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右美托咪定通过提高 ＧＤＮＦ 释放发挥抗缺血性卒中损伤作用
杨海燕，马晓梅，吴　 芳，王　 慧

（宁夏医科大学总医院麻醉与围术期医学科，银川　 ７５０００４）

摘要　 目的　 探究右美托咪定（Ｄｅｘ）发挥抗缺血性卒中作用时对胶质细胞源性神经营养因子（ＧＤＮＦ）释放的影响。 方法　 将

ＳＤ 大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ 组），假手术 ＋右美托咪定组（Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ 组），缺血性卒中组（ ＩＳ 组），缺血性卒中 ＋ 右美托

咪定组（ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组），缺血性卒中 ＋右美托咪定组 ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ（ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组），每组 １５ 只。 采用 Ｌｏｎｇａ 线栓法构建

ＩＳ 模型，２４ ｈ 后各组取大鼠开展神经功能评分，将大鼠处死，取脑脊液和外周血检测 ＧＤＮＦ 含量，取全脑进行氯化三苯基四氮

唑（ＴＴＣ）染色评估脑缺血梗死区域面积，取全脑组织包埋、切片，通过免疫荧光检测星形胶质细胞活化，取缺血核心区组织通

过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测星形胶质细胞活化表型。 结果　 与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ 组各项指标没有明显变化，ＩＳ 组大鼠神经功能

评分增加（Ｐ ＜ ０. ０５），出现了明显的局部梗死区域，外周与中枢系统中 ＧＤＮＦ 释放增加（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＩＳ 造成小胶质细胞活

化，神经毒性和神经保护性表型基因表达都明显升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＳ 组相比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠神经功能评分明显减少（Ｐ ＜
０. ０５），局部梗死区域面积明显降低（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＧＤＮＦ 释放进一步增加（Ｐ ＜ ０. ０５），神经毒性星形胶质细胞表型基因表达明

显减少（Ｐ ＜ ０. ０５），而神经保护性星形胶质细胞表型基因表达进一步升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 然而，与 ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组相比，ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 抗

体的干预明显逆转了 Ｄｅｘ 的治疗作用。 结论　 Ｄｅｘ 通过抑制神经毒性星形胶质细胞表型，提高神经保护性星形胶质细胞表型

占比，进一步促进 ＧＤＮＦ 释放，发挥抗 ＩＳ 作用。
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　 　 缺血性卒中（ｉｓｃｈｅｍｉａ ｓｔｒｏｋｅ， ＩＳ）属于中国常见

的心脑血管疾病，具有较高的发病率与病死率［１］。
右美托咪定（ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ， Ｄｅｘ）作为一类高选

择性 α２ 受体激动剂，能够通过一些信号传导，发挥

中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ， ＣＮＳ）保护作

用，减轻围术期脑组织缺血、缺氧损伤，降低继发性

损伤风险［２］。 近期一份报告［３］ 表明，将 Ｄｅｘ 应用于

体外 ＩＳ 模型可减少神经元丢失，激活细胞存活途

径，防止缺血诱导的神经突变性，并促进突触发生。
然而，多数 Ｄｅｘ 研究主要集中于对神经元［４］ 或小胶
质细胞［５］的影响，忽视了脑组织中存在的其他细胞

群作用。 缺血性卒中发展过程中，炎症反应会引发

星形胶质细胞活化，且众多 ＣＮＳ 疾病也有显示，神
经炎症会诱发星形胶质细胞释放胶质细胞源性神经

营养 因 子 （ ｇｌｉａｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＧＤ⁃
ＮＦ） ［６］，而已有研究［７］ 报道 Ｄｅｘ 可以通过经典的

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路调控神经炎症反应。 综

合这些报道提示 ＧＤＮＦ 可能在 Ｄｅｘ 发挥的抗 ＩＳ 治

疗作用中发挥重要角色。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 主要试剂及抗体 　 右美托咪定 （纯度≥
９９. ０％ ，美国 ＭＣＥ 公司，批号：ＨＹ⁃１２７１９⁃９７８１７）；
ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 抗体（纯度≥９９. ０ ％ ，０. ４ μｇ ／ ｍｌ，美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；缺血性卒中线栓（规格：Ｌ３２００，广
州佳灵生物公司）；红四氮唑染色试剂盒（２，３，５⁃ｔｒｉ⁃
ｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）（北京索莱宝科技有

