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美满霉素抑制血管性痴呆大鼠脑组织ＮＦκＢ、ＧＦＡＰ与ＩＬ１β的表达

蔡志友１，晏　宁２，晏　勇１，承欧梅１，余昌胤３，张　骏３，杨　丽３，黄良国３，詹　剑３，周　妮３

１．重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆市神经病学重点实验室，重庆４０００１６

２．重庆医科大学基础医学院，重庆４０００１６

３．遵义医学院附属医院神经内科，遵义５６３００３

［摘要］　目的：观察美满霉素（ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ）对血管性痴呆大鼠脑组织核因子κＢ（ＮＦκＢ）、星形胶质细胞标志物ＧＦＡＰ和炎症

因子ＩＬ１β表达的影响，探讨美满霉素对血管性痴呆脑保护作用的机制。方法：双侧颈总动脉结扎法建立血管性痴呆大鼠动

物模型。随机分为假手术组，４、８、１６周模型组，美满霉素治疗４、８、１６周模型组。穿梭箱实验、Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测认知行

为学改变，ＥＬＩＳＡ法、蛋白质免疫印迹法和免疫组织化学法检测ＧＦＡＰ，ＥＬＩＳＡ法和免疫组织化学法检测 ＮＦκＢ，ＥＬＩＳＡ法检

测ＩＬ１β。结果：美满霉素可以显著改善血管性痴呆的行为学症状，提高学习记忆力和反应能力。模型组和美满霉素治疗组

ＮＦκＢ、ＧＦＡＰ与ＩＬ１β表达均较假手术组显著增高（Ｐ＜０．０１），但美满霉素治疗组三者表达较模型组明显降低（Ｐ＜０．０１）。

结论：美满霉素可能通过降低血管性痴呆大鼠脑组织 ＮＦκＢ、ＧＦＡＰ与ＩＬ１β的表达，抑制星形胶质细胞激活和脑内炎症反

应，发挥脑保护作用。
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　　核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）是一种广
泛存在于真核细胞中的转录因子，现已证实脑缺血
损伤可使ＮＦκＢ激活，ＮＦκＢ直接或间接地参与脑
缺血损伤机制过程。脑缺血性损伤激活星形胶质细
胞引起的炎症反应和氧化应激是脑血管疾病的重要

病理特征。美满霉素作为四环素类药物中一种有效
的神经细胞保护剂，通过参与抑制神经炎症［１］、抑制
小胶质细胞激活［２］、抑制基质金属蛋白酶表达［３４］、
抑制活性氧产物和氧化应激的发生［５］、抑制细胞凋
亡［６］等过程发挥脑保护作用。本研究以慢性脑低灌
注方法建立血管性痴呆大鼠动物模型，并采用美满
霉素对血管性痴呆大鼠进行干预，观察血管性痴呆
大鼠脑组织ＮＦκＢ、星形胶质细胞标志物ＧＦＡＰ和
炎症因子ＩＬ１β的表达，探讨美满霉素对血管性痴
呆脑保护作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料　１０周龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（雌性，体质量

２００～２５０ｇ，第三军医大学野战医院动物研究所提
供，动物中心许可证号：渝实动设施准第２６０号）。

ＧＦＡＰ、ＮＦκＢＥＬＩＳＡ试剂盒：福建迈新生物科技有
限公司；ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒：武汉博士德生物科技
有限公司；水迷宫和大鼠穿梭箱程序自动控制仪均
由重庆市神经病学重点实验室和重庆医科大学药学

院提供。美满霉素胶囊（１００ｍｇ／粒）：中国惠氏制药
有限公司，生产批号：０５０１０３４。

１．２　动物模型和分组　参照文献［７８］制备血管性痴

呆模型：用３．５％的水合氯醛按１ｍｌ／１００ｇ将大鼠
腹腔麻醉后，仰卧固定，颈正中切口，分离双侧颈总
动脉，模型组大鼠用５号丝线结扎双侧颈总动脉，假
手术组大鼠仅分离双侧颈总动脉。分别选取造模４
周、８周、１６周作为观察点（造模成功后大鼠平均生
存时间为１６周）。随机原则分为：假手术组（Ｓ组），

