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􀅰基础研究􀅰

氨甲酰促红细胞生成素促进脑缺血后
神经再生的实验研究

王梓　 邢宏义

【摘要】 　 目的　 观察氨甲酰促红细胞生成素(ＣＥＰＯ)对实验大鼠脑缺血后 ＬＩＮＧＯ￣１、生长相关蛋白

(ＧＡＰ￣４３)表达及脑梗死体积的影响ꎬ探讨 ＣＥＰＯ 对脑缺血后神经再生的促进作用ꎮ 方法　 将 ４８ 只 ＳＤ 大鼠

分为假手术组、缺血对照组及氨甲酰促红细胞生成素治疗组(简称 ＣＥＰＯ 治疗组)ꎬ采用线栓法将缺血对照

组、ＣＥＰＯ 治疗组大鼠制成大脑中动脉闭塞(ＭＣＡＯ)模型ꎮ 各组大鼠于脑缺血 ９０ ｍｉｎ 后拔出线栓ꎬＣＥＰＯ 治疗

组同时注射 ０.５ ｍｌ ＣＥＰＯꎬ缺血对照组及假手术组均注射 ０.５ ｍｌ 生理盐水ꎮ 于缺血再灌注第 ７ 天时处死各组

大鼠ꎬ采用免疫印迹技术检测 ＬＩＮＧＯ￣１ 和活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎻ采用免疫组化染色技术检测 ＧＡＰ￣４３ 表达ꎻ采
用甲酚紫染色法检测各组大鼠脑梗死体积及脑水肿情况ꎮ 结果 　 假手术组、缺血对照组及 ＣＥＰＯ 治疗组

ＬＩＮＧＯ￣１表达值分别为(０.２５±０.０２)、(１.２２±０.０６)和(０.６６±０.０５)ꎬ各组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
假手术组大鼠脑皮质未见活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ缺血对照组缺血脑皮质活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达值上升至

(８６.６±１０.２)％ꎬＣＥＰＯ 治疗组则下降至(４０.３±８.７)％ꎬ各组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 假手术组、缺
血对照组及 ＣＥＰＯ 治疗组 ＧＡＰ￣４３ 阳性表达值分别为 ０、(５５.０２±１.６２)个 / ＨＰ 和(７２.１１±３.２３)个 / ＨＰꎬ各组间

差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 另外 ＣＥＰＯ 治疗组脑梗死体积及脑水肿程度均显著小于缺血对照组(Ｐ<
０.０５)ꎮ 结论　 脑缺血后给予 ＣＥＰＯ 干预能抑制实验大鼠脑梗死部位 ＬＩＮＧＯ￣１ 及活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达、促进

ＧＡＰ￣４３ 蛋白表达、减小脑梗死体积及脑水肿程度ꎬ从而发挥促神经再生作用ꎮ
【关键词】 　 脑缺血ꎻ　 氨甲酰促红细胞生成素ꎻ　 生长相关蛋白￣４３ꎻ　 半胱氨酸蛋白酶￣３ꎻ　 神经再生
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Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (ｇｒａｎｔ ２０１６ＣＦＢ６２６)

　 　 长期临床实践表明ꎬ神经再生障碍是导致脑卒中
后遗症和脊髓损伤后遗症的重要原因之一[１]ꎮ 近年
来相关研究发现 Ｎｏｇｏ 受体复合物中的一种跨膜蛋
白———含亮氨酸重复序列和免疫球蛋白结构域的Ｎｏｇｏ
受体作用蛋白 ( ＬＲＲ ａｎｄ Ｉｇ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｎｏｇｏ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＩＮＧＯ￣１)在中枢神经系统
损伤后轴突再生中发挥关键作用[２]ꎮ 氨甲酰促红细
胞生成素( ｃａｒｂａｍｙｌａｔｅｄ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎꎬＣＥＰＯ)是促红
细胞生成素( ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎꎬＥＰＯ)的衍生物ꎬ具有增加
脑缺血再灌注后脑血流量及抗细胞凋亡等作用[３]ꎬ但
ＣＥＰＯ 是否具有促进神经再生的作用目前报道甚少ꎮ
基于 上 述 背 景ꎬ 本 研 究 拟 初 步 探 讨 ＣＥＰＯ 调 控
ＬＩＮＧＯ￣１表达对脑缺血后神经再生的影响ꎮ

