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摘要摘要 为探讨缺血再灌注对大鼠海马区神经元细胞的损伤机制及依达拉奉的干预作用，利用大脑中动脉线栓法制备大鼠脑缺血

再灌模型，缺血2 h后再灌注22 h（术后24 h），按照Zea Longa 5级评分法，对大鼠进行神经行为学评分；通过苏木精-伊红染色

法（HE）染色大鼠脑组织，观察其病理形态学的改变；通过免疫组织化学，图像分析及Western Blot的方法检测大鼠海马区β淀粉

样蛋白（Aβ）及其前体（APP）的表达。结果显示，模型组大鼠表现出明显的神经功能缺损症状，与之相比，6和10 mg/kg的依达

拉奉可不同程度改善损伤模型大鼠的神经缺损症状，尤其是10 mg/kg依达拉奉组的大鼠症状改善更为明显（P＜0.01）；HE染色

结果显示，模型组大鼠海马区神经元细胞脱失明显，而治疗组可减轻这种形态学改变；免疫组织化学及Western Blot分析结果提

示，在模型组中Aβ、APP表达明显高于假手术组（P＜0.01），而在不同质量分数依达拉奉组中，Aβ、APP含量均减弱（P＜0.05）。
由此得出，缺血再灌注可能通过上调淀粉样蛋白Aβ及其前体APP而引起神经元细胞损伤，而依达拉奉可能通过对它们的抑制起

到保护神经元细胞的作用。
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AbstractAbstract This paper investigates the damage mechanism of rat hippocampal neurons induced by the ischemia reperfusion and the
intervention of the Edaravone. An ischemia reperfusion model is built by the middle cerebral artery occlusion (MACO)-reperfusion
method. The reperfusion is performed 2 hours after the ischemia and persists for 22 hours (24 h since surgery). According to the Zea
Longa's 5 level evaluation method, the neurobehavioral score of rats is graded; The rats' tissue pathological morphological changes are
observed by the HE staining; the expressions of amyloid β (Aβ) and its precursor (APP) in the hippocampus of rats are detected with
the immunohistochemistry, the image analysis and the Western Blot. It is shown that the model group rats show obvious symptoms of
the nerve function defect; By contrast, the Edaravone of 6 and 10 mg/kg could improve model rats' symptoms of the nerve defect in
varying degrees; And the difference is more significant in 10 mg/kg group (P<0.01). The HE staining shows that the depigmentation of
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脑卒中严重危害人类健康，目前高居人类死因排名第二

位，且发病率有逐年上升的趋势[1]。脑卒中分为缺血性脑卒

中和出血性脑卒中，其中缺血性脑卒中发病率高达80%。

研究证实，β淀粉样蛋白（β amyloid，Aβ）是阿尔茨海默

病（Alzheimer disease，AD）患者老年斑的主要成分，具有神经

毒性，启动了AD的病理过程[2]，是引起神经元细胞死亡和认

知功能障碍的主要原因。1997年，Jendroska研究发现，β淀粉

样蛋白及其前体（amyloid precursor protein，APP）的表达水平

在缺血性脑血管病患者脑内有显著的升高[3]。通过对AD患

者的死后尸检发现，其中存在脑缺血相关病理改变的人数占

总数的 60%~90%；而既往有过脑卒中病史的老年人罹患AD
的风险是普通人的 3倍[4]。通过闫福玲等[5]的研究推测：因为

在AD患者及脑缺血患者中具有部分共同的临床表现及病理

学改变，所以脑缺血可能是导致AD发病的启动环节之一。

在AD的许多发病环节中，自由基应激可能发挥着一定

的作用，并且促进更多的Aβ聚合，进而潜在地引起AD发病

过程中的级联反应[5,7]。另外，Aβ还能与线粒体相互作用，从

而使活性氧（reactive oxygen species，ROS）的产生增加，并且

显著降低活性氧解毒过程中涉及的关键线粒体酶的水平：比

如α-酮戊二酸脱氢酶复合体（a-ketoglutarate dehydrogenase
complex，KGDHC），细胞色素氧化酶（cytochrome oxidase，
COX）等[8~11]。已有实验证明，某些线粒体靶向抗氧化剂，例如

