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养血清脑颗粒对大鼠脑缺血再灌注损伤后轴突再生及ＲＧＭａ表达的影响

陶　涛，秦新月，徐广会　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经内科）

　　［摘要］　目的　探讨养血清脑颗粒对大鼠脑缺血再灌注损伤后轴突再生的影响及可能的机制。方法　 成年雄性
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠４８只，随机分为假手术组、缺血／再灌注组、生理盐水对照组和养血清脑颗粒治疗组。缺血２周
后，采用免疫组织化学及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测缺血侧脑皮质及海马排斥性导向因子 Ａ（ｒｅｐｕｌｓｉｖｅｇｕｉｄａｎｃｅｍｏｌｅｃｕｌａｒＡ，
ＲＧＭａ）蛋白的表达，免疫染色神经微丝蛋白２００（ＮＦ２００）评估轴突生长。术后２、７、１４ｄ和２８ｄ，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　 同缺血／再灌注组相比，养血清脑颗粒治疗
组大鼠缺血侧脑皮质和海马ＲＧＭａ蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０１），ＮＦ２００蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５），ｍＮＳＳ神经功能评分
显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　 养血清脑颗粒能促进大鼠缺血再灌注损伤后神经功能的恢复，其机制可能与下调ＲＧＭａ蛋
白的表达，促进轴突再生有关。
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　　缺血性脑损伤后常导致严重而且持久的神经功能
缺损，这是因为成年哺乳动物中枢神经系统可塑性差，

断离的轴突再生困难［１］。近年研究表明，轴突再生抑

制因子是妨碍受损神经元再生的关键因素。排斥性导
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向因子 Ａ（ｒｅｐｕｌｓｉｖｅｇｕｉｄａｎｃｅｍｏｌｅｃｕｌａｒＡ，ＲＧＭａ）是
一种新的轴突再生抑制蛋白，与特异性受体 Ｎｅｏｇｅｎｉｎ
结合后激活下游ＲｈｏＡ信号通路介导生长锥的塌陷和
轴突再生抑制作用。大鼠大脑中动脉闭塞模型已广泛

用于脑缺血病理生理及神经保护的基础研究，本实验

采用此模型观察养血清脑颗粒对大鼠神经功能恢复及

缺血侧皮质和海马神经微丝蛋白 ２００（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ２００，ＮＦ２００）及ＲＧＭａ蛋白表达的影响，探讨其
对脑缺血再灌注损伤的神经保护作用及潜在的机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　清洁级ＳＤ大鼠４８只，体质量２５０～２８０ｇ，３月龄，由重庆
医科大学实验动物中心提供。养血清脑颗粒（天津天士力制药

公司，国药准字 Ｚ１０９６００８２），兔抗 ＲＧＭａ多克隆抗体（英国
Ａｂｃａｍ公司），鼠抗ＮＦ２００单克隆抗体（武汉博士德公司），细
胞膜蛋白提取试剂盒（南京凯基公司），通用型ＳＰ检测试剂盒
（北京中杉金桥公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　大脑中动脉闭塞／再灌注模型的制作　　参照本课题
组前期的实验方法［２－３］。使用Ｌｏｎｇａ等［４］的５分评分标准对清
醒后的大鼠进行神经功能评分：０分和４分以及后续取材发现
蛛网膜下腔出血均剔除，并从同批大鼠中随机补足各组动物数。

１．２．２　动物分组及给药　　４８只 ＳＤ大鼠根据随机数字表分
为假手术组（Ｓ组）、缺血／再灌注组（Ｉ／Ｒ组）、生理盐水对照组
（Ｉ／Ｒ＋Ｃ组）和养血清脑颗粒组（Ｉ／Ｒ＋ＹＸＱ组），每组１２只，
６只大鼠进行神经功能评分后，用于免疫印迹检测，另６只大
鼠用于免疫组化染色。养血清脑颗粒混悬液，在再灌注的同

时进行灌胃给药（２ｇ／ｋｇ），每天１次。对照组用等量的生理
盐水灌胃。

１．２．３　免疫组织化学染色　　术后２周，选取大脑中动脉支

配区皮质及海马的石蜡切片。常规脱蜡至水、微波加热修复表

面抗原、灭活内源性过氧化物酶、山羊血清封闭后采用特异性

一抗ＮＦ２００（１∶１００）、ＲＧＭａ（１∶１００）４℃过夜、参照ＳＰ法试剂
盒说明书行ＤＡＢ显色、苏木精复染、盐酸酒精分化、脱水透明
并封片、Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜下观察并摄片。用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件
对所得图像进行定量分析，每只大鼠选取３张不连续切片，每
张切片随机选择缺血灶周围５个不同的视野。
１．２．４　免疫印迹检测 ＲＧＭａ蛋白表达　　再灌注２周时，各
组大鼠进行神经功能评分后断头取脑，按凯基膜蛋白提取试剂

