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环王巴明加剧大鼠脑缺血再灌注损伤
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重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　探讨环王巴明（Ｃｙｃ）对大鼠脑缺血再灌注损伤的影响。方法　６０只ＳＤ雄性大鼠随机分成假手术组

（Ｓｈａｍ组）、脑缺血再灌注对照组（Ｃｏｎ组）和脑缺血再灌注Ｃｙｃ干预组（Ｃｙｃ组），每组２０只。于脑缺血再灌注后３ｈ腹腔注射

Ｃｙｃ（１０ｍｇ／ｋｇ）或无水乙醇，连用７ｄ。采用Ｌｏｎｇａ评分法行脑缺血后１ｄ和１４ｄ神经功能缺损评分。脑缺血２４ｈ时，干湿质

量法检测脑含水量，氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色测脑梗死体积，ＨＥ染色观察病理改变，原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测细

胞凋亡。免疫化学法检测缺血后２４ｈＮｅｕＮ、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白及１４ｄ时胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）表达。结果　Ｃｙｃ和Ｃｏｎ组

大鼠神经功能缺损评分、脑含水量、脑梗死体积、ＴＵＮＥＬ阳性细胞计数、ｃａｓｐａｓｅ３和ＧＦＡＰ蛋白表达均高于假手术组（犘＜

０．０５），且Ｃｙｃ组较Ｃｏｎ组更高（犘＜０．０５）。Ｃｙｃ和Ｃｏｎ组ＮｅｕＮ蛋白表达低于假手术组（犘＜０．０５），且Ｃｙｃ组较Ｃｏｎ组更低

（犘＜０．０５）。组织病理见Ｃｙｃ组细胞和间质水肿、神经细胞变形、核固缩、细胞坏死等重于Ｃｏｎ组。结论　Ｃｙｃ可加剧大鼠脑

缺血再灌注损伤。
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　　缺血性脑卒中是导致我国患者残疾和死亡的主

要原因之一。脑卒中后的病理生理十分复杂，阐明

其病理生理机制、寻找有效治疗药物一直是神经科

学研究者努力的方向。Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（ＨＨ）信号参与调

控胚胎及出生后大脑的发育［１］。Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ

（Ｓｈｈ）是 ＨＨ 信号通路配体之一，近年研究表明

Ｓｈｈ信号参与调控卒中后神经功能恢复
［２７］，我们的

前期研究也表明Ｓｈｈ信号能参与调控体外氧糖剥夺

再复氧损伤后神经干细胞的增殖［８９］。环王巴明

（ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ，Ｃｙｃ）是一种提取自百合类植物的甾

类生物碱，为Ｓｈｈ信号通路的特异性抑制剂
［７，１０１１］，

其对脑卒中的影响尚不甚清楚。本研究拟采用大鼠

大脑中动脉柱塞再灌注（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ

ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ／Ｒ）模型，探讨Ｃｙｃ对

大鼠脑缺血再灌注损伤的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级ＳＤ雄性健康成年大鼠，体

质量２２０～２５０ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提

供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００１。

１．２　主要试剂　Ｃｙｃ（纯度≥９８％，批号：ｃ４１１６）和

２，３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）购自Ｓｉｇｍａ公司，

ＴＵＮＥＬ试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司，免疫组化试剂盒

ＰＶ９００１、ＤＡＢ试剂盒购自北京中杉金桥生物有限

公司，兔抗ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体购自Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公

