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吡咯烷二硫代氨基甲酸对大鼠脑缺血后神经功能的影响 

杨瀚杰，李光勤，陈 帅，吴 远，沈 雪，刘蜀东，胡万群 

(重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察核因子一KB p50(nuclearfactor—KB subunit p50，NF—KB p5O)特异性抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸(pyrroli— 

dine dithiocarbamate，PD1、C)抑制NF-~B p50后，炎症因子TNF一仪及相关康复蛋白Reelin、突触素、Lingo一1表达的变化，进一步 

观察大鼠神经功能评分、海马神经细胞形态的变化。方法：本实验的研究对象为雄性健康sD大鼠，随机分为3组：假手术组(s 

组，，l=6)、缺血组(I组，n=18)、PDTC干预组(P组，n=18)。脑缺血模型采用永久性 MCAO法。P组的大鼠在造模后 30min进行腹 

腔注射PDTC(100 mg／kg)，每天1次。s组大鼠于第 3天处死，I组和P组大鼠分别于 1、3、7 d处死。用 Longa评分对3组大鼠进 

行神经功能损害程度进行评估，用Western blot检测大鼠缺血海马NF—KB p50、TNF一仪、Reelin、突触素蛋白的表达，用HE染色 

方法观察3组大鼠海马神经元细胞的形态，用免疫组化法检测Lingo一1在脑组织内的表达情况。结果：0)P组及I组大鼠Longa评 

分较s组均有所升高，术后第 1天和第 3天P组较I组 Longa评分降低，但无统计学意义(P>0．05)；在术后第7天，P组较I组 

显著降低(P(0．05)。②I组大鼠海马神经细胞出现异常，而P组大鼠中，海马神经元细胞的结构基本保持正常。③术后 1、3天，I 

组和P组大鼠缺血海马中NF—KB p50较 s组升高(P<0．05)，但P组NF—KB p50表达较I组降低(P<0．05)；术后7天，3组变化 

无统计学意义。④术后 1、3、7天，I组和P组大鼠TNF一0【表达较S组升高，但P组TNF— 较I组降低(P<0．05)；⑤术后第 1、3 

天，P组大鼠缺血海马中突触素和Reelin蛋白的表达明显高于I组(P<0．05)，第7天两组差别无统计学意义(P>0．05)。S组大鼠 

脑组织内可见少量Lingo一1阳性细胞表达。P组大鼠脑组织内Lingo一1阳性细胞数在第7天时明显低于I组。结论：PDTC可改 

善神经功能，维持海马神经元正常形态，这可能与其抑制NF—KB p50表达，减少TNF—ot等相关炎症因子生成及调节Reelin、突触 

素及Lingo一1表达有关。 
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Effect of PDTC on nurologic fuction after cerebraIischemia in rat 

y Hanjie，Li Guangqin，Chen Shuai，Wu Yuan，Shen Xue，Liu Shudong，日 Wartqun 

(Departmeat ofNeurology，The First Affiliated Hospital ofChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effects of the NF—KB subunit p50(NF-KB p50)specific inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate 

(PDTC)on the expression of NF—KB p50，inflammatory factor TNF—ot and related rehabilitation protein Reelin，synaptophysin 

and Lingo一1 and to further observe the changes of neurological function scores and the morphology of hippocampal neurons in rats． 

Methods：Male Sprague—Dawley rats were randomly divided into three groups：sham—operated group(S group)，ischemic control group 

(I group)and PDTC group(P group)．Middle cerebral artery occlusion(MCAO)was used to create focal cerebral ischemic models． 

Rats in P group underwent PDTC(100,．g／kg，intraperitoneal injection)after MCAO．Rats were sacrificed on day 3 in S group and on 

day 1．3 or 7 in I group and P group post-MCAO．Longa scores was used to evaluate the neurological function of rats in three groups． 

Western blot was used to detect the expression of NF-KB p50，TNF一0【，synaptophysin and Reelin．HE staining was used to observe 

the morphology of hippocampal neurons of rats in three groups and immun0hist0chemistr)r was used to detect the number of and Lingo一 

1-positive ceils in three groups．Results：The Longa scores of P group and I group were lower than those of S group；the Longa scores of 

