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新生大鼠缺氧缺血性脑病模型脑组织
钙调蛋白测定及脑活素治疗作用

刘建萍 ,张国成 ,许东亮

(第四军医大学西京医院儿科 ,陕西 3 ”西安 　710032)

　　[摘 　要 ] 　目的 　研究脑组织中钙调蛋白 (CaM)含量与新生大鼠缺氧缺血性脑病 ( HIE)发病机制的关系及脑

活素的治疗作用。方法 　在建立新生大鼠 HIE模型的基础上 ,采用依赖环核苷酸的磷酸二酯酶 ( PDE) 法检测 103

只大鼠 (其中对照组 15 只 ,实验组 88 只分 3 组)脑组织 CaM 含量 ,结合病理切片和透射电镜观察脑组织病理改变 ,

同时通过侧脑室及肌内两种途径给予脑活素治疗。结果 　HIE 组脑组织 CaM 含量均明显增高 ,24 h (521. 27 ±

46. 04) μg/ g 脑组织 ;48 h (509. 52 ±35. 98) μg/ g 脑组织 ;72 h (421. 05 ±31. 81) μg/ g 脑组织 ,与正常组 (187. 63 ±

54. 22)比较差异有显著性 ( P < 0. 01) ;治疗组 CaM 含量均明显降低 ,侧脑室注射组 :24 h (435. 21 ±56. 17) μg/ g

脑组织 ;48 h (260. 38 ±32. 43)μg/ g 脑组织 ;72 h (197. 64 ±19. 21)μg/ g 脑组织 ;肌内注射组 :24 h (441. 04 ±30. 66)

μg/ g 脑组织 ;48 h (305. 39 ±32. 99) μg/ g 脑组织 ;72 h (217. 71 ±52. 89) μg/ g 脑组织 ;与 HIE组比较差异有显著性

( P < 0. 01) ,接近正常组水平。在神经元变性、坏死和间质水肿等方面 ,治疗组明显轻于 HIE 组。结论 　CaM 含

量异常升高在 HIE的发病环节中起一定作用。脑活素治疗 HIE 的机制可能与其显著降低脑组织中 CaM 含量

有关。
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　　Abstract : 　Objective 　To study the relationship between calmodulin ( CaM) concentrations in brain tissues of

newborn rats and the pathogenesis of hypoxic2ischemic encephalopathy ( HIE) and the therapeutic effect of cerebrolysin on

HIE. Methods 　Morphological and metabolic effects of cerebral ischemia were investigated in a newborn rat model of

neonatal HIE. In addition , the effect of cerebrolysin ( EBEWE , Austria) on acute brain hypoxic2ischemia was studied.

Eighty2eight HIE newborn rats (48 cerebrolysin2treated and 40 controls) were subjected to left cerebral artery ligation and

one hour later they were placed in a hypoxic environment ( 8 % oxygen and 92 % nitrogen mixed) for two hours.

Immediately afterwards , cerebrolysin (2. 5 ml/ kg body mass) was administered daily , either by intracerebroventricular

infusion (i. c. v) or by intramuscular injection. CaM concentrations were determined using cyclicnucleotide dependent

phosphodiesterase methods , and 15 normal rats were used as the control group . Results 　CaM concentrations in brain

tissues increased in HIE group at different duration after hypoxic2ischemia : 24 h = (521. 27 ±46. 04) μg/ g brain tissue ;

48 h = (509. 52 ±35. 98) μg/ g brain tissue ; 72 h = (421. 05 ±31. 81) μg/ g brain tissue , compared to the control group

[ (187. 63 ±54. 22) μg/ g brain tissue ] ( P < 0. 01) . Cerebrolysin treatment groups facilitated recovery , as indicated by a
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decrease in CaM concentration (i. c. v group : 24 h = (435. 21 ±56. 17) μg/ g brain tissue ; 48 h = (260. 38 ±32. 43) μg/

g brain tissue ; 72 h = (197. 64 ±19. 21) μg/ g brain tissue ; i. m. group : 24 h = (441. 04 ±30. 66) μg/ g brain tissue ; 48

h = (305. 39 ±32. 99) μg/ g brain tissue ; 72 h = (217. 71 ±52. 89) μg/ g brain tissue ( P < 0. 01) . Morphological

examination showed that the volume of neuron degeneration , necrosis and intercellular edema was increased in HIEgroups

and significantly reduced in cerebrolysin treatment groups. Conclusions 　CaM concentration in brain tissues is increased

after hypoxic2ischemic injury and may be implicated in the pathogenesis of newborn rats with HIE. Cerebrolysin is

effective in protecting brain cells from further damage through its influence on cerebral CaM concentration.

