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丁公藤注射液对牛蛙
坐骨神经结构和传导的影响

叶文博　姜　芳　丁韶萍　戴素梅

提　要　稀释的丁公藤注射液 ( IE)涂布于离体的牛蛙坐骨神经,可阻滞神经冲动

的传导Λ10% IE 可使神经干复合动作电位A ΑΒ、A ∆和C 诸成分的潜伏期均延长; 而

25% IE 不仅能使各类成分的潜伏期发生显著性延长,而且能使各类成分的幅度有

显著性的减小Λ上述浓度 IE 的传导阻滞作用是可逆的,并具有明显的量效关系Λ同
样,透射电镜观察发现经 IE 处理的牛蛙的离体坐骨神经 C 类纤维轴膜膨胀双层

磷脂膜结构变异Λ这提示 IE 对神经的传导阻滞作用可能同神经纤维的轴膜结构的

变化有关Λ
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丁公藤 (E ry cibe obtusif ol ia B en th ) 系旋花科丁公藤属植物Λ它具有消肿、止痛作用Λ丁

公藤注射液临床用于急慢性风湿性关节炎、类风湿性关节炎、肥大性腰椎炎、坐骨神经痛、腰

痛、腿痛、手脚麻痹等疾病的治疗[ 1 ] ,至今尚未见到有关它对于神经纤维结构及兴奋传导影

响的报道Λ本实验用稀释的丁公藤注射液处理牛蛙坐骨神经,然后分别通过电生理方法测量

神经传导的可能变化和通过透射电镜观察神经纤维在形态结构方面可能发生的变化,探索

丁公藤注射液对神经结构和传导的影响Λ

1　材料和方法

1. 1　坐骨神经标本的制作和丁公藤注射液的稀释

实验动物: 牛蛙,体重200～ 350克,雌雄不限Λ由枕骨大孔毁脑,按常规方法制备坐骨神

经标本Λ标本两端用线结扎,防止轴浆外流Λ用0. 65% N aC l溶液和丁公藤注射液 (上海中药



制药一厂生产, In ject ion E rycibe, IE)按1÷19, 1÷9, 1÷3的比例配制成5% , 10%和25%稀释的

丁公藤注射液 ( IE) Λ
1. 2　电镜超薄切片制作和观察

坐骨神经标本分别用0. 65% N aC l溶液或5% IE, 10% IE, 25% IE 局部 (4mm )涂布

12m in,然后用0. 65% N aC l溶液冲洗后,将处理部分切成1mm 长的小段,放入2. 5%戊二醛

中固定Λ然后,用磷酸缓冲液冲洗3次后,再用1%锇酸固定Λ随后,进行常规脱水Λ脱水后,用

丙酮+ V CD 2D ER 736包埋剂 (1÷1)浸透3h,再用纯V CD 2D ER 736包埋剂浸透2hΛ由包埋剂处

理的标本置于60℃温箱恒温处理2d,随后自然冷却,作超薄切片Λ随后,用饱和醋酸铀染色

30m in 和柠檬酸铅染色10m inΛ最后,通过透射电镜观察并拍照Λ

1. 3　神经冲动数据的采集[ 2 ]

