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丁苯酞对缺血脑组织
?cO<

表达及轴索损伤的影响

张勇"卜春晓"程敬亮"李颜良

#摘要$

!

目的!探讨丁苯酞对缺血性脑损伤后缺血脑组织排斥导向分子%

?cO<

&表达的影响!方法!

!"%

只成年雄性

NM

大鼠"随机分为假手术组"大脑中动脉闭塞%

O41C

&模型组"生理盐水组"丁苯酞干预组!选取缺血后
!'

*

)'

*

$'

*

!"'

*

"-'

"进行神经功能评分"免疫组织化学观察
?cO<

的表达情况!结果!

O41C

模型组*生理盐水组*丁苯酞组的改良的神

经功能评分%

;ENN

&均高于假手术组"且随着时间的延长"

;ENN

评分越高(在缺血后
)'

*

$'

*

!"'

*
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时"丁苯酞组的

;ENN

评分较
O41C

模型组降低"差异具有统计学意义%

"

"

%(%*
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O41C

模型组*生理盐水组大鼠缺血后"不同时间点

缺血区的
?cO<

蛋白阳性表达均有所增加"呈棕黄色染色!局灶性脑缺血后
?cO<

蛋白表达逐渐增多"在
!"'

表达量最

多(丁苯酞组在相应时间点的
?cO<

蛋白的表达较
O41C

模型组有所降低"在
$'

*

!"'

*

"-'

时间点差异具有统计学意义!

结论!丁苯酞可减少缺血性脑损伤大鼠的缺血脑组织的
?cO<

的表达"从而发挥神经功能保护作用!

#关键词$

!

丁苯酞(脑缺血(轴索损伤(模型"动物

#中图分类号$

?7-)()!

(

?$*!(!*

!

#文献标识码$

1

!

#文章编号$

!%%%6%)!)

%

"%!7

&

!%6!%!.6%-

MCL

'

!%(!)$%#

+

Q

(AJ/=(!%%%6%)!)("%!7(!%(%%*

>--+346,-B*4

/

)

@

848()2.+,0:N9(+M

@

5+662,0(0.(M,0()20

D

*5

/

202638+123B5(20

!

S̀1Ec]@J

0

"

Te4'KJ6̂=<@

"

4S5Ec

Z=J

0

6>=<J

0

"

,L]<J6>=<J

0

(M8

R

<9B;8JB@\O<

0

J8B=A?8I@J<JA8

"

B'82=9IB1\\=>=<B8&S@I

R

=B<>@\ '̀8J

0

b'@KeJ=P89I=B

G

"

'̀8J

0

6

b'@K-*%%*"

"

4'=J<

,

AB645(34

-

!

CB

D

+342E+

'

:@=JP8IB=

0

<B8B'88\\8AB@\XKB

G

>

R

'B'<>=&8@JB'88̂

R

98II=@J@\?cO<=J=IA'8;=AX9<=J(

9+48,.6

'

CJ8'KJ&98&<J&BU8JB

G

'8<>B'

G

;<>8NM9<BIU8989<J&@;>

G

&=P=&8&=JB@\@>>@U=J

0

\@K9

0

9@K

R

I

'

I'<;@

R

89<B=@J

0

9@K

R

"

;=&&>8A898X9<><9B89

G

@AA>KI=@J

%

O41C

&

;@&8>

0

9@K

R

"

I<>=J8

0

9@K

R

<J&B'88̂

R

89=;8JB<>

0

9@K

R

(5<A'

0

9@K

R

U@K>&

X8\K9B'89&=P=&8&=JB@*IKX

0

9@K

R

I

%

!'

"

)'

"

$'

"

!"'<J&"-'

&

(:'8;@&=\=8&J8K9@>@

0

=A<>I8P89=B

G

IA@98I<J&V8IB89JX>@B

<II<

G

?cO<8̂

R

98II=@J@\=IA'8;=<I=&8U898

R

89\@9;8&<B!'

"

)'

"

$'

"

!"'

