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脑红蛋白在脑缺血大鼠中的动态表达及脑保护作用

尹　静，张祥建，李俐涛，杨　燚
河北医科大学第二医院神经内科，石家庄０５００００

［摘要］　目的：研究脑红蛋白（ｎｅｕｒｏｇｌｏｂｉｎ，Ｎｇｂ）在大鼠脑缺血模型中的动态表达及缺血缺氧后 Ｎｇｂ的脑保护作用。方法：

将ＳＤ大鼠随机分为４组，即大脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）组、出血性脑梗死（ＨＩ）组、氯化血红素

（Ｈｅｍｉｎ）干预组和假手术组，以建模后３、６、１２、２４ｈ为观察点，测定脑组织含水量、脑梗死体积，ＨＥ染色观察组织病理学改

变，免疫组化染色观察Ｎｇｂ的表达。结果：Ｈｅｍｉｎ处理组脑组织含水量、脑梗死体积较 ＭＣＡＯ组和 ＨＩ组有显著性差异（Ｐ＜
０．０１）；ＨＩ组脑水肿在１２ｈ显著升高；病理切片观察，Ｈｅｍｉｎ处理组水肿程度及变性神经元数量较 ＭＣＡＯ组和 ＨＩ组减轻；免

疫组化分析，Ｈｅｍｉｎ处理组Ｎｇｂ阳性神经元数量较 ＭＣＡＯ组和 ＨＩ组增多。结论：ＨＩ组脑水肿高峰提前可能导致原有病情

的加重，应用 Ｈｅｍｉｎ诱导Ｎｇｂ的表达，可减轻局灶性脑缺血时脑组织的损伤，从而达到脑保护作用。
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　　脑红蛋白（ｎｅｕｒｏｇｌｏｂｉｎ，Ｎｇｂ）是２０００年由Ｂｕｒ
ｍｅｓｔｅｒ等［１］首先发现的一种新的携氧球蛋白，广泛
表达于神经组织，急性缺血的情况下表达上调，在脑
的适应性保护中起重要作用。研究［２］表明，Ｎｇｂ在

ｍＲＮＡ和蛋白水平均可被氯化血红素（Ｈｅｍｉｎ）所
诱导，并呈时间和浓度依赖性。出血性脑梗死是急
性缺血性脑卒中的常见并发症，其确切病理生理机
制尚不清楚。本研究拟通过观察大鼠脑梗死模型中

Ｈｅｍｉｎ对脑组织损伤的影响及其对脑损伤组织中

Ｎｇｂ表达的影响，探讨 Ｎｇｂ脑保护的可能机制，以
期为临床采用诱导脑红蛋白表达的药物治疗缺血缺

氧性疾病提供理论根据。

１　材料和方法

１．１　实验试剂　Ｈｅｍｉｎ（Ｓｉｇｍａ公司），配制方法：
先用 ＮａＯＨ 溶解 Ｈｅｍｉｎ，再用磷酸盐缓冲液调节
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ｐＨ值至７．３～７．４，浓度为１２．５ｇ／Ｌ；氯化三苯四唑
（ＴＴＣ，北京中杉生物试剂有限公司）：２％ＴＴＣ配制
方法：０．２ｇＴＴＣ＋０．９％ＮａＣｌ５ｍｌ；羊抗Ｎｇｂ多抗
血清（Ｓｉｇｍａ公司）；免疫组织化学染色试剂盒（北京
中杉生物试剂有限公司）。其余试剂为进口和国产
分析纯。

１．２　实验动物及分组　成年健康雄性ＳＤ大鼠，体
质量２５０～３００ｇ，由河北医科大学动物实验中心提
供。随机分为４组：（１）大脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型组（ｎ＝３６），
（２）出血性梗死（ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＨＩ）模型组
（ｎ＝３６），（３）Ｈｅｍｉｎ干预组（ｎ＝３６），（４）假手术组
（ｎ＝５）。前３组动物在模型建立后３、６、１２、２４ｈ４
个时间点随机分为４个亚组，每个亚组包括９只大
鼠。

