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有氧运动和黑果枸杞多糖对慢性脑缺血小鼠的干预及
Ｎｏｔｃｈ 通路相关因子的组织差异表达
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[摘　 要] 　 目的　 观察有氧运动(ＳＷ)与黑果枸杞多糖(ＬＲＭ)对慢性脑缺血小鼠的干预作用以及 Ｎｏｔｃｈ 通路相关

因子在脑和血液组织差异表达的比较分析ꎮ 方法　 ５０ 只雄性 ＫＭ 小鼠ꎬ构建慢性脑缺血损伤模型ꎬ随机分为模型

组(Ｍ 组)、干预组[包括 ＳＷ 组、 ＬＲＭ 组、ＬＲＭ＋ＳＷ 组、阳性对照组(ＢＬＤＪ 组)]ꎬ干预组分别进行中等强度有氧运

动和 / 或黑果枸杞多糖(２００ ｍｇ / ｋｇ)灌胃ꎮ 设假手术组(ＳＯ 组ꎬ１０ 只)ꎮ 各组进行神经行为学评估ꎻＮｉｓｓｌ 染色进行

脑组织显微结构形态学观察ꎻ免疫组化检测相关因子的蛋白表达水平ꎻ实时荧光定量技术检测脑组织和血液中

Ｎｏｔｃｈ 通路相关因子的表达ꎮ 结果　 脑组织损伤得分 Ｍ>ＳＷ>ＬＲＭ>ＢＬＤＪ>ＬＲＭ＋ＳＷ>ＳＯ(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｍ 组脑组织神

经元结构出现大面积损伤ꎬＬＲＭ＋ＳＷ 组干预效果最佳(Ｐ<０.０１)ꎮ ＳＯ 组小鼠脑 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ 阳性表

达最高ꎬ干预组阳性表达均高于 Ｍ 组(Ｐ<０.０１ꎬＰ<０.０５)ꎻＬＲＭ＋ＳＷ 组阳性表达较 ＬＲＭ 组合 ＢＬＤＪ 组高(Ｐ<０.０１)ꎮ
干预组调节神经细胞修复相关因子在组织和血液中的表达明显高于 Ｍ 组(Ｐ<０.０１)ꎬ其中 ＬＲＭ＋ＳＷ 组表达水平最

高ꎮ Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１ 在组织和血液中的表达呈正相关ꎬ且在组织中的表达含量高于血液中的表达(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论　 有氧运动与黑果枸杞多糖对小鼠慢性脑缺血引发的脑损伤有明显缓解作用ꎬ能不同程度促进神经元修复ꎬ
且两者联合效果更为显著ꎬ其作用可能是通过调节 Ｎｏｃｔｈ 通路中相关神经修复因子的表达ꎬ从而抑制脑损伤ꎮ
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　 　 慢性脑缺血损伤是指各种原因引发的长期脑