司，兔抗胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）多克隆抗体购

自Ａｂｃａｍ 公司，小鼠抗 ＮｅｕＮ 多克隆抗体购自

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。其他试剂均为国产分析纯。

１．３　大鼠大脑 ＭＣＡＯ／Ｒ模型建立及神经功能缺

损评分　采用Ｌｏｎｇａ改良线栓法
［１２］建立ＭＣＡＯ／Ｒ

模型。选用市售进口鱼线，直径０．２３～０．２６ｍｍ，长

４ｃｍ，头端去棱角使其光滑，在距头端２ｃｍ处用黑

色记号笔标记，乙醇消毒后备用。大鼠术前禁食

１２ｈ，自由饮水，用１０％水合氯醛（０．３ｍＬ／１００ｇ）经

腹腔注射麻醉后，仰卧位固定，颈部备皮，消毒后，作

正中切口，分离并暴露右侧颈总动脉、颈内外动脉，

结扎颈总动脉近心端及颈外动脉远心端，在颈内动

脉近端备线，远端放置动脉夹，颈总动脉分叉膨大处

切口，松开动脉夹，向颈内动脉插入鱼线１８～２０ｍｍ

（视体质量而定），结扎颈总动脉并固定鱼线，外留

１０ｍｍ线头，缝合皮肤。缺血９０ｍｉｎ后，将线栓拉出

至结扎端使血流再灌。术后用白炽灯加热维持大鼠

体温，待大鼠苏醒后放回鼠笼，自由饮食。按照Ｌｏｎｇａ

评分标准评价神经功能缺损：０分为正常，无神经学征

象；１分为动物不能完全伸展左前肢；２分为动物左侧

肢体瘫痪，行走时向左侧转圈，出现追尾现象；３分为

动物行走向左侧跌倒，或动物不能站立或动物打滚；４

分为无自发活动，有意识障碍。神经功能缺损评分在

１～３分者为模型成功，０分和４分者均剔除。后续实

验中予以补充，保证每组大鼠数量不变。

１．４　实验分组及给药　将６０只大鼠随机分为假手

术组（Ｓｈａｍ组）、脑缺血／再灌注对照组（Ｃｏｎ组）和

脑缺血／再灌注Ｃｙｃ干预组（Ｃｙｃ组），每组２０只。

Ｃｙｃ组于 ＭＣＡＯ／Ｒ 后 ３ｈ 腹腔注射 Ｃｙｃ（１０

ｍｇ／ｋｇ，溶于１．５ｍＬ无水乙醇），每天１次，连用

７ｄ。Ｓｈａｍ组手术分离右侧颈总、颈内外动脉，但不

插入线栓。Ｓｈａｍ组和Ｃｏｎ组于相同时间点给予

１．５ｍＬ无水乙醇，每天１次，连用７ｄ。

１．５　干湿质量法测脑水肿含量　各组随机取４只

大鼠在术后２４ｈ麻醉后断头取脑，将缺血侧脑组织

用滤纸吸去脑表面的水分，称取湿质量，然后置于

１００℃烤箱内烘至恒质量，称取干质量。脑含水

量（％）＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。

１．６　ＴＴＣ法测脑梗死体积　各组随机取４只大

鼠，术后２４ｈ断头取鲜脑，用锡箔纸包裹置－２０℃

冰箱速冻３０ｍｉｎ，做２ｍｍ厚冠状切片，６片，置于

２％ＴＴＣ染液中，放置于３７℃烤箱孵育３０ｍｉｎ，期

间可翻转组织以便更好着色。白色区域为梗死灶，

红色区域为正常组织，数码相机拍照，分离白色和红

色区域分别称质量。脑梗死体积（％）＝苍白区质

量／（苍白区质量＋非苍白区质量）×１００％
［１３］。

１．７　ＨＥ染色法观察脑组织病理　各组随机取４

只大鼠，在术后２４ｈ经１０％水合氯醛麻醉后，用

４％多聚甲醛灌流取脑。脑组织用４％多聚甲醛固

定２４ｈ，冠状切取大脑视交叉部位组织，常规石蜡包

埋，制成５μｍ厚切片，ＨＥ染色，中性树胶封片，光

镜下观察脑组织病理形态学改变。

１．８　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　各组随机取４只大

鼠，在术后２４ｈ取脑，冰冻切片。将切片用４％多聚

甲醛常温固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３０ｍｉｎ，细胞通透

液０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００４℃通透２ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗２

