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奥拉西坦通过 SDF-1α / CXCR4 通路促进脑梗死大鼠
神经新生与迁移
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探究奥拉西坦通过基质细胞衍生因子 1α(SDF-1α) / C-X-C 趋化因子受体 4(CXCR4)通路促

进脑梗死大鼠神经新生与迁移的机制。 [方法] 　 100 只 SD 大鼠随机分为对照组、脑缺血(CI) 组、奥拉西坦

(200 mg / kg)组和奥拉西坦(200 mg / kg)+AMD3100(5 mg / kg)组,每组 25 只。 采用电凝法制作局部永久性脑缺血

大鼠模型。 造模后 1、7、14 天进行神经功能缺损评分,TTC 染色检测脑梗死体积,尼氏染色检测梗死区细胞存活,
Western blot 检测缺血区 SDF-1α、CXCR4 蛋白水平。 造模后 1 ~ 7 天,连续腹腔注射 BrdU(50 mg / kg),14 天后,免疫

荧光双标染色检测 SVZ 区 BrdU+Nestin+、BrdU+DCX+细胞数量。 造模前 5 天,大鼠 SVZ 区注射携带 GFP 的反转录

病毒,14 天后,免疫荧光双标染色检测梗死区 GFP+DCX+、GFP+MAP-2+、GFP+GFAP+细胞数量。 将 C17. 2 细胞分为

对照组、氧糖剥夺(OGD)组、奥拉西坦组(终浓度为 200 mg / L)和奥拉西坦(终浓度为 200 mg / L)+AMD3100(终浓

度为 100 μmol / L)组。 采用 OGD 制作细胞缺血模型,12 h 后,免疫荧光双标染色检测 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ /
MAP-2+ 细胞数量,Transwell 实验检测细胞迁移,Western blot 检测细胞培养上清液中 SDF-1α、CXCR4 蛋白水平。
[结果] 　 动物实验结果显示,与对照组相比,CI 组大鼠 mNSS 评分升高,脑梗死体积增大,梗死区细胞存活数量减

少,SDF-1α、CXCR4 蛋白水平升高,SVZ 区 GFP+DCX+、GFP+MAP-2+、GFP+GFAP+细胞数量增多(P<0. 05);与 CI 组

相比,奥拉西坦组大鼠 mNSS 评分降低,脑梗死体积减小,梗死区细胞存活数量增多,SDF-1α、CXCR4 蛋白水平升

高,SVZ 区 GFP+DCX+、GFP+MAP-2+、GFP+GFAP+ 细胞数量增多,梗死区 GFP+DCX+、GFP+MAP-2+、GFP+GFAP+ 细

胞数量增多(P<0. 05);与奥拉西坦组相比,奥拉西坦+AMD3100 组大鼠 mNSS 评分升高,脑梗死体积增大,梗死区

细胞存活数量减少,CXCR4 蛋白水平降低,SVZ 区 GFP+DCX+、GFP+MAP-2+、GFP+GFAP+细胞数量减少(P<0. 05)。
细胞实验结果显示,与对照组相比,OGD 组细胞 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / MAP-2+ 数量、细胞迁移数增多,细胞培养上

清液中 SDF-1α、CXCR4 蛋白水平升高(P<0. 05);与 OGD 组相比,奥拉西坦组细胞 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / MAP-2+

数量、细胞迁移数增多,细胞培养上清液中 SDF-1α、CXCR4 蛋白水平升高(P<0. 05);与奥拉西坦组相比,奥拉西坦+
AMD3100 组细胞 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / MAP-2+数量、细胞迁移数减少,细胞培养上清液中 CXCR4 蛋白水平降低