MitoQ，能够对AD的发病进程产生有利影响 [12,13]。在沈月娥

等 [14]的APP695-人神经母细胞瘤细胞系体外实验中发现，自

由基清除剂依达拉奉以剂量依赖型的方式下调Aβ的产生，可

能的机制有：1）减少APP的表达；2）增加不产生Aβ的非淀

粉源途径，降低产生Aβ的淀粉源途径；3）增加Aβ降解酶的

活性或表达水平，而此次实验结果也支持在涉及自由基形成

的AD和其他神经退行性病变的进程中，依达拉奉具有自由

基靶向的治疗潜能。因此，在防治AD的发病进程中，活性氧

的调节可能是一个非常重要的治疗靶点[15]。

依达拉奉，作为一种高效的自由基清除剂，在20世纪80
年代末首次被报道，在卒中动物模型中具有神经保护作用，

目前在日本、中国及印度已经被广泛使用于临床[16~18]。本实

验通过建立大鼠脑缺血再灌注模型，观察了神经元细胞的损

伤情况及Aβ和APP蛋白的表达水平，探讨二者之间的关联，

并使用不同质量分数的依达拉奉进行干预，以寻求药物治疗

缺血性脑血管疾病的新靶点。

1 材料与方法

1.1 药品与试剂

依达拉奉：南京先声药业有限公司产品，注射剂，批号：

20130309；APP：#1565-1，美国 Epitomics 公司产品；Aβ42：
ab10148，Abcam，美国Epitomics公司产品。

1.2 动物模型的制备及处理

1.2.1 动物与分组

选用清洁级Sprague-Dawley大鼠，雄性，体重（290±10）g
（北京维通利华有限公司产品）。动物随机分为假手术组、模

型组、依达拉奉6 mg/kg组、依达拉奉10 mg/kg组。除假手术

组动物8只，其余各组动物20只。

1.2.2 制备大鼠脑缺血再灌模型（MCAO）
以剂量为 0.4 g/kg的 8%水合氯醛对大鼠进行腹腔注射

麻醉后仰卧固定，按照Zea Longa线栓法，首先将大鼠右侧颈

总动脉近心端和颈外动脉结扎，然后将圆头直径0.265 mm的

尼龙线插入颈内动脉18 mm，进而将大脑中动脉的所有血供

彻底阻断[19]。阻断血液供应2 h后向外提拉预留线头，直到感

觉阻力，如此进行再灌注大脑中动脉直至手术后24 h。手术

动物清醒后，具有以下 3项方可入选：不能完全伸展左侧前

爪；向左侧旋转；行走时向左侧倾倒，余者舍弃。假手术组只

施行颈动脉分离手术后缝合，不给予其他干预措施。

1.2.3 给药途径

经尾静脉注射依达拉奉,给药时间为实现再灌注前 15
min；假手术组、模型组给予生理盐水代替，各组注射容量均

为2.5 mL/kg[20]。

1.3 神经症状评分

实现大鼠缺血再灌注24 h后，以Zea Longa 5级评分法[21]