P group were lower than those of I group on day 1 and 3 post-MCAO without statistical differences(P>0．05)，but the Longa scores of 

P group were lower than those of I group on day 7 post-MCAO(P<0．05)．The hippocampal neurons in I group was abnorma1．while the 

morphology of the hippocampal neurons in P group was generally norma1．The expression of NF—KB p50 in ischemic hippocampus was 

higher in I group and P group than in S group(P<0．05)，but it was lower in P group than in I group．There was no statistical differ- 

ence on day 7 post—MCAO in three groups．Th e expression of TNF—Q in I group and P group was higher than that in S group on day1． 

3 and 7 post-MCAO(P<0．05)，but it was lower in P group than that in I group(P<O．05)．The expression of synaptophysin and Reel— 

in in P group was remarkably upregulated than that in I group on day 1 and 3 post-MCAO(P<O．05)，but without statistical dif- 

ferences on day 7 post—MCAO(P>0．05)．The expression of Ling0一l—positive cells was low in S group，and it was lower in P group 

than that in I group on day 7．Conclusion：PDTC can improve neurological function，maintain the relatively norm al morphology of the 

hippocampal neurons，which is possibly relative to inhibiting the expression of NF-KB p50，reducing the production of infl ammatory 

factor TNF—ot and regulating the expression of Reelin，synaptophysin and Lingo-1． 

【Key words]pyrrolidine dithiocarbamatc；cerebral ischemic；nerve function；nuclearfactor-KB subunitp50(NF-KB pSO)；rehabilitat-ion 

protein 

急性缺血性卒中是影响人类健康的主要疾病 

之一[1J，具有高发病率、高死亡率及高致残率的特 

点。参与脑缺血性损害的机制复杂，涉及多因素多 

环节，其中炎性反应是最关键的因素及环节之一翻。 

因此抗炎性反应药物可能是治疗缺血性卒中后脑 

损害的有效的方法。有研究报道，在缺血模型试验 

中抑制中性粒细胞粘附和中性粒细胞功能．可以缩 

小缺血体积并改善神经功能。此外，基因敲出核转录 

因子-KB p50(nuclear factor—KB subunit p50．NF—KB 

p50)，环氧化酶一2(cyclooxygenase一2，COX一2)的大 

鼠，能减缓脑损害，并对脑缺血有更大的抵抗力[3-5]。 

近期有研究表明，在脑缺血模型中，使用NF—KB p50 

抑制剂干预后的动物表现出抗炎效果．炎症因子如 

白细胞介素(interleukin，IL)一1、IL-6、肿瘤坏死因子一 

(tumor necrosis factor一0【，TNF一仅)的表达减少，但 

相关证据较少。因此，本研究运用 NF—KB p50抑制 

剂吡咯烷二硫代氨基甲酸(pyrrolidine dithiocarba— 

mate，PDTC)，抑制脑缺血大鼠模型中脑组织NF—KB 

p50后，观察炎症因子TNF一 的变化，及相关康复 

蛋I~Reelin，Lingo一1及突触素(synaptophysin，SYN) 

的表达变化 ，以期探讨此过程发生的可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物选择及分组 

选用的研究对象是健康雄性SD大鼠，体质量在 250～ 

320 g，将其随机分为 3组 ：假手术组(s组 ，n=6)、缺血组(I 

组，n=lS)及PDTC干预组(P组，n=18)。其中缺血组又分为 

缺血 1 d组(I1组)、缺血 3 d组(I3组)、缺血 7 d组(I7组)； 

PDTC干预组又分为PDTC干预1 d组(P1组)、PDTC干预3 d 

组(P3组)、PDTC干预 7 d组(P7组)。 

1．2 主要 实验设备及试剂 

Reelin一抗 (Abcam)突触素一抗(Abcam)NF—KB一抗 
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(Abcam)TNF— 一抗(Abcam)Lingo一1一抗(北京博奥森)B— 

