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丁苯酞对局灶性脑缺血再灌注大鼠海马 ＣＡ１ 区
神经细胞凋亡、ＳＩＲＴ１ 及 ＰＧＣ￣１α 表达的影响
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[摘　 要] 　 目的　 观察丁苯酞(ＮＢＰ)注射液对局灶性脑缺血再灌注大鼠缺血侧海马 ＣＡ１ 区神经细胞凋亡、沉默

信息调节因子 ２ 相关酶 １(ＳＩＲＴ１)及过氧化体增殖物激活型受体 γ 共激活因子 １α(ＰＧＣ￣１α)表达的影响ꎬ探讨 ＮＢＰ
的脑保护机制ꎮ 方法　 雄性 ＳＤ 大鼠 １６０ 只ꎬ随机分为假手术组、脑缺血组、ＮＢＰ 高剂量后处理组(高剂量组)、ＮＢＰ
中剂量后处理组(中剂量组)、ＮＢＰ 低剂量后处理组(低剂量组)ꎬ采用改良的 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 线栓法制作局灶性脑缺血

再灌注大鼠模型ꎬ后四组大鼠分为缺血 ２ ｈ 再灌注 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ ５ 个时间点ꎬ应用 ＴＵＮＥＬ 法检测神经细

胞凋亡ꎻ免疫组织化学染色法和实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 的表达ꎮ 结果　 与脑缺血组比较ꎬＮＢＰ 后

处理组各时间点凋亡细胞数减少ꎬＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 阳性细胞数增多(Ｐ<０.０５)ꎮ 与低、中剂量组比较ꎬ高剂量组凋亡

细胞数显著减少ꎬＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 阳性细胞数显著增多(Ｐ<０.０５)ꎻ与低剂量组比较ꎬ中剂量组 ＳＩＲＴ１ 阳性细胞数除

再灌注 ６ ｈ 外ꎬ其余时间点均增高(Ｐ<０.０５)ꎬＰＧＣ￣１α 阳性细胞数除再灌注 ６ ｈ、７２ ｈ 外ꎬ其余时间点均增高(Ｐ<
０.０５)ꎮ 与脑缺血组比较ꎬ高剂量组各时间点 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ 的表达增多(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＮＢＰ 抑制细胞

凋亡ꎬ减轻大鼠脑缺血再灌注损伤ꎬ发挥脑保护作用ꎬ其机制可能与上调 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 的表达有关ꎮ
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　 　 在脑缺血再灌注损伤过程中ꎬ细胞凋亡起着关

键性作用ꎬ有效抑制细胞凋亡ꎬ可以减轻缺血再灌

注损伤ꎮ 近年来ꎬ沉默信息调节因子 ２ 相关酶 １
(ｓｉｌｅｎｔ ｍａｔｉｎｇ ｔｙｐｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ２ ｈｏｍｏｌｏｇ １ꎬ
ＳＩＲＴ１)和过氧化体增殖物激活型受体 γ 共激活因子

１α(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ ｃｏａｃｔｉ￣
ｖａｔｏｒ￣１αꎬＰＧＣ￣１α)作为神经系统的保护因子引起广

泛关注ꎬ目前研究认为ꎬ上调 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 的表

达可以增强脑保护作用ꎮ 丁苯酞 ( ｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅꎬ
ＮＢＰ)注射液是一种新型抗脑缺血药ꎬ可通过多个环

节阻断缺血再灌注损伤ꎬ发挥脑保护作用[１￣５]ꎮ 本研

究通过观察 ＮＢＰ 对局灶性脑缺血再灌注大鼠缺血侧

海马 ＣＡ１ 区神经细胞凋亡、ＳＩＲＴ１ 及 ＰＧＣ￣１α 表达的

影响ꎬ探讨 ＮＢＰ 的脑保护作用机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂和仪器

　 　 ＮＢＰ 注射液(石药集团恩必普药业有限公司)ꎻ
ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 兔抗大鼠多克隆抗体 (Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公

司)ꎻ兔免疫组织化学试剂盒(ｐｖ￣６００１)、ＤＡＢ 显色

试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司)ꎻＴＵＮＥＬ
试剂盒(罗氏公司)ꎻ引物(上海生物工程有限公