(P<0. 05)。 [结论] 　 奥拉西坦可能通过激活 SDF-1α / CXCR4 通路,促进 SVZ 区神经干细胞迁移至缺血区,以促进

脑梗死大鼠神经新生和神经功能恢复。
[关键词] 　 脑梗死;　 奥拉西坦;　 SDF-1α / CXCR4 通路;　 神经新生;　 神经迁移

[中图分类号] 　 R741;R5 [文献标识码] 　 A

Study on oxiracetam promoting neurogenesis and migration in rats with cerebral in-
farction through SDF-1α/ CXCR4 pathway
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the mechanism of oxiracetam promoting neurogenesis and migration in rats with cer-
ebral infarction through stromal cell-derived factor-1α (SDF-1α) / C-X-C chemokine receptor 4 (CXCR4) pathway. 　 　
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Methods　 100 SD rats were randomly divided into control group, cerebral ischemia (CI) group, oxiracetam (200 mg / kg)
group, and oxiracetam (200 mg / kg)+AMD3100 (5 mg / kg) group, with 25 rats in each group. 　 Electrocoagulation was
used to create rat model of local permanent cerebral infarction. 　 After 1, 7 and 14 days of modeling, neurological deficits
were scored, TTC staining was used to detect the volume of cerebral infarction, Nissl staining was used to detect cell surviv-
al in the infarcted area, Western blot was used to detect SDF-1α and CXCR4 protein levels in ischemic zone. 　 After 1 ~ 7
days of modeling, BrdU (50 mg / kg) was continuously injected intraperitoneally. 　 After 14 days, immunofluorescence
double staining was used to detect the number of BrdU+Nestin+ and BrdU+DCX+ cells in the SVZ region. 　 5 days before
modeling, retroviruses carrying GFP were injected into the SVZ region. 　 After 14 days, immunofluorescence double stai-
ning was used to detect the number of GFP+DCX+, GFP+MAP-2+ and GFP+GFAP+ cells in infarction area. 　 C17. 2 cells
were divided into control group, oxygen-glucose deprivation (OGD) group, oxiracetam ( final concentration: 200 mg / L)
group, and oxiracetam (final concentration: 200 mg / L)+AMD3100 (final concentration: 100 μmol / L) group. 　 OGD was
used to create cell CI model. 　 After 12 hours, immunofluorescence double staining was used to detect the number of Br-
dU+ / Nestin+ and BrdU+ / MAP-2+ cells, Transwell experiment was used to detect cell migration, Western blot was used to
detect SDF-1α and CXCR4 protein levels in cell culture supernatant. 　 　 Results 　 Animal experiment results showed:
compared with control group, mNSS score in CI group was increased, cerebral infarction volume was increased, the number
of surviving cells in infarcted area was decreased, SDF-1α and CXCR4 protein levels were increased, the number of GFP+

DCX+, GFP+MAP-2+ and GFP+GFAP+ cells in SVZ region were increased (P<0. 05); compared with CI group, mNSS
score in oxiracetam group was decreased, cerebral infarction volume was decreased, the number of surviving cells in infarc-
ted area was increased, SDF-1α and CXCR4 protein levels were increased, the number of GFP+DCX+, GFP+MAP-2+ and
GFP+GFAP+ cells in SVZ region were increased, the number of GFP+DCX+, GFP+MAP-2+ and GFP+GFAP+ cells in in-
farcted area were increased (P<0. 05); compared with oxiracetam group, mNSS score in oxiracetam+AMD3100 group was
increased, cerebral infarction volume was increased, the number of surviving cells in infarcted area was decreased, CXCR4
protein level was decreased, the number of GFP+DCX+, GFP+MAP-2+ and GFP+GFAP+ cells in the SVZ region were de-
creased (P<0. 05). 　 Cell experiment results showed: compared with control group, the number of BrdU+ / Nestin+ and Br-
dU+ / MAP-2+cells in OGD group were increased, the number of cell migration, SDF-1α and CXCR4 protein levels in cell
culture supernatant were increased (P<0. 05); compared with OGD group, the number of BrdU+ / Nestin+ and BrdU+ /
MAP-2+cells in oxiracetam group were increased, the number of cell migration, SDF-1α and CXCR4 protein levels in cell
culture supernatant were increased ( P < 0. 05); compared with oxiracetam group, the number of BrdU+ / Nestin+ and
BrdU+ / MAP-2+cells in oxiracetam+AMD3100 group were decreased, the number of cell migration, CXCR4 protein level in
cell culture supernatant were decreased (P<0. 05). 　 　 Conclusion 　 Oxiracetam may promote the migration of neural
stem cells from the SVZ region to the ischemic zone, promoting neurogenesis and functional recovery in rats with cerebral
infarction by activating SDF-1α / CXCR4 pathway.
[KEY WORDS]　 cerebral infarction;　 oxiracetam;　 SDF-1α / CXCR4 pathway;　 neurogenesis;　 neuromigration

　 　 脑梗死又称缺血性脑卒中,是一种由于脑供血

动脉狭窄或闭塞,造成脑供血不足,进而导致脑组

织坏死的神经内科疾病,约占所有卒中患者的

85% [1]。 临床证实,仅在卒中发病 4. 5 h 内才能够

进行溶栓治疗,并且还存在溶栓不成功和留下神经

后遗症等风险[2]。 因此大多数卒中患者无法得到

有效的溶栓治疗。 神经干细胞 ( neural stem cell,
NSC)具有不断增殖和多向分化的能力,NSC 已广泛

用于创伤性脑损伤、脑梗死及神经退行性疾病的研

究[3]。 由于外源性 NSC 移植存在免疫排异、存活时

间短及来源不足等缺点,未被用于临床治疗。 NSC
主要存在于侧脑室室管膜下区(subventricular zone,
SVZ)和海马齿状回颗粒下区 ( subgranular zone of
the hippocampal dentate gyrus,SGZ),这两个区域被

