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Gadd45b 调控星形胶质细胞表型减轻慢性缺血性大鼠脑白质损伤
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文题释义：

生长阻滞和DNA损伤诱生蛋白45β (Gadd45b)：是与细胞生长控制、细胞凋亡和DNA损伤修复相关的基因家族成员，其转录水平在应激生长

停滞条件下和DNA损伤剂处理后增加。

双侧颈总动脉闭塞模型：使用永久性结扎大鼠双侧颈总动脉，造成慢性前脑低灌注状态，从而制备慢性脑缺血动物模型，此模型主要用于

研究慢性脑缺血后的白质损伤、海马区神经元变性以及学习和记忆功能障碍、神经信号传递障碍等。

摘要

背景：前期研究发现生长阻滞和DNA损伤诱生蛋白45β(Gadd45b)有益于急性脑缺血损伤修复，但其对于慢性脑缺血的作用机制仍不明确。

目的：探讨Gadd45b对慢性脑缺血大鼠脑白质脱髓鞘病变的影响及机制。

方法：将SD大鼠随机分为4组：假手术组、模型组、空载体组、Gadd45b过表达组，每组15只。在大鼠脑双侧海马和双侧脑室注射空载慢

病毒、Gadd45b过表达慢病毒，慢病毒转染1周后采用双侧颈总动脉结扎法制备慢性低灌注脑缺血大鼠模型。双侧颈总动脉结扎3周后进行

新物体识别实验评估大鼠学习认知功能，固蓝髓鞘染色观察大鼠胼胝体部位髓鞘结构变化，苏木精-伊红染色、尼氏染色观察大鼠脑组织

胼胝体区损伤情况，免疫荧光染色检测大鼠脑胼胝体区髓鞘碱性蛋白、神经丝蛋白200的表达，免疫荧光双标染色检测大鼠脑组织中星形

胶质细胞标记物GFAP/C3d，GFAP/S100A10的表达，ELISA检测脑组织上清液中肿瘤坏死因子α、白细胞介素6水平。

结果与结论：①Gadd45b过表达显著改善慢性脑缺血大鼠的学习认知功能，以及改善大鼠胼胝体区脱髓鞘病变以及病理损伤；②免疫荧光

结果发现Gadd45b过表达显著增加慢性脑缺血大鼠脑组织髓鞘碱性蛋白、神经丝蛋白200的表达水平；③Gadd45b过表达使慢性脑缺血大鼠

脑组织中GFAP/C3d双阳性细胞减少，GFAP/S100A10双阳性细胞增加；④Gadd45b过表达降低了慢性脑缺血大鼠脑组织中肿瘤坏死因子α，
白细胞介素6水平。结果表明：Gadd45b过表达通过促进星形胶质细胞A2表型转化，减轻慢性脑缺血大鼠脑白质髓鞘结构损伤，减缓神经

炎症，从而改善认知功能障碍。

关键词：慢性脑缺血；生长阻滞和DNA损伤诱生蛋白45β；脑白质；脱髓鞘；星形胶质细胞；神经炎症；工程化细胞
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Abstract
BACKGROUND: Previous studies have found that growth arrest and DNA damage-inducible protein 45β (Gadd45b) is beneficial to the repair of acute cerebral 
ischemia, but the action mechanism is still unclear.
OBJECTIVE: To investigate the effect and mechanism of Gadd45b on white matter demyelinating lesions in rats with chronic cerebral ischemia.
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0   引言   Introduction
脑血流出现缓慢而持续减少时被称为慢性脑灌注不

足，其是一个复杂的多因素病理生理过程，常见于各种

临床事件，如脑小血管疾病、颈动脉狭窄 / 闭塞、脑动

静脉畸形等
[1-2]