限公司）；ａｎｔｉ⁃ｒａｔ ＧＦＡＰ、ａｎｔｉ⁃ｒａｔ Ｃ３ｄ 抗体（英国 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司）； ｃｙ３ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）、 ａｌｅｘａ
ｆｌｏｕｒ ４８８ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ）二抗（美国 Ｂｉｏ⁃
ｌｅｇｅｎｄ 公司）；ＧＤＮＦ 试剂盒（杭州联科公司）。
１． １． ２　 主要仪器设备 　 荧光定量 ＰＣＲ 仪（ＱＳ３）、
荧光显微镜（ＥＶＯＳ Ｍ５０００）、多功能酶标仪（Ｆｃ）（美
国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；冷冻切片机（３０００Ａ）（深圳达科为

公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 大鼠来源与分组　 ＳＰＦ 级健康的雄性 ＳＤ 大

鼠，由新疆医科大学动物实验中心提供。 大鼠 ６ 周
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龄，体质量 １８０ ～ ２００ ｇ，共 ７５ 只。 入组后饲养于

ＳＰＦ 级动物饲养室，调节环境温度（２４ ± ２）℃，湿度

（５０ ± １０）％ 。 大鼠饲养 １ 周后，按数字随机法分为

假手术组（Ｓｈａｍ 组），假手术 ＋ 右美托咪定组（Ｓｈａｍ
＋ Ｄｅｘ 组），缺血性卒中组（ ＩＳ 组），缺血性卒中 ＋ 右

美托咪定组（ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组），缺血性卒中 ＋ 右美托咪

定组 ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ（ ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组），每组

１５ 只。 动物实验伦理批号：２０２０７７５。
１． ２． ２ 　 缺血性卒中模型构建与给药 　 参考 Ｌｏｎｇａ
线栓法构建可逆性缺血性卒中模型［８］。 将大鼠以

戊巴比妥钠（３０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉，仰卧位固定在手术台

上。 在颈部正中右侧 ５ ｍｍ 处切口，沿肌肉向下游

离、暴露出大鼠左侧颈外动脉、颈内动脉及颈总动

脉。 将颈总动脉封闭，颈外动脉结扎，沿颈外动脉插

入硅涂层长丝线栓，穿过颈内动脉到达大脑中动脉，
如图 １ 所示。 阻塞血流 １２０ ｍｉｎ 后拔出线栓，打开

颈总动脉，结扎颈外动脉。 伤口抗感染处理，缝合。
ＩＳ 组与 ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组、ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组大鼠缺

血期间，分别尾静脉注射生理盐水或 Ｄｅｘ 溶液（５０
μｇ ／ ｋｇ）治疗［９］。 ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组大鼠提前 ３
ｄ，连续每天侧脑室注射 ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 试剂溶液（２ ｍｇ ／
ｍｌ，５ μｌ ／只） ［１０］，其他各组连续每天侧脑室注射 ５
μｌ 生理盐水。 Ｓｈａｍ 组与 Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠麻醉后

分离出颈动脉，但不插入线栓，麻醉期间分别注射生

理盐水与 Ｄｅｘ。

图 １　 缺血性卒中模型构建示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｍｏｄｅｌ

１． ２． ３　 神经功能评分　 模型构建后 ２４ ｈ，参考改良

的神经损伤严重程度评分标准［８］ 开展神经功能评

估。 测试分为多项，包括运动功能检测（０ ～ ６ 分）、
感觉功能检测（０ ～ ２ 分）、平衡木检测（０ ～ ６ 分）、异
常反射检测（０ ～ ４ 分）。 所有评分与大鼠神经功能