认为是神经再生的主要部位,包括 NSC 的增殖、分
化和迁移[4]。 研究显示,脑梗死能够激活 SVZ 区中
NSC 的增殖,并使 NSC 迁移至病灶周围[5]。 然而内

源性 NSC 数量有限,迁移能力低,神经元方向分化

少,仅依靠脑缺血刺激增加缺血区的神经元,不足

以维持脑梗死后的神经恢复。 因此,需要积极有效

的方式加强神经新生与迁移,以达到治疗脑梗死的

目的。 基质细胞衍生因子 1α ( stromal cell-derived
factor-1α,SDF-1α) / C-X-C 趋化因子受体 4 (C-X-C
chemokine receptor 4,CXCR4)通路能够参与神经系

统发育及神经新生[6]。 研究显示脑缺血后,SDF-1α
表达增加,SDF-1α 能够诱导 SVZ 区神经细胞向缺

血区迁移,并促进神经功能恢复,提示血管新生与

神经新生密切相关[7]。 因此,寻找能够刺激内源性
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NSC 增殖、分化,并向缺血区迁移和归巢,同时能够

促进缺血区血管新生的药物和治疗方式是目前神

经新生的关注重点。
奥拉西坦是一种新型的吡咯烷酮衍生物,具有

激活、保护和修复神经元的功能,可用于脑损伤及

其引起的神经功能缺失、记忆与智力障碍的治疗,
如帕金森病、阿尔茨海默症、脑梗死、颅脑损伤

等[8]。 Jiang 等[9]发现丁苯酞联合奥拉西坦能够改

善脑梗死患者认知功能、促进智力恢复,并降低血

清炎症因子水平。 Cui 等[10]发现依达拉奉联合奥拉

西坦通过抑制脑梗死大鼠神经细胞凋亡,发挥神经

保护作用。 从机制上看,奥拉西坦促进血管新生主

要与血管内皮生长因子(vascular endothelial growth
factor,VEGF)有关[11],促进神经细胞、内皮细胞存

活主要与 PI3K / Akt 通路有关[12]。 然而奥拉西坦能

否通过调控 SDF-1α / CXCR4 通路促进脑梗死大鼠

神经新生尚不清楚。 因此,本研究拟从动物和细胞

两个层面探究奥拉西坦对 NSC 增殖、分化和迁移的

作用及机制,以期为药物治疗卒中及脑部疾病的神

经新生提供理论和实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物和细胞

100 只体质量为(220±20)g 的 SPF 级雄性 SD 大

鼠,购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司,生产许

可证号:SCXK (湘) 2019-0004。 饲养于室温 (22 ±
2)℃、湿度 55% ±5% 、12 h 光 / 暗循环环境中,自由

饮食饮水,适应性饲养 1 周后用于实验。 本研究通

过本 院 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准 ( 批 准 号:
20210427)。 C17. 2 神经干细胞,购自长沙艾碧维生

物科技有限公司 (货号:AW-CNM082),培养于含

10%胎牛血清、1% 青-链霉素的 RPMI 1640 培养基

中,并置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。
1. 2　 主要试剂与仪器

奥拉西坦注射液购自哈尔滨三联药业股份有限

公司(国药准字:H20060070);AMD3100 购自美国

Sigma 公司;溴脱氧核苷尿嘧啶(bromodeoxyuridine,
BrdU)、巢蛋白 ( nestin)、双皮质素 ( doublecortin,
DCX)、 微 管 相 关 蛋 白 2 ( microtubule-associated
protein-2,MAP-2)、胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary
acidic protein,GFAP)抗体购自美国 Proteintech 公司

(货号分别为:66241-1-AP、19483-1-AP、13925-1-AP、
17490-1-AP、16825-1-AP);抗荧光淬灭封片剂购自北

京索莱宝生物科技有限公司(货号:S2110);Triton

X-100 购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司

(货号:DH351-4);Elx800 酶标仪购自美国 BioTek
公司;CM1900 冰冻切片机、DFC310FX 荧光显微镜

购自德国 Leica 公司。
1. 3　 动物模型制作与干预

100 只大鼠随机分为对照组、脑缺血( cerebral
ischemia,CI)组、奥拉西坦组和奥拉西坦+AMD3100
组,每组 25 只。 采用电凝法制作局部永久性脑缺血