血流灌注不足ꎬ最终可导致持久或进展性的认知与

神经功能障碍ꎬ是全球致死和致残的首位原因[１]ꎮ
脑缺血损伤的临床主要治疗思路是集中在脑神经

细胞的保护和修复方面ꎮ
有氧运动康复训练作为一种简单、易行、经济

的临床康复治疗手段ꎬ能增强抗氧化能力、抑制神

经毒性物质ꎻ促进血管生成素与内皮生长因子激活

以及血管再生[２]等ꎬ其作用已越来越受到临床科研

工作者的重视ꎮ 黑果枸杞为中国特有的茄科枸杞

属多年生灌木植物ꎬ在中国吐鲁番和七角井盆地底

部较集中ꎮ 藏医用于治疗心热病、心脏病、月经不

调等病症[３]ꎬ其多糖成分对细胞免疫和体液免疫功

能具有良好的促进作用ꎬ能减轻脑组织因缺血造成

的神经、血管损伤[４]ꎬ但其作用机制仍未明了ꎮ
近年来ꎬＮｏｔｃｈ 通路与慢性脑缺血损伤发生的

机制联系成为研究热点ꎬ是一条影响细胞命运的、
保守而重要的信号转导通路ꎬ多种细胞因子在脑缺

血致脑神经损伤中起着重要作用ꎬ与脑代谢障碍以

及脑组织损伤中神经元的修复、血管的再生有着密

切相关[５]ꎮ 探讨 Ｎｏｔｃｈ 信号通路及其相关因子在减

轻慢性脑缺血损伤中的可能分子机制ꎬ为慢性脑缺

血的损伤干预治疗提供更合理、有效的途径ꎮ
本研究构建了小鼠慢性脑缺血损伤模型ꎬ通过

有氧运动、黑果枸杞多糖(ＬＲＭ)及二者联合干预ꎬ
观察对小鼠脑缺血损伤的影响以及脑和血液相关

细胞因子的差异表达ꎬ探讨两种不同组织 ｍＲＮＡ 表

达的相关性ꎬ期望为脑缺血损伤疾病的临床康复应

用提供理论和实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物及分组

成年健康雄性 ＫＭ 小鼠ꎬ体重 １８ ~ ２２ ｇꎬ由湖南

斯莱克景达实验动物中心提供 (许可证 ＳＣＸＫ
(Ｘｉａｎｇ)２０１１￣０００３)ꎬ适应性喂养 １ 周ꎮ 将 ５０ 只构建

脑缺血模型成功的小鼠随机均分为模型组(Ｍ 组)、
干预组[包括有氧运动组(ＳＷ 组)、 ＬＲＭ 组、ＬＲＭ＋
ＳＷ 组、阳性对照组(ＢＬＤＪ 组)]ꎬ每组 １０ 只ꎮ 设假