剥制好的坐骨神经放入自制的屏蔽盒,中枢端放在刺激电极 S处,外周端放在记录电极

处Λ记录电极 R 1和 R 2分别置于药室两侧, 距离刺激电极 S 分别为16mm 和33mm , 药室宽

4mm Λ紧贴记录电极R 2的外侧剪断神经,便于记录单相的复合动作电位Λ在屏蔽盒内放一些

湿棉球,盖上盒盖,保持盒内空气湿润Λ

主要实验仪器有 IS22型智能刺激器、光耦合线形刺激隔离器、W FZ287多功能直流放大

器 (均为中科院上海生理所研制)、IBM 微机、A öD 卡 (东南大学研制) Λ刺激方波为恒流Λ记

录复合动作电位A 成分时,刺激方波的波宽为0. 05m s,幅度为0. 1～ 0. 6mA ; 直流放大器增

益×100,滤波100H z,时间常数5s;数据采样间隔 T 为0. 06m sΛ每次被保存的数据是1次刺激

产生的结果Λ

记录复合动作电位B 成分和C 成分时,刺激方波的波宽为0. 5m s,幅度为0. 5～ 3mA ;直

流放大器增益×1000,滤波3H z,时间常数5s; R 1进行数据采样时,采样间隔 T 为0. 32m s; R 2

进行数据采样时,采样间隔 T 为0. 48m s;每次被保存的数据是8次刺激结果的平均迭加Λ

加药前,将浸有0. 65%N aC l溶液的棉球放入药室,包裹在神经干周围Λ每隔4m in 对复

合动作电位诸成分采样一次,共3次,它们的平均值作为实验组对照值Λ加药时,去除原有的

棉球,吸干药室中的溶液,将浸有5% , 10%或25% IE 的棉球放入药室,包裹在神经干周围Λ

给药时间12m in,其间每隔4m in 对复合动作电位诸成分采样一次Λ12m in 后立即将浸有 IE

的棉球拿去,并用0. 65% N aC l溶液冲洗多遍Λ洗药后,每隔4m in 对复合动作电位诸成分采

样一次,一般采3次Λ

1. 4　数据的测量和统计

1. 4. 1　通过电镜照片测量神经纤维轴膜内的纤维直径和轴膜的厚度

因为考虑到受药物处理后轴膜厚度会变化,所以,以轴膜内的直径取代神经纤维的直

径Λ测量中,凡遇横切面为非圆的纤维,则以1ö2 (长轴+ 短轴)为直径Λ

1. 4. 2　将所记录的复合动作电位各成分分别进行潜伏期和幅度的测量

1. 4. 3　所测得的数据用 Sta tSoft, Inc 的6. 0 of STA T IST IC fo r W indow s 中的 Basic

Sta t ist icsöT ab les和ANOVA öM ANOVA 等程序进行处理
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图 1　各组的牛蛙坐骨神经C 类纤维轴膜结构

A. 对照组牛蛙坐骨神经C 类纤维轴膜结构 (横切)

B. 5% IE 处理12m in 后的C 类纤维轴膜结构 (纵切)

C. 10% IE 处理12m in后的C 类纤维轴膜结构 (横切)

D. 25% IE 处理12m in后的C 类纤维轴膜结构 (横切)

　　

×30, 000

×30, 000

×30, 000

×30, 000
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2　实验结果

2. 1　 IE对牛蛙坐骨神经形态结构的影响

图1分别显示生0. 65% N aC l处理 (对照组)、5% IE 处理组、10% IE 处理组和25% IE 处

理组的牛蛙坐骨神经C 类纤维轴膜结构Λ对照组C 类纤维轴膜呈现清晰的双层结构,其厚

度薄而均匀; 5% IE 处理组、10% IE 处理组和25% IE 处理组的轴膜膨胀,厚度增加,出现多

层结构Λ方差分析结果表明: 对照组和 IE 处理组的轴膜厚度存在极显著性差异 (F = 51.

390, p < 0. 000001) (表 1) , 而它们的纤维直径则不存在显著性差异 (F = 1. 705, p < 0.

17) ; 对照组为1. 271±0. 402 Λm ( n = 22 ) , 5% IE 组为1. 516±0. 475 Λm ( n = 5 ) , 10% IE

组为1. 388±0. 412 Λm ( n = 17 ) , 25% IE 组为1. 173±0. 348 Λm ( n = 26 ) Λ

表 1　 牛蛙坐骨神经C 类纤维轴膜的变化 (xθ± s)

