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上调脑内脑衰反应调节蛋白２的表达促进了脑缺血再灌注大鼠神经再生

幸享凤，王恬竹，王　玉，张融融，秦新月　　（４０００１６重庆，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）

　　［摘要］　目的　探讨脑衰反应调节蛋白２（ｃｏｌｌａｐｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｍｅｄｉａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ２，ＣＲＭＰ２）对大鼠脑
缺血再灌注损伤后神经元丢失及神经再生的影响及其可能的机制。方法　将６０只成年雄性 ＳＤ大鼠
分成４组：假手术组（ｓｈａｍ）、脑缺血／再灌注组（ＭＣＡＯ）、脑缺血＋质粒对照组（ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ）、脑缺血＋
ＣＲＭＰ２真核表达质粒组（ＭＣＡＯ＋ＣＲＭＰ２）。将质粒注射入各组大鼠脑内，１ｄ后建立大鼠大脑中动脉
缺血（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）／再灌注模型，术后５～７ｄ腹腔注射５乙炔基２′脱氧尿嘧
啶核苷（５ｅｔｈｉｎｙｌｄｅｏｘｉｄｉｚａｔｉｏｎｕｒａｃｉｌｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ２′，Ｅｄｕ），免疫荧光检测各组大鼠ＭＡＰ２、ＧＦＡＰ、Ｅｄｕ标记
细胞的阳性率及Ｎｅｓｔｉｎ／Ｅｄｕ双标记阳性细胞的表达；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＲＭＰ２、脑源性神经营养因
子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）及Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体２Ｂ（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
２Ｂ，ＮＭＤＡＲ２Ｂ）的表达；免疫组化检测ＣＲＭＰ２的表达及其神经功能评分。结果　与ｓｈａｍ组相比，脑缺
血再灌损伤使ＭＡＰ２表达降低（Ｐ＜０．０５），ＧＦＡＰ表达增高（Ｐ＜０．０５），同时促进了 Ｅｄｕ标记阳性细胞
［（６２．００±７．６５）、（６２．６０±７．０６）］及Ｎｅｓｔｉｎ／Ｅｄｕ标记阳性细胞［（３１．６０±５．５０）、（３１．６０±５４０）］的表
达（Ｐ＜０．０５）。而ＣＲＭＰ２真核质粒干预之后降低了ＧＦＡＰ的表达（Ｐ＜０．０５），且升高了 ＭＡＰ２的表达
（Ｐ＜０．０５），还进一步促进了Ｅｄｕ标记阳性细胞（１００．２０±１１．５２）及Ｎｅｓｔｉｎ／Ｅｄｕ标记阳性细胞（５７．２０±
４．８０）的表达（Ｐ＜０．０５）。与ｓｈａｍ组相比，ＭＣＡＯ及ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组ＢＤＮＦ及ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表达明显升高
（Ｐ＜０．０５）；经ＣＲＭＰ２真核质粒干预后，ＢＤＮＦ表达进一步增高（Ｐ＜０．０５），ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表达被部分削弱
（Ｐ＜０．０５）。ＣＲＭＰ２真核质粒干预后神经功能评分较 ＭＣＡＯ及 ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组明显改善（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＣＲＭＰ２减少了大鼠脑缺血再灌注损伤后神经元的丢失；促进了大鼠脑缺血再灌注损伤后内源性
神经干细胞的增殖，而其对ＢＤＮＦ及ＮＭＤＡＲ２Ｂ的调节可能是其作用机制的一部分。
　　［关键词］　 脑衰反应调节蛋白２；脑缺血再灌注；神经再生；ＢＤＮＦ；ＮＭＤＡＲ２Ｂ
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ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ（ＢＤＮＦ）ａｎｄＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２Ｂ（ＮＭＤＡＲ２Ｂ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＴｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＣＲＭＰ２ｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｗａｓａｌｓｏ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｃｅｒｅｂｒａｌＩ／Ｒｉｎｊｕｒｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ
ＭＡＰ２（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈａｔｏｆＧＦＡＰ（Ｐ＜０．０５），ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆＥｄｕ（６２．００±
７６５，６２．６０±７．０６）ａｎｄＥｄｕ／Ｎｅｓｔｉｎ（３１．６±５．５０，３１．６±５．４０）ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＭＣＡＯａｎｄＭＣＡＯ＋
ＧＦＰｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．ＩｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＣＲＭＰ２ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｐｌａｓｍｉｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＡＰ２（Ｐ＜
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　　内源性神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＮＳＣ）具有改
善卒中后神经功能缺损的潜能［１－２］。脑缺血损伤可促

