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成年大鼠局灶脑缺血 /再灌注后海马 BDNFmＲNA
和 bFGF mＲNA 的动态变化研究

黄艳君 罗 勇 张中念 曹飞虎 董 明 宋晓灵 张弟文

【摘要】目的 观察局灶脑缺血/再灌注大鼠海马脑源性神经营养因子( brain derived neurotrophic factor，BDNF) mＲ-
NA 和碱性成纤维生长因子( basic fibroblast growth factor，bFGF ) mＲNA 的动态表达。方法 将 108 只雄性 Wistar 大鼠随

机分为正常组( NC 组)、假手术组( SC 组)、模型组( I /Ｒ 组) ，每组再于缺血 1h 后再灌注于 1，3，7，14，21，28d 六个时间点进

行观察，正常组和假手术组于相应时间点同步观察。采用线栓法制备大鼠右侧大脑中动脉局灶脑缺血/再灌注模型。应

用原位杂交法检测大鼠缺血再灌注后1，3，7，14，21，28d 缺血侧海马 BDNF mＲNA 和 bFGF mＲNA 表达。结果 正常海马

区可见少量 BDNF mＲNA 和 bFGF mＲNA 的阳性表达。BDNF mＲNA 阳性反应主要集中于齿状回颗粒细胞以及CA2、CA3
中的锥体细胞胞浆中，bFGF mＲNA 主要位于海马锥体细胞层、CA1、CA2 区。局灶脑缺血 /再灌注后，I /Ｒ 组缺血侧海马

BDNF mＲNA 表达增加，主要见于齿状回颗粒细胞层和锥体细胞层。缺血 /再灌注后 1d 时 BDNF mＲNA 阳性反应即有增

多，3d 时达到高峰( P ＜0． 01) ，阳性产物染色较深，7d 后迅速下降( P ＜0． 01) ，28d 时接近正常水平。局灶脑缺血 /再灌注

后，I /Ｒ 组缺血侧海马可见 bFGF mＲNA 的强阳性表达，1d 时开始增加( P ＜0． 05) ，3d 即达一小高峰( P ＜0． 01) ，7d 开始下

降，21d 时明显下降，28d 时降到正常水平( P ＜0． 05)。结论 局灶脑缺血 /再灌注可上调 BDNF mＲNA 和 bFGF mＲNA 的

表达，有利于脑缺血后神经功能恢复，具有神经保护作用。
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【Abstract】Objective To study on dynamic changes of BDNF mＲNA and bFGF mＲNA in hippocampus of adult rats with focal cere-
bral ischemia / reperfusion． Methods The animal model of focal cerebral ischemia / reperfusion was made by filament occlusion of the right
middle cerebral artery． 108 male Wistar rats were randomly divided into three groups: normal control group ( NC group) ，sham operation con-
trol group ( SC group) ，ischemia / reperfusion group ( I /Ｒ group) ，each group contain 1，3，7，14，21 and 28d six time points ( for each
point，n =6) ． In situ hybrization method was used to detect the number of BDNF mＲNA and bFGF mＲNA expression positive cells following
various time in hippocampus of adult rats． Ｒesults Normally a small amount of BDNF mＲNA and bFGF mＲNA in hippocampus． After focal
cerebral ischemia / reperfusion，the number of BDNF mＲNA and bFGF mＲNA positive cells increased at each time point，reached small peak
value after 3 days( P ＜ 0． 01) ． Immunoprecipitates were dyed deeply，after 7 days decreased rapidly，28d decreased to normal level ( P ＜
0． 05) ． Conclusion Focal cerebral ischemia / reperfusion can up － regulated expression of BDNF mＲNA and bFGF mＲNA，Advantageous to
the recovery of neural function after cerebral ischemia and have neuroprotective effect．
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项目基金: 四川省卫生厅科研课题( 080211) 。
作者单位: 621000 绵阳市第三人民医院( 黄艳君，张中念，曹

飞虎，董 明，宋晓灵，张弟文) ，重庆医科大学附属第一医院神经

内科( 罗 勇) ; 重庆市神经病学重点实验室( 罗 勇)

在脑缺血的恢复过程中，神经细胞的再生和细 胞间突触联系的重建或重组是关键，而脑内神经营

养因子与中枢神经系统的恢复密切相关，对神经再

生、神经元迁移、轴突的发芽、延长和成束以及正确

神经环路的形成起着重要作用。本研究观察了局灶

脑缺血 /再灌注大鼠脑内海马区域 BDNF mＲNA 和
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bFGF mＲNA 的动态变化，以探讨受损脑组织的自我

