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低剂量米诺环素对大鼠脑缺血再灌注损伤的神经保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨静脉用低剂量米诺环素对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤后的神经保护作用及其机制。方法　成

年雄性ＳＤ大鼠７２只，随机分为假手术组（Ｓ组）、缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ组）和米诺环素干预组（Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组）。Ｉ／Ｒ组行大脑中动

脉阻塞再灌注术；Ｓ组行假手术操作；Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组在再灌注术后，尾静脉注射３ｍｇ／ｋｇ米诺环素，每日２次，持续１４ｄ。缺血再

灌注后２ｄ，采用ＴＴＣ染色法测定脑梗死体积，伊文思蓝（ＥＢ）法评估血脑屏障的通透性，蛋白质印迹法检测缺血侧脑组织内高

迁移率族蛋白Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）及离子钙接头蛋白（ｉｏｎｉｚｅｄｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１，

Ｉｂａ１）的表达。分别于再灌注后２、７、１４ｄ，采用改良的神经功能缺损评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，ｍＮＳＳ）评估大鼠

神经功能。结果　缺血再灌注后２ｄ，Ｉ／Ｒ组大鼠脑梗死体积较Ｓ组增大，缺血侧脑组织内ＥＢ的渗出量、ＨＭＧＢ１和Ｉｂａ１蛋

白表达均较Ｓ组明显增加（犘＜０．０５）。与Ｉ／Ｒ组比较，Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组大鼠脑梗死体积减小（犘＜０．０５），ＥＢ的渗出量、ＨＭＧＢ１和

Ｉｂａ１蛋白表达量降低（犘＜０．０５）。Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组大鼠的神经功能缺损评分较Ｉ／Ｒ组下降（犘＜０．０５）。结论　米诺环素可能通

过降低大鼠脑缺血再灌注损伤后脑梗死体积、血脑屏障的通透性及小胶质细胞激活等发挥神经保护作用。
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｉｎｆａｒｃｔｖｏｌｕｍｅｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎ（犘＜０．０５），ｅｘｔｒａｖａｓａｔｉｏｎｏｆＥＢａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＭＧＢ１ａｎｄＩｂａ１

（犘＜０．０５）．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅｒａｔｓｉｎＩ／Ｒ＋ＭＣｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈＩ／Ｒｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅｅｘｅｒｔｓａｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｉｎｊｕｒｙ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＢｅｘｔｒａｖａｓａｔｉｏｎａｎｄｍｉｃｒｏｇｌｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ；ｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ；ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｉｅｓ；ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１０）：１０７３１０７７］