损伤程度呈正相关，最终加权各项评分结果。 其中

０ 分代表正常，分数增加表示神经损伤加剧，最高分

１８ 分，代表死亡。
１． ２． ４　 脑缺血梗死区域染色　 将大鼠麻醉后断头处

死，取完整脑组织，冷冻后固定在切片机上，沿冠状切

片，厚度约 １ ｃｍ。 将冠状切片浸没在 ＴＴＣ 染色试剂

中，３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，期间每 ５ ｍｉｎ 翻动一次切

片。 待染色均匀，将切片按顺序排列，拍摄并保存。
１． ２． ５　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＧＤＮＦ 因子含量　 将大

鼠处死，抽取脑脊液作为样品。 收集外周全血，离心

后获得血清作为样品。 取预包被 ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 抗体的

ＥＬＩＳＡ 试剂板，每个样品孔中分别加入脑脊液样品、
血清样品或标准品稀释液，３７ ℃静置孵育 ２ ｈ。 清

洗各个样品孔，加入 ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 一抗稀释液（１ ∶
１ ０００），３７ ℃静置孵育 １ ｈ。 清洗各个样品孔，加入

ＨＲＰ 标记二抗稀释液（１ ∶ １ ０００），３７ ℃静置孵育 １
ｈ。 清洗各个样品孔，滴加反应底物，５ ｍｉｎ 后滴加

反应终止液。 ４５０ ｎｍ 处扫描获得各个样品孔吸光

度值，根据标准品绘制浓度 －吸光度值曲线，根据标

准曲线计算获得各个样品中 ＧＤＮＦ 含量。
１． ２． ６　 免疫荧光检测　 将大鼠处死，使用生理盐水

心脏灌流，冲尽血液。 取出完整脑组织，放入 ４％多

聚甲醛中固定过夜。 使用梯度浓度乙醇脱水，放入

冷冻液中包埋，沿冠状切片，厚度约 ８ μｍ，滴加山羊

血清封闭。 切片清洗后分别滴加 ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｒａｔ ＧＤ⁃
ＮＦ 抗体稀释液（１ ∶ １００）与 ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ⁃ｒａｔ Ｃ３ｄ 抗体

稀释液（１ ∶ １００），４ ℃冰箱中孵育过夜。 清洗样品

表面，分别滴加 ｃｙ３ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ）与 ａｌ⁃
ｅｘａ ｆｌｏｕｒ ４８８ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ）二抗稀释

液，湿盒中低温避光过夜。 ＰＢＳＴ 清洗样品表面，滴
加 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染料稀释液，３７ ℃孵育 ５ ｍｉｎ。 通过荧光

显微镜下观察各个激发光下荧光发光并拍照。
１． ２． ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验 　 将大鼠处死，取缺血核心

区组织，加入 １. ５ ｍｌ 无酶离心管中，通过 ＴＲＩｚｏｌ 试
剂分离获得总 ＲＮＡ，检测各个样品中 ＲＮＡ 纯度、浓
度。 根据逆转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ 逆转录获得

环状 ＤＮＡ。 以环状 ＤＮＡ 为模板开始 ｑＰＣＲ，设置反

应体系为 ２ μｌ ｃＤＮＡ 样品、５ μｌ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、１ μｌ 上
下游引物，补充 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μｌ。 设置反应条件为
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９５ ℃ ／ ３０ ｓ，９５ ℃ ／ １０ ｍｉｎ，４０ 个变性循环，９５ ℃ ／ ２
ｓ，６０ ℃ ／ ２０ ｓ，７０ ℃ ／ １０ ｓ。 结果中目的基因以 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 基因为内参，用 ２ － ΔΔＣＴ方法计算目的基因相对表

达量。 各个基因引物由广州锐博公司设计、提供，具
体序列见表 １。

表 １　 基因引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ

Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′⁃３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

Ｒ：ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ
ＬＩＧＰ１ Ｆ：ＧＧＧＧＣＡＡＴＡＧＣＴＣＡＴＴＧＧＴＡ

