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ＰＮＵ２８２９８７对大鼠脑缺血再灌注损伤后神经元凋亡和
学习记忆能力的影响

李晓敏，樊文香


（东南大学附属中大医院药学部，南京 ２１０００９）

摘　要　研究ＰＮＵ２８２９８７对大鼠脑缺血再灌注损伤的神经保护作用和可能机制。建立体内大脑中动脉闭塞再灌注
（ＭＣＡＯ／Ｒ）损伤模型，ＳＤ大鼠４４只随机分为４组：假手术组、模型对照组、ＰＮＵ２８２９８７低剂量（１２ｍｇ／ｋｇ）和ＰＮＵ２８２９８７
高剂量（２４ｍｇ／ｋｇ）治疗组。Ｙ型电迷宫检测大鼠空间学习记忆能力，并检测大鼠脑梗死面积、脑含水量和神经功能评分，
苏木精伊红（Ｈ＆Ｅ）染色观察脑组织病理学改变，ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡情况。结果显示，治疗组较模型对照组学习记
忆能力明显改善，且治疗组可显著降低缺血再灌注后大鼠脑梗死面积、脑含水量和神经行为学评分，同时发现 ＰＮＵ２８２９８７
高剂量（２４ｍｇ／ｋｇ）能够改善缺血脑组织病理学损伤，抑制神经元凋亡。本研究提示 ＰＮＵ２８２９８７可提高脑缺血再灌注损
伤后大鼠学习记忆能力，其机制可能与抑制神经元凋亡有关。
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　　缺血性脑血管病是危害人类生命与健康的常
见病和多发病，具有发病率高、病死率高、复发率高

和致残率高的“四高”特点。在急性脑血管病中，

缺血性脑卒中约占脑卒中总数的 ８５％［１］。近年

来，α７ｎＡＣｈＲ在心肌缺血／再灌注损伤、脑卒中、
动脉粥样硬化和高血压等心血管系统疾病中均有

研究，且激活 α７ｎＡＣｈＲ可抑制神经元细胞凋亡，
促进神经细胞的存活［２－５］。但对于脑缺血再灌注

损伤中 α７ｎＡＣｈＲ的作用却鲜有报道。ＰＮＵ
２８２９８７已被证明是 α７ｎＡＣｈＲ的一种有效激动
剂，与其他 ｎＡＣｈＲ亚型的相互作用可以忽略不
计，是目前合成的最特异的 α７ｎＡＣｈＲ激动剂。
因此，本研究选择 ＰＮＵ２８２９８７作为研究对象，通
过研究其在大鼠脑缺血再灌注损伤中的作用和

可能机制，进一步阐述 α７ｎＡＣｈＲ在脑缺血再灌
注损伤中的影响。

!

　材　料

１１　药品与试剂
ＰＮＵ２８２９８７（美国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ公司）；水

合氯醛（国药集团化学试剂有限公司）；多聚甲醛

（上海凌峰化学试剂有限公司）；红四氮唑（ＴＴＣ，中
国Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）；甲醛溶液（西陇化工股份有限
公司）。

１２　仪　器
ＭＧ３迷宫刺激器（张家港市教学实验器械

厂）；ＢＳ２２４Ｓ型电子天平（北京赛多利斯仪器系统
有限公司）。

１３　动　物
ＳＤ大鼠４４只，雄性，体质量２５０～２８０ｇ，由上

海杰思捷实验动物有限公司提供，生产许可证号：

ＳＣＸＫ（沪）２０１３０００６，所有动物实验均符合动物伦
理委员会标准。

"

　方　法

２１　大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤（ＭＣＡＯ／Ｒ）
模型的建立

ＳＤ大鼠４０只，随机分为４组，每组１１只，分
别为假手术组、模型对照组，ＰＮＵ２８２９８７低剂量
（１２ｍｇ／ｋｇ）和 ＰＮＵ２８２９８７高剂量（２４ｍｇ／ｋｇ）
治疗组。各组大鼠在造模手术前２４ｈ禁食不禁水。
手术过程参照 Ｌｏｎｇａ［６］方法：大鼠用３％水合氯醛

