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慢性脑灌注不足老龄大鼠脑内 BDNF的表达

高　东 ,王景周　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所神经内科 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨老龄大鼠慢性灌注不足后脑内脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic , BDNF)的表达在血

管性痴呆形成中的作用。方法　采用 Pulsinelli 四血管阻断(4-vessel occlusion , 4VO)改良法建立血管性痴呆大鼠模型 ,穿梭

箱系统检测大鼠的学习记忆能力。应用免疫组化 ABC 法检测海马各区及额 、颞叶皮层 BDNF 的表达。结果　4VO 1 周组

海马 CA1 区 BDNF阳性细胞数与对照组比较显著减少(P <0.01), 2 周组 、4周组仍进行性下降(P<0.01), 2 月组与 4周组

无显著差异(P>0.05)。 CA1区 BDNF的表达与大鼠 AAR成绩变化规律基本一致。 3 d 组额 、颞叶皮层 BDNF 表达显著增

加 , 1周组 CA3、齿状回及颞叶皮层 BDNF显著减少(P<0.01), 而后 BDNF的表达无明显变化。结论　慢性脑灌注不足老

龄大鼠脑内 BDNF表达的减少可能在血管性痴呆的形成中起重要作用。
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Expression of brain-derived neurotrophic factor in the brain of old rats after chronic
cerebral perfusion deficiency
GAO Dong , WANG Jing-zhou(Department of Neurology , Institute of Surgery Research , Daping Hospital , Third Military Medical University ,
Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the roles of expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF)in the

brain of old rats after chronic cerebral perfusion deficiency in the pathogenesis of vascular dementia.Methods　Rat
model of vascular dementia was established by modified Pulsinelli 4-vessel occlusion(4VO)and divided into 3d(3-

d), 1 week (1-w), 2 weeks(2-w), 4 weeks (4-w)and 2 months (2-m)groups.Computer-controlled initiative
avoidance response shuttle-box system was used to test the learning and memory capacity of rats.Immunohistoche-

mical method was used to examine the expression of BDNF in CA1 region of the hippocampus and cortex of temporal

and frontal lobe.Results　Compared with those in control group , BDNF positive cells in CA1 region were decreased

significantly in 4VO-1-w group(P<0.01), and then decreased gradually in 4VO-2-w and 4VO-4-w groups(P <
0.01).There was no significant difference in 4VO-2-m and 4VO-4-w groups(P>0.05).Compared with those in

the control group , BDNF positive cells in the cortex of temporal and frontal lobe were increased significantly in 4VO-
3-d group(P<0.01).BDNF positive cells in hippocampus CA3 region and dentate gyrus and the cortex of temporal

lobe were decreased significantly in 4VO-1-w group(P <0.01), and then came to a stable state.Conclusion　The
decreased expression of BDNF in brain regions correlated with the cognitive functions of old rats after chronic cerebral

perfusion deficiency may be an important pathological mechanism in the formation of vascular dementia , especially in

the hippocampus CA1 region.
　　Key words:brain-derived neurotrophic factor;vascular dementia;cerebral ischemia;cognitive dysfunction

　　脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic

factor , BDNF)广泛分布于中枢神经系统中 ,起到调节
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神经系统生长 、发育 、分化和再生的作用
[ 1]
,但其在血

管性痴呆(vascular dementia , VD)的形成中的作用尚不

明确 。本研究旨在探讨老龄大鼠慢性灌注不足后脑内

BDNF 的表达在血管性痴呆形成中的作用 。

1　材料与方法

1.1　实验动物分组及动物模型制备
　　健康老龄Wistar大鼠 60 只 ,由第三军医大学大坪医院野战

外科研究所实验动物中心提供 , 月龄 12 ～ 15 个月 , 体质量 298
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～ 410 g ,雌雄不拘 , 颗粒饲料喂养。随机分为对照组及四血管