４、８、１６周模型组（Ｍ４、Ｍ８、Ｍ１６），美满霉素治疗４
周、８周、１６周模型组（ＭＴ４、ＭＴ８、ＭＴ１６），每组６
只大鼠。将美满霉素用生理盐水稀释成０．５ｍｇ／

ｍｌ，ＭＴ组于建模成功后给予美满霉素５０ｍｇ／ｋｇ灌
胃［９１０］，假手术组与 Ｍ 组予以等量生理盐水灌胃。
至观察点时，用水合氯醛麻醉大鼠，打开胸腔，右心
室内取血，分离血清保存，待检备用。取血后立即经
升主动脉快速灌注生理盐水，直至右心房流出液清
亮为止。然后用４％多聚甲醛灌注固定，断头取脑
备用。

１．３　行为学检查

１．３．１　穿梭箱实验　穿梭箱底部铺以６０ｃｍ×１６

ｃｍ×２５ｃｍ的不锈钢电栅，箱顶部装有蜂鸣器。训
练时，将大鼠放在箱内任一侧，２０ｓ后出现蜂鸣音，
持续１５ｓ，蜂鸣５ｓ后由底部电栅给予电刺激（电流
强度１．５ｍＡ），大鼠受到电刺激后逃到另一端，电击
蜂鸣自动停止。记录动物在单独蜂鸣期间逃避的时
间（主动逃避时间）和遭受电刺激的时间以及电击的
次数。全部动物每日测试１次，每次２０个循环，全
程训练。

１．３．２　水迷宫实验　（１）定位航行实验（ｐｌａｃｅｎａｖ
ｉｇａｔｉｏｎｔｅｓｔ），用于测量大鼠获取经验（学习）的能
力。实验前１ｄ下午将大鼠放入水中自由游泳２
ｍｉｎ，观察其游泳姿势并使其熟悉实验环境。实验历
时４ｄ，每日上、下午两个时间段，每个时间段训练４
次，每次训练随机选择一个入水点，将大鼠面向池壁
放入水池，同一次训练所有大鼠入水点相同。记录
大鼠找到平台的时间，即潜伏期（ｌａｔｅｎｃｙ）。（２）空间
探索实验（ｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔ），用于测量大鼠保存经
验（记忆）的能力，即大鼠学会寻找平台后，对平台空
间位置记忆的能力。在训练的最后时段撤除平台，
然后在Ｂ象限任选一个入水点将大鼠面向池壁放入
水中，观测其在１２０ｓ内在各象限的游泳距离及其
占总距离的百分比；以及１２０ｓ内穿越各象限平台
相应位置（即平台在 Ｄ象限所在的位置）的次数。
记录大鼠找到平台的时间（学习潜伏期），及１２０ｓ
内穿越各象限平台相应位置的次数（记忆潜伏期），
比较各组潜伏期，评价大鼠学习记忆功能。

１．４　ＥＬＩＳＡ法检测海马ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、ＮＦκＢ　在
冰台上迅速分离大鼠一侧的海马，按２．５ｍｌ／ｇ脑质
量加入相当体积的冰生理盐水，用匀浆器将组织研
磨，然后冰浴下超声波粉碎制成匀浆，４℃，１００００×

ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液。实验严格按照 ＧＦＡＰ、

ＩＬ１β、ＮＦκＢＥＬＩＳＡ法说明书步骤进行。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测海马 ＧＦＡＰ　切取海马
组织，按１０ｍｌ／ｇ的比例加入全细胞裂解液，组织经
匀浆、超声破碎后，用ＢＣＡ法进行蛋白定量，１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转 ＮＣ膜。杂交步骤如下：

１０％脱脂牛奶封闭 ＮＣ膜１ｈ，ＴＹＢＳ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ ７．５；０．１５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ；０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０）漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，然后室温下与

ＡＰＰ一抗（１３０００）杂交反应３ｈ，ＴＴＢＳ漂洗同
前。再将ＮＣ膜与辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
二抗（１５０００）杂交反应１ｈ。最后用ＴＴＢＳ漂洗