为准绳进行神经行为学评分，首先去除0分及昏迷不醒者，具

体的评分标准为：1）神经症状不明显者给予0分；2）缺血对

侧前肢伸展不全者给予1分；3）向缺血对侧旋转者给予2分；

4）行走时肢体向缺血对侧倾斜者给予3分；5）完全无法独立

行走者给予4分。

1.4 灌注固定、取材、组织处理

每组于缺血再灌注24 h随机取3只大鼠，麻醉后以4%多

聚甲醛、0.1 mol/L磷酸缓冲液（pH值7.4）进行心内灌注固定，

然后断头取出完整脑组织，置于上述固定液固定 1周。然后

常规脱水、包埋。最后将蜡块进行冠状连续切片，片厚2 μm，

贴附于载玻片上，以备进行HE染色及免疫组化染色。

the model group rat hippocampal neurons is obvious, and the two treatment groups could reduce this kind of morphology change;
The immunohistochemistry and Western Blot analysis results suggest that both levels of Aβ and APP in the model group are
significantly higher than those in the sham group (P＜0.01), however, in different concentrations of Edaravone groups, their
expression is significantly reduced (P＜0.05). It is concluded that the ischemia reperfusion could cause neuron cells' damage by
increasing Aβ and APP, and the Edaravone might suppress their toxic effects and protect the neuron cells by decreasing their
expression.
KeywordsKeywords cerebral ischemia reperfusion; β amyloid; amyloid precursor protein; Edaravone
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1.5 苏木素-伊红染色

将厚度为 4 μm的冠状石蜡切片进行脱蜡后进行苏木

素-伊红染色（Haematoxylin-eosin staining，HE），在显微镜

400×高倍视野下观察大脑海马区神经元细胞形态变化。

1.6 免疫组化检测APP和Aβ42表达

具体步骤为：微波修复抗原→分别滴入1∶100 APP及1∶
50 Aβ42一抗 50 μL→经历 40 h 4℃孵育，1 h 37℃孵育→分

别滴加二抗 I 50 μL→孵育后进行磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗，

再滴加二抗 II 50 μL→DAB显色25 min，苏木素染色，完成后

封片。利用Olympus光学显微镜联合Leica数字显微照相机，

采集每组动物缺血侧（右侧）海马区5个视野的图像，然后通

过NIS-Elements Basic Research 图像采集分析系统计算各视

野下APP及Aβ42阳性表达的积分光密度（integrated optical
density，IOD），用以反映其免疫染色强度[10]。

1.7 Western Blot检测APP、Aβ42蛋白

具体步骤为：1）每组于缺血再灌注 24 h随机取 3只大

鼠，断头处死后取其右侧（缺血侧）大脑海马组织，以1∶9的比

例加入含有浓度为100 mmol/L苯甲基磺酰氟（PMSF）储存液

的蛋白抽提试剂（北京赛诺博生物技术中心，SN0027），将组

织在冰上进行裂解匀浆，以 10000 r/min进行 20 min离心，然

后将其上清液置于-80℃冰箱保存，以备检测蛋白；2）以BCA
蛋白浓度测定试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司，

CW0014）测定所有样本蛋白的质量浓度；3）使用还原5×十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis，5×SDS-PAGE）上样缓冲液

和组织裂解液，将蛋白质量浓度调整到 3 μg/μL并于沸水浴

中加热变性后，在10%分离胶和5%浓缩胶中进行电泳；4）电

泳结束后，将凝胶上的蛋白样品常规转印到聚偏二氟乙烯

（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜上并在室温下以5%脱脂奶

粉封闭液封闭60 min，然后把膜放入APP（1∶20000）、Aβ42（1∶
1000）、β-actin（1∶2000）抗兔抗体中，置于4℃下孵育过夜。经

过3次TBST缓冲液漂洗后，再加入辣根过氧化物酶标记的二抗

山羊抗兔 IgG（1∶20000），在室温下继续孵育2 h，最后以TBST
漂洗3次；5）在PVDF膜上滴加ECL发光液，于暗室进行30~
120 s曝光。扫描胶片后以 Image J软件对特异性条带分析，获