材料与方法

一、主要实验材料
选取健康雄性成年 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)大鼠 ４８

只ꎬ体重 １８０~２００ ｇꎬ由华中科技大学同济医学院实验
动物中心提供ꎬ所有实验动物均在自然昼夜节律光照
环境下饲养ꎬ其摄食、饮水不受任何限制ꎮ 主要实验试
剂氨甲酰促红细胞生成素(ＣＥＰＯ)来源于美国 Ｗａｒｒｅｎ
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ 公司ꎻ兔抗活化型半胱氨酸蛋白酶
( ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｒｔａｓｅꎬ ｃａｓｐａｓｅ ) 抗 体 来 源 于 美 国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司ꎻ兔抗 ＬＩＮＧＯ￣１ 多克隆抗体来源于美
国 Ｕｐｓｔａｔｅ 公司ꎻ兔抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体来源于美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司ꎻ兔抗生长相关蛋白( ｇｒｏｗｔｈ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ４３ꎬＧＡＰ￣４３)单克隆抗体来源于香港 Ａｂｃａｍ 有限
公司ꎻ超敏增强化学发光试剂盒(ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｏｌｕｍｉ￣
ｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)来源于上海碧云天生物技术有限公司ꎮ

二、制模及分组处理
采用随机数字表法将上述实验大鼠分为 ３ 组ꎬ分

别是假手术组(共有大鼠 １２ 只)、缺血对照组(共有大
鼠 １８ 只) 及氨甲酰促红细胞生成素治疗组 (简称
ＣＥＰＯ治疗组ꎬ共有大鼠 １８ 只)ꎮ 将缺血对照组及
ＣＥＰＯ治疗组大鼠制成大脑中动脉栓塞 /再灌注(ｍｉｄ￣
ｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ / Ｒ)动物
模型ꎬ具体制模操作如下:制模前实验大鼠均禁食 ８ ｈꎬ
禁水 ４ ｈꎻ采用 １０％水合氯醛(按每千克体重 ３ ｍｌ 标
准)进行腹腔注射麻醉ꎻ待麻醉剂生效后将大鼠仰卧
位固定ꎬ经 ７５％酒精消毒皮肤ꎬ颈部正中切开皮肤ꎬ钝

性分离皮下层组织及颈总动脉鞘ꎬ游离出颈总动脉、颈
内动脉和颈外动脉后用缝线结扎颈总动脉近心端ꎬ在
颈总动脉分叉处的近心端置线备用ꎮ 在颈总动脉分叉
下方 ４ ｍｍ处做血管切口ꎬ插入直径为 ０. ２０ ｍｍ 或
０.２４ ｍｍ且顶端涂有多聚￣Ｌ￣赖氨酸的线栓(均购自北
京沙东生物技术有限公司)ꎬ用备用缝线稍微固定ꎮ
向颈内动脉入颅方向继续插入线栓ꎬ当线栓通过颈内
动脉到达大脑前动脉并有轻微阻力感时停止插入(此
时线栓插入深度为 ２０~２１ ｍｍ)并结扎固定线ꎬ依次缝
合各层组织及皮肤ꎬ经碘酒消毒后剪去滞留在外面栓
线ꎮ 假手术组大鼠制模操作同上ꎬ但线栓插入深度为
１０ ｍｍꎬ未阻塞大脑中动脉入口ꎮ