手术组(ＳＯ 组)１０ 只小鼠为空白对照ꎮ 各组小鼠分

笼饲养ꎬ室温 ２３ ~ ２５℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~ ６０％ꎻ自由

进食、饮水ꎬ采用国家标准啮齿类动物饲料(湖南斯

莱克景达实验动物中心提供)饲养ꎮ
１.２　 动物模型构建

Ｍ 组、ＳＷ 组、ＬＲＭ 组、ＬＲＭ＋ＳＷ 组、ＢＬＤＪ 组小

鼠均参照 Ｙｏｓｈｉｚａｋｉ 等[６] 右颈动脉结扎法构建脑缺

血模型ꎮ 具体操作:购入小鼠适应性喂养 ３ 天ꎬ以
１％戊巴比妥钠(５００ ｍｇ / ｋｇ)腹腔注射麻醉小鼠ꎮ 将

小鼠仰卧于手术板上ꎬ系四肢及门齿ꎬ络合碘颈部

皮肤消毒ꎬ在两前肢直线上方沿腹正中线切 １.５ ｃｍ
长的皮肤切口ꎬ分离皮下脂肪、筋膜、肌肉直至气

管ꎬ用眼科镊于气管左侧下方分离出右颈总动脉ꎬ
套线ꎬ完全结扎颈总动脉ꎬ消毒ꎬ缝合切口ꎮ 小鼠放

回饲养笼中ꎬ让其自然苏醒ꎬ同时用红外取暖器给

大鼠取暖ꎮ
１.３　 干预方案

建模成功后ꎬＳＷ 组采用游泳训练ꎬ游泳桶直径

７０ ｃｍꎬ水深 ３０ ｃｍꎬ水温 ２８℃ꎬＳＷ 组、ＬＲＭ＋ＳＷ 组

第 １~３ 天适应性游泳 ３０ ｍｉｎꎬ第 ４ ~ ６ 天每天递增

１０ ｍｉｎꎬ逐渐延长至 ６０ ｍｉｎꎬ持续 １ 周ꎮ 保持该运动

强度直至第 ６ 周ꎬ每周休息 １ 天ꎮ 若小鼠漂浮于水

面不动ꎬ则用小木棒驱赶ꎬ使其运动ꎬ游泳结束后用

毛巾擦干小鼠毛发ꎮ ＬＲＭ 组、ＬＲＭ＋ＳＷ 组按人与小

鼠体表面积折算等效剂量 ＬＲＭ 经口灌胃ꎬ每天(下
午 ４ 时) 灌胃 １ 次ꎬ 剂量 ０. ４ ｍＬ / 次 (浓度为

２００ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ共 ６ 周ꎮ ＢＬＤＪ 组采用阳性药胞磷胆碱

钠ꎬ配置浓度为 ２００ ｍｇ / ｋｇꎬ每天(下午 ４ 点)灌胃 １
次ꎮ Ｍ 组不进行干预ꎮ

４８７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ８ꎬ２０１７



１.４　 黑果枸杞多糖提取纯化

黑果枸杞多糖提取:称取一定量粉碎的黑果枸

杞ꎬ溶剂采用蒸馏水ꎬ固液质量比为 １ ∶ １０ꎻ提取温

度 ９０℃ꎻ采用微波辅助提取的方法ꎬ通过水提ꎬ真空

浓缩提取液ꎬ再经过醇沉、Ｓｅｖａｇ 法脱蛋白、离心分

离、二次醇沉纯化分离干燥后得到枸杞多糖ꎮ 然后

采用 ＤＥＡＥ￣纤维素柱层析法分离多糖蛋白复合物ꎬ
ＤＥＡＥ￣３２ 纤维素粉经溶胀、漂洗、氢氧化钠浸泡、水
洗后ꎬ 装柱ꎬ 加样、 洗脱ꎬ 获得多糖蛋白复合物

ＬＢＰＦ１￣５ 各组分[７]ꎮ
１.５　 动物一般神经行为学观察

根据 Ｃｌａｒｋ 等[８] 神经功能评分方法ꎬ根据症状

表现程度分为 ５ 个等级ꎬ分别计分为 ０、１、２、３、４ 分ꎮ
建模成功后ꎬ进行 １ 次神经行为学评估ꎬ６ 周后干预

结束再进行 １ 次神经行为学评估ꎬ对小鼠步态、攀爬

能力、转圈、胡须反应、眼睛、耳朵、毛发等情况进行

综合评分ꎬ观察并记录ꎮ
１.６　 样品采集与处理

６ 周后ꎬ各组小鼠禁食过夜ꎬ用 １％戊巴比妥钠

(５００ ｍｇ / ｋｇ)麻醉ꎬ采用灭菌镊子摘眼球进行取血ꎬ
收集血液于 ５ ｍＬ 抗凝管中ꎬ４℃、６０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ小心吸取上层血清 ５００ ｍＬꎬ用离心管分装

并用吉玛磁珠法提取 ＲＮＡꎬ冷冻保存于－７０℃ꎮ 随

后小鼠脱颈椎ꎬ用手术剪小心撬开颅骨ꎬ再从大脑

下方托出整个脑组织(去除与大脑相连的嗅球、小
脑和脑干)ꎬ肉眼及光镜下观察小鼠软脑膜处小血

管吻合支的密度及直径ꎻ前脑左右各取部分(约黄

豆大小)置于 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 溶液中待取 ＲＮＡꎻ脑中后

部分置于 ４％多聚甲醛溶液(０.１ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ＝ ７.４)中
进行固定 ２４ ｈ 以上ꎬ石蜡包埋ꎮ
１.７　 病理学观察

取厚约 ５ μｍ 的全脑冠状切面ꎬ二甲苯脱蜡 ２
次(每次 １０ ｍｉｎ)ꎬ梯度酒精复水ꎬ蒸馏水冲洗后ꎬ将
切片置于 １％甲苯胺蓝(１ ｇ ∶ １００ ｍＬ 蒸馏水)中

４０℃染色 １５ ｍｉｎꎬ蒸馏水再次冲洗ꎬ７０％乙醇洗片

(１５ ｓ)ꎬ８０％乙醇洗片(３０ ｓ)ꎬ９５％乙醇洗片(４ ｍｉｎ
左右ꎬ视观察情况而定)ꎬ镜下观察ꎬ１００％乙醇脱水

３ 次 ( １ ｍｉｎ、 ５ ｍｉｎ、 １０ ｍｉｎ )ꎬ 二 甲 苯 透 明 ３ 次

(３ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ)ꎬ中性树胶封片ꎬ光学显微镜

(×２００)下观察脑组织神经细胞结构及受损情况ꎮ
１.８　 Ｒｅａｌｔｉｍｅ￣ＰＣＲ 检测 Ｎｏｔｃｈ 通路相关细胞因子

表达

１.８. １ 　 脑组织和血液总 ＲＮＡ 提取 　 　 脑组织

ｍＲＮＡ 提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法ꎮ 血液 ｍＲＮＡ 提取采用磁

珠 法ꎮ 磁 珠 法 试 剂 盒 由 吉 玛 公 司 提 供

(ＧｅｎｅＰｈａｒｍａＴＭ 磁珠法总 ＲＮＡ 提取试剂盒)ꎬ根据

说明书操作提取ꎮ
１.８.２　 反转录 　 　 去除基因组 ＤＮＡ 反应:冰上配

制反应混合液 Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘｍꎮ 添加试剂 ５ × ｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ ２.０ μＬꎬｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ １.０ μＬꎬ分装ꎬ每
管加入 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 和 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ 至 １０ μＬ(最
后加 ＲＮＡ 样品)ꎬ室温反应 ３０ ｍｉｎꎮ

反转录反应:置于冰上操作ꎬ添加下列总试剂

(按反应数＋２ 的量配制)ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ４.０ μＬ、
５×Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２( ｆｏｒ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ) ４. ０ μＬ、ＲＴ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ １. ０ μＬ、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉ
１.０ μＬꎬ分装 １０ μＬ 到每个反应管中ꎬ轻柔混匀ꎬ
３７℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ逆转录合成的 ｃＤＮＡ 可直接用于

ＰＣＲ 的应用程序或存储在－２０℃少于 １ 周ꎮ
１.８.３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ　 　 仪器:ＡＢＩ ７９００ＨＴꎬ试剂:
ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ(Ｔａｋａｒａ)试剂盒ꎮ 根据

Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ 核酸数据库中血管各因子 ｃＤＮＡ 序列ꎬ
Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ、ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ、ＧＡＰＤＨ 基

