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脑缺血再灌注损伤（ＣＩＲＩ）是导致缺血性脑卒中进
一步恶化的主要原因犤１犦，其病理过程涉及复杂的时间级

联反应，早期以神经损伤为主，后期以神经修复为主犤２犦。

机体在 ＣＩＲＩ的后期触发启动内源性修复机制，通过多
种途径进行神经的自我修复，其中神经营养因子的释

放，对缺血灶周围神经细胞的恢复、神经突起新生、新突

触形成及神经功能重塑等的促进作用明显犤３犦。但这种神

经自我修复能力是有限的，因此通过药物增强机体的内

源性神经修复，对于ＣＩＲＩ的恢复及预后具有重要意义犤４犦。

前期研究发现，天麻主要活性成分之一对羟基苯甲醛

（ＰＨＢＡ）对模型大鼠的 ＣＩＲＩ有改善作用，其保护机制
与抗神经细胞凋亡有关，抗凋亡保护受损神经元是促进神

经修复的重要环节，提示ＰＨＢＡ具有促ＣＩＲＩ神经修复的
作用犤５犦。本研究中从调控内源性神经营养因子的角度出

发，探讨ＰＨＢＡ促大脑中动脉栓塞再灌注（ＭＡＣＯ／Ｒ）大
鼠神经修复的作用及其机制。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，雄性，体质量 ２５０～３００ｇ，

购自四川省医学科学院实验动物研究所，动物生产许可

对羟基苯甲醛对模型大鼠脑缺血再灌注损伤修复作用研究

杨 媛，代 蓉△，张冰琳，贾媛媛，马琛婧
（云南中医药大学中药学院，云南 昆明 ６５０５００）

摘要：目的 探讨对羟基苯甲醛（ＰＨＢＡ）对模型大鼠脑缺血再灌注损伤的修复作用。方法 以线栓法建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型。建

模成功的２０只大鼠分为模型组（等体积含吐温 －８０的蒸馏水）和 ＰＨＢＡ组（２０ｍｇ／ｋｇ），各１０只；设假手术组（等体积含吐温 －８０的蒸
馏水）；各组灌胃相应药物，每天 １次，连续 １４ｄ。给药 ７ｄ及 １４ｄ后，进行大鼠神经病学评分；采用免疫荧光法检测神经元特异
核蛋白牗ＮｅｕＮ牘阳性表达水平；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测血管内皮生长因子 Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）蛋白表达水平。
结果 与假手术组比较，模型组大鼠神经病学评分和 ＶＥＧＦ－Ａ、ＢＤＮＦ蛋白表达水平显著升高，ＮｅｕＮ阳性表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５
或 Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，ＰＨＢＡ组大鼠给药７ｄ及１４ｄ后的神经病学评分显著降低，ＢＤＮＦ蛋白表达水平和 ＮｅｕＮ阳性表达水平均
显著升高，大鼠给药７ｄ后的 ＶＥＧＦ－Ａ蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。结论 ＰＨＢＡ可促进脑缺血再灌注损伤模型大
鼠神经的修复，其作用机制与促进内皮细胞释放神经营养因子ＶＥＧＦ－Ａ和ＢＤＮＦ有关。
关键词：对羟基苯甲醛；脑缺血再灌注损伤；神经营养因子；神经修复；大鼠；作用机制
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注：与假手术组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与模型组比较，
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。表２同。

ＶＥＧＦ－Ａ ＢＤＮＦ

表２ 各组大鼠脑内 ＶＥＧＦ－Ａ和 ＢＤＮＦ蛋白表达水平比较
（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别

神经病学评分牗分牘 ＮｅｕＮ阳性表达水平
组别

表１ 各组大鼠神经病学评分及 ＮｅｕＮ阳性表达水平比较
（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

假手术组

模型组

ＰＨＢＡ组

７ｄ
０

３．００００±０．８１６５＃＃

２．２０００±０．６３２５

１４ｄ
０

３．２０００±０．７８８８＃＃

２．２０００±０．６３２５

７ｄ
０．２０５９０±０．０３１５７
０．０６９８８±０．０５９２５＃＃

０．１８１８０±０．０６５７５

１４ｄ
０．２０１４０±０．０３２４４
０．０２５５６±０．０５８３４＃＃

０．１７２６０±０．０７６６８

假手术组

模型组

ＰＨＢＡ组

７ｄ
０．５５１３±０．２２３８
１．０９６０±０．３４４１＃

１．６１３０±０．５６４１

１４ｄ
０．４２５３±０．１１４１
１．２３８０±０．５８７８＃

１．８９００±０．６２４６

７ｄ
０．２０３５±０．００８９
０．１６３３±０．０１５３＃＃

１．３３９０±０．５０５４

１４ｄ
０．１９５９±０．００８４
０．１７８３±０．０１３５＃

１．７７８０±０．７９０９

证号为 ＳＣＸＫ（川）２０１６－１６。标准条件饲养，自由进食、
饮水，适宜温度、湿度，人工黑暗和光照交替。

仪器：１６５－８００１型垂直电泳系统、１６５４１００型半干
转膜装置，均购自Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍＡＣＣｈｅｍｉ
ＨＲ４１０型凝胶成像分析系统（美国ＵＶＰ公司）；ＰｒｉｍｏＲ型
高速台式冷冻离心机（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；Ｔｉ－Ｓ型
荧光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）。

