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【摘 要】目的：观察依达拉奉对血管性认知功能损害大鼠脑组织和血清VEGF、IL一1 p和TNF— 表达的影响，探讨依达拉奉对 

血管性认知功能损害脑保护作用机制。方法：永久性结扎大鼠双侧颈总动脉法建立血管性认知功能损害血管性认知功能损害 

动物模型，wisfar大鼠随机分为假手术组(s组)、血管性认知功能损害模型组(M组)、依达拉奉治疗组(MT组 )。酶联免疫吸附 

法检测大鼠脑组织IL一1 B、TNF一0l表达水平和血清水平，蛋白质免疫印迹法和酶联免疫吸附法检测大鼠脑组织 VEGF，水迷宫 

实验和跳台实验检测行为学改变。结果 模型组大鼠有明显的学习、记忆、行为障碍，经过依达拉奉治疗后血管性认知功能损伤 

大鼠的学习、记忆 、行为功能明显改善。MT组 IL一1 B、TNF一0【表达较 M组降低(P<0．01)，MT组 VEGF表达较 M组增高(P<0． 

01)；MT组 vEGF、IL一1 B、TNF— 表达较 s组增高(P<O．01)；M组 VEGF、IL一1 B、TNF一 表达较 N、s组显著增高(P<O．01)。结论 

依达拉奉能降低血管性认知功能损害大鼠脑组织和血清IL_1 B、TNF一Ⅸ水平、增强 VEGF表达，依达拉奉可以通过抑制血管 

性认知功能损害炎症反应和增强血管修复发挥脑保护作用。 
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UpreguIation of VEGF and downregulation of IL一1 p、TNF一0c by edaraVone in 

rats with VascuIar COgnitiVe impairment 

CAl Zhi—you，et 
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【Abstract】 D￡ c e：T0 investigate the innuence 0f edaravone 0n expI℃ssi0n 0f VEGF，IL—l p and TNF—d in vascular c0gnitive 

impairrnent bmin and the semm level of VEGF，IL一1 p and TNF— in vascular cognitive impairment rafs，in order t0 study 

neumpmtecti0n mechanism of edarav0ne against Vascular c0gnitive impairrnent． re如 出 ：The vacsular c0gnitiVe impairment mt model 

was estah1ished by permanent bilateraI occ1usion 0f both c0mm0n c．dr0tm arteries．Behaviour was ev a】uated 2 weeks after pe丌Tlanent 

hilateral occ1usi0n of both common camtid arteries with M0 s water maze and shuttle b0x task．Wistar rats were randomly divided into 

sham一0pemti0n gmllp(S)，vas叫lar c0gnitive impairrnent model gmup(M)and edarav0ne treatment 0up(MT)．Semm level and 

expression of IL一1 p and TNF—d was measured by enzyme linked immunosorhent assay，VEGF by enzyme Iinked immunos0rhent assay 

and westem bl0tting．Res舰￡拈：EdaTavone significantly improved cognitive impajrment fTom permanent bilateral occlusi0n nf both common 

carotid arteries．The semm level and expression of IL—l p and TNF—d in MT gmup were l0wer than these in M group(尸《0．O1)．The 

semm level and expI℃ssi0n 0f VEGF in MT gr0up was higher than these in M gmup(尸<O．01)．The senlm level and expItssi0n 0f VEGF， 

IL—l p and TNF—d in MT and M gmups were higher than that of in S gr0up( P<0．01)．C'0 cZ 0 0s：Edarav0ne can restI_ain the 

expressi0n of IL一1 B，TNF一0【and incI ase the expression 0f VEGF in rats with vascular c0gnitive impaiment．Edamvone can enhance 

rec0very of vascular cognitive impairrnent t0 pmtect neuml functi0n by restraining neuminⅡammation． 
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炎症机制和血管损伤是血管性认知功能损害 

重要的病理生理机制，痴呆程度和炎症及血管机制 

的损伤有着直接的联系lll 。依达拉奉(Edaravone)是 

一 种新型自由基清除剂，具有神经保护作用l 3_。依达 
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拉奉对血管性认知功能损害脑保护机制可以通过 