大鼠模型,步骤如下:大鼠腹腔注射 1%戊巴比妥钠

(40 mg / kg)麻醉后,固定于脑立体定位仪上,对其

头部进行备皮、消毒;在顶骨和颞骨交界处切开头

皮及颞肌肌膜(切口约 2 ~ 3 cm),分离颞肌,使用骨

钻在颧弓和颞骨鳞部接合处开出骨窗,剥离颧弓,
暴露大脑嗅束和下静脉;在右侧大脑中动脉和下静

脉交叉下方位置,使用电凝镊凝闭中动脉(血管表

现为瞬间变白);随后缝合大鼠头皮、碘伏消毒,放
入保温箱中等待苏醒。 对照组大鼠仅暴露中动脉,
不进行电凝处理。 造模后 24 h,奥拉西坦组、奥拉西

坦+AMD3100 组大鼠尾静脉注射相应的奥拉西坦

(200 mg / kg)和 AMD3100(5 mg / kg);对照组、CI 组

大鼠尾静脉注射等体积 0. 9% 氯化钠溶液。 每天 1
次,连续注射 7 天。 造模后 1、7、14 天进行神经功能

缺损评分。 随后处死大鼠。
各组随机取 5 只大鼠,在造模后 1 ~ 7 天,连续

腹腔注射 BrdU(50 mg / kg),1 天 2 次。 14 天后取脑

组织,免疫荧光双标染色检测 SVZ 区 BrdU+Nestin+、
BrdU+DCX+表达。

各组随机取 5 只大鼠,在造模前 5 天,采用脑立体

定位注射法将携带绿色荧光蛋白(green fluorescence
protein,GFP)的反转录病毒注射到大鼠 SVZ 区。 步

骤如下:大鼠麻醉后固定于脑立体定位仪上,对其

头部进行备皮、消毒;在头部正中做矢状切口(切口

约 2 cm),去除筋膜,直至找到 Bregma 和 Lambda 两

点;以 Bregma 点为中心,确定 SVZ 区,使用骨钻在

标记的 2 个注射点钻孔;将携带 GFP 的反转录病毒

缓慢注射到脑内(每孔注射 5 μL,速度 0. 5 μL / min,
注射后留针 10 min);随后缝合大鼠头皮、碘伏消

毒,放入保温箱中等待苏醒。 5 天后造模,14 天后取

脑组织,免疫荧光双标染色检测缺血区 GFP +DCX+、
GFP +MAP-2+、GFP +GFAP +表达。
1. 4　 神经功能缺损评分

使用 mNSS 评估各组大鼠在术前、术后第 1、7、14
天后的神经功能。 评分主要包括运动、感觉、平衡和

神经反射 4 部分。 总分 18 分,正常为 0 分,得分越高

表示神经功能损伤越严重。 mNSS 评分细则见表 1。
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表 1. mNSS 评分细则

Table 1. mNSS scoring rules

试验类型 行为症状 评分

运动试验(正常 = 0;最
高=6)

提尾试验(正常=0;最高=3) 3

前肢屈曲 1

后肢屈曲 1

头在 30 s 内向垂直轴移动>10° 1

行走试验(正常=0;最高=3) 3

正常行走 0

不能直线行走 1

向患侧转圈 2

向患侧倾倒 3

感觉试验(正常 = 0;最
高=2)

触觉试验 1

视觉试验 1

平衡木试验(正常 = 0;
最高=6)

保持平衡姿势 0

紧抓平衡木边缘 1

紧抓平衡木,但一肢体垂落 2

紧抓平衡木,但两肢体垂落或旋转 3

尝试平衡,但失败跌落(>40 s) 4

尝试平衡,但失败跌落(>20 s) 5

尝试平衡,但失败跌落(<20 s) 6

反射丧失(正常 = 0;最
高=4)

耳廓反射:接触外耳道时摇头 1

角膜反射:接触角膜时眨眼 1

惊恐反射:对噪音有运动反射 1

癫痫、肌阵挛、肌张力障碍 1

1. 5　 脑缺血区 TTC 染色

1%戊巴比妥钠(40 mg / kg)麻醉大鼠后,断头

取脑。 脑组织于-80 ℃冰箱中冷冻 10 min,随后制

作厚度为 2 mm 的冠状切片。 切片浸入 0. 5% TTC
溶液中,37 ℃避光孵育 30 min。 0. 9% 氯化钠溶液

冲洗后,切片浸入 4%多聚甲醛溶液中,4 ℃固定过

夜。 拍照,Image J 软件计算脑梗死侧梗死体积。
1. 6　 脑缺血区尼氏染色

1% 戊巴比妥钠 (40 mg / kg) 麻醉大鼠后,用

0. 9%氯化钠溶液快速灌注心脏,随后灌注 4% 多聚

甲醛溶液,先快后慢,至大鼠四肢僵硬。 取出脑组

织,浸入 4%多聚甲醛溶液中,4 ℃固定过夜。 用梯

度乙醇脱水,二甲苯透明,60 ℃浸蜡,包埋,冷冻后

用切片机切片(厚度为 4 μm)。 切片经烤片、脱蜡、
甲苯胺蓝染色、流水冲洗、95% 乙醇分化、脱色至背

景清楚。 经无水乙醇脱水,二甲苯透明,中性胶封

片,显微镜下观察染色情况,并对存活的神经元进

行计数。

1. 7　 SVZ 区、缺血区免疫荧光双标染色

取 4% 多聚甲醛溶液固定的脑组织,用 20% 、
30%的蔗糖溶液脱水,包埋石蜡,制作厚度为 10 μm
的冷冻切片。 切片经 4% 多聚甲醛溶液固定,PBS
洗涤,0. 03% Triton X-100 通透,PBS 洗涤,盐酸溶液