进脑室下区（ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｚｏｎｅ，ＳＶＺ）成神经干细胞
增殖迁移到损伤区域分化为成熟的神经细胞补充缺血

区神经细胞的丢失［３］。而在成人甚至是年老的卒中

患者中也已经证实脑卒中可以诱发神经再生。但是

ＮＳＣ的增殖非常有限，患者的神经功能恢复欠佳，所以
找到一个有效的外源性干预手段来促进内源性神经细

胞再生至关重要。课题组前期的研究已证实，缺血性

脑损伤使缺血侧皮质内脑衰反应调节蛋白２（ｃｏｌｌａｐｓｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｍｅｄｉａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ２，ＣＲＭＰ２）表达下降，并不利
于轴突修复；而阻断 ＣＲＭＰ２的磷酸化有利于轴突再
生［４］。其他研究发现，在大鼠大脑中动脉缺血（ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型中病灶侧缺血半
暗带及纹状体内的 ＣＲＭＰ２的表达水平升高，可能与
缺血后的神经再生有关［５］；在人类免疫缺陷病毒相关

性认知障碍研究中发现病毒相关蛋白Ｔａｔ通过激活细
胞周期依赖性蛋白激酶 ５（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，
ＣＤＫ５）调节其下游因子 ＣＲＭＰ２、Ｔａｕ及神经元迁移蛋
白（ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ，ＤＣＸ），从而影响细胞的再生、迁移分
化、血管新生及轴突重塑［６］。因此，我们推测 ＣＲＭＰ２
可能是一个能够调节内源性神经干细胞增殖的蛋白，

但其具体的作用机制尚不明确。本实验采用立体定位

注射 ＣＲＭＰ２真核表达质粒的方式，使大鼠脑内
ＣＲＭＰ２表达升高，探索 ＣＲＭＰ２对大鼠缺血再灌注损
伤后神经元及神经干细胞的影响及潜在机制。

１　材料与方法

１．１　试剂及器材
　　ＣＲＭＰ２真核表达质粒ｐＣＤＮＡ３．１＋（上海生工），
兔抗ＣＲＭＰ２（美国 ＣＳＴ公司），兔抗 βａｃｔｉｎ（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ），山羊抗兔二抗（碧云天公司），兔抗脑源性神经
营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ，美国
Ａｂｃａｍ），兔抗ＤＣＸ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），兔抗微管相关蛋白２
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＡＰ２，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），
兔抗胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），Ｅｄｕ试剂盒（广州锐博）。大鼠脑
立体定位仪（深圳瑞沃德）。

１．２　实验方法
１．２．１　动物及分组　　健康成年雄性ＳＤ大鼠６０只，体
质量２００～２５０ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供，
分为假手术组（ｓｈａｍ）、缺血再灌注组（ＭＣＡＯ）、缺血
再灌注加空白质粒组（ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ）、缺血再灌注加
ＣＲＭＰ２真核质粒干预组（ＭＣＡＯ＋ＣＲＭＰ２，ｎ＝１５），其
中用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测、荧光及组化检测、神经功能
评分各５只大鼠。
１．２．２　脑立体定位注射　　以前囟为坐标原点，右侧
侧脑室注射的坐标点为１．２、－１．５、－４．５ｍｍ。大鼠
缺血再灌注模型手术前 １ｄ进行立体定向手术，
ＣＲＭＰ２真核表达质粒（１６０ｎｇ／μＬ）或者空载体质粒
（１６０ｎｇ／μＬ）分别注射到对应组别的对应靶点，每个
点注射质粒４μＬ，注射速度为０．３μＬ／ｍｉｎ，注射完毕
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后留针５ｍｉｎ。
１．２．３　大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型制备　　参照
本课题组前期的实验操作方法［５］：大鼠经腹腔注射浓度

为１０％的水合氯醛（３．５ｍＬ／ｋｇ），固定在操作台上，脑
正中切口，分离出颈总动脉、颈外动脉、颈内动脉，游离

颈外动脉，夹闭颈总和颈内动脉，将直径０．２０ｍｍ、头
端０．４０ｍｍ的栓从颈外缓慢逆行插入颈内动脉，在１７～
１９ｍｍ处感阻力，结扎固定线栓，２ｈ后再灌注。结合
Ｌｏｎｇａ评分，１～３分纳入实验，０、４分以及取材有蛛网
膜下腔出血者剔除，从同批次模型中随机补充。