对照组 5% IE 组 10% IE 组 25% IE 组

轴膜厚度 (nm ) 22. 7±3. 3 48. 9±11. 53 108. 9±21. 83 # 118. 5±26. 93 #

样本数 n 8 8 8 8

　　3 　同对照组比较, p < 0. 001　　　　# 　同5% IE 组比较, p < 0. 001

10% IE 组同25% IE 组比较, p < 0. 49, 两者无显著性差异Λ

2. 2　 IE对牛蛙坐骨神经复合动作电位的影响

在室温16～ 22 ℃条件下,对照组牛蛙坐骨神经干复合动作电位诸成分的潜伏期 (刺激

电极距离记录电极33mm )和传导速度见表2ΛC 成分在时程上有明显差别的两部分,被分成

C 1和C 2两个亚成分[ 2 ]Λ

表 2　 牛蛙坐骨神经复合动作电位诸成分潜伏期和传导速度

A ΑΒ A ∆ B C1 C2

潜伏期 (m s) 0. 8～ 1. 4 2. 3～ 3. 8 13. 9～ 26. 9 68. 6～ 93. 6 93. 6～ 155. 5

传导速度 (m ös) 23. 3～ 39. 9 8. 7～ 14. 5 1. 2～ 2. 4 0. 35～ 0. 48 0. 21～ 0. 35

　　 IE 首先影响各类神经纤维的传导速度, 使复合动作电位诸成分潜伏期延长 (药室宽

4mm ) ;然后影响它们的幅度Λ经12m in 的处理,从R 2 的记录看, 5% IE 仅使C 成分的潜伏期

有显著的延长; 10% IE 可使A ΑΒ、A ∆和C 成分潜伏期都发生了显著延长;而25% IE 不仅能使

诸成分潜伏期都发生了显著延长,而且能使A ΑΒ、A ∆、B 和C 成分的幅度减小,尤其是C 成分

(图2) ΛIE 的影响有明显的量效关系Ζ从R 1 的记录看,各成分的潜伏期和幅度都没有R 2 的

记录那样大的变化,而且幅度有所增加 (表 3,表 4) Ζ
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图 2　25% IE 处理后,复合动作电位C 成分的变化

表 3　 IE 处理12m in 时复合动作电位诸成分潜伏期的延长值 (xθ± s, m s)

5% IE

R 2

10% IE

R 1 R 2

25% IE

R 2

25%恢复 IE

R 2

A ΑΒ 0. 1± 0. 1 0± 0. 4 0. 2± 0. 23 3 (n = 10) 0. 5± 0. 33 3 (n = 5) 0. 3± 0. 3

A ∆ 0. 2±0. 2 0. 3± 0. 2 0. 5± 0. 43 3 (n = 7) 2. 0± 0. 83 3 (n = 5) 1. 1± 0. 9

B 1. 6±2. 0 - 0. 7± 0. 2 (n = 2) 2. 7± 1. 5 (n = 3) 0. 5± 0. 8

C1 3. 2± 1. 53 3 0. 4± 0. 9 7. 1± 5. 93 3 (n = 9) 21± 5. 03 3 (n = 6) 4. 6± 3. 2

C2 5. 1±5. 03 - 6. 4± 8. 6 6. 1± 1. 63 3 (n = 5) 44± 1. 73 3 (n = 5) 8. 1± 2. 33 3

　　3 同0. 65% N aC l溶液处理 (给药前对照)相比, p < 0. 05, 下同Λ
3 3 同0. 65% N aC l溶液处理 (给药前对照)相比, p < 0. 01, 下同Λ
R 1为药室之前的记录电极,它只能记录尚未到达药室的动作电位,下同Λ
R 2为药室之后的记录电极,它记录到通过药室的动作电位,下同Λ

表 4　 IE 处理12m in时复合动作电位诸成分幅度与对照组的比值 (xθ± s)

5% IE

R 2

10% IE

R 1 R 2

25% IE

R 2

25%恢复 IE

R 2

A ΑΒ 0. 9± 0. 1 (n = 6) 1. 1± 0. 1 0. 9± 0. 1 (n = 10) 0. 4± 0. 33 (n = 5) 0. 9± 0. 1

A ∆ 0. 9± 0. 0 (n = 6) 1. 1± 0. 7 0. 8± 0. 2 (n = 7) 0. 1± 0. 33 (n = 5) 0. 5± 0. 43

B 0. 9± 0. 1 (n = 3) - 0. 5± 0. 2 (n = 2) 0. 1± 0. 13 3 (n = 3) 0. 9± 0. 1

C1 0. 9± 0. 1 (n = 7) 1. 0± 0. 2 0. 8± 0. 2 (n = 9) 0. 5± 0. 13 (n = 6) 0. 9± 0. 1

C2 0. 7± 0. 1 (n = 7) 1. 4± 0. 3 0. 9± 0. 2 (n = 5) 03 3 (n = 5) 0. 8± 0. 2
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表 5　 25% IE 处理后复合动作电位诸成分潜伏期、幅度的变化 ( xθ± s)

给 药 后

4m in 8m in 12m in

洗 药 后

12m in内

潜伏期延长

(m s)

幅值比

(% )

潜伏期延长

(m s)

幅值比

(% )

潜伏期延长

(m s)

幅值比

(% )

潜伏期延长

(m s)

幅值比

(% )