　　Key words :　Brain hypoxia ; Brain ischemia ; Calmodulin ; Cerebrolysin ; Animal model

　　钙调蛋白 (Calmodulin , CaM) 是迄今已知的钙

结合蛋白中最重要的一种 ,作为钙离子的受体影响

细胞的多种功能。研究表明 ,许多脑部疾病与 CaM

含量异常有关[1 ,2 ] 。我们检测了 103 只大鼠脑组织

CaM 含量 ,研究侧脑室及肌内注射脑活素这两种不

同给药方法对 CaM 含量的影响 ,并通过病理切片和

透射电镜观察脑组织病理改变 ,以初步探讨 CaM 在

新生大鼠 HIE 发病过程中的地位及脑活素的作用

机制。

1 　材料和方法

1 . 1 　实验动物

选择生后 7 d 健康 SD 大鼠 103 只 ,体重 (14 ±

2)克。由本校动物中心提供 ( SPF) 动物。每次按同

窝随机分成 4 组。其中 (A) HIE 对照组 40 只 :侧脑

室注射生理盐水 (2. 5 ml/ kg) ; (B) 脑活素治疗 1 组

24 只 :侧脑室注射脑活素 (2. 5 ml/ kg) ; (C) 脑活素

治疗 2 组 24 只 :肌内注射脑活素 (2. 5 ml/ kg) ; (D)

