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·论　　著·

梓醇通过上调 ｐＡｋｔ表达抑制慢性脑缺血诱导的大鼠脑白质损伤

蔡其燕１，姚忠祥２　（第三军医大学基础部：１．组织学与胚胎学教研室；２．生理学教研室，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　探讨梓醇对慢性脑缺血诱导的大鼠脑白质损伤的保护作用及其与Ａｋｔ通路之间的相关性。方法　成年雄
性Ｗｉｓｔａｒ大鼠１８只，随机分为假手术组（Ｓｈａ组），生理盐水处理组（Ｖｅｈ组）和梓醇处理组（Ｃａｔ组），每组６只。以永久性结扎双侧
颈总动脉诱导大鼠慢性脑缺血，Ｖｅｈ组和Ｃａｔ组大鼠分别腹腔注射生理盐水和梓醇（５ｍｇ／ｋｇ），连续１０ｄ。慢性缺血３０ｄ后，采用卢
卡斯快蓝（ＬＦＢ）染色法和免疫组织化学染色法检测梓醇对脑白质少突胶质细胞凋亡、髓鞘损伤及 ｐＡｋｔ表达的影响。结果　在
Ｖｅｈ组的脑白质中，少突胶质细胞凋亡和髓鞘损伤程度明显增加，与Ｓｈａ组比较有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。梓醇治疗后能明显降低
少突胶质细胞凋亡和髓鞘损伤，上调ｐＡｋｔ表达，其结果与Ｖｅｈ组比较均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。结论　梓醇可通过上调 ｐＡｋｔ
的表达抑制慢性脑缺血诱导的脑白质损伤。

　　［关键词］梓醇；脑白质损伤；慢性脑缺血；ｐＡｋｔ；少突胶质细胞
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Ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｐｅｒｍａｎｅｎｔｌｉｇａｔｉｏｎｏｆｂｉｌａｔｅｒａｌｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｉｅｓ，ａｎｄｔｈｅｉｓｃｈｅｍｉｃｒａｔｓｉｎｔｈｅＶｅｈ
ｇｒｏｕｐａｎｄＣａｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅａｎｄｃａｔａｌｐｏｌａｔ５ｍｇ／ｋｇｐｅｒｄａｙｆｏｒ１０ｄａｙｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｌｌ
ｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ３０ｄａｙｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ｌｕｘｏｌｆａｓｔｂｌｕｅ（ＬＦＢ）ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，ｔｈｅｄａｍａｇｅｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡｋｔｉｎｔｈｅｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
ＩｎｔｈｅｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｏｆＶｅｈｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｓｄａｍａｇｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＳｈａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃａｔａｌｐｏｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｍａｒｋｅｄｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｔｈｅｄｅ
ｇｒｅｅｏｆｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｓｄａｍａｇｅ，ａｎｄｉｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡｋｔ．Ａｌｌｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
Ｖｅｈｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃａｔａｌｐｏｌｃｏｕｌｄａｔｔｅｎｕａｔｅｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｌｅｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｒａｔｂｒａｉｎｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｐＡｋｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃａｔａｌｐｏｌ；ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｌｅｓｉｏｎｓ；ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ｐＡｋｔ；ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ

　　脑白质损伤常与神经退行性疾病伴发，但其发病
机制目前尚未得到完全阐明。近来研究发现慢性脑缺

血可导致脑白质出现广泛的少突胶质细胞凋亡、髓鞘

脱失、轴突损伤等病理改变［１２］。因此寻找有效的药物

治疗慢性脑缺血将有助于延缓脑白质损伤及神经退行

性疾病的发生。梓醇是一种环烯醚萜葡萄糖苷类化合

物，主要存在于地黄等植物中。研究发现梓醇可抑制

缺血诱导的神经元和星形胶质细胞凋亡［３４］。但其对

少突胶质细胞的保护作用，尚属未知。最近研究报道

梓醇可通过 Ａｋｔ通路抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的内皮细胞凋
亡［５］，这提示梓醇的保护作用可能与 Ａｋｔ通路的激活
有关。本研究通过永久性结扎大鼠双侧颈总动脉建立

慢性脑缺血模型，检测梓醇对脑白质的保护作用及其

与Ａｋｔ通路的相关性。

１　材料与方法

１．１　动物分组
　　１８只成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，购于第三
军医大学野战外科研究所实验动物中心。将大鼠随机分为假

·７３２·
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手术组（Ｓｈａ组），生理盐水处理组（Ｖｅｈ组）和梓醇处理组（Ｃａｔ
组），每组６只。