盒说明书分别提取缺血侧皮质及海马膜蛋白。以３０μｇ蛋白／
电泳道上样，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后将目标蛋白转移至
０．４５μｍ的ＰＤＶＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭后，加入兔抗 ＲＧＭａ
（１∶４００）４℃孵育过夜，辣根过氧化物酶标记的二抗孵育１ｈ
后，ＥＣＬ显色并用ＢｉｏＲａｄ凝胶扫描成像仪拍照。采用Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ图像软件进行条带分析，ＲＧＭａ／βａｃｔｉｏｎ值表示蛋白表达
的相对含量。

１．２．５　行为学评分　　参照 Ｃｈｅｎ等［５］提出的 ｍＮＳＳ评分对
术后２、７、１４ｄ和２８ｄ的大鼠进行神经功能评价，０分为正常，
１８分为最严重的功能障碍，得分越高神经功能损害越严重。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较
行单因素方差分析，两两比较行ＬＳＤ检验。

２　结果

２．１　免疫组化检测脑缺血再灌注后缺血侧脑组织
ＲＧＭａ蛋白的表达

　　各组均可见ＲＧＭａ蛋白阳性表达于神经元细胞膜。Ｓ组皮
质及海马神经元可见少量ＲＧＭａ蛋白阳性细胞，呈浅黄色。缺
血再灌注第２周，大鼠缺血灶周围皮质及海马 ＲＧＭａ蛋白表达
明显增高，与Ｓ组相比有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。给予养血清
脑颗粒治疗后，Ｉ／Ｒ＋ＹＸＱ组皮质和海马 ＲＧＭａ蛋白的表达明
显降低（Ｐ＜０．０５）。见图１、表１。
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图１　各组大鼠缺血再灌注２周后缺血侧皮质及海马ＲＧＭａ免疫组化染色观察　（ＳＰ×２００）
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表１　各组大鼠缺血再灌注２周后缺血侧脑组织ＲＧＭａ蛋白的

表达（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

ＲＧＭａ蛋白的灰度比值 ＲＧＭａ蛋白的平均光密度比值
组别

皮质 海马 皮质 海马

Ｓ组 ０．１７８±０．０３３ ０．１８３±０．０２１ ０．１８０±０．０１４ ０．２２４±０．０３１

Ｉ／Ｒ组 １．１０１±０．０７７ａ ０．７４８±０．０４３ａ ０．７０６±０．０８５ａ ０．８１７±０．０６７ａ

Ｉ／Ｒ＋Ｃ组 １．１３５±０．０４７ａ ０．７３４±０．０５９ａ ０．６９４±０．０８８ａ ０．７９２±０．０５６ａ

Ｉ／Ｒ＋ＹＸＱ组 ０．５６４±０．０５１ａｂ０．５６２±０．０３９ａｂ０．３９２±０．０８４ａｂ０．４０２±０．０６５ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｉ／Ｒ组比较

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑缺血再灌注后缺血侧脑组织
ＲＧＭａ蛋白的表达

　　Ｓ组大鼠缺血灶周围皮质和海马区仅有少量ＲＧＭａ蛋白表
达。同Ｓ组相比，Ｉ／Ｒ组皮质和海马 ＲＧＭａ蛋白表达显著增高
（Ｐ＜０．０５），给予养血清脑颗粒治疗后，ＲＧＭａ蛋白的表达水平
明显下降（Ｐ＜０．０１）。见图２、表１。
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠缺血再灌注２周后缺血侧皮质及海马

ＲＧＭａ蛋白的表达

２．３　大鼠缺血侧皮质及海马轴突再生情况
　　免疫组化染色结果显示，ＮＦ２００蛋白主要阳性表达在神经

元胞膜和轴突膜上，Ｓ组皮质（０．２０３±０．０１６）及海马神经元

（０．２６１±０．０３４）可见大量ＮＦ２００阳性的细胞，轴突较长，排列

规则。Ｉ／Ｒ组在缺血 ２周时皮质（０．１３９±０．０１０）和海马

（０１６５±０．１２１）ＮＦ２００阳性细胞突起中断，表达明显减少

（Ｐ＜００５）。ＩＲ＋ＹＸＱ组缺血侧皮质（０．１６６±０．０１１）和海马

（０．２００±０．０１６）ＮＦ２００蛋白表达有所增加，与 Ｉ／Ｒ组比较差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图３。