司)ꎻ逆转录试剂盒、ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻ石
蜡切片机、光学显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ高速

冷冻离心机(科大创新股份有限公司)ꎻ荧光定量

ＰＣＲ 仪(Ｒｏｔｏｒ￣Ｇｅｎｅ ３０００)ꎮ
１.２　 实验动物及分组

健康雄性 ＳＤ 大鼠 １６０ 只ꎬ体重 ２００ ~ ２５０ ｇꎬ购
自中国人民解放军医疗科学院卫生学环境医学研

究所ꎬ许可证号为 ＳＣＸＫ￣(军)２００９￣００３ꎮ 随机分为

假手术组(ｎ ＝ １０)、脑缺血组(ｎ ＝ ５０)、ＮＢＰ 高剂量

后处理组(高剂量组ꎬｎ ＝ ５０)、ＮＢＰ 中剂量后处理组

(中剂量组ꎬｎ＝ ２５)和 ＮＢＰ 低剂量后处理组(低剂量

组ꎬｎ＝ ２５)ꎮ 后四组按再灌注时间点不同分为缺血

２ ｈ 再灌注 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ ５ 个时间点ꎬ每
个时间点各 ５ 只用于 ＴＵＮＥＬ 染色和免疫组织化学

染色ꎬ在假手术组、脑缺血组及 ＮＢＰ 最佳剂量组中

每个时间点各 ５ 只用于实时荧光定量 ＰＣＲꎮ
１.３　 模型的制作

脑缺血组、丁苯酞后处理组参照 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 线

栓法[６]加以改良制备大鼠右侧大脑中动脉局灶性

脑缺血再灌注模型ꎮ 模型成功的标准为:提尾时大

鼠左侧前爪内收屈曲ꎬ爬行时向左侧转圈甚至倾

倒ꎬ右侧出现 Ｈｏｎｎｅｒ 征ꎮ 假手术组线栓插至颈总动

脉ꎬ余操作同脑缺血组ꎮ ＮＢＰ 后处理组大鼠于缺血

２ ｈ 再灌注后分别腹腔注射 ６、４ 及 ２ ｍｇ / ｋｇ ＮＢＰ 注

射液ꎻ假手术组、脑缺血组腹腔注射等量生理盐水ꎮ
假手术组大鼠于术后 ２４ ｈ 处死ꎬ其余各组大鼠分别

于再灌注 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 处死ꎮ
１.４　 病理组织学切片制备

大鼠用 １０％水合氯醛腹腔注射麻醉ꎬ开胸暴露心

脏ꎬ从心尖插入粗针头ꎬ剪开右心耳开放静脉血ꎬ０.９％
ＮａＣｌ 快速心脏灌流ꎬ至右心耳流出清澈液体ꎬ４％多聚

甲醛灌流固定ꎬ迅速断头取脑ꎬ浸泡于 ４％多聚甲醛固

定 ２４ ｈꎮ 于视交叉后 ２ ｍｍ 处切取 ３ ｍｍ 厚的冠状位

脑组织块ꎬ常规包埋ꎬ切取 ４ μｍ 厚的脑片ꎮ
１.５　 ＴＵＮＥＬ 法检测神经细胞凋亡

按 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明书进行染色ꎮ ＴＵＮＥＬ 染

色阳性细胞:细胞核固缩浓染ꎬ呈深棕色ꎬ细胞体积

缩小且形状不规则ꎮ 每张切片于高倍镜下随机选

取 ５ 个非重叠视野ꎬ计数阳性细胞ꎬ取其平均值ꎮ
１.６　 免疫组织化学染色法检测 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 阳

性细胞

应用免疫组织化学染色二步法检测 ＳＩＲＴ１、
ＰＧＣ￣１α 阳性细胞ꎮ 镜下胞质或(和)胞核染成棕黄

色者为 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 阳性细胞ꎮ 每张切片于高倍

镜下随机采集 ５ 个非重叠视野ꎬ记录阳性细胞数ꎬ取
其平均值ꎮ
１.７ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＳＩＲＴ１、 ＰＧＣ￣１α
ｍＲＮＡ 的表达