Ｒ：ＡＣＣＴＣＧＡＡＧＡＣＡＴＣＣＣＣＴＴＴ
Ｈ２⁃Ｔ２３ Ｆ：ＧＧＡＣＣＧＣＧＡＡＴＧＡＣＡＴＡＧＣ

Ｒ：ＧＣＡＣＣＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＴＴＣＡＴ
ＰＳＭＢ８ Ｆ：ＣＡＧＴＣＣＴＧＡＡＧＡＧＧＣＣＴＡＣＧ

Ｒ：ＣＡＣＴＴＴＣＡＣＣＣＡＡＣＣＧＴＣＴＴ
Ｈ２⁃Ｄ１ Ｆ：ＴＣＣＧＡＧＡＴＴＧＴＡＡＡＧＣＧＴＧＡＡＧＡ

Ｒ：ＡＣＡＧＧＧＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＡＴＡＧ
Ｓ１００ａ１０ Ｆ：ＣＣＴＣＴＧＧＣＴＧＴＧＧＡＣＡＡＡＡＴ

Ｒ：ＣＴＧＣＴＣＡＣＡＡＧＡＡＧＣＡＧＴＧＧ
ＣＤ１０９ Ｆ：ＣＡＣＡＧＴＣＧＧＧＡＧＣＣＣＴＡＡＡＧ

Ｒ：ＧＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＧＡＴＧＴＣＣＡＣ
ＴＧＭ１ Ｆ：ＣＴＧＴＴＧＧＴＣＣＣＧＴＣＣＣＡＡＡ

Ｒ：ＧＧＡＣＣＴＴＣＣＡＴＴＧＴＧＣＣＴＧＧ

１． ３　 统计学处理　 该研究所有结果均采用 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７. ０ 软件进行统计与分析，数据均表述为
�ｘ ± ｓ。 定量资料以 Ｌｅｖｅｎｅ 检验验证方差齐性；在满

足正态分布或方差齐的条件下，对各组数据比较采

用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 法检

验。 检验水准 α ＝０. ０５。

２　 结果

２． １　 Ｄｅｘ 的抗缺血性卒中作用验证 　 Ｓｈａｍ 组与

Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠全部存活，脑组织中除了边缘部

分染色不均，未出现明显的梗死区域，神经功能评分

正常；与 Ｓｈａｍ 组相比，ＩＳ 组大鼠出现 ３ 只死亡，存
活大鼠脑组织中均出现明显梗死区域，神经功能评

分增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＳ 组相比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠仅

有 １ 只死亡，脑组织中梗死区域面积占比明显减少

（Ｐ ＜ ０. ０５），神经功能评分降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＳ ＋
Ｄｅｘ 组相比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组大鼠出现 １ 只

死亡，剩余大鼠脑组织中梗死区域面积占比明显增

加（Ｐ ＜ ０. ０５），神经功能评分升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见

图 ２、３。

图 ２　 各组大鼠脑组织梗死区染色

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｒａｃｔ ａｒｅａ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
ａ： Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＩＳ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 各组大鼠神经功能评分（ｎ ＝１２）与梗死区面积占比（ｎ ＝４）
Ｆｉｇ． ３　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ （ｎ ＝１２） ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ

ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ （ｎ ＝４） ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
Ａ： Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ； Ｂ： Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ； ａ： Ｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＩＳ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＩＳ ＋

Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ ｇｒｏｕｐ； ＃ Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ∗ Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ

ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ．

２． ２　 脑脊液和血清中 ＧＤＮＦ 含量变化 　 与 Ｓｈａｍ
组相比，Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠血清中 ＧＤＮＦ 含量没有

明显变化，ＩＳ 组大鼠血清中 ＧＤＮＦ 含量明显增加

（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＳ 组相比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠血清中

ＧＤＮＦ 含量明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组相

比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组大鼠血清中 ＧＤＮＦ 含量

明显减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
２． ３　 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ 基因在 Ｄｅｘ 治疗缺血性卒中时

的变化 　 与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠脑组

织缺血核心区 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 表达没有明显变化，ＩＳ
组大鼠脑组织缺血核心区 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 表达明显增

加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＳ 组相比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠脑组织

缺血核心区 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 表达明显减少 （ Ｐ ＜
０. ０５）；与 ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组相比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组