。慢性脑灌注不足会破坏血脑屏障，激活

分子和细胞毒性级联反应，诱导神经变性并导致白质损 

伤
[3]
。此外，慢性脑灌注不足所引起的继发性神经炎症也

会导致脑损伤
[4]
，病理改变包括胶质细胞激活、脱髓鞘改

变等
[5]
。慢性脑灌注不足引起的脑白质损伤可导致认知障

碍、抑郁与运动障碍等
[6]
，给患者、家庭以及社会带来了

巨大的压力和负担
[7]
。

脑白质是由神经元体细胞和髓鞘延伸的轴突组成，

对缺氧缺血性损伤高度敏感
[8]
，脑白质损伤的主要特征是

少突胶质细胞丢失和髓鞘损伤
[9]
。在慢性脑灌注不足中，

神经炎症被认为是白质损伤的关键病理机制
[10]
。小胶质

细胞和星形胶质细胞是中枢神经系统先天免疫系统的重

要组成部分，其中星形胶质细胞是大脑中数量最多、分

布最广的细胞，作为神经系统重要的参与者受到越来越

多的关注研究
[11]
。研究表明，慢性脑缺血后星形胶质细

胞会激活，活化的星形胶质细胞有 2 种亚型，在不同的

环境中发挥各自的功能，其中神经毒性 A1 型会加重炎症

损伤，神经保护性 A2 型会有利于保护脑白质
[12]
。

生长阻滞和 DNA 损伤诱生蛋白 45β(growth arrest and 

DNA-damage-inducible protein 45 beta，Gadd45b) 是与细胞

生长控制、细胞凋亡和 DNA 损伤修复相关的基因家族成 

员
[13]
。前期课题组研究证明了 Gadd45b 有益于急性脑缺血

后损伤修复，以及减少促炎因子表达
[14]
。然而，Gadd45b

在慢性脑灌注不足中的作用目前尚不明确。此研究通

过构建大鼠双侧颈总动脉闭塞模型 (2-vessel occlusion， 

2VO)，以探究 Gadd45b 过表达对于慢性脑缺血所导致的

脑白质脱髓鞘的影响，为 Gadd45b 在神经系统发挥作用

提供实验基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   随机对照动物实验，进行重复测量，计量资料

多组间比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 9 月至 2024 年 2 月在山

东第一医科大学第一附属医院山东省千佛山医院医学研

究中心完成。

1.3   材料

1.3.1   主要试剂与仪器   慢病毒介导的 Gadd45b 过表达载

体由和元生物技术 ( 上海 ) 股份有限公司提供。一抗：

胶质纤维酸性蛋白 ( 武汉赛维尔生物科技有限公司，

GB12096)，C3d(R&D SYSTEMS，AF2655)，S100A10( 美

国 Thermo Fisher 公司，PA5-95505)，髓鞘碱性蛋白 (Cell  

Signaling Technology，78896T)，神经丝蛋白200 (武汉三鹰生

物科技有限公司，18934-1-AP)；二抗：驴抗兔 IgG H&L 

(Alexa Fluor® 488)(Abcam，ab150073)，驴抗小鼠 IgG H&L 

(Alexa Fluor®488)(Abcam，ab150105)，驴抗山羊 IgG H&L 

(Alexa Fluor®594)(Abcam，ab150132)，CoraLite594-conjugated  

Donkey Anti-Rabbit( 武汉赛维尔生物科技有限公司，

SA00013-8)；ELISA 试剂盒 ( 达科为生物技术股份有限公

司 )；髓鞘染液 ( 武汉赛维尔生物科技有限公司，货号：

G1030-100ML)；BX51 光学显微镜 ( 日本奥林巴斯 )；
ECLIPSE Ti2 激光共聚焦显微镜 ( 日本尼康 )。
1.3.2   实验动物   成年雄性SD大鼠60只，体质量250-280 g，

