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复方脑肽节苷脂对脑缺血再灌注损伤模型大鼠的保护作用

徐 悦，郑永强，付蓓蓓△

（湖北省十堰市人民医院·湖北医药学院附属人民医院神经内科，湖北 十堰 ４４２０００）
摘要：目的 探讨复方脑肽节苷脂对大鼠脑缺血再灌注损伤模型大鼠的保护作用。方法 将 １２０只 ＳＤ大鼠随机分为假手术组（等体积

０．９％氯化钠注射液）、模型组（等体积０．９％氯化钠注射液）、金纳多组（５０ｍｇ／ｋｇ）与复方脑肽节苷脂低、中、高剂量组（２，４，８ｍｇ／ｋｇ），各

２０只。模型组、金纳多组、复方脑肽节苷脂各剂量组大鼠予缺血再灌注以建立模型，假手术组不阻塞血流。建模成功后各组大鼠腹腔注

射相应药物，每天１次，持续１４ｄ。给药７ｄ及１４ｄ时进行神经运动功能评分；给药１４ｄ后进行贴纸去除及平衡木行走试验，采用逆转

录定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）法，酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法和免疫组化法分别检测大鼠缺血脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ，ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ，ＰＩＮＫ１
ｍＲＮＡ及蛋白表达水平。结果 与假手术组比较，模型组大鼠神经功能缺损评分显著升高，双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时间均显著

延长，ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高牗Ｐ＜０．０５牘，Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ，ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低牗Ｐ＜０．０５牘；与模型

组比较，金纳多组及复方脑肽节苷脂低、中、高剂量组神经功能缺损评分均显著降低，双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时间均显著缩短，

ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低，Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ，ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高牗Ｐ＜０．０５牘。结论 复方脑肽节苷脂

对脑缺血再灌注损伤模型大鼠具有较好的保护作用，能明显改善其神经、感觉及运动功能，其机制与其促进 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ，ＰＩＮＫ１
ｍＲＮＡ及蛋白表达，抑制 Ｐａｒｋｉｎ表达，从而抑制神经细胞凋亡有关。

关键词：复方脑肽节苷脂；脑缺血再灌注模型；大鼠；自噬基因；作用机制
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脑缺血再灌注会导致局部缺血脑组织功能损害，其

损害程度与缺血时间长短及残存血流量有关，短期不完

全性缺血引起可逆性损害，而长期完全缺血或严重缺血

会引起梗死犤１－３犦。内质网是细胞表面和细胞外蛋白质的

合成、加工和转运的主要场所，当未折叠蛋白聚集及

Ｃａ２＋平衡紊乱时，将发生内质网应激，进而诱导神经细
胞凋亡犤４－５犦。自噬基因 Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１是细胞凋
亡调节因子犤６犦。复方脑肽节苷脂具有抗炎、抗氧化、免疫

调节、保肝等多种作用，能通过抑制缺血区苯二氮 受

体的表达，减少半暗区面积，从而发挥对缺血脑组织的

保护作用犤７犦。本研究中探讨了复方脑肽节苷脂对脑缺血

再灌注损伤模型大鼠的保护作用及对 Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ
和 ＰＩＮＫ１表达的影响，为脑缺血再灌注损伤的临床治
疗提供了理论依据。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物、仪器与试药
动物：清洁级 ＳＤ大鼠 １２０只，１２周龄，体质量

（１０９．７６±１１．０３）ｇ，雌雄兼半，由山东大学医学院实验
动物中心提供 犤动物生产许可证号 ＳＣＸＫ牗鲁 牘
２００９０００１犦，大鼠自由摄食及饮水，自动控制昼夜循环
（１２／１２ｈ），室温（２２±１）℃。每周称体质量１次，每周调
换笼位１次，符合《实验动物管理条例》要求。