试药：ＰＨＢＡ（北京百灵威科技有限公司，批号为
Ｌ７６０Ｎ２９）；血管内皮生长因子 Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）多克隆抗
体（批号为 ＥＰ１１７６Ｙ）、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）单
克隆抗体（批号为 ＥＰＲ１２９２）、神经元特异核蛋白
（ＮｅｕＮ）多克隆抗体（批号为 ＥＰＲ１２７６３），均购自英国
Ａｂｃａｍ公司；磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体
（美国 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ，Ｉｎｃ．，批号为 １０４９４－１－ＡＰ）；
吐温－８０（天津市风船化学试剂科技有限公司，批号为
Ｑ／ＨＧ３０２０－９９）。
１．２ 方法
１．２．１ 建模、分组与给药

选取体质量大于 ２８０ｇ的大鼠 ３０只，腹腔注射
１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉，以线栓法建立大鼠中
动脉缺血再灌注模型犤６－７犦。建模成功标准：激光散斑监

测大鼠脑血流量降至基础值的 ４３％ ～５３％；激光多
普勒监测大鼠脑血流量降低至基础值的 １０％～２０％；
Ｌｏｎｇａ５分法检测神经学评分为１～３分。取建模成功大
鼠２０只，分为模型组（等体积含吐温－８０的蒸馏水）和
ＰＨＢＡ组（２０ｍｇ／ｋｇ），各１０只。另取正常大鼠１０只，进
行阻塞中动脉线栓法操作，作为假手术组（等体积含吐

温－８０的蒸馏水），各组灌胃给予相应药物，每天１次，
连续 １４ｄ，灌胃体积为每 １００ｇ体质量 １ｍＬ。以 ＰＨＢＡ
２００ｍｇ，加吐温 －８０助溶，完全溶解后用蒸馏水定容至
１００ｍＬ，作为受试药品溶液。
１．２．２ 考察指标

神经病学评分：给药 ７ｄ及 １４ｄ后，参照 Ｌｏｎｇａ
５分法犤８犦行大鼠神经病学评分。０分，无明显神经功能障
碍；１分，提尾悬空不能伸展左侧前爪、有运动障碍；２分，
行动不协调，行走时向左侧倾斜、划圈；３分，行走困难，
并向左侧倾倒；４分，不能自发行走，意识水平下降。

ＮｅｕＮ阳性表达水平检测：采用免疫荧光法。给药
７ｄ及１４ｄ后，各组取 ４只大鼠，快速断头取脑，４％对
多聚甲醛固定 ２ｈ，２０％、３０％蔗糖梯度脱水后包埋、
切片（１５μｍ），复温 ４０ｍｉｎ，用 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ，含 ０．１％Ｔｒｉｔｏｎ）漂洗 ３次，５０％山羊血清室温
孵育２ｈ；在０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中加入一抗ＮｅｕＮ（１∶１００，
Ｖ／Ｖ），４℃孵育过夜；取出后用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（含
０．１％Ｔｒｉｔｏｎ）漂洗３次，在０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中

加入二抗室温孵育 １ｈ；取出后用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（含
０．１％Ｔｒｉｔｏｎ）漂洗３次，擦干水分，避光封片，荧光显微镜
拍摄。以镜下绿色与蓝色荧光重合表达处，作为阳性表达。

ＶＥＧＦ－Ａ和ＢＤＮＦ蛋白表达水平检测：采用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法。给药７ｄ及１４ｄ后，各组取６只大鼠，快速断头
取脑，于－８０℃冻存。取冻存大鼠脑组织，加细胞裂解
液，超声匀浆１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，
以二喹啉甲酸（ＢＣＡ）法进行蛋白定量。９５℃水浴５ｍｉｎ，取
上清液制备 ５０μｇ蛋白样品。电泳后转 ＰＶＤＦ膜，加一
抗、ＢＤＮＦ（１∶１０００，Ｖ／Ｖ）、ＶＥＧＦ－Ａ（１∶２００，Ｖ／Ｖ）、
ＧＡＰＤＨ（１∶１０００，Ｖ／Ｖ），室温孵育２ｈ，回收一抗；ＴＢＳＴ
洗膜３次，分别加入二抗，３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，加
入 ＥＣＬ化学发光试剂，将 ＰＶＤＦ膜放入暗盒中，压上
Ｘ胶片，取出胶片后显影、定影、清洗。然后，通过 Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件将条带灰度值数字化，目的条带与内参条带灰度
比值为各目的蛋白相对表达量。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析，计量资料用 Ｘ±ｓ