酸化,PBS 洗涤,10%血清封闭 1 h,切片滴加 BrdU /
Nestin、 BrdU / DCX、 GFP / DCX、 GFP / MAP-2、 GFP /
Ibal、GFP / GFAP 混合一抗(1 ∶ 100),4 ℃孵育过夜,
PBS 洗涤,分别滴加 FITC / Cy3 混合标记的二抗

(1 ∶ 150),室温避光孵育 1 h, PBS 洗涤,细胞核

DAPI 染色,PBS 洗涤,抗荧光淬灭剂封片,荧光显微

镜下观察蛋白荧光情况,Image J 软件对阳性细胞进

行计数。
1. 8　 Western blot 检测

取各组大鼠脑缺血区皮质组织,加入 RIPA 裂

解液匀浆,离心后取上清液。 使用 BCA 蛋白测定试

剂盒检测样品蛋白浓度。 各组取等量蛋白,加入上

样缓冲液混匀,沸水浴变性 10 min。 配制分离胶和

浓缩胶,将胶板放入电泳槽中,加入电泳缓冲液,将
各组待测样品和蛋白 Marker 依次上样,进行 SDS-
PAGE 凝胶电泳。 电泳结束后取出胶板,按照海绵、
3 层滤纸、分离胶、PVDF 膜、3 层滤纸、海绵的顺序,
进行电转。 转膜结束后取出 PVDF 膜,置于 5% 脱

脂奶粉中室温封闭 2 h,TBST 洗涤,加入 SDF-1α、
CXCR4 一抗(1 ∶ 2 000),4 ℃孵育过夜,TBST 洗涤,
加入 HRP 标记的二抗(1 ∶ 10 000),室温孵育 2 h。
TBST 洗涤后,加入 ECL 发光液,进行曝光、显影,
Image J 软件分析各蛋白条带灰度值。
1. 9　 细胞模型制作与指标检测

C17. 2 神经干细胞分为对照组、 氧糖剥夺

(oxygen-glucose deprivation,OGD)组、奥拉西坦组和

奥拉西坦+AMD3100 组。 采用 OGD 制作细胞缺血

模型。 将 C17. 2 细胞接种于 96 孔板,常规培养 6 ~
8 h,随后 OGD 组、奥拉西坦组、奥拉西坦+AMD3100
组细胞更换为无糖培养基,其中奥拉西坦组、奥拉西

坦+AMD3100 组培养基中含相应的奥拉西坦(终浓度

为 200 mg / L)和 AMD3100(终浓度为 100 μmol / L),
并将细胞置于 37 ℃、1%O2 条件下培养 12 h。 对照组

常规培养 12 h。 培养结束后,免疫荧光双标染色检测

BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / MAP-2+细胞数量。 Transwell 实
验检测细胞迁移,步骤如下:无血清培养基培养各

组细胞,接种于 Transwell 小室上室中,下室加入含

有 10%胎牛血清的培养基,并于 37 ℃孵育 24 h;取
出小室,拭去未迁移的细胞;4% 多聚甲醛固定迁移
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的细胞,PBS 洗涤,0. 1%结晶紫染色,显微镜下观察

并统计穿膜细胞数。 收集细胞培养上清液,Western
blot 检测上清液中 SDF-1α、CXCR4 蛋白水平。
1. 10　 统计学分析

采用 SPSS 16. 0 进行统计学分析,GraphPad
Prism 5. 0 软件作图,实验数据均为计量资料,均符

合正态分布,以 x±s 表示,多组间比较采用单因素方

差分析,两两比较采用 LSD-t 检验,P<0. 05 表示差

异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 奥拉西坦对大鼠神经功能的影响

mNSS 评分显示,各组大鼠在术前及对照组在

术后的 mNSS 评分均为 0。 造模 1 天后,CI 组、奥拉

西坦组、奥拉西坦+AMD3100 组大鼠 mNSS 评分差

异无统计学意义(P>0. 05)。 随着时间的推移,CI
组、奥拉西坦组、奥拉西坦+AMD3100 组大鼠 mNSS
评分均有所降低。 造模 7、14 天后,与 CI 组相比,奥
拉西坦组大鼠 mNSS 评分分别降低了 37. 84% 、
58. 06% (P<0. 05);与奥拉西坦组相比,奥拉西坦+
AMD3100 组大鼠 mNSS 评分分别升高了 47. 83% 、
92. 31% (P<0. 05)。 说明奥拉西坦能够改善大鼠神