因引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司

设计合成ꎬ引物均购于上海生工公司ꎮ
引物合成序列如下:Ｎｏｔｃｈ１ 上游引物为 ５′￣ＧＡＴ

ＧＧＣ ＣＴＣ ＡＡＴ ＧＧＧ ＴＡＣ Ａ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＴＣＧ
ＴＴＧ ＴＴＧ ＴＴＧ ＡＴＧ ＴＣＡ ＣＡ￣３′ꎻＪａｇｇｅｄ１ 上游引物为

５′￣ＡＡＴ ＣＧＣ ＡＴＣ ＧＴＡ ＣＴＧ ＣＣＴ Ｔ￣３′ꎬ下游引物为

５′￣ＧＴＧ ＴＣＡ ＴＴＡ ＣＴＧ ＧＡＡ ＴＣＣ ＣＡ￣３′ꎻＮＣＸ１ 上游

引物为 ５′￣ＡＴＧ ＣＴＴ ＣＧＡ ＴＴＡ ＡＧＴ ＣＴＣ ＣＣＡ￣３′ꎬ 下

游引物为 ５′￣ＡＡＴ ＧＧＧ ＣＡＡ ＧＡＴ ＣＡＣ ＣＣＣ Ｔ￣３′ꎻ
ＳＹＰ 上游引物为 ５′￣ＡＧＡ ＣＡＴ ＧＧＡ ＣＧＴ ＧＧＴ ＧＡＡ
ＴＣＡ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＡＣＴ ＣＴＣ ＣＧＴ ＣＴＴ ＧＴＴ ＧＧＣ
ＡＣ￣３′ꎻＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ 上游引物为 ５′￣ＧＧＣ ＴＴＣ ＡＴＴ
ＴＣＧ ＡＣＧ ＣＴＧ Ａ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＡＣＧ ＴＧＡ ＧＣＣ
ＡＡＣ ＴＣＴ ＡＣＡ Ａ￣３′ꎮ
１.８.４　 ＰＣＲ 数据统计　 　 将各样本值代入公式:表
达量＝ ２－ΔΔＣｔꎬ其中 ΔΔＣｔ＝[目的基因 Ｃｔ 值(样本组)
－管家基因 Ｃｔ 值(样本组)]－[目的基因 Ｃｔ 值(校正

组)－管家基因 Ｃｔ 值(校正组)]ꎮ
１.９　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１９.０ 软件包进行统计学分析ꎮ 数据

以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素方差分析ꎬ两两比

较采用双侧 ｔ 检验ꎬ Ｐ<０.０５ 为差异有显著性ꎬＰ<
０􀆰 ０１ 为差异具有非常显著性ꎮ
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２　 结　 果

２.１　 神经行为学评估

由表 １ 可见ꎬ建模后各组得分无明显差异ꎬ说明

干预前各组小鼠脑神经功能损伤处于同一水平ꎮ ６
周后ꎬ干预组神经行为学得分较建模后得分明显偏

低(Ｐ<０.０１)ꎮ 相比 Ｍ 组ꎬ各干预组得分明显降低

(Ｐ<０.０１)ꎬＬＲＭ＋ＳＷ 组干预效果最佳(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.２　 全脑外观观察

相比 Ｍ 组ꎬ各干预组脑损伤程度减小ꎬＭ 组左

右脑组织严重不对称ꎬ右侧出现大面积萎缩灶ꎬ且
脑膜血管稀疏ꎬ有坏死现象ꎻＳＷ 组脑组织有明显萎

缩症状ꎬ但程度相对减轻ꎻＬＲＭ 与 ＢＬＤＪ 组脑血管清

晰可见ꎬ缺血灶相对显著减少ꎬ但右脑外侧存在小

面积萎缩ꎻＬＲＭ＋ＳＷ 组右脑以及冠状面形态对称性

仅次于 ＳＯ 组ꎬ血管密集清晰可见ꎬ萎缩面积也逐渐

变小ꎬ颜色鲜亮ꎻＳＯ 组基本无任何萎缩症状(图 １)ꎮ

表 １. 各组小鼠神经行为学评估得分比较(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)

分组
局灶性神经

功能评分

一般神经

功能评分

Ｍ 组 建模后 １０.２１±１.９４ ５.８２±０.９２

６ 周后 １１.５３±２.４１ｂ ７.０３±１.２４ｂ

ＳＷ 组 建模后 １１.８３±１.２５ ５.６４±０.５８

６ 周后 ３.４４±０.１５ａｃ ３.１０±０.２６ａｃ

ＬＲＭ 组 建模后 １０.２５±１.５３ ４.９８±０.３９

６ 周后 ４.０１±０.２４ａｃ ２.４４±０.３１ａｃ

ＢＬＤＪ 组 建模后 １１.０８±１.３７ ５.１７±０.２８

６ 周后 ３.２７±０.５１ａｃ ２.３８±０.２７ａｃ

ＬＲＭ＋ＳＷ 组 建模后 １０.７９±１.２５ ５.５９±０.６２

６ 周后 ２.４２±０.３１ａｃ １.８２±０.２０ａｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与Ｍ 组 ６ 周后比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与同组建