１．２　大鼠慢性脑缺血模型制备和给药方法
　　大鼠术前禁食１２ｈ、禁水４ｈ。腹腔注射１％戊巴比妥钠进
行麻醉，采用颈部正中切口，暴露双侧颈总动脉，用双重丝线分

别在近心端和远心端进行结扎，在结扎两端中间剪断。术中控

制温度在３６．５～３７．５℃。Ｓｈａ组不结扎和剪断颈总动脉，其余
步骤和模型组相同。Ｖｅｈ组和Ｃａｔ组大鼠分别于术后腹腔注射
生理盐水和梓醇（５ｍｇ／ｋｇ），每天１次，连续１０ｄ。

１．３　脑组织切片的制备
　　慢性脑缺血３０ｄ后，用１％戊巴比妥钠麻醉大鼠，暴露心
脏，用穿刺针插入右心室，同时剪开右心耳，生理盐水灌注，至

流出液体变清后，再灌注２．５％的Ｚａｍｂｏｎｉ’ｓ固定液约３００ｍＬ。
断头取脑，置于Ｚａｍｂｏｎｉ’ｓ液中固定２４ｈ。脑组织块用３０％蔗
糖液脱水至沉入瓶底。ＯＣＴ包埋，在有胼胝体区域连续冠状冰
冻切片，片厚２０μｍ。

１．４　卢卡斯快蓝染色
　　脑片经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分漂洗后裱片于铬钒明胶包被
的载玻片上，３７℃烤片 ２ｈ；置于 １％卢卡斯快蓝（ｌｕｘｏｌｆａｓｔ
ｂｌｕｅ，ＬＦＢ）染液中染色８ｈ（６０℃）；９５％酒精洗去多于染液，转
入蒸馏水中充分漂洗；０．０５％碳酸锂溶液分色２０ｓ，蒸馏水漂
洗；７０％酒精继续分色至灰质和白质能明显区分；自来水冲洗
后，用梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

１．５　免疫组织化学检测
１．５．１　免疫酶标染色　　脑片经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分漂洗
后，用３％双氧水于室温处理 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗 ３次（每次 ５
ｍｉｎ），用５％ＢＳＡ于３７℃作用３０ｍｉｎ封闭抗体的非特异性结
合。加一抗（ＡＰＣ小鼠单克隆抗体，１∶１００，Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司；
ＭＢＰ山羊多克隆抗体，１∶２００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ｐＡｋｔ兔多克隆

抗体，１∶１００，Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司），４℃过夜。生物素标记二抗
（１∶１００），３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ漂洗３次。ＳＡＢＣ复合物（Ｖｅｃｔｏｒ
公司），３７℃孵育１ｈ，ＤＡＢ显色后，梯度酒精脱水，二甲苯透
明，中性树胶封片，显微镜下观察并照相。以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
代替一抗作为阴性对照。用 ＩｍａｇｅＰｌｕｓＰｒｏ５．０软件计算免疫
阳性光密度值和免疫阳性细胞数。

１．５．２　免疫荧光双标染色　　脑片经ＰＢＳ充分漂洗后，用５％
ＢＳＡ于３７℃作用３０ｍｉｎ封闭抗体的非特异性结合。切片同时
加入ＡＰＣ（１∶１００）和ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１００）抗体，或 ＡＰＣ（１∶１００）和
ｐＡｋｔ（１∶１００）抗体，３７℃孵育２ｈ后，于４℃孵育过夜。ＰＢＳ漂
洗３次后，同时加入Ｃｙ３标记的兔抗小鼠和ＦＩＴＣ标记的山羊抗
兔荧光二抗（１∶１００，Ａｂｃａｍ公司），３７℃避光孵育３ｈ，ＰＢＳ漂
洗，用水溶性封片剂封片，荧光显微镜下观察并照相。Ｉｍａｇｅ
ＰｌｕｓＰｒｏ５．０软件计算双阳性细胞数。

１．６　统计分析
　　数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１２．０软件进
行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５认为差异有显著性。