１．２．４　Ｅｄｕ标记神经细胞再生　　建立缺血再灌注
模型成功后，根据Ｅｄｕ染色试剂盒说明书提示，第５、６
天注射浓度为１ｍｇ／ｍＬ的 Ｅｄｕ溶液（５ｍｇ／ｋｇ），每天
注射２次，第７天注射１次，４ｈ后灌注取脑。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　缺血再灌注７ｄ后将大鼠
断头取脑，取右侧缺血区皮质液氮速冻后－８０℃保存。
按照蛋白提取说明书提取总蛋白，计算蛋白浓度，配至

５μｇ／μＬ。蛋白样品在浓度为１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
中分离后，转移至ＰＶＤＦ膜上，浓度为５ｇ／Ｌ的脱脂牛奶
封闭９０ｍｉｎ，ＣＲＭＰ２（５５～６５）×１０３一抗（１∶１０００）、
ＢＤＮＦ（２８×１０３）一抗（１∶４００）及 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受
体 ２Ｂ（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２Ｂ，ＮＭＤＡＲ２Ｂ）
（１６６×１０３）一抗（１∶８００）４℃ 孵育１８ｈ，山羊抗兔二
抗（１∶１０００）３７℃ 孵育１ｈ后，Ｆｕｓｉｏｎ软件扫描分析。
１．２．６　免疫荧光及免疫组化　　为行免疫荧光双标
记，Ｅｄｕ标记后的大鼠在 ７ｄ灌注取脑，多聚甲醛固

定，冰冻切片成厚 １０μｍ的贴片，－８０℃ 保存。切
片，晾干，修复后，Ｎｅｓｔｉｎ（１∶５０）、ＭＡＰ２（１∶５０）及ＧＦＡＰ
（１∶１００）一抗孵育，４℃过夜，山羊抗兔ＦＩＴＣ（１∶５０）避
光孵育２ｈ，甘油封片或者加 Ｅｄｕ染色试剂盒染色后
甘油封片，而Ｅｄｕ单标则仅需 Ｅｄｕ染色，甘油封片，共
聚焦显微镜扫描并拍照。进行免疫组化染色的冰冻切

片，－８０℃ 拿出，晾干修复后，３７℃，加３％Ｈ２Ｏ２孵育
２０ｍｉｎ，封闭后加ＣＲＭＰ２（１∶５０）一抗孵育４℃过夜，山
羊抗兔二抗孵育３０ｍｉｎ，辣根过氧化物酶反应３０ｍｉｎ，
ＤＡＢ染色加苏木精复染，最后中性树胶封片，拍照。
１．２．７　神经功能评分　　采用 Ｓｈｅｎ等［７］的评估方

法，最低分为３分，最高分为１８分，得分越低表示神经
功能缺损越严重。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０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，方差齐是两两比较行ＬＳＤ检
验，方差不齐时行Ｔａｍｈａｎｅ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　各组大鼠脑缺血侧皮质ＭＡＰ２及ＧＦＡＰ的表达
　　与ｓｈａｍ组相比，再灌注后７ｄ，ＭＣＡＯ组大鼠可见
明显的神经元丢失及大量胶质细胞的激活。ＭＣＡＯ＋
ＧＦＰ组大鼠皮质ＭＡＰ２及ＧＦＡＰ的表达与ＭＣＡＯ组无
明显差异（Ｐ＞０．０５）。而 ＣＲＭＰ２真核质粒干预后，
ＭＡＰ２表达增多（Ｐ＜０．０５），ＧＦＡＰ的表达明显减少
（Ｐ＜０．０５）。结果见图１，表１。
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图１　脑缺血再灌注７ｄ各组大鼠缺血皮质ＭＡＰ２及ＧＦＡＰ的表达情况　（免疫荧光）
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表１　脑缺血再灌注７ｄ各组大鼠ＭＡＰ２及ＧＦＡＰ的相对
表达量（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
组别 ＭＡＰ２ ＧＦＡＰ

ｓｈａｍ组 １１８．２０±１３．００ １２．２０±５．６３
ＭＣＡＯ组 ４７．００±８．６９ａ ８０．００±７．９０ａ

ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组 ４８．４０±８．４４ａｂ ８０．６０±７．９１ａｂ

ＭＣＡＯ＋ＣＲＭＰ２组 ７６．２０±６．７６ａｃ ５９．４０±３．６５ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＭＣＡＯ＋
ＣＲＭＰ２组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＭＣＡＯ组比较