经功能(图 1)。
2. 2　 奥拉西坦对大鼠脑缺血区神经元存活的影响

TTC 染色结果显示,与对照组相比,CI 组大鼠

图 1. 奥拉西坦对大鼠神经功能的影响(n=25)
a 为 P<0. 05,与 CI 组比较;b 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

Figure 1. The effect of oxiracetam on neural
function in rats(n=25)

脑梗死体积增大了 60. 82 倍(P<0. 05);与 CI 组相

比,奥拉西坦组大鼠脑梗死体积减小了 49. 87% (P<
0. 05);与奥拉西坦组相比,奥拉西坦+AMD3100 组

大鼠脑梗死体积增大了 60. 60% (P<0. 05;图 2)。
尼氏染色结果显示,对照组大鼠神经元胞体呈

圆形,细胞核染色较浅,神经元无明显变性;与对照

组相比,CI 组大鼠神经元发生变形,出现水肿,细胞

核染色较深,轴丘附近尼氏体消失,神经元存活数

量减少了 69. 55% (P<0. 05);与 CI 组相比,奥拉西

坦组大鼠神经元损伤明显减轻,神经元存活数量增

多了 128. 43% (P<0. 05);与奥拉西坦组相比,奥拉

西坦 + AMD3100 组大鼠神经元存活数量减少了

43. 78% (P<0. 05)。 说明奥拉西坦能够促进大鼠脑

缺血区神经元存活(图 2)。

图 2. 奥拉西坦对大鼠脑缺血区神经元存活的影响(n=5)
1 为对照组,2 为 CI 组,3 为奥拉西坦组,4 为奥拉西坦+AMD3100 组。

A 为 TTC 染色检测脑梗死体积(20×);B 为脑梗死体积定量分析;C 为尼氏染色观察脑缺血区神经元存活情况;D 为尼氏染色阳性细胞数。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 CI 组比较;c 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

Figure 2. The effect of oxiracetam on neuronal survival in the brain ischemic zone of rats(n=5)
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2. 3　 奥拉西坦对大鼠患侧 SVZ 区 NSC 增殖、迁移

的影响

Nestin 是 NSC 标志物,DCX 是未成熟神经元标

志物,常用作标记迁移的神经元,BrdU 标记增殖状

态的神经元。 BrdU+ / Nestin+表示增殖的神经元,Br-
dU+ / DCX+表示增殖的、未成熟的神经元。 免疫荧光

双标染色检测结果显示,与对照组相比,CI 组大鼠

SVZ 区 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / DCX+ 细胞数量分别

增多了 97. 90% 、137. 65% (P<0. 05);与 CI 组相比,
奥拉西坦组大鼠 SVZ 区 BrdU+ / Nestin+、 BrdU+ /
DCX+细胞数量分别增多了 88. 34% 、109. 41% (P<
0. 05);与奥拉西坦组相比,奥拉西坦+AMD3100 组

大鼠 SVZ 区 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / DCX+ 细胞数量

分别减少了 50. 28% 、47. 75% (P<0. 05)。 说明奥

拉西坦能够促进大鼠患侧 SVZ 区 NSC 的增殖、迁移

(图 3)。

图 3. 奥拉西坦对大鼠患侧 SVZ 区 NSC 增殖、迁移的影响(n=5)

A、B 分别为免疫荧光双标染色检测大鼠患侧 SVZ 区 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / DCX+细胞数,C、D 分别为 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / DCX+

阳性细胞数定量分析。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 CI 组比较;c 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

Figure 3. The effect of oxiracetam on proliferation and migration of NSC in the affected SVZ area of rats(n=5)
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2. 4　 奥拉西坦对大鼠患侧 SVZ 区 NSC 往缺血区迁

移、分化的影响

GFP 标记 SVZ 区增殖的神经元,DCX 标记未成

熟的神经元,MAP-2 标记成熟的神经元,GFAP 标记

星形胶质细胞。 GFP + / DCX+ 表示 NSC 分化为未成

熟的神经元,GFP + / MAP-2+表示 NSC 分化为成熟的

神经元,GFP + / GFAP +表示 NSC 分化为星形胶质细

胞。 免疫荧光双标染色检测结果显示,仅在奥拉西

坦组缺血区检测到 GFP + / DCX+、 GFP + / MAP-2+、
GFP + / GFAP +。 说明奥拉西坦能够促进大鼠患侧

SVZ 区 NSC 迁移至缺血区,并分化为成熟的神经元

和星形胶质细胞(图 4)。

图 4. 奥拉西坦对大鼠患侧 SVZ 区 NSC 往缺血区

迁移、分化的影响(n=5)
Figure 4. The effect of oxiracetam on the migration and

differentiation of NSC from the affected SVZ area
to the ischemic zone in rats(n=5)