A ΑΒ 0. 2±0. 2 0. 8±0. 2 0. 4±0. 33 0. 6±0. 2 0. 5±0. 33 3 0. 4±0. 33 0. 3±0. 3 0. 9±0. 1

A ∆ 0. 7±0. 3 0. 3±0. 43 1. 1±0. 73 0. 2±0. 33 2. 0±0. 83 3 0. 1±0. 33 1. 1±0. 9 0. 5±0. 43

B 1. 6±0. 7 0. 5±0. 23 2. 4±1. 0 0. 2±0. 13 2. 7±1. 5 0. 1±0. 13 3 0. 5±0. 8 1. 0±0. 1

C1 6. 0±3. 2 0. 8±0. 3 11±5. 23 3 0. 7±0. 2 21±5. 03 3 0. 5±0. 13 4. 6±3. 2 0. 9±0. 1

C2 11±1. 23 3 0. 7±0. 13 23±3. 43 3 0. 4±0. 23 3 44±1. 73 3 03 3 8. 1±2. 33 3 0. 8±0. 2

3　分析和结论

轴膜为轴突表面的一层极薄的膜,是神经元质膜的延续,其厚度为几十纳米,由双层磷

脂、蛋白质等组成Λ在高倍电镜下,它呈现为两条黑线,中间夹一条浅色的带Λ两层相对排列
的磷脂分子的亲水性的磷酸化头部位于膜的两侧表面,而疏水性的脂质尾部位于膜的内部Λ
具有不同功能的蛋白质分子镶嵌在磷脂层的表面或其中Λ因为用来加强电子显微照片反差
的锇酸同蛋白质有强烈的结合力,所以,可以认为两条黑线代表蛋白质层,浅色带代表磷脂

层[ 3 ]ΛC 类纤维是无髓鞘纤维,作为细胞边界的两条黑线夹一条浅色带的轴膜比较明确,容

易辨认Λ当用 IE 涂布处理牛蛙坐骨神经后,发现C 类纤维轴膜膨胀,厚度增加,出现“多层”

结构; 复合动作电位的潜伏期延长和幅度下降Λ随着用药浓度的增加,轴膜结构变化的程度

增加,复合动作电位的潜伏期进一步延长Λ25% IE 使轴膜出现普遍的、严重的“多层”结构,

不仅使复合动作电位的潜伏期显著地延长,而且使复合动作电位的幅度显著地下降 (图1,图

2,表1～表5) Λ实验表明: 由 IE 引起的牛蛙坐骨神经 C 类纤维轴膜结构的变异和由它引起

的复合动作电位C 成分传导速度和幅度的变化是一致的; 这种变化同 IE 的浓度的变化是

相关的,它们具有量效关系Λ值得注意的是从R 1的记录看,各成分的潜伏期和幅度都没有R 2

的记录那样大的变化 (表3,表4) ,而且幅度有所增加Λ这提示, IE 对神经动作电位传导的阻

滞作用很可能是一种去极化阻滞作用Λ因为去极化可由细胞膜的破坏或由膜通道和膜钠2钾
泵活动的削弱引起[ 4 ]Λ从电镜照片图1中的A 图中可见清晰的双层磷脂膜 (箭头所指) ; B 图

示5% IE 处理12m in 后的轴膜结构纵切,纤维右侧的双层磷脂膜清晰 (箭头 a 所指) ,而其左

侧的磷脂膜已现模糊 (箭头 b 所指) ; C 图和D 图分别为10% IE 和25% IE 处理12m in 后的轴

膜结构横切,图中箭头所示处可见轴膜明显增厚Λ受 IE 处理后,结构改变的轴膜很可能会改

变其离子通透性,导致轴膜的去极化和兴奋传导阻滞Λ电生理实验表明 IE 的传导阻滞作用

部分可能是功能性的,因为这种传导阻滞作用是可逆的Λ一般在洗药12m in 后,复合动作电
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位诸成分的幅值和潜伏期都能得到部分恢复 (表3～表5) Λ这提示轴膜的兴奋传导功能得到
了部分的恢复ΛIE 对牛蛙坐骨神经复合动作电位A ΑΒ, A ∆和B 成分的传导也有阻滞作用Λ

A ΑΒ,A ∆和B 类纤维都是由髓鞘包裹的有髓纤维Λ髓鞘同轴膜一样,也由双层磷脂膜组成Λ作

为临床的镇痛剂, IE 对轴膜结构的影响和对兴奋传导的阻滞作用的发现将有助于我们进一

步了解它的镇痛机制Λ
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Effects of In jection Eryc ibe
on the Sc ia tic Nerve of Bullfrog

Y e W enbo　J iang F ang　D ing S haop ing　D a i S um ei
(Co llege of L ife and Environm ent Science)

Abstract　 In ject ion E rycibe ( IE) w as loca lly app lied on a part of the Scia t ic N erve of Bu ll2
frog. 12 m inu tes after adm in ist ra t ion w ith 5% IE, 10% IE and 25% IE respect ively, the la2
tencies of C com ponen ts of the com pound act ion po ten t ia l w ere delayed and the b i2layers

st ructu re of axon m em b rane of C fib re w as changed co rresponding ly. T here w as does- de2
pendency betw een concen tra t ion of IE and its effects on the nerve.
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