模后比较ꎮ

图 １. 小鼠全脑外观图　 　 Ａ~ Ｆ 分别为 Ｍ 组、ＳＷ 组、ＬＲＭ 组、ＢＬＤＪ 组、ＬＲＭ＋ＳＷ 组和 ＳＯ 组ꎮ 箭头所示为缺血区域或者脑组织萎缩ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｕｓｅ ｗｈｏｌｅ ｂｒａｉｎ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ

２.３　 脑组织形态学观察

Ｍ 组小鼠脑组织神经元结构出现大面积的损

伤ꎬＮｉｓｓｌ 小体的数量少且分布不均匀甚至消失ꎻＳＷ
组、ＬＲＭ 组和 ＢＬＤＪ 组病理变化较 Ｍ 组减轻ꎬ损伤

面积变小ꎬ但排列不齐ꎬＮｉｓｓｌ 小体的数量稀疏且神

经元结构出现不同程度的损伤ꎻＬＲＭ＋ＳＷ 组无明显

损伤ꎬＮｉｓｓｌ 小体数量多、排列有序ꎬ结构基本正常

(图 ２)ꎮ
２.４　 脑组织 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ 免疫组化

检测结果

各干预组 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ 蛋白表

达水平均高于 Ｍꎬ且 ＬＲＭ ＋ ＳＷ 组表达最高 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ阳性表达面积依次是 ＳＷ<ＬＲＭ<ＢＬＤＪ<ＬＲＭ
＋ＳＷ<ＳＯ(图 ３ꎬ表 ２)ꎮ

６８７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ８ꎬ２０１７



图 ２. 各组小鼠脑组织病理切片 Ｎｉｓｓｌ 染色图(×２００) 　 　 Ａ~Ｆ 分别为 Ｍ 组、ＳＷ 组、ＬＲＭ 组、ＢＬＤＪ 组、ＬＲＭ＋ＳＷ 组和 ＳＯ 组ꎮ 红色箭头

为核固缩ꎻ白色箭头为空泡ꎻ绿色箭头为核裂症ꎻ黄色箭头为核坏死ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ(×２００)

图 ３. 各组小鼠脑组织中相关因子免疫组织化学染色结果(×２００)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(×２００)
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表 ２. 各组小鼠脑组织 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ 免疫组化阳性表达的比较(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ꎬ Ｊａｇｇｅｄ１ꎬ ＮＣＸ１ꎬ ＳＹＰ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( ｘ±ｓꎬ
ｎ＝ １０)

分　 组 Ｎｏｔｃｈ１(％) Ｊａｇｇｅｄ１(％) ＮＣＸ１(％) ＳＹＰ(％)

Ｍ 组 １２.４０±１.２１ １０.４４±０.３３ １３.７３±１.０９ １２.５８±１.１７
ＳＷ 组 ２２.１１±１.０８ａ ２１.２６±１.２７ａ １９.１７±１.７３ａ ２０.４６±１.５１ａ

ＬＲＭ 组 ２６.３７±１.７６ａｂ ２７.４２±１.８４ａｂ ２０.１８±１.２９ａ ２５.８２±１.４７ａｂ

ＢＬＤＪ 组 ２４.７４±０.９８ａ ２０.０８±２.４２ａ ２３.９２±１.８１ａ ２４.３５±１.５３ａ

ＬＲＭ＋ＳＷ 组 ３５.３７±１.５１ａｂｃ ３７.２３±１.４０ａｂｃ ４０.２３±１.２８０ａｂｃ ４１.８２±１.５７０ａｂｃ

ＳＯ 组 ４３.２４±１.７１ａｂｃｄ ３８.４７±１.８１ａｂｃ ４５.１８±２.３１ａｂｃｄ ４６.１４±１.８３ａｂｃｄ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｍ 组比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＢＬＤＪ、ＳＷ 组比ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＲＭ 组比ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＲＭ＋ＳＷ 组比ꎮ

２.５　 Ｎｏｔｃｈ通路相关细胞因子血液及脑组织ｍＲＮＡ表达

脑组织中ꎬＭ 组 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、 ＳＹＰ、
ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ ｍＲＮＡ 表达量最低ꎬ但高于在血液组织

中的表达ꎻＳＯ 组表达最高ꎬ各干预组与 Ｍ 组差异具

有非常显著性(Ｐ<０.０１)ꎻＬＲＭ＋ＳＷ 组各因子表达量

均高于 ＢＬＤＪ 组、ＬＲＭ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ相比 ＢＬＤＪ 组ꎬ
ＬＲＭ 组中 Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ 表达差异具有显著性