２．２　各组大鼠ＳＶＺ及缺血侧皮质Ｅｄｕ标记的阳性细
胞数

　　共聚焦结果显示，与假手术比较，脑缺血再灌注损
伤促进了ＳＶＺ及缺血侧皮质 Ｅｄｕ标记阳性细胞的表
达（Ｐ＜０．０５）；而ＣＲＭＰ２真核质粒干预之后Ｅｄｕ标记
阳性细胞在这两个部位的表达量较其余３组均明显增
多（Ｐ＜０．０５），提示过表达的ＣＲＭＰ２可促进神经细胞
增殖（表２，图２）。

表２　脑缺血再灌注７ｄ各组大鼠ＳＶＺ及缺血侧皮质Ｅｄｕ
标记阳性细胞的相对表达量（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
组别 ＳＶＺ 缺血侧皮质

ｓｈａｍ组 ５．６０±２．０７ ３．００±２．２３
ＭＣＡＯ组 ６２．００±７．６５ａ ３９．６０±７．９２ａ

ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组 ６２．６０±７．０６ａｂ ３９．６０±８．４４ａｂ

ＭＣＡＯ＋ＣＲＭＰ２组 １００．２０±１１．５２ａｃ ９６．８０±６．３０ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＭＣＡＯ＋ＣＲＭＰ２组
比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＭＣＡＯ组比较

２．３　各组大鼠ＳＶＺＮｅｓｔｉｎ／Ｅｄｕ双标细胞观察
　　免疫荧光双标结果显示，缺血再灌注后 ７ｄ，
ＭＣＡＯ组及ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组Ｎｅｓｔｉｎ［（３１．６０±５．５０）ｖｓ
（０．８０±０．８４）］与Ｅｄｕ［（３１．６０±５．４０）ｖｓ（０．８０±

０８４）］的双标数量较ｓｈａｍ组明显增多（Ｐ＜０．０５），而
两组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。过表达
ＣＲＭＰ２之后Ｎｅｓｔｉｎ与Ｅｄｕ的双标数量（５７．２０±４．８０）
较其余３组明显增多（Ｐ＜０．０５），提示 ＣＲＭＰ２促进了
内源性神经干细胞的增殖（图３～５）。

ＬＶ：侧脑室；ＳＶＺ：脑室下区
图４　脑缺血再灌注７ｄ后ＭＣＡＯ组大鼠Ｅｄｕ标记的侧脑室

形态观察　（激光共聚焦显微镜 ×１００）

２．４　各组大鼠缺血侧皮质ＣＲＭＰ２、ＢＤＮＦ及ＮＭＤＡＲ２Ｂ
蛋白表达

　　与ｓｈａｍ组相比，ＭＣＡＯ及ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组ＣＲＭＰ２
表达明显降低（Ｐ＜０．０５），而ＢＤＮＦ及ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表
达明显升高（Ｐ＜０．０５）。与其余３组比较，ＣＲＭＰ２真核
质粒干预后上调了ＣＲＭＰ２的表达，且使ＢＤＮＦ表达进
一步增高（Ｐ＜０．０５）；同时降低了 ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表达
（Ｐ＜０．０５，图６，表３）。
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图２　脑缺血再灌注７ｄ各组大鼠ＳＶＺ及缺血侧皮质Ｅｄｕ标记阳性细胞的表达　（免疫荧光）
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图３　脑缺血再灌注后７ｄ各组大鼠Ｎｅｓｔｉｎ与Ｅｄｕ双标记细胞形态观察　（免疫荧光）
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图５　脑缺血再灌注７ｄ后Ｎｅｓｔｉｎ与Ｅｄｕ双标记细胞形态观察　（免疫荧光）
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１：ｓｈａｍ组；２：ＭＣＡＯ组；３：ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组；４：ＭＣＡＯ＋ＣＲＭＰ２组
图６　脑缺血再灌注７ｄ各组大鼠脑组织ＣＲＭＰ２、ＢＤＮＦ及

ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表达

表３　脑缺血再灌注７ｄ各组大鼠脑组织ＣＲＭＰ２、ＢＤＮＦ及
ＮＭＤＡＲ２Ｂ的蛋白水平（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别
ＣＲＭＰ２蛋白