大鼠脑组织缺血核心区 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 表达明显增加

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５、６。
２． ４　 星形胶质细胞活化基因在右美托咪定治疗缺

血性卒中时的变化 　 与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ
组大鼠脑组织缺血核心区 ＬＩＧＰ１、Ｈ２⁃Ｔ２３、ＰＳＭＢ３８
与 Ｈ２⁃Ｄ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达没有明显变化，ＩＳ 组明显

图 ４　 各组大鼠脑脊液与血清中 ＧＤＮＦ 含量（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＧＤＮＦ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ

ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ６）
Ａ： Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＧＤＮＦ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ； Ｂ： Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＧＤＮＦ ｉｎ

ｓｅｒｕｍ；ａ： Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＩＳ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＩＳ ＋ Ｄｅｘ

ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜

０. ０５ ｖｓ ＩＳ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ．

增加（Ｐ ＜ ０. ０５），即神经毒性反应性星形胶质细胞

被激活；与 ＩＳ 组相比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠脑组织缺血核

心区 ＬＩＧＰ１、Ｈ２⁃Ｔ２３、ＰＳＭＢ３８ 与 Ｈ２⁃Ｄ１ 基因 ｍＲＮＡ
表达明显减少（Ｐ ＜ ０. ０５）；此外，与 ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组相

比，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组各个基因 ｍＲＮＡ 表达明

显增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。
与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠脑组织缺

血核心区 Ｓ１００α１０、ＣＤ１０９ 与 ＴＧＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 表

达没有明显变化，但 ＩＳ 组明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５），即
神经保护性星形胶质细胞表型明显增加；此外，与
ＩＳ 组相比， ＩＳ ＋ Ｄｅｘ 组大鼠脑组织缺血核心区

Ｓ１００α１０、ＣＤ１０９ 与 ＴＧＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达进一步

升高（Ｐ ＜ ０. ０５），提示神经保护性星形胶质细胞在

Ｄｅｘ 发挥抗 ＩＳ 作用中扮演重要角色；然而，与 ＩＳ ＋
Ｄｅｘ 组相比， ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组各个基因

Ｓ１００α１０、ＣＤ１０９ 与 ＴＧＭ１ 基因表达明显减少（Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ７、８。

３　 讨论

　 　 该研究结果显示，Ｓｈａｍ组与Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ组大
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图 ５　 各组大鼠脑组织中 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 蛋白免疫荧光染色图 × ２００
Ｆｉｇ． ５　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＧＦＡＰ ａｎｄ Ｃ３ｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ × ２００

图 ６　 各组大鼠脑组织中 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 蛋白表达量化统计（ｎ ＝ ４）
Ｆｉｇ． ６　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ ａｎｄ Ｃ３ｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ４）
Ａ： Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｂ： Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

Ｃ３ｄ ｐｒｏｔｅｉｎ；ａ： Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｓｈａｍ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＩＳ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＩＳ

＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ；
∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ．

图 ７　 各组大鼠脑组织中神经毒性星形胶质细胞

活化标记基因 ｍＲＮＡ 相对表达（ｎ ＝ ４）
Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ４）

＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ
＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ．

鼠虽然开展了脑室注射操作与颈动脉血管的分离，
但未栓塞血管，神经功能未见影响。 ＩＳ 模型大鼠出

现神经功能障碍与局灶性缺血梗死区域。 与临床上

患者运动功能损伤、脑组织局部出现缺血病灶情

况［１１ － １２］一致。 因此，该研究缺血性卒中模型构建成

功。
有研究［６］显示，星形胶质细胞对维持神经血管
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图 ８　 各组大鼠脑组织中神经保护性星形胶质细胞

活化标记基因 ｍＲＮＡ 相对表达（ｎ ＝ ４）
Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ４）

＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＩＳ
＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ．

