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盐酸丁咯地尔预处理对大鼠坐骨神经损害后 

背根神经元 Bcl一2、Bax表达的影响 

章莉萍 I，苏建华 2，陈玉芳3，唐金荣 4肖 杭 ，包德诚 
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【摘 要】目的：探讨盐酸丁咯地尔对周围神经损害后神经元保护机制。方法：采用sD大鼠，随机分为正常组、模型组、预处理组 

(盐酸丁咯地尔组)，预处理 14天后制作坐骨神经损害动物模型，分别在模型制备后 6h、12h、24h、48h、72h、96h、7天各组提取 

L1～5背根神经节作免疫组化计数 Bcl一2、Bax阳性细胞表达数，并加以组间比较。结果：(1)预处理组于模型制备后 12h Bcl一2即 

有明显表达，24～48h达高峰 ，持续 7天时与模型组比较仍有显著性差异(尸|<0．05)；(2)预处理组 Bax蛋白表达与同期模型组均 

有不同程度降低，7天时表达到最低值 ，与模型组 比较有显著性差异(P<O．05)。结论：盐酸丁咯地尔的神经元保护作用与其上调 

bcl一2蛋白、抑制 Bax蛋白的表达有关。 
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The effect of precOnditiOning with buflomedil hydrochloride on expression 

Of BcI一2 and Bax on neuron cells of DRG after the sciatic nerve Iesion 

modeI in rats 

zHANG Liping．et al 

(Department of Pediatrics，the People’s Hospital of Jintan) 

【Abstract】Objective：To explore protective mechanism of buflomedil Hydrochloride on the neuron of damaged Sciatic nerve in 

rats．Methods：SD rats were divided into normal，model，buflomedil hydrochloride group in random．Preconditioned for 14 days。 

the sciatic nerve lesion models were perform ed， the Bcl一2 and Bax positive cells were counted by immmunohistochemistry at 

the end of 6h，12h，24h，48h，72h，96h，7days respectively．Resu／ts：(1)At the end of 12h after the model perfomed，The ex— 

pressions of Bcl一2 in buflomedil hydrochloride group increased obvionsly than the norm al and model groups，peaked at 24~48h， 

and at the end of 7days，the expressions of Bcl-2 in buflomedil hydrochloride group increased obviously compared with mod el 

group．(2)rnle expressions of Bax in buflomedil hydrochloride groug were lower than the norm al an d model groups in the same 

periods，and that was the lowest at the end of 7 days，It was different significantly than that of model group (P<0．05)．Conclu— 

sion：Buflomedil hydroehloride might upregulated the expressions of Bcl-2 and downregulated the expressions of Bax in neuron 

d帅 aged sciatic nerve，which might he contributed to their protective effects． 

【Key words】Buflomedil hydroehloride；Preconditioning；Neuron；Bcl一2；Bax；Rats 

周围神经损伤后可引起相应节段神经元的死 

亡，严重地影响了周围神经的再生及其功能的恢 

复，盐酸丁咯地尔对周围神经损害后神经元有确切 

的保护作用【1】，但保护作用机制尚不明确，本实验以 

盐酸丁咯地尔预处理后观察动物模型背根神经元 
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Bcl一2、Bax的表达，以探讨盐酸丁咯地尔对周围神 

经损害后神经元保护机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料与分组 

盐酸丁咯地尔由南京金陵药业有限公司提供 (批号： 

021 104)；免疫组化试剂盒 (即用型非生物素 pv一6001／6002 
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试剂盒)、DAB显色试剂盒 、国产分析纯由北京中杉金桥生物 