３００ｍｇ／ｋｇ（１ｍＬ／１００ｇ）麻醉，分离右侧颈外动脉
（ＥＣＡ）、颈内动脉（ＩＣＡ）、颈总动脉（ＣＣＡ）、枕动脉
（ＯＡ）、甲状腺上动脉（（ＳＴＡ）。结扎并剪断 ＯＡ及
ＳＴＡ。结扎ＥＣＡ远心端。于 ＥＣＡ主干切口向 ＩＣＡ
入颅方向插入尼龙线（长４０ｍｍ，直径０２６ｍｍ）。
插入深度以距ＣＣＡ分叉处（１８±０５）ｍｍ为宜，可
感到明显的阻力及尼龙线的弯曲和牵张，此时达到

大脑前动脉内，阻断了大脑中动脉（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙ，ＭＣＡ）供血来源。记录缺血时间，扎紧 ＥＣＡ
根部，缺血９０ｍｉｎ后拔出尼龙线，为再灌注开始。
假手术组仅做钝性分离，不闭塞 ＭＣＡ。术后治疗
组分别腹腔注射 ＰＮＵ２８２９８７（１２ｍｇ／ｋｇ或 ２４
ｍｇ／ｋｇ），假手术组和模型对照组大鼠腹腔注射相
应量的生理盐水，每天给药１次，连续给药３ｄ。
２２　Ｙ迷宫实验

给药第２天 ３０ｍｉｎ后对大鼠进行 Ｙ迷宫实
验。将受试大鼠放入 Ｙ型电迷宫内适应环境
３ｍｉｎ，然后给大鼠以电刺激，设定电击电压５０Ｖ，
延迟时间２ｓ。改变电击区和安全区，大鼠遭遇电
击时直接逃避至安全区为正确反应，否则为错误反

应。每１０次电击后休息５ｍｉｎ。学习评分以达到
连续１０次电击中有 ９次正确反应（９／１０正确反
应）前所受的累计电击次数来表示。２４ｈ后测定
连续１０次电击中正确反应次数，作为记忆评分［７］。

２３　神经功能学评分、脑梗死面积和脑含水量的
测定

给药第３天３０ｍｉｎ后对动物的神经功能缺陷
进行分级评分并记录，标准如下［６］。０分：未观察
到神经症状；１分：提尾悬空时，动物的手术对侧前
肢表现为腕肘屈曲，肩内旋，肘外展，紧贴胸壁；

２分：将动物置于光滑平面上，推手术侧肩向对侧
移动时，阻力降低；３分：动物自由行走时向手术对
侧环转或转圈；４分；软瘫，肢体无自发活动。

神经功能评分结束后，前８只大鼠脱颈椎处
死，迅速取出全脑，用镊子去除小脑、嗅球和低位脑

干。将大脑迅速置于 －２０℃冰箱中冷冻 １５～
０ｍｉｎ，至大鼠脑变硬时，用锋利的刀片在视交叉及
其前后各２ｍｍ处，做冠状切５刀，将脑组织切成
５片，迅速将切好的脑片置于含有１％ＴＴＣ的 ＰＢＳ
缓冲溶液约 ４ｍＬ中（过程中要避光），避光温孵
１５ｍｉｎ。１５ｍｉｎ后轻轻取出脑片，按顺序排列好，
擦干脑片周围的水分，用数码相机对染好的脑片进
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行拍照。数码照片使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软
件进行分析，计算梗死百分比［８］的公式：梗死百分

比（％）＝梗死部分面积／全脑面积×１００。
用数码相机对脑片进行拍照后，称取大脑湿重

并记录。将称重后的脑组织放入１１０℃烘箱里进
行烘干（１２ｈ），达到恒重后称取脑组织干重并记
录，计算脑含水量百分比［９］。

２４　ＨＥ和ＴＵＮＥＬ染色
神经功能评分结束后，每组后３只大鼠脱颈椎

处死，迅速取出全脑，将脑组织浸入１０％福尔马林
溶液中固定并制备石蜡切片。对蜡块进行常规切

片５μｍ，再进行脱蜡处理。脱蜡结束后用苏木精
染料染色５～６ｍｉｎ，染色结束后用流水冲洗返蓝。
接着进行脱水、透明，之后进行中性树脂封片。最

后显微镜下进行阅片，拍照。染色后细胞核呈蓝

色，胞浆呈红色，其他成分呈深浅不同红色。观察

大脑皮质区细胞形态学改变，根据病变程度分别记

为０分，１分，２分，３分，４分［１０］。

脑组织的石蜡切片进行脱蜡处理后，根据试剂

盒说明书，用末端脱氧核苷酸转移酶介导 ｄＵＴＰ缺
口末端标记（ＴＵＮＥＬ）法进行染色。经过常规的脱
水、透明、封片后，用显微镜进行观察、拍照。染色后

阳性细胞呈现棕黄色，细胞浆呈现紫蓝色。拍好的

照片使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件分析数据。
２５　统计学方法

所有实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间数据比较采
用单因素方差分析方法（ＯｎｅＷａｙＡｎｏｖｉａ）进行检
验分析，组间两两比较。若方差齐，采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
检验；若方差不齐，则用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３检验。神经
功能评分采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验。以Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

