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ＢＤＮＦ对非心源性缺血性脑卒中大鼠
海马神经元细胞凋亡的影响

王会林　刘德全　杨　虹

摘　要　目的　探讨脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）对非心源性缺血性脑卒中大鼠海马神经元细胞凋亡的影响及作用机制。

方法　４５只大鼠留取 １０只为假手术组，３５只建立非心源性缺血性脑卒中模型，建模成功 ３１只，随机分为模型组 １０只、空载组

１０只、ＢＤＮＦ组 １１只。空载组、ＢＤＮＦ组分别向蛛网膜下腔注入含有 ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＮＣ、ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＢＤＮＦ脂质体质粒复合物，

模型组和假手术组注入 ０．９％氯化钠溶液。５天后观察大鼠学习和记忆能力、海马组织病理形态变化及海马神经元细胞凋亡情

况；检测海马组织中 ＢＤＮＦ、酪氨酸受体激酶 Ｂ（ＴｒｋＢ）、磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、丝氨酸 －苏氨酸蛋白激酶（ＡＫＴ）ｍＲＮＡ及蛋白

表达、ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ表达变化。结果　ＨＥ染色显示模型组、空载组神经元排列紊乱，出现变性神经元；ＢＤＮＦ组神经元损伤轻微。

与假手术组比较，模型组、空载组、ＢＤＮＦ组水迷宫实验逃避潜伏期、目标象限停留时间均缩短，穿越平台次数均减少，海马神经元

凋亡率均升高，海马组织中 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＰＩ３ＫｍＲＮＡ及蛋白相对表达量，ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ均降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组、空载组比

较，ＢＤＮＦ组水迷宫实验逃避潜伏期、目标象限停留时间延长，穿越平台次数增加，海马神经元凋亡率降低，海马组织中 ＢＤＮＦ、

ＴｒｋＢ、ＰＩ３ＫｍＲＮＡ及蛋白相对表达量、ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ升高（Ｐ＜０．０５）。结论　上调 ＢＤＮＦ表达可减少非心源性缺血性脑卒中大鼠

海马神经元细胞凋亡，其机制可能是通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路发挥保护作用。

关键词　脑源性神经营养因子　脑卒中　海马神经元　凋亡

中图分类号　 Ｒ７４３．３１　　　　文献标识码　 Ａ　　　　ＤＯＩ　１０．１１９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３５４８Ｘ．２０２０．０９．０２２

ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＤＮＦｏｎＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｉｐｐｏｃａｍｐａｌＮｅｕｒｏｎｓｉｎＮｏｎ－ｃａｒｄｉａｃＩｓｃｈｅｍｉｃＳｔｒｏｋｅＲａｔｓａｎｄＩｔｓＭｅｃｈａｎｉｓｍ．　ＷａｎｇＨｕｉｌｉｎ，ＬｉｕＤｅ

ｑｕａｎ，ＹａｎｇＨｏｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＬｕｏｙａｎｇＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｎａｎ４７１０００，Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ（ＢＤＮＦ）ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎ

ｎｏｎｃａｒｄｉａｃｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｒａｔｓａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙｆｉｖｅｒａｔｓ，１０ｗｅｒｅｒｅｓｅｒｖｅｄｆｏｒｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，３５ｗｅｒｅ

ｆｏｒｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆａｎｏｎ－ｃａｒｄｉａｃｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｍｏｄｅｌ，ｔｈｉｒｔｙｏｎｅｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｍｏｄｅｌｅｄａｎｄｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ１０ｒａｔｓｉｎ

ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，１０ｒａｔｓｉｎｔｈｅｎｏ－ｌｏａｄｇｒｏｕｐ，ａｎｄ１１ｒａｔｓｉｎｔｈｅＢＤＮＦｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｎｏ－ｌｏａｄｇｒｏｕｐａｎｄＢＤＮＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＮＣａｎｄｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＢＤＮＦｌｉｐｏｓｏｍｅｐｌａｓｍｉｄｃｏｍｐｌｅｘｅｓｉｎｔｏｔｈｅｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｓｐａｃｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｗａｓ

ｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ａｆｔｅｒ５ｄａｙｓ，ｔｈｅｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｒａｔｓ，ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉ

ｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ，ａｎｄＢＤＮＦ，ｔｙｒｏｓｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅＢ（ＴｒｋＢ）ａｎｄ

ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ），ｓｅｒｉｎｅ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＡＫＴ）ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏ－ｌｏａｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｉｓｏｒｄｅｒ

ｅｄａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｎｅｕｒｏｎｓａｐｐｅａｒｅｄ．ＴｈｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＢＤＮＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｌｉｇｈｔｌｙｉｎｊｕｒｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，

ｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，ｑｕａｄｒａｎｔｓｔａｙｔｉｍｅｗｅｒｅｓｈｏｒｔｅｄ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｏｆｔｈｅｗａｔｅｒｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｔｈｅ

ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢＤＮＦ，ＴｒｋＢ，ＰＩ３ＫｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｐ－ＡＫＴ／

ＡＫＴｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｏ－ｌｏａｄｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅＢＤＮＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ

ｎｏ－ｌｏａｄｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，ｑｕａｄｒａｎｔｓｔａｙｔｉｍｅｗｅｒｅｐｒｏｌｏｎｇｅｄ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｏｆｔｈｅｗａｔｅｒ

ｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＤＮＦ，ＴｒｋＢ，ＰＩ３ＫｍＲＮＡ

ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｃａｎ

ｒｅｄｕｃｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｎｅｕｒｏｎｓｉｎｎｏｎ－ｃａｒｄｉａｃｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｒａｔｓ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｂｙａｃｔｉｖａ

ｔｉｎｇｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｐｌａｙａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ；Ｓｔｒｏｋｅ；Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

·２０１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．９　　



　　非心源性缺血性脑卒中是临床常见多发的脑血
管疾病，发生率、致残率、复发率和致死率均较高

［１］
。

各种原因引起脑血管损害，导致局部血液供应障碍，

引发脑组织功能障碍，对应神经功能缺失，进而发展

成为脑卒中
［２，３］
。脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ

ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）对神经系统具有营养作用，
可以保护神经元免受损伤，对神经元的生存、生长和

发育至关重要
［４，５］
。研究表明，脑卒中患者血清中

ＢＤＮＦ含量显著降低，与认知障碍有关，应用 ＢＤＮＦ
基因治疗缺血性脑卒中具有潜在应用价值

［６］
。本研

究通过基因转染将外源 ＢＤＮＦ注入缺血脑组织，观察
ＢＤＮＦ对脑卒中大鼠的影响，并探讨其调控机制，以
期为临床治疗缺血性脑卒中提供新思路和新方法。

材料与方法

１．实验动物：ＳＤ雄性大鼠４５只，ＳＰＦ级，６～７周
龄，平均体质量 ２３０±２０ｇ，购自北京维通利华实验动
物技术有限公司，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）
２０１６－００１１，温度２４±１℃，光照 １２ｈ／黑暗 １２ｈ，购入
后适应性饲养１周。

２．药物、试剂和仪器：真核表达质粒 ｐＧｅｎｅｓｉＩ－
１－ＮＣ、ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＢＤＮＦ（武汉市晶赛技术有限公
司），ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），兔抗大鼠 ＢＤＮＦ多抗、酪氨酸受体激酶 Ｂ（ｔｒｏ
ｐｏｍｙｏｓｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅＢ，ＴｒｋＢ）多抗、磷脂酰肌醇 ３
激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）多抗、丝
氨酸 －苏氨酸蛋白激酶（ｓｅｒｉｎｅ－ｔｈｒｅ－ｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）多抗、ｐ－ＡＫＴ多抗、山羊抗兔 ＩｇＧ－
ＨＲＰ（英国 Ａｂａｃｍ公司），ＺＳ－００１ｍｏｒｉｓｓ水迷宫（北
京众实迪创科技发展有限公司）。