"

"-'<\B89IKAA8II\K>O41C;@&8>(:+6*)46

'

:'8

O@&=\=8&E8K9@>@

0

=A<>N8P89=B

G

NA@98

%

;ENN

&

@\O41C;@&8>

0

9@K

R

"

I<>=J8

0

9@K

R

"

XKB

G

>

R

'B'<>=&8

0

9@K

R

U898'=

0

'89B'<J

B'@I8@\I'<;

0

9@K

R

"

;ENNU898;@98'=

0

'89<IB=;8U8JB@J

(

<B)'

"

$'

"

!"'

"

<B"-'<\B89=IA'8;=<

"

;ENN@\ET3

0

9@K

R

A@;

R

<98&U=B'O41C;@&8>

0

9@K

R

"

B'8&=\\898JA8U<IIB<B=IB=A<>>

G

I=

0

J=\=A<JB

%

"

"

%(%*

&

(1\B89=IA'8;=<

"

?cO<

R

9@B8=J

8̂

R

98II=@J@\O41C ;@&8>

0

9@K

R

<J&I<>=J8

0

9@K

R

=J=IA'8;=A<98<'<&=JA98<I8&

"

U'=A'U898IB<=J=J

0

U=B'X9@UJ=I'

G

8>>@U(?cO<8̂

R

98II=@J

0

9<&K<>>

G

=JA98<I8&<IB=;8U8JB@J

"

K

R

B@;<̂=;K;<B!"'

(

?cO<

R

9@B8=J8̂

R

98II=@J@\ET3

0

9@K

R

&8A98<I8&

"

B'8&=\\898JA8X8BU88JET3

0

9@K

R

<J&O41C

0

9@K

R

'<&IB<B=IB=A<>>

G

I=

0

J=\=A<JB<B$'

"

!"'

"

"-'

(

?cO<

R

9@B8=J8̂

R

98II=@JA'<J

0

8IX8BU88JA898X8>>K;<J&=IA'8;=A<98<U898I=;=><9

"

?cO<

R

9@B8=J8̂

R

98II=@J@\ET3

0

9@K

R

U89898&KA8&

"

&=\\898JA8U<IIB<B=IB=A<>>

G

I=

0

J=\=A<JB<B!'

"

)'

"

$'

"

!"'

%

"

"

%(%*

&

(=,03)*62,0

'

TKB

G

>

R

'B'<>=&8A<J98&KA8B'8

8̂

R

98II=@J@\?cO<=J=IA'8;=AX9<=JB=IIK8@\9<BIU=B'=IA'8;=AX9<=J

"

<J&B'KI'<I<J8K9@

R

9@B8AB=P89@>8(

,

F+

/

G,5.6

-

!

TKB

G

>

R

'B'<>=&8

(

T9<=J=IA'8;=<

(

1̂ @J<>=J

Q

K9

G

(

O@&8>I

"

<J=;<>

!!

丁苯酞是我国自主研发的化学药物!其通过改善

缺血区微循环降低缺血再灌注损伤!改善缺血脑组织

的能量代谢&保护线粒体功能&抑制氧自由基等而发挥

脑保护作用*

!6)

+

!但其保护机制仍待进一步研究"排斥

导向分子
1

'

?cO<

(是近年发现神经再生的排斥导向

分子!中枢神经受损后!其生长锥塌陷!轴突结构受到

严重破坏!将导致神经突起间联系的中断!细胞间信息

的传递受损!从而导致神经功能的损伤*

-

!

*

+

"本研究

观察丁苯酞干预后局灶性缺血大鼠
?cO<

表达以及

轴索损伤的影响!为临床治疗提供实验依据"

材料与方法

!Y

实验分组

挑选清洁级健康成年的
NM

雄性大鼠
!"%

只!体

重为
".%

!

)%%

0

!平均'

"#)(-h*(.

(

0

!实验所用
NM

大鼠均由河南省动物实验中心提供*实验动物使用许

可证号$

N4a[

'豫(

"%!%F%%%"

+"动物随机分为假手

术组&

O41C

模型组&生理盐水组和丁苯酞组!每组分
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&
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&

$'

&

!"'

&

"-'*

个时间点"大鼠腹腔注射
!%W

水合氯醛'

);,

#

/

0

体重(麻醉!

O41C

模型组参照

,@J

0

<

等*

$

+报道使用线栓法制作大鼠左侧大脑中动脉

#%$%

放射学实践
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年
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月第
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卷第
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期
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图
!

!