１．３　模型的建立　（１）参照Ｌｏｎｇａ等［３］的线栓法复

制 ＭＣＡＯ模型，采用经右侧颈总动脉分叉处插入线
栓，以阻断右侧大脑中动脉血流。（２）采用本实验室
的方法制备 ＨＩ模型：ＭＣＡＯ模型成功后，即刻行自
体尾动脉血（５０μｌ）注入

［４］建立 ＨＩ模型。（３）Ｈｅ
ｍｉｎ干预组于 ＭＣＡＯ术前３０ｍｉｎ腹腔注射 Ｈｅｍｉｎ
（５０ｍｇ／ｋｇ）。（４）假手术对照组仅切开颈部皮肤，
分离颈总动脉及分支，不行动脉结扎及栓线。

１．４　行为学评分　参照Ｌｏｎｇａ评分法［３］在模型制

作成功后相应时间点进行行为学评分。

１．５　取材与组织切片制备　每组各５只大鼠在造
模成功后相应时间点断头处死，取出完整脑组织，去
除嗅球及额极前部４ｍｍ的脑组织，以右侧大脑半
球注射针眼处冠状位切割脑组织，针眼前部３ｍｍ
脑组织用来测量脑含水量，后部脑组织用４％多聚

甲醛固定，用于 ＨＥ及免疫组织化学染色。

１．６　脑组织含水量测定　新鲜脑组织立即称取湿
质量（ＷＷ）后，置于烤箱（１００±５）℃干燥２４ｈ后称
取干质量（ＤＷ）。脑含水量（ＢＷ）＝［（ＷＷ－
ＤＷ）／ＷＷ］×１００％。

１．７　脑梗死体积测定　每组各４只大鼠于术后各
相应时间点断头取脑，去除嗅球、小脑和低位脑干，
其余以２ｍｍ间隔行连续冠状切片，放入２％ＴＴＣ
溶液中，３７℃水浴恒温箱内避光孵育３０ｍｉｎ，正常
脑组织着深红色，梗死脑组织呈苍白色。将切片照
相，运行Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ８．０软件，计算脑梗死体积。

１．８　病理学检测　固定后的脑组织经脱水、浸蜡、
包埋后制备成石蜡块进行连续冠状切片，片厚５

μｍ。分别进行 ＨＥ和免疫组织化学染色。免疫组
化染色采用ＳＰ法。一抗为 Ｎｇｂ多克隆抗体（１∶
４００），二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ。
染色后经ＤＡＢ显色，脱水，透明，封片后显微镜下观
察分析。阴性对照用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液代
替一抗孵育。

１．９　统计学处理　所有数据均用珚ｘ±ｓ表示，采用
单因素方差分析，多个样本均数之间的两两比较采
用ｑ检验。数据分析由ＳＡＳ软件完成。

２　结　果

２．１　脑含水量测定　缺血早期 ＭＣＡＯ组、ＨＩ组、

Ｈｅｍｉｎ干预组与Ｓｈａｍ组比较，大鼠脑含水量无显
著差异（Ｐ＞０．０５）；缺血１２ｈ时 ＨＩ组脑含水量高
于 ＭＣＡＯ组（Ｐ＜０．０１），Ｈｅｍｉｎ干预组脑含水量低
于 ＨＩ组（Ｐ＜０．０１）；缺血２４ｈ时 Ｈｅｍｉｎ干预组脑
含水量低于 ＭＣＡＯ组、ＨＩ组（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　各组大鼠不同时间点脑组织含水量比较

Ｔａｂ１　Ｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
ＴｉｍｅａｆｔｅｒＭＣＡＯ

３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ
Ｓｈａｍ ７９．１７±０．５０ ７９．１７±０．５０ ７９．１７±０．５０ ７９．１７±０．５０
ＭＣＡＯ ８０．６１±１．０９ ８０．６１±０．５９ ８２．７２±１．０２ ８５．３６±１．２３

ＨＩ ８０．７８±１．２３ ８１．６７±１．５８ ８５．２８±０．６４△△ ８５．１９±１．００

Ｈｅｍｉｎ ８０．３０±０．７６ ８０．４６±０．９６ ８１．２７±１．２５▲▲ ８２．１８±１．０６△△▲▲

　
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＭＣＡＯｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＨＩｇｒｏｕｐ

２．２　脑梗死体积测定　ＭＣＡＯ组、ＨＩ组、Ｈｅｍｉｎ
处理组大鼠脑组织行ＴＴＣ染色后，均出现右侧大脑
半球皮质、皮质下苍白区。结果显示，Ｈｅｍｉｎ处理

组脑梗死体积较 ＭＣＡＯ组和 ＨＩ组间差异有显著
性（Ｐ＜０．０１）；ＭＣＡＯ组和 ＨＩ组比较无显著差异
（表２）。
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表２　各组大鼠不同时间点脑梗死体积比较

Ｔａｂ２　Ｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ，Ｖ／ｍｍ３）

Ｇｒｏｕｐ
ＴｉｍｅａｆｔｅｒＭＣＡＯ

３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ
ＭＣＡＯ ４２．９２±７．８２ １７３．７８±２９．９６ ３４６．７８±２７．８９ ３８４．２１±２９．７７
ＨＩ ４０．５７±８．０９ １７８．９２±３０．７２ ３５７．８８±１８．２５ ３９４．２３±２４．０８
Ｈｅｍｉｎ ３５．７９±５．６６△△ ９６．７８±１３．８４△△ ２５５．２９±３３．９１△△ ３１３．６９±２５．５１△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓＭＣＡＯｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＩｇｒｏｕｐ

２．３　组织病理学改变　ＭＣＡＯ早期可见轻度缺血
性改变，至６ｈ神经元细胞水肿，细胞核浓染、固缩，
细胞质呈嗜酸性，局部可见少量散在深染单核淋巴
细胞浸润（图１Ａ）；随着缺血时间的延长，细胞破损
明显，细胞体收缩呈三角形或多角形，体积缩小，梗
死周围组织明显水肿及染色质边集等坏死表现，炎
性细胞浸润以单个核细胞为主，并可见少量中性粒
细胞，缺血局部可见神经元水肿变性、坏死，细胞周

围间隙增大，白质间隙增大，呈疏松状态（图１Ｂ）。

ＨＩ组除上述表现还可见梗死中心区血肿，周围脑组
织存在水肿、坏死，可见炎细胞浸润（图１Ｃ）。Ｈｅ
ｍｉｎ处理组显示轻度缺血水肿改变，缺血范围减小，
染色无明显变淡；可见少量变性的神经元，细胞周围
间隙增大不明显，白质间隙略增大（图１Ｄ）。

２．４　免疫组织化学染色结果　各组大鼠脑切片免
疫组织化学染色如图２所示。

图１　脑组织ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ
Ａ：ＭＣＡＯ６ｈ；Ｂ：ＭＣＡＯ２４ｈ；Ｃ：ＨＩｇｒｏｕｐ２４ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯ；Ｄ：Ｈｅｍｉｎｇｒｏｕｐ２４ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　免疫组化观察Ｎｇｂ在脑组织中的表达

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＮｇｂｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘ
Ａ：Ｈｅｍｉｎｇｒｏｕｐ３ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯ（ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇＮｇｂ＋ｃｅｌｌｓ）；Ｂ：Ｈｅｍｉｎｇｒｏｕｐ１２ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯ（ＡｒｒｏｗｓｈｏｗｉｎｇＮｇｂ＋ｃｅｌｌ）；Ｃ：ＭＣＡＯ３ｈ；

Ｄ：ＭＣＡＯ１２ｈ；Ｅ：ＨＩｇｒｏｕｐ３ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯ；Ｆ：ＨＩｇｒｏｕｐ１２ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯ；Ｇ：ＭＣＡＯ２４ｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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　　由图２可见，Ｎｇｂ免疫阳性细胞呈棕黄色，阳性
物质主要定位于形态正常的神经元的细胞质中，突
起中亦有少量着色。ＭＣＡＯ组、ＨＩ组缺血区 Ｎｇｂ
阳性神经元数量较 Ｈｅｍｉｎ处理组对应区域明显减
少。ＨＩ组早期 Ｎｇｂ阳性细胞数较 ＭＣＡＯ组有一
过性升高。随着缺血时间的延长，正常形态结构的
阳性细胞数少，多数阳性神经元结构模糊，胞体大量
破裂，阳性物质出现于胞外。阴性对照切片未见着
色。