购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，许可证号：SCXK 

(鲁 )2022-006，实验大鼠可自由取食和饮水，保持昼夜节律，

室温维持在 21-22 ℃，湿度保持在 50%-60%，大鼠适应环

境后进行实验。实验方案由山东省千佛山医院实验动物福

利伦理审查委员会批准，批准号：QFSYYPZ2022060201，

并严格按照《动物与人研究指导原则》执行。

1.4   实验方法   

1.4.1   实验动物分组   将 SD 大鼠按简单随机法分为 4 组：

假手术组、模型组、空载体组、Gadd45b 过表达组，每组

METHODS: SD rats were randomly divided into four groups: sham operation group, model group, empty vector group, and Gadd45b overexpression group, 
with 15 rats in each group. Gadd45b-overexpressing lentivirus and no-load lentivirus were injected into the bilateral hippocampus and bilateral ventricles 
of rats. One week after lentivirus transfection, the rat model of chronic hypoperfusion cerebral ischemia was established by bilateral common carotid artery 
ligation. Three weeks after the bilateral common carotid artery ligation, the learning and cognitive functions of rats were evaluated by novel object recognition 
test. Luxol fast blue staining was used to observe the changes of myelin structure in the corpus callosum of rats. Hematoxylin-eosin staining and Nissl staining 
were used to observe the damage of the rat corpus callosum. Immunofluorescence staining was used to detect the expression of myelin basic protein and 
neurofilament protein 200 in the corpus callosum of rats. Immunofluorescence double staining was used to detect the expression of astrocyte markers GFAP/
C3d and GFAP/S100A10 in rat brain tissue. ELISA was used to detect the levels of tumor necrosis factor-α and interleukin-6 in the supernatant of brain tissue.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Gadd45b overexpression could significantly improve the learning and cognitive function of rats with chronic cerebral ischemia, 
and improve demyelination and pathological damage in the rat corpus callosum. (2) The results of immunofluorescence showed that Gadd45b overexpression 
significantly increased the expression levels of myelin basic protein and neurofilament protein 200 in the brain tissue of rats with chronic cerebral ischemia. 
(3) Gadd45b overexpression reduced GFAP/C3d double positive cells and increased GFAP/S100A10 double positive cells in the brain tissue of rats with chronic 
cerebral ischemia. (4) Gadd45b overexpression reduced the levels of tumor necrosis factor-α and interleukin-6 in the brain tissue of rats with chronic cerebral 
ischemia. It is concluded that Gadd45b overexpression improves cognitive dysfunction by promoting the A2 phenotype transformation of astrocytes, alleviating 
white matter myelin structure damage and neuroinflammation in rats with chronic cerebral ischemia.
Key words: chronic cerebral ischemia; growth arrest and DNA damage inducible protein 45β; white matter; demyelination; astrocyte; nerve inflammation; 
engineered cell
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15 只。

1.4.2   脑立体定位注射慢病毒   在大鼠脑双侧海马和双

侧脑室部位注射空载慢病毒、Gadd45b 过表达慢病毒。

根据 YANG 等
[15]

的研究方案采用以下方法进行注射，调

节脑定位仪上横纵坐标旋钮使微孔钻位于前囟点上方并

轻触该点，以前囟点作为三维坐标系的参考点 ( 零点 )，

其中双侧海马区位置为前囟左右旁开 1.5 mm，前囟向后

2.0 mm，硬脑膜平面向下 2 mm；双侧脑室位置为前囟

左右旁开 0.8 mm，前囟向后 1.1 mm，硬脑膜平面向下 

4.2 mm，每孔注射 4 μL 慢病毒溶液。Gadd45b 过表达组

脑立体定位注射携带 Gadd45b 过表达载体的慢病毒，空

载体组注射空载慢病毒，所使用 Gadd45b 过表达载体慢

病毒滴度为 4.08×108 TU/mL，空载体慢病毒滴度为 3.19× 

108 TU/mL。
1.4.3   双侧颈总动脉结扎 (2VO 模型 ) 制备   慢病毒注射 1

周后，开始构建双侧颈总动脉结扎模型。采用异氟烷麻醉

大鼠，然后将大鼠固定于操作板上，颈部进行备皮、消毒。

沿颈部正中开口，暴露一侧颈总动脉，轻柔分离迷走神经，

用 5-0 丝线结扎颈总动脉，结扎后缝合，消毒。待大鼠苏

醒后，放回笼子，正常喂养。术后 1 周，同样操作结扎

另一侧颈总动脉。双侧结扎 3 周后，通过固蓝髓鞘染色

可见胼胝体部位髓鞘着色程度显著减低，髓鞘结构紊乱，

判断造模成功。假手术组除未进行双侧颈总动脉结扎，

其他操作一致。

1.4.4   新物体识别实验   通过新物体识别实验来评价 4 组

大鼠的认知分辨功能，第二侧颈总动脉结扎 3 周后进行

实验。参照 MA 等
[16]

