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他克莫司对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠海马\=0C>:表达的影响

周艳"熊英"袁三英

!四川大学华西第二医院儿科"四川 成都%?!##>!#

%%!摘%要"%目的%新生儿缺氧缺血性脑损伤(WO@T)是新生儿期常见病#具有较高的致死率和神经系统致残

率#目前尚无有效干预措施% 新型的免疫抑制剂他克莫司(Sa<#?)已在成年动物缺血性脑损伤模型中显示神经保

护作用#目前尚无新生动物模型研究% 该研究旨在探讨 Sa<#? 对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠海马生长相关蛋白

(\=0C>:)表达的影响% 方法%B 日龄 A/32MR-CT2̀5-N大鼠随机分为假手术组$WO@T组和 Sa<#? 干预组#WO@T组

和干预组制备WO@T模型#干预组缺氧后即刻腹腔内注射Sa<#? ! .MH_M#连续注射 : 1% 大鼠分别于缺氧后 "> '#

B" '#B 1#!> 1 断头取脑#切片行苏木精C伊红染色及免疫组化 P)J(L(+) 法检测海马 \=0C>: 的表达% 结果%同

WO@T组相比#干预组神经细胞灶性坏死减少% WO@T组海马 \=0C>: 的表达较假手术组增加#在缺氧后 B" ' 至

!> 1 差异有显著性意义(9c#6#<)% 干预组海马\=0C>: 的表达在缺氧后 B 1 达到高峰#与 WO@T组相比#在缺氧

后 B" '$B 1表达增加#差异有显著性(9c#6#<)% 结论%Sa<#? 可能对WO@T新生大鼠具有神经保护作用%

!中国当代儿科杂志##EEI#!!$!%&^G Ĥ F"

!关%键%词"%缺氧缺血性脑损伤,Sa<#?, \=0C>:,新生大鼠

!中图分类号"%;9::%%!文献标识码"%=%%!文章编号"%!##8 988:#("##$)#! 9##?< 9#>

O332-+'3+/-&'0,51*')(&'9+7M/**'-,/+286&'+2,)MP$ 2<6&2**,'),)+727,66'-/561*

'3)2')/+/0&/+*9,+7746'<,-M,*-725,-:&/,)8/5/(2

J7/+83)# 6"/0*8%)-# 8+40.3)&8%)-L12;3<=>2)=,?92E%3=<%CG# .2C,)E K2G=:D%)3 7,G;%=3@,?.%CD(3) +)%H2<G%=A#

:D2)-E( ?!##>!# :D%)3 (#>3%@& V%,)-A%)-">?^A3D,,LC,>LC))

%%?:*+&/-+& @:A2-+,.2%O..R)+LR//3-LL2),,2I3+5(.RL(Sa<#? ) '2LL'+̀) )-R3+/3+,-I,(J--UU-I,L+) 'N/+[(IC

(LI'-.(IK32() 12.2M-(WO@T) () ,'-21R5,2)(.25.+1-56E'(LL,R1N()J-L,(M2,-1 '̀-,'-3Sa<#? '2L2/3+,-I,(+) 2M2()L,

WO@T() )-+)2,2532,LKN-[2.()()MM3+̀,'C2LL+I(2,-1 /3+,-()C>: (\=0C>:) -[/3-LL(+) () ,'-'(//+I2./RL6B2+7'8*%

7()-,NCL([L-J-)C12NC+51 A/32MR-CT2̀5-N32,L̀ -3-32)1+.5N1(J(1-1 (),+,'3--M3+R/L& L'2.C+/-32,(+)# WO@T2)1 Sa<#?

(),-3J-),(+) M3+R/6WO@T 2̀L()1RI-1 () ,'-52,-3,̀+M3+R/L6E'-Sa<#? (),-3J-),(+) M3+R/ 2̀L(),32/-3(,+)-255N()]-I,-1

(̀,' Sa<#? (..-1(2,-5N2U,-3WO@T# 2,21+L2M-+U! .MH_M12(5N# U+3,'3--12NL6E'-WO@TM3+R/ 2̀L()]-I,-1 (̀,'

)+3.25L25()-6O..R)+'(L,+I'-.(I25,-I')(I25̀ 2L2//5(-1 ,+-[2.()-\=0C>: -[/3-LL(+) () ,'-'(//+I2./RL"> 2)1 B"

'3L2)1 B 2)1 !> 12NL2U,-3WO@T6C2*10+*%&+./23-1 (̀,' ,'-WO@TM3+R/# '-.2,+[N5()C-+L() L,2()()ML'+̀-1 2,,-)R2,-1

)-R3+)25)-I3+L(L() ,'-Sa<#? (),-3J-),(+) M3+R/6O) ,'-WO@TM3+R/# ,'--[/3-LL(+) +U\=0C>: ()I3-2L-1 L(M)(U(I2),5NB"

'3L# 2)1 B 2)1 !> 12NL2U,-3WO@TI+./23-1 (̀,' ,'2,() ,'-L'2.C+/-32,(+) M3+R/6E'-\=0C>: -[/3-LL(+) () ,'-Sa<#?