仪器：ＭＫ３型酶标仪（美国热电公司）；ＡＢＩ７５００型
荧光聚合酶链反应（ＰＣＲ）仪（赛默飞世尔科技 ＜中国 ＞
有限公司）。

试药：复方脑肽节苷脂注射液（吉林步长制药有限

公司，国药准字 Ｈ２２０２６４７２，规格为每支２ｍＬ）；银杏叶
提取物注射液（金纳多，台湾济生化学制药厂股份有限

公司，规格为每支 ５ｍＬ∶１７．５ｍｇ）；Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，
ＰＩＮＫ１酶 联 免 疫 吸 附 （ＥＬＩＳＡ）试 剂 盒 牗批 号 为
ＫＩＴ１０１５４－２，ＫＩＴ１０４１６－７，ＫＩＴ１０５７５－１牘，均购自南京
金益柏生物科技有限公司；Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１一抗、
二抗均购自武汉伊艾博科技有限公司；ＤＡＢ显色试剂盒
购自武汉博士德生物工程有限公司；ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂
盒购自美国Ｑｉａｇｅｎ公司；水为蒸馏水。
１．２ 方法

建模与分组、给药：将１２０只ＳＤ大鼠随机分为６组，
即假手术组（Ａ组，等体积 ０．９％氯化钠注射液），模型
组（Ｂ组，等体积０．９％氯化钠注射液），金纳多组（Ｃ组，
５０ｍｇ／ｋｇ）与复方脑肽节苷脂低、中、高剂量组（Ｄ１，Ｄ２，
Ｄ３，２，４，８ｍｇ／ｋｇ）。Ｂ组、Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组大鼠腹
腔注射戊巴比妥麻醉后，结扎颈外动脉远端，在颈外动

脉上切开１个小口，将１条尼龙线（直径０．２５ｍｍ，尖端

涂抹硅胶）插入颈内动脉至２０ｍｍ，并结扎，４ｈ后，将线
栓轻轻拉出，以建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型。Ａ组
只切开皮肤和分离血管，不进行阻塞血流。术后给予大

鼠２０万Ｕ青霉素肌肉注射，连续使用３ｄ。建模成功后
各组大鼠腹腔注射相应药物，每天１次，持续１４ｄ，根据
成人剂量公式相应换算，大鼠用药量为成人的６．２４倍，
将注射液溶于蒸馏水，以 ２０．０ｍＬ／ｋｇ剂量腹腔注射，
配制药液质量浓度为１０．０ｇ／ｍＬ。

神经功能缺损评分：分别于给药 ７，１４ｄ时，根据
ＢｅｄｅｒｓｏｎＪＢ评分法犤８犦进行神经功能缺损评分，包括运

动、感觉、反射和平衡能力测试等。

贴纸去除及平衡木行走试验：给药１４ｄ时，依据相
关文献犤９犦方法进行。

Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ水平检测：给药 １４ｄ
后，处死大鼠，以逆转录定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测
Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ的表达水平。大鼠脑组织
样品中提取总 ＲＮＡ，合成 ｃＤＮＡ，以 β－ａｃｔｉｎ引物为内
参。ＰＣＲ条件：９５℃持续 １０ｍｉｎ，４０个循环，持续 １５ｓ，
温度 ６０℃。使用 ＳＤＳ２．０．１软件（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
计算循环阈值（Ｃｔ）值。

Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１蛋白水平检测：称取大鼠缺
血脑组织，制成匀浆，收集上清液，以 ＥＬＩＳＡ法检测
Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１蛋白水平。

Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１蛋白表达水平观察：制作常
规大鼠缺血脑组织石蜡切片，使用常规链霉菌抗生物素

蛋白－过氧化物酶法进行免疫组化染色，将组织列切片
用二甲苯脱蜡，通过梯度乙醇脱水浸入含有０．３％过氧
化氢的甲醇中 ２０ｍｉｎ，将切片浸入 ｐＨ６的柠檬酸盐缓
冲液中，并在 ８００Ｗ微波炉中加热 １０ｍｉｎ进行实现抗
原修复。以抗生物素蛋白 ／生物素结合阻断内源性过氧
化物酶，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，１％ 的 Ｂｅｃｌｉｎ１，
Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１抗体工作液牗１∶２００，Ｖ／Ｖ牘４℃孵育过夜
（加链霉菌抗生物素蛋白）。３，３′－二氨基联苯胺四盐酸
盐（ＤＡＢ）显色，苏木精复染后封片，以乙醇脱水，以二甲
苯澄清。随机选择１０个高倍（４００倍）视野，按阳性细胞
数量及着色强度进行计分：无色为０分，淡黄色为１分，棕
黄色为２分，棕褐色为３分；同时计数；阳性细胞＞５０％
为（＋＋＋），２６％～５０％为（＋＋），６％～２５％为（＋），≤５％
为 （－），（－）及（＋）归为不表达或低表达，即为阴性，
（＋＋）及（＋＋＋）归为高表达，即为阳性。
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２３．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，行 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ
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２ 结果