次，每次５ｍｉｎ；加ＴＵＮＥＬ反应液（ＴｄＴ＋荧光素标

记的ｄＵＴＰ），３７℃湿盒中避光孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

３次，每次５ｍｉｎ；加ＤＡＰＩ（１∶４００）染核５ｍｉｎ，ＰＢＳ

漂洗３次，每次５ｍｉｎ；加防荧光淬灭封片剂封片。

激光共聚焦下观察拍照，所有切片随机选取５个视

野（每只大鼠选２张）。

１．９　免疫化学法检测ＮｅｕＮ、ｃａｓｐａｓｅ３和ＧＦＡＰ蛋

白表达　各组随机取４只大鼠，在术后２４ｈ或１４ｄ

（ｃａｓｐａｓｅ３及ＮｅｕＮ于术后２４ｈ，ＧＦＡＰ于术后１４ｄ）

行１０％水合氯醛麻醉、４％多聚甲醛灌注取脑。脑组

织用４％多聚甲醛固定后行石蜡包埋或冰冻切片。

·８７６·
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第６期．王　莉，等．环王巴明加剧大鼠脑缺血再灌注损伤

石蜡切片采用微波修复抗原免疫组化ＰＶ二步

法染色。于６０℃烤箱烤片３０ｍｉｎ；二甲苯Ⅰ、Ⅱ各

１０ｍｉｎ、梯 度 乙 醇 脱 水 各 ５ ｍｉｎ；之 后 浸 入

０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液中行微波热修复

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，３％ Ｈ２Ｏ２去离子水孵育１０

ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤，滴加一抗ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１００）和

ＧＦＡＰ（１∶１００），置于湿盒中４℃冰箱过夜；ＰＢＳ洗

涤２ｍｉｎ×３次；滴加试剂１（聚合物辅助剂），３７℃孵

育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２ｍｉｎ×３次；滴加试剂２（辣根

酶标记抗兔ＩｇＧ聚合物），３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

涤２ｍｉｎ×３次；应用ＤＡＢ显色；自来水冲洗，复染，

脱水，透明，封片。所有切片随机选取５个视野（每

只大鼠选２张），在显微镜下观察阳性细胞表达并

计数。

冰冻切片行０．４％ Ｔｒｉｔｏｎ破膜，冰冻修复液修

复３０ｍｉｎ，１０％山羊血清封闭２ｈ，滴加一抗ＮｅｕＮ

（１∶１００）４℃过夜，复温１ｈ，滴加二抗ＴＲＩＴＣ（１∶

１００）孵育９０ｍｉｎ，滴加二抗后需注意避光，用ＤＡＰＩ

（１∶４００）染核５ｍｉｎ，５０％甘油封片，激光共聚焦观

察拍照，所有切片随机选取５个视野（每只大鼠选２

张）计数。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件对实验数

据进行统计学分析。数据以珔狓±狊表示，多组间的比

较采用单因素方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＭＣＡＯ／Ｒ模型成功情况　在６０只实验大鼠

