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　　【摘要】　目的　观察丁苯肽软胶囊（商品名：恩必普，ＮＢＰ）对大鼠短暂局灶性脑缺血再灌注后神经功
能缺损、脑梗死体积及核转录因子（ＮＦ唱κＢ）表达的影响。 方法　４４ 只大鼠随机分为缺血再灌注（ ＩＲ）组和
ＮＢＰ治疗组，ＮＢＰ治疗组于模型制作前 ４ ｄ，每天给予恩必普胶囊（４００ ｍｇ· ｋｇ －１ · ｄ －１）灌胃。 线栓法建立大
鼠短暂局灶性脑缺血再灌注模型，缺血 ２ ｈ、再灌注 ２４ ｈ及 ４８ ｈ分别进行神经功能缺损评分，ＴＴＣ染色测定
脑梗死体积，免疫组化染色检测脑缺血区 ＮＦ唱κＢ 的阳性表达。 结果　（１）ＮＢＰ 干预治疗降低脑缺血再灌注
大鼠神经功能缺损评分。 （２）ＮＢＰ 明显减轻缺血再灌注后的脑组织损伤，再灌注 ２４ ｈ 脑梗死体积减少
３５畅６％。 （３）ＮＢＰ显著降低脑缺血再灌注后 ２４、４８ ｈ缺血区 ＮＦ唱κＢ的表达。 结论　ＮＢＰ能够降低 ＮＦ唱κＢ的
表达及减轻脑组织损伤，减轻神经功能缺损，有脑保护作用。
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　　大量实验研究［１唱２］
表明，急性脑缺血后缺血区存在

以黏附分子表达、炎症细胞浸润及大量细胞因子释放
为特征的免疫炎症反应，这进一步加重缺血神经元损
伤。 核转录因子（ＮＦ唱κＢ）作为一种氧化应激反应转录
因子，激活后转位进入细胞核，参与许多基因表达的调
控，被认为是脑缺血后炎症反应生、发展的 “扳机
点”［３唱４］ 。 恩必普活性成分为 ｄＩ唱３唱正丁基苯酞，动物实
验研究证明［５唱６］ ，ｄＩ唱３唱正丁基苯酞软胶囊对动物急性缺
血性卒中具有多种机制的干预作用。 本研究应用恩必
普软胶囊干预治疗脑缺血再灌注大鼠，探讨其神经保

护作用机制。

材料与方法

一、材料
选取健康雄性 ＳＤ大鼠 ４４ 只，体质量 ２８０ ～３２０ ｇ，

由南京医科大学实验动物中心提供。 ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 大鼠
ＩｇＧ单抗（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司生产，北京中山公司分装）、
即用型 ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒（购于武汉博士德生物
工程有限公司），氯化 ２，３，５唱三苯四氮唑（ＴＴＣ，购于上
海生化试剂公司），恩必普（丁苯肽）软胶囊（购于石药
集团恩必普药业有限公司）。
二、方法
１．动物分组：４４ 只大鼠随机分为缺血再灌注组

（２２ 只）和丁苯肽软胶囊治疗组（２２ 只），每组又分为大
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脑中动脉闭塞 ２ ｈ再灌注 ２４ ｈ及 ４８ ｈ两组，每组各 １１
只，其中 ６只大鼠取脑后行 ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 免疫组化染色，
５只取脑后行 ＴＴＣ染色。

２．大鼠大脑中动脉闭塞模型：脑缺血模型制作参
照 Ｌｏｎｇａ 等［７］

的线栓法。 将大鼠用 １０％水合氯醛
０畅３ ｍｌ／１００ ｇ腹腔注射麻醉，颈部正中切口，从右颈外
动脉断端将 ４唱０单股外科尼龙线（用火将头端烧圆）插
入右颈内动脉颅内段，深度距颈总动脉分叉约 １８ ｍｍ。
以大鼠清醒后左前肢不能完全伸展或爬行时向左侧转

圈为模型成功标准。 缺血 ２ ｈ后，在乙醚麻醉下拔出尼
龙线恢复血流，形成再灌注。 丁苯肽软胶囊组大鼠于
模型制作前 ４ ｄ每天 ９ 点按照体重进行恩必普软胶囊
混悬液（４００ ｍｇ· ｋｇ －１· ｄ －１ ）灌胃，缺血再灌注组同上
法灌胃生理盐水。