的实验方案。实验装置：均匀光照

的正方形木箱，尺寸为 100 cm×100 cm×100 cm ( 长 × 宽 ×

高 )。具体操作：第 1 天自行适应性活动 10 min；第 2 天

在正方形木箱中放入 2 个相同的塑料瓶 ( 直径为 5 cm，高

为 5 cm)，塑料瓶放置于正方形木箱斜对角线的 1/3 处 ( 固

定牢固，使它们不被大鼠移动 )，将大鼠放于反应箱中自

行活动 10 min，记录在 10 min 内对每个塑料瓶的探索时

间 ( 以大鼠的嘴凑近塑料瓶 < 0.5 cm，方向必须对着该塑

料瓶才计入探索时间，站在塑料瓶上等不计入时间 )；第

3 天放入新的 1 个塑料圆柱体 ( 高 5 cm，直径为 5 cm) 替

换其中的一个塑料瓶，分别记录大鼠在 10 min 内探索圆

柱体的时间。计算各组大鼠第 3 天的分辨指数，数值越大，

反映实验动物空间记忆能力越好。计算公式为：分辨指

数 =( 新物体时间 - 旧物体时间 )/ ( 新物体时间 + 旧物体 

时间 )。
1.4.5   固蓝髓鞘染色、苏木精 - 伊红染色、尼氏染色以及

免疫荧光染色

(1) 石蜡组织切片制备：根据文献 [15]，大鼠新物体

识别实验结束后，各组取 6 只大鼠，用异氟烷麻醉，先

后用磷酸缓冲盐溶液、多聚甲醛固定液通过心尖灌注固

定大脑，取出大脑后，多聚甲醛固定、脱水、石蜡包埋，

连续矢状面切片，厚度为 5 μm。

(2) 固蓝髓鞘染色：石蜡切片脱蜡至水，按照试剂盒

提供的实验步骤进行操作，在光学显微镜下观察各组大

鼠脑组织胼胝体区髓鞘变化，评分标准：0 分为正常，1

分为神经纤维结构紊乱，2 分为明显空泡形成，3 分为有

髓神经纤维消失。

(3) 苏木精 - 伊红染色：石蜡切片脱蜡至水、苏木精

染色 3-5 min、水洗 1 min、盐酸乙醇分解 3-5 s，水洗 20 s、

返蓝液处理 1 min、水洗 20 s、伊红染色 15-30 s、透明、

封固处理后，光学显微镜下观察各组大鼠脑组织病理损

伤变化。

(4) 尼氏染色：石蜡切片脱蜡至水、尼氏染液 2- 
5 min、脱水 65 ℃烤箱烘干、封固处理后，光学显微镜下

观察各组神经元损伤情况。

(5) 免疫荧光染色：石蜡切片脱蜡至水、抗原修复、

0.3% 曲拉通 X-100 室温通透 20 min、体积分数 10% 驴血

清封闭 2 h、一抗孵育过夜 ( 髓鞘碱性蛋白 1 ∶ 100，神

经丝蛋白1∶100，胶质纤维酸性蛋白1∶800，C3d 1∶50，
S100A10 1 ∶ 50)，第 2 天清洗后使用各抗体属性相匹配

的荧光二抗 ( 稀释比例为 1 ∶ 100) 孵育 2 h，充分清洗后，

滴加含 DAPI 的防荧光淬灭封片剂，置于激光共聚焦显微

镜下观察。

1.4.6   ELISA 检测大鼠脑组织上清液中白细胞介素 6、肿瘤

坏死因子 α 水平   各组取 6 只大鼠，异氟烷麻醉后脱颈处

死，取出脑组织，用预冷的磷酸缓冲盐溶液冲洗，去除

残留血液，取右脑缺血半暗带区组织，加入对应体积已

配制好的磷酸缓冲盐溶液 ( 加入蛋白酶抑制剂 ) 低温研磨

(1 g 脑组织加入 9 mL 磷酸缓冲盐溶液 )，匀浆液使用 4 ℃

离心机离心 10 min，取上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书

检测白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 水平。

1.5   主要观察指标   ①各组大鼠新物体识别实验分辨指

数；②各组大鼠固蓝染色髓鞘评分；③各组大鼠脑组织

苏木精 - 伊红染色、尼氏染色结果；④各组大鼠髓鞘碱

性蛋白、神经丝蛋白 200 免疫荧光染色结果；⑤各组大

鼠胶质纤维酸性蛋白分别与 C3d、S100A10 免疫荧光双标

染色结果；⑥ ELISA 试剂盒检测各组大鼠脑组织上清液中

白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 水平。

1.6   统计学分析   使用 SPSS 16.0 和 GraphPad Prism 9.0 软

件进行统计分析。各实验均独立重复 3 次，所有计量资

料采用均数 ± 标准误的形式表示。多组数据间比较应用

单因素方差分析，两两比较应用 Bonferroni 检验。P < 0.05

为差异有显著性意义。文章统计学方法已经通过山东第

一医科大学第一附属医院生物统计学专家审核。



7800｜中国组织工程研究｜第29卷｜第36期｜2025年12月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

