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基金项目：广东省深圳市科技计划项目犤ＪＣＹＪ２０１８０２２８１６３０３４６２７犦。
第一作者：何云，女，硕士研究生，主治医师，研究方向为重症医学，（电子信箱）３９６９７９０３１＠ｑｑ．ｃｏｍ。
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犤１４犦林 凤，肖 莉，盛崴宣，等 ．右美托咪定联合帕瑞昔布钠
超前镇痛在老龄患者髋关节手术中的应用犤Ｊ犦．中国实验诊
断学，２０１９，２９（６）：２８１－２８３．

犤１５犦张 涛，卢 林．帕瑞昔布钠超前镇痛联合 ＰＣＩＡ应用于腹

腔镜直肠癌根治术老年患者镇痛效果研究犤Ｊ犦．现代中西医
结合杂志，２０１７，２６（２０）：２２５９－２２６１．

犤１６犦刘 洋，王 生，韩庆波，等．帕瑞昔布对胸腔镜肺叶切除术
患者围术期镇痛效果、氧化应激反应及免疫功能的影响犤Ｊ犦．
临床肺科杂志，２０１８，２３（７）：１４２－１４５．
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创伤性脑损伤（ＴＢＩ）已成为严重的公共卫生问题，
但目前尚缺乏有效的治疗方法犤１犦。除了在创伤事件发生

后立即发生原发性机械损伤外，还会继发脑损伤神经细

胞死亡犤２犦。在中枢神经系统（ＣＮＳ）中，蛋白激酶Ｃ受体１
（ＲＡＣＫ１）可募集并结合许多激酶和受体，从而达到保护
神经细胞的目的 犤３犦。近端内质网应激传感器肌醇酶１

丁基苯酞对创伤性脑损伤模型大鼠神经功能的改善作用

何 云，桂水清，黄贤键，朱栋梁

（广东省深圳市第二人民医院，广东 深圳 ５１８０３５）
摘要：目的 探讨丁基苯酞（ＮＢＰ）对创伤性脑损伤（ＴＢＩ）模型大鼠神经功能的改善作用，以及对 ＩＲＥ１／ＸＢＰ１信号通路的影响。
方法 将 ６０只 大鼠分为假手术组、模型组，以及 ＮＢＰ高、中、低剂量组（４０，２０，１０ｍｇ／ｋｇ），各 １２只。采用改良 Ｆｅｅｎｅｙ自由落体撞击法
复制大鼠 ＴＢＩ模型。建模后，各组大鼠腹腔注射相应药物，每天１次，持续７ｄ。评估大鼠神经功能缺损情况；测定大鼠脑组织含水量；采
用 ＴＵＮＥＬ法评估大鼠脑细胞凋亡情况，并计算凋亡指数；采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法测定大鼠脑组织匀浆中丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）水平；采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法测定蛋白激酶 Ｃ受体 １（ＲＡＣＫ１）、磷酸化 ＩＲＥ１（ｐ－ＩＲＥ１）、Ｘ－ｂｏｘ结合蛋白 １
（ＸＢＰ１）、葡萄糖调节蛋白 ７８（ＧＲＰ７８）水平。结果 与模型组比较，ＮＢＰ高、中、低剂量组大鼠神经功能缺损评分，细胞凋亡指数，ＭＤＡ，

ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１，ＧＲＰ７８水平均显著降低；ＳＯＤ和 ＲＡＣＫ１水平均显著升高，脑组织含水量显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论 ＮＢＰ对 ＴＢＩ模型
大鼠神经功能有一定改善作用，其机制与抑制ＩＲＥ１／ＸＢＰ１信号通路有关。
关键词：丁基苯酞；创伤性脑损伤；神经功能；ＩＲＥ１／ＸＢＰ１信号通路；作用机制
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（ＩＲＥ１）信号通路的激活也可通过 ＲＡＣＫ１的直接结合
而触发犤４犦。激活的ＩＲＥ１通过编码转录因子Ｘ－ｂｏｘ结合
蛋白 １（ＸＢＰ１）发挥作用，并协调如葡萄糖调节蛋白 ７８
（ＧＲＰ７８）等未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）基因的表达犤５犦。有研

究表明，ＩＲＥ１／ＸＢＰ１信号通路在 ＣＮＳ疾病中可预防神
经细胞凋亡。低表达的ＸＢＰ１可抑制神经细胞中淀粉样
β神经毒性，而 ＸＢＰ１的过表达会触发帕金森病模型小
鼠中多巴胺能神经细胞的变性犤６－７犦。丁基苯酞（ＮＢＰ）已
被批准用于预防脑缺血犤８犦，但尚不清楚ＮＢＰ是否对ＴＢＩ
模型大鼠的神经功能有改善作用，本研究中拟就此问题