３．神经功能缺损评分：分别于再灌注后 ２４ ｈ、
４８ ｈ，参考经典 Ｌｏｎｇａ 法［７］

对大鼠进行神经功能缺损程

度评分。 神经功能缺损评分标准为：０ 分，无神经功能
缺损症状，活动正常；１ 分，轻微神经功能缺损，不能完
全伸展对侧前爪；２分，中度局灶性神经功能缺损，爬行
时出现向对侧转（追尾现象）；３ 分，重度局灶性神经功
能缺损，行走时身体向对侧倾斜；４ 分，不能自发行走，
意识水平下降。

４．切片制作及观察：分别于再灌注后 ２４ ｈ、４８ ｈ，
将大鼠用 １０％水合氯醛深度麻醉，经升主动脉灌注肝
素化生理盐水 ５ ｍｉｎ，去除血液，继以含 ４％多聚甲醛的
０畅１ ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液 ４００ ｍｌ灌注固定，取脑继续在上
述固定液中后固定 ２４ ｈ。 从视交叉吻合端至尾端冠状
连续切片，片厚 ３ ｍｍ。 切片常规梯度乙醇脱水、透明、
浸蜡、包埋后，做石蜡切片 ２张，片厚 ５ μｍ，进行 ＮＦ唱κＢ
ｐ６５免疫组化染色。 高倍镜下（ ×４００）随机观察缺血
区域不重叠的 ３ 个视野，计数 ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 胞质或胞核
阳性细胞数。

５．脑梗死体积测定：分别于再灌注后 ２４ ｈ、４８ ｈ，
１０％水合氯醛深麻醉下，快速开胸暴露心脏，经升主动
脉快速灌注 ３７ ℃肝素化生理盐水 ２５０ ｍｌ，断头取脑，
将脑放入－２０ ℃冰箱冷冻 １０ ｍｉｎ至脑变硬，从大脑半
球额极至枕极用特制切脑模具连续冠状切片 ６ 片，片

厚 ２ ｍｍ。 将脑片放入 ２％ＴＴＣ 磷酸缓冲液中，３７ ℃避
光孵育 ３０ ｍｉｎ，继续将脑片置于含 ４％多聚甲醛的
０畅１ ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液中避光后固定 ２４ ｈ，数码相机拍
照。 利用病理图像分析软件 Ｓｃｉｏｎ Ｉｍａｇｅ 分别测出梗死
面积及缺血侧半球面积，梗死体积＝梗死面积×厚度。
为了减小实验操作误差及水肿的影响，我们以相对梗
死体积，即梗死体积占半球体积百分比（Ｖ％）表示，
Ｖ％＝梗死体积／缺血半球体积×１００％［８］ 。

三、统计学方法
观察数据以均数 ±标准差（珋x ±s）表示，用 ＳＰＳＳ

１７畅０ 统计软件进行 t 检验分析。 P ＜０畅０５ 为差异有统
计学意义。

结　　果

１．大鼠的神经行为学评分：大脑中动脉闭塞 ２ ｈ
再灌注后 ２４、４８ ｈ，缺血再灌注组大鼠神经功能缺损评
分别分：缺血再灌注 ２４ ｈ 组 ２畅５５ ±０畅６９、缺血再灌注
４８ ｈ组 ２畅６４ ±０畅５０；丁苯肽软胶囊组对应时点评分分
别为 ２畅１８ ±０畅７５、２畅２７ ±０畅４７。 和缺血再灌注组相比，
丁苯肽软胶囊组再灌注 ２４ ｈ 及 ４８ ｈ 神经功能缺损均
有所改善，差异均有统计学意义（均 P ＜０畅０１）。 见
表 １。