研究原著

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   计划参与实验的 SD 大鼠 60 只，

假手术组、模型组、空载组、Gadd45b 过表达组每组 15 只。

由于创伤或术后感染共死亡 7 只。大鼠死亡后不计入数

据统计，重新造模补充相应的大鼠。

2.2   Gadd45b 过表达改善慢性脑缺血大鼠学习记忆功能以

及脱髓鞘病变   如图 1A 所示，与假手术组相比，模型组

分辨指数下降；与模型组和空载体组相比，Gadd45b 过表

达组分辨指数显著升高。表明 Gadd45b 可以改善大鼠慢

性脑缺血后的认知障碍。

如图 1B，C 所示，大鼠胼胝体固蓝髓鞘染色结果显

示，与假手术组相比，模型组大鼠胼胝体部位着色程度

显著减轻，髓鞘结构紊乱明显。与模型组和空载体组相比，

Gadd45b 过表达组胼胝体区着色部分加深，髓鞘紊乱得到

改善。表明 Gadd45b 可以逆转慢性脑缺血后脱髓鞘损伤。

2.3   Gadd45b 过表达改善慢性脑缺血大鼠胼胝体区脑组织

病理损伤   苏木精 - 伊红染色结果显示 ( 图 2A，C)，假手

术组大鼠胼胝体区神经元排列整齐致密、形态规则，细胞

核饱满圆润，核仁清晰；模型组大鼠胼胝体区神经元排

列稀少杂乱，细胞间隙大，胞核深染，核膜不清晰，可

见大量凋亡坏死细胞；与空载体组相比，Gadd45b 过表达

组大鼠胼胝体区神经元结构则明显改善，细胞排列紧密，

组织完整，凋亡坏死细胞减少。

尼氏染色显示 ( 图 2B，D)，假手术组大鼠神经元结

构正常，神经元中等大小，排列紧密；模型组大鼠脑组

织损伤，表现为松散排列的神经元、神经元结构恶化和

神经元收缩；与空载体组相比，Gadd45b 过表达逆转了形

态学变化，增加了神经元的存活率。表明 Gadd45b 可以

改善慢性脑缺血大鼠脑组织病理损伤。

2.4   Gadd45b 过表达减轻慢性脑缺血大鼠脑白质脱髓鞘损

伤   髓鞘碱性蛋白和轴突神经丝蛋白 200 免疫荧光结果显

示 ( 图 3)，与假手术组相比，模型组大鼠胼胝体区髓鞘碱

性蛋白和轴突神经丝蛋白 200 表达明显减少；与空载体

组相比，Gadd45b 过表达组大鼠胼胝体区两者表达均有所

升高。表明 Gadd45b 可以改善慢性脑缺血大鼠脑白质脱

髓鞘，促进髓鞘再生。

2.5   Gadd45b 过表达调控慢性脑缺血大鼠胼胝体区星形胶

质细胞表型变化   大鼠脑胼胝体区星形胶质细胞胶质纤维

酸性蛋白分别与 C3d、S100A10 双标免疫荧光结果显示 ( 图
4)，与假手术组相比，模型组 A1 型星形胶质细胞 ( 胶质

纤维酸性蛋白 +C3d 双阳性细胞 ) 以及 A2 型星形胶质细胞

( 胶质纤维酸性蛋白 +S100A0 双阳性细胞 ) 比例均升高。

然而，与空载体组相比，Gadd45b 过表达组则出现了明显

变化，其中 A1 型细胞数量明显减少，而 A2 型细胞则显

著增加。表明 Gadd45b 可能会促进慢性脑缺血大鼠星形

胶质细胞向 A2 型转化，从而发挥脑保护作用。

2.6   Gadd45b 过表达减轻了慢性脑缺血大鼠炎症反应   

ELISA 结果显示 ( 图 5)，与假手术组相比，模型组大鼠脑

组织中神经炎症因子肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 6 水平

显著升高；与空载体组相比，Gadd45b 过表达后神经炎症

因子的表达水平明显下降。表明 Gadd45b 会减轻慢性脑

缺血大鼠神经炎症。

3   讨论   Discussion
慢性脑灌注不足是脑小血管病导致认知障碍甚至痴

呆的重要原因
[16]
。慢性脑灌注不足导致的脑白质损伤是

导致认知障碍的重要致病机制
[17]
。脑白质脱髓鞘是慢性

缺血性脑白质损伤的主要组织病理学表现
[18-19]