(),-3J-),(+) M3+R/ 2̀LL(M)(U(I2),5N'(M'-3,'2) ,'2,() ,'-WO@TM3+R/ B" '3L2)1 B 12NL2U,-3WO@T6>')-01*,')*%

Sa<#? .(M','2J-)-R3+/3+,-I,(J--UU-I,L2M2()L,WO@T() )-+)2,2532,L6

!>7,)D >')+256%28,/+&# #EEI# !! (!)&^G Ĥ F"

%%J24 9'&8*&%WN/+[(IC(LI'-.(IK32() 12.2M-, Sa<#?, \3+̀,'C2LL+I(2,-1 /3+,-()C>:, 7-+)2,2532,L

%%他克莫司(,2I3+5(.RL#Sa<#?)是一种新型强效

免疫抑制剂#适用于肝$肾$心等器官移植术后的移

植物排斥反应% 后来的研究发现#Sa<#? 还具有神

经保护作用#在脑缺血$中风模型中能减少梗死灶范

围#改善认知及行为能力!!#""

% 在外周神经损伤中#

能促进轴突的萌出$轴索的延长并加快其生长速

度!:"

% 同时#由于其能很好地透过血脑屏障#作为

一种神经保护药物#Sa<#? 引起了人们的关注% 但

是#Sa<#? 对缺血性脑损伤作用的研究仅限于成年

动物#而有关Sa<#? 在新生大鼠缺氧缺血性脑损伤

'<?'
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('N/+[(IC(LI'-.(IK32() 12.2M-#WO@T)中的作用尚

未见报道%

生长相关蛋白 (M3+̀,' 2LL+I(2,-1 /3+,-()C>:#

\=0C>:)又称@C<##S!#//>?#0<B#神经调节素#是一

种胞膜磷酸蛋白质#与神经系统的发育$神经突触连

接重建和可塑性以及再生密切相关% 转基因小鼠脑

内\=0C>: 过度持续表达#能引起正常范围之外的

中枢神经系统轴突末端自发性的出芽反应!>"

#而同

源重组后不表达\=0C>: 的小鼠则会出现轴突生长

和路径寻找的畸形!<"

% 目前认为 \=0C>: 是神经再

塑$再生的分子标志物%

本研究旨在探讨Sa<#? 对WO@T新生大鼠海马

\=0C>: 表达的影响#了解其是否具有神经保护作用

及其可能的作用机制#为临床使用提供参考%

!"材料与方法

!Z!"缺氧缺血模型的制备及NJGE^ 干预方案

B 日龄 A/32MR-CT2̀5-N大鼠(购自四川省医学

科学院动物实验中心)$? 只随机分为假手术组(分

离右侧颈总动脉#不结扎和低氧处理)#WO@T组和

Sa<#?(普乐可复#! .Qn< .M#爱尔兰藤泽制药)干

预组% 后两组吸入乙醚麻醉#分离并结扎右侧颈总

动脉#缝合皮肤后空气中恢复 #6< m" '#然后置于自

制低氧舱#以 " QH.()的速度通入氮氧混合气体(氧

浓度为 8b)" '#制备 WO@T模型% 缺氧完成后#干

预组腹腔内注射用生理盐水稀释的Sa<#? ! .MH_M#

WO@T组腹腔内注射等量生理盐水#之后每天注射 !