清除自由基发挥作用，对于血管性认知功能损伤炎 

症及血管机制的影响不明确，因此 ．我们采用依达 

拉奉对大鼠慢性脑缺血建立血管性认知功能损害 

动物模型进行治疗干预，检测血管修复因子血管内 

皮生长因子(Vascularendothelial growthfact0r，VEGF) 

和炎症因子IL一18、TNF一0[，探讨依达拉奉对血管性 

认知功能损害脑保护作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 wistar大鼠48只(雌性，体质量 200—250 g，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)随机原则分为假手术组(s组 ，只分离 

颈总动脉处理 ，不对颈总动脉结扎处理，等量生理盐水灌胃)、 

血管性认知功能损害模型组(M组 ，双侧颈总动脉结扎建立 

慢性脑缺血模型，等量生理盐水灌胃)、依达拉奉治疗组(MT 

组 ，在 M组基础上予以 3 mg／I【g依达拉奉尾静脉注射 )，每组 

6只。选取造模后 2周 、4周 、6周为观察点。 

1．1．2 试剂及药品 依达拉奉注射液(10mg，支)：中国上海 

先声制药有限公司；IL一1 B、TNF一仅检测试剂盒：福建麦新生 

物科技有限公司；VEGF检测试剂盒：北京搏奥森生物科技有 

限公司；大鼠跳台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提供。 

1．2 方法 

1．2．1 血管性认知功能损害模型制备 按照文献『4]制作动 

物模型 ，用 3．5％的水合氯醛 ，按 1 ml／l00 g体重将大鼠腹腔 

麻醉后，仰卧固定，颈正中切 口，分离双侧颈总动脉 ，行双侧 

颈总动脉永久结扎术，术中大鼠体温保持在 36．5℃。对照组 

大鼠除不结扎双侧颈总动脉外，余处理同模型组大鼠。各模 

型组于行双侧颈总动脉结扎术后的不同时间点断头取脑，其 

中脑缺血 2周 、4周 、8周组在进行学习记忆功能测试后断头 

取脑。 

1．2．2 给药方法 将依达拉奉用生理盐水稀释成0．5 mg／ml 

浓度备用。M组每天给予等量生理盐水处理；在 M组的基础 

上，MT组于缺血后给予依达拉奉 3 m ，2次 ／d尾静脉注 

射。依达拉奉的剂量选择参考 uno等嘲的依达拉奉作用机制 

研究。 

1．2．3 行为学检测法 

1．2．3．1 穿梭箱实验 穿梭箱底部铺以不锈钢电栅 ，大小为 

60 cm×16 cm×25 cm，箱顶部装有蜂鸣器。训练时，将大鼠放 

在箱内任一侧，2O s后出现蜂呜音 ，持续 15 s，蜂呜 5 s后由 

底部电栅给以电刺激(电流强度 1．5 mA)，大鼠受到电刺激后 

逃到另一端，电击蜂呜自动停止。记录动物在单独蜂呜期问 

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。全部动物每天测试 1次，每次 20个循环，全程训练。 

1．2．3．2 水迷宫实验 水迷宫水深 62 cm，水温 2O℃，在固定 

象限设有安全岛，高度 6O cm，液面高于安全岛 2 cm。记录各 

组大鼠全程训练游到安全岛的时问(学习潜伏期)，及第 20 

天的结果(记忆潜伏期)，比较各组潜伏期，评价大鼠学习记 

忆功能。 

l_2．4 酶联免疫吸附法 大鼠麻醉后固定于手术台上 ，快速 

心脏抽血约 5ml注入试管中，室温下静置 2 h后 ，4℃离心， 

3 000 r／min，l0 min，取血清。在冰台上迅速分离大鼠一侧的 

海马和皮质，按2．5 m 脑质量加入相当体积的冰生理盐水， 

用匀浆器将组织研磨，然后在冰浴下超声波粉碎制成匀浆，4℃， 

l0 O00 r，min离心 l0 min，取上清液。实验严格按照 VEGF、 

IL一1 B、TNF一仅酶联免疫吸附法说明书步骤进行。 

1．2，5 Westem blotting 用 westem blotting方法检测额顶叶 

皮质和海马 vEGF蛋白含量。按 lOmL，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。 

1O％的sDs—PAGE凝胶电泳，上样量为 28 g。电泳条件：4℃。 

电流20～30 mA。电泳结束后，进行蛋白质转膜。转膜条件： 

采用孔径为 O．22 mm的硝酸纤维素膜 (NC)，4℃，电流 400 

mA，转膜 3 h。westem blotting杂交步骤如下：10％脱脂牛奶 

封闭 NC膜 1 h，TYBS(20mmo s—HCl，pH 7．5；0．15mmol几 

Nacl；O．05％ rWeen 2O)漂洗 3次，每次 10 min，然后室温下与 

APP一抗(1：3 000)杂交反应 3 h， Bs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(1：5 o0O)杂交 