2. 5　 奥拉西坦对大鼠缺血区 SDF-1α / CXCR4 通路

的影响

SDF-1α / CXCR4 通路在介导 NSC 动员、迁移、
归巢方面具有重要作用。 AMD3100 是 CXCR4 拮抗

剂,作用于 CXCR4 介导的趋化性。 Western blot 检测

结果显示,与对照组相比,CI 组大鼠缺血区 SDF-1α、
CXCR4 蛋白表达分别升高了 73. 33% 、540. 00%
(P<0. 05);与 CI 组相比,奥拉西坦组大鼠缺血区

SDF-1α、CXCR4 蛋白表达分别升高了 234. 62% 、

184. 38% (P<0. 05);与奥拉西坦组相比,奥拉西坦+
AMD3100 组大鼠缺血区 CXCR4 蛋白表达降低了

59. 34% (P<0. 05)。 说明奥拉西坦能够激活大鼠缺

血区 SDF-1α / CXCR4 通路(图 5)。

图 5. 奥拉西坦对大鼠缺血区 SDF-1α/ CXCR4
通路的影响(n=5)

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 CI 组比较;

c 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

Figure 5. The effect of oxiracetam on SDF-1α/ CXCR4
pathway in the ischemic zone of rats(n=5)

2. 6 　 奥拉西坦对 C17. 2 细胞增殖、分化、迁移的

影响

与对照组相比, OGD 组 C17. 2 细胞 BrdU+ /
Nestin+、BrdU+ / MAP-2+ 数量、细胞迁移数分别增多

了 164. 86% 、181. 58、89. 55% (P<0. 05);与 OGD 组

相比, 奥 拉 西 坦 组 C17. 2 细 胞 BrdU+ / Nestin+、
BrdU+ / MAP-2+ 数 量、 细 胞 迁 移 数 分 别 增 多 了

167. 35% 、263. 55% 、68. 50% (P<0. 05);与奥拉西

坦组相比, 奥拉西坦 + AMD3100 组 C17. 2 细胞

BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / MAP-2+ 数量、细胞迁移数分

别减少了 50. 00% 、57. 58% 、53. 27% (P<0. 05)。 说

明奥拉西坦能够促进 C17. 2 细胞的增殖、分化和迁

移(图 6)。
2. 7　 奥拉西坦对 C17. 2 细胞 SDF-1α / CXCR4 通路的

影响

Western blot 检测结果显示,与对照组相比,
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OGD 组 C17. 2 细胞培养上清中 SDF-1α、CXCR4 蛋

白表达分别升高了 3. 50 倍、2. 20 倍(P<0. 05);与
OGD 组相比,奥拉西坦组 C17. 2 细胞培养上清中

SDF-1α、CXCR4 蛋白表达分别升高了 1. 55 倍、2. 00

倍( P < 0. 05 ); 与奥拉西坦组相比, 奥拉西坦 +
AMD3100 组 C17. 2 细胞培养上清中 CXCR4 蛋白表

达降低了 64. 58% (P<0. 05)。 说明奥拉西坦能够

激活大鼠缺血区 SDF-1α / CXCR4 通路(图 7)。

图 6. 奥拉西坦对 C17. 2 细胞增殖、分化、迁移的影响(n=3)
A、B 分别为免疫荧光双标染色检测 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / MAP-2+细胞数,C、D 分别为 BrdU+ / Nestin+、BrdU+ / MAP-2+细胞数定量分析,

E 为 Transwell 实验检测细胞迁移,F 为细胞迁移数定量分析。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 OGD 组比较;c 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

Figure 6. The effect of oxiracetam on the proliferation, differentiation and migration of C17. 2 cells(n=3)
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图 7. 奥拉西坦对 C17. 2 细胞 SDF-1α/ CXCR4
通路的影响(n=3)

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,
与 OGD 组比较;c 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

Figure 7. The effect of oxiracetam on SDF-1α/ CXCR4
pathway in C17. 2 cells(n=3)