正常对照组 15 只 :伪手术后不造成缺氧缺血 ( HI) 。

1 . 2 　主要试剂及仪器

脑活素针剂 :奥地利 ,依比威大药厂。CaM 试

剂盒由中国医学科学院基础所药理室提供。QAE2
Sephadex A225 ;瑞典 (Sweden , Pharmacia) 。液体闪

烁计数仪 : FJ22107。

1. 3 　新生 SD 大鼠 HIE模型的制作

将新生 SD 大鼠乙醚麻醉后取颈正中切口 ,结

扎左侧颈总动脉 ,先造成一侧半球不全缺血 ,休息 1 h

后 ,将其置于容器中 ,持续输入 8 %氧、92 %氮混合气

体入该容器 ,输入量为 2 L/ min 左右。容器另一端以

一塑料管与外界相通 ,以保持容器内压力与大气一致

及持续低氧状态。缺氧 2 h ,制成 HIE模型[3 ]。

1 . 4 　给药方法

侧脑室内注射药物的方法 :参照 Noble 法进行。

暴露大鼠颅骨 ,于前囟向后约1. 0 mm ,矢状缝

旁左侧1. 5 mm 处将 1 根外径0. 8 mm ,内径0. 5 mm

的不锈钢导管垂直插入颅骨下约2. 5～3. 5 mm ,见

脑脊液从导管流出 ,表明插入位置正确 ,此时即可进

行侧脑室内给药。

肌内注射药物的方法 :选择 SD 大鼠大腿外侧 ,

注射时垂直迅速刺入肌肉 ,回抽针栓如无回血 ,即可

进行注射。多选用5. 5号针头。

脑活素用量 :2. 5 ml/ kg ,每日 1 次。

1. 5 　CaM 检测方法

1. 5. 1 　样品采集及处理 　按分组和时间点将动物

断头取脑 ,定量称取脑组织 ,用 50 mM Tris2HCI 缓

冲液 (含 1 mM EGTA , p H 7. 0) 制成匀浆 (200 mg

脑组织/ ml) ,18000 rpm 离心 50 min ,取上清 ,100 ℃

煮沸 5 min ;再 12000 rpm 离心 30 min ,取上清 ,用

4. 5 mM CaCl2 水溶液对半稀释 ,4 ℃冰箱保存。

1. 5. 2 　CaM 含量测定 　按照文允镒等[4 ]的依赖环

核苷酸的磷酸二酯酶 ( PDE) 测定方法 ,用液体闪烁

计数仪先测定未添加样本的 PDE 活性计数 ,称为

PDE基本活性计数 ,再测定添加标准 CaM 的 PDE

活性计数 ,称为 PDE 最大活性计数 ,最后分别测定

添加了样本的 PDE 活性计数 ,根据这 3 个活性计数

推算出 CaM 含量。

1 . 6 　统计学处理

各组数据用 �x ± s 表示 ,完全随机设计资料采

用方差分析 ,两组间均数比较采用 L SD2t 检验。

2 　结果

2. 1 　PDE活性计数

PDE基本活性计数 : 10 319 , PDE 最大活性计

数 :69 612。

2. 2 　正常对照组、HIE模型各组及脑活素各治疗组

中 CaM 含量

HI 后不同时间内脑组织中 CaM 含量均高于正

常对照组 ,且差异有显著性 ( P < 0. 01) ,以 HI 后 24

h CaM 含量最高 ,随着时间推移有逐渐下降的趋

势。HI 后 3 d ,脑组织中 CaM 含量仍未降至正常 ,

与正常对照组比较 ,差异有显著性 ( P < 0. 01) 。脑

活素治疗组 :侧脑室及肌内注射脑活素各治疗组中
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CaM 含量均明显低于同期对照各 HIE 组 ( P <

0. 01) ,与正常对照组比较 ,差异无显著性意义 ( P

> 0. 05) 。侧脑室及肌内注射脑活素的效果比较 :治

疗后 24 h ,两组脑组织中 CaM 含量差异无显著性意

义 ( P > 0. 05) 。于治疗后 48 h ,两组有显著性差异

( P < 0. 05) ,见表 1。

表 1 　4组不同时间的脑组织中 CaM 含量比较 (μg/ g 脑组织)

Table 1 　CaM concentrations in brain tissues of newborn rats HIE　　( �x ± s ,μg/ g brain tissue)

组　别 n 立即 24 h 48 h 72 h

对照组 15 187. 63 ±54. 22

HIE 组 40 307. 15 ±57. 79a 521. 27 ±46. 04a 509. 52 ±35. 98a 421. 05 ±31. 81a

侧脑室注射组 24 435. 21 ±56. 17b 260. 38 ±32. 43b 197. 64 ±19. 21b

肌内注射组 24 441. 04 ±30. 66c 305. 39 ±32. 99c 217. 71 ±52. 89c

　　注 :a 与对照组比较 P < 0. 01 ; 　b 与 HIE 组比较 P < 0. 01 ; 　c 与侧脑室注射组比较 P < 0. 05

2 . 3 　各处理组脑组织的光镜及超微结构改变

正常新生大鼠的脑组织结构层次明显 ,皮质及

髓质界限清楚。神经细胞核清晰可见 ,核仁清楚 ,胞

浆丰富 ,可见 Nissl 小体。血管周围无水肿空隙区

(图 1) 。

HI 各组 ,脑组织层次结构较模糊 ,皮质及髓质

界限不清 ,部分区域神经细胞核固缩 ,着色加深 ,核

结构不易辨认 ,胞体缩小呈三角形 (图 2) 。胞浆

Nissl 小体明显减少 ,或仅见于细胞周边部分 ,提示

神经元出现变性、坏死。脑间质及血管周围水肿明

显 ,并可见新鲜出血灶。脑组织局部胶质细胞反应

性增生 ,并可见嗜神经细胞现象 (图 3) 。电镜下观

察 ,胞浆基质疏松变淡 ,核结构不清 ,出现核碎裂改

变。线粒体肿胀 ,嵴变短、变少甚至消失。内质网广

泛解体 ,离断、空泡变。血管基底膜增厚明显。

脑活素各治疗组的病理改变均明显轻于同期对

照各 HIE 组 ,表现在 :神经元变性不如 HIE 组广泛 ,

未见神经元坏死体现 ;胞浆 Nissl 小体减少不明显 ;

间质水肿及血管基底膜增厚不如 HIE 组明显 ;胶质

细胞反应性增生程度轻于 HIE 组 (图 4) 。

图 1 　正常神经细胞核仁清晰 ,胞浆丰富 ,可见 Nissl 小体

Figure 1 　Normal neuron had a clear nucleus

and the abundant cytoplasma

and contained Nissl body 　( ×100 , LM)