３　讨　论

　　ＮｇｂｍＲＮＡ定位于神经元细胞质内，并广泛存
在于大鼠脑内各个区域。Ｎｇｂ能增强低氧情况下神
经元的存活能力，具有明显的保护神经元的功能。
最新研究［５］表明，在大鼠 ＭＣＡＯ模型中梗死面积同

Ｎｇｂ表达呈负相关，过表达Ｎｇｂ的转基因小鼠心肌
及脑组织对缺氧性损害的耐受性显著提高，进一步
证实了Ｎｇｂ对脑的保护作用［６］。

　　体外实验［７］证实，在缺血或缺氧条件下，Ｎｇｂ的
表达可以上调。但体内实验［８９］表明，单纯缺氧并不
能诱导 Ｎｇｂ表达增加。本实验通过 Ｈｅｍｉｎ干预

ＭＣＡＯ模型大鼠发现，缺血缺氧后Ｎｇｂ阳性细胞数
较单纯 ＭＣＡＯ和 ＨＩ组增多，且表达时间相对较
长，与文献报道一致［１０］，证实 Ｈｅｍｉｎ确实能诱导在
体Ｎｇｂ表达。同时发现，ＨＩ组大鼠缺血３ｈ时Ｎｇｂ
出现一过性表达增加，可能是由于缺血半暗带区血
肿释放的化学物质通过某种途径刺激了 Ｎｇｂ的表
达，但其具体机制还有待于进一步研究。

　　ＨＩ又称脑梗死后出血性转变（ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＨＴ），是指在脑梗死后，由于缺血区
血管重新恢复血流灌注导致的梗死区内继发性出

血，颅脑ＣＴ显示在原有的低密度区内出现散在或
局限性高密度影。在所有 ＨＩ病例中，大部分不造
成严重的临床后果，但６％～１０％的患者会因此加重
症状，甚至死亡。

　　脑组织缺血缺氧后最常见、最早期的表现为细
胞内水肿，严重的脑水肿造成神经元的急性肿胀、变
性和坏死而影响预后。本实验发现，ＨＩ大鼠脑含水
量在６ｈ时高于假手术组和 ＭＣＡＯ组，１２ｈ明显升
高，一直持续至２４ｈ，早于并高于 ＭＣＡＯ大鼠的脑
含水量变化，提示临床上 ＨＩ患者病情加重可能与
脑水肿的发生提前及严重程度有关。ＨＩ组水肿高
峰较 ＭＣＡＯ组提前，可能与血肿压迫周围脑组织以
及梗死后出血血红蛋白及其分解产物高铁血红素等

催化的各种氧化反应和过氧化反应，形成继发性脑

水肿有关，临床上导致原有病情的加重。

　　本实验中，Ｈｅｍｉｎ干预后缺血早期大鼠的脑含
水量、梗死体积较单纯 ＭＣＡＯ组和 ＨＩ组无显著变
化，６ｈ开始脑梗死体积出现显著性下降，１２ｈ后脑
组织含水量也有明显降低，考虑可能与缺血３ｈ时
梗死体积尚不稳定，水肿表现亦不明显有关。组织
病理学观察 Ｈｅｍｉｎ干预组呈轻度缺血水肿改变，缺
血范围减小；ＭＣＡＯ组与 ＨＩ组比较，脑组织水肿程
度及缺血范围无明显差别。推测 Ｈｅｍｉｎ可能通过
诱导脑红蛋白表达，减轻局灶性脑缺血时脑组织的
损伤达到脑保护作用。有研究［２］表明，Ｈｅｍｉｎ对

Ｎｇｂ的诱导作用可能是通过ＳＧＣＰＫＧ（ｓｏｌｕｂｅｇｕａ
ｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＧ）通路介导的，阻断

ＳＧＣＰＫＧ信号转导途径，能够明显抑制 Ｈｅｍｉｎ对

Ｎｇｂ基因表达的诱导。但是否还存在其他信号途径
及寻找有效的刺激表达物质仍有待于进一步研究。
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