２．１ 神经运动功能评分
结果见表 １。与 Ａ组比较，Ｂ组大鼠神经功能缺损

评分显著升高牗Ｐ＜０．０５牘；与 Ｂ组比较，Ｃ组与 Ｄ１组、
Ｄ２组、Ｄ３组大鼠给药 ７ｄ及 １４ｄ时神经功能缺损评分
显著降低牗Ｐ＜０．０５牘，且与复方脑肽节苷脂给药剂量呈
负相关。

２．２ 双侧贴纸去除时间和平衡木过杆时间
结果见表 １。与 Ａ组比较，Ｂ组大鼠双侧贴纸去除

时间、平衡木过杆时间均显著延长牗Ｐ＜０．０５牘；与 Ｂ组
比较，Ｃ组与 Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组双侧贴纸去除时间、平
衡木过杆时间均显著缩短牗Ｐ＜０．０５牘，且与复方脑肽节
苷脂给药剂量呈负相关。

２．３ Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ，ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ，ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ表
达水平

结果见表 １。与 Ａ组比较，Ｂ组大鼠脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ１
ｍＲＮＡ和 ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ表达水平均显著降低，Ｐａｒｋｉｎ
ｍＲＮＡ表达水平显著升高；与 Ｂ组比较，Ｃ组与 Ｄ１组、
Ｄ２组、Ｄ３组大鼠脑组织Ｂｅｃｌｉｎ１和ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ表达水
平均显著升高，ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），
且随着复方脑肽节苷脂给药剂量的增加，Ｂｅｃｌｉｎ１和
ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ表达水平逐渐升高，ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ表达水
平逐渐降低。

２．４ Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１蛋白表达水平
结果见表 １和图 １。与 Ａ组比较，Ｂ组大鼠脑组织

Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＰＩＮＫ１蛋白表达水平均显著降低，Ｐａｒｋｉｎ蛋

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ

Ⅱ

Ⅰ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ

Ⅲ
Ａ．Ａ组 Ｂ．Ｂ组 Ｃ．Ｃ组 Ｄ．Ｄ１组 Ｅ．Ｄ２组 Ｆ．Ｄ３组

Ⅰ．Ｂｅｃｌｉｎ１ Ⅱ．Ｐａｒｋｉｎ Ⅲ．ＰＩＮＫ１
图１ 复方脑肽节苷脂对模型大鼠自噬基因表达的影响牗×４００牘

注：与 Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５。

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

５０
２
４
８

７ｄ
１．００±０．１０
１０．６６±０．４７＃

５．３４±０．１４

８．１４±０．３４

６．２３±０．２３

５．３５±０．１６

１４ｄ
１．００±０．１０
８．７５±０．３７＃

３．５０±０．３０

５．３５±０．３１

４．９１±０．２６

３．５１±０．３０

Ｂｅｃｌｉｎ１
１８３．６７±１５．６３
７１．１４±１６．７８＃

１５５．１３±１７．８３

１０３．７３±１３．６５

１２３．１７±１９．６９

１５２．５８±１３．７４

Ｐａｒｋｉｎ
４７．１３±１５．９５
１８７．６６±９．４７＃

５３．４４±１０．０４

１３４．１４±１２．７４

６３．２３±１０．７３

５７．４５±８．７６

ＰＩＮＫ１
１４５．７７±６．４６
６７．８６±６．９８＃

１３９．５８±８．９７

８９．４５±６．９８

１２０．１５±１０．６９

１３７．６３±１２．７３

组别 剂量（ｍＬ／ｋｇ）

表１ 各组大鼠观察指标比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

神经功能缺损评分牗分牘 ｍＲＮＡ表达水平 蛋白表达水平双侧贴纸去除

时间牗ｓ牘

２６．３４±６．８７
１０３．６３±２５．６５＃

４９．３２±８．７６

８０．７６±８．１２

５１．２８±９．８８

５０．３２±９．１６

平衡木过杆

时间牗ｓ牘

１．９９±０．３４
１６．５４±６．８７＃

４．６７±０．３９

１２．３０±０．５１

８．６５±０．５１

４．７１±０．５０

Ｂｅｃｌｉｎ１
１．９４±０．１１
０．５６±０．１３＃

１．８２±０．１２

０．９１±０．１８

１．４９±０．２０

１．７８±０．１１

Ｐａｒｋｉｎ
１．１３±０．２１
２．１８±０．１９＃

１．２３±０．１７

１．８７±０．１８

１．５２±０．０９

１．３２±０．１０

ＰＩＮＫ１
１．７６±０．１７
０．９８±０．１２＃

１．５７±０．１７

１．０９±０．１７

１．１２±０．１６

１．４９±０．２０
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白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组与
Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组大鼠脑组织 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＰＩＮＫ１蛋白
表达水平均显著升高，Ｐａｒｋｉｎ蛋白表达水平显著降低
（Ｐ＜０．０５），且随着复方脑肽节苷脂给药剂量的增加，
Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＰＩＮＫ１蛋白表达水平均逐渐升高，Ｐａｒｋｉｎ蛋
白水平逐渐降低。Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１阳性表达为棕
褐色，各组 Ｂｅｃｌｉｎ１，Ｐａｒｋｉｎ，ＰＩＮＫ１阳性表达情况与各蛋
白表达水平相符。

３ 讨论

Ｐａｒｋｉｎ和 ＰＩＮＫ１是调节神经细胞凋亡的重要调控
因子，ＰＩＮＫ１是抑制细胞凋亡蛋白，Ｐａｒｋｉｎ是促细胞凋
亡蛋白犤１０－１１犦。细胞中，当Ｐａｒｋｉｎ表达水平较高时，ＰＩＮＫ１
与 Ｐａｒｋｉｎ通过磷酸二酯脱氢键形成同源二聚体
ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ，促进细胞凋亡，ＰＩＮＫ１表达水平较高时
则通过氢键形成异源二聚体 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ，抑制细胞
凋亡犤１２－１４犦。Ｂｅｃｌｉｎ１是调节内质网应激效应介导的细胞
凋亡的保护主要因素。Ｂｅｃｌｉｎ１可直接抑制 Ｃａｓｐａｓｅ－３
和 Ｃａｓｐａｓｅ－７的活性，来阻断各种刺激诱导的细胞凋
亡过程犤１５犦。

复方脑肽节苷脂能促进缺血脑组织的新陈代谢，参

与缺血脑组织神经细胞生长、分化和再生过程，具有抗细

胞凋亡作用。复方脑肽节苷脂可能通过降低核因子－κＢ
（ＮＦ－κＢ）活性及调节其表达而起到抗凋亡作用犤１６犦。此

外，复方脑肽节苷脂可以增强过氧化物酶－６的表达，
从而减少缺氧诱导的内质网应激效应和氧化应激反应，

减少神经细胞凋亡，达到保护神经细胞的目的。本研究

结果显示，复方脑肽节苷脂能明显改善脑缺血再灌注损

伤模型大鼠的神经功能、感觉及运动功能，高剂量效果

尤为明显；能促进脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织

Ｂｅｃｌｉｎ１及ＰＩＮＫ１表达，抑制Ｐａｒｋｉｎ表达，进而抑制神经
细胞凋亡。

综上所述，复方脑肽节苷脂对大鼠脑缺血再灌注损

伤的保护作用较好，能明显改善其神经功能、感觉及运

动功能，其机制与复方脑肽节苷脂能促进Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ，
ＰＩＮＫ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达，抑制ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ及蛋白
的表达，进而抑制神经细胞凋亡有关。
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