假手术组、脑缺血组、ＮＢＰ 最佳剂量组各取 ５
只大鼠ꎬ１０％水合氯醛腹腔注射深度麻醉ꎬ断头取

脑ꎬ冰盘上迅速剥离缺血侧海马组织ꎬ－８０℃冰箱冻
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存备用ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ测定总 ＲＮＡ 浓度ꎮ
按说明书配制 ２０ μＬ 反应液ꎬ在 ＰＣＲ 仪上进行反

应ꎬ反应条件:４２℃ ５ ｍｉｎꎬ９５℃ １０ ｓꎬ进行逆转录反

应ꎻ９５℃变性 ５ ｓꎬ６０℃退火延伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ
进行 ＰＣＲ 反应ꎮ 应用 Ｒｏｔｏｒ￣Ｇｅｎｅ 分析软件绘制

ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α、β￣ａｃｔｉｎ 的扩增曲线、溶解曲线ꎬ并得

到各自的荧光域值(Ｃｔ 值)ꎬ目的基因的相对表达量

采用相对定量法 ２－△△Ｃｔ表示ꎮ ＳＩＲＴ１ 上游引物为 ５′￣
ＧＴＣ ＴＧＴ ＧＣＣ ＴＴＣ ＣＡＧ ＴＴＧ ＣＴ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣
ＣＴＧ ＣＴＴ ＧＣＴ ＧＴＣ ＣＡＴ ＡＣＣ ＴＧ￣３′ꎬ片段长度为

１４６ ｂｐꎻＰＧＣ￣１α 上游引物为 ５′￣ＴＧＧ ＡＧＣ ＡＡＴ ＡＡＡ
ＧＣＡ ＡＡＧ ＡＧＣ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＧＴＧ ＴＡＧ ＧＧＡ
ＧＧＧ ＴＣＡ ＴＣＧ ＴＴ￣３′ꎬ片段长度为 １０４ ｂｐꎻβ￣ａｃｔｉｎ 上

游引物为 ５′￣ＧＧＡ ＧＡＴ ＴＡＣ ＴＧＣ ＣＣＴ ＧＧＣ ＴＣＣ ＴＡ￣
３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＧＡＣ ＴＣＡ ＴＣＧ ＴＡＣ ＴＣＣ ＴＧＣ
ＴＴＧ ＣＴＧ￣３′ꎬ片段长度为 １５０ ｂｐꎮ

１.８　 统计学方法

所有数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素

方差分析ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ显著性

水平 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 缺血侧海马 ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞数

假手术组偶见 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞 (０. ９８ ±
０.６０ 个 / ＨＰ)ꎻ脑缺血组再灌注 ６ ｈ 凋亡细胞较前增

多ꎬ至 ２４ ｈ 达高峰ꎬ随后逐渐减少ꎻＮＢＰ 后处理组凋

亡细胞的表达趋势与脑缺血组相同ꎬ但各时间点凋

亡细胞数均减少(Ｐ<０.０５)ꎻ高剂量组凋亡细胞数较

中、低剂量组减少更为显著(Ｐ<０.０５)ꎬ中、低剂量组

之间凋亡细胞数差异也有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ表 １
和图 １)ꎮ

图 １. 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区凋亡细胞(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ４００×)　 　 从上至下分别为脑缺血组、低剂量组、中剂量组、高剂量组ꎬＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ
分别为再灌注 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 及 ７２ ｈꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡ１ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ４００×)

６７７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



表 １. 大鼠缺血侧海马 ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞数(ｘ±
ｓꎬ个 / ＨＰ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＴＵＮＥＬ
ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡ１ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ (ｘ±ｓꎬＣｅｌｌｓ / ＨＰ)