灰度比值

ＢＤＮＦ蛋白

灰度比值

ＮＭＤＡＲ２Ｂ蛋白

灰度比值

ｓｈａｍ组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００

ＭＣＡＯ组 ０．５２±０．１４ａ ２．１６±０．２２ａ １．５２±０．０７ａ

ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组 ０．５２±０．１４ａｂ ２．１８±０．２１ａｂ １．５３±０．０７ａｂ

ＭＣＡＯ＋ＣＲＭＰ２组 ０．８５±０．０８ａｃ ３．２８±０．１９ａｃ １．２７±０．０５ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＭＣＡＯ＋
ＣＲＭＰ２组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＭＣＡＯ组比较

２．５　免疫组化观察ＣＲＭＰ２的表达部位
　　再灌注后７ｄ，通过免疫组化染色观察到ＣＲＭＰ２表
达部位，结果显示ＣＲＭＰ２主要在细胞质表达（图７）。
２．６　神经功能评估
　　ＭＣＡＯ组（８．９８±０．９２）和ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组（８．８６±
１１１）脑缺血再灌注后７ｄ，与ｓｈａｍ组（１７．２３±０３１）
相比，显示出严重的神经功能缺损（Ｐ＜０．０５）；而给予
ＣＲＭＰ２真核质粒干预后，大鼠神经功能评分较 ＭＣＡＯ
组、ＭＣＡＯ＋ＧＦＰ组有明显改善［（１１．９６±１２３），Ｐ＜
０．０５］。

３　讨论

　　脑缺血再灌注损伤的病理过程极为复杂，包括兴
奋性氨基酸毒性、离子不平衡、氧化应激、炎症反应、自

噬、凋亡和细胞坏死等［８］，导致大量的神经细胞丢失；

同时使星形胶质细胞活化并增生形成反应性星形胶质

细胞，部分形成胶质瘢痕，作为一个物理屏障阻碍轴突

再生，同时释放大量的炎症介质进一步损伤神经细

胞［９］。在对大鼠缺血性脑损伤的研究中发现 ＣＲＭＰ２
可能具有多重的神经保护作用［４，１０］。ＮＳＣ在卒中后的
神经修复潜能已经得到肯定［１－３］，而ＣＲＭＰ２可能对其
增殖有一定的影响［６－７］。

　　类似前期研究结果［４，１０］，本实验结果证实缺血损

伤后大鼠皮质ＣＲＭＰ２的表达较ｓｈａｍ组明显降低。而
ＣＲＭＰ２真核质粒干预后，ＣＲＭＰ２的表达量较 ＭＣＡＯ
组明显升高，证实真核质粒干预后，能使大鼠缺血侧脑

组织 ＣＲＭＰ２表达上调。脑缺血损伤可使 ＣＲＭＰ２在
体内磷酸化，致使 ｐＣＲＭＰ２表达增加，而 ＣＲＭＰ２表达
下调，该变化不利于轴突再生［４］。同时缺血后的兴奋

性毒性反应及 ＮＭＤＡ受体表达的上调将激活钙调蛋
白酶（ｃａｌｐａｉｎ），从而裂解全长ＣＲＭＰ２（６４×１０３），生成
５５×１０３的短 ＣＲＭＰ２［１１］；大部分神经系统疾病损伤均
将导致轴突退化，而轴突退化研究中发现 ＣＲＭＰ２可
被ｃａｌｐａｉｎ酶解生成５８×１０３的片段［１２］。ＣＲＭＰ２具有
多个 ｃａｌｐａｉｎ酶解位点［１２］，被酶解后的片段还可发生

核异位，而脑缺血损伤所诱发的酶解发生于哪些位点，

是否有更小的降解片段目前尚不清楚。由此，我们推

测，脑缺血损伤后 ＣＲＭＰ２表达降低可能与其被磷酸
化及酶解等有关。

　　本实验将ＣＲＭＰ２真核表达质粒转染到大鼠颅内
后，观察了缺血后神经元及胶质细胞的数量以及其对

ＳＶＺ内神经干细胞增殖的影响。结果表明，缺血再灌
注后７ｄ，过表达ＣＲＭＰ２使神经元丢失减少，同时抑制
了胶质细胞的过度活化，提示 ＣＲＭＰ２可改善缺血性
脑损伤对神经细胞结构及分布的破坏，为神经修复提

供良好的内环境。本研究发现，ＣＲＭＰ２促进了ＳＶＺ及
缺血皮质Ｅｄｕ标记阳性细胞的表达，提示ＣＲＭＰ２可促
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图７　免疫组化观察脑缺血再灌注７ｄ各组大鼠ＣＲＭＰ２的表达　（ＳＡＢＣ×４００）
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进脑缺血再灌注后神经细胞的增殖，调动了神经修复