２．丁苯肽软胶囊对大脑中动脉闭塞大鼠脑梗死体
积的影响：经 ＴＴＣ染色后，脑梗死区呈苍白色。 大脑中
动脉闭塞 ２ ｈ再灌注 ２４ ｈ、４８ ｈ，缺血再灌注组相对梗
死体积分别为（０畅３６５ ±０畅０７５）Ｖ％、（０畅３１５ ±０畅０６１ ）
Ｖ％，丁苯肽软胶囊组对应时点相对梗死体积分别为
（０畅２３５ ±０畅０５２）Ｖ％、（０畅２９５ ±０畅０４６）Ｖ％。 和缺血再
灌注 ２４ ｈ组比较，丁苯肽软胶囊 ２４ ｈ组脑梗死体积减
少 ３５畅６％（P ＜０畅０５）；和缺血再灌注 ４８ ｈ组相比，丁苯
肽软胶囊 ４８ ｈ组梗死体积虽有所减少，但差异无统计
学意义（P ＞０畅０５）。 见表 １，图 １。

３．丁苯肽软胶囊对大脑中动脉闭塞大鼠脑缺血后
ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 蛋白表达变化的影响：ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 阳性反应
主要表现为胞质或胞核的棕黄色深染，在缺血再灌注
组缺血对侧可见极少量弱阳性反应的神经元和血管内

皮细胞。 大脑中动脉闭塞 ２ ｈ再灌注 ２４ ｈ及 ４８ ｈ，缺
表 1　各组 ＮＦ唱κＢ ｐ６５、梗死体积、神经功能评分比较（珋x ±s）

组别
ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 种

珋x ±s t值 P 值

梗死体积

Ｖ％，珋x ±s t值 P值

神经功能评分

珋x ±s t 值 P 值

缺血再灌注 ２４ ｈ 组 ６８ 貂貂畅５ ±８ 靠畅６ ３ 貂貂畅６３７ ０ 父父畅００７ ０ ,,畅３６５ ±０ F畅０７５ ２ 悙悙畅４２５ ０ SS畅０４２ ２ AA畅５５ ±０ 3畅６９ ３ 换换畅４９１ ０ 11畅００８

丁苯肽软胶囊 ２４ ｈ组 ５２ 貂貂畅６ ±６ 靠畅８ ０ ,,畅２３５ ±０ F畅０５２ ２ AA畅１８ ±０ 3畅７５

缺血再灌注 ４８ ｈ 组 ４６ 貂貂畅２ ±７ 靠畅４ ５ 貂貂畅５１６ ０ 父父畅００３ ０ ,,畅３１５ ±０ F畅０６１ １ 悙悙畅６６８ ０ SS畅９７０ ２ AA畅６４ ±０ 3畅５０ ３ 换换畅７９５ ０ 11畅００５

丁苯肽软胶囊 ４８ ｈ组 ３２ 貂貂畅３ ±５ 靠畅４ ０ ,,畅２９５ ±０ F畅０４６ ２ AA畅２７ ±０ 3畅４７
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血再灌注组缺血侧可见大量 ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 蛋白表达阳性
反应，主要分部在缺血中心区的细胞核上，其细胞形态
类似小胶质细胞；缺血半暗带区分部相对较少，主要在
血管壁和部分神经元胞质中。 丁苯肽软胶囊组，与缺
血再灌注组相比，再灌注 ２４ ｈ及 ４８ ｈ两个时间点 ＮＦ唱
κＢ ｐ６５ 蛋白表达阳性均有所减少，差异均有显著性（均
P ＜０畅０１）。 见表 １，图 ２。

讨　　论

脑缺血后的再灌注既可挽救濒临死亡的神经细

胞，又可加重缺血细胞的损伤，甚至导致细胞死亡，此
称为再灌注损伤。 有研究［９］

发现，再灌注阶段的损伤
占整个损伤的 ７０％以上，因此，应用有效药物抑制缺血
再灌注后的脑组织损伤，有着十分重要的临床意义。
本实验应用与临床人类缺血性脑卒中相类似的大鼠大

脑中动脉阻塞模型，观察丁苯肽软胶囊对脑缺血再灌
注后 ＮＦ唱κＢ表达变化影响，探讨其抗炎症反应的神经
保护作用机制。

ＮＦ唱κＢ是一种核转录因子，属于 Ｒｅｌ 蛋白家族，有
５ 种亚单位：ＲｅｌＡ （ ｐ６５）、ＲｅｌＢ、 ｃ唱Ｒｅｌ、 ｐ１０５／ｐ５０ （ＮＦ唱
κＢ１）和 ｐ１００／ｐ５２（ＮＦ唱κＢ２）。 一般静息状态下，ＮＦ唱κＢ
与 ＩκＢ形成受体／配体复合物（ＮＦ唱κＢ／Ｉκ），以无活性体
形式存在于胞质中。 当细胞受刺激后，在蛋白激酶作
用下，ＩκＢ发生磷酸化并与 ＮＦ唱κＢ 解离，ＮＦ唱κＢ 活化即
可快速移位进入胞核内，引起靶基因转录表达。 ｐ６５ 组
成的同源或异源二聚体是 ＮＦ唱κＢ 主要活性形式，在激
活靶基因转录过程中起着重要作用［３］ ，因此，本研究选
择能够识别 ｐ６５亚单位核内表位的单克隆抗体来检测

