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［摘要］　目的　探讨大鼠脑缺血性神经损伤后脑红蛋白（ＮＧＢ）对受损神经元轴突生长能力
的调控作用及其机制。方法　将３０只ＳＤ大鼠随机分为假手术组、模型组、Ｈｅｍｉｎ组，每组１０只，
模型组、Ｈｅｍｉｎ组采用双侧颈总动脉结扎的方法制备脑缺血模型，假手术组只暴露双侧颈总动脉但
不穿线结扎。Ｈｅｍｉｎ组于术后第１天腹腔注射５０ｍｇ／ｋｇＮＧＢ诱导剂Ｈｅｍｉｎ，每天１次。２周后比
较各组大鼠神经功能评分，采用ＨＥ染色观察海马ＣＡ１区细胞形态学变化，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检
测脑组织中ＮＧＢ、神经丝２００（ＮＦ２００）、生长相关蛋白４３（ＧＡＰ４３）、磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、
磷酸化的蛋白激酶Ｂ（ＰＡＫＴ）蛋白水平。结果　Ｈｅｍｉｎ组大鼠神经功能评分明显高于假手术组，
且明显低于模型组（Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染色结果显示，Ｈｅｍｉｎ组大鼠海马 ＣＡ１区锥体细胞形态及分
布趋于正常，核固缩现象及水肿较模型组明显减少。Ｈｅｍｉｎ组大鼠脑组织中ＮＧＢ、ＮＦ２００、ＧＡＰ４３
蛋白表达量均明显高于假手术组和模型组（Ｐ＜０．０５）。假手术组、Ｈｅｍｉｎ组大鼠脑组织中 ＰＩ３Ｋ、
ＰＡＫＴ蛋白表达量明显高于模型组（Ｐ＜０．０５），且 Ｈｅｍｉｎ组明显低于假手术组（Ｐ＜０．０５）。结论
ＮＧＢ可以促进受损神经元轴突再生，对脑缺血性神经损伤有改善作用。

［关键词］　脑红蛋白；　脑缺血；　轴突再生；　神经丝２００；　生长相关蛋白４３；
磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ
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　　脑缺血是一种常见的急性脑血管病，临床表现为
突然发作的头晕、眼花、耳鸣，严重时出现单侧或双侧

肢体无力、意识模糊、复视甚至双目失明［１２］。海马是

脑内对缺血较为敏感的部位之一，脑缺血会引起海马

缺血损伤导致神经元功能障碍［３］。脑红蛋白（ＮＧＢ）
是一种在神经系统特异高表达的六配位血红素单体球

蛋白，也是一种神经元损伤修复介质，可促进神经突起

生长和分支，减轻神经元损伤［４］。相关研究发现，ＮＧＢ
能促进大鼠急性脊髓损伤后伤区轴突再生［５］，然而其

对大鼠脑缺血性神经损伤后受损神经元轴突生长能力

的调控作用机制尚不明确。因此，本研究对大鼠脑缺

血性神经损伤后 ＮＧＢ对受损神经元轴突再生能力的
调控作用及机制进行探讨，以期为脑缺血性神经损伤

的研究提供新思路。

材料与方法

１．材料：无特定病原体（ＳＰＦ）级雄性ＳＤ大鼠３０只，
体质量（２８０±２０）ｇ，购自上海茂生衍生物科技有限公
司，生产许可ＳＣＸＫ（沪）２０１７０００４。
２．方法
（１）分组及造模：将３０只大鼠适应性喂养７ｄ后

