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Ｖｉｓｆａｔｉｎ对大鼠脑缺血再灌注损伤后ＮＧ２细胞数的影响
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　　［摘要］　目的　探讨ｖｉｓｆａｔｉｎ的神经保护作用是否通过对ＮＧ２细胞的调节实现。方法　采用线栓法制备大脑中动脉
阻塞（ＭＣＡＯ）的局灶性脑缺血再灌注模型。选用３０只成年雄性 ＷＫＹ大鼠，随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组、脑缺血模型组、假手

术＋ＦＫ８６６（ｖｉｓｆａｔｉｎ特异性酶抑制剂）治疗组、脑缺血＋ ＦＫ８６６治疗组。后两组给予ＦＫ８６６１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，连续１４ｄ。

治疗７ｄ后分别进行假手术或 ＭＣＡＯ手术。手术７ｄ后，用免疫荧光组织化学法检测各组大鼠大脑内 ＮＧ２阳性细胞数量。

结果　假手术＋ＦＫ８６６组与假手术组相比，大鼠脑内ＮＧ２细胞差异无统计学意义；脑缺血模型组与假手术组相比，梗死中心
区ＮＧ２细胞数减少（Ｐ＜０．０１），半影区ＮＧ２细胞数增加（Ｐ＜０．０１），对侧区无变化；脑缺血＋ ＦＫ８６６治疗组与脑缺血模型组

相比，以上各区域ＮＧ２细胞数的改变差异无统计学意义。结论　抑制ｖｉｓｆａｔｉｎ对正常大鼠以及脑缺血再灌注损伤大鼠大脑内
ＮＧ２细胞数目没有明显的影响，ｖｉｓｆａｔｉｎ的神经保护作用可能与ＮＧ２细胞无关。

　　［关键词］　ＮＧ２细胞；ｖｉｓｆａｔｉｎ；神经保护；脑缺血；再灌注损伤
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ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＮＧ２ｃｅｌｌｓ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＮＧ２ｃｅｌｌｓ；ｖｉｓｆａｔｉｎ；ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ；ｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ；ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（１１）：１１６１１１６４］

　　Ｖｉｓｆａｔｉｎ是生命活动中十分重要的蛋白分子，是

生物体内 ＮＡＤ合成途径中极为重要的一种酶。它

具有多种重要生理功能，包括：促进细胞的增殖分

化［１］、抑制细胞凋亡［２］、调节胰岛素释放、促进血管
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新生及促进肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）的合成等［３］。我们

的前期研究已经证实，大鼠脑缺血再灌注损伤后，梗

死周围半影区内的ｖｉｓｆａｔｉｎ表达显著上调；过表达

ｖｉｓｆａｔｉｎ可以减少脑缺血损伤后脑梗死面积，表明

ｖｉｓｆａｔｉｎ在脑缺血损伤时是一种重要的保护因子；进

一步研究发现ｖｉｓｆａｔｉｎ可通过其酶活性，正向调节神

经元细胞内ＳＩＲＴ１的活力，增强ＬＫＢ１的乙酰化水

平，最终激活增强 ＡＭＰＫ的磷酸化，从而保护神经

元对抗缺血损伤［４］。然而，ｖｉｓｆａｔｉｎ对于神经胶质细

胞在脑缺血时的变化是否会有影响目前仍未知。

　　ＮＧ２细胞是近期发现的一种可能是神经前体细

胞的新的细胞系，有报道认为其可分化为胶质细胞和

神经元［５］。既往研究结果表明，大鼠在脑缺血再灌注

损伤７ｄ后，梗死周围半影区内，ＮＧ２细胞数量显著

增加，其可能参与缺血损伤后的脑组织再生及修复过

程［６］，ＮＧ２细胞数目在脑缺血后的上调可能是一种保

护作用。在本研究中，我们以大鼠脑缺血模型为研究

对象，观察采用外源性的化合物ＦＫ８６６（ｖｉｓｆａｔｉｎ特异

性酶抑制剂）调节ｖｉｓｆａｔｉｎ后对ＮＧ２细胞的影响，并对

其在脑缺血中的可能作用进行初步探讨。

１　材料和方法

１．１　动物分组、给药　健康成年雄性１２周 ＷＫＹ
大鼠３０只，体质量２５０～３００ｇ，由第二军医大学实
验动物中心提供，于第二军医大学药学院药理学教
研室动物实验室按标准饮食分笼饲养。随机分为４
组，假手术组６只，假手术＋ＦＫ８６６（ＡｐｏｘｉｓＳＡ，

Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）组６只；脑缺血模型组９只，脑缺血＋
ＦＫ８６６组９只。ＦＫ８６６治疗组给予ＦＫ８６６１ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ）灌胃，连续１４ｄ（手术前后各７ｄ）；对照组
正常饮水。

１．２　脑缺血再灌注模型制备　大鼠脑缺血再灌注
损伤模型制作采用Ｋｉｔａｇａｗａ线栓法，大鼠用１０％水
合氯醛麻醉后，分离出左侧颈总、颈内和颈外动脉，
在颈总动脉分叉点近端约３ｍｍ处剪一切口，用４．０
号尼龙线由近端向远端插入颈总动脉、颈内动脉，至
大脑中动脉起始段，插入深度约２０ｍｍ并在稍感阻
力时停止。由此造成大鼠局灶性脑缺血，２ｈ后拔除
尼龙线，开始再灌注。假手术组麻醉后分离出左侧
颈总、颈内和颈外动脉，然后缝合。麻醉及手术期间
使大鼠肛温保持在３７～３７．５℃。

　　大鼠清醒后，根据ＺｅａＬｏｎｇａ评分法进行神经
行为学评分：０分，活动正常，无神经功能缺损症状；１
分，不能完全伸展对侧前爪；２分，行走时，大鼠向对

侧转圈；３分，行走时，大鼠身体向对侧倾倒；４分，不
能自发行走，意识丧失。评分为２分者记入模型组。
术后ＦＫ８６６治疗组继续灌胃ＦＫ８６６７ｄ。

１．３　标本获取　术后７ｄ，将各组大鼠以１０％水合氯
醛腹腔注射麻醉，经主动脉先后灌注４℃生理盐水和

４％多聚甲醛各３００ｍｌ，然后断头取脑，４％多聚甲醛

４℃后固定过夜，１５％和３０％蔗糖溶液梯度脱水。选
取前囟前后处（Ｂｒｅｇｍａ＋１．２ｍｍ～－１．２ｍｍ）的脑组
织，用冰冻切片机连续冠状切取２０μｍ厚的切片。

１．４　ＮＧ２细胞的检测

１．４．１　ＮＧ２的形态观察　采用免疫荧光组织化学
间接法，先后加兔抗大鼠 ＮＧ２多克隆抗体（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、小鼠抗大鼠ＧＦＡＰ单克隆抗体（美
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＰＢＳ洗涤３次之后，加入对应的

Ｃｙ３标记山羊抗兔ＩｇＧ 和ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ，在荧光显微镜（ＣＫＸ４１，日本奥林巴斯）下观察

ＮＧ２阳性细胞的形态。

１．４．２　ＮＧ２阳性细胞计数　根据ＧＦＡＰ染色来判
断半影区，ＧＦＡＰ是星形胶质细胞的特异性标志物，
梗死半影区星形胶质细胞显著增生，高ＧＦＡＰ染色
区域表示梗死中心周围的半影区。每只大鼠选取３
张连续切片，分别在梗死的中心区、半影区和对侧区
域随机选取５个２００倍视野，记录ＮＧ２阳性细胞数
量，并计算每只大鼠 ＮＧ２阳性细胞的算术平均数，
以个／视野表示。

１．５　统计学处理　数据用珔ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．０
软件包对数据进行方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＮＧ２细胞的形态和分布特点　ＮＧ２细胞在正

常成年大鼠大脑内广泛分布。从组织结构区分，

ＮＧ２细胞主要分布在大脑皮质的分子层、外锥体细

胞层和内锥体细胞层，在外颗粒细胞层、内颗粒细胞

层和多形层细胞分布较少。在不同区域，ＮＧ２细胞

的形态也不相同。在灰质区，ＮＧ２细胞胞体呈圆形

或椭圆形，突起短而且丰富，呈放射状从胞体向四周

发出；白质区，胞体呈长条状或梭形，突起呈两极发

散状态（图１）。

２．２　梗死半影区ＮＧ２细胞的变化　在２００倍显微

镜视野下，各组大鼠大脑梗死半影区（灰质和白质）

每视野内ＮＧ２细胞的荧光图片和细胞数比较见图

２。假手术组和假手术＋ＦＫ８６６组，术后７ｄ两组视野

内ＮＧ２细胞数差异无统计学意义；脑缺血再灌注７ｄ
后，脑缺血组和脑缺血＋ＦＫ８６６组梗死半影区 ＮＧ２
细胞数较相应假手术组都增加（Ｐ＜０．０１），但是两组
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之间差异无统计学意义，表明ＦＫ８６６抑制ｖｉｓｆａｔｉｎ后