的启动。同时，过表达ＣＲＭＰ２促进了ＳＶＺＮｅｓｔｉｎ／Ｅｄｕ
标记阳性细胞的表达，提示 ＣＲＭＰ２促进了内源性神
经干细胞的增殖。此外，过表达 ＣＲＭＰ２还减轻了神
经功能缺损。

　　为了对 ＣＲＭＰ２的作用机制有进一步的认识，本
实验还检测了 ＢＤＮＦ在各组大鼠脑组织中的表达，发
现脑缺血再灌注后ＢＤＮＦ表达升高，而过表达 ＣＲＭＰ２
使ＢＤＮＦ进一步升高。ＢＤＮＦ已经被证实可通过其受
体ＴｒｋＢ介导内源性神经干细胞的再生［１３］；还可通过

依赖细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）方式激活转录因子 ＮＦκＢ［１４］，后者是神
经细胞再生的重要调节因子［１５］。有研究证实 ＣＲＭＰ２
可调节ＢＤＮＦ受体 ＴｒｋＢ向轴突终端的传送［１６］，实现

ＢＤＮＦ的信号传导，从而我们推测，ＣＲＭＰ２促进神经再
生可能是通过上调 ＢＤＮＦ的表达来实现的，其具体调
节方式可能是通过 ＣＲＭＰ２／ＢＤＮＦ／ＥＲＫ／ＮＦκＢ信号
通路来完成。

　　有研究表明，采用ＮＭＤＡＲ抑制剂 ＭＫ８０１抑制其
表达之后可促进成年大鼠神经细胞的增殖［１７］；同时发

现用甲基苯丙胺上调ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表达抑制了神经细
胞的增殖［１８－１９］。这些均证明 ＮＭＤＡ受体对神经再生
的抑制效应。前期研究发现 ＣＲＭＰ２酶解后可降低细
胞表面ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表达［１１］。本实验证实，脑缺血再

灌注损伤之后ＮＭＤＡＲ２Ｂ表达升高，而上调ＣＲＭＰ２抑
制了其表达，同时促进了神经再生。由此，我们推测

ＣＲＭＰ２还可能通过抑制 ＮＭＤＡＲ２Ｂ的表达促进神经
细胞的再生。而有研究发现，ＮＭＤＡ受体的过度激活
可通过转录激活ＮＦκＢ［２０］，抑制ＮＭＤＡ受体的表达能
够上调ＢＤＮＦ及其受体ＴｒｋＢ及Ｐ７５的表达，而这种效
应能被ＥＲＫ抑制剂所抑制［２１］。结合前面的结果，我

们进一步推测ＣＲＭＰ２可能是通过调节 ＮＭＤＡ受体及
ＢＤＮＦ的表达促进神经细胞再生。
　　综上所述，上调 ＣＲＭＰ２的表达可改善神经细胞
的病理损伤，为神经修复提供良好的内环境，同时还可

促进神经细胞的再生，说明 ＣＲＭＰ２具有多重的神经
调节作用，可能是一个具有巨大神经保护潜能的蛋白

分子。这些作用可能与 ＣＲＭＰ２调节了 ＢＤＮＦ及
ＮＭＤＡＲ２Ｂ的信号传递有关，我们将在以后的研究中
对其进行更深入地探讨。

参考文献：

［１］ＰｅｒｏｎＳ，ＢｅｒｎｉｎｇｅｒＢ．ＩｍｐｏｒｔｅｄＳｔｅｍＣｅｌｌｓＳｔｒｉｋｅａｇａｉｎｓｔ

Ｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｔｅｍＣｅｌｌ，２０１５，１７（５）：５０１－５０２．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｊ．ｓｔｅｍ．２０１５．１０．００６

［２］ＬｉｎｄｖａｌｌＯ，ＫｏｋａｉａＺ．Ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｓｔｒｏｋｅａｆｆｅｃｔｉｎｇ

ｔｈｅａｄｕｌｔｂｒａｉｎ［Ｊ］．ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｒｂＰｅｒｓｐｅｃｔＢｉｏｌ，２０１５，７

（１１）．ｐｉｉ：ａ０１９０３４．ＤＯＩ：１０．１１０１／ｃｓｈｐｅｒｓｐｅｃｔ．ａ０１９０３４

［３］ＬｕｏＪ，ＨｕＸ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｃａｌｅｘｅｒｃｉｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｖｉａＳＤＦ１α／ＣＸ

ＣＲ４ｐａｔｈｗａｙｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，

２０１４，５７８：２０３－２０８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｌｅｔ．２０１４．０６．

０５９

［４］ＷａｎｇＴ，ＷｕＸ，ＹｉｎＣ，ｅｔａｌ．ＣＲＭＰ２ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｘｏｎ

ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＲＧＭａｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．

ＭｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１３，４７（３）：９０３－９１３．ＤＯＩ：１０．１００７／

ｓ１２０３５０１２８３８５３

［５］ＩｎｄｒａｓｗａｒｉＦ，ＷｏｎｇＰＴ，ＹａｐＥ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

Ｄｐｙｓｌ２ａｎｄＳｐｎａ２ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｒａｔｂｒａｉｎａｆｔｅｒｉｓｃｈｅ

ｍｉｃｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＩｎｔ，２００９，５５（４）：２３５－２４２．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｉｎｔ．２００９．０３．００５

［６］ＦｉｅｌｄｓＪＡ，ＤｕｍａｏｐＷ，ＣｒｅｗｓＬ，ｅｔａｌ．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＨＩＶ

１ＴａｔｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙｖｉａＣＤＫ５ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎａｎｄｈｙｐｅｒａｃｔｉｖａ

ｔｉｏｎ：ｒｏｌｅｉｎＨＩＶａｓｓｏｃｉａｔｅｄｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．

ＣｕｒｒＨＩＶＲｅｓ，２０１５，１３（１）：４３－５４．

［７］ＳｈｅｎＬ，ＭｉａｏＪ，ＹｕａｎＦ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｄｉｐｏｎｅｃ

ｔｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓｆｏｃａｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇ

ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅＴｈｅｒ，２０１３，２０

（１）：９３－１０１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｇｔ．２０１２．７

［８］ＬｉＨ，ＬｉｕＸ，ＺｈｕＹ，ｅｔａｌ．Ｍａｇｎｏｌｏｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ００２Ｃ３ｐｒｏ

ｔｅｃｔｓｂｒａｉｎａｇａｉｎｓｔｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，２０１５，５８８：１７８－

１８３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｌｅｔ．２０１５．０１．００７

［９］ＹｕａｎＪ，ＺｏｕＭ，ＸｉａｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒｃｕｍｉｎｉｍｐｒｏｖｅｓｎｅｕｒａｌ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙｂｙｔｈｅｊｏｉｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｇｌｉａｌｓｃａｒ［Ｊ］．Ｊ

ＳｕｒｇＲｅｓ，２０１５，１９５（１）：２３５－２４５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｓｓ．

２０１４．１２．０５５

［１０］ＮａｄａＳＥ，ＴｕｌｓｕｌｋａｒＪ，ＳｈａｈＺＡ．Ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１ｍｅｄｉ

ａｔｅｄｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓｉｓｅｎｈａｎｃｅｄｂｙＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ（ＥＧｂ７６１）

ａｆｔｅｒｐｅｒｍａｎｅｎｔｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，

２０１４，４９（２）：９４５－９５６．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２０３５０１３

８５７２ｘ

［１１］ＢｕＸ，ＺｈａｎｇＮ，ＹａｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｃＰＫＣβⅡｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎＨＰＣｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕ

ｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｏｆｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏ

ｃｈｅｍ，２０１１，１７（２）：３４６－３５６．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１４７１

４１５９．２０１１．０７２０９．ｘ

［１２］ＴｏｕｍａＥ，ＫａｔｏＳ，ＦｕｋｕｉＫ，ｅｔａｌ．Ｃａｌｐａｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｃｌｅａｖ

６１９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ａｇｅｏｆｃｏｌｌａｐｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｍｅｄｉａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＲＭＰ）２ｄｕｒｉｎｇ

ｎｅｕｒｉｔｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００７，２６

（１２）：３３６８－３３８１．

［１３］ＶｉｌａｒＭ，ＭｉｒａＨ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙＮｅｕｒｏｔｒｏ

ｐｈｉｎｓｄｕｒｉｎｇＡｄｕｌｔｈｏｏｄ：ＥｘｐｅｃｔｅｄａｎｄＵｎｅｘｐｅｃｔｅｄＲｏｌｅｓ

［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１６，１０：２６．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｎｉｎｓ．