(Ｐ<０.０５ꎻ表 ３)ꎮ
血液中ꎬ相比 Ｍ 组ꎬ各干预组小鼠在血液中

Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、 ＳＹＰ、ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ ｍＲＮＡ 表

达量均高于模型组(Ｐ<０.０５)ꎻＬＲＭ＋ＳＷ 组表达最高

(Ｐ<０.０１)ꎻ相比 ＢＬＤＪ、ＬＲＭ 组ꎬＬＲＭ＋ＳＷ 组各因子

表达量差异具有显著性(Ｐ<０.０５)ꎻＬＲＭ 组 Ｊａｇｇｅｄ１、
ＳＹＰ ｍＲＮＡ 表达量均高于 ＢＬＤＪ 组(Ｐ<０.０５ꎻ表 ３)ꎮ

表 ３. 各组小鼠脑组织及血液中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ、ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ ｍＲＮＡ 的表达量(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ꎬ Ｊａｇｇｅｄ１ꎬ ＮＣＸ１ꎬ ＳＹＰꎬ ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ ｍＲＮＡ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝
１０)

分　 组 Ｎｏｔｃｈ１ Ｊａｇｇｅｄ１ ＮＣＸ１ ＳＹＰ ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ

Ｍ 组 脑组织 １.１７±０.０４ １.０７±０.０５ １.１０±０.０２ １.０９±０.０３ １.０２±０.１５
血液 １.２１±０.０３ １.２６±０.１０ １.１５±０.０７ １.０８±０.０６ ２.０９±０.１８

ＳＷ 组 脑组织 ２.５３±０.４１ａ １.７６±０.１０ａ ２.２９±０.２０ａ １.７５±０.０５ａ ２.７５±０.１５ａ

血液 １.６３±０.１８ａ １.３８±０.０５ａ １.８３±０.２０ａ １.４８±０.０３ａ ４.４６±０.１６ａ

ＬＲＭ 组 脑组织 ２.０１±０.１８ａ ３.０７±０.０９ａｂ ２.６４±０.１０ａｂ ２.２５±０.０４ａｂ １.９１±０.０３ａ

血液 ２.０２±０.０８ａｂ ２.０９±０.１３ａｂ １.２１±０.１０ａ ２.５９±０.１８ａｂ ６.８２±０.１４ａｂ

ＢＬＤＪ 组 脑组织 ２.８７±０.２８ａ ３.０１±０.１４ａ ２.９４±０.２０ａｂ ２.１７±０.０７ａ ２.４６±０.１７ａ

血液 １.７１±０.１１ａ １.６８±０.２４ａｂ ２.０４±０.０９ａｂ ２.４８±０.１７ａｂ ６.４８±０.２７ａｂ

ＬＲＭ＋ＳＷ 组 脑组织 ４.３４±０.３１ａｂｃ ３.７８±０.１６０ａｂｃ ４.５３±０.３９ａｂｃ ３.８８±０.１１ａｂｃ ３.９８±０.３９ａｂｃ

血液 ３.６８±０.２１ａｂｃ ２.２４±０.４１ａｂｃ ２.３２±０.２８ａｂｃ ３.３１±０.０５ａｂｃ ７.２０±０.２６ａｂｃ

ＳＯ 组 脑组织 ６.２６±０.２７ａｂｃｄ ５.０７±０.１９ａｂｃｄ ４.８９±０.２０ａｂｃｄ ５.２４±０.１３ａｂｃｄ ５.６３±０.２１ａｂｃｄ

血液 ４.８６±０.１９ａｂｃｄ ４.７１±０.２９ａｂｃｄ ３.８４±０.１４ａｂｃｄ ５.２３±０.３１ａｂｃｄ １０.２４±０.２８ａｂｃｄ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｍ 组比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＳＷ 组比ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＢＬＤＪ、ＬＲＭ 组比ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＲＭ＋ＳＷ 组比ꎮ

２. ６ 　 Ｎｏｔｃｈ 通路相关细胞因子血液及脑组织 ｍ
ＲＮＡ 表达相关性

由表 ４ 可知ꎬ小鼠脑组织中 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｊａｇｇｅｄ１、
ＮＣＸ１ ｍＲＮＡ 的表达量均高于血液中的表达量(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ 通过分析小鼠脑组织与血液中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇ￣
ｇｅｄ１、ＮＣＸ１、ＳＹＰ、ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ 因子表达量的相关程