３．建立模型：依据文献［７］，采用改良 Ｌｏｎｇａ线栓
法制备缺血性脑卒中大鼠模型。各组大鼠称重后用

水合氯醛（１０％）按 ３ｍｌ／ｋｇ体质量腹腔注射进行麻
醉。麻醉成功后，取 ３５只大鼠，剪开左侧颈部皮肤，
钝性分离肌群，暴露并游离颈总动脉、颈外动脉、颈内

动脉，结扎颈总动脉近心端和颈外动脉，夹闭颈内动

脉远端，在距颈总动脉 １ｃｍ处切开一小口，将鱼线自
颈总动脉插入颈内动脉，至出现阻力，深度 １８ ～
２０ｍｍ，线栓即到达并阻塞左侧大脑中动脉开口处，扎
紧动脉残端缝合伤口，消毒伤口以防感染。待大鼠清

醒后放入笼中单独饲养，参照文献［８］对大鼠神经功
能进行评分：０＝活动正常，无神经功能缺损症状；１＝
对侧前爪不能完全伸展；２＝爬行时向偏瘫侧旋转；
３＝行走时向对侧倾倒；４＝意识丧失，不能自发行走；

５＝死亡。得分３～４分的大鼠视为建模成功，建模成
功大鼠 ３１只随机分为模型组 １０只，空载组 １０只，
ＢＤＮＦ组１１只。其余 １０只大鼠为假手术组，阻塞线
插入颈内动脉深度约５ｍｍ，剩余步骤同上。

４．干预方法：建模成功 １ｈ后，将 ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－
ＮＣ／ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＢＤＮＦ与 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００充分
混匀，制成脂质体质粒复合物，室温静置 ２０ｍｉｎ；ＢＤ
ＮＦ组和空载组分别将含有 ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＢＤＮＦ和
ｐＧｅｎｅｓｉＩ－１－ＮＣ的脂质体质粒复合物缓慢注入大鼠
蛛网膜下腔，同时腹腔注射 ３００００Ｕ青霉素以防感
染，假手术组和模型组注入０．９％氯化钠溶液。

５．水迷宫实验：干预 ５天后，进行水迷宫实验观
察大鼠学习和记忆能力。水迷宫水池直径 １２０ｃｍ，高
６０ｃｍ，水深 ２５ｃｍ，水温 ２３±１℃，将水迷宫分为 ４个
象限，在第 ３象限正中放置直径 １０ｃｍ，高 ２３ｃｍ的圆
形平台。定位航行实验：将大鼠面向池壁依次放入各

个象限入水点，记录大鼠在 ６０ｓ内找到平台的时间
（逃避潜伏期），超过６０ｓ未找到记为６０ｓ，每天训练 ２
次，间隔１５ｍｉｎ，共训练５天，第 ６天记录各组大鼠逃
避潜伏期。空间探索试验：第 ７天撤出平台，任选一
相同入水点将大鼠面向池壁放入水中，记录其 ６０ｓ目
标象限的停留时间以及跨越平台次数。

６．ＨＥ染色以及 ＴＵＮＥＬ染色：水迷宫实验结束
后，处死大鼠，断头取脑，剥离左侧海马组织于 １０％
中性甲醛中固定２４ｈ后，脱水、浸蜡、包埋、切片，常规
ＨＥ染色，封片后置于显微镜下观察海马组织病理变
化情况并拍照。取海马组织切片，按照 ＴＵＮＥＬ试剂
盒说明书进行染色，置于显微镜下观察，计算凋亡细