得积分光密度值后，以目的蛋白值与内参蛋白值相比进行误差

校正，最终结果即可代表各样本中目的蛋白的相对含量。

1.8 统计学分析

用 -
x ±s（均数±标准差）表示所有数值，利用 SPSS 11.5软

件进行所得数据分析，采用单因素方差分析，P＜0.05具有统

计学意义。

2 结果与分析

2.1 依达拉奉对MCAO大鼠神经症状评分的影响

假手术组大鼠未出现神经功能缺损症状，而其他组大鼠

均出现了轻重程度不一的神经功能障碍表现，诸如缺血对侧

（左侧）前肢伸展不全，行走不稳，向缺血对侧倾斜，严重者无

法独立行走。而给予了不同质量分数依达拉奉组别的大鼠

上述症状却得到了一定的改善（表1）。

2.2 依达拉奉对脑缺血大鼠组织病理形态学改变的影响

HE染色显示，假手术组大鼠脑组织大体观正常，神经元

排列紧凑整齐，其内的胞核染色清晰；血管内皮细胞之间紧

密相连，形态完整，管周组织未见异常改变；海马CA1区可见

规整密集的锥体细胞，而神经元细胞的胞核大而圆，位居胞

体中央,可见1~2个清晰的核仁。相比之下，模型组大鼠缺血

侧海马、尾壳核的中外侧部位组织结构破坏明显，大量神经

元细胞发生变性坏死，原有的整齐排列被破坏，其内的细胞

核形态模糊，胞体皱缩，细胞间质疏松，胶质细胞增生明显；

海马CA1区锥体细胞体积变小，部分出现了一系列凋亡的特

征：细胞整体皱缩变小；核染色质固缩甚至发生碎裂；胞浆也

出现皱缩，其嗜酸性明显增加，锥体细胞数较假手术组明显

降低（P＜0.01）。各治疗组与模型组相比，变性坏死组织范围

缩小、程度减轻，海马CA1区锥体细胞排列规则，神经元脱失

不明显，依达拉奉10 mg/kg组锥体细胞数较模型组明显增加

（P＜0.05）（表2，图1）。

表1 依达拉奉对脑缺血再灌注24 h大鼠神经症状评分

的影响

Table 1 Influnce of Edaravone on rats' nerve
symptom scores after cerebral ischemia reperfusion

for 24 h

组别

模型组

依达拉奉

依达拉奉

剂量/
（mg·kg-1）

0
6
10

个数

6
7
7

体重/g

307.67±10.61
308.71±7.52
311.14±11.71

评分

2.67±0.52
2.29±0.49
1.86±0.38##

注：与模型组比较，##为P＜0.01。

表2 依达拉奉对脑缺血再灌注24 h大鼠海马

CA1区锥体细胞数的影响（-
x ±s）

Table 2 Influence of Edaravone on the number of
pyramidal cells in CA1 area of rat Hippocampus after

cerebral ischemia reperfusion for 24 h ( -x ±s)

注：与模型组比较，##为P＜0.01，#为P＜0.05。

组别

假手术组

模型组

依达拉奉

依达拉奉

剂量/（mg·kg-1）

0
0
6
10

缺血再灌注24 h
细胞数/mm2

46.50±8.69##

32.13±5.79
39.19±5.15
41.79±6.03#
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图1 依达拉奉对脑缺血再灌注24 h大鼠海马CA1区病理损伤的影响（HE染色）

Fig. 1 Influence of Edaravone on the degree of pathological damage in CA1 area of rat
Hippocampus after cerebral ischemia reperfusion for 24 h (HE staining)