进行探讨。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 材料

仪器：ＨＢＳ－１０９６Ｂ型酶标仪（南京德铁实验设备
有限公司）；ＡＳＰ３００Ｓ型组织脱水机、１１５０型包埋机、
ＲＭ２２５５型全自动轮转切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；
Ｅ４００型光学显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）；ＧｅｌＤｏｃ－Ｉｔ２３１０
型凝胶成像仪（美国 ＵＶＰ公司）；１６５－８０３３型垂直电
泳仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

试剂：ＮＢＰ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；苏木素染色液（上海
碧云天生物技术研究所）；ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒
（碧云天生物技术公司）；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二
醛（ＭＤＡ）试剂盒，均购自上海生工生物工程有限公司；
蛋白抽提试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）；

ＲＡＣＫ１、磷 酸 化 ＩＲＥ１（ｐ－ＩＲＥ１）、ＸＢＰ１、ＧＲＰ７８、
β－ａｃｔｉｎ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；纯化山羊抗小鼠
ＩｇＧ二抗（武汉艾美捷科技有限公司）；水为纯化水。

动物：ＳＤ大鼠，雄性，体质量（２００±２０）ｇ，购自吉林
大学实验动物中心，动物生产许可证号为 ＳＣＸＫ（吉）
２０１７－０００１，动物质量合格证号为２０１８１１２３０４。在环境
温度（２３±２）℃，相对湿度 ６０％～７０％，光照 １２ｈ明暗
交替环境中适应性喂养１周后进行试验。
１．２ 方法

模型制备及分组、给药：将６０只大鼠分为假手术组
（等体积生理盐水），模型组（等体积生理盐水），ＮＢＰ低、
中、高剂量组（１０，２０，４０ｍｇ／ｋｇ），各 １２只。采用改良
Ｆｅｅｎｅｙ自由落体撞击法制备大鼠ＴＢＩ模型。麻醉后将大
鼠俯卧固定在立体定位仪上，备皮消毒后切开头部皮

肤，于冠状缝后中线右侧开 ３ｃｍ磨取５ｍｍ的骨窗，用
颅脑撞击器在硬脑膜上放置 １个与骨孔大小吻合的垫
片及直径４ｍｍ的撞针，用４０ｇ砝码从４０ｃｍ高处自由
落体撞击撞针，造成大鼠右侧大脑半球脑挫裂伤。假手

术组只磨取骨窗，不予撞击。缝合切口，待大鼠麻醉清醒

后，各组大鼠分别腹腔注射相应药物牗注射体积每１００ｇ
体质量２ｍＬ牘，每日１次，连续７ｄ犤９犦。

神经功能缺损评分：末次给药 １ｈ后评估神经功
能，完全无法走路计 ５分，无法自发行走和失去知觉计
４分，走路时向内倾斜计３分，走路时向内旋转计２分，前
爪无法完全伸展计１分，无神经功能障碍表现计０分。

脑组织含水量检测：处死大鼠，取脑组织，去除软脑

膜和凝血块，每组 ４只以福尔马林固定，４只以液氮保
存，４只进行脑含水量测定。取右侧脑半球，称定体质量
后置６０℃烤箱中烤至恒重，再次称定质量，计算脑组织
含水量。含水量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。

脑细胞凋亡检测：制备常规脑组织病理石蜡切片，

经二甲苯脱蜡和无水乙醇脱水后，以 ＴＵＮＥＬ法采用荧
光显微镜检测凋亡细胞，以碘化丙啶（ＤＡＰＩ）反染细胞
核，计算阳性细胞率。

ＭＤＡ和 ＳＯＤ水平检测：制备脑组织匀浆，吸取上
清液，按酶联免疫吸附法测定ＭＤＡ和ＳＯＤ水平。

ＲＡＣＫ１，ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１，ＧＲＰ７８表达水平检测：采
用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。制备脑组织匀浆，取５０ｍｇ，加入１ｍＬ
预冷蛋白抽提试剂，冰浴２ｈ，离心，取上清液，１００℃煮
１０ｍｉｎ进行变性。各组取２０μｇ上样，转模，５％ 脱脂奶
粉室温封闭 １ｈ，加入 ＲＡＣＫ１（１∶４００）、ｐ－ＩＲＥ１
（１∶２００）、ＸＢＰ１（１∶２００）、ＧＲＰ７８（１∶３００）一抗，４℃孵育过
夜，回收一抗，ＴＢＳＴ清洗 ２次，加入二抗（１∶５０００），
在室温下孵育 ３０ｍｉｎ，回收二抗，ＴＢＳＴ清洗 ３次，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 ＩｍａｇｅＪ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。定量资料以 Ｘ±ｓ
表示，行ＬＳＤ－ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对神经功能缺损评分和脑组织含水量的影响