胞百分率，凋亡率（％）＝凋亡神经元数／神经元总
数 ×１００％。

７．ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ蛋白表达水
平的检测：取海马组织７０ｍｇ，加入裂解液，冰上匀浆，
低温离心后取上清，１００℃水浴 ５ｍｉｎ，进行蛋白变性，
冷却后 ＢＣＡ法蛋白定量，实施 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后，
转至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，加入 ＢＤＮＦ、
ＴｒｋＢ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ及 β－ａｃｔｉｎ一抗，摇床 ４℃封闭过
夜，加 ＨＲＰ－ＩｇＧ二抗，室温封闭 ２ｈ，加入 ＥＣＬ发光
液，暗室曝光、显影，采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带
灰度值。

８．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２４．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，多样本比较采用单因素方差分析，两两样本比较

采用 ＳＮＫ－ｑ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
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意义。

结　　果
１．学习记忆能力：与假手术组比较，模型组、空载

组、ＢＤＮＦ组逃避潜伏期、目标象限停留时间均缩短，

穿越平台次数均减少（Ｐ＜０．０５）；与模型组、空载组
比较，ＢＤＮＦ组逃避潜伏期、目标象限停留时间延长，
穿越平台次数增多（Ｐ＜０．０５）；模型组与空载组上述
指标比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。

表 １　大鼠学习记忆能力（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 逃避潜伏期（ｓ） 目标象限停留时间（ｓ） 穿越原平台次数（次）

假手术组 １０ ９．２１±１．０２ ４８．３５±５．０１ １６．２４±１．７５
模型组 １０ ２８．６４±２．９８ ２０．３１±２．１６ ５．６１±０．６２

空载组 １０ ２９．０１±３．０９ ２１．８１±２．３２ ５．７９±０．７５

ＢＤＮＦ组 １１ １６．４８±１．７４＃△ ３７．５９±３．８１＃△ １０．４８±１．３１＃△

Ｆ １７０．２７３ １４４．８７４ １７４．５７７
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５；与空载组比较，△Ｐ＜０．０５

　　２．海马区病理学变化：ＨＥ染色显示，假手术组
神经元形态规则、排列紧密、染色质均匀；模型组神

经元排列紊乱，出现大量变性神经元，胞体缩小、胞

核固缩、胞质嗜酸性增强深伊红染色，成为红色神

经元；空载组神经元排列紊乱，有大量红色神经元，

与模型组病理形态相似；ＢＤＮＦ组神经元排列散乱，
红色神经元减少，较模型组、空载组神经元损伤轻

微（图 １）。

图 １　海马 ＣＡ１区病理学变化（ＨＥ，×４００）
Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．空载组；Ｄ．ＢＤＮＦ组

　

　　３．海马神经元凋亡率：假手术组、模型组、空载
组、ＢＤＮＦ组海马神经元凋亡率分别为 １０３％ ±
０１２％、２２７１％ ±２３８％、２１３４％ ±２２７％、１０５９％ ±
１２３％。与假手术组比较，模型组、空载组、ＢＤＮＦ组
海马神经元凋亡率均升高 （ｔ＝２８７６９、２８２５４、

２４４１５，Ｐ＝００００）；与模型组、空载组比较，ＢＤＮＦ组
海马神经元凋亡率降低（ｔ＝１４８７１、１３６７５，Ｐ＝
００００）；模型组、空载组海马神经元凋亡率比较，差异
无统计学意义（ｔ＝１３１７，Ｐ＝０２０４，图２）。

图 ２　大鼠海马 ＣＡ１区神经元凋亡情况（ＴＵＮＥＬ，×４００）
Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．空载组；Ｄ．ＢＤＮＦ组

　

　　４．海马组织中 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表
达：与假手术组比较，模型组、空载组、ＢＤＮＦ组 ＢＤ
ＮＦ、ＴｒｋＢ、ＰＩ３Ｋ蛋白相对表达量及 ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ均
降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组、空载组比较，ＢＤＮＦ组
ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＰＩ３Ｋ蛋白相对表达量及 ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ
均升高（Ｐ＜０．０５）；模型组与空载组 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、