阻断(4-vessel occlusion , 4VO)3 d、1 周 、2 周 、4周 、2个月共 6 组 ,

每组10只。模型制备采用 Pulsinelli 4VO 改良法[ 2 , 3] 。 用 10%

水合氯醛(0.5 ml 100 g , ip)麻醉。大鼠取颈前部正中切口 , 钝性

分离双侧颈总动脉 ,穿“4”号线备用 , 缝合颈部皮肤。然后取颈

背部正中切口 ,沿第一颈椎翼小孔烧灼双侧椎动脉 ,阻断血供。

24 h后再以微动脉夹反复夹闭双侧颈总动脉 , 每次 5 min ,间隔

1 h , 共 3 次。对照组除不烧灼双侧椎动脉 , 不夹闭双侧颈总动

脉外 ,其余处理同 4VO 各组。

1.2　大鼠学习记忆能力测试
　　采用第三军医大学大坪医院野战外科研究所研制的微机

控制的穿梭箱主动回避反应系统。该系统以灯光为条件刺激 ,

足底电击为非条件刺激。如大鼠在灯光刺激后即能完成穿梭

动作称主动回避反应(active avoidance response , AAR), 而经电刺

激后才能完成穿梭动作称被动回避反应(passive avoidance re-

sponse , PAR)。大鼠的学习记忆能力以完成 AAR的次数与测试

总次数(20 次)的比值即 AAR比率代表[4] 。大鼠在模型制作前

均经穿梭箱训练 7 d , AAR 比率大于或等于 80%者入选。 4VO

各组大鼠在测定指标前 ,进行穿梭箱测试。

1.3　免疫组化ABC法测定

　　各组大鼠在完成实验过程后给予 10%水合氯醛过量腹腔

麻醉 ,暴露心脏 , 在左心室插管 ,剪开右心耳。 先用 200 ml生理

盐水灌冲 ,然后用 4%多聚甲醛固定脑组织。取脑分离出额叶 、

颞叶 、海马 , 浸于相同固定液中 48 h , 石蜡包埋。免疫组化染色

采用ABC 法(BDNF检测试剂盒购自北京中山生物技术有限公

司), 实验操作按试剂盒说明书进行。

1.4　海马各区及额 、颞叶皮层神经细胞丢失的检测
　　采用甲苯胺蓝染色计数各组不同脑区神经细胞 , 结果以神

经细胞丧失率(loss rate , LR)表示。

　　LR=
CO组神经细胞数-4VO 组残余神经细胞数

CO组神经细胞数
×100%

1.5　统计学分析
　　实验数据以 x±s表示 , 采用 SPSS10.0专用统计程序进行

单因素方差分析。

2　结果

2.1　各组大鼠穿梭箱成绩
　　对照组为(90.33±7.19)%;4VO 3 d 组(70.33±6.67)%;1

周组(69.67±6.94)%;2 周组(57.67±9.61)%;4 周组(43.67±

9.35)%;2个月组(45.00±9.82)%。

2.2　4VO 组大鼠各脑区神经细胞丢失情况(表 1 ,

图 1 、2)

表 1　4VO各组大鼠海马各区及额 、颞叶皮层神经细胞 LR(n =

10 , %)

Tab 1　Loss rate of neural cells in each 4VO group(n=10 , %)

CA1　 CA3　 DG　 Fro　 Tep　

3 d 10.52±2.94 15.36±2.38 11.57±2.31 19.54±2.35 15.26±1.97

1 week 25.59±4.18＊＊ 27.54±3.25＊＊ 18.63±2.11＊＊ 27.58±3.67＊＊ 24.36±2.87＊＊

2 week 41.22±8.81ΔΔ 38.26±3.21ΔΔ 22.31±2.79 29.14±2.64 25.11±3.87

4 week 65.20±4.25##38.55±3.87 21.85±2.88 29.08±3.61 24.83±2.61

2 month 65.18±3.15 39.23±4.82 22.57±2.51 28.84±2.89 26.59±3.84

＊＊:P<0.01 , vs 3 d;ΔΔ:P<0.01 , vs 1week;##:P<0.01 , vs

2 week

2.3　4VO组大鼠各脑区神经细胞 BDNF 的表达(表 2 ,

图 3 、4)

图 1　2周组海马 CA1区锥体细胞　(甲苯胺蓝染色×400)

Fig 1　Pyramidal cells in hippocampus CA1 region of 2-week group　(Toluidine blue staining×400)

图 2　2周组额叶皮层神经细胞　(甲苯胺蓝染色×400)

Fig 2　Neural cells in the cortex of frontal lobe in 2-week group　(Toluidine blue staining×400)

图 3　2周组海马 CA1区 BDNF免疫反应性　(ABC×400)

Fig 3　BDNF immunoreactivity in the hippocampus CA1 region of 2-week group　(ABC×400)

图 4　3 d组颞叶皮层 BDNF免疫反应性　(ABC×200)

Fig 4　BDNF immunoreactivity in the cortex of temporal and frontal lobes in 3-day group　(ABC×200)
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表 2　各组大鼠海马各区及额 、颞叶皮层 BDNF阳性细胞数( x±s)

Tab 2　Number of BDNF positive cells in the hippocampus regions and the

cortex of temporal and frontal lobes in each group( x±s)