单元结构具有多重稳定功能。 其机制涉及代谢支

持、预防神经元死亡、控制氧化应激等。 星形胶质细

胞已成为受缺血影响组织中诱导神经保护和神经修

复作用的候选细胞。 该研究结果显示，ＩＳ 模型大鼠

缺血核心区存在明显的固有免疫反应。 ＩＳ 明显增

加了星形胶质细胞活化标记 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 蛋白表

达，且神经毒性反应性星形胶质细胞被激活。 然而，
Ｄｅｘ 治疗不仅降低了 ＧＦＡＰ 与 Ｃ３ｄ 蛋白表达，而且

ＬＩＧＰ１、Ｈ２⁃Ｔ２３、ＰＳＭＢ３８ 与 Ｈ２⁃Ｄ１ 基因含量明显降

低，提示 Ｄｅｘ 对神经毒性星形胶质细胞具有明显抑

制作用。
与小胶质细胞类似，星形胶质细胞不仅存在神

经毒性表型，而且存在神经保护性表型，两种表型之

间可以相互转化，与 ＣＮＳ 疾病进程中神经保护性胶

质细胞适应性活化现象一致［１３］。 ＩＳ 组大鼠脑组织

中神经保护性星形胶质细胞表型基因 Ｓ１００α１０、
ＣＤ１０９ 与 ＴＧＭ１ 表达升高。 然而，ＩＳ 模型主要是机

械损伤诱导，血脑屏障的破坏造成外周炎症的涌入，
在 ＣＮＳ 中级联放大，神经毒性胶质细胞表型占主

要［１４］。 因此，神经毒性掩盖了神经保护性作用，造
成局部梗死。 此外，该研究结果显示，Ｄｅｘ 不仅明显

抑制了神经毒性表型基因表达，而且促进了神经保

护性星形胶质细胞表型基因表达进一步升高。 然

而，该研究表明正常生理情况下，Ｄｅｘ 并不会活化正

常大鼠脑组织中星形胶质细胞，且对神经保护性星

形胶质细胞表型也没有明显影响。
ＧＤＮＦ 主要在神经元发育过程中表达、分泌。

健康成人大脑中，ＧＤＮＦ 分泌水平较低，且仅局限于

特定区域［１５］。 众多 ＣＮＳ 疾病模型中，ＧＤＮＦ 表达、
分泌增加往往是由神经炎症反应诱导，这种与疾病

相关的 ＧＤＮＦ 过度表达往往会表现出保护性作

用［１６ － １７］。 在帕金森模型中，ＣＮＳ 保护药物主要是通

过诱导黑质纹状体中星形胶质细胞过量释放 ＧＤＮＦ
实现，且该模型中显示，敲除星形胶质细胞中 ＧＤＮＦ
基因会逆转该药物的神经保护作用［１８］。 该研究结

果显示，Ｓｈａｍ 组脑脊液和外周血液中 ＧＤＮＦ 表达较

低，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＩＳ 组 ＧＤＮＦ 表达明显升高，Ｄｅｘ
治疗进一步提高了 ＧＤＮＦ 释放，该结果与神经保护

性星形胶质细胞表型变化结果一致。 因此，该研究

推测 ＧＤＮＦ 主要由神经保护性星形胶质细胞释放。
此外，ＩＳ ＋ Ｄｅｘ ＋ Ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 组结果也表明，Ａｎｔｉ⁃ＧＤ⁃
ＮＦ 不仅中和了外周和脑脊液中 ＧＤＮＦ，也逆转了

Ｄｅｘ 对 ＩＳ 模型大鼠损伤的治疗作用。 与此同时，
Ａｎｔｉ⁃ＧＤＮＦ 还负反馈调控了 Ｄｅｘ 对星形胶质细胞的

影响，导致神经保护性星形胶质细胞表型减少，而神

经毒性星形胶质细胞表型增加，这进一步反映了

ＧＤＮＦ 与缺血性卒中损伤明显相关。
综上所述，ＩＳ 模型会激活星形胶质细胞，促进

ＧＤＮＦ 释放，但此时星形胶质细胞主要发挥神经毒

性作用，造成缺血局部梗死。 然而该研究也存在一

定局限性，神经元再生往往伴随着神经血管单元的

重构，但该研究关于 ＧＤＮＦ 在血管神经元发育过程

中血管重构方面的协同影响却未有探索。 Ｄｅｘ 通过

抑制神经毒性星形胶质细胞表型，提高神经保护性

星形胶质细胞表型占比，进一步促进 ＧＤＮＦ 释放，发
挥抗缺血性卒中作用。
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拮抗 Ｐ２Ｘ７ 受体在减轻子痫抽搐大鼠海马损伤中的作用
李晓晶１，２，李晓兰１，２