ＰＩ３Ｋ蛋白相对表达量及 ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３）。

讨　　论
随着神经科学技术的发展，脑血管病的研究获得

了巨大进步，但缺血性脑卒中致残率和病死率依然很

高，目前尚无普遍实用的治疗方法
［９］
。发生缺血性
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图 ３　ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白水平的变化

Ａ．蛋白印迹；Ｂ．ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平；

与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，
＃Ｐ＜０．０５；与空载组比较，△Ｐ＜０．０５

　
脑卒中时，脑局部血管受损引起神经功能障碍，伴有

神经元凋亡与功能缺失，对缺血组织针对性治疗可有

效减少脑卒中危害。近年来研究发现，一些神经营养

因子在脑组织发生缺血时可以有效减少神经细胞凋

亡，保护缺血后神经组织损伤
［１０，１１］

。因此，通过外源

神经营养因子对脑部缺血组织进行治疗，有利于神经

组织修复和再生，为缺血性脑卒中患者后期康复改善

提供可能性方法。

缺血性脑卒中发生时伴有感觉、运动和认知障

碍，表现为偏瘫以及神经系统定位症状和体征，还可

以导致言语、记忆等认知功能障碍，严重者甚至发生

痴呆，对患者预后有重要影响。ＢＤＮＦ与神经元的生
存、生长及分化过程关系密切，是神经系统发育过程

中的关键信号分子，对神经系统的发育至关重要。研

究表明，在合并性癫痫和抑郁模型大鼠海马中 ＢＤＮＦ
表达显著降低，引发神经功能障碍

［１２］
。Ｚｈａｎｇ等［１３］

及 Ｗｕ等［１４］
研究证实，增加 ＢＤＮＦ表达可促进大脑

神经元生成，提高神经学、运动活动和脑病理评分，降

低病死率。Ｒａｖｉｎａ等［１５］
研究表明，向大脑递送 ＢＤ

ＮＦ可以减少神经炎症，恢复神经功能缺陷。本研
究成功建立缺血性脑卒中大鼠模型，过表达 ＢＤＮＦ
后，大鼠逃避潜伏期、目标象限停留时间显著延长，

穿越平台次数显著增多，ＨＥ镜检神经元损伤较模
型组轻微，同时神经元细胞凋亡率显著降低，提示

ＢＤＮＦ可以减少脑卒中神经元细胞凋亡，促进神经
元细胞修复和再生，具有保护神经元细胞、减少神

经损伤的作用。

ＢＤＮＦ可以作为信号转导通路的配体，特异性与
受体 ＴｒｋＢ结合，促进神经元细胞发育、分化和再生，
对神经元存活发挥重要作用

［１６，１７］
。ＢＤＮＦ结合 ＴｒｋＢ

后可以激活多条下游信号转导通路，其中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路对抗细胞凋亡有积极作用，对神经元生长起着重

要作用。研究发现，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路在多种缺血性损
伤中起着重要作用，可保护神经细胞功能，减少缺血

损伤
［１８，１９］

。Ｙａｎｇ等［２０］
研究表明，通过激活 ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ信号通路可减少纹状体神经元细胞凋亡，保护
神经细胞。Ｊｉａｎｇ等［２１］

研究发现，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路激活可增强大鼠学习和记忆能力。本研究过表达

ＢＤＮＦ后，ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ｐ－ＡＫＴ蛋白水平显著升高，
提示过表达 ＢＤＮＦ通过结合 ＴｒｋＢ，激活下游 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路，保护神经元细胞，改善认知能力。

综上所述，过表达 ＢＤＮＦ可减少缺血性脑卒中海
马神经元细胞凋亡，保护神经元细胞，其机制可能是

通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路发挥保护作用，为临床治疗
脑卒中提供新思路。
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