中，Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组各有３只大鼠神经功能评分为

４，被剔除。Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组共有９只在 ＭＣＡＯ／Ｒ

２４ｈ时死亡，解剖可见颅底大量血凝块，考虑血管破

裂导致蛛网膜下隙出血。实验模型成功率９０％

（５４／６０），死亡率１６．６７％（９／５４）。后续实验中随机

补充，保证每组动物数不变。

２．２　Ｃｙｃ对 ＭＣＡＯ／Ｒ损伤后大鼠神经功能的影

响　Ｌｏｎｇａ评分显示，Ｓｈａｍ组大鼠由于没有插入线

栓，未出现神经功能缺损症状。术后１ｄ，Ｃｏｎ组和

Ｃｙｃ组大鼠均出现明显的神经功能缺损，Ｌｏｎｇａ评

分分别为２．１０±０．３１和２．８５±０．３７，其中Ｃｙｃ组

较Ｃｏｎ组更为严重（犘＜０．０５）；术后１４ｄ，Ｃｏｎ组和

Ｃｙｃ组大鼠神经功能缺损有所恢复，但 Ｃｙｃ组

（Ｌｏｎｇａ评分为２．５０±０．５１）仍较Ｃｏｎ组（Ｌｏｎｇａ评

分为１．２５±０．４４）严重（犘＜０．０５）。

２．３　Ｃｙｃ对ＭＣＡＯ／Ｒ损伤后大鼠脑梗死体积的影

响　ＴＴＣ染色结果（图１）显示，Ｓｈａｍ组无脑梗死；

Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组缺血侧出现明显脑梗死，梗死体积

分别为（３６．４１±０．６４）％和（４４．０１±０．５３）％，其中

Ｃｙｃ组梗死体积较Ｃｏｎ组大（犘＜０．０５）。

图１　犆狔犮对大鼠大脑中动脉缺血再灌

注（犕犆犃犗／犚）后脑梗死体积的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳犆狔犮狅狀犻狀犳犪狉犮狋

狏狅犾狌犿犲犪犳狋犲狉犕犆犃犗／犚犻狀狉犪狋狊

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｙｃｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃｙｃ：

Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ；ＭＣＡＯ／Ｒ：Ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

２．４　Ｃｙｃ对 ＭＣＡＯ／Ｒ损伤后大鼠脑含水量的影

响　结果显示，Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组脑含水量分别为

（７９．４８±２．０１）％和（８７．０１±１．４４）％，均较Ｓｈａｍ

组［（７４．３２±１．１５）％］增加（犘＜０．０５），其中Ｃｙｃ组

较Ｃｏｎ组增加更显著（犘＜０．０５）。

２．５　Ｃｙｃ对 ＭＣＡＯ／Ｒ后大鼠脑组织病理改变及

ＮｅｕＮ、ＴＵＮＥＬ、ｃａｓｐａｓｅ３的影响　ＨＥ染色结果

（图２Ａ～２Ｃ）显示，Ｓｈａｍ组大鼠细胞形态、结构正常，

间质无水肿；而Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组细胞结构疏松紊乱，

可见明显细胞和间质水肿，不同程度的细胞变形、核

固缩、细胞坏死等，且Ｃｙｃ组较Ｃｏｎ组损伤更严重。

免疫荧光结果（图２Ｄ～２Ｆ）显示，Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组

缺血侧缺血半暗带ＮｅｕＮ阳性（红色）细胞数分别为

（５０．８５±３．５３）／０．２４ｍｍ２和（２６．５５±２．７６）／０．２４ｍｍ２，

均明显低于Ｓｈａｍ组［（９５．５５±４．２５）／０．２４ｍｍ２，犘＜

０．０５］，且Ｃｙｃ组较Ｃｏｎ组更低（犘＜０．０５）。

ＴＵＮＥＬ染色结果（图２Ｇ～２Ｉ）显示，Ｓｈａｍ组偶

见ＴＵＮＥＬ阳性细胞，阳性细胞数为（２．１５±０．８６）／

０．２４ｍｍ２；而缺血２４ｈ时Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组缺血侧缺

血半暗带ＴＵＮＥＬ阳性细胞增多，分别为（６９．８５±

２．５０）／０．２４ｍｍ２和（１０９．６８±２．５１）／０．２４ｍｍ２（犘＜

０．０５），且Ｃｙｃ组较Ｃｏｎ组更多（犘＜０．０５）。

Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化染色结果（图２Ｊ～２Ｌ）显

示，Ｓｈａｍ组有少量ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞，细胞数为

（１１．１３±１０．２９）／０．２４ｍｍ２；而缺血２４ｈ时Ｃｏｎ组

和Ｃｙｃ组缺血侧缺血半暗带ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数

分别为（７７．８３±１．６２）／０．２４ｍｍ２ 和（１０３．９０±

２．３７）／０．２４ｍｍ２，明显多于Ｓｈａｍ组（犘＜０．０５），且

Ｃｙｃ组较Ｃｏｎ组更多（犘＜０．０５）。

·９７６·
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２．６　Ｃｙｃ对 ＭＣＡＯ／Ｒ损伤后大鼠ＧＦＡＰ表达的