大鼠缺血后不同时间点
;ENN

!
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代表与
O41C

模型组比较差异有统计学意义%

(

d%(%*

"

"

"

%(%*

&!

!

图
"

!

大鼠缺

血后不同时间点缺血侧脑组织
?cO<

蛋白的表达水平!

$

代表与假手术组比较差异有统计学意义%

(

d%(%*

"

"

"

%(%*

&!

)

代表与
O41C

模型组比较差异有统计学意义%

(

d%(%*

"

"

"

%(%*

&!

缺血模型%假手术组大鼠不插入线栓!其余步骤同

O41C

模型组%丁苯酞干预组!

:U88J.%

溶液稀释丁

苯酞胶囊'由石药集团恩必普药业有限公司提供!批号

%#!!%$!!

(!

O41C

模型制作后腹腔注射给药!大鼠给

药剂量按
.%;

0

#

/

0

计算%生理盐水组!

O41C

模型制

作后腹腔注射给予相同体积的生理盐水"

"Y

大鼠神经功能评分

采用文献报道*

7

+的改良的大鼠神经功能评分标准

'
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(!在相

应时间点对大鼠进行神经功能评分"严重损伤
!)

!

!.

!中度损伤
7

!

!"

!轻度损伤
!

!

$

"评分标准如表
!

"

表
!

!

相应时间点对大鼠的神经功能评分标准

运动试验 评分

提尾试验
)

前肢屈曲
!

后肢屈曲
!

头部在
)%I

内偏离垂直轴
'

!%% !

将大鼠放在地板上%正常值
d%

(最大值
d)

&

)

!

正常行走
%

!

不能直线行走
!

!

向轻瘫侧转圈
"

!

向轻瘫侧倾倒
)

感觉实验
"

!

放置试验%视觉和触觉测试&

!

!

本体感觉试验%深感觉 向桌子边缘压鼠爪"刺激肢体肌肉&

!

平衡木试验%正常值
d%

(最大值
d$

&

$

稳定平衡姿势
%

紧抓平衡木边缘
!

抱紧平衡木"一肢体从平衡木垂落
"

抱紧平衡木"二肢体从平衡木垂落或在平衡木上旋转%

'

$%I

&

)

试图在平衡木上保持平衡但跌落%

'

-%I

&

-

试图在平衡木上保持平衡但跌落%

'

"%I

&

*

跌落(没有尝试在平衡木上平衡%

"

"%I

&

$

反射丧失和不正常运动
-

耳廓反射%接触外耳道"出现摇头&

!

角膜反射%用棉丝轻触角膜"出现眨眼&

!

惊恐反射%对快弹硬纸板的噪音有运动反应&

!

癫病*肌阵挛*肌张力障碍
!

最高分数
!.

)Y

免疫组织化学检测
?cO<

及轴突神经丝蛋白
6

"%%

'

E26"%%

(表达

大鼠麻醉&灌注后取脑!放入
-W 321

中固定!

"-'

后做石蜡包埋!制作石蜡切片'片厚
-

*

;

("用

二甲苯和梯度酒精脱蜡!

)W S

"

C

"

灭活内源性过氧化

物酶
!%;=J

!枸橼酸缓冲液热修复抗原
$;=J+-

次!

!W :9=B@Ja

细胞通透
"%;=J

!山羊血清封闭
)%;=J

!

?cO<

兔多克隆抗体'

!

$

*%

!英国
1XA<;

公司(及小

鼠抗
E26"%%

一抗'

!

$

!%%

!武汉博士德生物技术有限

公司(孵育并于
-p

过夜"再用生物素标记的山羊抗

兔
L

0

c

#山羊抗小鼠
L

0

c

孵育!辣根酶标记的链霉卵白

素孵育
)%;=J

!二抗试剂盒'北京中杉生物技术有限

公司("最后二氨基联苯胺'

M1T

(显色&梯度脱水及

封片"

-Y

统计学方法

所有的数据均使用
N3NN!7(%

软件进行统计学处

理"计数资料采用均数
h

标准差'

#h$

(记录%同一组

不同时间点比较采用重复测量方差分析!不同组间比

较采用单因素方差分析!组间两两比较采用
,NM

检

验"检验水准为
(

d%(%*

!

"

"

%(%*

表示差异有统计

学意义"

结
!