２０１６．０００２６

［１４］ＯｒｔｅｇａＦ，ＰｅｒｅｚＳｅｎＲ，ＭｏｒｅｎｔｅＶ，ｅｔａｌ．Ｐ２Ｘ７，ＮＭＤＡ

ａｎｄＢＤＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒｓｃｏｎｖｅｒｇｅｏｎＧＳＫ３ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｏｏｐｅｒａｔｅｔｏｐｒｏｍｏｔｅｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｃｅｒｅｂｅｌｌａｒｇｒａｎｕｌｅｎｅｕｒｏｎｓ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０１０，６７（１０）：１７２３－１７３３．

ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ０００１８０１００２７８ｘ

［１５］ＫａｌｔｓｃｈｍｉｄｔＢ，ＫａｌｔｓｃｈｍｉｄｔＣ．ＮＦＫａｐｐａＢｉｎＬｏｎｇＴｅｒｍ

ＭｅｍｏｒｙａｎｄＳｔｒｕｃｔｕｒａｌＰｌａｓｔｉｃｉｔｙｉｎｔｈｅＡｄｕｌｔＭａｍｍａｌｉａｎ

Ｂｒａｉｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｏｌＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１５，８：６９．ＤＯＩ：１０．

３３８９／ｆｎｍｏｌ．２０１５．０００６９

［１６］ＡｒｉｍｕｒａＮ，ＫｉｍｕｒａＴ，ＮａｋａｍｕｔａＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｒｏｇｒａｄｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｏｆＴｒｋＢｉｎａｘｏｎｓｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｄｉｒｅｃｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｗｉｔｈＳｌＰ１ａｎｄＲａｂ２７［Ｊ］．ＤｅｖＣｅｌｌ，２００９，１６（５）：６７５－

６８６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｄｅｖｃｅｌ．２００９．０３．００５

［１７］ＧａｏＺＹ，ＹａｎｇＰ，ＨｕａｎｇＱＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｚｏ

ｃｉｌｐｉｎｅｏｎｔｈｅｒｅｓｅｒｐｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｂｅｈａｖｉｏｒａｌａｎｄｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｉ

ｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，２０１６，６１４：８９－９４．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｌｅｔ．２０１６．０１．００６

［１８］ＳｉｎｇｈａｋｕｍａｒＲ，ＢｏｏｎｔｅｍＰ，ＥｋｔｈｕｗａｐｒａｎｅｅＫ，ｅｔａｌ．Ｍｅ
ｌａｔｏｎｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｔｈｅａｄｕｌｔｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ：Ａｎｉｎｖｉｖｏ
ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，２０１５，６０６：２０９－２１４．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｎｅｕｌｅｔ．２０１５．０９．０１１

［１９］ＥｋｔｈｕｗａｐｒａｎｅｅＫ，ＳｏｔｔｈｉｂｕｎｄｈｕＡ，ＧｏｖｉｔｒａｐｏｎｇＰ．Ｍｅｌａｔｏ
ｎｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｕｌｔｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．
ＪＰｉｎｅａｌＲｅｓ，２０１５，５８（０）：４１８－４２８．ＤＯＩ：１０．１１１１／
ｊｐｉ．１２２２５

［２０］ＤｅｌａｖａｌｌｅｅＬ，ＣａｂｏｎＬ，ＧａｌａｎＭａｌｏＰ，ｅｔａｌ．ＡＩＦｍｅｄｉａｔｅｄ
ｃａｓｐａｓｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ：ａｎｅｗｃｈａｎｃｅｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＩＵＢＭＢＬｉｆｅ，２０１１，６３（４）：２２１－２３２．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｉｕｂ．４３２

［２１］ＹｕＷ，ＺｈｕＨ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＲｅａｃｔｉｖｅＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄ
ＩｎｃｒｅａｓｅｄＢＤＮＦＳｉｇｎａｌｉｎｇｂｙＨｉｐｐｏｃａｍｐａｌＡｓｔｒｏｃｙｔｅｓｉｎＲｅ
ｓｐｏｎｓｅｔｏＭＫ８０１［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１５，１０（１２）：
ｅ０１４５６５１．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０１４５６５１

（收稿：２０１６０１２７；修回：２０１６０３２２）

（编辑　栾　嘉）

７１９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）