对梗死半影区ＮＧ２细胞数的增加没有影响。

２．３　梗死中心区ＮＧ２细胞的变化　在２００倍显微
镜视野下，各组大鼠大脑梗死中心区（灰质和白质）
每视野内ＮＧ２细胞数比较见图３。假手术组和假手
术＋ＦＫ８６６组，术后７ｄ两组视野内ＮＧ２细胞数差
异无统计学意义；脑缺血再灌注７ｄ后，脑缺血组和
脑缺血＋ＦＫ８６６组梗死中心区 ＮＧ２细胞数较相应
假手术组都减少（Ｐ＜０．０１），但是两脑缺血组之间差
异无统计学意义，表明ＦＫ８６６抑制ｖｉｓｆａｔｉｎ后对梗
死中心区ＮＧ２细胞数的减少没有影响。

图１　灰质（Ａ）和白质区（Ｂ）ＮＧ２细胞荧光图片

Ｆｉｇ１　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｅｓｏｆＮＧ２ｃｅｌｌ

ｉｎｔｈｅｇｒａｙｍａｔｔｅｒ（Ａ）ａｎｄｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　ＦＫ８６６对梗死半影区ＮＧ２细胞的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ８６６ｏｎＮＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｐｅｎｕｍｂｒａｒｅｇｉｏｎ
ＡＤ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｅｓｏｆＮＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｐｅｎｕｍｂｒａｒｅｇｉｏｎｏｆｓｈａｍ（Ａ），ＭＣＡＯ（Ｂ），ｓｈａｍ＋ＦＫ８６６（Ｃ），ａｎｄＭＣＡＯ＋ＦＫ８６６（Ｄ）ｇｒｏｕｐｓ．Ｏｒｉｇｉ

ｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｅ：ＮＧ２ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｉｎｓｈａｍ（１），ＭＣＡＯ（２），ｓｈａｍ＋ＦＫ８６６（３），ａｎｄＭＣＡＯ＋ＦＫ８６６（４）ｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍ＋ＦＫ８６６ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６（ｇｒｏｕｐ１ａｎｄｇｒｏｕｐ３），珚ｘ±ｓ；ｎ＝９（ｇｒｏｕｐ２ａｎｄｇｒｏｕｐ４），珚ｘ±ｓ

图３　ＦＫ８６６对梗死中心区ＮＧ２细胞的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ８６６ｏｎＮＧ２ｃｅｌｌｓ

ｉｎｃｏｒｅｒｅｇｉｏｎｏｆｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

ＮＧ２ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｉｎｓｈａｍ（１），ＭＣＡＯ（２），ｓｈａｍ＋ＦＫ８６６（３），ａｎｄ

ＭＣＡＯ＋ＦＫ８６６（４）ｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜

０．０１ｖｓｓｈａｍ＋ＦＫ８６６ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６（ｇｒｏｕｐ１ａｎｄｇｒｏｕｐ３），珚ｘ±ｓ；ｎ＝

９（ｇｒｏｕｐ２ａｎｄｇｒｏｕｐ４），珚ｘ±ｓ

２．４　梗死对侧区ＮＧ２细胞的变化　各组大鼠大脑

梗死对侧区（灰质和白质）每视野内 ＮＧ２细胞数比

较见图４。假手术组和假手术＋ＦＫ８６６组，术后７ｄ
两组视野内ＮＧ２细胞数差异无统计学意义；脑缺血

再灌注７ｄ后，脑缺血组和脑缺血＋ＦＫ８６６组梗死

对侧区ＮＧ２细胞数较相应假手术组差异无统计学

意义，两脑缺血组之间差异也无统计学意义。

图４　ＦＫ８６６对梗死对侧区ＮＧ２细胞的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ８６６ｏｎＮＧ２ｃｅｌｌｓ

ｉｎｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌｒｅｇｉｏｎ
ＮＧ２ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｉｎｓｈａｍ（１），ＭＣＡＯ（２），ｓｈａｍ＋ＦＫ８６６（３），ａｎｄ

ＭＣＡＯ＋ＦＫ８６６（４）ｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝６（ｇｒｏｕｐ１ａｎｄｇｒｏｕｐ３），珚ｘ±ｓ；ｎ＝９
（ｇｒｏｕｐ２ａｎｄｇｒｏｕｐ４），珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　Ｖｉｓｆａｔｉｎ是一个引人注目的蛋白，它在很多方面