3　 讨　 论

脑梗死是因局部脑组织缺血缺氧导致的一种

神经功能缺损疾病[13]。 NSC 主要存在于大脑的
SVZ 区和 SGZ 区,大量研究显示,脑缺血后 SVZ 区

的 NSC 被激活,NSC 通过不断增殖、迁移到脑缺血

区并分化为成熟的神经元,以此来替代缺血区损失

的神经元[14-15]。 因此调控 SVZ 区的 NSC 新生对改

善脑梗死后神经修复具有重要作用。 奥拉西坦具

有激活、保护和修复神经元的功能。 目前研究仅报

道,奥拉西坦能够改善脑梗死患者认知功能,缓解

神经症状,降低炎症反应,并减轻缺血侧神经元氧

化应激损伤[16-17]。 但奥拉西坦能否促进 SVZ 区的

NSC 迁移到缺血区进行神经再生尚无研究报道。
因此,本研究拟探究奥拉西坦对脑梗死大鼠神经新

生与迁移的影响。 本研究通过电凝法制备大鼠局

部永久性脑缺血模型,发现与对照组相比,CI 组大

鼠 mNSS 评分升高,梗死体积增大,神经元存活数量

减少。 相比于线栓法,该造模方式对大鼠脑损伤较

小,梗死部位稳定,利于动物长期存活,适合脑缺血

后神经功能相关的研究。 造模 24 h 后,给与大鼠尾

静脉注射奥拉西坦,发现与 CI 组相比,奥拉西坦组

大鼠 mNSS 评分降低,梗死体积减小,神经元存活数

量增多,说明奥拉西坦能够改善大鼠的认知功能,

并促进神经元存活。
为探究奥拉西坦对缺血区神经新生和迁移的

影响,本研究通过腹腔注射 BrdU 标记增殖的细胞,
通过检测 SVZ 区 BrdU+ Nestin+、BrdU+ DCX+ 细胞数

量,观察 SVZ 区 NSC 的增殖、迁移情况。 结果显示,
与对照组相比, CI 组大鼠 SVZ 区 BrdU+ Nestin+、
BrdU+DCX+细胞数量增多,说明脑缺血信号能够激

活 SVZ 区 NSC 的增殖、迁移。 而奥拉西坦组 SVZ
区 BrdU+Nestin+、BrdU+DCX+细胞数量进一步增多,
说明奥拉西坦能够显著促进 SVZ 区 NSC 的增殖、迁
移。 为进一步证明 SVZ 区 NSC 能够迁移至缺血区

发挥神经再生作用,本研究通过在 SVZ 区注射携带

GFP 的反转录病毒标记 NSC,通过检测缺血区 GFP +

DCX+、GFP + MAP-2+、GFP + GFAP + 细胞数量,观察

SVZ 区 NSC 往缺血区迁移、分化的情况。 结果显

示,仅在奥拉西坦组缺血区存在少量 GFP + DCX+、
GFP +MAP-2+、GFP +GFAP +细胞。 可能是对照组、CI
组增殖的细胞较少,被 GFP 标记的更少,因此没有

在缺血区检测到 GFP 阳性细胞。 说明缺血区新生

的神经元部分来源于 SVZ 区,奥拉西坦能够促进

SVZ 区 NSC 增殖、迁移至缺血区,并分化为成熟的

神经元。 另外,本研究构建了 OGD 的 C17. 2 细胞模

型,也发现奥拉西坦能够促进 C17. 2 细胞增殖、迁
移和成熟。

SDF-1α / CXCR4 通路主要调控 NSC 的存活、增
殖和迁移。 脑缺血发生后,损伤部位释放 SDF-1α,
并促进 NSC 的存活和招募,使之向缺血区迁移。 已

有研究证实,NSC 向 SDF-1定向迁移,缺血区星形胶质

细胞和内皮细胞分泌的 SDF-1 能够吸引表达 CXCR4
的神经母细胞[18-19]。 而在 CXCR4 抑制剂 AMD3100
的作用下,NSC 的迁移受到很大限制[20]。 本研究发

现,与对照组相比, CI 组大鼠缺 血 区 SDF-1α、
CXCR4 蛋白水平升高,说明缺血区迁移的 NSC 可能

是由释放的 SDF-1α 招募而来;与 CI 组相比,奥拉

西坦组缺血区 SDF-1α、CXCR4 蛋白水平升高,说明

奥拉西坦能够激活 SDF-1α / CXCR4 通路;与奥拉西

坦组相比,奥拉西坦+AMD3100 组缺血区 CXCR4 蛋

白水平降低,说明 AMD3100 能够抑制奥拉西坦对

SDF-1α / CXCR4 通路的激活作用。 另外,离体细胞

实验显示,奥拉西坦能够促进细胞培养上清液中

SDF-1α、CXCR4 蛋白水平表达,而 AMD3100 能够抑

制奥拉西坦对 CXCR4 表达的影响。 说明奥拉西坦可

能通过旁分泌 SDF-1α 调控 NSC 的增殖、迁移(图 8)。
综上所述,奥拉西坦可能通过激活 SDF-1α/ CXCR4

通路,促进 SVZ 区 NSC 迁移至缺血区,以促进脑梗

死大鼠神经新生和神经功能恢复。
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图 8. 奥拉西坦促进脑梗死大鼠神经新生与迁移的可能机制

Figure 8. The possible mechanism of oxiracetam promoting
neurogenesis and migration in rats with cerebral infarction
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