影响　免疫组化结果（图３）显示，脑缺血后１４ｄ，

Ｃｏｎ组和Ｃｙｃ组缺血侧缺血半暗带ＧＦＡＰ阳性细

胞数明显多于Ｓｈａｍ组（犘＜０．０５），细胞体积更大，

突起更长、更粗，ＧＦＡＰ阳性强度更强，且Ｃｙｃ组表

现较Ｃｏｎ组更明显（犘＜０．０５）。

图２　犆狔犮对大鼠大脑中动脉缺血再灌注（犕犆犃犗／犚）后组织病理改变及犖犲狌犖、犜犝犖犈犔、犮犪狊狆犪狊犲３的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狔犮狅狀狆犪狋犺狅犾狅犵狔，犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犖犲狌犖，犜犝犖犈犔犪狀犱犮犪狊狆犪狊犲３犪犳狋犲狉犕犆犃犗／犚犻狀狉犪狋狊

Ａ，Ｄ，Ｇ，Ｊ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｅ，Ｈ，Ｋ：Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｆ，Ｉ，Ｌ：Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅｇｒｏｕｐ．ＡＣ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；ＤＦ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｅｕＮｗｉｔｈ

ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ＴＲＩＴＣ，ｒｅｄ，ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈｅＮｅｕＮ）；ＧＩ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＵＮＥＬｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ＦＩＴＣ，ｇｒｅｅｎ，ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈｅ

ＴＵＮＥＬ）；ＪＬ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ｂｒｏｗｎ，ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈｅｃａｓｐａｓｅ３）．ＤＩ：ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ（ｂｌｕｅ）．Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｃｙｃ：Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ；ＭＣＡＯ／Ｒ：Ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＣ，ＪＬ），×４００（ＤＩ）

图３　犆狔犮对大鼠大脑中动脉缺血再灌注（犕犆犃犗／犚）

后犌犉犃犘表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狔犮狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

狅犳犌犉犃犘犪犳狋犲狉犕犆犃犗／犚犻狀犼狌狉狔犻狀狉犪狋狊

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｔｈｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄａｔａｏｆＧＦＡＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎ：

Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃｙｃ：Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ；ＭＣＡＯ／Ｒ：Ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ

ｏｃｃｌｕｓｉｏｎｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．犘＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＣｏｎ

ｇｒｏｕｐ．狀＝４，珔狓±狊．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（ＡＣ）

３　讨　论

Ｃｙｃ是一种提取自百合类植物的甾类生物碱，

主要通过改变Ｓｈｈ信号通路成分Ｓｍｏ受体蛋白的

空间结构而抑制Ｓｍｏ活性，从而抑制Ｓｈｈ信号通

路［７］。Ｓｈｈ信号通路与神经系统发育密切相关，激

活Ｓｈｈ信号通路能通过抗氧化、抗凋亡、促血管增生

等途径减轻脑缺血性损伤，改善神经功能［５６，１０１１］；抑

制Ｓｈｈ信号通路能通过加剧氧化途径加重脑缺血性

损伤，抑制神经功能的恢复［７，１４１７］。在本研究中，大

鼠脑缺血后３ｈ给予Ｓｈｈ信号通路成分Ｓｍｏ受体

特异性抑制剂Ｃｙｃ干预，能增加脑梗死体积、加重脑

水肿、阻碍神经功能恢复，再次证明抑制Ｓｈｈ信号通

路能加剧脑缺血性损伤。

脑缺血后，炎症、兴奋毒性、氧化应激等导致神

经元的脱失、凋亡。凋亡是脑缺血半暗带细胞死亡
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第６期．王　莉，等．环王巴明加剧大鼠脑缺血再灌注损伤