CA1　　　 CA3　　 DG　　 Fro　　 Tep　　

Control 22.31±2.87 21.59±3.58 20.53±4.08 23.54±3.65 22.89±3.68

3 d 23.12±2.46 23.06±4.18 21.37±2.93 29.81±4.55＊＊ 27.36±3.95＊＊

1 week 18.41±3.54＊＊ΔΔ 17.86±2.65＊＊ΔΔ16.72±2.31＊＊ΔΔ22.47±3.54ΔΔ 18.95±3.25＊＊ΔΔ

2 week 15.34±3.41＊＊## 16.26±3.21＊＊ 16.31±2.79＊＊ 19.24±2.48＊＊ 19.17±3.36＊＊

4 week 12.17±2.65＊＊☆☆ 16.55±3.47＊＊ 17.15±2.75＊＊ 18.72±3.30＊＊ 19.63±3.17＊＊

2month 13.34±3.55＊＊ 16.93±4.13＊＊ 16.31±2.52＊＊ 19.56±2.43＊＊ 18.89±2.14＊＊

＊＊:P<0.01 vs control;ΔΔ:P<0.01 , vs 3 d;##:P<0.01 , vs 1

week;☆☆:P<0.01 , vs 2 week

3　讨论

　　本实验采用穿梭箱双向主动回避反应系统测试实

验大鼠的学习记忆能力 ,结果显示4VO 3 d组大鼠AAR

比率与对照组比较明显降低(P <0.01),在 4周组才基

本稳定。同时神经细胞计数结果显示:4VO 各组大鼠

CA1区大锥体细胞 LR随术后时间的延长逐渐增加 ,4

周组LR基本稳定;CA3区及齿状回神经细胞LR在4VO

2周组达到稳定状态;而额 、颞叶皮层神经细胞 LR在

4VO 1周组已基本稳定。CA1区 LR稳定时达 65.18%,

而CA3区为 39.23%,齿状回为22.57%,额 、颞叶皮层区

分别为 28.84%和 26.59%。表明 Pulsinelli 4VO改良模

型可造成实验大鼠脑内缺血缺氧敏感区(如海马 、皮层

等)神经元丢失 ,其机制主要为细胞凋亡所致
[ 5 , 6]
。而海

马各区及额 、颞叶皮层神经细胞的丢失可能是实验大鼠

学习记忆能力下降的原因之一
[ 7]
。

　　BDNF 广泛分布于大脑中 ,可促进神经元生长分

化 ,保护神经元对抗缺血缺氧等病理损害 。目前有关

缺血急性期脑内 BDNF 表达的报道较多 , 主要研究

BDNF对神经细胞的保护作用。而关于脑内 BDNF 变

化与学习记忆的关系及其在血管性痴呆形成中的作用

研究较少。本实验结果显示:3 d组大鼠海马 CA1区

BDNF 阳性细胞数与对照组无显著差异(P >0.05), 1

周组 BDNF 阳性细胞数显著减少 , 2周组 、4周组仍进

行性下降(P<0.01),但2个月组与 4周组无显著差异

(P >0.05)。有研究认为缺血再灌注可引起脑细胞外

谷氨酰胺增加 ,细胞内钙离子浓度升高 , 从而使脑内

BDNF 表达增加
[ 8]
。因此我们认为 3 d组CA1 BDNF无

明显变化的原因可能是 BDNF 保护反应性增加与神经

细胞丢失的中和结果 ,以后 4VO 各组 BDNF 表达减少

可能与神经细胞的丢失及神经细胞功能减退有关 。结

果同时显示:CA1区 BDNF 的表达与大鼠 AAR成绩变

化规律基本一致 ,表明海马 CA1区 BDNF 表达的减少

与血管性痴呆的形成密切相关 。3 d组额 、颞叶皮层

BDNF阳性细胞数与对照组比较明显增加(P <0.01),

表明 BDNF 在额 、颞叶皮层缺血时的保护作用更加明

显。1周组海马 CA3 、齿状回及颞叶皮层 BDNF 阳性细

胞数显著减少(P <0.01),而后 BDNF 阳性细胞数无明

显变化。作者认为上述结果可能主要与神经细胞丢失

有关。以往研究认为 BDNF 对突触的可塑性 、长时程

增强和认知功能起作用
[ 9 , 10]

。本实验也表明大鼠慢性

脑灌注不足各脑区(尤其是海马CA1区)神经细胞 BD-

NF 表达的减少与实验大鼠的学习记忆能力相关。因

此认为与认知功能关系密切的大脑组织结构如海马及

额 、颞叶皮层等区域 BDNF 表达的减少可能在血管性

痴呆的形成中起重要作用 。

　　当然 ,脑内神经细胞 BDNF 表达变化与神经细胞

丢失的因果关系尚不明确 ,引起 BDNF 变化的其它机

制有待于进一步研究 。
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