修复机制，为通过“非药物”手段调控某些化学信号

因子提供理论基础，为缺血性脑血管疾病的防治开

辟新的途径，以期为临床的进一步研究和应用提供

客观实验依据。

1 材料和方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 选取健康雄性 Wistar 大鼠 108
只，清洁级，8 周龄，体质量 250 ～ 300g，由重庆医科

大学实验动物中心提供。大鼠术前 12h 禁食不禁

水。实验组: 大鼠随机分为正常组( NC 组) 、假手术

组( SC 组) 、模型组( I /Ｒ 组) ，每组根据再灌注时间

的不同又分为 1，3，7，14，21，28d 6 个时间点进行观

察( n = 6) 。均于缺血后 1h 行再灌注，假手术组( SC
组) 分离颈外动脉并结扎远端，线栓插入颈内动脉

但不栓塞大脑中动脉。正常组不造模。
1． 1． 2 试剂 针对大鼠 BDNF 靶基因的 mＲNA 序

列的寡核甘酸探针: 5＇－ CTTAC TATGG TTATT TCA-
TA CTTTG GTTGC － 3＇; 5＇－ GCTGA GCGTG TGTGA
CAGTA TTAGT GAGTG － 3＇; 5＇－ ACACT TCTTG TG-
TAT GTACA TTGAC CATTA －3＇。针对大鼠 bFGF 靶

基因的 mＲNA 序列的 寡 核 甘 酸 探 针: 5 ＇ － GGCTT
CTTCC TGCGC ATCCA CCCCG ACGGC －3＇; 5＇－ AG-
CAG AAGAG AGAGG AGTTG TGTCT ATCAA － 3＇; 5＇
－ TGGAA TCTAA TAACT ACAAT ACTTA CCGGT －
3＇。( 探针由武汉博士德生物技术有限公司设计合

成并用地高辛标记) 。原位杂交试剂盒和原位杂交

专用盖玻片 ( 武汉博士德 ) ，DAB 显色剂 ( 北京中

山) ; DEPC 和 Poly － L － Lysine( Sigma( USA) ) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 模型制作 根据 Longa 等［1］报道的方法，参

照罗勇等［2］的经验，采用线栓法制备右侧大脑中动

脉局灶脑缺血 /再灌注模型 ( middle cerebral artery
occlusion，MCAO) ; 栓塞成功的大鼠缺血 1h，再次麻

醉，拔出线栓至颈外动脉残端内，实现再灌注。模型

成功标准: 左侧肢体疼痛回缩迟钝或消失，提尾倒悬

时左上肢向胸前屈曲，行走时向左侧倾倒或向左转

圈; 右侧出现霍纳 ( Honer＇s) 氏征。排除标准: 神经

学症状评分低于 2 分者( 评分标准参照 1． 2． 4 神经

症状学评分) ，蛛网膜下腔出血者，HE 染色无缺血

病理改变者，未到观察时相点死亡者。凡因上述因

素导致各实验组动物数不足预定数量者采用随机抽

样原则补齐。
1． 2． 2 TTC 染色 TTC 是脂溶性光敏感的复合物，

与活细胞线粒体内脱氢酶反应生成深红色脂溶性物

质，死亡细胞由于线粒体脱氢酶失活而不显色，即

TTC 染色正常组织产生红色，而缺血组织呈苍白色。
其主要步骤是: 大鼠 MCAO1h 再灌注 24h 后断头取

脑，－ 20℃下 10min，连续冠状切片( 片厚约 2mm) 。
脑片置 于 2% TTC ( PH7． 2 ) 37℃ 孵 育 30min，0． 1
MPBS 溶液冲洗 2 － 3 次，并拍照。
1． 2． 3 HE 染色 石蜡切片常规脱蜡至水; 苏木素