各组大鼠于脑缺血 ９０ ｍｉｎ 后拔出线栓进行再灌
注ꎬ同时立即进行颈动脉插管并采用微泵(ｍｏｄｅｌ ３１０ꎬ
Ｚａｋｍｅｄｉｃｉｎｅ ＴｅｃｈꎬＵＳＡ)进行颈动脉药物注射ꎮ 治疗
组大鼠按每千克体重 ５０ μｇ 标准注射 ＣＥＰＯ(注射用
ＣＥＰＯ 采用 ０.５ ｍｌ 生理盐水溶解配制)ꎬ缺血对照组及
假手术组大鼠均注射 ０.５ ｍｌ 生理盐水ꎮ 手术完毕后解
除麻醉ꎬ各组大鼠被放回饲养笼内自由摄食、饮水ꎮ

三、ＬＩＮＧＯ￣１ 蛋白及活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白检测
于 ＣＥＰＯ 注射 ７ ｄ 后ꎬ假手术组、缺血对照组及

ＣＥＰＯ 治疗组各随机取 ６ 只大鼠断头处死ꎬ提取缺血
区大脑皮质组织ꎬ在 ０.０１ Ｍ、ｐＨ 值为 ７.２ 的磷酸盐缓
冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)中匀浆、离心ꎬ
按比例加入 １×裂解液ꎬ置于冰上 ２０ ｍｉｎ 并不断搅拌ꎬ
于 ４ ℃环境下离心 ８ ｍｉｎ(１２０００ ｇ)ꎬ取上清液用 ５ 倍缓
冲液稀释ꎬ煮沸 １０ ｍｉｎ 后用于 ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶电
泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎮ 电泳开始阶段电压为 ８０ Ｖꎬ当溴酚
蓝跑过浓缩胶后将电压加大至 １８０ Ｖꎬ继续电泳至溴
酚蓝跑到凝胶底部ꎮ 将凝胶上蛋白转移到聚偏二氟乙
烯(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜上ꎬ并用 ５％脱脂奶
粉(实验室用)封闭膜ꎬ加入用 ５％脱脂牛奶按 １０００ ∶ １
稀释的第一抗体(兔抗 ＬＩＮＧＯ￣１ 多克隆抗体或多克隆
兔抗活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 抗体)ꎬ４ ℃ 环境下孵育过夜ꎮ
洗膜后加入 ５％脱脂牛奶稀释ꎬ再加入由过氧化物酶
标记的第二抗体(４０００ ∶ １)ꎬ３７ ℃摇床上孵育 ２ ｈꎬ漂
洗后置于 ＥＣＬ 溶液中显色ꎬ采用 ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＰＳ 系统扫
描ꎬ选用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ３.０ 版图像分析软件检测样本中
ＬＩＮＧＯ￣１蛋白、活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白和 β￣ａｃｔｉｎ 蛋白各
显色条带的平均光密度值ꎬ前二者与 β￣ａｃｔｉｎ 蛋白的比
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值即为 ＬＩＮＧＯ￣１ 蛋白或活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的相对
表达值ꎮ