与假手术组比较，模型组大鼠神经功能缺损评分和

脑组织含水量显著增加（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，
ＮＢＰ高、中、低剂量组大鼠神经功能缺损评分和脑组织
含水量显著降低，且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。详见表１。
２．２ 对脑细胞凋亡的影响

与假手术组大鼠细胞凋亡指数犤（０．４８±０．１７）％犦比
较，模型组大鼠犤（６．３０±０．５２）％犦显著升高（Ｐ＜０．０５）；与
模型组比较，ＮＢＰ低、中、高剂量组大鼠凋亡指数
犤（３．６２±０．４８）％，（２．５１±０．３７）％，（１．１０±０．２７）％犦
均显著降低，且呈剂量依赖关系（Ｐ＜０．０５）。详见图１。
２．３ 对脑组织匀浆中ＭＤＡ和ＳＯＤ水平的影响

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织匀浆中 ＭＤＡ
水平显著升高，ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型
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组别

假手术组

模型组

ＮＢＰ低剂量组

ＮＢＰ中剂量组

ＮＢＰ高剂量组

剂量（ｍｇ／ｋｇ）

１０
２０
４０

神经功能缺损评分（分）

０
３．４０±０．２８ａ

２．８４±０．３６ｂ

１．８８±０．２７ｂｃ

１．１５±０．１２ｂｃｄ

脑组织含水量（％）

７７．５４±０．２８
８２．２３±０．４９ａ

８０．６８±０．５１ｂ

７９．２５±０．３５ｂｃ

７８．９１±０．４１ｂｃｄ

组别

假手术组

模型组

ＮＢＰ低剂量组

ＮＢＰ中剂量组

ＮＢＰ高剂量组

剂量（ｍｇ／ｋｇ）

１０
２０
４０

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

４．７８±０．５７
１２．０９±１．８２ａ

９．５２±０．４３ｂ

７．６８±０．８３ｂｃ

６．０２±０．７０ｂｃｄ

ＳＯＤ（Ｕ／ｇ）

２４．３５±３．４２
７．３４±０．４０ａ

９．７５±０．９８ｂ

１３．８４±２．４６ｂｃ

１７．２８±３．６１ｂｃｄ

组别

假手术组

模型组

ＮＢＰ低剂量组

ＮＢＰ中剂量组

ＮＢＰ高剂量组

剂量（ｍｇ／ｋｇ）

１０
２０
４０

ＲＡＣＫ１
３．２８±０．４１
０．６２±０．０７ａ

１．２８±０．２５ｂ

１．８３±０．３７ｂｃ

２．６９±０．１３ｂｃｄ

ｐ－ＩＲＥ１
０．４２±０．０５
１．８２±０．２９ａ

１．５３±０．０９ｂ

１．３０±０．２１ｂｃ

０．９４±０．０８ｂｃｄ

ＸＢＰ１
０．４５±０．０７
１．２７±０．２８ａ

０．８５±０．１４ｂ

０．７３±０．０９ｂｃ

０．５５±０．０６ｂｃｄ

ＧＲＰ７８
０．１９±０．０４
１．７６±０．１８ａ

１．２７±０．２５ｂ

０．５４±０．０４ｂｃ

０．３３±０．０５ｂｃｄ

注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与

ＮＢＰ低剂量组比较，ｃＰ＜０．０５；与 ＮＢＰ中剂量组比较，ｄＰ＜０．０５。
表２、表３同。

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０．０５；ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｂＰ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅ

ＮＢＰ ｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｃＰ＜ ０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅｉｎ ｔｈｅＮＢＰ

ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｄＰ＜０．０５；ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２ａｎｄＴａｂ．３．

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

ＴＵＮＥＬ

ＤＡＰＩ

ＭＥＲＧＥ

Ａ．假手术组 Ｂ．模型组 Ｃ．ＮＢＰ低剂量组 Ｄ．ＮＢＰ中剂量组 Ｅ．ＮＢＰ高剂量组
图１ 大鼠脑细胞凋亡情况

Ａ．Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ Ｂ．Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ Ｃ．ＮＢＰｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｄ．ＮＢＰｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｅ．ＮＢＰｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ．１ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｂｒａｉｎｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓ

表２ 各组大鼠脑组织匀浆中 ＭＤＡ和 ＳＯＤ水平比较
（Ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｔａｂ．２ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＭＤＡ ａｎｄＳＯＤ ｌｅｖｅｌｓｉｎｂｒａｉｎｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ

ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，ｎ＝４）

表 ３ 各组大鼠脑组织匀浆中 ＲＡＣＫ１，ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１，ＧＲＰ７８
表达水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｔａｂ．３ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＡＣＫ１，ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１ａｎｄＧＲＰ７８ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｂｒａｉｎｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，ｎ＝４）