染色: 切片置苏木素染液 5min，洗去多余的染料; 分

色和返蓝: 切片先后入盐酸酒精和氨水溶液中至细

胞核变蓝; 伊红复染: 将返蓝的切片充分水洗，1%伊

红水溶液中 5min; 梯度酒精脱水、封片。
1． 2． 4 神经功能评分 参照 Zea Longa 5 分制评分

标准［1］，大鼠清醒后评分: 0 分，无神经功能缺失症

状; 1 分，轻度局灶性神经功能缺失( 不能完全伸展

左侧前肢) ; 2 分，中度局灶性神经功能缺失( 向左侧

转圈) ; 3 分，中度局灶性神经功能缺失 ( 向左侧倾

倒) ; 4 分，不能自发行走，意识水平降低。所有动物

于脑缺血 /再灌注后 1，6，12h，1，3，7d 进行评定。分

值越高，说明动物行为障碍越严重。
1． 2． 5 固定、取材、切片 于脑缺血再灌注后 1，3，7，

14，21，28d，经左心室常规灌注固定，开颅取脑，由前向

后作冠状切片，取经海马脑组织块各 1 块，行固定、脱
水、浸蜡、包埋、石蜡切片( 片厚 4μm)。取材部位: 海马

( A －P 坐标，bregma －4． 5 至 bregma －3． 14mm)。
1． 2． 6 原位杂交检测海马 bFGF mＲNA、BDNF mＲ-
NA 表达 按常规 SABC 法进行。阴性对照用预杂

交液代替杂交液，用正常羊血清代替地高辛抗体，其

余步骤相同。
1． 2． 7 图像分析 将切片在统一放大倍数( × 200)

下，随机选择 10 个非重叠视野，以缺血侧海马为观

察部位，每个时相点 6 只动物，每只动物的每个部位

随机取 5 张非连续切片，应用重庆医科大学电镜室

北航 CM － 2000B 型生物医学图像分析系统进行自

动计算平均阳性细胞数。
1． 3 统计方法 所得数据用 ( x— ± s ) 表示，采用

SAS8． 2 统计软件进行统计学处理。采用 F 检验，P
＜ 0． 05 认为差异有统计学意义。

2 结 果

2． 1 TTC 染色 各组大鼠在局灶脑缺血/再灌注 24h
后取脑行 TTC 染色，NC 组和 SC 组呈红色，I /Ｒ 可见明

显梗塞灶，缺血累及顶叶、颞叶、额叶皮质及基底节区

等深部组织，符合大脑中动脉供血范围。见图 1。
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图 1 局灶脑缺血 /再灌注 1d 各组大鼠脑梗塞体积:

正常为红色，梗塞区呈白色( TTC 染色)

2． 2 HE 染色 光镜下见 NC 组和 SC 组大脑皮质

细胞排列有序，组织结构完整，核清楚，核仁明显，胞

浆染色均匀，胞膜完整; I /Ｒ 组术后可见右侧大脑中

动脉区脑缺血灶，缺血核心区细胞变性、坏死，镜下

可见核固缩，核仁消失，胞浆疏松，间质水肿; 缺血 /
再灌注后 1d 时，I /Ｒ 组组织水肿、疏松; 缺血中心区

片状组织坏死，有炎性细胞浸润; 缺血周边区神经细

胞不规则，核固缩，7d 时 I /Ｒ 组可见大量神经元细

胞死亡，留下很多空泡，至 14d 时，I /Ｒ 组缺血区见

胶质细胞广泛增生，缺血中央区出现液化坏死腔，常

被瘢痕取代。见图 2 － 图 5。
2． 3 神经症状学评分 正常组和假手术组未评分，

I /Ｒ 组局灶脑缺血 /再灌注后 1h 均出现神经功能缺

损，随着缺血 /再灌注时间的延长，神经功能缺失症

状逐渐减轻。见表 1。

图 2 正常组神经细胞形态 图 3 局灶脑缺血 1h /再灌注 1d 时梗死病灶: 右侧 IA 为梗死区( HE 染色)

图 4 局灶脑缺血 /再灌注 1d 时缺血脑组织稀疏，神经细胞大量脱失 图 5 局灶脑缺血 /再灌注 7d 时缺血脑组织变化

表 1 大鼠局灶脑缺血 /再灌注后神经功能评分

组 别
缺血 /再灌注后时相点

1h 6h 12h 1d 3d 7d

I /Ｒ 组 2． 83 ± 0． 31 2． 74 ± 0． 55 2． 49 ± 0． 42 2． 28 ± 0． 62 1． 61 ± 0． 51 1． 18 ± 0． 32

2． 4 海马区 BDNF mＲNA 阳性反应 光镜下 BD-
NF mＲNA 阳性反应主要集中于齿状回颗粒细胞以

及 CA2、CA3 中的锥体细胞胞浆中，胞核不染色。局

灶脑缺血 /再灌注后，I /Ｒ 组缺血侧海马 BDNF mＲ-
NA 表达增加，主要见于齿状回颗粒细胞层和锥体

细胞层。缺血 /再灌注后 1d 时 BDNF mＲNA 阳性反

应即有增多，3d 时达到高峰 ( P ＜ 0． 01 ) ，阳性产物

染色较深，7d 后迅速下降( P ＜ 0． 01) ，14d 后明显下

降( P ＜ 0． 01 ) ，21d 后进一步下降 ( P ＜ 0． 05 ) ，28d
时接近正常水平。见表 2。
2． 5 海马区 bFGF mＲNA 的阳性表达 正常海马