#

　结　果

３１　ＰＮＵ２８２９８７降低缺血再灌注后大鼠脑梗死
面积

由表１可见，脑缺血再灌注后，缺血大鼠连续
给药３ｄ，末次给药后脱颈椎处死并经 ＴＴＣ染色，
结果显示假手术组未见明显的梗死区，模型对照组

则出现显著的梗死区。与模型对照组比较，ＰＮＵ
２８２９８７高剂量组可以显著降低大鼠脑梗死面积
（Ｐ＜００１），ＰＮＵ２８２９８７低剂量组也可以显著降
低大鼠脑梗死面积（Ｐ＜００５）。

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＮＵ２８２９８７ｏｎｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅａｆｔｅｒＭＣＡＯ／Ｒｉｎｒａｔｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／（ｍｇ／ｋｇ） Ｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ／％
Ｓｈａｍ － －
Ｍｏｄｅｌ － ３４４３±４３１＃＃

ＰＮＵ２８２９８７ ２４ ２０３５±５１７

ＰＮＵ２８２９８７ １２ ２９０９±４５６
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３２　ＰＮＵ２８２９８７降低缺血再灌注后大鼠神经功
能评分及脑含水量

由表２可见，脑缺血再灌注后，与假手术组比
较，模型对照组大鼠的神经功能评分和脑含水量

均显著上升（Ｐ＜００１），提示造模成功。与模型
对照组比较，ＰＮＵ２８２９８７治疗组可显著降低大
鼠神经功能评分（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ＰＮＵ
２８２９８７高剂量组可显著降低缺血大鼠脑含水量
（Ｐ＜００１）。

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＮＵ２８２９８７ｏｎｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅｓａｎｄ
ｂｒａｉｎｅｄｅｍａａｆｔｅｒＭＣＡＯ／Ｒｉｎｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ／
（ｍｇ／ｋｇ）

Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅｓ

Ｂｒａｉｎ
ｅｄｅｍａ／％

Ｓｈａｍ － － ７７１９±２０１
Ｍｏｄｅｌ － ２７５±０４６＃＃ ８１６１±１８４＃＃

ＰＮＵ２８２９８７ ２４ １７５±０４６ ７８６９±１６５

ＰＮＵ２８２９８７ １２ ２１３±０６４ ７９９０±２２０
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３３　ＰＮＵ２８２９８７改善缺血再灌注后大鼠脑组织
病理学损伤

脑缺血再灌注后，假手术组大脑组织结构正

常，细胞排列整齐，轮廓清楚，神经元未见坏死；模

型对照组组织结构不清，排列紊乱，见严重坏死；

ＰＮＵ２８２９８７治疗后，神经元的形态得到改善（图１
Ａ）。对病理图片进行评分，结果显示，与假手术组
比较，模型组脑缺血病变评分显著增高（Ｐ＜
００１）。与模型组比较，ＰＮＵ２８２９８７治疗组脑缺血
病变评分降低，且 ＰＮＵ２８２９８７高剂量组具有显著
性（Ｐ＜００１）（图１Ｂ）。
３４　ＰＮＵ２８２９８７抑制缺血再灌注后神经元凋亡

由图２可见，脑缺血再灌注后，与假手术组比
较，模型组大鼠凋亡神经元的数量显著增加（Ｐ＜
００１）。与模型对照组比较，ＰＮＵ２８２９８７治疗组
大鼠脑组织中凋亡神经元的数量均显著性降低

（Ｐ＜００１）。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＮＵ２８２９８７ｏｎｎｅｕｒｏｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｔｈｅｉｓｃｈｅｍｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓ
Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓ（２００×）；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＮＵ２８２９８７ｏｎｎｅｕｒｏｎａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｉｓｃｈｅｍｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓ
Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓ（４００×）；Ｂ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３５　ＰＮＵ２８２９８７提高缺血再灌注后大鼠空间学
习记忆能力