随机分为假手术组、模型组、Ｈｅｍｉｎ组，每组１０只。造
模方法：采用双侧颈总动脉结扎的方法制备脑缺血模

型。大鼠术前禁食１２ｈ，腹腔注射０．３ｍｇ／ｋｇ１０％水
合氯醛（陕西圣瑞医药科技有限公司）麻醉后固定在

手术台上，用毛剪剪短颈部正中被毛，碘伏消毒剪毛

区，在其颈部做一长１．５～２．０ｃｍ的正中切口，止血钳
钝性分离皮下筋膜组织，暴露气管周围肌肉，在外科手

术显微镜（武汉科尔达医疗科技有限公司）下找到左

右两侧颈总动脉并分离结扎，消毒手术伤口周围皮肤

后缝合皮肤切口，将大鼠置于鼠笼中待其苏醒，对大鼠

进行神经功能评分，１～４分视为造模成功，剔除造模
失败及死亡大鼠，并随机补充。假手术组大鼠仅暴露

双侧颈总动脉但不穿线结扎。Ｈｅｍｉｎ组大鼠于术后第
１天腹腔注射５０ｍｇ／ｋｇＮＧＢ诱导剂Ｈｅｍｉｎ，每天１次。

（２）神经功能评定：２周后参照 Ｚｅａｌｏｎｇａ标准［５］

对大鼠进行神经功能评定：不能自发行走且有意识障

碍为４分；行走时向左侧倾倒为３分；行走时向左侧转
圈为２分；不能完全伸展左侧前爪为１分；无神经功能
缺损为０分。

（３）苏木素伊红（ＨＥ）染色：神经功能评定结束后
处死大鼠，取其脑组织，用１０％甲醛溶液（上海谱振生
物科技有限公司）固定，梯度酒精（南京森贝伽生物科

技有限公司）脱水，二甲苯（深圳宏正兴科技有限公

司）透明，石蜡包埋成块，用组织切片机（湖北孝感阔

海医疗科技有限公司）５μｍ厚连续切片，脱蜡，脱水，
苏木素（上海江莱生物科技有限公司）染色，流水冲

洗，１％盐酸溶液（上海雅吉生物科技有限公司）分化
数秒，流水冲洗，伊红（上海江莱生物科技有限公司）

染色，脱水，透明，中性树胶（上海羽朵生物科技有限

公司）封片，采用显微镜（苏州技高电子科技有限公

司）观察ＨＥ染色结果。
（４）蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）：取各组大

鼠脑组织，剪碎后置于玻璃匀浆器中，加入组织裂解液

（北京天恩泽基因科技有限公司），匀浆，１３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，取上清液，使用ＢＣＡ试剂盒（上海荔达生
物科技有限公司）测定蛋白浓度并进行定量，取总蛋

白上样，电泳，切胶，转膜，５％脱脂奶粉封闭液（广州
辉骏生物科技有限公司）封闭，加入１∶１０００稀释的兔
抗生长相关蛋白４３（ＧＡＰ４３）单克隆抗体（上海癶科
生物科技有限公司）、１∶５００稀释的鼠抗神经丝２００
（ＮＦ２００）单克隆抗体（上海研生生化试剂有限公司）、
１∶５００稀释的兔抗ＮＧＢ单克隆抗体（天津卡梅德生物
科技有限公司）、１∶３００稀释的兔抗磷脂酰肌醇３激酶
（ＰＩ３Ｋ）单克隆抗体（杭州华安生物技术有限公司）、
１∶２００稀释的兔抗磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ＰＡＫＴ）单克隆
抗体（上海田源生物技术有限公司）、１∶５００稀释的兔
抗甘油三磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体（杭州华安
生物技术有限公司），４℃孵育过夜，芳香族共聚酯洗
涤缓冲液（ＰＢＳＴ）洗膜，加入１∶４０００稀释的山羊抗小
鼠ＩｇＧ（杭州纳晶科技有限公司），于３７℃孵育６０ｍｉｎ，
ＰＢＳＴ洗膜，将膜与超敏电化学发光（ＥＣＬ）试剂的化学
发光底物反应，暗室曝光、显影，将 Ｘ光胶片用扫描仪
（杭州梅清数码科技有限公司）扫描后使用美国ＩｍａｇｅＪ
软件分析各条带灰度值，以 ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，分析
各目标蛋白表达量。

　　３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差
分析。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．３组大鼠神经功能评分比较：模型组、Ｈｅｍｉｎ组
和假手术组大鼠神经功能评分分别（３．０２±０．８１）分、
（２．１１±０．４８）分和０分，３组间比较差异有统计学意
义（Ｆ＝２６６．１５８，Ｐ＜０．００１）。Ｈｅｍｉｎ组大鼠神经功能
评分明显高于假手术组，且明显低于模型组（Ｐ＜０．０５）。
２．３组大鼠海马ＣＡ１区细胞形态学比较：假手术组