度ꎬ结果表明 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１ 二者具有高度的相关关

系(ｒ>０.７５)ꎬ且其相关性系数的假设检验都具有统计

学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＮＣＸ１ 因子在脑组织和血液组织中

小时出中度相关关系( ｒ>０.５ꎬＰ<０.０５)ꎻＳＹＰ、ＣａＢＰ￣
Ｄ２８ｋ 在血液与脑组织中表达无相关性(ｒ<０􀆰 ５)ꎮ

３　 讨　 论

３.１　 ＫＭ 小鼠慢性脑缺血损伤模型

慢性脑缺血是指各种原因引发的长期脑血流

灌注不足ꎬ为临床上常见的脑损伤之一ꎬ是阿尔茨

海默病、血管性痴呆和Ｂｉｎｓｗａｎｇｅｒ病等多种疾病发

８８７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ８ꎬ２０１７



表 ４. 小鼠脑组织与血液 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１、 ＳＹＮ、
ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ ｍＲＮＡ 表达的相关性

Ｔａｂｌｅ ４. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｎｏｔｃｈ１ꎬ Ｊａｇｇｅｄ１ꎬ ＮＣＸ１ꎬ ＳＹＮꎬ ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ ｍＲＮＡ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ

指　 标 血液 脑组织 相关系数

Ｎｏｔｃｈ１ ２.１０±１.０２ ３.６５±０.８８ａ ０.８６

Ｊａｇｇｅｄ１ １.７８±０.１０ ２.５２±０.１５ａ ０.８２

ＮＣＸ１ １.８３±１.０１ ２.２４±０.９６ａ ０.６１

ＳＹＰ ２.３８±０.１５ ２.６８±０.２１ ０.３４

ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ ４.４８±１.０２ ４.７８±１.５８ ０.１５

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与血液比较ꎮ

展过程中的一个共同病理过程[９]ꎮ 近年关于脑缺

血的发病机理、病理变化及其防治的实验研究也越

来越多ꎬ理想的慢性脑缺血导致脑损伤动物模型是

实验研究是否取得进展的关键因素之一ꎮ 何金

婷[１０]通过培养 ＰＣ１２ 细胞氧糖建立氧糖剥夺神经细

胞来建立脑损伤模型ꎬ其耗时长且工程量大ꎻ也有

研究利用敲除基因制作脑缺血模型[１１]ꎬ但与人类慢

性脑缺血所致脑损伤的病理过程相差较远ꎮ 本文

参考 Ｙｏｓｈｉｚａｋｉ 等[６] 单侧颈总动脉闭塞模型( ｒＵＣ￣
ＣＡＯ)方法并加以改良ꎬ此模型死亡率低ꎬ利用了小

鼠后交通动脉发育不良ꎬ通过永久结扎右颈动脉使

小鼠同侧脑半球慢性缺血[１２]ꎮ 模型构建后ꎬ小鼠右

眼出现半闭ꎬ其颜色由深红转变为苍白色ꎮ 经 Ｃｌａｒｋ
神经功能评分、Ｎｉｓｓｌ 染色和 ＴＴＣ 染色检测缺血情况

良好ꎬ说明建模成功ꎮ 经数百例动物实验证明ꎬ本
模型是一种简便易行、形成率高且死亡率低ꎬ能较

好模拟人类慢性脑缺血致脑损伤发病特征的理想

小鼠模型ꎮ
３.２　 Ｎｉｓｓｌ 染色形态学变化

Ｎｉｓｓｌ 体主要存在于神经元的树突以及身体ꎬ正
常生理情况下ꎬ脑组织内尼氏小体大而数量多ꎬ说
明神经细胞合成蛋白质功能较强ꎻ若受到一些因素

(如缺氧、缺血、炎症)导致脑组织或神经细胞不同

程度损伤时ꎬ尼氏小体变化显著ꎬ可作为神经元损

伤标志[１３]ꎮ 本实验中 ＬＲＭ 对慢性脑缺血小鼠的神

经元损伤有明显的改善作用ꎬ能有效保护神经元ꎮ
ＳＷ 也有相同作用ꎬ但保护程度弱于 ＬＲＭꎬ两种联合

干预效果更佳ꎮ
３.３　 Ｃｌａｒｋ 神经行为学评估

脑缺血模型的神经行为学评估目前有许多种

评判标准ꎬ其内容主要包括四肢运动、身体形态、外
观、神经反射等多个方面进行评判ꎮ Ｂｅｄｅｒｓｏｎ 等[１４]