再灌注
时间

ｎ 脑缺血组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

６ ｈ ５ ２４.７６±２.２９ ２０.０８±２.７４ａ １５.３±２.８２ａｂ １１.０８±３.１８ａｂｃ

１２ ｈ ５ ３３.３±３.０７ ２７.２６±２.７２ａ ２２.３±３.３０ａｂ １５.６４±２.３４ａｂｃ

２４ ｈ ５ ４６.６８±２.９７ ４０.１８±２.８６ａ ３６.１±２.７６ａｂ ２８.２２±２.３１ａｂｃ

４８ ｈ ５ ３９.６８±２.００ ３３.３０±２.７５ａ ２６.６±１.５９ａｂ ２０.９８±２.９９ａｂｃ

７２ ｈ ５ ２８.３４±３.６０ ２２.３０±３.１９ａ １８.１±３.０３ａｂ １４.０８±３.０６ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与脑缺血组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与低剂量组比较ꎻｃ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与中剂量组比较ꎮ

２.２　 缺血侧海马 ＣＡ１ 区 ＳＩＲＴ１和 ＰＧＣ￣１α阳性细胞数

假手术组可见少量 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 阳性细胞

(７.８４±０.５７ 个 / ＨＰ 和 ４.３０±１.６０ 个 / ＨＰ)ꎻ脑缺血组

再灌注 ６ ｈ 时 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 阳性细胞数较前增

多ꎬ至 ２４ ｈ 达高峰ꎬ随后逐渐减少ꎻＮＢＰ 后处理组

ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 阳性细胞的表达趋势与脑缺血组

一致ꎬ但相同时间点 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 阳性细胞数

均增多(Ｐ<０.０５)ꎻ高剂量组 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 阳性

细胞数较低、中剂量组增多(Ｐ<０.０５)ꎻ与低剂量组

比较ꎬ中剂量组 ＳＩＲＴ１ 阳性细胞数除再灌注 ６ ｈ 外

均增多(Ｐ<０.０５)ꎬＰＧＣ￣１α 阳性细胞数除再灌注 ６
ｈ、７２ ｈ 外均增多(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２、表 ３ 和图 ２、图 ３)ꎮ

图 ２. 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＳＩＲＴ１ 阳性细胞(免疫组织化学染色ꎬ４００×)　 　 从上至下分别为脑缺血组、低剂量组、中剂量组、高剂量

组ꎬＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 分别为再灌注 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 及 ７２ ｈꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ＳＩＲＴ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡ１ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ４００×)
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图 ３. 各组海马 ＣＡ１ 区 ＰＧＣ￣１α阳性细胞(免疫组织化学染色ꎬ４００×)　 　 从上至下分别为脑缺血组、低剂量组、中剂量组、高剂量组ꎬ

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 分别为再灌注 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 及 ７２ ｈꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ＰＧＣ￣１α ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡ１ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ４００×)

表 ２. 大鼠缺血侧海马ＣＡ１ 区 ＳＩＲＴ１阳性细胞数(ｘ±ｓꎬ 个 / ＨＰ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ＣＡ１ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ( ｘ± ｓꎬ
Ｃｅｌｌｓ / ＨＰ)

再灌注
时间

ｎ 脑缺血组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

６ ｈ ５ １１.１２±０.５５ １５.９±１.０７ａ １７.１６±１.６１ａ ２５.７８±０.８６ａｂｃ

１２ ｈ ５ １４.０２±０.３５ １８.９６±０.５５ａ ２４.２６±０.７７ａｂ ３１.０８±０.８ａｂｃ

２４ ｈ ５ １９.８８±０.６４ ２５.１６±０.４８ａ ３２.４３±０.９２ａｂ ３９.６４±０.６８ａｂｃ

４８ ｈ ５ １５.９２±０.７１ ２０.６６±０.６０ａ ２６.１４±０.７２ａｂ ３２.３６±０.５４ａｂｃ

７２ ｈ ５ ９.００±０.６８ １４.８０±０.３５ａ ２０.４４±０.５９ａｂ ２６.５６±０.５９ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与脑缺血组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与低剂量组比较ꎻｃ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与中剂量组比较ꎮ

２.３　 缺血侧海马 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ 的表达

高剂量组凋亡细胞更少ꎬＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 阳

表 ３. 大鼠缺血侧海马 ＣＡ１ 区 ＰＧＣ￣１α阳性细胞数(ｘ±ｓꎬ个 /
ＨＰ)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＧＣ￣１α ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍ￣
ｐｕｓ ＣＡ１ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ(ｘ±
ｓꎬＣｅｌｌｓ / ＨＰ)