表示，行ＬＳＤ－ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见表１、表２、图１和图２。
３ 讨论

ＣＩＲＩ发生后，大脑皮质缺血或局灶性病变可引起
损伤区微环境变化，导致神经细胞及胶质细胞结构改

变，触发内源性神经修复，但这种由疾病引发的自身适

应性改变由于缺乏促进轴突再生和引导其正确延伸发

展的微环境，很难再生形成功能性突触联系，最终会导

致神经功能完全缺失，这种内源性修复对受损神经功能

的修复作用是有限的犤９犦。神经修复治疗就是对 ＣＩＲＩ这
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Ⅰ．给药７ｄ Ⅱ．给药１４ｄ

Ａ．假手术组 Ｂ．模型组 Ｃ．ＰＨＢＡ组
注：标注为阳性表达。

图１ 大鼠大脑皮层 ＮｅｕＮ表达水平（×２００）

图２ 大鼠脑内 ＶＥＧＦ－Ａ及 ＢＤＮＦ蛋白表达水平
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２３ｋＤ
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一过程的发生、发展及影响因素进行研究，通过药物或

细胞治疗刺激和促进机体分泌神经营养及保护因子等，

为神经功能修复创造一个良好的微环境，促进内源性神

经修复，并最大限度修复患者受损神经功能犤１０犦。因此，

积极寻找可调控多种生长因子和使用安全、方便的促神

经修复药物仍是目前ＣＩＲＩ研究的重点犤１１犦。

线栓法犤１２犦可机械性阻断大脑中动脉的血供来建立

大脑中动脉缺血模型，在缺血后拔出线栓，恢复血流实现

再灌注损伤，于是本试验中采用脑缺血再灌注模型，以模

拟 ＣＩＲＩ的损伤过程，对模型大鼠连续给予 ＰＨＢＡ１４ｄ，
观察受试药对模型大鼠的促神经修复作用及其机制。

神经病学评分可通过模型大鼠体征异常变化判断

神经功能缺损的程度。ＮｅｕＮ是神经组织中成熟神经细
胞的特异性表达蛋白，参与神经系统的发育、分化和功

能维持，其表达数量变化可反映神经元的受损程度犤１３犦。

本研究中以神经病学评分和大脑皮层 ＮｅｕＮ阳性表达
为指标，以评价 ＰＨＢＡ对神经功能的影响。结果表明，
ＰＨＢＡ给予７ｄ及１４ｄ后，可降低模型大鼠的神经病学
评分，升高模型大鼠大脑皮层 ＮｅｕＮ阳性表达水平，提
示其可促进神经功能的修复。

ＣＩＲＩ的发生会导致 ＶＥＧＦ－Ａ表达水平的升高，
ＶＥＧＦ－Ａ可直接促进脑缺血后海马区的神经再生，对
脑缺血后内源性神经修复发挥着重要作用。

ＢＤＮＦ是神经生长因子家族成员之一，在正常情况
下能促进中枢神经系统发育过程中神经细胞的表达、分

化及突触可塑性的调节；在ＣＩＲＩ发生过程中，其表达水
平的升高能抑制神经细胞的凋亡，将有利于受损神经细

胞的修复犤１４－１６犦。ＶＥＧＦ－Ａ是由内皮细胞分泌的神经生
长因子，在正常情况下能促进内皮细胞的增殖、迁

移、分化，参与血管的生长 犤１７犦。在 ＣＩＲＩ发生过程中，
其表达水平的升高能为受损神经元提供营养，以促进

神经修复犤１８－１９犦。本研究中以ＢＤＮＦ和ＶＥＧＦ－Ａ表达水
平为指标，以评价 ＰＨＢＡ促神经修复的作用机制，结果
表明，给予 ＰＨＢＡ７ｄ及 １４ｄ后，可升高模型大鼠脑内
ＢＤＮＦ和ＶＥＧＦ－Ａ的表达水平

综上所述，ＰＨＢＡ可促进脑缺血再灌注损伤模型大
鼠神经的修复，其作用机制与促进内皮细胞释放神经营

养因子ＶＥＧＦ－Ａ和ＢＤＮＦ有关。
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