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电刺激对局灶性脑梗死大鼠LINGO1和NgR1表达的影响 
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【摘 要】目的：观察电刺激对局灶性脑梗死大鼠缺血侧皮质含亮氨酸重复序列和免疫球蛋白结构域的Nogo受体作用蛋白 

(LRR and Ig d0main—containing，Nogo Receptor—interacting protein，LINGO1)和 Nogo一66受体(Nogo一66 receptor，NgR1)表达 的影 

响，探讨电刺激促进卒中后运动功能恢复的机制。方法：利用线栓法制作 SD大鼠大脑中动脉闭塞模型，将大鼠随机分为正常 

组、假手术组、缺血组和电刺激组。电刺激在造模 90min后进行，30min／d。于缺血 1、3、7、14、21 d利用 RT—PCR和免疫组化检 

测缺血皮质 LINGO1和 NgR1的 mRNA及蛋白表达。结果：电刺激组运动功能恢复较缺血组明显改善(P<0．05)。LINGO1 mRNA 

及蛋白表达在缺血后 1 d达峰，21 d时仍然较假手术组高(P<O．01)。电刺激组 7 d其 LINGO1蛋白表达较缺血组低( O．05)，2l 

d时 LINGO1 mRNA及蛋白表达较对照组高(P<0．O1)。NgR1 mRNA及蛋白表达在缺血后 1 d开始上升(P<O．01)，3 d达峰(P< 

0．01)，缺血 14 d时较假手术组无明显差异( 0．05)。电刺激组 3 d和 7 dNgR1 mRNA及蛋白表达较缺血组低(P<O．05)。结论： 

局灶性脑梗死大鼠缺血皮质 LINGO1和NgR1的表达明显上调 ，脑梗死急性期予以电刺激后 LINGO1蛋白和 NgR1 mRNA及蛋 

白表达下调 ，可能是其促进运动功能恢复的机制之一。 
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Effect of electricaI stimulation on the expressions Of LINGO1 and NgR1 in the 

brain of rats after focaI cerebraIinfarction 

WANGJin-ping，et all 

(Department ofNeurology，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To explore the mechanism of electrical stimulation improves motor recovery in a rat stroke mode1．Methods： 

Spragne-dawley(SD)rats were subjected to establish the stroke model and randomly divieded into ischemic group，electrical stimulation 

group，sham operation group and normal group．Electrical stimulation was used 90 min after the operation，30 min／d．The expressions of 

LINGO1 and NgR1 were measured with RT—PCR and immunohistoehemistry at 1 d，3 d，7 d，14 d，21 d respectively after the ischemia． 

Results：Motor function significantly recovered in electrical stimulation group compared with the ischemic group(P<0．05)．The 

expressions of LINGO1 mRNA and protein in ischemic group reached the peak at ld and were still higher than sham operation group at 21 

d (P<0．01)．The expression of LINGO1 protein in electrical stimulation group was lower than ischemic group at 7 d (P<0．05)but the 

expressions of LINGO1 mRNA and protein were higher in electrical stimulation group than in ischemic group at 21d(P<0．01)．The 

expressions of NgR1 mRNA and protein in ischemic group elevated at ld (P<O．O1)，reached the peak at 3 d (P<0．01)and returned to 

normal at 14 d(P>O．05)．The expressions of NgR1 mRNA and protein in electrical stimulation group were lower than ischemic group at 3d 

and 7 d (P<0．05)．Conclusions：The expressions of LINGO1 and NgR1 in the ischemic cortex increased significantly．The decreased 

expressions ofLINGO1 protein，NgR1 mRNA and NgR1 protein induced by electrical stimulation might be one ofthe mechanisms ofmotor 

recovery after aeute cerebral infarction． 
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卒中是威胁人类生命和健康的三大疾病之一，往往导致 