　　脑血管病因其高发病率、高致残率及高死亡率，

给社会和家庭带来了沉重的经济负担。缺血性脑卒

中患者除在超早期进行静脉溶栓治疗外，尚缺乏有

效的治疗手段。因此，积极寻求新的神经保护剂是

目前研究的重点。米诺环素是一种第二代四环素类

抗生素，具有抗炎、抗凋亡、抗氧化应激及血管保护

活性，通过多途径、多靶点发挥保护作用［１］。有研究

表明，腹腔注射大剂量米诺环素对大鼠缺血性脑损

伤具有神经保护作用［２］。近期一项临床研究显示，

静脉给予低剂量米诺环素对缺血性脑卒中患者是安

全可行的［３］。大量基础和临床研究表明小胶质细胞

激活介导的炎症反应及缺血灶周围高迁移率族蛋白

Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）的

聚集在缺血性脑损伤中起着重要作用［４５］。本研究

旨在观察静脉给予低剂量米诺环素对大鼠缺血性脑

损伤后脑梗死体积、血脑屏障通透性、小胶质细胞的

活化、ＨＭＧＢ１的表达及神经功能的影响，从而阐明

其可能的神经保护机制。

１　材料和方法

１．１　动物与试剂　７２只成年雄性ＳＤ大鼠，体质量

２５０～２８０ｇ，购于重庆医科大学实验动物中心

［ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００１］。红四氯氮唑（ＴＴＣ）及盐酸

米诺环素（Ｓｉｇｍａ公司），山羊抗离子钙接头蛋白

（Ｉｂａ１）多 克 隆 抗 体 （英 国 Ａｂｃａｍ 公 司），兔 抗

ＨＭＧＢ１多克隆抗体（北京博奥森公司），全蛋白提

取试剂盒（南京凯基公司），伊文思蓝（ＥＢ，碧云天生

物公司）。

１．２　动物处理与分组　７２只ＳＤ大鼠按随机数字

表分为假手术组（Ｓ组）、缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ组）和米

诺环素干预组（Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组），每组２４只。从各组

中各选６只分别进行蛋白质印迹、脑梗死体积、血脑

屏障通透性及大鼠神经功能评分。Ｉ／Ｒ组大鼠参照

本课题组前期的实验方法［６］制作大脑中动脉阻塞再

灌注模型：大鼠麻醉后，将其仰卧位固定，颈正中切

口，分离出颈总、颈内及颈外动脉，隔断颈外动脉及

颈内外动脉之间的交通支，结扎颈总动脉和颈内动

脉，从颈外动脉残端缓慢插入线栓，插入到微感阻力

即停止，用丝线固定线栓并缝合伤口，缺血２ｈ后轻

轻拔出线栓到动脉分叉处，实现再灌注。Ｓ组大鼠

除不插入线栓外，其余步骤同Ｉ／Ｒ组。Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组

在再灌注后，尾静脉注射３ｍｇ／ｋｇ米诺环素，每日２

次，持续１４ｄ。

１．３　ＴＴＣ染色法测定大鼠脑梗死体积　大鼠脑缺

血再灌注２ｄ后进行ＴＴＣ染色。具体步骤如下：用

３．５％水合氯醛麻醉大鼠后断头处死，将脑组织放入

－２０℃冰箱中冷冻３０ｍｉｎ，取出后切成５片（每片厚

２ｍｍ）；放入２％ ＴＴＣ溶液中，３７℃避光孵育３０

ｍｉｎ；最后用数码相机采图，使用ＩｍａｇｅＪ软件测量

不同层面的梗死面积，根据梯形法则计算梗死体积。

１．４　ＥＢ法测定血脑屏障通透性　参照 Ｂｅｌａｙｅｖ

等［７］的方法，再灌注２ｄ后股静脉注射 ２％ ＥＢ

（５ｍＬ／ｋｇ），６ｈ后处死大鼠，经左心室灌注生理盐

水后取出大脑，称量双侧大脑半球，每克脑组织加入

２ｍＬ甲基酰胺，６０℃水浴２４ｈ取出，７５００×犵离心

２０ｍｉｎ，取上清液，１５０００×犵离心１０ｍｉｎ。取上清

液２００μＬ加入酶标板中，酶标仪６３０ｎｍ测定光密

度值，计算脑组织 ＥＢ含量，结果以μｇ／ｇ脑组织

表示。

１．５　蛋白质印迹法检测 ＨＭＧＢ１、Ｉｂａ１蛋白表达　

缺血再灌注２ｄ后，分别提取缺血侧脑组织蛋白。以

３０μｇ蛋白／电泳道上样，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后将

目的蛋白转移至０．４５μｍ的ＰＤＶＦ膜上，５％脱脂牛

奶封闭后，４℃孵育特异性一抗过夜，辣根过氧化物

酶标记的二抗孵育１ｈ后，用凝胶扫描成像仪拍照。

采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像软件进行灰度定量分析，将

目的蛋白与内参βａｃｔｉｎ的光密度的比值作为目的

蛋白的相对表达量。
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１．６　大鼠神经功能缺损评分　参照Ｃｈｅｎ等
［８］提出

的改良神经功能缺损评分（ｍＮＳＳ），对各组大鼠术后

２、７、１４ｄ的神经功能进行评价计分。０分是最低

分，１８分为最高分，得分越高神经功能损害越严重。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数

据进行分析，数据以珔狓±狊表示，多组间比较运用

ＡＶＯＮＡ分析，两两比较行 ＬＳＤ检验。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　米诺环素对脑缺血再灌注后脑梗死体积的影

