
作者简介：赵丽薇 （１９８０～），主治医师，硕士，主要从事缺血性脑血管病研究。

·基础研究·

丁基苯酞对沙土鼠脑缺血再灌注损伤后ｐＥＲＫ表达的影响

赵丽薇１，聂莹雪２

（１．沈阳医学院沈洲医院神经内一科，辽宁沈阳１１０００２；２．中国医科大学附属一院神经内科，辽宁沈阳１１０００１）

　　摘　要：目的　采用沙土鼠全脑缺血再灌注模型动态观察丁基苯酞（ＮＢＰ）对脑缺血再灌注损伤后ｐＥＲＫ表达的影响。方法

　健康雄性沙土鼠分为３组：假手术组、再灌注组、ＮＢＰ治疗组，采用Ｎｉｓｓｌ染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别于１、３、７ｄ测沙土鼠脑缺

血再灌注后海马ＣＡ１区神经锥体细胞的变化和ｐＥＲＫ的表达。结果　与假手术组对比，再灌注组神经元数量大量减少，ＮＢＰ治

疗组神经元数量相对较多。ＮＢＰ治疗组较再灌注组ｐＥＲＫ升高明显，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＮＢＰ能通过调节ｐ

ＥＲＫ的表达起到改善沙土鼠脑缺血再灌注损伤的作用。
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　　许多临床及实验研究证明，丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ

ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）信号传导通路对脑缺血

再灌注损伤后的细胞凋亡起到重要的调控作用［１］。细胞外信

号 调 节 激 酶 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓ，ＥＲＫ）是

ＭＡＰＫ家族中的一个亚族，在脑缺血发生后，释放出许多因子

包括生长因子、细胞因子等，它们可激活 ＭＡＰＫ通路，在细胞

质中使细胞骨架磷酸化，通过磷酸化转录因子调节基因表

达［２］。有研究表明缺血后再灌注时ＥＲＫ活性的增加是促进细

胞存活的保护机制［３］。丁基苯酞（ＮＢＰ）是从芹菜籽中提取的经

合成的消旋化合物，已有研究表明ＮＢＰ能够从多个环节改善脑

缺血的损伤。本次实验旨在研究ＮＢＰ能否通过调节ｐＥＲＫ的

表达起到对沙土鼠脑缺血再灌注损伤后脑组织的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　５４只健康雄性沙土鼠（体质量６０～７０

ｇ）随机分为３组：假手术组（ＣＯＮ 组）、缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ

组）、ＮＢＰ治疗组（Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组），每组１８只。每组又分为３

个亚组（１、３、７ｄ），每个亚组６只。Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组：造模过程同

Ｉ／Ｒ组，于缺血后１０ｍｉｎ松开夹子立即腹腔注射ＮＢＰ４０ｍｇ／

ｋｇ。ＣＯＮ组：仅游离双侧颈总动脉但不阻断，术后立即腹腔注

射植物油（量同Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组），余步骤相同。Ｉ／Ｒ组：行双侧

颈总动脉钳夹术．于缺血后１０ｍｉｎ松开夹子立即腹腔注射植

物油（量同Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ治疗组）。以上各组分别于再灌注１、３、

７ｄ用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测海马ｐＥＲＫ的表达，用 Ｎｉｓｓｌ染色

法观察海马ＣＡ１区神经锥体细胞的变化。

１．２　方法

１．２．１　仪器及试剂　沙土鼠手术器械一套，电热恒温水浴箱，

台式高速离心机（ＴＧ１６ＷＳ型 长沙湘仪仪器有限公司），匀浆

机（ＤＬＡＸ９００型 德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ公司），分光光度计（７２２Ｓ型，上

海精密科学仪器有限公司），电泳仪（ＭｕｌｔｉｐｈｏｒⅡ，瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ

Ｂｉｏｔｅｃｈ公司），水浴式电转印槽（ＤＤＹⅢ型，北京六一仪器厂），

显微摄影系统（ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０，日本），显微图像分析系统（Ｍｅｔａ

ｍｏｒｐｈ），丁基苯酞 （石药集团丁基苯酞药业公司），多克隆抗磷

酸化ＥＲＫ抗体（武汉博士德生物制剂公司），山羊抗兔的ＬｇＧ

辣根过氧化物酶的二抗（武汉博士德生物制剂公司）。

１．２．２　实验方法　沙土鼠用４％的戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ，腹

腔注射）进行麻醉，在沙土鼠的颈部采取正中切口分离双侧颈

部肌肉和脂肪组织以及游离双侧迷走神经纤维，暴露双侧颈总

动脉，用无创动脉夹夹闭双侧颈总动脉，夹闭１０ｍｉｎ后松开动

脉夹，见双侧颈总动脉血液充盈，双侧颈总动脉重新恢复供血，

颈部切口用４号尼龙线缝合，乙醇消毒。然后分别再灌注１、

３、７ｄ，制备脑缺血再灌注模型。

１．２．３　Ｎｉｓｓｌ染色　石蜡切片常规脱蜡，脱蜡之后，切片用

ｄｄＨ２Ｏ冲洗１０ｍｉｎ，２次，然后放在 Ｎｉｓｓｌ染液中２ｈ（３７℃），

结束后按照１００％乙醇（２次）→二甲苯（２次）顺序脱水，最后

中性树胶封片。镜下观察海马ＣＡ１区神经锥体细胞的变化。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测沙土鼠海马ＣＡ１区ｐＥＲＫ　每只

沙土鼠从左侧大脑半球分离出海马组织，称质量，按１∶４的比

例加入蛋白裂解液，超声粉碎海马组织，４℃水平摇床过夜。
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次日１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ，分装蛋白，用紫外分光光度计

测蛋白质水平，然后配胶→上样→跑电泳（浓缩胶９０Ｖ×３０

ｍｉｎ，分离胶１１０Ｖ×１ｈ）→转膜（５０Ｖ×２ｈ），用丽春红染液染

色，裁取目的条带，ＴＢＳＴ（ＰＨ７．６，下同）洗膜１０ｍｉｎ×３次，室

温下封闭液（５ｇ脱脂奶粉＋１００ｍＬＴＢＳＴ）封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗

膜１０ｍｉｎ×３次，然后加入多克隆抗磷酸化ＥＲＫ 抗体的一抗

（１∶２００），４℃水平摇床过夜。次日，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３

次，加山羊抗兔的ＬｇＧ辣根过氧化物酶的二抗（１∶５０００），室

温下水平摇床１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３次，发光，用ＩｍａｇｅＪ

对目的条带进行分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件处理分析。计量

资料以狓±狊表示，各组间比较用方差分析。以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｎｉｓｓｌ染色　光镜下，ＣＯＮ组海马ＣＡ１区锥体细胞形态

完整，细胞大而圆，尼氏体位于胞浆，深染（图１）。Ｉ／Ｒ组海马

ＣＡ１区大多数锥体细胞排列紊乱，胞体缩小、变形，核固缩，并

向周围扩散（图２）。Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组细胞排列较整齐，细胞大而

圆，尼氏体深染，但仍可见少量胞浆浓染（图３）。从锥体细胞

数的变化上，Ｉ／Ｒ组神经元大量减少，不着色；Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组神

经元数量较多（犘＜０．０１）。再灌注３ｄ椎体细胞减少最多，

Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组与Ｉ／Ｒ组趋势一致，见图１０。

　　Ａ：１ｄ；Ｂ：３ｄ；Ｃ：７ｄ。

图１　　ＣＯＮ组不同时间沙土鼠海马ＣＡ１区椎体细胞

　　Ａ：１ｄ；Ｂ：３ｄ；Ｃ：７ｄ。

图２　　Ｉ／Ｒ组不同时间沙土鼠海马ＣＡ１区椎体细胞

　　Ａ：１ｄ；Ｂ：３ｄ；Ｃ：７ｄ。

图３　　Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组不同时间沙土鼠ＣＡ１区椎体细胞

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＥＲＫ的结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表

明，ＣＯＮ组１ｄ时的表达最低，Ｉ／Ｒ组中脑海马组织的表达升

高，而Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组的升高较之明显，与Ｉ／Ｒ组相比差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。３ｄ时两组的表达均有所下降，但Ｉ／Ｒ＋

ＮＢＰ组仍明显高于Ｉ／Ｒ组（犘＜０．０１）。７ｄ时Ｉ／Ｒ组的表达再

次升高，而Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组降至同ＣＯＮ组，两组比较差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。见图４～７。
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　　ａ：犘＜０．０１。