。目前，脑

白质脱髓鞘的病理生理机制尚不清楚，缺乏有效的治疗

策略来减轻脑小血管病患者脑白质损伤和认知能力下降。

深入了解脑白质损伤的发病机制为预防和治疗脑

小血管病提供思路。建立有效的动物模型是研究缺血性

脑白质损伤的重要基础。脑长期供血不足引起的慢性脑

低灌注与脑白质损伤程度相关。目前模拟慢性脑血流低

灌注所致病理生理改变的脑缺血模型主要有大鼠或小鼠

双侧颈总动脉狭窄模型。其中，小鼠双侧颈总动脉狭窄

模型可通过双侧颈总动脉植入钢制线圈造成脑血流低灌            

注
[20]
。大鼠双侧颈总动脉闭塞模型是近年来最为常用的

脑白质损伤造模方法
[21]
。

星形胶质细胞和小胶质细胞在脑小血管病的脱髓鞘

和再髓鞘形成过程中发挥重要作用。慢性脑缺血后，活

化的小胶质细胞和星形胶质细胞数量增加
[22]
。控制星形

胶质细胞和小胶质细胞介导的慢性神经炎症是治疗白质

损伤的有效策略
[23]
。在大鼠慢性脑缺血模型中，茱萸环

烯醚萜苷通过 Nod 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3 通路

减轻小胶质细胞介导的炎症反应，减少髓磷脂损失，认

知能力改善
[24]
。慢性脑缺血后在脑白质损伤区可检测到

髓磷脂碎片
[25]
。吞噬细胞对细胞和髓鞘碎片的快速清除

可减轻脑白质损伤
[26]
。有研究结果证实了促进髓鞘生成

是缺血性脑卒中的有效治疗方法
[27]
。小胶质细胞和星形

胶质细胞都具有清除髓磷脂碎片和促进白质修复的能力。

在小鼠慢性脑缺血模型中，星形胶质细胞衍生的 CXCL5

通过抑制小胶质细胞吞噬髓磷脂碎片而加剧白质损伤和

认知能力下降
[28]
。目前的研究结果也显示增生性星形胶

质细胞在皮质缺血后可以吞噬髓磷脂，并通过 LCN2/ LRP1

通路促进脱髓鞘
[29]
。星形胶质细胞还可通过释放碱性成

纤维细胞生长因子促进少突胶质细胞成熟进而促进髓鞘

形成，减轻脑白质损伤
[30]
。脑缺血后活化的星形胶质细

胞可分为 A1 型 ( 毒性 ) 和 A2 型 ( 神经保护型 )，其中 A1

型星形胶质细胞数量增多，A2 型星形胶质细胞数量减 
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少
[31]
。A1 星形胶质细胞通过星形细胞 C3- 小胶质 C3aR

轴抑制小胶质细胞吞噬髓磷脂碎片，加重脑出血后白质损

伤
[32]
。因此，调节慢性脑缺血后星形胶质细胞表型转换，

增加 A2 型星形胶质细胞数量有助于减轻脑白质损伤。

Gadd45b 的研究主要集中在非神经元细胞上。越来越

多的证据表明，Gadd45b 在神经系统中广泛表达，在 DNA

去甲基化、神经可塑性和神经保护中起关键作用
[33-34]

。在

大鼠急性脑缺血中，敲低 Gadd45b 基因通过碱性成纤维细

胞生长因子及其下游 cAMP/PKA/CREB 通路抑制脑缺血后轴

突再生，阻碍了运动功能恢复
[35]
。敲低 Gadd45b 基因在脑

梗死急性期还增加脑梗死体积和神经凋亡
[36]
。目前的研究

都是探究 Gadd45b 在急性脑缺血中发挥的作用，关于其在

慢性脑缺血中是否具有神经保护和神经修复作用尚不明确。

为了研究 Gadd45b 在慢性缺血性脑白质损伤中的作用

和机制，首先建立大鼠双侧颈总动脉结扎的慢性脑缺血模型，

通过固蓝髓鞘染色发现模型组胼胝体区髓鞘染色程度较轻，

结构紊乱，这表明慢性脑缺血大鼠髓鞘明显被破坏，然后通

过脑立体定位注射慢病毒增加 Gadd45b 的表达，固蓝髓鞘

染色发现 Gadd45b 过表达组明显逆转了脱髓鞘的改变，髓

鞘染色程度加深，通过苏木精 -伊红染色、尼氏染色发现模

型组出现了脑组织结构疏松
[37]
，胼胝体区神经元排列稀少

杂乱，细胞间隙大，胼胝体区域明显缩小，Gadd45b 过表达

则明显逆转了这一现象，神经元结构明显改善，细胞排列紧

密，组织完整。目前认为慢性脑缺血所引起的脑白质传导纤

维多处受损，破坏了参与记忆、学习、行为等认知的传导纤

维，造成认知障碍
[38-39]