再灌注
时间

ｎ 脑缺血组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

６ ｈ ５ ８.１０±２.３８ １２.１０±２.４４ａ １２.９４±１.９９ａ １７.０６±２.１０ａｂｃ

１２ ｈ ５ １２.１８±２.６５ １６.１２±１.４４ａ １９.３０±２.０４ａｂ ２４.５８±２.６７ａｂｃ

２４ ｈ ５ １９.４０±２.５１ ２４.３２±２.３４ａ ２９.１６±３.３２ａｂ ３７.１０±２.１６ａｂｃ

４８ ｈ ５ １５.３４±２.４７ １９.０８±２.１０ａ ２２.９０±１.７０ａｂ ２８.１６±２.２２ａｂｃ

７２ ｈ ５ １０.２２±２.５６ １５.３±１.９４ａ １６.２±１.４１ａ ２１.０４±３.６４ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与脑缺血组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与低剂量组比较ꎻｃ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与中剂量组比较ꎮ

性细胞数更多ꎬ因此ꎬ以高剂量组作为最佳剂量组

８７７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



检测 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 假手术组

ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ 的相对表达量为 ０. ９９ ±
０􀆰 ３１、 １. ０１ ± ０.０５ꎮ 脑 缺 血 组 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α
ｍＲＮＡ 的表达于再灌注 ６ ｈ 增多ꎬ２４ ｈ 达高峰ꎬ而后

逐渐减少ꎮ 高剂量组 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ 的表

达规律与脑缺血组一致ꎬ但相同时间点 ＳＩＲＴ１ 和

ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ 的表达均增高(Ｐ<０.０５ꎻ表 ４ 和 ５)ꎮ

表 ４. 脑缺血组与高剂量组大鼠缺血侧海马 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ
表达水平比较(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ４. Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＣＡＯ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓ)

再灌注时间 ｎ 脑缺血组 高剂量组

６ ｈ ５ １.０５±０.０８ １.４９±０.０５ａ

１２ ｈ ５ １.４６±０.０６ １.９１±０.１０ａ

２４ ｈ ５ １.９５±０.１１ ２.４０±０.０５ａ

４８ ｈ ５ １.５９±０.０７ １.９９±０.１７ａ

７２ ｈ ５ １.３５±０.０３ １.５５±０.０７ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与脑缺血组比较ꎮ

表 ５. 脑缺血组与高剂量组大鼠缺血侧海马 ＰＧＣ￣１α ｍＲＮＡ
表达水平比较(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ５. Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ￣１α
ｍＲＮＡ ｉｎ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＣＡＯ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓ)

再灌注时间 ｎ 脑缺血组 高剂量组

６ ｈ ５ １.０５±０.０５ １.３８±０.０９ａ

１２ ｈ ５ １.３３±０.０７ １.７７±０.１２ａ

２４ ｈ ５ １.７２±０.１３ ２.２１±０.０９ａ

４８ ｈ ５ １.３７±０.０８ １.９１±０.１２ａ

７２ ｈ ５ １.２０±０.０７ １.５４±０.１３ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与脑缺血组比较ꎮ