运动功能障碍。目前的已有研究证实外周穴位电刺激可以促 

进卒中后肢体运动功能恢复 ，但其机制尚不清楚。中枢神 
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经系统损伤后存在 Nogo—A、髓磷脂相关节糖蛋白(Myelin—as— 

sociated glycoprotein，MAG)和少突胶质细胞 一髓磷脂糖蛋白 

(Oligodendrocyte myelinglyc叩rIJtein，OMgp)这 3种髓鞘相关抑 

制因子(Myelin—associated inlibirorfactors，MAtFs)以及它们共 

同受体 NgR1[4]，通过激活神经元内的 RhoA信号通路抑制轴 

突生长151，继而影响运动功能恢复。而 NgR1无跨膜结构它必 
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须依赖和 LINGO1协同作用来传导这种抑制性信号从而发 

挥它的抑制作用 。已有研究发现 NgRI蛋白在局灶性脑梗 

死大鼠的缺血皮质表达明显提高 ，而 LINGO1在脑缺血皮 

质的表达仍然不明确。如何下调上述两种蛋白表达，促进缺 

血性脑损害后运动功能恢复是目前研究热点。本实验通过建 

立大鼠脑梗死模型观察 LINGO1和 NgR1 mRNA及蛋白的动 

态表达，探讨 LINGO1和 NgR1在局灶性脑梗死大鼠缺血皮 

质的表达意义以及电刺激对上述两种 mRNA和蛋白表达的 

影响，为临床进一步研究神经损伤后修复和电刺激促进缺血 

性卒中后功能恢复提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 动 物分 组 

成年雄性健康 SD(Spraguer—dawley)大鼠 100只，体重 

250～300 g，月龄 2～3个月(由重庆医科大学动物中心提供)。 

并随机分为4组：正常组(n=lO)、假手术组(n=30)、脑缺血组 

(n：30)和电刺激组(n=30)，后 3个组再根据缺血时间(线栓 

法阻断血管至取材的时间)随机分为 5个亚组 ：(1)1 d组； 

(2)3 d组；(3)7 d组；(4)14 d组；(5)21 d组。每组各 6只，共 

30只。 

1．2 动物模型建立及纳入标准 

参考 Zea—Longa等181的插线方法，采用线栓法制备大鼠大 

脑中动脉局灶l生脑梗死模型(Middlecerehr~occlusion，MCAO)。 

参考 Longa的 5分制评分标准，在手术结束、大鼠麻醉清醒 

后进行评分：0分：无神经功能缺失；1分：轻度局灶性神经功 

能缺失(不能完全伸展左前肢，提尾悬吊时左前肢屈曲)；2 

分：中度局灶性神经功能缺失(爬行时向左转圈，追尾)；3 

分：重度局灶性神经功能缺失(爬行时向左倾倒 )；4分：不能 

自主行走，意识障碍。评分为 1—3分大鼠纳入实验，处死前再 

进行 1次评分。其中造模后缺血组评分为 1分的大鼠 l2只， 

2分的大鼠 10只，3分的大鼠8只。电刺激组评分为 1分的 

大鼠 11只，2分的大鼠 11只，3分的大鼠8只。 

1．3 电刺激方法 

电刺激组参考华兴邦 1编著的《大鼠穴位图谱的研制》选 

人中、百会穴；采用频率为 20～100 Hz的混频，波宽为 l ms的 

疏密波，刺激强度以大鼠四肢肌肉轻微抖动，安静耐受为度。 

电刺激在造模 90 rain后进行f预治疗，30 min／d。 

1．4 LINGOl和 NgR1 mRNA表达检测 

按 Trizol说明书提示提取组织总的RNA，所得 RNA用 

紫外分光光度计测量 RNA浓度并定量。引物序列如下 ： 

LINGO1引 物 序 列 为 h游 5’一GGGCTCAA1丫rACCTGCGT 

GTG一3’，下游 5’一CCAGTGGGTFGGAGTCCAGAA一3’(118bp)。 

NgR1引物序列为上游 5’一GTATCCCCAGTGTTccTGAGc一3’， 

下游 5’一GGCAAACAGGTAGAGGGTCAT一3’(140 bp)。内参 

采用 GAPDH上游 5’一ccATG fTcGTCATGGGTGTGAACcA一 

3’，下游 5’～GCCAGTAGAGGCAGGGATGATGTYC一3’(25 l 

bp)。反应条件 ：94℃预变性 3 min，进入循环 94℃变性0．5 

min，58℃退火 0．5 min，72℃延伸 0．5 min，35个循环 ，72℃延 

伸 3 rain。反应结束后将 RT-PCR产物在琼脂糖凝胶上进行 

电泳，电泳条带用美国Bio—Rad凝胶图像处理系统做吸光度 

测定，计算目的条带和内参照光密度比值。 

1．5 LINGO1和 NgR1蛋白表达检测 

在线栓法阻断血管后的各时间点用 3．5％水合氯醛将大 

鼠深麻醉 ，经左心室灌注磷酸盐缓冲液(PBS，pH 7．25～7．35) 