的模式之一，为可逆性损伤。脑缺血半暗带凋亡细

胞的多少决定脑梗死体积的大小［１７１８］。ＴＵＮＥＬ法

是最常用的检测凋亡的方法，ｃａｓｐａｓｅ３是凋亡的另

一敏感指标［１９］。本研究检测ＴＵＮＥＬ阳性细胞和

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达，结果显示脑缺血２４ｈ时，对

照组ＴＵＮＥＬ阳性细胞和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达明

显增加，同时ＨＥ染色见大量细胞脱失、坏死，免疫

荧光也证实大量ＮｅｕＮ阳性细胞脱失，这表明脑缺

血导致了神经细胞的脱失和凋亡。在脑缺血后３ｈ

给予Ｃｙｃ干预，缺血２４ｈ时，ＴＵＮＥＬ阳性细胞数、

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达显著高于对照组，ＨＥ染色见

细胞脱失、坏死更显著，免疫荧光见ＮｅｕＮ阳性细胞

数明显低于对照组。这表明Ｃｙｃ可加剧缺血性脑损

伤后细胞的凋亡、脱失。

脑缺血后神经功能的恢复不仅依赖于神经元脱

失、凋亡的程度，也依赖于胶质细胞的变化。近年神

经科学研究者逐渐关注到星形胶质细胞的作用不再

局限于脑保护及营养支持，其对神经功能的恢复也

有重要影响。在脑缺血早期，星形胶质细胞能释放

一氧化氮、促进谷氨酸和Ｓ１００β释放、上调血管内

皮生长因子和基质金属蛋白酶的表达、激活水通道

蛋白４，从而加剧神经元的损害，抑制损伤后恢复；

在脑缺血晚期，其可异常活化、形成胶质瘢痕、释放

炎症因子、抑制轴突再生等，从而阻碍神经功能恢

复［２０］。因此，寻找有效的药物或其他方法干预星形

胶质细胞过度活化及胶质瘢痕形成，有利于神经功

能的改善。

ＧＦＡＰ是星形胶质细胞的特异性标志蛋白，广

泛用于研究和鉴别星形胶质细胞。据报道在全脑缺

血第７天，海马ＣＡ１区ＧＦＡＰ阳性细胞数增多，细

胞形态增大肿胀，突起增多增粗［２１］。本实验在大鼠

ＭＣＡＯ／Ｒ后１４ｄ也观察到Ｃｏｎ组缺血半暗带皮质

区ＧＦＡＰ阳性细胞数增加，且细胞体积增大，突起

增多增粗，表明脑缺血导致了星形胶质细胞的异常

活化和增殖。在ＭＣＡＯ／Ｒ后３ｈ给予Ｃｙｃ处理，１４

ｄ时缺血半暗带皮质区ＧＦＡＰ阳性细胞数高于对照

组，且细胞体积较对照组大，突起较对照组多而粗。

这表明Ｃｙｃ增强了星形胶质细胞的异常活化。

综上所述，Ｃｙｃ可能通过加剧细胞的凋亡、脱失

和增强星形胶质细胞的异常活化，从而阻碍神经功

能的恢复。我们的前期研究显示Ｃｙｃ能抑制体外氧

糖剥夺后神经干细胞的增殖［８］，而Ｃｙｃ是Ｓｈｈ信号

通路成分Ｓｍｏ受体特异性抑制剂，这些从反面证实

Ｓｈｈ信号通路在缺血性脑损害后神经功能的恢复中

起重要作用。Ｓｈｈ信号通路对缺血性脑损害后神经

功能恢复的详细机制有待进一步阐明。
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