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目的
!

研究
$

本内酯&

3-

O

0;7-3-*+

#

]CW

'对低灌注大鼠大脑皮质的神经保护作用#并探寻其可能的机制*

方法
!

通过结扎
5A

大鼠双侧颈总动脉&

!?B

'制备低灌注模型*假手术组不结扎*术后第
D

天#部分模型组大鼠灌胃给予

]CW

治疗&剂量为
D",

O

"

_

O

'#

#

次"
*

#连续
!#*

*停药
&*

后取大鼠大脑#进行冰冻切片)尼氏染色)免疫组化和免疫荧光等实

验#检测大脑皮质区域神经元尼氏小体)神经元特异性核蛋白&

@+0@

')微管相关蛋白
!

&

6'NG!

'和
J);

L

);+G%

的表达变化*

结果
!

]CW

治疗组大鼠皮质区尼氏小体和
@+0@

阳性神经元数量较模型组增加&

2
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]CW

治疗组大鼠皮质区
J);

L

);+G
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阳性细胞数量较模型组减少&

2
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">"#
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]CW

治疗组大鼠皮质区
6'NG!

阳性结构较模型组得到改善*

结论
!

]CW

可能通

过减少低灌注大鼠皮质区神经元的凋亡和调节
6'NG!

的表达发挥神经保护作用*
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&+*"071A*)

中分离得到#是淡黄色带香味的油状液

体+

#G%

,

*

]CW

可透过血脑屏障#能够改善脑微循环)

抗氧化损伤)抑制炎症反应+

SG#F

,

*已有的报道主要

以研究
]CW

对海马神经的保护作用为主#而对皮质

神经的保护作用的研究较少*本研究利用低灌注大

鼠模型研究
]CW

对大鼠皮质神经元的保护作用#为

开发治疗长期脑低灌注导致的相关疾病提供实验

依据*

>

!

材料和方法

#>#

!

主要试剂和器材
!

]CW

按照先前报道的方

法提取+

#$

,

&纯度!

KN]J

测定
HFT

"

H&T

'(焦油

紫&上海如吉进口分装'(鼠抗神经元特异性核蛋

白&
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'一抗&

6-33-

L

/1+

#

95'

'(兔抗
J);

L
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一抗&

Y-/̂ /13*

#
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'(兔抗微管相关蛋白
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#
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抗 &
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#
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&
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#

95'

'(抗鼠"兔二抗试剂盒&北京中杉

金桥生物技术有限公司'(其他试剂为国产分析

纯*冰冻切片机)正置荧光显微镜&

]+-()

#德国'*

#>!

!

实验动物与分组
!

健康雄性
5A

大鼠
#D

只#

清洁级#体质量
!F"

"

!&"

O

#由南通大学医学实

验动物中心提供#许可证号
5XVb

&

59

'

!""&G

""!#

*将大鼠随机分为两组#第
#

组
$

只#第
!

组
#!

只*按照文献报道的方法+

#$

,

#分别进行如

下手术处理&手术前大鼠断食
#!M

#断水
$M

#

#"T

水合氯醛进行麻醉'!第
#

组#从其颈部正中

切开#剥离出左右颈总动脉#不结扎#然后缝合创

口(第
!

组#大鼠双侧颈总动脉结扎&

7̂/G:+;;+3

/((30;-/2

#

!?B

'#从其颈部正中切开#剥离出左)

右颈总动脉#用无菌尼龙手术缝合线&

"

号线'永

久性结扎#并缝合创口*

两组大鼠术后饲养
&*

后#进行如下处理!第
#

组大鼠#口腔灌服无菌食用大豆油
#,]

#

#

次"
*

#连

续灌服
!#*

#设为对照组(第
!

组#随机选取其中
$

只大鼠#口腔灌服无菌食用大豆油
#,]

#

#

次"
*

#连

续灌服
!#*

#设为模型组(剩余
$

只大鼠#口腔灌服

含有
]CW

的无菌食用大豆油
#,]

&

]CW

灌服量为

D",

O

"

_

O

'#

#

次"
*

#连续灌服
!#*

#设为
]CW

治疗

组*所有大鼠均在相同条件下进行手术和饲养*

#>%

!