大鼠海马 ＣＡ１区锥体细胞形态正常，无核固缩现象，
未见水肿，细胞分布比较均匀，胞体形态正常，其横截

面呈圆形，胞浆染色均匀。模型组大鼠海马ＣＡ１区锥
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注：Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：Ｈｅｍｉｎ组；白色箭头表示正常的锥体细胞，黑色箭头表示固缩的锥体细胞

图１　３组大鼠海马ＣＡ１区细胞形态学观察（ＨＥ染色，×４００）

体细胞形态异常，出现明显核固缩现象，可见明显水

肿，细胞分布散乱不均，胞体形态异常难以分辨，胞浆

染色不均，尼氏小体淡染、数量减少，神经突触数量减

少、消失，空泡细胞增多。Ｈｅｍｉｎ组大鼠海马 ＣＡ１区
锥体细胞形态及分布趋于正常，胞浆染色较均匀，核固

缩现象及水肿较模型组明显减少，尼氏小体深染、数量

增多，神经突触数量增多，空泡细胞减少。见图１。
　　３．３组大鼠脑组织中 ＮＧＢ蛋白表达量比较：模型
组、Ｈｅｍｉｎ组大鼠脑组织中ＮＧＢ蛋白表达量明显高于
假手术组（Ｐ＜０．０５），且 Ｈｅｍｉｎ组明显高于模型组
（Ｐ＜０．０５）。见图２、表１。

图２　３组大鼠脑组织中ＮＧＢ蛋白表达

表１　３组大鼠脑组织中ＮＧＢ蛋白表达量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 数量（只） ＮＧＢ蛋白

假手术组 １０ ０．９５±０．０６
模型组 １０ １．３９±０．１１ａ

Ｈｅｍｉｎ组 １０ １．７６±０．２０ａｂ

Ｆ值 ２４２．６４５
Ｐ值 ＜０．００１

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５

　　４．３组大鼠脑组织中ＮＦ２００、ＧＡＰ４３蛋白表达量
比较：模型组、Ｈｅｍｉｎ组大鼠脑组织中 ＮＦ２００、ＧＡＰ４３
蛋白表达量明显高于假手术组（Ｐ＜０．０５），且 Ｈｅｍｉｎ
组明显高于模型组（Ｐ＜０．０５）。见图３、表２。
　　５．３组大鼠脑组织中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白变
化：模型组大鼠脑组织中 ＰＩ３Ｋ、ＰＡＫＴ蛋白表达量明
显低于假手术组（Ｐ＜０．０５），Ｈｅｍｉｎ组大鼠脑组织中
ＰＩ３Ｋ、ＰＡＫＴ蛋白表达量明显高于模型组（Ｐ＜０．０５），
Ｈｅｍｉｎ组明显低于假手术组（Ｐ＜０．０５）。见图４、表３。

图３　３组大鼠脑组织中ＮＦ２００、ＧＡＰ４３蛋白表达

表２　３组大鼠脑组织中ＮＦ２００、ＧＡＰ４３蛋白表达量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 数量（只） ＮＦ２００蛋白 ＧＡＰ４３蛋白

假手术组 １０ ０．６２±０．０６ ０．３９±０．０５
模型组 １０ ０．８１±０．０７ａ ０．５６±０．０４ａ

Ｈｅｍｉｎ组 １０ ０．９８±０．０８ａｂ ０．７６±０．０７ａｂ

Ｆ值 ２４６．８９２ ３０１．９９７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５

图４　３组大鼠脑组织中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白变化

表３　３组大鼠脑组织中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白变化（珋ｘ±ｓ）

组别 数量（只） ＰＩ３Ｋ ＰＡＫＴ

假手术组 １０ １．９３±０．２３ １．２９±０．１１
模型组 １０ １．２５±０．１２ａ ０．５８±０．０５ａ

Ｈｅｍｉｎ组 １０ １．７７±０．１７ａｂ ０．９８±０．０８ａｂ

Ｆ值 ２０６．１３７ ６３７．１０２
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５
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讨　　论