反应 1 h。最后用 1TrBS漂洗 NC膜 3次，每次 10 min，加入 

EcL试剂反应 5min，保鲜膜包裹，暗室进行 x一光胶片曝光、 

显影和定影。然后同一张 Nc膜再与 B一 in(1：1 000)进行 

westem blotting杂交反应 ，并获得蛋 白印迹结果 。westem 

b1otting条带经 Gel一0c凝胶成像分析系统扫描处理 ，计算单 

位吸光度值和条带面积，将各实验点的总吸光度值与对照组 

比较，得到相对百分数。 

1．2_6 RT—PCR 行为学实验结束后，提取各组大鼠额顶叶皮 

质和海马组织总 RNA并定量，用 DNA酶 I处理总 RNA以 

去除 DNA污染，各实验组取同等量的 RNA反转录后进行 

PcR。vEGF、IL一1 B、和TNF— PcR引物设计见表 1(北京 

奥科生物科技有限公司)。PcR反应条件：95℃变性 5 min； 

95℃30 s，58℃3O s，72℃1 min，循环 35次；72℃延伸 7 min。 

将 PCR扩增的产物 5 l在 2％的琼脂糖凝胶上进行电泳 ， 

电压一般为 70～80 v。电泳完毕后，取出凝胶在紫外灯下观 

察结果并照相。结果用 Quantity 0ne一4．4．0软件行定量分析， 

以目的基因与 B—actin条带平均光密度 比值表示目的基因 

mRNA的相对表达量。 

1_3 统计学分析 

所有数据以均数 ±标准差( ±s)表示 ，全部数据采用 

sPsSl1．0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 ￡检验， 

0．05差异有显著性。 
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2 结 果 

2．1 水迷宫、穿梭箱实验结果 

在各组大鼠中，M、MT组大鼠的电击次数、潜伏 

期和主动逃避次数与 S组大 鼠的检测结果 间均差 

异有显著(P<0．01)，M组大鼠的电击次数、学习和记 

忆潜伏期时间显著延长，主动逃避次数显著降低；MT 

组与M组大鼠电击次数、潜伏期和主动逃避次数检 

测结果问差异有显著性(P<0．01)，MT组大鼠的电击 

次数、学习和记忆潜伏期时间显著缩短，主动逃避 

次数显著增多；M组大鼠的前后两次跳台实验的检 

测结果问差异无显著性(P>0．O5)(表 2)。上述结果 

提示模型组大鼠有明显的学习、记忆、行为障碍，依 

达拉奉治疗组血管性认知功能损伤大鼠的学习、记 

忆、行为功能明显改善。 

2．2 VEGF检查结果 

ELISA法检测结果显示 与同时点 M 组 比较 。 

MT组 VEGF脑组织和血清水平均有明显升高 (尸< 

0．05)。M组与 S组大 鼠的检测结果间均差异有极显 

著性( 0．01)，MT组与S组检测结果间差异有显著 

性(P<0．05)。模型组、治疗组与假手术组比较，VEGF 

值明显增高(P<0．01)；治疗组和模型组比较，VEGF 

值也明显增高(P<0．01)(表 3)。TR—PCR和蛋白质 

印迹检测大 鼠海马组织 VEGF的表达与 ELISA法 

检测结果具有一致性和(图 1、2)。 

2．3 IL一1B检测结果 

EUSA法和 RT—PCR法检 查结果均显示模 型 

组、治疗组与假手术组比较，IL一1B值明显增高(P< 

0．O1)；治疗组和模型组比较，IL一1B值明显降低(P< 