取材与切片
!

%

组大鼠&对照组)模型组)

]CW

治疗组'结束给药后继续饲养
&*

*用
#"T

水合氯

醛腹腔注射麻醉后#剪开胸腔#将连接有生理盐水的

注射针头插入左心室#并剪破左心耳*使用生理盐

水灌注大鼠#直至无血液流出(然后改换
#"T

甲醛

溶液灌注#直至大鼠无任何反应*将灌注好的大鼠

大脑全部取出*转入
#"T

甲醛溶液继续浸泡
#!M

后#转入
!"T

蔗糖溶液*直至大脑完全沉底后#转

入
%"T

蔗糖溶液#直至沉底#

Sh

保存备用*

取上述大鼠大脑#按照冰冻切片机说明书操作#

冠状方向取大脑皮质顶叶区域&图
#

'的切片#切片

厚度
!F

#

,

*将脑切片均匀铺在载玻片上后#

e!"h

保存备用*

图
>

!

脑切片区域示意图

虚线框内为选取进行实验的区域

#>S

!

尼氏染色与抗体孵育
!

取上述脑切片#按照文

献报道的方法+

%

,分别进行尼氏染色)免疫荧光和免

疫组化实验*其中
@+0@

和
J);

L

);+G%

进行免疫荧

光实验#

6'NG!

进行免疫组化实验(显微镜下观察*

利用
C,)

O

+GN1/N30;?+1;-/2$>"

&

CNN$>"

'软件对

尼氏染色细胞)

@+0@

阳性细胞和
J);

L

);+G%

阳性细

胞进行计数&观察和计数部位见图
!

'#计数面积

">!&,,

!

#双侧计数#每组至少统计
%

只不同大鼠

的脑切片*

#>F

!

统计学处理
!

将各组数据换算成与对照组平

均值的比值为统计数据#利用
5N55#%>"

软件进行

方差分析*

6'NG!

阳性数据不做量化统计*各组

数据以
(

.i(

表示#检验水准&

$

'为
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藁本内酯对低灌注大鼠大脑皮质的神经保护作用

图
B

!

观察和计数区域示意图

黑线框内为实际计数区域#面积为
">!&,,

!

B

!

结
!

果

!>#

!

]CW

对低灌注大鼠皮质神经元的影响
!

尼氏

染色结果&图
%

'显示!模型组大鼠皮质区尼氏染

色阳性神经元数量较对照组减少&

">SHi">##

:;#>""i">"S

#

,`$

#

2
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">"#

'*

]CW

治疗组

大鼠在相同区域则没有观察到明显的尼氏小体

减少#与模型组比较差异有统计学意义&

#>"Hi">"S

:;">SHi">##

#

,̀ $

#

2

$

">"#
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@+0@

免疫荧光实验&图
%

'也验证了
]CW

在阻

止低灌注大鼠皮质神经元减少方面的作用#模型组

与对照组相比差异具有统计学意义&

">S#i">"H:;
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#
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#

2
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治疗组与模型组

相比差异也具有统计学意义&
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]CW

对低灌注大鼠皮质神经细胞凋亡的影

响
!

J);

L

);+G%

免疫荧光结果&图
S

'显示#模型组皮

质区
J);

L

);+G%

阳性细胞较对照组增加&

$>!"i

">%":;#>""i">"&

#

, $̀

#

2

$

">"#
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]CW

治疗组

皮质区
J);

L

);+G%

阳性细胞数量较模型组减少

&
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和
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L
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免疫荧光双标实验&图
S

'显示#

模型组导致的皮质区凋亡细胞主要是
@+0@

阳性神

经元#提示
]CW

能够阻止低灌注引起的皮质区神经

元的凋亡*

!>%

!

]CW

对低灌注大鼠皮质
6'NG!