都发挥了重要作用，例如细胞分化、细胞生长、胰岛

素分泌和炎症反应等。我们在前期研究中发现ｖｉｓ

ｆａｔｉｎ在脑组织大量表达，而且大鼠脑缺血损伤后，梗
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死周围半影区内ｖｉｓｆａｔｉｎ的表达显著上调，而过表达

ｖｉｓｆａｔｉｎ，可以减少 ＭＣＡＯ后脑梗死面积，表明ｖｉｓｆａ

ｔｉｎ在脑缺血损伤时是一种重要的保护因子［４］。而

ｖｉｓｆａｔｉｎ的这种保护作用究竟是通过何种机制来发

挥作用的，目前尚未研究清楚。

　　ＮＧ２细胞广泛分布于发育及成熟哺乳动物的中

枢神经系统，具有分化为多种细胞的潜能，在体内可

以生成少突胶质细胞、原浆性星形胶质细胞以及某

些情况下的神经元，提示它可能是一种新的神经前

体细胞［７］。目前报道的ＮＧ２细胞的功能特性有：分

化和迁移能力；自我更新和不均一分裂能力；与神经

元形成兴奋性或抑制性的突触联系；记录到长时程

增强ＬＴＰ［８］，可能在突触可塑性方面有重要功能。

ＮＧ２细胞除了作为可塑性前体细胞群，可能还和神

经元联系形成一个独特的神经胶质网络［９］，对于

ＮＧ２细胞的功能和意义目前了解的还不是很清楚，

许多问题还有待深入的研究。

　　ＮＧ２细胞是对中枢神经系统损伤迅速作出反应

的细胞类型之一，除缺血性脑损伤外，针刺、脊髓半

切伤和兴奋性中毒实验诱导的脱髓鞘等中均可出现

ＮＧ２细胞增殖反应［１０］。已有研究证实，在ＳＤ大鼠

脑缺血再灌注损伤后的第７天，梗死周围半影区内

的ＮＧ２细胞数量显著增加，且出现形态学改变，而

梗死中心区ＮＧ２细胞数目明显减少，对侧区数量没

有变化［６］。我们的实验结果也证实了这一点。因为

这种反应只出现在损伤区域周围，无论何种机制促

使ＮＧ２细胞快速再进入细胞周期，都必须控制在损

伤局部。一种可能性就是邻近的神经元或少突胶质

细胞通过Ｎｏｔｃｈ信号通路保持 ＮＧ２细胞的正常缓

慢增殖、损伤或脱髓鞘性病变会去除这种抑制性信

号，使得 ＮＧ２细胞迅速增殖；也可能是信号因子进

入损伤的位置引起细胞增殖［１１］。

　　在预实验中，正常大鼠灌胃ＦＫ８６６１ｍｇ／（ｋｇ·

ｄ），没有发现大鼠有任何异常行为，也没有发现大鼠

死亡。我们对治疗组大鼠给予ＦＫ８６６饮水，从而抑

制ｖｉｓｆａｔｉｎ。首先在假手术组，ＦＫ８６６组与正常饮水

对照组相比未发现大脑中 ＮＧ２细胞数目有任何改

变，因此，我们得出ＦＫ８６６抑制ｖｉｓｆａｔｉｎ后对正常大

鼠大脑内的ＮＧ２细胞数目没有影响；在脑缺血再灌

注手术组，梗死半影区的ＮＧ２细胞显著增殖，ｖｉｓｆａ

ｔｉｎ被ＦＫ８６６抑制后，并没有影响到半影区 ＮＧ２细

胞的增殖，梗死中心区和对侧区的ＮＧ２细胞数目与

对照组相比差异也无统计学意义。

　　综上所述，ｖｉｓｆａｔｉｎ无论是对于正常状态下大脑

内ＮＧ２细胞的数量，以及脑缺血损伤后梗死中心

区、半影区和对侧区内 ＮＧ２细胞的数目，均未发现

有统计学意义的作用。虽然在脑缺血损伤半影区

ｖｉｓｆａｔｉｎ和ＮＧ２细胞有相同的上调变化，但是看来

ｖｉｓｆａｔｉｎ不是脑缺血损伤后 ＮＧ２细胞增殖的一个激

活因子。因此，我们初步判断，ｖｉｓｆａｔｉｎ的脑保护作

用可能与ＮＧ２细胞无关。
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