区可见少量 bFGF mＲNA 的阳性表达，主要位于海

马锥体细胞层、CA1、CA2 区，SC 组与 NC 组变化相

似，比较差异无统计学意义( P ＞ 0． 05 ) 。局灶脑缺
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血 /再灌注后，I /Ｒ 组缺血侧海马可见 bFGF mＲNA
的强阳性表达，1d 时开始增加( P ＜ 0． 05 ) ，3d 即达

一小高峰( P ＜ 0． 01 ) ，7d 开始下降，21d 时明显下

降，28d 时降到正常水平( P ＜ 0． 05) ，与 NC 组和 SC
组对应时间点比较，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。
见表 3。

表 2 各实验组海马区 BDNF mＲNA 的表达水平( 光密度)

组 别
缺血 /再灌注后时相点

1d 3d 7d 14d 21d 28d

NC 组 7． 00 ± 0． 93a 7． 25 ± 1． 24a 6． 81 ± 2． 20a 7． 02 ± 1． 56a 7． 14 ± 1． 14a 6． 86 ± 1． 21a

SC 组 7． 46 ± 2． 00 7． 10 ± 2． 75 7． 01 ± 0． 05 7． 58 ± 1． 36 7． 98 ± 2． 29 7． 25 ± 1． 66

I /Ｒ 组 21． 72 ± 1． 80b 38． 53 ± 2． 72b 23． 92 ± 3． 22b 16． 03 ± 1． 02b 13． 50 ± 2． 57b 7． 50 ± 1． 56

注: 与 SC 组比较，aP ＞ 0． 05，与 NC 组和 SC 组比较bP ＜ 0． 05。

表 3 各实验组海马区 bFGF mＲNA 的表达水平( 光密度)

组 别
缺血 /再灌注后时相点

1d 3d 7d 14d 21d 28d

NC 组 16． 81 ± 2． 49a 15． 40 ± 1． 43a 15． 97 ± 2． 27a 15． 69 ± 2． 45a 14． 57 ± 2． 09a 15． 01 ± 3． 01a

SC 组 15． 51 ± 2． 49 16． 15 ± 2． 13 15． 33 ± 1． 02 14． 89 ± 2． 45 15． 22 ± 2． 83 14． 23 ± 4． 06

I /Ｒ 组 38． 98 ± 4． 08b 51． 95 ± 15． 52b 37． 16 ± 4． 45b 22． 39 ± 6． 18b 16． 30 ± 4． 17 16． 72 ± 3． 89