２　结果

２．１　梓醇抑制脑白质少突胶质细胞凋亡
　　免疫组织化学染色结果显示（图１ａ、ｂ、ｃ、ｇ）Ｓｈａ组胼胝体内
ＡＰＣ阳性的少突胶质细胞数较多，Ｖｅｈ组的少突胶质细胞数与
Ｓｈａ组比较明显减少（Ｐ＜０．０１）。梓醇治疗后，Ｃａｔ组胼胝体的
少突胶质细胞数明显增多，与 Ｖｅｈ组比较，具有显著性差异
（Ｐ＜０．０５）。ＡＰＣ与ｃａｓｐａｓｅ３免疫荧光双标染色结果显示（图
１ｄ、ｅ、ｆ、ｈ）Ｓｈａ组胼胝体内双阳性的凋亡少突胶质细胞数较少，
Ｖｅｈ组双阳性的凋亡细胞数与 Ｓｈａ组比较明显 增 多
（Ｐ＜０．０１）。梓醇治疗后，凋亡的少突胶质细胞数明显降低，与
Ｖｅｈ组比较，有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｓｈａ组ＡＰＣ免疫组化染色；ｂ：Ｖｅｈ组ＡＰＣ免疫组化染色；ｃ：Ｃａｔ组ＡＰＣ免疫组化染色；ｄ：Ｓｈａ组ＡＰＣ（红）和ｃａｓｐａｓｅ３（绿）免疫荧
光双标染色；ｅ：Ｖｅｈ组ＡＰＣ（红）和ｃａｓｐａｓｅ３（绿）免疫荧光双标染色；ｆ：Ｃａｔ组ＡＰＣ（红）和ｃａｓｐａｓｅ３（绿）免疫荧光双标染色；ｇ：ＡＰＣ
阳性细胞数；ｈ：ＡＰＣ和ｃａｓｐａｓｅ３双阳性细胞数；标尺＝５０μｍ；：与Ｓｈａ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与Ｖｅｈ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　免疫组织化学染色显示梓醇对慢性脑缺血大鼠胼胝体少突胶质细胞的影响

２．２　梓醇缓解脑白质髓鞘损伤
　　ＬＦＢ髓鞘染色和 ＭＢＰ免疫组织化学染色结果见图２。在

Ｓｈａ组中，ＬＦＢ染色和 ＭＢＰ染色深、边界清晰明显。脑缺血损
伤后，髓鞘稀疏，ＬＦＢ和ＭＢＰ染色变浅，两者的平均光密度值显

·８３２·



局解手术学杂志　２０１３年 第 ２２卷　第 ３期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１３，Ｖｏｌ．２２，Ｎｏ．３

著下降（与Ｓｈａ组比较，Ｐ＜０．０１）。梓醇治疗后，ＬＦＢ和ＭＢＰ染 色的平均光密度值明显升高（与Ｖｅｈ组比较，Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｓｈａ组ＬＦＢ染色；ｂ：Ｖｅｈ组ＬＦＢ染色；ｃ：Ｃａｔ组ＬＦＢ染色；ｄ：Ｓｈａ组ＭＢＰ免疫组化染色；ｅ：Ｖｅｈ组ＭＢＰ免疫组化染色；ｆ：Ｃａｔ组ＭＢＰ
免疫组化染色；ｇ：ＬＦＢ染色的平均光密度值；ｈ：ＭＢＰ染色的平均光密度值；标尺＝５００μｍ；：与Ｓｈａ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与 Ｖｅｈ组
比较，Ｐ＜０．０５

图２　ＬＦＢ和免疫组织化学染色显示梓醇对慢性脑缺血大鼠胼胝体髓鞘的影响

２．３　梓醇上调脑白质ｐＡｋｔ表达
　　ｐＡｋｔ免疫组织化学染色结果见图３。在Ｓｈａ组胼胝体中，
ｐＡｋｔ阳性细胞数较少。缺血损伤后，ｐＡｋｔ阳性细胞数有少量
增加，但与Ｓｈａ组比较无明显差异。梓醇治疗后，ｐＡｋｔ阳性细

胞数明显增加，与Ｖｅｈ组比较，差异显著（Ｐ＜０．０１）。免疫荧光
双标染色结果进一步显示梓醇可明显增加胼胝体ＡＰＣ和ｐＡｋｔ
双阳性细胞数，即梓醇促进 ｐＡｋｔ在少突胶质细胞的表达（与
Ｖｅｈ组比较，Ｐ＜０．０１）。
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ａ：Ｓｈａ组ｐＡｋｔ免疫组化染色；ｂ：Ｖｅｈ组ｐＡｋｔ免疫组化染色；ｃ：Ｃａｔ组ｐＡｋｔ免疫组化染色；ｄ：Ｓｈａ组ＡＰＣ（红）和ｐＡｋｔ（绿）免疫荧
光双标染色；ｅ：Ｖｅｈ组ＡＰＣ（红）和ｐＡｋｔ（绿）免疫荧光双标染色；ｆ：Ｃａｔ组ＡＰＣ（红）和ｐＡｋｔ（绿）免疫荧光双标染色；ｇ：ｐＡｋｔ阳性细
胞数；ｈ：ＡＰＣ和ｐＡｋｔ双阳性细胞数；标尺＝５０μｍ；＃：与Ｖｅｈ组比较，Ｐ＜０．０１