脑缺血再灌注后，采用 Ｙ电迷宫对大鼠进行
空间学习记忆能力的检测。结果显示，与假手术组

比较，模型对照组大鼠的学习能力和记忆能力均有

所下降，且具有显著性（Ｐ＜００１）。与模型对照组
比较，ＰＮＵ２８２９８７治疗组大鼠的学习和记忆能力
均不同程度提高，且 ＰＮＵ２８２９８７高剂量组具有显
著性（Ｐ＜００１）。结果提示，ＰＮＵ２８２９８７可提高
缺血大鼠的空间学习记忆能力。结果见表３。

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＮＵ２８２９８７ｏｎｌｅａｒｎｉｎｇｓｃｏｒｅａｎｄｍｅｍｏｒｙｓｃｏｒｅｉｎ
Ｙｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
（ＭＣＡＯ／Ｒ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／
（ｍｇ／ｋｇ）

Ｌｅａｒｎｉｎｇ
ｓｃｏｒｅ

Ｍｅｍｏｒｙ
ｓｃｏｒｅ

Ｓｈａｍ － ３１４０±１１６１ ８４０±０９７
Ｍｏｄｅｌ － ４９４０±７１８＃＃ ６５０±０９７＃＃

ＰＮＵ２８２９８７ ２４ ３５５０±１１４１ ７７０±０８２

ＰＮＵ２８２９８７ １２ ４３７０±８５６ ７１０±０９９
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

本实验采用经典的线栓法制备大脑中动脉闭

塞（ＭＣＡＯ）模型来研究ＰＮＵ２８２９８７在大鼠脑缺血
再灌注损伤中的作用。ＭＣＡＯ模型是脑缺血再灌
注损伤研究中的经典模型，能够高度模拟人脑的缺

血过程［１１］。实验结果显示，模型组大鼠脑梗死面

积、神经功能评分和脑含水量较假手术组均显著性

增高，模型组大鼠表现出明显的神经功能损伤，表

明造模成功。病理检查发现缺血大鼠大脑皮质区

出现明显的病理损伤，主要表现为组织结构不清，

排列紊乱，严重坏死；ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡情
况，发现缺血大鼠大脑皮质区神经元凋亡数量增

加。有文献报道，脑缺血再灌注后引起神经元凋

亡，而神经元与学习记忆功能密切相关，神经元的

损伤会引起患者认知功能障碍，从而影响患者生活

质量［１２－１４］。因此，接下来对缺血大鼠进行了 Ｙ电
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迷宫实验。在实验中，发现模型组大鼠第１天训练
时达到（９／１０正确反应）结果前所受的累计电击次
数明显增加，而第２天连续１０次电击中正确反应
次数明显减少，表明缺血大鼠的学习记忆能力受到

影响。以上结果提示，脑缺血再灌注损伤后，大脑

神经元凋亡增加，引起神经功能损伤，造成学习记

忆能力下降。

以前的研究报道显示，α７ｎＡＣｈＲ的激活可防
止神经元死亡或凋亡［１５－１６］。因此，本实验选用 α７
ｎＡＣｈＲ激动剂 ＰＮＵ２８２９８７来研究其对脑缺血再
灌注损伤大鼠的作用。实验结果显示，连续灌胃给

药３天后，与模型组比较，ＰＮＵ２８２９８７高、低剂量
组均对脑缺血再灌注损伤具有良好的保护作用，尤

其是ＰＮＵ２８２９８７高剂量组可显著性改善脑缺血
再灌注损伤后的神经功能损伤、脑梗死面积和脑

含水量以及脑组织病理组织学损伤，降低神经元

凋亡数量，还可以显著性的提高缺血大鼠的空间

学习记忆能力，改善缺血大鼠的认知功能障碍。

各项结果显示，ＰＮＵ２８２９８７能够治疗脑缺血再
灌注损伤所致神经元凋亡，降低脑梗死率，减轻

脑细胞病理损伤，改善神经功能，提高缺血大鼠

的学习记忆能力，ＰＮＵ２８２９８７对脑缺血再灌注
损伤具有神经保护作用。ＰＮＵ２８２９８７对脑缺血
再灌注损伤的神经保护作用可能与抑制缺血后

神经元凋亡有关。
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