２．４　大鼠神经功能评分
　　Ｓ组大鼠未出现神经功能缺损症状，缺血后各组 ｍＮＳＳ评

分显著增加，再灌注２、７ｄ后，Ｉ／Ｒ组和Ｉ／Ｒ＋ＹＸＱ组神经功能

评分无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；再灌注１４、２８ｄ后各手术组神

经功能有所恢复，Ｉ／Ｒ＋ＹＸＱ组的 ｍＮＳＳ评分明显低于 Ｉ／Ｒ组

（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　各组大鼠缺血再灌注后不同时间的神经功能评分比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ２ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

Ｉ／Ｒ组 １０．５０±１．０５ ７．５０±１．２２ ６．８３±０．７５ ５．８３±０．７５

Ｉ／Ｒ＋Ｃ组 １０．８３±１．１７ ７．３３±１．０３ ７．１７±１．１７ ５．５０±１．０５

Ｉ／Ｒ＋ＹＸＱ组 １０．６７±１．０３ ６．５０±０．８４ ４．３３±１．０３ａ ３．１７±０．７５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｉ／Ｒ组比较

３　讨论

　　养血清脑颗粒是一种中药复方制剂，具有抗氧化、
预防血栓、改善软脑膜循环，增加脑血流量等药理作

用。近年来，养血清脑颗粒的神经保护作用得到广泛

关注。ＮＦ２００是神经元的骨架蛋白，特异性分布在神
经元轴突及胞体内。ＮＦ２００在神经元胞体合成后通
过轴浆运输至轴突，适应轴突再生的需要，其表达水平

!! "#$! "#$%&! "#$%'()!
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图３　各组大鼠缺血再灌注２周后缺血侧皮质及海马ＮＦ２００免疫组化染色观察　（ＳＰ×２００）
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能反映轴突损伤及再生情况［６］。因此本实验采用

ＮＦ２００的免疫染色作为轴突再生的评价指标。本研
究结果表明，养血清脑颗粒能降低大鼠缺血脑组织

ＲＧＭａ蛋白的表达，并增加轴突再生相关蛋白 ＮＦ２００
的表达，促进大鼠神经功能的恢复。Ｘｉｏｎｇ等［７］采用

慢性脑缺血模型进行研究发现，养血清脑颗粒通过抑

制海马神经元的凋亡、增强胆碱乙酰转移酶的活性，促

进大鼠认知功能的改善。我们前期研究发现养血清脑

颗粒能减轻缺血再灌注损伤后的炎症反应，下调 ＩＬ６
及ＮＦκＢ等炎性因子。本研究进一步发现，局灶性脑
缺血亚急性期，ＲＧＭａ蛋白在缺血侧皮质和海马仍成
高表达，养血清脑颗粒能下调 ＲＧＭａ蛋白的表达，使
ＮＦ２００蛋白表达增高，促进大鼠神经功能的恢复。因
此，养血清脑颗粒下调 ＲＧＭａ表达，促进神经修复，可
能与调节脑缺血再灌注损伤触发的炎症反应有关。

　　ＲＧＭａ在中枢神经系统中具有介导排斥性轴突导
向信号，调节神经管闭合，控制神经元的存活、增殖及

分化等作用，从而参与中枢神经系统生长发育的调控

过程［８］。近年研究表明，ＲＧＭａ同时也是一种新的轴
突再生抑制因子。人局灶性脑缺血和外伤性脑损伤

后，病灶中心及其周围 ＲＧＭａ蛋白的表达升高［９］。成

年大鼠脊髓损伤后，病灶周围 ＲＧＭａ蛋白的表达也显
著增高，使用ＲＧＭａ特异性抗体治疗后可促进皮质脊
髓束（ＣＳＴ）的轴突再生，从而改善大鼠的神经功
能［１０］。我们前期研究结果也证实大鼠局灶性脑缺血

再灌注损伤后ＲＧＭａ基因和蛋白在缺血侧皮质和海马
持续增高，给予 ＲＧＭａ特异性 ＲＮＡｉ后可显著促进轴
突再生，改善大鼠的神经功能［１１］。Ｋｉｔａｙａｍａ等［１２］进

一步研究发现，活化的小胶质细胞抑制神经元轴突生

长是通过上调ＲＧＭａ蛋白实现，给予米诺环素干预后
能抑制小胶质细胞的活化，使ＲＧＭａ表达下调，并促进
轴突再生。以上研究表明，脑缺血后神经炎症可能参

与调节ＲＧＭａ蛋白的表达，介导轴突再生抑制作用。
　　综上所述，养血清脑颗粒对大鼠局灶性脑缺血再
灌注损伤具有神经保护作用，其机制可能与下调缺血

侧皮质和海马ＲＧＭａ蛋白的表达，促进轴突再生，改善
大鼠梗死后神经功能的恢复有关。
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