图 2 　HI 后 24 h 脑组织神经细胞核固缩 ,着色加深 ,核结构

不易辨认 ,胞体缩小呈三角形

Figure 2 　Characteristics of neuron in brain tissues

after HI for 24 h : nucleus were phknotic ,

color2deepened , and illegible ; the cyton was shrinked

into the shape of triangle 　( ×400 ,LM)

图 3 　HI 后 24 h 左侧下方可见神经元胞体周围被 5 个少突

胶质细胞围绕 ,即“嗜神经细胞”现象

Figure 3 　The cyton on the left side was surrounded

by 5 oligodendrocytes , which called“neuronophagia”,

in brain tissues after HI for 24 h　( ×400 , LM)
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图 4 　侧脑室注射脑活素48 h后 ,神经元变性坏死、间质水

肿、胶质细胞反应性增生程度和范围较轻

Figure 4 　After cerebrolysin treatment by

intracerebroventricular (i. c. v. ) for 48 h , the volume

of neuron degeneration , necrosis , intercellular edema

and neurogliocyte reactive hyperplasia

was reduced 　( ×400 , LM)

3 　讨论

　　CaM 是迄今已知的钙结合蛋白中最重要的一

种 ,广泛分布于各类真核细胞 ,作为 Ca2 + 的受体影

响细胞的多种功能。CaM 和 Ca2 + 的结合具有特异

性 ,并以 Ca2 +2CaM 复合物的形式发挥作用。近年

来研究表明 , HI 后的再灌流损伤中 ,神经细胞内

Ca2 + 超载是神经细胞坏死的重要原因。当胞浆

Ca2 +浓度过高、持续时间过久时 ,CaM 活性将异常

升高 ,可直接激活蛋白酶、酯酶、核酸内切酶等 ,从而

对脑细胞的结构和功能产生损害[5 ,6 ] 。

通过采用依赖环核苷酸的磷酸二酯酶的放射酶

法 ,测定脑组织样品中活性型 CaM 的含量 ,了解 HI

后脑细胞 Ca2 + 超载情况及 CaM 与脑 HI 性损害的

关系。结果表明 , HI 后短时间内即出现脑组织

CaM 含量明显增加 ,于伤后 24 h 达高峰 , HIE 对照

组 CaM 含量是正常组的2. 5倍。随时间进程 ,脑组

织中 CaM 含量逐渐降低 , HI 后 72 h , HIE 对照组

CaM 含量降至正常组的2. 0倍。关于 HI 后脑组织

中 CaM 含量增高的原因 ,可能与 HI 所导致的脑细

胞能量代谢障碍等因素使细胞膜发生损伤 ,引起其

通透性改变 ,加上缺氧使 A TP 合成减少 ,能量供应

不足使钙泵活性下降导致脑细胞内 Ca2 + 异常聚集 ,

即钙内流现象。另一方面 ,HI 使内质网调节能力受

损 ,导致细胞内 Ca2 + 储库释放 Ca2 + ,胞浆中 Ca2 + 浓

度急剧增加 ,充分激活细胞内 CaM。目前已明确 ,

至少有 20 种代谢酶类受 CaM 调节 ,这些酶的活性

改变可引起脑细胞代谢障碍 ,可进一步导致脑细胞

功能与结构损伤 ,甚至死亡[7 ] 。

本研究表明 ,脑活素可以明显降低新生大鼠 HI

性脑损伤时脑组织中 CaM 含量 ,可能通过此途径发

挥对脑细胞的保护作用。有研究认为脑活素主要是

通过促进蛋白质合成 ,提高腺苷酸环化酶活性而间

接调节神经细胞膜的通透性及酶活性 ,调节神经元

的生长 ,从而改善神经细胞的功能 ,使已发生紊乱的

脂质代谢正常化 ,神经细胞能量代谢恢复 ,内质网调

节能力提高 ,有助于钠 - 钾泵和钙泵活性恢复正常 ,

使神经细胞内 Ca2 +失衡得到纠正[8 ,9 ] 。本研究同时

发现侧脑室注射脑活素的治疗作用优于肌内注射的

治疗作用 ,这为临床探索脑活素的治疗用药新途径

提供了实验依据。
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