ＮＣ膜３次，每次１０ｍｉｎ，加入 ＥＣＬ 试剂反应５
ｍｉｎ，保鲜膜包裹，暗室进行Ｘ线胶片曝光、显影和
定影。然后同一张ＮＣ膜再与βａｃｔｉｎ（１１０００）进
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行杂交反应。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹条带经Ｇｅｌｏｃ凝胶成像
分析系统扫描处理，计算单位光密度值和条带面积，
将各实验点的总光密度值与对照组比较，得到相对
百分数。

１．６　免疫组织化学染色法检测ＧＦＡＰ、ＮＦκＢ　冠

状切取视交叉后部脑组织，常规梯度乙醇脱水，二甲

苯透明，石蜡包埋，切片脱蜡、水化，３％Ｈ２Ｏ２室温１０

ｍｉｎ灭活内源性酶，蒸馏水洗涤３次；滴加正常血清

封闭液，室温２０ｍｉｎ，甩去余液；不同的切片分别适

量加入即用型羊抗大鼠ＧＦＡＰ、ＮＦκＢ抗体，４℃湿

盒内过夜。滴加生物素化山羊抗鼠ＩｇＧ，３７℃ ２０

ｍｉｎ；然后滴加链霉亲和素生物素过氧化氢酶复合

物３７℃２０ｍｉｎ。除加入正常血清封闭液外，以上各

步间均用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）充分洗涤。最

后用ＤＡＢ显色，常规脱水、透明、封片。用已知阳性

切片作为阳性对照，ＰＢＳ替代一抗作为阴性对照。

１．７　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，全部数

据采用ＳＰＳＳ１１．０软件包进行统计学处理，同一组

内不同时相点的比较采用方差分析，两组之间同一

时相点的比较采用ｔ检验，ＯｎｅｗａｙＰｅａｒｓｏｎ线性相

关分析，检验水准为Ｐ＜０．０５。

２　结　果

２．１　水迷宫、穿梭箱实验结果　Ｍ 组大鼠的电击

次数与Ｓ组比较显著增加（Ｐ＜０．０１），主动逃避次

数显著减少（Ｐ＜０．０１），学习潜伏期显著延长（Ｐ＜
０．０１），穿梭Ｄ象限次数显著减少（Ｐ＜０．０１）；ＭＴ
组与 Ｍ 组同时相点比较电击次数显著降低（Ｐ＜
０．０１），主动逃避次数显著增加（Ｐ＜０．０１），学习潜

伏期显著缩短（Ｐ＜０．０１），穿梭Ｄ象限次数显著增

多（Ｐ＜０．０１）。表明美满霉素可以显著改善血管性

痴呆的行为学症状，提高学习记忆力和反应能力。

详见图１。

２．２　 美 满 霉 素 对 炎 症 因 子 ＩＬ１β 表 达 的 影

响　ＥＬＩＳＡ检测显示 Ｍ 组脑组织内ＩＬ１β水平比

假手术组明显增高（Ｐ＜０．００１），ＭＴ组与 Ｍ 组同时

相点比较ＩＬ１β表达显著降低（Ｐ＜０．０１，图２）。

２．３　ＧＦＡＰ检测结果与分析　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法、

ＥＬＩＳＡ和免疫组织化学法结果均显示，与假手术组

相比，模型鼠脑组织内 ＧＦＡＰ水平显著增高，经过

美满霉素治疗后，ＧＦＡＰ 水平显著降低 （Ｐ＜
０．００１）。详见图３～５。

图１　水迷宫、穿梭箱实验结果

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅａｎｄｓｈｕｔｔｌｅｂｏｘｔａｓｋ
　Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△△ Ｐ＜０．０１ｖｓ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图２　ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１β
Ｆｉｇ２　Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＬ１β
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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图３　ＥＬＩＳＡ法检测ＧＦＡＰ

Ｆｉｇ３　ＥｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＦＡＰ
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　ＮＦκＢ检测结果与分析　免疫组织化学法与

ＥＬＩＳＡ法检测显示模型鼠脑组织内ＮＦκＢ水平与假
手术组比较显著增高 （Ｐ＜０．００１），经过美满霉素治
疗后，ＮＦκＢ水平显著降低 （Ｐ＜０．００１，图６，图７）。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＧＦＡＰ

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＦＡＰ
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图５　免疫组织化学法检测ＧＦＡＰ

Ｆｉｇ５　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＦＡＰ
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍ４ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｍ１６ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＭＴ４ｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＭＴ１６ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图６　免疫组织化学法检测ＮＦκＢ

Ｆｉｇ６　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＦκＢ
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍ４ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｍ１６ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＭＴ４ｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＭＴ１６ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图７　ＥＬＩＳＡ法检测ＮＦκＢ

Ｆｉｇ７　ＥｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＦκＢ
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　慢性脑缺血诱发行为学障碍是目前研究血管性

痴呆最常用的也是经典的动物模型。本实验采用永
久结扎双侧颈总动脉方法建造慢性脑低灌注状态，

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验和穿梭箱实验行为学检查表现模
型组大鼠明显的记忆和学习障碍，认知功能明显下
降，表明我们建模达到预期目的。同时我们的研究
也发现 ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、ＮＦκＢ在模型大鼠脑组织表
达增高，模型组大鼠ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、ＮＦκＢ表达均在
相对固定水平，而且ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、ＮＦκＢ的变化具
有同方向性。所以，我们推测星形胶质细胞激活后
增强炎症介质释放以及 ＮＦκＢ激活是一个级联过
程，即激活的星形胶质细胞释放炎症因子激活 ＮＦ

κＢ，激活的ＮＦκＢ促使炎症因子的释放激活星形胶
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质细胞，但其具体机制有待进一步揭示。

　　ＧＦＡＰ是星形胶质细胞中的一种标志蛋白，它
参与神经元内环境的维持和血脑屏障。在脑损伤的
炎症中会出现以胶质纤维酸性蛋白为特征的纤维

化。本研究检测糖尿病大鼠海马内ＧＦＡＰ的表达，
结果提示均高于对照组，免疫组织化学检查发现星
形胶质细胞数目明显增加，表明 ＡＣ被明显激活。
美满霉素治疗后，与单纯模型组比较，ＧＦＡＰ的表达
显著降低，表明美满霉素可以抑制星形胶质细胞的
激活，与国外文献报道一致［１１］。

　　激活的星形胶质细胞能够释放炎症因子，缺血
后脑内也有神经炎症的发生，这里我们检测糖尿病
大鼠海马内炎症因子ＩＬ１β的表达，结果提示均高
于对照组，且和星形胶质细胞激活具有时间上的一
致性，表明ＡＣ激活和脑内炎症密切相关。美满霉
素治疗后，与模型组比较，ＩＬ１β的表达显著降低，表
明美满霉素不仅可以抑制星形胶质细胞的激活，还
可以抑制大鼠脑内炎症。这与美满霉素能够抑制胶
质细胞激活后神经炎症的发生相吻合［１２］。

　　ＮＦκＢ是一种广泛存在于真核细胞中的转录因
子，现已证实脑缺血损伤可使ＮＦκＢ激活［１３］。ＮＦκＢ
活化能调控一系列基因的表达，如炎性细胞因子

ＴＮＦα、ＩＬ１β等，引发炎症级联反应
［１４１５］，加速细胞凋

亡［１６１７］，直接或间接地参与脑缺血损伤机制过程。脑
缺血后发生的ＮＦκＢ活化引发的一系列病理生理机
制是脑损伤的重要环节。本研究发现ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、

ＮＦκＢ在血管性痴呆大鼠脑组织中的表达均较正常
组增高，美满霉素治疗后显著降低，表明美满霉素对
血管性痴呆的脑保护作用是通过抑制星形胶质细胞

的激活，抑制血管性痴呆大鼠脑内炎症这一途径实现
的。

　　本实验从行为学角度和传统生物学方法初步探
讨了美满霉素对血管性痴呆的脑保护作用机制，由于
本组实验观察时间点少，观察时间短，对美满霉素糖
尿病的脑保护作用机制尚有待深入研究。但美满霉
素的耐受性好，安全性高，目前临床上已广泛应用于
各种感染性疾病的治疗，虽尚未用于脑血管性疾病的
临床治疗，但其具有脑保护作用已被大量基础实验证
实，作为一种潜在性脑保护剂有待进一步研究开发。
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