活性总体比较
差异有统计学意义 " Rb&%_%%'% Nr%_%%$ #%其中
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C D
图 ;5各组大鼠 LDC&大小及密度比较"VCuE%%#!e&大鼠正常对
照眼 OCW>致密%分布均匀!F&单纯模型组 OCW>密度较正常对照
眼降低%细胞大小不均!W&$_& /<),天麻钩藤饮组大鼠 OCW>较稀
疏!8&&_E /<),天麻钩藤饮组大鼠 OCW>大小均匀%密度中等

&_E /<),天麻钩藤饮组大鼠视网膜 CUS@Y2比活性较
单纯模型组和 $_& /<),天麻钩藤饮组均明显升高%差
异均有统计学意义"Nr%_%%$$Nb%_%%$#$$_& /<),天
麻钩藤饮组与模型组间大鼠视网膜 CUS@Y2比活性比
较差异无统计学意义"Nb%_%?%#"表 $#)

表 ;5各组大鼠 LDC&存活率和视网膜
DANOPQ 比活性的比较"&R.#

组别 样本量 OCW>存活率"]#
CUS@Y2比活性

+!)0,<">!)/#,

单纯模型组 ? '?_#;t?_A' &&&_&%t;#_#;
$_& /<),天麻钩藤饮组 ? ;$_""t?_$E* "$$_"%tE#_?"
&_E /<),天麻钩藤饮组 ? ;"_#"tA_""N E;"_#'t$$;_;"N6

R值 '_"&& &%_%%'
N值 %_%$E r%_%%$

!注&与各自单纯模型组比较%*Nr%_%'%N Nr%_%$$与各自 $_& /<),天
麻钩藤饮组比较%6Nr%_%$ "单因素方差分析%UTd@P检验#!OCW>&视
网膜神经节细胞$CUS@Y2&谷胱甘肽过氧化物酶

=5讨论

大鼠视神经夹伤模型已广泛用于视神经保护性的

实验研究
+$'Z$#, ) 有研究显示%不同大鼠个体之间

OCW>的密度不同%但同一大鼠的双眼间 OCW>密度无
明显差异) 本研究中单纯模型组*$_& /<),天麻钩藤
饮组和 &_E /<),天麻钩藤饮组的正常对照眼 OCW>密
度进行比较%平均密度为 $ A#' `& %"?<))&%组间
OCW>密度比较差异无统计学意义%证实 " 个组间
OCW>密度具有可比性%因此本研究中对 " 个组间模型
眼 OCW>存活率的差异进行比较%发现单纯模型组大
鼠 OCW>存活率出现中等程度丢失%比较适合药物有

效性研究)
本研究结果显示%剂量为 $_& /<),和 &_E /<),的

天麻钩藤饮对大鼠视神经夹伤后的 OCW>均有一定的
保护作用%增加 OCW>的存活率%$_& /<),天麻钩藤饮
组和 &_E /<),天麻钩藤饮组大鼠的 OCW>存活率分别
比单纯模型组提高了 $$_##]和 $"_?#]%这 & 种剂量
对视神经损伤的 OCW>存活率的改善程度比较接近%
可能与中药的作用比较缓和有关)

本研究中各组 OCW>存活率的比较显示%天麻钩
藤饮具有 OCW>的保护作用%但其作用机制可能是多
途径的) 由于 OCW>的丢失与自由基损伤密切相关%
因此%本研究中选择氧化损伤的主要指标之一 CUS@
Y2%比较各组之间该氧化指标的大小%结果显示
&_E /<),天麻钩藤饮组视网膜 CUS@Y2比活性明显高
于模型组%说明用药后视网膜上抗自由基损伤的能力
显著增强) CUS@Y2活力的高低直接反映了机体清除
自由基的能力%能够特异性催化 CUS对 S& 9&的还原

反应%在维持神经元结构和功能的完整性方面发挥重
要作用%特别是保护细胞膜的完整性%因此天麻钩藤饮
可能通过增加视网膜 CUS@Y2的活性来抑制 OCW>的
丢失) 何建成等 +$;,

研究发现%天麻钩藤饮对帕金森病
模型大鼠多巴胺能神经元凋亡有明显抑制作用%其作
用机制可能是通过抗氧化应激*上调 N6,@& 表达和抑制
N*2的激活而实现的) 蔡昌龙等 +$A,

研究表明%天麻钩
藤饮可增加高血压患者血浆超氧化物歧化酶活性%从
而发挥抗氧化作用) 王文武等 +$?,

的研究也显示%天麻
钩藤饮可以提高机体抗氧化水平%并能够清除氧自由
基) 天麻钩藤饮中具有天然的抗氧化成分%视网膜血
液供应丰富%有利于中药成分到达视网膜并发挥作用)

本实验结果还显示%尽管 $_& /<),天麻钩藤饮组
大鼠视网膜 CUS@Y2活力稍高于模型组%但 & 个组间
差异无统计学意义%表明 $_& /<),天麻钩藤饮组大鼠
视网膜中 CUS@Y2活性有一定提高%可发挥抗氧化作
用%但天麻钩藤饮保护 OCW>的作用并不局限于单纯
的抗氧化作用%可能存在其他的作用途径)

综上所述%本研究结果表明 $_& /<),和 &_E /<),
天麻钩藤饮均能有效保护大鼠视神经夹伤模型的

OCW>%并且随着用药剂量的提高%其保护作用有增强
的趋势%表明该药用于治疗视神经损伤是有效的)
&_E /<),天麻钩藤饮可以提高大鼠视网膜 CUS@Y2活
性%通过抗氧化损伤来保护 OCW>%但其作用机制可能
比较复杂%有待进一步验证)
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

!!根据国际医学期刊编辑委员会提供的.生物医学期刊投稿统一要求/的表述%本刊对作者撰写稿件时关于.知情同意/和.医学

伦理学/的描述提出如下要求&

"$#知情同意!在未事先获得知情同意的情况下%患者有隐私不被侵犯的权力) 患者的身份信息%包括姓名*来源*住院号等均

不应该以文字*图片或家系信息的方式在出版物上公开%除非这些信息对于本研究是必需的%如需在出版物上显示%应征得患者"或

者父母*监护人#签署的书面同意书)

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息%但难以做到完全匿名时"如在照片中掩盖患者的眼部%不足以保护患者的隐私

权#%应提供知情同意的信息) 如果用改变患者的身份特征"如遗传家系等#以保护患者隐私权的方法%作者应该确保这些改变不

影响研究的科学性%并且编辑应在文中对此予以说明)

"&#医学伦理学!以人体为实验对象的研究%作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构*国家委员会或 $?;' 年赫尔辛

基宣言"&%%' 年修订#的医学伦理学标准) 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题%作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性%提交已通过审查机构的批准情况) 以动物为实验对象的研究%作者应当说明是否遵循当地的相关机构*

学会"国内或国外#及国家实验动物保护和使用指南)
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