。新物体识别实验结果显示，模型组

分辨指数明显降低，而 Gadd45b 过表达可以提高慢性脑缺

血大鼠的分辨指数，这提示 Gadd45b 可能减轻慢性脑缺血

导致的脑白质损伤，改善认知障碍。

髓鞘碱性蛋白是中枢神经系统神经髓鞘的主要蛋白

质，约占总量的 1/3，位于髓鞘浆膜面，与髓鞘脂质紧密

结合
[40]
，而神经丝蛋白 200 在有髓神经轴突中含量最高，

大量的髓鞘碱性蛋白、神经丝蛋白 200 与其他髓鞘蛋白围

绕在轴突外部，形成髓鞘保护神经纤维
[41]
。与既往研究

一致，与假手术组相比，模型组髓鞘碱性蛋白和神经丝蛋

白 200 荧光表达明显减少，验证了慢性脑缺血大鼠出现了

明显脱髓鞘改变。相反，Gadd45b 过表达干预治疗明显促

进了 2 种髓鞘蛋白表达，说明 Gadd45b 改善了慢性脑缺

血大鼠的脱髓鞘病变，脑白质损伤得到修复。

与既往研究一致，该研究发现模型组大鼠胼胝体区

星形胶质细胞激活，其中 A1 型星形胶质细胞数量增加

(C3d+GFAP+)，而 A2 型星形胶质细胞数量减少 (S100A10+ 

GFAP+)。Gadd45b 过表达则明显减少了促炎表型星形胶质

细胞的数量，增加了抗炎表型星形胶质细胞的数量，表明

在慢性脑缺血大鼠中过表达 Gadd45b 可能通过促进星形

胶质细胞向抗炎性转化，改善脑白质损伤。此次研究还发

现 Gadd45b 逆转了慢性脑缺血模型组神经炎症因子白细

胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 水平，减轻了慢性脑缺血导致

的神经炎症，逆转其认知障碍。

研究的局限性：①星形胶质细胞分型仅进行了免疫

荧光检测，缺少 Western blot 实验进一步验证；②未在体

外细胞模型中进一步探究 Gadd45b 对星形胶质细胞的调

控作用和分子机制；③未做下调 Gadd45b 表达的相关实

验进行验证。
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图注：图 A 为新物体识别实验分辨指数统计图；B 为胼胝体固蓝髓鞘染

色特征性图片 ( 比例尺 =50 μm)；C 为固蓝髓鞘染色评分统计图。与假

手术组相比，
aP < 0.05；与 Gadd45b 过表达组相比，

bP < 0.05。
图 1 ｜各组大鼠认知功能改变和脑组织固蓝髓鞘染色

Figure 1 ｜ Changes of cognitive function and Luxol fast blue staining in 
brain tissue of rats in each group
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图注：图 A 为各组大鼠苏木精 - 伊红染色特征性图片 ( 比例尺 = 
50 μm)；B 为各组大鼠尼氏染色特征性图片 ( 比例尺 =50 μm)；C 为苏木

精 -伊红染色阳性细胞占比统计图；D 为尼氏染色阳性细胞占比统计图。

与假手术组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01，与Gadd45b过表达组相比，

cP < 0.05。