200 ml和 4％多聚甲醛磷酸盐缓冲液(4％PFA·PBS)200 ml 

进行内固定。断头取视交叉后 2～4 Fnm处脑组织进行石蜡包 

埋后做冠状连续切片。NgRl和 LINGO1抗体购 自博奥森公 

司；SABC免疫组化试剂盒和DAB显色试剂盒购于北京中杉 

生物技术有限公司。用图像信号采集分析系统测量计数每个 

视野(10×40倍)下阳性细胞数，每个部位随机测 3个视野 ， 

取其平均值。 

1．6 统计学处理 

应用 SPSS18统计软件，正态分布数据以均值 ±标准差 

( ±s)表示，2组以上计量数据比较采用单因素方差分析 

(one—way，ANOVA)，即F检验，其中两两比较采用 LSD检验。 

非正态分布数据用中位数(范同)表示，统计分析采用 Mann— 

Whitney检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

表 1 MCAO大鼠LINGO1 mRNA表达( ±S) 

注：与假手术组相比．P<0．01；与缺血组相k~ap<o．05，·尸(0．O1 
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葡萄糖调节蛋白78与胃癌细胞化疗敏感性的关系 

李禄椿，高 青，颜晓丽 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨葡萄糖调节蛋白78(Glucose regulated protein 78，GRP78)在不同胃癌细胞株中的表达和对化疗药物敏感性 

的关系，并探讨其初步机制。方法：用 RT-．-PCR及 Western blot法检测分化程度不同的胃癌细胞株 MKN45、SGC7901和 NCI—N87 

中GRP78的表达，并分别观察经ca2十载体A23187和c 螯合剂BAPTA一4M处理后的SGC7901中GRP78的表达，MTF法检 

测各组 胃癌细胞株对多种化疗药物的敏感性。Western blot法检测 SGC7901及分别经 A23187和 BAPTA一-AM处理后细胞 

AKT／PKB蛋白表达水平，流式细胞仪检测细胞的凋亡率。结果：GRP78在3种胃癌细胞系中均有表达，在MKN45中为高表达， 

对化疗药物的敏感性最低；在 NCI—N87中为低表达，但对化疗药物的敏感性最高。A23187组 SGC7901细胞 GRP78mRNA和蛋 

白及 AKT／PKB蛋白的表达显著上调，对长春新碱(Vincristine，VCR)的敏感性降低 ；而在 BAPTA一-AM组则与之相反。结论 ： 

GRP78在不同分化的胃癌细胞株中表达水平不同，对化疗药物的敏感性亦不同。改变胃癌细胞 GRP78的表达能影响其下游蛋 

白AKT／PKB的表达水平，从而影响胃癌细胞对化疗药物的敏感性。 

【关键词】胃癌；葡萄糖调节蛋白78；敏感性 
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Research on the relation between expression GRP78 in gastric cancer celIlines 

and its sensitivity to chemotherapeutic drugs 
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【Ab~ract】Object／re：To research the sensitivity of different gastric cancer cell hnes to chemotherapeutic drugs and evaluate GRP78 

expression in order to anaJy~ze the relation between them．Metlmds：The SGC7901 cells were treated by calcium ionophore A23187 and 

Ca chelator BAFFA—AM．Th e sensitivity of different gastric cancer eell lines to different chemotherapeutic drugs was detected by MTF 

assay．The expression of GRP78 was assessed by RT--．PCR and Western blot．The expression of AKT／PKB in SGC7901， 
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A23187-SGC7901 and BAPTA—AM-SGC7901 was analyzed by 

Western blot．Cell apoptosis was analyzed by flow cytometry in 

order to evaluate the therapeutic sensitivity to VCR．Results： 
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