果

!Y

各组不同时间点大鼠神经功能评分

按
;ENN

评分标准对
-

组大鼠进行行为学评分!

假手术组大鼠未出现神经功能缺损症状!

O41C

模型

组&生理盐水组及丁苯酞组大鼠的
;ENN

评分差异具

有统计学意义'重复测量设计方差分析!

'd$-()#

!

"d%(%%

("进一步采用
,NM

法两两比较!缺血后第

)'

&

$'

&

!"'

&

"-'

时!丁苯酞组与
O41C

模型组'

"

"

%(%*

(&丁苯酞组与生理盐水组'

"

"

%(%*

(大鼠的

;ENN

评分差异均具有统计学意义%生理盐水组和

O41C

模型组相比差异无统计学意义'图
!
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各组不同时间点大鼠脑皮质及海马
?cO<

蛋

白表达

假手术组大鼠脑皮质及海马区可见少量
?cO<

蛋白阳性细胞!着色较弱"缺血性脑梗死第
!'

!

O41C

"%$%

放射学实践
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年
!%

月第
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卷第
!%

期
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图
)

!

不同组大鼠缺血后不同时间点缺血脑组织的
?cO<

的表达!

1%

代表假手术组(

1!F1*

分别为
O41C

模型组
!'

*

)'

*

$'

*

!"'

*

"-'

缺血区脑组织
?cO<

蛋白表达!随

着脑梗死时间的延长"

?cO<

蛋白表达逐渐增加"

!"'

达到最高值"在
"-'

稍降低(

T!F

T*

分别为生理盐水组
!'

*

)'

*

$'

*

!"'

*

"-'

缺血区脑组织
?cO<

蛋白表达"

?cO<

蛋白

表达与
O41C

模型组无明显差异(

4!F4*

分别为丁苯酞组
!'

*

)'

*

$'

*

!"'

*

"-'

缺血

区脑组织
?cO<

蛋白表达"

?cO<

蛋白表达较
O41C

模型组降低!

图
-

!

大鼠缺血后不同时间点缺血脑组织
E2F"%%

蛋白的表

达水平!

$

代表与假手术组比较差异有统计学意义%

(

d%(%*

"

"

"

%(%*

&!

)

代表与
O41C

模型组比较差异有统计学意义

%

(

d%(%*

"

"

"

%(%*

&!

模型组&生理盐水组及丁苯酞组大鼠
?cO<

蛋白阳性

细胞增多!对
?cO<

蛋白表达半定量分析可得!

-

组间

?cO<

蛋白表达差异有统计学意义'

'd-"!(*%

!

"d

%(%%

("给予丁苯酞治疗后!在相应时间点同
O41C

模型组相比!丁苯酞组大鼠脑皮质
?cO<

蛋白的表达

明显降低!差异具有统计学意义'

"

"

%(%*

!图
"

&

)

("

进一步采用
V8IB89JX>@B

法检测
?cO<

蛋白的表达!

发现同免疫组化相似的趋势!假手术组大鼠缺血脑梗

死灶周围脑皮质仅有少量
?cO<

蛋白表达"同假手

术组相比!

O41C

模型组大鼠
?cO<

蛋白表达显著

增高'

"

"

%(%*

(!给予丁苯酞治疗后!在相应时间点同

O41C

模型组相比!丁苯酞干预组大鼠脑皮质
?cO<

蛋白的表达水平明显下降'

"

"

%(%*

!图
-

("

)Y

各组不同时间点大鼠脑皮质及海马
E26"%%

蛋

白表达

假手术组大鼠的免疫组化染色显示缺血性脑梗死

灶周围脑皮质有大量
E26"%%

反应阳性的细胞%

O41C

模型组大鼠在缺血
)'

时

E26"%%

反应阳性细胞显著减少!

阳性纤维结构紊乱!突起中断!长

度明显缩短!并随着时间的延长这

种现象越明显"对
E26"%%

蛋白

表达半定量分析可得!

-

组间
E26

"%%

蛋白表达差异有统计学意义

'
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("丁苯酞

组同
O41C

模型组相比!大鼠脑

皮质及海马
E26"%%

蛋白阳性细

胞数目有所增加!在
!'

和
)'

这种

差异没有统计学意义!在
$'

&

!"'