脑缺血再灌注后被激活并定位于胞核的核转录因子

ＮＦ唱κＢ 水平，这可以在转录水平探讨丁苯肽对脑缺血
大鼠的抗炎症反应神经保护作用机制。

本研究发现，大脑中动脉闭塞 ２ ｈ 后，缺血侧大脑
半球 ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 免疫反应活性增强，显著高于非缺血
侧。 阳性反应主要定位于缺血中心区域的细胞胞核
内，细胞形态类似小胶质细胞；在缺血半暗带区和远隔
区域 ＮＦ唱κＢ ｐ６５ 阳性反应较弱，主要表达在散在的血
管内皮细胞和神经元上。 脑缺血后细胞死亡可分为坏
死和凋亡。 在严重缺血的缺血中心区域以细胞坏死为
主，而在缺血中心区与正常组织交界的半暗带区以细
胞凋亡为主。 缺血中心区神经胶质细胞 ＮＦ唱κＢ表达增
加可能刺激前炎症细胞因子、黏附分子表达，促进循环
中的中性粒细胞浸润入脑缺血区域，加速中心区域组
织坏死；而在缺血半暗带区神经元 ＮＦ唱κＢ 表达增强可
能通过增强组织氧代谢、耗氧量及 ＮＯ、兴奋性氨基酸
和氧自由基细胞毒性等级联反应，促进神经细胞凋亡
的发生。

ＮＦ唱κＢ表达增加，促进包括黏附分子在内的各种
炎症因子的表达，介导脑缺血后循环中的中性粒细胞
黏附并穿越内皮、浸润入缺血区脑组织，促进缺血区炎
症反应，这奠定了缺血区脑组织由缺血性损伤向炎症
性损伤转变的基础。 本实验通过丁苯肽软胶囊提前干
预治疗，发现大脑中动脉闭塞 ２ ｈ，再灌注 ２４ ｈ及 ４８ ｈ
丁苯肽软胶囊组缺血区 ＮＦ唱κＢ表达均显著低于缺血再
灌注组，神经功能缺损评分明显改善，这可能是丁苯肽
软胶囊神经保护作用机制的一方面；同时，丁苯肽软胶
囊干预治疗后，再灌注 ２４ ｈ脑梗死体积明显缩小，与缺
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血再灌注组相比，脑梗死体积缩小 ３５畅６％。
已有学者

［１０唱１１］
研究证实通过抑制 ＮＦ唱κＢ的表达可

以显著减轻梗死动物模型的缺血性脑损伤，但由于抗
体价格昂贵且有排斥作用，应用于临床尚不成熟。 多
年动物实验研究证实

［５唱６，１２］ ，ｄＩ唱３唱正丁基苯酞可增加缺
血区脑血流量和改善脑缺血区微循环，缩小局灶性脑
缺血后的梗死灶，保护线粒体功能，促进新生突触的形
成和受损神经的修复，减轻神经功能损伤的程度。 丁
苯肽软胶囊Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期临床研究结果表明该药对急性
缺血性卒中疗效显著，具有良好的安全性［１３唱１４］ ，枟中国
急性缺血性脑卒中诊治指南 ２０１０枠推荐其在脑梗死急
性期应用

［１５］ 。 本研究结果显示，丁苯肽软胶囊可以显
著降低大脑中动脉闭塞 ２ ｈ 后缺血区 ＮＦ唱κＢ 的表达，
减轻脑缺血再灌注后的脑组织损伤，脑梗死体积减少，
神经功能缺损改善，这显示了丁苯肽软胶囊抗脑缺血
后再灌注损伤的脑保护作用，为丁苯肽软胶囊临床合
理应用提供了更多理论支持。
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