次#共 : 1%

!6#"标本的制备

各组动物于缺氧后 "> '#B" '#B 1#!> 1 行心脏

灌注#断头取脑% 所取脑组织经 >b多聚甲醛固定

"> '以上#石蜡包埋#经视交叉后 " m? ..冠状切

面切取组织(含海马)#切片行苏木精C伊红染色及免

疫组化染色%

!6$"免疫组化检测

组织切片经过固定及脱石蜡处理#\=0C>:(购

自北京博奥森生物技术有限公司)经枸橼酸缓冲液

微波修复#一抗浓度为 !n>##% >p过夜#:Bp复温

:# .()#0@A 振洗后滴加抗兔 P)J(L(+) 液(购自北京

中山生物技术有限公司 )% :Bp 孵育 ?# .()#T=@

显色%

!6P"图像分析

F5N./RLZCEX!XC" 图像采集系统采图#每张切

片于放大 >## 倍镜下海马随机选取 " 个不同的视野

采图#棕黄色为阳性表达% O.2M-C03+05RL>6< 图像

分析软件对图像进行分析%

!6G"统计学分析

各组各时点的免疫组织化学染色的阳性结果选

择积分光密度((),-M32,-1 +/,(I251-)L(,N# OFT)作为

参数进行统计分析% 统计分析方法为单因素方差分

析#统计分析工具为 A0AA !!6# 软件包#计量数据用

均数d标准差(VdG)表示#9c#6#< 为差异具有显

著性%

#"结果

#Z!"NJGE^ 对缺氧缺血性大鼠脑组织病理改变的

影响

苏木精C伊红染色光学显微镜观察&与 WO@T组

相比#干预组神经元水肿$坏死减轻#无明显的成片

细胞死亡现象(图 !)%

#Z#"$ 组大鼠海马\?%MP$ 的表达

\=0C>: 染色阳性表达于神经元胞浆$胞膜及其

周围神经纤维#呈棕黄色% 假手术组海马从 "> '

(生后 8 1)起即有\=0C>: 表达#随日龄增加表达逐

渐增加#至 B 1(生后 !> 1)达到高峰% WO@T组海马

的\=0C>: 在缺氧缺血后 B" ' 表达增加#于 B 1 达

到高峰#至 !> 1 仍维持在较高水平#同假手术组相

比#WO@T组海马\=0C>: 的表达在 B" '#B 1和 !> 1

差异有显著性意义 (9c#6#<)% 干预组海马的

\=0C>: 的表达变化趋势与 WO@T组一致#于缺氧缺

血后 B" ' 表达增加#B 1 达到高峰#与假手术组相

比#在 B" '#B 1 和 !> 1 差异有显著性意义(9c

#6#<),与WO@T组相比#在 B" ' 和 B 1 差异有显著

性意义(9c#6#<)#(表 !#图 ")%

%% 表 !"$ 组大鼠不同时间\?%MP$ 表达@K值
() h8# VdG)

"> ' B" ' B 1 !> 1

假手术组 > "?>6>! d""86:: > :8>6"8 d>!#6<" ? B>#68! d"?#68< " #?<6<B d"8B6BB

WO@T组 > !<>6": d!8!6B8

!! :$B6?# d?<86B$

2

!B <B$6>8 d?"!6:$

2

!? <!:6<! d<886$#

2

治疗组 > #886"" d!?B6<8

"! >##6?< d! #<?6#!

K

"B !B#6#> d: <>86#<

K

!? ?8!6"> d! :>86B!

%%2&与假手术组比较#9c#6#<,K&与WO@T组比较#9c#6#<

'??'
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%%图 !"大鼠脑组织病理改变 $苏木精M伊红染色aPEE%*

?&正常组 ? '#海马细胞排列整齐,T&WO@T后 "> '#海马神经元水肿#缺

失, >&Sa<#? 干预组 "> '#海马细胞间隙宽#细胞水肿不明显%

%%图 #"$ 组大鼠海马\?%MP$ 表达$免疫组化aPEE%*

?&假手术组 B 1# 海马&=! 区可见\=0C>: 阳性表达于胞浆及神经

纤维网#棕黄色为阳性表达, T&WO@T组 B 1#海马&=! 区可见\=0C>: 表达较假手术组增加#棕黄色为阳性表达, >&Sa<#? 组 B 1#海

马&=! 区可见\=0C>: 表达较WO@T组增加#棕黄色为阳性表达, K&假手术组 B 1#海马 &=" 区 \=0C>: 阳性表达于胞浆及神经纤维

网#棕黄色为阳性表达, O&WO@T组 B 1#海马&=" 区\=0C>: 表达较假手术组增加#棕黄色为阳性表达, N&Sa<#? 组 B 1#海马 &=" 区

\=0C>: 表达较WO@T组增加#棕黄色为阳性表达%

$"讨论

新生儿缺氧缺血性脑病(WOP)是足月新生儿致

死和神经系统致残的主要原因之一% B 日龄大鼠

WO@T模型是被广泛采用的新生儿窒息的动物模

型% 海马是神经元高度集中的部位#从低等动物到

人#是脑部结构中最有规则的部位#也是研究得最深

入的一个部位#具有中枢神经系统的典型特性#一直

被认为是研究脑损伤的生理功能和病理变化机制的

代表部位%

Sa<#? 是一种新型强效免疫抑制剂#广泛用于

肝$肾$心等器官移植% !$$> 年#A'23_-N

!?"首次报道

了Sa<#? 可改善大鼠由中风引起的局灶性大脑缺

血损伤% 此后大量实验对 Sa<#? 在脑缺血中作用

进行了研究% "##< 年 G2I5-+1 等!""对 Sa<#? 在中

风动物模型中神经保护作用的有效性进行了系统回

顾和G-,2分析#共有 "$ 个实验包括 ! B<$ 个动物纳

入研究% 结果发现 Sa<#? 有效性点估计值为

:!6:b($<b的可信区间为 "B6"b m:<6>b)#有明

确的神经保护作用% 目前尚无 Sa<#? 在新生动物

脑损伤模型作用的报道%

\=0C>: 是一种胞膜磷酸蛋白质#在神经元的发

育和再生过程中#\=0C>: 伴随着轴突的生长在神经

组织内大量合成% 本研究显示#假手术组 \=0C>:

在缺氧缺血后 "> '(生后 8 1)表达逐渐增加#至缺

氧缺血后 B 1(生后 !> 1)达到高峰#缺氧缺血后

!> 1(生后 "! 1)仍有表达#而这一时期正是轴突生

'B?'
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长$延伸及终末分支形成的关键时期#支持 \=0C>:

是参与神经发育$突触形成的重要物质这一观点%

本研究还显示#WO@T新生大鼠海马 \=0C>: 在

缺氧缺血后 B" '表达增加#于 B 1达到高峰#至 !> 1

仍维持在较高水平,与假手术组相比#WO@T组海马

\=0C>: 的表达在 B" '$B 1和 !> 1差异有显著性意

义#这与鲁利群等!B"

#黄玉春等!8" 的研究相似%

\=0C>: 主要存在于已分化定型并开始轴突生长的

神经元中#位于突触前膜#在膜上与钙调蛋白(&2G)

结合#参与 \蛋白的相互作用以及神经递质的释

放#并作用于胞吞H胞吐过程% \=0C>: 能通过加速

生长锥基部胞浆膜的扩展而促进轴突生长#诱导生

长锥的生长和促进膜扩展#其表达水平调节着生长

锥的形态和轴突的长出#是损伤后中枢神经系统可

塑性损伤修复的重要物质!$"

% WO@T新生大鼠

\=0C>: 表达增加可能与中枢神经系统损伤后自身

修复与再生有关%

本研究将Sa<#? 按 ! .MH_M腹腔内注射 : 1 对

WO@T新生大鼠进行干预#结果显示 Sa<#? 能减轻

WO@T大鼠的神经细胞水肿及坏死#提示 Sa<#? 对

WO@T新生大鼠具有保护作用% 同时#本研究还显

示#Sa<#? 能增加 WO@T新生大鼠海马缺氧缺血后

\=0C>: 的表达% G21L-)等!!#"在大鼠脊髓损伤模型

中使用Sa<#? 干预#结果发现Sa<#? 可增加损伤后

脊髓 \=0C>: 的表达并促进神经再生#认为 Sa<#?

能促进受损的中枢神经系统 \=0C>: 的表达#与本

研究结果相似#提示 Sa<#? 可能在中枢神经系统损

伤时具有促进神经再生和修复的作用% Sa<#? 能增

加WO@T新生大鼠海马缺氧缺血后\=0C>: 的表达#

提示其可能在中枢神经系统损伤时具有促进神经再

生和修复的作用%

但是#Sa<#? 的神经保护作用机制尚不清楚%

Sa<#? 促进\=0C>: 活化的途径#\+51 等!!!"认为与

Sa@0C<" 有关% Sa@0C<" 是 Sa@0(Sa<#? K()1()M

/3+,-()#Sa<#? 结合蛋白)家族的一员#Sa<#? 通过

与其受体Sa@0相结合发挥作用% Sa@0C<"#又被称

为Sa@0C<$$WL/C<?#是成熟的类固醇受体复合物的

分子伴侣成分#与 WL/C$# 二聚体及 /":$受体分子

共同构成类固醇受体复合物% \+51 等!!!"的研究显

示#抑制类固醇受体复合物的解聚可中和 Sa<#? 及

其衍生物对体外培养的 AWCAk<k的促进轴突延长

的作用% 使用 Sa@0C<" 拮抗剂可验证其是否抑制

Sa<#? 的神经保护作用#但目前尚无该拮抗剂%

Sa<#? 现已用于人的器官移植$神经退行性疾

病等#其脂溶性高#能很好地透过血脑屏障#动物实

验显示其神经保护的治疗时间窗长!!"

#故被认为是

治疗神经系统损伤非常有前景的药物% 同时#目前

的研究还显示#Sa<#? 的神经保护作用与其免疫抑

制作用无关#没有免疫抑制作用的 Sa<#? 衍生物#

如\0OC!#>?

!!""

#已在动物模型中证实同样具有神经

保护作用#故开发无免疫抑制作用的 Sa<#? 衍生物

是当前研究的重点%
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