响　脑缺血再灌注后２ｄ，ＴＴＣ染色结果显示，Ｉ／Ｒ

组大鼠脑梗死体积约占 Ｓ组正常脑组织体积的

３５．４％，米诺环素干预后大鼠的脑梗死体积约占Ｓ

组的２３．７％，低于Ｉ／Ｒ组梗死体积（图１）。

图１　米诺环素对大鼠脑缺血再灌注损伤后

脑梗死体积的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犿犻狀狅犮狔犮犾犻狀犲狅狀犻狀犳犪狉犮狋狏狅犾狌犿犲

狅犳狉犪狋狊犪犳狋犲狉犮犲狉犲犫狉犪犾犻狊犮犺犲犿犻犪／狉犲狆犲狉犳狌狊犻狅狀

Ｓ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；

Ｉ／Ｒ＋ＭＣ：Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

２．２　米诺环素对脑缺血再灌注后血脑屏障通透性

的影响　脑缺血再灌注后２ｄ，Ｉ／Ｒ组大鼠右侧大

脑半球皮质及皮质下有明显的ＥＢ渗出。定量分析

结果表明，Ｉ／Ｒ组大鼠缺血侧脑组织ＥＢ含量多于Ｓ

组（犘＜０．０５），Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组大鼠缺血脑组织的ＥＢ

含量低于Ｉ／Ｒ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５，

图２）。

图２　米诺环素对大鼠脑缺血再灌注损伤后

血脑屏障通透性的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犿犻狀狅犮狔犮犾犻狀犲狅狀狆犲狉犿犲犪犫犻犾犻狋狔狅犳犫犾狅狅犱犫狉犪犻狀

犫犪狉狉犻犲狉狅犳狉犪狋狊犪犳狋犲狉犮犲狉犲犫狉犪犾犻狊犮犺犲犿犻犪／狉犲狆犲狉犳狌狊犻狅狀

Ｓ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；

Ｉ／Ｒ＋ ＭＣ：Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＥＢ：Ｅｖａｎ’ｓ

ｂｌｕｅ．犘＜０．０５ｖｓＳｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＩ／Ｒｇｒｏｕｐ．狀＝６，

珔狓±狊

２．３　米诺环素对脑缺血再灌注后Ｉｂａ１、ＨＭＧＢ１蛋

白表达的影响　Ｓ组缺血侧脑组织仅有少量Ｉｂａ１和

ＨＭＧＢ１蛋白表达。缺血再灌注后２ｄ，Ｉ／Ｒ组Ｉｂａ１

和ＨＭＧＢ１蛋白表达量高于Ｓ组（犘＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ

组比较，Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组Ｉｂａ１和ＨＭＧＢ１蛋白表达量减

少（犘＜０．０５，图３）。

图３　米诺环素对大鼠脑缺血再灌注损伤后

犐犫犪１和犎犕犌犅１蛋白表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犿犻狀狅犮狔犮犾犻狀犲狅狀犐犫犪１犪狀犱犎犕犌犅１

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳狉犪狋狊犪犳狋犲狉犮犲狉犲犫狉犪犾犻狊犮犺犲犿犻犪／狉犲狆犲狉犳狌狊犻狅狀

Ｓ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；

Ｉ／Ｒ＋ＭＣ：Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ｉｂａ１：Ｉｏｎｉｚｅｄｃａｌ

ｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１；ＨＭＧＢ１：Ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ

ｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ．犘＜０．０５ｖｓＳｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓ

Ｉ／Ｒｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊
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２．４　米诺环素对大鼠缺血再灌注后神经功能的影

响　Ｓ组在各时间点无神经功能缺损症状。缺血再

灌注后，Ｉ／Ｒ组和Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组大鼠均出现神经功能

缺损症状。缺血再灌注２ｄ后，Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组大鼠神

经功能缺损评分与Ｉ／Ｒ组相比差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；缺血再灌注７、１４ｄ后，Ｉ／Ｒ＋ＭＣ组大

鼠神经功能缺损评分均低于Ｉ／Ｒ 组（犘＜０．０５，

表１）。

表１　各组间大鼠改良神经功能缺损评分比较

犜犪犫１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犿狅犱犻犳犻犲犱狀犲狌狉狅犾狅犵犻犮犪犾狊犲狏犲狉犻狋狔狊犮狅狉犲狊犫犲狋狑犲犲狀狉犪狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