0．O1)(表 4和图2)。 

2．4 TNF一 检 测 结果 

EUSA法和 RT—PCR法检 查结果 均显示 模型 

组、治疗组与假手术组比较，TNF一仅值明显增高(P< 

0．01)；治疗组和模型组比较 ，TNF一 值明显降低 

(P<0．01)(表 5和图 2)。 

表 2 水迷宫、穿梭箱实验结果(；±s) 

注：与假手术组和模型组比较，．P<0．01 

表 3 EUSA法检测 VEGF(n L)的表达 

注：与假手术组和模型组比较， <0．01 
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氧而诱发的脑损伤。我们研究也发现依达拉奉的脑 

保护作用不仅有效的清除机体内的自由基、抑制氧 

化应激有关 ，而且还可抑制脑内的神经炎症、改善 

血管修复功能。 

VEGF又叫血管调理素是新近发现的一种生长 

因子，具有促内皮细胞分裂的作用，VEGF可以促进 

血管的生长和侧支循环的建立。最近 VEGF基因已 

克隆出来．有人应用重组 VEGF给冠状动脉和下肢 

动脉闭塞 的动物血管 内持续灌注 l4 d，证明可以促 

进血管的新生和侧支循环的建立，有效地防治心肌 

梗塞和闭塞性血管病 。VEGF为动脉缺血性疾病的 

治疗提供了及其诱人的前景，因此把 VEGF基因治 

疗称为“分子搭桥术”。局灶脑缺血的动物实验证实 

梗塞后 3 d是最活跃的血管增生期 ，并可见明显的 

VEGF表达f1o，“】，VEGF作为脑缺血性损伤血管修复 

因子在脑缺血性疾病中的脑保护作用已被证实 。 

大鼠双侧颈总动脉永久性结扎是近年来较常 

用的一种慢性低灌注模型，大 鼠双侧颈总动脉结扎 

后有 15个脑区的局部脑血流量降低 25％～87％。我 

们的实验结果表明，双侧颈总动脉结扎可引起反映 

大鼠空间记忆能力的大鼠跳台、穿梭箱试验中各项 

指标的显著下降。并随着时间的推移，大鼠的学习 

记忆能力有进一步的降低。表明在慢性低灌注状态 

下，缺血缺氧状态对学习记忆功能的影响是持续的、 

渐进的．证明了血管性认知功能损伤动物模型是成 

功的。 

本实验通过对血管性认知功能损伤大鼠行为 

学观察。研究发现依达拉奉能够改善血管性认知功 

能损伤大鼠的记忆 、学习和行 为功能 ，行为学上说 

明了依达拉奉脑保护作用。我们也通过对 VEGF、 

IL一1B、TNF一仅检测显示慢性脑缺血大 鼠脑组织和 

血清 vEGF、IL一1B、TNF一仅含量升高。与同时点模 

型组比较．治疗组 vEGF活性均有不同程度升高，IL- 

lB、TNF—d含量均有不同程度下降，表明依达拉奉有 

效促进 vEGF的生物活性 ，降低血管性认知功能损 

伤大鼠脑组织和血清 IL一1p、TNF一仅含量，提示该 

药可抑制血管性认知功能损伤大鼠炎症反应，增强 

血管修复功能发挥脑保护作用。 

本实验采用依达拉奉血管性认知功能损害大 

鼠干预发现，依达拉奉有效促进 VEGF的生物活性， 

抑制神经炎症，增强血管修复功能发挥脑保护作用。 

由于本组实验观察时间点少 ，观察时间短，对依达 

拉奉增高 VEGF的生物活性和降低炎症因子 IlJ一 

1 B、TNF一仅水平的机理未进行充分研究。依达拉奉 

的耐受性好，安全性高，所以对于血管性认知功能 

损害也是一种有效的脑保护剂 。 
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