（ １ 安徽医科大学第一附属医院妇产科，合肥　 ２３００２２；
２ 国家卫生健康委配子及生殖道异常研究重点实验室，合肥　 ２３００２２）

摘要　 目的　 研究干预嘌呤能离子通道型受体 ７（Ｐ２Ｘ７）受体可减轻子痫抽搐海马损伤的作用机制。 方法　 ＳＤ 雌鼠 ２８ 只按

随机数字表法分为 ４ 组（每组 ｎ ＝ ７），将雌雄鼠进行 ２ ∶ １ 合笼，第 ２ 天阴道涂片镜下观察到精子细胞记为妊娠第 ０ 天（ＧＤ０），
通过 ＧＤ１４ 尾静脉注射 ＬＰＳ、ＧＤ１６ ～ １８ 连续腹腔注射 ＰＴＺ 的方式制备子痫抽搐孕鼠模型。 于 ＧＤ１８ 腹腔注射 ＰＴＺ 后立即腹腔

注射 Ｐ２Ｘ７ 抑制剂（Ａ⁃４３８０７９）制备抑制剂组。 即分组为：① 正常妊娠组（Ｐ 组）；② 类子痫抽搐组（ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ 组）；③ Ｐ２Ｘ７ 抑

制剂组（ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋ Ａ⁃４３８０７９ 组）；④ 类子痫对照组（ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋ ＮＳ 组）。 根据 Ｒａｃｉｎｅ 评分标准判断大鼠癫痫发作时等级以

此评估各组孕鼠抽搐程度记录各期持续时间；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测孕鼠海马 Ｐ２Ｘ７、ＮＬＲＰ３ 蛋白表达水平；ＥＬＩＳＡ 测定孕鼠血清中

肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、胎盘生长因子（ＰＩＧＦ）、可溶性 ｆｍｓ 样酪氨酸激酶 １ （ｓＦｌｔ⁃１）炎症因子表达情

况。 结果　 ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ 组、ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋ ＮＳ 组大鼠与 Ｐ 组大鼠相比，抽搐行为学评分显著增高；ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ 组、ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋ ＮＳ 组

大鼠与 ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋ Ａ⁃４３８０７９ 组大鼠相比，１ 期癫痫发作潜伏期、５ 期癫痫发作潜伏期、１ － ４ 期癫痫发作持续时间减少；５ 期癫

痫发作比率和 ５ 期癫痫发作持续时间均延长。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ 组和 ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋ ＮＳ 组相比，ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋
Ａ⁃４３８０７９ 组孕鼠海马 Ｐ２Ｘ７、ＮＬＲＰ３ 表达升高。 ＥＬＩＳＡ 结果显示，与 Ｐ 组相比，ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ 组、ＬＰＳ ＋ ＰＴＺ ＋ ＮＳ 组孕鼠血清炎症

因子标志物 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β；先兆子痫标志物 ｓＦｌｔ⁃１；ＰＩＧＦ 升高，而给予 Ｐ２Ｘ７ 受体抑制剂后，各项指标均有所降低。 结论　 干

预 Ｐ２Ｘ７ 受体可能通过降低类子痫抽搐孕鼠的全身炎症反应，减轻神经海马损伤，提高抽搐阈值，抑制子痫抽搐的发生。
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　 　 子痫是子痫前期基础上发生的强直阵挛性或局

灶性癫痫发作（除外其他原因）的妊娠期高血压疾

病。 在全球发病率约 １. ６‰ ～ １５. １‰［１］。 该病的发

病机制尚不明确，但目前有研究［２］ 指出子痫患者明

显的全身炎症可导致中枢神经系统局部炎症反应。
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