图 2 ｜慢性脑缺血后各组大鼠脑组织病理损伤情况

Figure 2 ｜ Pathological damage of brain tissue in rats of each group after 
chronic cerebral ischemia
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图注：图 A 为各组大鼠胼胝体区 MBP 荧光染色 ( 比例尺 =50 μm)；B 为胼胝体区 NF200 荧光染色 ( 比例尺 =50 μm)；C 为大鼠脑冠状位解剖图，方

框内为胼胝体检测区；D 为 MBP 荧光强度统计图；E 为 NF200 荧光强度统计图。与假手术组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与 Gadd45b 过表达组相比，

cP < 0.05。
图 3 ｜各组大鼠脑组织髓鞘碱性蛋白 (MBP) 和轴突神经丝蛋白 200(NF200) 免疫荧光染色

Figure 3 ｜ Immunofluorescence staining of myelin basic protein (MBP) and axon neurofilament protein 200 (NF200) in brain tissue of rats in each group  
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图注：与假手术组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与 Gadd45b 过表达组相比，

cP < 0.05。
图 5 ｜各组大鼠脑组织上清液中肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 6 水平

Figure 5 ｜ Levels of tumor necrosis factor α and interleukin 6 in the brain 
supernatant of rats in each group

图注：图 A 为大鼠脑组织 GFAP/C3d 荧光双标染色 ( 比例尺 =50 μm)；
B 为大鼠脑组织 GFAP/S100A10 荧光双标染色 ( 比例尺 =50 μm)；C 为

GFAP/C3d 双阳性细胞占 GFAP 细胞比例统计图；D 为 GFAP/S100A10 双

阳性细胞占GFAP细胞比例统计图。与假手术组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；

与 Gadd45b 过表达组相比，
cP < 0.05。GFAP：胶质纤维酸性蛋白。

图 4 ｜各组大鼠脑组织 GFAP/C3d 和 GFAP/S100A10 荧光双标染色

Figure 4 ｜ Fluorescence double-label staining of GFAP/C3d and GFAP/
S100A10 in brain tissue of rats in each group  
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