图４　　沙土鼠脑缺血再灌注１、３、７ｄ后海马ＣＡ１区椎体细胞数的变化；图５　　沙土鼠脑缺血再灌注１ｄ时３组ｐＥＲＫ的表

达；图６　　沙土鼠脑缺血再灌注３ｄ时３组ｐＥＲＫ的表达；图７　　沙土鼠脑缺血再灌注７ｄ时３组ｐＥＲＫ的表达

３　讨　　论

随着对脑缺血再灌注损伤机制研究的不断深入，越来越多

的证据表明细胞外信号转导系统对缺血后中枢神经系统神经

细胞的存活与死亡起着重要的调节作用［４］。其中脑缺血后

ＥＲＫｓ的活性增强，在缺血区活化增多是一致的，但ＥＲＫｓ在

脑缺血后对神经元的作用存在争议。Ｌｉ等
［５］报道ｐＥＲＫ在脑

缺血后活性增加与改善神经元存活有关，促进神经元细胞增

殖、分化、抑制死亡。邢变枝等［６］研究发现缺血后处理可提高

大鼠脑缺血再灌注后皮质内ＥＲＫ１／２和 Ａｋｔ活性，减少神经

细胞凋亡。Ａｌｅｓｓａｎｄｒｉｎｉ
［７］等报道在局灶性脑缺血前３０ｍｉｎ应

用ＥＲＫｓ抑制剂可分别减少再灌注２ｈ和７２ｈ梗死容积，同时

ＥＲＫｓ的活化减少，认为ＥＲＫｓ在脑缺血中被活化起神经毒性

作用，诱导缺血性损伤。与决定神经元存活和死亡没有明显的

关系。另一方面，更多的文献报道则证明ＥＲＫｓ在脑缺血后活

性增加，与改善神经元存活有关。

ＮＢＰ是２００２年研发的一种专门用于治疗脑血栓的国家

级一类新药，主要成分是从南方水芹菜中发现的一种极微量的

天然单体，目前的研究表明 ＮＢＰ主要从以下几个环节改善脑

缺血的损伤。（１）改善脑微循环，抑制血小板聚集，发挥抗脑缺

血作用。有学者研究发现ＮＢＰ可抑制大脑皮层细胞ＴＸＡ２的

合成［８］，上调ＶＥＧＦ的表达和延长表达的时限
［８］，以刺激体内

（尤其是缺血部位）的血管形成。（２）抑制钙超载和兴奋性氨基

酸的作用。李静等［９］发现ＮＢＰ能完全抑制低糖低氧造成的神

经细胞内钙升高，降低内质网钙库释放，ＮＢＰ还对谷氨酸引起

的内钙升高表现出抑制作用，从而减轻钙超载产生的严重毒性

作用。（３）改善线粒体作用和抗氧化作用。肖向建等
［１０］研究

证明ＮＢＰ能明显增加缺血侧神经细胞线粒体和脑皮层总超氧

化物歧化酶（ＳＯＤ）的活性，显著升高线粒体谷胱甘肽过氧化物

酶（ＧＳＨＰＸ）的活性，明显降低缺血时大脑线粒体丙二醛

（ＭＤＡ）的含量。（４）抑制细胞凋亡。熊杰等
［１１］研究发现在缺

血前１０ｍｉｎ腹腔注射 ＮＢＰ可以明显降低ｃＦｏｓ的表达，李嘉

等［１２］发现丁苯酞可以减轻ＳＤ大鼠神经功能缺损症状，缩小梗

死体积，减少ｃａｓｐａｓｅ３表达，参与细胞周期的调节、损伤后修

复等生理过程。

本实验通过Ｎｉｓｓｌ染色从形态学上可以观察到 ＮＢＰ确实

具有减轻沙土鼠脑缺血再灌注损伤的作用。且实验显示，沙土

鼠全脑缺血再灌注损伤后ｐＥＲＫ在ＣＯＮ组的表达最低，而

Ｉ／Ｒ＋ＮＢＰ组较Ｉ／Ｒ组的ｐＥＲＫ升高明显，３ｄ时最为明显。

总之通过本实验可以提示 ＮＢＰ可能通过调节ｐＥＲＫ的表达

起到对沙土鼠脑缺血再灌注损伤后脑组织的保护作用。支持

ｐＥＲＫ在脑缺血后活性增加与改善神经元存活的理论。
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