及
"-'

差异有统计学意义'

"

"
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!图
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讨
!

论

?cO<

已被证实是一类具有

抑制轴突再生的排斥性分子!排斥导向分子'

98

R

K>I=P8

0

K=&<JA8;@>8AK>8

!

?cO

(最初被认为是连接视网膜

和中脑顶盖神经纤维系统诱导生长锥塌陷的一种膜结

合蛋白!其通过糖基磷脂酰肌醇'

c3L

(锚定于细胞膜!

控制神经元的增殖和分化等*

.

+

"使用
?'@

激酶特异

性抑制剂阻止了
?cO<

所诱导的神经元生长锥塌陷!

说明
?cO<

通过
?'@16?'@

激酶通路!抑制神经轴突

再生"也有体外实验*

#

+证实
?cO<

可以引起正常皮

质神经元的轴突回缩!并伴有细胞内
R

4?O36"

表达

的增多!说明
?cO<

可以诱导
R

4?O36"

磷酸化而发

挥抑制轴突生长的作用"

S<B<

等*

!%

+报导
?cO<

抑制脊髓损伤后神经元轴

突再生!使用
?cO<

抗体干预!脊髓神经功能恢复得

以改善!而
]I'=&<

等*

!!

+在体外进一步证实了
?cO<

抑制皮质神经元的轴突再生"

]<;<I'=B<

等*

!"

+研究表

明局灶性脑缺血后
?cO<

免疫阳性细胞在病变区和

病变周围聚集!并在缺血后
!(*

!

"(*&

达到峰值"本

研究选择
?cO<

作为观察指标!检测其在脑梗死组织

及小脑半球的表达情况"

脑组织在发生局灶性脑缺血后!

?cO<

免疫阳性

细胞会聚集在病灶中心及周围区域*

!"

+

!随着大鼠的脑

皮质内
?cO<

表达的增多!轴突损伤逐渐加重!神经

功能缺损也相应严重"

4'KJ

0

等*

!)

+的研究证实其不

利于轴突缺血性损伤后的修复剂在再生"本研究建立

了稳定的
O41C

模型!与假手术组相比较!

O41C

模

型组
?cO<

阳性表达显著增加!死亡的神经细胞数量

增多!而神经功能评分升高!说明神经功能损伤严重!

与前期的研究结果相一致"
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图
*

!

不同组大鼠缺血后不同时间点小脑半球的
?cO<

蛋白的表达!

1%

代表假手术

组(

1!F1*

分别为
O41C

模型组
!'

*

)'

*

$'

*

!"'

*

"-'

小脑半球
?cO<

蛋白表达"随

着脑梗死时间的延长"

?cO<

蛋白的表达逐渐增加"

!"'

达到最大值"

"-'

稍降低(

T!

FT*

分别为生理盐水组
!'

*

)'

*

$'

*

!"'

*

"-'

小脑半球
?cO<

蛋白表达"

?cO<

蛋白

表达与
O41C

模型组无明显差异(

4!F4*

分别为丁苯酞组
!'

*

)'

*

$'

*

!"'

*

"-'

小脑

半球
?cO<

蛋白表达"

?cO<

蛋白表达较
O41C

模型组降低!

!!

丁苯酞通过作用于缺血脑组织病理生理过程中的

多个靶点而发挥脑保护作用!本研究通过与模型组比

较发现丁苯酞组相应时间点的
?cO<

阳性表达减少!

相应时间点的
E26"%%

蛋白阳性细胞数目有所增加!

说明丁苯酞能抑制缺血性脑损伤中
?cO<

的阳性表

达!改善神经功能损伤"我们推测在神经损伤中丁苯

酞可以减少
?cO<

表达!减少生长锥塌陷!保护轴突

的结构!维持神经突起间联系!保障细胞间信息的传

递!最终减轻神经功能的损伤"

综上所述!本研究提示丁基苯酞可减少缺血性脑

损伤后大鼠脑组织
?cO<

表达!从而减轻神经功能的

损害"由此可以推测!

ET3

通过缺血性脑损伤后脑组

织内
?cO<

生成!起到神经保护作用!但丁基苯酞引

起表达变化的具体机制又是什么!以及二者之间的具

体关系!这值得我们进一步研究!以便为临床脑梗死患

者提供新的治疗思路"
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