四、ＧＡＰ￣４３ 检测
于 ＣＥＰＯ 注射 ７ ｄ 后ꎬ假手术组、缺血对照组及

ＣＥＰＯ 治疗组各随机取 ６ 只大鼠采用 １０％水合氯醛
(按每千克体重 ３ ｍｌ 标准)腹腔注射麻醉ꎬ采用 ４％多
聚甲醛经心脏灌流ꎬ然后断头取脑ꎬ提取缺血区大脑皮
质组织于４ ℃、４％多聚甲醛中固定 ２４ ｈꎬ常规石蜡包埋
后行连续冠状切片ꎬ片厚约 ５ μｍꎮ 采用链霉素抗生物
蛋白￣过氧化物法检测脑梗死周边区 ＧＡＰ￣４３ 表达ꎬ具
体操作要点如下:６５ ℃烘箱中烘片 ２ ｈꎬ二甲苯Ⅰ、Ⅱ
脱蜡ꎬ逐级乙醇脱水ꎬ０.０１ Ｍ ＰＢＳ 液漂洗ꎬＥＤＴＡ 缓冲
液修复ꎬ置于 ３％过氧化氢溶液中孵育 １０ ｍｉｎꎬ阻断内
源性过氧化物酶ꎬ经 ５％ ＢＳＡ 封闭非特异性染色反应ꎬ
加入一抗(兔抗大鼠 ＧＡＰ￣４３ 单克隆抗体)孵育过夜
(４ ℃)ꎬ经 ０.０１ Ｍ ＰＢＳ 液漂洗后ꎬ再加入二抗(生物素
化羊抗兔)孵育(４ ℃)５０ ｍｉｎꎬ漂洗后滴加新鲜配置的
ＤＡＢ 显色液ꎬ然后采用苏木精复染细胞核、氨水返蓝、
逐级乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封片ꎬ置于光镜
下观察并拍照ꎬ每张切片在脑梗死周边区随机取 ５ 个
高倍镜视野( ×４００)ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ ｐｌｕｓ 图像分析软
件检测 ＧＡＰ￣４３ 阳性细胞数量ꎮ

五、脑梗死体积及脑水肿程度检测
于 ＣＥＰＯ 注射 ７ ｄ 后ꎬ缺血对照组及 ＣＥＰＯ 治疗组

各随机取 ６ 只大鼠断头处死ꎬ取出全脑后迅速从大脑
额极处向后每间隔 ３ ｍｍ 切片ꎬ共切取 ４ 块冠状位脑组
织块ꎬ置于干冰上速冻ꎬ再置入 ＡＯ 恒冷箱切片机内进
行切片(片厚 １８ μｍ)ꎬ贴片后置于 ４％多聚甲醛中浸泡
７ ｍｉｎꎬ经 ｄｄＨ２Ｏ 漂洗 １ 次后置于甲酚紫染液中静置
２ ｍｉｎꎬ摇荡 １３ ｍｉｎꎬ再经逐级乙醇脱水、二甲苯固定、
透明、中性树脂封片等处理ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算各
组大鼠脑梗死体积及脑水肿数据[４]ꎮ

六、统计学分析
本研究所得计量数据以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

１９.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ各组计量数据间
比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５表示差异具有统计
学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠 ＬＩＮＧＯ￣１ 表达比较
假手术 组 大 脑 皮 质 ＬＩＮＧＯ￣１ 蛋 白 表 达 仅 为

(０.２５±０.０２)ꎬ缺血对照组 ＬＩＮＧＯ￣１ 蛋白表达上升至
(１.２２±０.０６)ꎬＣＥＰＯ 治疗组则下降为(０.６６±０.０５)ꎬ各
组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 上述结果表
明 ＣＥＰＯ 能抑制脑缺血后 ＬＩＮＧＯ￣１ 蛋白表达ꎮ 具体
情况见图 １ꎮ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与缺血对照组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 １　 各组大鼠 ＬＩＮＧＯ￣１ 蛋白表达比较

二、各组大鼠活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达比较
假手术组大鼠脑皮质未发现活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表

达ꎬ缺血对照组脑皮质中活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达上升至
(８６.６±１０.２)％ꎬＣＥＰＯ 治疗组则下降至(４０.３±８.７)％ꎬ
各组大鼠活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达组间差异均具有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ２ꎮ

注:与缺血对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达比较

三、各组大鼠脑梗死周边区 ＧＡＰ￣４３ 阳性表达
比较

ＧＡＰ￣４３ 阳性表达主要集中在脑缺血半暗带区神
经细胞胞膜上ꎬ呈褐色或棕黄色ꎮ 本研究于 ４００ 倍普
通光镜下进行 ＧＡＰ￣４３ 阳性细胞计数ꎬ发现假手术组
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脑梗死周边区无 ＧＡＰ￣４３ 表达ꎬ缺血对照组 ＧＡＰ￣４３ 阳
性细胞计数为 ( ５５. ０２ ± １. ６２) 个 / ＨＰꎬＣＥＰＯ 治疗组
ＧＡＰ￣４３ 阳性细胞计数则显著上升至(７２. １１ ± ３. ２３)
个 / ＨＰꎬ各组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具
体情况见图 ３ꎮ