图３　免疫组织化学染色显示梓醇对慢性脑缺血大鼠胼胝体ｐＡｋｔ表达的影响

３　讨论

　　人类脑白质约占全脑组织的５０％，轻度缺血即可
造成脑白质损伤［６］。胼胝体作为脑白质的易损区域之

一，在缺血后可通过损伤的神经纤维破坏白质与灰质

之间的信号传递，造成全脑性的神经功能障碍［７］。在

慢性脑缺血中，脑白质可由于少突胶质细胞凋亡、髓鞘

脱失及神经纤维断裂，最终导致脑白质的疏松和空泡

样病变［８］。少突胶质细胞作为中枢神经系统的髓鞘形

成细胞，对体内外缺血损伤极其敏感，慢性、轻微、持续

性脑缺血时少突胶质细胞较神经元更易受损［９］。少突

胶质细胞受损或凋亡则可造成髓鞘的损伤，最终影响

神经冲动的传导。因此，少突胶质细胞损害作为缺血

时脑白质损伤的重要原因，正在受到更多的关注［１０］。

在本研究中，利用 ＡＰＣ和 ＭＢＰ免疫组织化学染色及
ＬＦＢ染色法检测脑白质的损伤情况，发现慢性脑缺血
可诱导少突胶质细胞凋亡和髓鞘损伤，梓醇治疗后则

可明显抑制少突胶质细胞凋亡和髓鞘损伤，这说明梓

·９３２·
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醇对脑白质的保护作用与其抗凋亡效应有关。

　　ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中最重要的一种半胱氨
酸蛋白酶，受凋亡刺激因素作用后被激活，活化的

ｃａｓｐａｓｅ３可通过裂解其底物，直接激活其他的蛋白酶
如ｃａｓｐａｓｅ２和ｃａｓｐａｓｅ９，或诱导线粒体功能障碍等多
条途径促进细胞凋亡［１１］。研究发现通过脑室内注射

ｃａｓｐａｓｅ３抑制剂可获得对缺血性脑损伤的保护作
用［１２］，这说明 ｃａｓｐａｓｅ３的激活与脑缺血损伤有
关［１３１４］。Ｗａｌｋｅｒ等［１５］研究发现缺血缺氧可诱导少突

胶质细胞内ｃａｓｐａｓｅ３的激活，参与少突胶质细胞的缺
血性损伤。Ｈａｎ等［１２］也报道了 ｃａｓｐａｓｅ３激活对少突
胶质细胞凋亡的诱导作用，抑制 ｃａｓｐａｓｅ３活性可促进
少突胶质细胞的存活。本研究结果显示梓醇可明显抑

制慢性脑缺血诱导的少突胶质细胞内 ｃａｓｐａｓｅ３表达
的增多，这提示梓醇可通过降低 ｃａｓｐａｓｅ３的活性来抑
制少突胶质细胞的凋亡。

　　丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 Ａｋｔ被磷酯酰肌醇３激
酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）磷酸化激活后，可
通过不同途径调节细胞的存活和凋亡。活化的 Ａｋｔ
（即ｐＡｋｔ）一方面通过磷酸化一系列凋亡调控蛋白，
如Ｂａｄ、ｃａｓｐａｓｅ３等，使这些促凋亡蛋白失活；另一方
面通过促进抗凋亡基因的转录和表达，来促进细胞的

存活，如ｐＡｋｔ使ＣＲＥＢ磷酸化后，激活 ＣＲＥＢ的转录
功能，使 Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ表达增强，稳定线粒体的功能状
态，促进细胞存活［１６］。在脑缺血损伤中，ｐＡｋｔ除了对
神经元具有广泛的保护作用外，对于少突胶质细胞的

存活也具有重要的调节作用，如 Ｐａｎｇ等［１７］发现 ｐＡｋｔ
可明显抑制ＴＮＦα介导的少突胶质细胞损伤，促进少
突胶质细胞存活。本实验结果显示，梓醇治疗可明显

提高ｐＡｋｔ在少突胶质细胞的表达，抑制少突胶质细
胞凋亡。这提示梓醇在慢性脑缺血中对少突胶质细胞

的保护作用可能与Ａｋｔ通路的激活有关。
　　综上所述，梓醇可明显抑制慢性脑缺血诱导的少
突胶质细胞凋亡和髓鞘损伤，梓醇对脑白质的保护作

用与其上调 ｐＡｋｔ的表达相关。本研究结果为临床治
疗脑缺血损伤提供了新的研究思路和候选药物。
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