技术有限公司提供。常规神经分离设备一套 、SD大鼠 84只， 

SPF级，体质重 180 220g，平均质重 198．2g(由无锡市江南实 

验动物有限公司提供)。禁食 12h，按体重随机分为正常组、 

模型组、预处理组(盐酸丁咯地尔组 )，每组 28只，雌雄各半。 

1．2 方法 

1．2．1预处理 

各组分别给药 ：正常组不给药 ；预处理组按人与动物体 

表面积折算的等效计量比值表计算法予盐酸丁咯地尔 40rag／ 

(kg．m腹腔注射，共 14天；模型组按 0．8ml／(kg．d)腹腔注射生 

理盐水，共 14天，常规饲养。 

1．2．2大鼠周围神经损害动物模型的建立 

参照 Patro IK等口制 作周围神经损害动物模型 ：大鼠用 

3％戊巴比妥 10ml／kg麻醉 ，仰卧固定于鼠板上，于右后肢腹 

股沟处切开皮肤 lcm，钝性分离肌肉组织，显露坐骨神经 ．正 

常组坐骨神经显露后即关闭切口，其余两组大鼠用压力计以 

0．5kg／1000g的压力挤压坐骨神经 ，持续 30s，关闭切1：3。常规 

注射抗生素预防感染。 

1．2．3背根神经节的分离 

分别于模型制备后 6h、12h、24h、48h、72h、96h、7天各组 

处死实验大鼠 4只，参照文献『31方法，处死大鼠立即切开背部 

皮肤，沿脊柱两侧剪断与之相连的肋骨 ，取出胸腰段脊柱 ，由 

脊柱正中剖开的椎管内侧小心分离 Ll～5背根神经节，置于 

10％甲醛溶液中，作 Bcl一2、Bax免疫组织化学染色检查。 

1．2．4神经节 Bcl一2、Bax免疫组织化学染色 

分离的 Ll～5背根神经节采用二步法免疫组化方法染 

色，步骤参考试剂使用说明。显微镜(x400倍)观察胞质呈褐 

黄色颗粒为阳性细胞。 

1．2．5图像分析 

各组各时间点随机抽取 2个样本作 Bcl一2、Bax免疫组化 

染色观察阳性表达细胞数(每张切片任取 5个视野计数相应 

的免疫组化染色阳性表达细胞数，取其平均值)并加以比较。 

1．2．6统计方法 

实验结果以 s表示，用 SAS6．12统计软件包进行方差 

分析 ，P<0．05认为在统计学上有显著性差异。 

2 结 果 

2．1 盐酸丁咯地尔预处理对大鼠周围神经损害模 

型背根神经元 Bcl一2表达的影响 

正常组背根神经元细胞 Bcl一2有少量表达；模 

型组于模型制备后 24h Bcl一2表达即有明显增加， 

与正常组 比较有显著性差异 (P<0．05)，48h Bcl一2 

表达到高峰，与正常组比较有显著差异(P<0．01)。7 

天时降至正常组水平(尸>O．05)；而预处理组于模型 

制备后 12h Bel一2即有明显表达，与模型组比较有 

显著性差异(P<0．05)，与正常组比较也有显著性差 

异(P<O．05)，24 48h Bel一2表达达到高峰，7天时表 

达仍较模型组有显著性差异(P<0．05)；说明 Bcl一2 

参与盐酸丁咯地尔对周围神经损害后神经元的修 

复保护作用。见表 1。 

表 1 盐酸丁咯地尔预处理对大鼠周围神经损害模型背根神经元 Bcl一2表达的影响(互±。)( ：28) 

与正常组比较 ．P<0．05， ．P<0．01；与模型组比较 #P<0．05： P<0．01 

2．2盐酸丁咯地尔预处理对大鼠周围神经损害模型 

背根神经元 Bax表达的影响 

正常组背根神经元细胞 Bax有极少量表达 ； 

模型组于模型制备后 12h Bax即有表达 ，24h 表 

达达高峰 ，持续至 96h，与正常组 比较均有显著 

差异 (P<0．01)，7天时模 型组 Bax仍有极高表 

达 ，与正常组 比较有显著性差异(P<0．05)；而预 

处理组于模型制备后 12h仅见少量 Bax表达 ，与 

模型组 比较有显著性差异 (P<0．05)，24～48h较 

同期模型组 Bax表达明显减低(P<0．01)，7天时 

预处理组 Bax表达较模型组减低 ，比较有显著性 

差异 (P<0．05)，说明盐酸丁咯地尔可通过抑制 

Bax表达来起到对周 围神经损害后神经元 的保 

护作用。见表 2。 

表 2 盐酸丁咯地尔预处理对大鼠周围神经损害模型背根神经元 Bax表达的影响(；±。)(n：28) 

与正常组比较 P<0．05， P<0．01；与模型组比较 <0．05． 0．01 
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3 讨 论 

目前，对于神经元保护作用的研究多集中于各 

种神经营养因子如神经生长因子(NGF)、睫状神经 

营养因子(CNTF)、脑源性神经营养因子(BDNF)、神 

经营养因子一3、4、5(NF一3、NF4／51、胶质细胞源性神 

经营养因子(GDNF)t4-n以及 caspases抑制剂、钙通 

道阻滞剂、单胺氧化酶抑制剂等，但研究结果各异 。 

盐酸丁咯地尔是一种血管活性药物，能阻滞血管平 

滑肌肾上腺素能受体兼钙离子拮抗作用，盐酸丁咯 

地尔对周围神经损害后神经元有确切 的保护作 

用Iu，但保护机制尚不明确 ，本实验以盐酸丁咯地尔 

预处理后，建立周围神经损害动物模型，探讨其神 

经元保护作用机制。 

Bcl一2(B Cell Lymphoma／leukemia一2)基因是 

1984年从滤泡性淋巴瘤细胞中分离出来的原癌基 

因，由239个氨基酸残基组成。Bcl一2家族成员包括 

抑制细胞凋亡的Bcl一1、Bcl一2、Bcl—XL、Bcl—X和 

促进凋亡的 Bax、Bcl—xs、Bad、Bik等，两类分子的比 

例决定细胞是否凋亡。Bc1—2的表达可抑制神经细 

胞凋亡【删，抑制谷氨酸神经毒性、抑制神经元钙超载 

及自由基堆积II1-1 3]等。Bax是Bcl一2家族成员之一， 

有对抗 Bcl一2、促进凋亡的功能。有资料表明．去除 

Bax基因的大鼠坐骨神经损伤其神经元存活率显著 

提 ·4】。本实验以盐酸丁咯地尔预处理 l4天(达最 

高稳态血药浓度)后，建立周围神经损害动物模型， 

探讨其神经元保护作用机制，我们发现：模型组于 

模型制备后24h Bcl一2明显表达，48h达高峰，持续 

至96h，7天时降至正常组水平(P>0．05)；而丁咯地 

尔预处理组 12h即有明显表达，24～48h达高峰 ，持 

续至 7天时与模型组 比较仍有显著性差异 (P< 

0．05)；Bax模型组于模型制备后 24h表达到高峰， 

持续至 7天与正常组 比较仍有显著性差异 (P< 

0．05)；而丁咯地尔预处理组 Bax表达于模型制备后 

12h始与同期模型组均有不同程度降低，7天时表 

达到最低值，与模型组比较有显著性差异(P<0．05)。 

说明：盐酸丁咯地尔可上调周围神经损害后神经元 

Bcl一2的表达，抑制 Bax表达。盐酸丁咯地尔的神经 

元保护作用与其上调Bcl一2蛋白、抑制Bax蛋白的 

表达有关。 

(通讯 作者 ：苏建 华 ，电话 ：0519—2385225，E—mail： 

sjh2385225@163．com) 
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