目前，关于脑缺血对海马神经元影响的研究很多。

有研究发现，脑缺血可导致海马形态、结构及功能改

变［６］。有研究结果显示，大鼠脑缺血后神经功能评分

升高，脑梗死面积增加［７］。Ｃｈｅ等［８］通过动物实验发

现，大鼠在脑缺血１５ｍｉｎ后可见海马ＣＡ１区的θ节律
的振幅下降，且该区域锥体细胞形态异常，细胞骨架遭

到破坏，神经突触密度降低，超微结构发生改变，出现

明显水肿及核固缩现象。本研究结果与既往研究结果

一致，提示大鼠脑缺血后易造成神经元损伤［７８］。此外

有文献报道，脑缺血还可引起海马内细胞因子改变，如

ＮＦ２００、ＧＡＰ４３等［９］。ＧＡＰ４３是一种快速转运胞膜
磷酸蛋白，由神经元胞体合成，在损伤后神经元胞体和

出芽再生神经轴突中高度表达，参与快速轴索运输、神

经轴突生长及修复［１０］。ＮＦ２００是一种构成神经胞体
及轴突骨骼框架的结构蛋白，在维持神经元细胞形态及

轴突运输中具有重要作用，能较好地反映神经轴突损伤

和修复情况，间接提示轴突再生状况［１１］。脑缺血损伤

发生后，ＮＦ２００在缺血损伤周边区神经轴突合成增加，
以适应神经再生的需要［１２］。因此，本研究将 ＮＦ２００、
ＧＡＰ４３蛋白作为神经元轴突再生的标志性蛋白，结果
显示模型组大鼠脑组织中 ＮＦ２００、ＧＡＰ４３蛋白表达
量明显高于假手术组，说明脑缺血神经损伤后存在神

经元轴突再生。

ＮＧＢ是一种内源性神经保护分子，是血红素蛋白
（ＨＰ）家族新成员，主要表达于代谢、耗氧剧烈的脊椎
动物神经细胞中，在脑缺血缺氧、毒物损伤、氧化应激

（ＯＳ）等病理情况下，ＮＧＢ的表达均有不同程度的增
加，其与氧具有高度亲和力，可通过协助氧转运、清除

自由基、与细胞色素 Ｃ（ＣＹＣ）相互作用等多种途径增
强组织对缺血性损伤的耐受，从而发挥对脑缺血损伤

的保护作用［１３］。Ｈｅｍｉｎ即氯化高铁血红素，可诱导神
经细胞ＮＧＢ高表达，为 ＮＧＢ的诱导剂［１４］。Ｔａｏ等［１５］

通过体外培养神经细胞发现，ＮＧＢ诱导剂 Ｈｅｍｉｎ浓度
升高可减少神经元损伤。本研究结果显示，给予 ＮＧＢ
诱导剂Ｈｅｍｉｎ干预后，Ｈｅｍｉｎ组大鼠的神经功能评分、
大鼠海马ＣＡ１区细胞病理损伤程度较模型组明显下
降，大鼠脑组织中 ＮＧＢ、ＮＦ２００、ＧＡＰ４３蛋白表达量
较模型组明显升高，说明ＮＧＢ能够促进大鼠脑缺血性
神经损伤后神经元大量合成 ＮＦ２００、ＧＡＰ４３，从而加
速神经元轴突再生，促进神经组织损伤的修复。但目

前ＮＧＢ作为内源性神经保护因子改善神经功能的机
制尚不清楚，有研究认为，大鼠脑缺血性损伤后 ＮＧＢ
对受损神经元轴突再生的改善作用与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号

通路有关［１６］，这与本研究结果一致。本研究结果显示，

Ｈｅｍｉｎ组大鼠脑组织中 ＰＩ３Ｋ、ＰＡＫＴ蛋白表达量明显
高于模型组，其原因可能是ＰＩ３Ｋ导致了下游直接靶蛋
白ＡＫＴ的磷酸化，ＰＡＫＴ进一步诱导下游效应分子的
激活，导致细胞存活信号通路ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ的激活，从而
促进受损神经细胞再生。因此，本研究从分子水平进

一步表明了ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可能介导了ＮＧＢ对脑
缺血性神经损伤的保护作用。

综上所述，ＮＧＢ可能通过调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转
导通路上调大鼠脑缺血性神经损伤后神经元生长相关

蛋白ＮＦ２００、ＧＡＰ４３表达，以促进受损神经元轴突再
生，从而发挥对脑缺血性神经损伤的改善作用。
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