模型大鼠的氧化应激水平，减轻脑水肿症状，并改善神

经功能评分，抑制神经细胞凋亡。氧化应激在 ＴＢＩ病理
过程中扮演重要作用。为了缓解氧化应激，细胞激活

ＵＰＲ级联反应，其目的是通过减少错误折叠蛋白的负
荷来重建内质网蛋白稳定，抑制细胞凋亡犤１１犦。最保守的

ＵＰＲ信号传导途径是由ＩＲＥ１的激活引发的，ＩＲＥ１在增
强细胞存活中起关键作用犤１２犦。ＲＡＣＫ１是ＩＲＥ１信号传导
的关键调节剂。敲除 ＲＡＣＫ１的阿尔茨海默病（ＡＤ）模
型，小鼠的大量神经细胞凋亡和神经功能损伤犤１３犦。本研

究中 ＴＢＩ模型大鼠脑组织中 ＲＡＣＫ１水平降低，与上述

·药学论著·
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表１ 各组大鼠神经功能缺损评分和脑组织含水量比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｔａｂ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅａｎｄ ｂｒａｉｎ ｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，ｎ＝４）

组比较，ＮＢＰ低、中、高剂量组大鼠脑组织匀浆中 ＭＤＡ
水平显著降低，ＳＯＤ水平显著升高，且呈剂量依赖关系
（Ｐ＜０．０５）。详见表２。
２．４ 对脑组织匀浆中 ＲＡＣＫ１，ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１，
ＧＲＰ７８表达水平的影响

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织匀浆中

ＲＡＣＫ１水平显著降低，ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１，ＧＲＰ７８水平均
显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＮＢＰ低、中、高剂
量组大鼠脑组织匀浆中 ＲＡＣＫ１水平显著升高，ｐ－
ＩＲＥ１，ＸＢＰ１，ＧＲＰ７８水平均显著降低，且呈剂量依赖关
系（Ｐ＜０．０５）。详见表３及图２。
３ 讨论

ＴＢＩ２４ｈ后，外伤皮质周围氧化产物（ＭＤＡ）水平升
高，抗氧化酶活性减弱犤１０犦。本研究中，ＮＢＰ可减轻 ＴＢＩ
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ＲＡＣＫ１

ｐ－ＩＲＥ１

ＸＢＰ１

ＧＲＰ７８

β－ａｃｔｉｎ

Ａ．假手术组 Ｂ．模型组 Ｃ．ＮＢＰ低剂量组
Ｄ．ＮＢＰ中剂量组 Ｅ．ＮＢＰ高剂量组

图２ 大鼠脑组织匀浆中 ＲＡＣＫ１，ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１，ＧＲＰ７８
表达水平

Ａ．Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ Ｂ．Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ Ｃ．ＮＢＰｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ
Ｄ．ＮＢＰｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｅ．ＮＢＰｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ．２ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲＡＣＫ１，ｐ－ＩＲＥ１，ＸＢＰ１ａｎｄＧＲＰ７８ｉｎ
ｂｒａｉｎｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ
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研究一致。相反，ＲＡＣＫ１过表达可显著改善脑外伤后的
继发性脑损伤，ＮＢＰ可提高脑组织中 ＲＡＣＫ１水平犤１４犦。

ＲＡＣＫ１的神经保护作用可能是通过激活 ＩＲＥ１磷酸化
来实现的，一旦被激活，ＩＲＥ１作为跨膜激酶催化去除编
码 ＸＢＰ１的内含子，产生剪接的 ＸＢＰ１ｍＲＮＡ，产生功能
性 ＸＢＰ１蛋白犤１５犦。ＲＥ１磷酸化导致了功能性转录因子
ＸＢＰ１及其下游靶基因 ＧＲＰ７８的产生犤１６犦。ＲＡＣＫ１以葡
萄糖刺激或氧化应激反应的方式与 ＩＲＥ１相互作用，从
而激活ＩＲＥ１。有研究使用ＩＲＥ１抑制剂十二烷基苯磺酸
（ＤＢＳＡ）进行论证性研究，结果显示，ＤＢＳＡ特异性降低
ＩＲＥ１磷酸化水平而抑制 ＩＲＥ１的激活犤１７犦。ＸＢＰ１充当转
录因子，结合细胞核中的应激元件启动子并促进

ＧＲＰ７８表达，以恢复蛋白质的正确构象，并维持神经细
胞稳态。研究表明，磷酸化的ＩＲＥ１和ＸＢＰ１表达在试验
性脑缺血和创伤后应激障碍模型动物中增加，并促进神

经细胞凋亡犤１８犦。本研究结果显示，ＮＢＰ抑制了 ＩＲＥ１／
ＸＢＰ１信号通路，降低了脑组织中ＧＲＰ７８水平。

综上所述，ＮＢＰ对ＴＢＩ模型大鼠神经功能有一定改
善作用，其机制与抑制ＩＲＥ１／ＸＢＰ１信号通路有关。
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