评分操作简单易行应用广泛ꎬ但是没有呈现外观

(如眼睛、毛发等)的变化ꎬ有较大的局限性ꎮ 参考

Ｃｌａｒｋ 评分并加以改良ꎬ从局灶和一般功能两个方面

的功能障碍上进行评价ꎬ更能详细反映小鼠神经损

伤情况ꎬ故采用此方法作为本实验的神经行为学指

标ꎮ 结果表明ꎬ相比 Ｍ 组ꎬ干预组得分明显降低ꎮ
ＬＲＭ 和 ＳＷ 能有效缓解神经功能的恶化ꎬ或能提高

此模型小鼠神经功能的恢复ꎬ且联合干预方式效果

更优于单独干预ꎮ
３.４　 Ｎｏｔｃｈ 信号转导通路相关细胞因子差异表达与

慢性脑缺血损伤

３.４.１　 Ｎｏｔｃｈ 信号转导通路　 　 脑缺血是脑功能衰

退和代谢障碍导致的一个病理过程ꎬ传统观念认

为ꎬ成年哺乳动物中枢神经系统不可再生ꎬ神经元

的损伤和神经功能的丧失难以修复ꎬ神经功能的重

建几乎不可能[１５]ꎬ只要能促进脑组织神经元的修复

和血管再生ꎬ就可以减轻或治愈慢性脑缺血导致的

脑损伤ꎮ 文献[１６]报道ꎬＮｏｔｃｈ 信号通路主要由受

体、配体、ＣＳＬ￣ＤＮＡ 结合蛋白组成ꎬ是一条较慢的依

靠转录反应激活的信号通路ꎮ 当配体和相邻细胞

的 Ｎｏｔｃｈ 受体结合后ꎬＮｏｔｃｈ 受体被蛋白酶体切割ꎬ
由胞内段(ＮＩＣＤ)释放入胞质ꎬ并进入细胞核与转录

因子 ＣＳＬ 结合ꎬ形成 ＮＩＣＤ / ＣＳＬ 转录激活复合体ꎬ从
而激活 ＨＥＳ、ＨＥＹ、ＨＥＲＰ 等转录抑制因子家族的靶

基因ꎬ调节基因表达ꎬ发挥生物学作用ꎮ 研究表明ꎬ
Ｎｏｔｃｈ 信号的产生是通过相邻细胞的 Ｎｏｔｃｈ 配体与

受体相互作用ꎬ从而扩大并固化细胞间的分子差

异ꎬ最终决定细胞命运ꎬ影响神经元、血管形成和形

态发生[１７]ꎮ 本实验结果显示ꎬ与 Ｍ 组相比ꎬ各干预

组血液与脑组织中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１ｍＲＮＡ 的表达上

调(Ｐ<０.０５)ꎬ其蛋白水平表达也增加ꎬ说明 ＬＲＭ、
ＳＷ 能够激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎬ改善慢性脑缺血小鼠

脑损伤的程度ꎬ促进神经功能的恢复ꎬ且 ＬＲＭ＋ＳＷ
效果最佳ꎬ此结果与神经行为学评估和 ｎｉｓｓｌ 染色结

果一致ꎬ其作用机制可能是通过调节 Ｎｏｔｃｈ 信号传

导通路相关因子的表达实现的ꎮ
３.４.２　 Ｎｏｔｃｈ 信号转导通路相关细胞因子在脑和血

液中组织的相关性表达 　 　 存在于人和动植物体

液中细胞外的循环 ＲＮＡꎬ其来源包括内源性循环

ＲＮＡ 和外源性循环 ＲＮＡꎮ 内源性循环 ＲＮＡ 可能通

过细胞凋亡后释放或细胞主动分泌而来[１８]ꎮ 据报

道ꎬ循环 ＲＮＡ￣蛋白质复合物可以用作敏感和有效

的肿瘤标志物ꎬ但是没有关于在脑缺血损伤循环

ＲＮＡ 的报道ꎮ 研究发现血清 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１ 在极

大程度上调控着神经干细胞的分化ꎬ神经元细胞和

９８７ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１７ 年第 ２５ 卷第 ８ 期



血管增加后血清中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１ 基因的表达水平

才会升高[１９]ꎮ 本实验研究表明ꎬ慢性脑缺血损伤小

鼠脑组织中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１ 的因子表达量比血液中

的表达量高(Ｐ<０.０５)ꎬ且其表达量存在高度的相关

关系( ｒ>０.９０)ꎻＮＣＸ１ 在血液与脑组织中表达具有

中度相关( ｒ>０.５０)ꎬＳＹＰ、ＣａＢＰ￣Ｄ２８ｋ 在两组织中无

相关性ꎬ也不具显著差异ꎬ以上实验结果显示:
Ｎｏｔｃｈ１、Ｊａｇｇｅｄ１、ＮＣＸ１ 为一种较好的分子标记ꎬ可
通过外周血测量来跟踪脑脑损伤的病理变化情况ꎮ

综上所述ꎬ黑果枸杞多糖和有氧运动能够激活

Ｎｏｔｃｈ 信号通路中相关神经修复因子的表达ꎬ均能

使慢性脑缺血致脑损伤小鼠的症状减轻ꎬ达到对脑

组织损伤的保护ꎬ且联合干预效果最佳ꎮ 但此结果

的出现ꎬ到底是促进了神经细胞的再生还是延缓了

神经细胞的损伤ꎬ因果关系不是很清楚ꎬ其确切影

响机制有待更深入的探讨ꎮ
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