狀＝６，珚狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
Ａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

２ｄ ７ｄ １４ｄ

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ ０ ０ ０

Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ １０．５０±１．０５ ７．５０±１．２２ ６．８３±０．７５

Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ １０．６７±１．１７ ５．８３±０．７５△ ４．００±１．２６△

犘＜０．０５ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ

３　讨　论

米诺环素是一种高脂溶性且能通过血脑屏障的

四环素类抗生素，在临床上被广泛用于治疗严重的

关节炎及感染性疾病。最近的研究表明，米诺环素

在中枢神经系统疾病中具有神经保护作用，是目前

最具潜力的神经保护剂［２］。多项研究表明，长期给

予米诺环素治疗可以通过抑制小胶质细胞／巨噬细

胞的激活、清除氧自由基、调节半胱氨酸蛋白酶

（ｃａｓｐａｓｅｓ）依赖或非依赖性途径发挥抗炎、抗氧化应

激、抗凋亡等作用，从而改善大鼠的神经功能［２，９］。

在脑缺血的动物模型中，常选择腹腔注射高剂量

（１０～９０ｍｇ／ｋｇ）米诺环素的方式给药
［１０］，但腹腔注

射会导致米诺环素的延迟吸收和腹膜激惹［１１］，而且

不适合于临床的广泛应用。因此，寻找米诺环素最

佳的给药途径及最佳剂量是将基础研究应用到临床

的关键。静脉注射３ｍｇ／ｋｇ的米诺环素可以达到口

服２００ｍｇ米诺环素的血药浓度。Ｘｕ等
［１２］发现，脑

缺血５ｈ内静脉注射３ｍｇ／ｋｇ米诺环素能降低大鼠

脑梗死体积，缓解神经功能的损害，与本研究的结果

一致。血脑屏障在维持大脑功能中起到重要的作

用，本实验表明低剂量米诺环素能降低伊文思蓝的

渗出，减轻血脑屏障的损坏。

ＨＭＧＢ１是一种高度保守的非组蛋白ＤＮＡ结

合蛋白，在大脑皮质及海马等部位广泛表达。近年

研究发现 ＨＭＧＢ１是一种新的促炎性细胞因子，脑

缺血再灌注后，ＨＭＧＢ１可通过活性小胶质细胞主

动分泌和受损的神经细胞被动释放的方式从细胞核

转移到细胞质，再释放到细胞外，激活体内多条信号

通路，启动炎症反应，引起各种炎性介质的释放，从

而导致缺血再灌注损伤［５］。Ｓｈｉｎ等
［１３］研究表明脑

缺血后 ＨＭＧＢ１的释放存在两个高峰，早期以受损

细胞的释放增多为主，晚期以激活的炎性细胞合成

增加为主。经鼻给予 ＨＭＧＢ１七聚物肽治疗后，可

以抑制ＨＭＧＢ１介导的神经元死亡，起到神经保护

作用［１４］。本研究发现，静脉给予低剂量米诺环素２ｄ

后，缺血脑组织内 ＨＭＧＢ１的表达明显低于Ｉ／Ｒ组，

表明米诺环素抑制了脑缺血早期 ＨＭＧＢ１的释放。

小胶质细胞是中枢神经系统的免疫细胞，Ｉｂａ１是活性

小胶质细胞的标记物，脑缺血后小胶质细胞过度激

活，参与缺血再灌注损伤的病理过程。本研究发现，

低剂量米诺环素可以抑制小胶质细胞的活化，减轻缺

血再灌注损伤，与Ｈａｙａｋａｗａ等
［１５］报道结果类似。

综上所述，尾静脉给予低剂量米诺环素可以改善

局灶性脑缺血再灌注大鼠的神经功能，其机制可能包

括减少脑梗死体积，降低血脑屏障的通透性，抑制小

胶质细胞的活化及促炎因子 ＨＭＧＢ１的释放。本研

究结果提示，低剂量米诺环素对大鼠缺血性脑损伤具

有神经保护作用，这为临床应用米诺环素治疗缺血性

脑血管疾病提供了理论及实验基础。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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