四、各组大鼠脑梗死体积及脑水肿程度比较
各组大鼠脑片经甲酚紫染色后ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ 软件

计算脑梗死体积及相对脑水肿数据ꎬ发现缺血对照组
脑梗死体积为(３２２.１±３６.２)ｍｍ３ꎬＣＥＰＯ 治疗组脑梗死
体积则下降至(１５６.５±２２.６)ｍｍ３ꎮ 缺血对照组相对脑
水肿数据为 (４６. ８ ± ８. ２)％ꎬＣＥＰＯ 治疗组则下降至
(２３.２±６.４)％ꎮ 经统计学比较ꎬ发现 ＣＥＰＯ 治疗组脑
梗死体积及脑水肿程度均明显优于缺血对照组水平ꎬ
组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 各组大鼠脑
梗死情况详见图 ４ꎮ

讨　 　 论

ＣＥＰＯ 是 ＥＰＯ 衍生物ꎬ即 ＥＰＯ 中的所有赖氨酸通

过氨甲酰化作用转换成高瓜氨酸而形成 ＣＥＰＯꎬ与
ＥＰＯ 不同ꎬＣＥＰＯ 并不与经典的 ＥＰＯ 受体结合ꎬ没有
促红细胞生成的活性ꎬ对机体造血系统无明显影响ꎬ因
此也就没有诱发血栓形成等副作用[３ꎬ５]ꎮ 相关研究表
明ꎬＥＰＯ 除了有神经保护作用外ꎬ还可促进损伤脊髓
组织原位移植的神经干细胞存活及迁移ꎬ加速神经功
能修复[６]ꎮ 抗神经节苷脂抗体能抑制吉兰￣巴雷综合
征患者的神经轴突再生ꎬ而 ＥＰＯ 能够完全消除抗神经
节苷脂抗体对神经再生的抑制作用ꎬ并提高自身免疫
性神经病变动物模型的神经再生修复功能[７]ꎮ Ｃｈｏｉ
等[８]研究发现ꎬＥＰＯ 及 ＣＥＰＯ 均能有效促进神经突生
长ꎬ其作用机制与上调 Ｅ１Ａ 结合蛋白(ｐ３００)和 ｐ３００
介导的 ｐ５３ 乙酰化作用ꎬ进而增加 ｐ５３ 对 ＧＡＰ￣４３ 蛋
白的激活作用有关ꎮ 但 ＣＥＰＯ 是否具有促进脑组织神
经再生的作用目前报道甚少ꎮ

２００４ 年有学者应用基因组学和蛋白质组学方法
在成年动物和人脑内发现了 Ｎｏｇｏ 受体复合物中一种
十分重要的跨膜蛋白ꎬ即含亮氨酸重复序列和免疫球

注:ａ 为假手术组ꎬｂ 为缺血对照组ꎬｃ 为 ＣＥＰＯ 治疗组ꎻ箭头处为 ＧＡＰ￣４３ 阳性表达

图 ３　 各组大鼠脑梗死周边区 ＧＡＰ￣４３ 阳性表达比较(免疫组化染色ꎬ×４００)