2.3 依达拉奉对脑缺血大鼠APP及Aβ42表达的影响

2.3.1 免疫组化检测结果

免疫组化检测结果显示，在神经元核周体及周围的轴突

部位，APP表达比较集中。脑缺血再灌注 24 h后，可见染色

加深的棕黄色颗粒在缺血侧脑组织内明显增多，还有大量呈

丛状聚集的免疫阳性细胞，这种现象说明APP免疫反应是增

强的。最终的图像分析结果显示，模型组脑缺血再灌注24 h
大鼠海马CA1区APP表达明显高于假手术组（P＜0.01）；而

与模型组相比，依达拉奉 6 mg/kg可明显下调 APP的表达

（P＜0.05）（表3，图2）。
而在神经元细胞质中，也可见大量呈棕褐色颗粒的Aβ42

阳性表达物，其细胞核失去正常形态，呈皱缩状。这说明Aβ
42在缺血侧脑组织中阳性表达率增强。最终的图像分析结

果显示，模型组脑缺血再灌注 24 h时大鼠海马CA1区Aβ42
表达较假手术组增强（P＜0.01）；而依达拉奉10 mg/kg组大鼠

海马 CA1区 Aβ42表达下调，较模型组差异显著（P＜0.01）
（表3，图3）。

（a）假手术组CA1（400×） （b）模型组CA1（400×） （c）依达拉奉6 mg/kg（400×） （d）依达拉奉10 mg/kg（400×）

表3 依达拉奉对脑缺血再灌注24 h大鼠海马CA1区APP
及Aβ42表达的影响（-

x ±s）
Table 3 Influence of Edaravone on the expression of
APP and Aβ42 in CA1 area of rat Hippocampus after

cerebral ischemia reperfusion for 24 h ( -x ±s)

组别

假手术组

模型组

依达拉奉

依达拉奉

剂量/
（mg·kg-1）

0
0
6
10

APP积分

光密度（IOD）
8962.43±1619.52##

25097.16±3042.97
16542.14±1444.07#

22943.58±2389.93

Aβ42积分

光密度（IOD）
3530.67±1056.36##

15178.08±1420.15
11538.50±1975.75
8671.87±1890.52##

注：与模型组比较，##为P＜0.01，#为P＜0.05。

图2 依达拉奉对脑缺血再灌注24 h大鼠海马CA1区APP表达的影响（免疫组化染色）

Fig. 2 Influence of Edaravone on the expression of APP in CA1 area of rat Hippocampus after
cerebral ischemia reperfusion for 24 h (immumohistochemical staining)

图3 依达拉奉对脑缺血再灌注24 h大鼠海马CA1区Aβ42表达的影响（免疫组化染色）

Fig. 3 Influence of Edaravone on the expression of Aβ42 in CA1 area of rat Hippocampus after
cerebral ischemia reperfusion for 24 h (immumohistochemical staining)

（a）假手术组 （b）模型组 （c）依达拉奉6 mg/kg （d）依达拉奉10 mg/kg
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#表示存在显著差异（P<0.05），##表示存在极显著差异（P<0.01）

图4 依达拉奉对脑缺血再灌注24 h大鼠海马区APP及Aβ42表达的影响

Fig. 4 Influence of Edaravone on the expression of APP and Aβ42 in rat Hippocampus after
cerebral ischemia reperfusion for 24 h