actin抗体(Epitmics)羊抗兔lgG抗体(碧云天)免疫组化试剂 

盒(北京博奥森)DAB显色剂(北京博奥森)。 

1．3 实验 方法 

1．3．1 动物脑缺血模型的制备 采用 MCAO法制备大鼠脑 

缺血模型[61。对苏醒后的大鼠进行行为学评定。选用Longa评 

分旧l一3分的大鼠作为研究对象。排除标准 ：I_~nga评分<1分 

或>3分者；颅内出血；未达到观察时间点前死亡者。假手术 

组大鼠鱼线插入深度小于 10 mm，以达到不阻断大脑中动脉 

血流，其余均同另两组。 

1．3．2 PDTC干预大鼠 大鼠在 MCAO术后 30 min开始进 

行腹腔注射PDTC(100 mg g，每天 1次)。 

1．3I3 神经功能评分 各组大鼠于术后 1、3、7 d采用Eonga 

评分[61评估其神经功能恢复程度，具体评分如下：0分：无神 

经功能缺损；1分：神经功能轻度缺损，轻提鼠尾悬空时，瘫痪 

侧前肢屈曲，瘫痪侧前爪不能完全伸展；2分：神经功能中度 

缺损，自由行走时向瘫痪侧转圈；3分：神经功能重度缺损， 

向瘫痪侧倾倒：4分：无自主活动且j蠹识下降。 

1．3．4 切片制备 最后 1次 Longa评分评估后(术后 1、3、 

7 d)，腹腔注射 10％水合氯醛深麻醉大鼠(各组n=3)，开胸， 

头皮针小心穿入左心室 ，在右心耳处剪--d,13，经左心室先 

灌注200 ml PBS，然后再继续灌注4％多聚甲醛 200 ml，断头 

取脑，置于 4％的多聚甲醛中(溶液完全浸没标本)，再将海马 

所在区域的脑组织冠状取材，再次 4 oC固定 24 h。待其石蜡 

包埋。制成标准脑切片备用。 

1．3．5 HE染色 具体步骤如下：二甲苯(I)及二甲苯(Ⅱ) 

各 20 min：各梯度酒精依次各脱水5 min；苏木精染色5-10 

min；蒸馏水冲洗 3 min；1％盐酸酒精分化 7 S；1％伊红液复 

染4 min：各梯度酒精依次脱水各 3 rain；二甲苯(Ⅱ)，二甲苯 

(I)各 10 rain，然后封片待用。 

1．3．6 免疫组织化学染色观察 二甲苯(I)及二甲苯(Ⅱ) 