　 　 注:脑片自左向右依次为距额极 ３ ｍｍ、６ ｍｍ、９ ｍｍ、１２ ｍｍ 冠状位切面ꎻ脑片左侧白色区为梗死区ꎬ右侧紫色区为正常脑组织ꎮ ａ 为缺血对照

组ꎬｂ 为 ＣＥＰＯ 治疗组ꎬ可见 ＣＥＰＯ 治疗组白色梗死区明显小于缺血对照组

图 ４　 各组大鼠脑梗死体积比较(甲酚紫染色)
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蛋白结构域的 Ｎｏｇｏ 受体作用蛋白(ＬＩＮＧＯ￣１)ꎬ该蛋白
在中枢神经系统损伤后轴突再生中发挥关键作
用[９￣１０]ꎮ 诸多研究表明 ＬＩＮＧＯ￣１ 是 Ｎｏｇｏ 受体复合物
的重要组成部分ꎬ在轴突延伸、少突胶质细胞分化、髓
鞘形成及神经元存活中具有重要作用[１１￣１３]ꎮ 当中枢
神经系统损伤后ꎬ髓鞘断裂并释放出髓鞘源性轴突生
长抑制分子ꎬ其与 Ｎｏｇｏ 受体复合物结合使 Ｒｈｏ 蛋白由
非活化 ＲｈｏＡ￣ＧＤＰ 形式转化为活化 ＲｈｏＡ￣ＧＴＰ 形式ꎬ
进而激活下游 ＲｈｏＡ 激酶(Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅꎬＲＯＣＫ)ꎬ活化的
ＲＯＣＫ 使细胞骨架动力学发生改变并引发神经元内生
长锥溃变ꎬ从而抑制轴突再生[１４￣１５]ꎮ

脑梗死是发病率、致残率及致死率均很高的疾
病ꎬ临床在促进脑梗死后神经元再生、改善缺损神经
功能、提高患者生活质量方面还未找到特别有效的
治疗手段ꎮ 刘建锋等[１６]采用线栓法制作大鼠大脑中
动脉栓塞(ＭＣＡＯ)模型ꎬ发现再灌注 ７ ｄ 后脑组织
Ｎｏｇｏ￣Ａ 及 Ｒｈｏ 激酶表达上升ꎬ通过意向运动训练能
抑制缺血区周围 Ｎｏｇｏ￣Ａ 和 Ｒｈｏ 激酶表达ꎬ从而改善
ＭＣＡＯ 大鼠神经功能缺损症状ꎬ提示 Ｎｏｇｏ 能抑制脑
缺血大鼠神经生长ꎮ ＬＩＮＧＯ￣１ 作为 Ｎｏｇｏ 受体复合物
的关键成分ꎬ为脑缺血后神经再生干预提供了可能
线索及解决途径ꎮ 目前国内、外针对 ＬＩＮＧＯ￣１ 在脑
缺血后神经细胞再生中的作用均报道甚少ꎮ 黄浩然
等[１７]分别采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法、免疫组化法检测 ＬＩＮＧＯ￣
１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达ꎬ发现局灶性脑梗死大鼠脑内
ＬＩＮＧＯ￣１ 水 平 明 显 上 调ꎬ 辅 以 运 动 训 练 可 降 低
ＬＩＮＧＯ￣１表达并改善神经功能ꎮ

鉴于 ＣＥＰＯ 在机体脑缺血后有抗细胞凋亡及促
周围神经再生作用ꎬ因此本研究推测 ＣＥＰＯ 可能也
具有促脑缺血后神经再生的功效ꎮ 本研究利用线栓
法制作大脑中动脉闭塞 (ＭＣＡＯ) 动物模型ꎬ采用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＬＩＮＧＯ￣１ 表达ꎬ结果发现脑缺
血后 ＬＩＮＧＯ￣１ 表达明显增强ꎬＣＥＰＯ 可抑制 ＬＩＮＧＯ￣１
表达ꎮ 由于 ＬＩＮＧＯ￣１ 是 Ｎｏｇｏ 受体复合物中的组成
部分ꎬ其下游能激活 ＲｈｏＡ￣ＲＯＣＫꎬ导致细胞骨架崩
解、神经突生长受到抑制ꎮ 因此本研究推测 ＣＥＰＯ
能影响 Ｎｏｇｏ 受体复合物ꎬ进而有助于减小 ＬＩＮＧＯ￣１
对神经再生的阻抑作用ꎮ