３　 讨　 论

ＮＢＰ 注射液是治疗缺血性脑血管病的一种新

型脑保护药ꎮ 大量研究证明ꎬＮＢＰ 可通过抑制神经

细胞凋亡、缩小脑梗死体积ꎻ解除微血管痉挛、抗血

小板聚集ꎻ促进微血管再生及侧支循环建立ꎻ保护

线粒体结构、改善线粒体功能ꎻ抑制自由基形成等

多种途径阻断再灌注损伤[１￣５]ꎮ 本研究结果发现ꎬ
ＮＢＰ 后处理组各时间点凋亡细胞数较脑缺血组减

少ꎬ并且与 ＮＢＰ 存在剂量依赖关系ꎬ说明随剂量的

增加 ＮＢＰ 抑制细胞凋亡的作用越强ꎬ这与郑献召

等[７]的研究结果一致ꎮ

ＳＩＲＴ１ 是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖的蛋

白去乙酰化酶类ꎬ其通过促进神经元分化和轴突延

长ꎬ抑制炎症级联反应ꎬ抑制氧化应激ꎬ调节内皮细

胞稳态ꎬ介导基因组沉默ꎬ减少蛋白表达、代谢及能

量消耗ꎬ抑制细胞凋亡等途径发挥神经保护作

用[８￣１２]ꎮ 在大鼠全脑缺血模型研究中发现ꎬ缺血预

处理和白藜芦醇减少海马 ＣＡ１ 区神经损伤是通过

增加 ＳＩＲＴ１ 的活性实现的[１３]ꎻ在 ＭＣＡＯ 模型中ꎬ
Ｙａｎ 等[１４] 证实高压氧预处理可通过提高 ＳＩＲＴ１ 蛋

白和 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ减少神经元凋亡及脑梗死体

积ꎬ改善大鼠的神经行为评分ꎮ ＰＧＣ￣１α 作为一种

转录调控辅助激活因子ꎬ通过与不同的转录因子结

合ꎬ发挥不同的生理功能ꎮ 其促进线粒体增殖、抗
氧化、促进血管内皮细胞增殖、抑制细胞凋亡和炎

症反应的作用为其发挥神经保护作用提供了理论

依据[１５￣１７]ꎮ 在缺氧状态下ꎬ小鼠缺血灶周围皮层区

ＰＧＣ￣１α 的表达明显增高[１８]ꎻＰＧＣ￣１α 敲除小鼠缺血

神经元损伤更加显著[１９]ꎮ 在氧糖剥夺 ( ｏｘｙｇｅｎ￣
ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎꎬＯＧＤ)模型研究中ꎬ魏欢等[２０] 发

现 ＮＢＰ 能够进一步增加 ＯＧＤ 后 ＰＧＣ￣１α 的表达ꎮ
本研究中ꎬ随再灌注时间不同ꎬ脑缺血组与 ＮＢＰ 后

处理组 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 的表达均呈现先上升后下降

的规律性改变ꎬ但与脑缺血组比较ꎬＮＢＰ 后处理组

各时间点 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α 阳性细胞数及 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣
１α ｍＲＮＡ 的表达均增多ꎮ 说明在脑缺血再灌注损

伤过程中ꎬＮＢＰ 发挥脑保护作用可能与上调 ＳＩＲＴ１
和 ＰＧＣ￣１α 的表达有关ꎮ

ＰＧＣ￣１α 位于 ＳＩＲＴ１ 的下游区ꎬＳＩＲＴ１ 通过直接

去乙酰化增加 ＰＧＣ￣１α 活性[２１]ꎮ 目前关于 ＳＩＲＴ１、
ＰＧＣ￣１α 两者关系的报道主要集中在代谢性疾病方

面[２２]ꎮ 当细胞能量不足时 ＳＩＲＴ１ 活性增加ꎬ促进

ＰＧＣ￣１α 去酰化ꎬ进而增加线粒体呼吸以适应不同

环境下能量需求[２３]ꎮ 在脑血管病方面ꎬ有研究也发

现ꎬ过表达的 ＳＩＲＴ１ 可通过其去乙酰化作用增强

ＰＧＣ￣１α 在神经元中的代谢ꎬ发挥神经保护作用[２４]ꎬ
但相关文章甚少ꎮ 本研究结果发现ꎬ在大鼠缺血侧

海马 ＣＡ１ 区 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 的表达随再灌注时间延

长呈现先上升后下降的规律性改变ꎬ并于 ２４ ｈ 达高

峰ꎬ二者表达趋势一致ꎬ说明 ＳＩＲＴ１ 与 ＰＧＣ￣１α 的表

达在空间及时间上具有一致性ꎮ
综上所述ꎬＮＢＰ 注射液抑制细胞凋亡ꎬ减轻脑

缺血再灌注损伤ꎬ发挥脑保护作用ꎬ其机制可能与

上调 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ￣１α 的表达有关ꎬ这为 ＮＢＰ 注射

液的脑保护机制提供了新的思路ꎬ为其治疗缺血性
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脑血管病提供了更多的客观依据ꎮ
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