2.3.2 Western Blot检测结果

Western Blot检测结果显示，模型组大鼠海马区APP蛋白

及Aβ42蛋白的表达含量均明显高于假手术组（P＜0.01）；而

在依达拉奉 6 mg/kg组及依达拉奉 10 mg/kg组中，大鼠海马

区APP蛋白及Aβ42蛋白的表达含量均有一定程度的下调

（P＜0.05）（图 4）。故分析可知，在大鼠脑缺血再灌注过程

中，APP蛋白及Aβ42蛋白的表达升高，可能对大脑海马区神

经元细胞产生损害作用，而使用了不同质量分数依达拉奉进

行干预的大鼠则表现为二者水平降低，说明依达拉奉可以通

过对APP蛋白及Aβ42蛋白的抑制作用减少神经元细胞损伤。

3 讨论

APP是一种跨膜糖蛋白，由695个氨基酸组成，相对分子

质量为 110~130 kD，在人体大部分组织细胞均有表达，但是

在脑组织神经元及星形胶质细胞中的表达含量最高；而APP
先后经过β及γ分泌酶的作用后产生一种相对分子质量约为

4.2 kD的代谢产物，就是Aβ，其含有 39~43个氨基酸[22]。Aβ
通常以Aβ42和Aβ40两种形式存在。其中，Aβ42是聚合的

多肽，具有神经毒性，是AD患者老年斑的主要成分[23,24]。

有国内学者进行体外试验观察Aβ的毒性作用，研究发

现，Aβ的沉积会使神经干细胞发生毒性损伤、退行性变甚至

凋亡[25]。当神经元细胞胞浆中自由基大量产生，醛基等脂质

过氧化物形成，必然会造成神经元细胞的损伤，而Aβ正是通

过自身产生的活性氧（ROS，reactive oxygen species）,以及多

种途径诱导产生的ROS发挥毒性作用；同时，Aβ还可以诱导

大量Ca2+内流使神经元细胞发生钙超载，进而导致细胞内线

粒体肿胀破坏，功能障碍，影响能量代谢 [26]。Hashimoto等 [27]

进行的体外实验也进一步证实了Aβ对线粒体的毒性。

研究发现，脑缺血再灌注损伤可诱导神经细胞凋亡 [28]。

Caspase3是哺乳动物细胞凋亡的关键因子，它可以直接剪切

APP，使APP的正常代谢受到干扰，增加了其代谢产物Aβ的
生成，生成的Aβ将启动细胞凋亡，而这种不利的剪切可以被

Caspase3的特异性抑制剂 Z-DEVD-CHO抑制 [29]。还有研究

表明，当神经元细胞发生缺血性损伤时，γ分泌酶活性增强，

作用于APP使其代谢产物Aβ增多，更进一步加重了神经元

细胞的损伤[30]。

有学者使用自由基清除剂D609对AD大鼠进行干预，结

果发现D609可以降低脑组织中3-NT含量，抑制Aβ诱导的神

经元细胞凋亡，所以自由基清除剂的使用将可能成为治疗

AD的新手段，但作用机制尚不清晰[31]。而依达拉奉（3-甲基-

1-苯基-2-吡唑啉-5-酮，MCI-186）区别于其他自由基清除

剂，因为它是一种小分子质量的药剂，兼具水溶性及脂溶性，

很容易通过血脑屏障 [32,33]。它可以清除脑内的羟基基团，从

而减轻其高度的细胞毒性[34]。依达拉奉可能通过以下3种途

径起到神经保护作用：1）抑制羟自由基依赖的以及非羟自由

基依赖的脂质过氧化反应；2）抑制兼具水溶性及脂溶性的氧

化自由基诱导的过氧化反应体系；3）抑制非酶的脂质过氧化

反应和脂质氧合酶反应途径 [35]。依达拉奉还可以通过抑制

Caspase活性，降低死亡域蛋白FADD（Fas-associating protein
with a novel death domain）表达水平和上调Bcl-2基因表达抑

制细胞凋亡[36]。既往的研究通常关注阿尔茨海默病中Aβ的
沉积和毒性作用，而本次实验发现在脑缺血再灌注损伤过程

中Aβ及APP也有异常表达，这可能说明他们参与了脑缺血

再灌注后神经元细胞的损伤过程，而依达拉奉的神经保护作

用也在此得到了体现，它可以降低Aβ及APP的表达水平，但

是这种作用的具体机制还需要进行体外实验进一步探讨。

4 结论

通过大鼠体内实验探讨依达拉奉对神经元细胞可能的

保护机制。实验结果说明，在脑缺血再灌注过程中，APP蛋

白及Aβ42蛋白的增多可能引起了神经元细胞的损伤，从而

导致大鼠部分神经功能的缺失。依达拉奉可以通过显著减

弱海马区APP蛋白及Aβ42蛋白的表达，抑制其对神经元细

胞的毒性作用，改善大鼠神经功能缺损症状。依达拉奉作为

一种自由基清除剂，具有治疗诸如AD等神经退行性疾病的

潜在可能。但是依达拉奉是通过怎样的途径作用于APP蛋

白及Aβ42蛋白，他们之间存在哪些具体的信号转导，这些机

制尚未阐明。另外，依达拉奉对APP蛋白及Aβ42蛋白的抑

制作用是否为剂量依赖型也需要进一步研究。
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