生长相关蛋白￣４３(ＧＡＰ￣４３)是一种主要存在于神
经生长锥和突触前膜的神经组织特异性磷酸化蛋白ꎬ
在促进神经发芽及诱导轴突生长方面具有重要作
用[１８]ꎮ 机体正常神经系统不表达 ＧＡＰ￣４３ꎬ只有当神
经系统损伤时才有 ＧＡＰ￣４３ 表达ꎬ即只要有损伤导致
突触重建ꎬ即使无轴突延伸ꎬＧＡＰ￣４３ 也会呈现高水平
表达ꎬ一旦突触恢复正常ꎬＧＡＰ￣４３ 表达水平也会急剧
下降ꎬ呈微量或阴性表达ꎮ 因此国际上也将 ＧＡＰ￣４３

作为神经生长发育和损伤修复等神经可塑性研究的首
选分子探针ꎬ是神经元轴突再生的分子标志ꎮ 有研究
发现反复脑缺血致血管性痴呆 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａꎬ
ＶＤ)大鼠其海马 ＣＡ１ 区 ＧＡＰ￣４３ 表达在第 ７ 天时达到
高峰ꎬ运动训练可增强 ＧＡＰ￣４３ 表达ꎬ从而改善 ＶＤ 大
鼠学习记忆能力[１９]ꎮ 本研究也发现脑缺血再灌注第

７ 天时大鼠脑梗死周边区 ＧＡＰ￣４３ 表达明显增强ꎬ表明
脑缺血后由于神经元损伤ꎬ机体启动神经自我修复机
制ꎬＣＥＰＯ 干预能进一步增强 ＧＡＰ￣４３ 表达ꎬ提示ＣＥＰＯ
具有促神经生长作用ꎮ

细胞凋亡(ａｐｏｐｔｏｓｉｓ)是机体生长发育、细胞分化
及病理状态中细胞自主性死亡过程ꎬ其发生机制十分
复杂ꎬ其中 ｃａｓｐａｓｅ 在神经元凋亡中发挥重要作用ꎮ 人
类 ｃａｓｐａｓｅ 家族成员至少有 １１ 种ꎬ均以无活性酶前体
(ｐｒｏ￣ｃａｓｐａｓｅ) 形式存在ꎮ 细胞凋亡过程涉及多种
ｃａｓｐａｓｅ 参与ꎬ而 ｃａｓｐａｓｅ 的激活是级联反应模式ꎬ最后
激活 ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ它是所有细胞凋亡途经的最后执行
者ꎬ能激活脱氧核糖核酸酶ꎬ将 ＤＮＡ 裂解成碎片ꎬ导致

细胞凋亡[２０]ꎮ 本研究发现假手术组脑皮质无活化型

ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ缺血对照组活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达明显
增强ꎬＣＥＰＯ 治疗组活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达较缺血对照
组显著降低ꎮ 上述结果提示 ＣＥＰＯ 能抑制活化型
ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达而发挥神经保护作用ꎮ 同时本研究采
用 ｃｒｅｓｙｌ￣ｖｏｉｌｅｔ 染色法观察各组大鼠脑梗死体积及脑
水肿情况ꎬ发现 ＣＥＰＯ 干预能明显减小实验大鼠脑梗
死体积、减轻脑水肿程度ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果显示 ＣＥＰＯ 干预能抑制脑
缺血大鼠 ＬＩＮＧＯ￣１ 及活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ促进
ＧＡＰ￣４３ 蛋白表达及减小脑梗死体积、减轻脑水肿程
度ꎬ从而发挥促神经再生作用ꎬ但关于 ＣＥＰＯ 促神经再
生的确切分子机制还有待进一步探讨ꎮ
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