注: 与 SC 组比较，aP ＞ 0． 05，与 NC 组和 SC 组比较bP ＜ 0． 05。

3 讨 论

神经营养因子是神经系统重要的生物活性因

子，对神经系统的正常分化、发育、成熟、维持功能和

存活、损伤修复等均具有重要的生物学作用。BDNF
是广泛分布于中枢神经系统的一种蛋白质，是 1982
年德国神经生物学家 Brade 等首次从猪脑中纯化获

得。BDNF 表达广泛，包括大脑皮质、海马、基底前

脑、纹状体、下丘脑、小脑，其中皮质和海马含量最

高［3］。BDNF 具有增殖分化营养的作用，使其在中

枢神经系统发育过程中起重要作用。BDNF 能减少

缺血引起的梗死面积，保护半影区神经元，并能抑制

迟发性神经元坏死［4］。
本实验观察到，在正常脑组织中，BDNF mＲNA

表达广泛，但阳性反应很弱。局灶脑缺血 /再灌注后

3d，BDNF mＲNA 在缺血侧海马可达一小高峰。而

胡跃强等［5］采用线栓法制作局灶性脑缺血大鼠模

型，研究缺血半暗带 BDNF mＲNA 及其蛋白的表达，

发现缺血再灌注后 3h 开始明显上升，6h 表达继续

增强，12h 达高峰，3d 后表达开始减弱，7d 后降至基

础水平，与本研究结果有所不一致。研究发现，BD-
NF mＲNA 及其受体 TrkB 在靶神经元变性区域特异

性上调，其上调发生在前 3 周，即细胞迁移、分化及

整合阶段，且在锥体神经元进行性凋亡的时期上调

尤为明显，表明 BDNF 可能参与并影响了脑损伤后

新生细胞的增殖、分化和移行［6］。
bFGF 是多肽神经生长因子一员，具有强烈促增

殖效应的多肽因子，也是内皮细胞的有丝分裂原和

血管再生因子［7 － 8］。有实验证实 bFGF 首先可通过

神经营养作用和通过促进内皮细胞的分裂和分化，

促进 中 枢 神 经 系 统 血 管 的 形 成 与 功 能 恢 复［9］。
bFGF还可通过提高抗氧化酶活性，清除自由基，防

治脑缺血再灌注后的神经细胞凋亡［10］。
正常情况下，脑内仅有少量 bFGF 表达，当脑受

到各种损害时，即可诱导 bFGF 表达增加。本实验

观察到，在正常脑组织中，bFGF mＲNA 表达广泛，但

阳性反应较 弱。局 灶 脑 缺 血 /再 灌 注 后 3d，bFGF
mＲNA 在缺血侧海马区可达一小高峰，7d 后开始下

降，因 bFGF 是一个强效扩管剂，可以在不引起全身

血管扩张的同时优先扩张脑血管或特异性扩张梗塞

周围血管，增加半影区的血供，减少梗塞面积［11］。
bFGF 是一种具有多种生物活性的神经营养因子，其

与相关联的受体结合导致广泛的细胞反应，包括细

胞增殖和分化、血管形成和抑制凋亡等［12］。推测局

灶脑缺血 /再灌注后内源性 bFGF mＲNA 的上调，对

新生细胞的增殖、迁移、存活、分化都会起到积极作

用。体内外实验表明，EGF 促进神经干细胞分化成

神经胶质细胞，而 bFGF 则促进神经干细胞分化成

神经元［13 － 14］。
目前认为缺血性脑血管疾病是一个有众多因素

参与的复杂病理生理过程。研究发现在成年哺乳动

物( 包括人类) 侧脑室外侧壁的室下带 ( SVZ) 和海

马齿状回( DG) 的颗粒下层，还存在着持续的神经发

生( neurogenesis) 现象［15 － 16］。即认为存在具有自我

更新和多分化潜能的神经干细胞 ( neural stem cell，
NSC) 。正常情况下成年脑内的神经干细胞大多处
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于静息状态，只有在某些因素作用下或者受到损伤

刺激时，神经干细胞才被激活，重新进入细胞增殖周

期，在趋化因子的作用下向损伤部位迁移，并进一步

分化为特定功能的神经细胞。国内有研究显示脑梗

死后在梗死灶周围 BDNF 和 bFGF 表达均增加，但

两者表达时间并不一致，bFGF 表达较 BDNF 早，

BDNF 主要表达于梗死灶区的神经细胞和胶质细胞

胞浆，而 bFGF 主要表达于梗死灶外周的神经细胞

和胶质细胞胞浆，在梗死中心区有少量细胞表达，表

明 BDNF 和 bFGF 在脑梗死后的不同时间发挥保护

作用［17］。石旺清等［18］研究发现大鼠脑缺血 /再灌

注后 3 d，大鼠出现了明显的神经功能缺损及运动功

能障碍，缺血区周边组织神经元凋亡亦达到高峰，同

时 bFGF 和 GAP － 43 表达增强，7d 达到高峰，以后

逐渐减弱，缺血周边组织可见散在的新生神经元，持

续到 28d。
研究表明，脑缺血后神经营养因子可在一定时

间内表达上调，而神经营养因子可调节合成代谢，修

复受损神经元并促进神经元的再生; 另外其能刺激

成年神经元的轴突和树突出芽，增强突触递质的释

放，调节突触传递，加强了突触联系，同时也能维持

成熟神经元的正常功能。高俊淑等［19］运用探索学

习训练脑缺血再灌注大鼠，采用免疫组织化学染色

检测大鼠脑梗死灶周围 BDNF 阳性神经元数量，发

现探索学习组最高，对缺血性脑损伤起到保护作用。
本实验提示局灶缺血 /再灌注后脑内细胞分泌内源

性 BDNF mＲNA 和 bFGF mＲNA，改善了脑内神经元

生存环境而促进神经元再生修复。因临床上对缺血

性脑血管病患者的治疗是长期的，所以，通过“非药

物”手段调控内源性 BDNF mＲNA 和 bFGF mＲNA
的合成和释放，可避免给予外源性 BDNF 和 bFGF
所带来的各种困难，将是神经科学领域研究的方向

之一。
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