的影响
!

作为

神经元突触结构的重要组成部分#

6'NG!

在正常大

鼠皮质表达量高#呈丝状或纤维状排列*本实验中

6'NG!

免疫染色结果&图
F

'显示#对照组大鼠皮质

区域
6'NG!

排列整齐#纤维结构明显(在模型组中#

6'NG!

表达较对照组明显减少#结构完整性也较

差(

]CW

治疗组大鼠
6'NG!

表达量较模型组得到了

提高#结构更加完整#排列更加整齐*提示
]CW

对

低灌注大鼠皮质区
6'NG!

的表达或阻止其减少具

有积极的作用*

图
D

!

D

组大鼠皮质尼氏染色和神经元特异性核蛋白%
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'免疫荧光结果

]CW

!藁本内酯
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免疫荧光及神经元特异性核蛋白%
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'和
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]CW

在神经保护方面的作用#在之前的研究中有

大量报道+

SG#&

,

*但是#这些研究报道中#

]CW

对慢性脑

缺血神经保护作用的研究报道并不多(而关于其对大

脑皮质神经元的保护作用#除我们研究小组之前的报

道外+

%

,未见更多的报道*在本研究中#我们较之前的

研究延长了大鼠慢性低灌注的时间#进一步观察
]CW

对皮质神经元的保护作用及相关机制*

本研究结果显示#通过对长期慢性低灌注大鼠

给予
]CW

持续治疗后#能够有效防止低灌注大鼠皮

质神经元结构的损伤和数量的减少*通过观察神经

元尼氏小体和
@+0@

的表达变化发现#在长达
F

周

的低灌注过程中#给予大鼠连续
%

周的
]CW

干预能

够有效地阻止低灌注大鼠皮质神经元的减少*这一

结果提示#

]CW

不仅对短期低灌注大鼠具有很好的

神经保护作用+

%

,

#对于长期低灌注大鼠也具有类似

的神经保护作用*

6'NG!

在神经系统扮演重要角色#其不仅构成

了神经元的骨架结构)维持神经细胞的形态#而且参

与树突的生长)分支和重塑*

6'NG!

作为神经元损

伤的标记物#其表达量的减少直接反映树突病变程

度+

#D

,

*有文献报道#在
!?B

模型中#术后
S

周大脑

血流低灌注导致
6'NG!

的表达量逐渐减少+

#HG!"
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*

本研究中#检测
]CW

治疗低灌注
F

周大鼠皮质

6'NG!

的表达变化情况#结果显示持续低灌注可明

显导致大鼠皮质
6'NG!

表达减少*

]CW

给药后#低

灌注大鼠皮质树突排列有显著改善#

6'NG!

表达量

较低灌注模型组明显增加*因此我们认为
]CW

可

有效阻止低灌注对大脑皮质神经元树突的损伤*

J);

L

);+G%

作为细胞凋亡的重要指标#其表达量

的多少在一定程度上反映细胞凋亡的途径和进程*

本研究发现#在低灌注大鼠模型的皮质中出现了大

量神经元凋亡#而且这种凋亡主要集中在
@+0@

特

异性的神经元*这一结果提示#低灌注大鼠的神经

元凋亡是一个持续发生的过程#并随着时间的推移

可能加重*

]CW

治疗组大鼠皮质凋亡神经元数量明

显少于模型组#提示
]CW

能够有效抑制低灌注导致
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藁本内酯对低灌注大鼠大脑皮质的神经保护作用

的皮质区神经元凋亡*这一结果进一步证实了之前

有关
]CW

抗凋亡的报道+

!#

,

*

综上所述#

]CW

对长期低灌注导致的大鼠大脑

皮质神经损伤具有一定的神经保护作用*这一保护

作用可能是通过抑制皮质神经元的凋亡及维持神经

元结构的完整性实现的*本实验为将
]CW

应用于

治疗和预防长期慢性低灌注导致的相关疾病提供了

实验参考和依据*
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