各20 min；100％(I)、lOO％(II)酒精各 10 min，95％、80％、 

70％梯度酒精依次脱水各5 rain；3％H20 阻断内源性过氧化 

物酶 10 min；PBS溶液充分冲洗(5 min×3次)；抗原修复 

l5～25 min(枸橼酸钠溶液)后自然冷却 20 rain以上；PBS溶 

液充分冲洗(5 rain X 3次)；用正常山羊血清封闭，37℃孵育 

10 rain；滴加一抗 Lingo一1(1：50)，4 oC过夜；PBS溶液冲洗(5 

min×3次)；加入二抗，37℃孵育 30 min；PBS溶液充分冲洗 

(5 min×3次)；加入辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素工 

作液。37℃孵育 30 rain；PBS溶液充分冲洗(5 rain×3次)； 

DAB显色：苏木精复染、脱水、透明、干燥等步骤，最后中性树 

胶封片。 

1．3．7 Western blot检测 最后 1次 Longa评分评估后(术后 

l、3、7 d)，腹腔注射 10％水合氯醛深麻醉大鼠(各组 n=3)，迅 

速断头．取出完整脑组织。冰上暴露并分离缺血侧海马，放 

入～80℃冰箱储存。标本称重后，分别在各组样本中加入适 

当浓度的蛋白裂解液及蛋白酶抑制剂，冰上碾磨至组织完全 

分散。然后才用 BCA法测定蛋白浓度，配平后加入上样缓冲 

液煮沸变性。配胶完成后，向加样孔中依次加入5仙l蛋白 

Marker及各组蛋白样品(各组均 25 )。设置电泳仪为 8O v 

恒压，Marker清晰分离出条带后换为 100 V恒压。至溴酚兰 

迁移至分离胶底部时，停止电泳。以Marker的不同分子量区 

间为标准，切取需要的目的蛋白条带，剪切等大PVDF膜，经 

无水甲醇活化后 ，以250 mA恒流电泳，按 1 kD分子量转膜 

1 min大致估算转膜时间。转膜后，将PVDF膜放入5％脱脂 

奶粉封闭液中，37℃摇床封闭 2 h。孵育一抗(13一aetin 1：500， 

Reelin 1：500，突触素 1：500，NF-KB p50 1：2 000，TN№ 1：150)， 

4℃过夜。TBST液摇洗(10 rain X 3次)。37℃孵育二抗(浓度 

1：1 ooo)1．5 h。TBST液摇洗(10rainX 3次)。 

1．4 图像分析 

光镜下观察 ，胞浆或胞膜出现棕色颗粒，不论染色程度 ， 

均视为阳性细胞。从每组各标本的每张切片随机选取5张切 

片．每张切片在 10×20放大倍数下选取缺血区及周围5个 

互不重叠的视野，每组各有 25个视野，统计每个视野的单位 

面积细胞数．将所得均数作为各个阳性细胞数的统计学资料 

进行分析。 

1．5 统计学分析 

运用 SPSS 19．0统计软件对本实验所获得的数据进行统 

计分析。计量资料采用均数±标准差( ±s)表示，不同时间 

点Longa评分总体采用重复测量方差分析，组间两两比较方 

差齐者用 I_SD—t检验；两样本均数比较用 t检验，多组问差 

异采用单因素方差分析．检验水准 仪=0．05。 

2 结 果 

2．1 神经功能评 分改变 

I组大鼠Longa评分较s_qt~ M程度升高( ．01)。术 

后 1、3 d I组和P组 2组评分差异无统计学意义(P>0．05)。 

术后 7 d，P组大鼠神经功能恢复较 I组明显 ，差异有统计学 

意义( 2．712，P=0．022)(表 1)。 

表 1 MCAO后Longa评分比较(单位：分，i±s，n=6) 

Tab．1 Comparison of Longa after MCAO(i± 。n=6) 

注：a示与 I组同期相比，P<0．05．b示与s组同期相比，P<O．Ol 

2．2 Reelin、突触素、NF—KB p50、TNF一0【蛋白表达 

在MCAO术后第 1天和第 3天时，I组较s组海马组织 

Reelin、突触素蛋白明显降低(P<0．05)，P组则较 I组明显升 

高(P<0．05)。而在 MCAO术后第 7天时，大鼠海马突触素、 

Reelin蛋白表达，I组与s组相比无统计学差异(P>0．05)，P组 

较 I组升高。但无统计学意义(P>O．05)。MCAO术后 1、3 d，I 
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神经元的代偿、修复及突触功能重建可能起重要作 

用【19-2ol。 

Lingo一1蛋白(1eucine—rich repeat and igdomain— 

containing，nogo receptor—interacting protein～1，Lin— 

go一1)是与神经修复有关的富含亮氨酸重复序列和 

免疫球蛋白结构域的Nogo作用受体蛋白一1[2 1。其家 

族中共有 4种蛋白(Lingo1—4)，但在中枢神经系统 

只有 Lingo一1特异性表达。脑缺血后，Lingo一1蛋白 

的表达上调，并且成为脑缺血后神经功能恢复的障 

碍之一。Lingo一1的发现，可能为脑缺血后神经元的 

修复和再生提供了解决途径。 

本研究观察到 I组中，术后 1、3、7 d NF—KB p50 

表达较 s组增加，大鼠缺血侧海马突触素及Reelin 

蛋白表达降低，Lingo一1蛋白表达增高。而给予PDTC 

后，NF—KB p50显著降低，突触素及 Reelin蛋白表达 

上调，LINGO一1蛋白表达下调，海马组织神经细胞 

形态改善，神经功能评分改善。 

综上所述，PDTC通过抑制NF—KB p50活性，降 

低TNF 等炎症因子产生，以及调节突触素、Reelin、 

LINGO一1等相关康复蛋白的变化，从而减轻缺血 

性脑损害的发生，促进神经功能恢复，与本研究初 

步设想一致，相关机制有待进一步研究。 
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