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摘　要　目的　揭示不同剂量 ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织神经细胞凋亡的影响及相关机制。方法　将 １７５只大鼠随

机分成假手术组、模型组、小剂量组、中剂量组和大剂量组，每组 ３５只，再根据 ２、６、１２ｈ、１、２、３和 ５天 ７个时间点分成 ７个亚组，

每组 ５只。采用 Ｆｅｅｎｅｙ自由落体损伤装置建立大鼠颅脑损伤模型。小剂量组、中剂量组和大剂量组大鼠分别按 ０．５、１和 ２ｍｇ／

ｋｇ剂量予 ＦＴＹ７２０腹腔注射，其他组大鼠腹腔注射 １ｍｌ生理盐水。检测各时间点海马组织凋亡神经细胞、ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性和

白介素 －１β、肿瘤坏死因子 －α及白介素 －６浓度。结果　模型组大鼠海马组织凋亡神经细胞比例、ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性和白介

素 －１β、肿瘤坏死因子 －α和白介素 －６浓度较假手术组显著升高，小剂量组、中剂量组和大剂量组大鼠海马组织上述指标均较

模型组显著下降，且作用效果呈现剂量依赖性。结论　ＦＴＹ７２０可能通过抑制中枢炎性反应从而减少颅脑损伤大鼠海马组织神

经细胞凋亡，且呈现剂量依赖性。
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　　药物是颅脑损伤后继发性脑损伤治疗的重要组
成部分之一，而抑制神经系统免疫反应是降低继发性

脑损伤的重要手段
［１，２］
。ＦＴＹ７２０是一种由冬虫夏草

抽提物中具有免疫作用的物质改造而成的新型免疫

抑制剂
［３］
。它对免疫抑制具有双向调节作用，在体

内抑制免疫反应发生的同时不削弱机体对病毒的免

疫应答及免疫记忆能力，进而不增加机体感染的发生

率
［４］
。ＦＴＹ７２０用于多发性硬化症和肾移植排斥反应

的治疗已进入临床试验阶段
［５］
。ＦＴＹ７２０可显著改善

蛛网膜下腔出血大鼠的认知功能
［６］
。笔者既往研究

发现，ＦＴＹ７２０可有效抑制颅脑损伤大鼠神经细胞凋
亡，改善大鼠神经功能

［７，８］
。无论如何，目前少有研

究揭示 ＦＴＹ７２０注射剂量和疗效的关系。本研究采
用不同剂量 ＦＴＹ７２０腹腔注射治疗大鼠颅脑损伤，观
察其对大鼠海马组织炎性反应及神经细胞凋亡的抑
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制作用，从而评价其疗效和剂量依赖关系。

材料与方法

１．材料：健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（南京大学模式动物研
究所），雄性，清洁级，体重２５０～３００ｇ；ＦＴＹ７２０（批号：
ＳＭＬ０７００，美国 Ｓｉｇｍａ公司）临用时根据用量以生理
盐水配成１ｍｌ注射液；酶标仪（型号：ＭＫ３，美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；白介素 －１βＥＬＩＳＡ试剂盒（批
号：Ｍ６０００Ｂ，美国 Ｒ＆Ｄ公司），肿瘤坏死因子 －α
ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号：ＭＴＡ００Ｂ，美国 Ｒ＆Ｄ公司），白
介素 －６ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号：ＭＬＢ００Ｃ，美国 Ｒ＆Ｄ公
司）；ＴＵＮＥＬ试剂盒（批号：ＭＫ１０２４，武汉博士德生物
工程有限公司）；ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性检测试剂盒（批
号：Ｔ９２８１，美国 Ｌｉｖｅｍｏｒｅ公司）。

２．动物处理方法：将 １７５只大鼠随机分成假手
术组、模型组、小剂量组、中剂量组和大剂量组，每组

３５只；再根据２、６、１２ｈ、１、２、３和５天７个时间点分成
７个亚组，每组５只。大鼠予 ５０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠腹
腔麻醉后，在右侧冠状缝后１ｍｍ、中线旁开２ｍｍ处切
开头皮，钻一直径 ５ｍｍ骨孔，采用 Ｆｅｅｎｅｙ自由落体
损伤装置，用４０ｇ重的击锤从 ２５ｃｍ处自由坠落冲击
撞杆，打击深度５ｍｍ，缝合头皮。假手术组大鼠切开
头皮，颅骨钻孔后缝合头皮，不作外力打击。假手术

组和模型组大鼠手术操作完成前 ０５ｈ腹腔注射 １ｍｌ
０．９％氯化钠注射液，小剂量组、中剂量组和大剂量组
大鼠手术操作完成前 ０．５ｈ按 ０．５、１和 ２ｍｇ／ｋｇ剂量
腹腔注射 ＦＴＹ７２０。在手术操作完成后 ２、６、１２ｈ、１、
２、３和５天，每个亚组大鼠以 ８０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠腹
腔注射深度麻醉，断头处死，分离海马组织。大鼠受

外力打击后有一过性的呼吸抑制，０．５ｈ内基本恢复
正常。各组大鼠手术操作后有少量死亡，大鼠死亡后

补充成活大鼠，保证每亚组５只大鼠。
３．指标检测：采用 ＴＵＮＥＬ法检测大鼠海马组织

凋亡神经细胞，细胞核染色呈棕黄色或棕红色定义为

细胞染色阳性，在 Ｏｌｙｍｐｕｓ－ＣＨ光学显微镜下计算
１０个高倍镜视野，每个视野计数 １００个细胞，总计
１０００个细胞，计算平均阳性率（％）。采用四肽荧光
底物法检测大鼠海马组织 ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性，以未
加脑组织时的荧光强度为参照值，计算荧光强度，最

终比较相对荧光强度。采用 ＥＬＩＳＡ法测定大鼠海马
组织肿瘤坏死因子 －α、白介素 －１β和白介素 －６浓
度，结果表示为 ｐｇ／ｍｇ脑组织。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进
行统计分析，指标测定均重复 ３次，数据以均数 ±标

准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较应用单变量方差分析，
组间两两比较采用 ＬＳＤ法，多组多个时间点的比较
采用重复测量方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果

１．ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织凋亡神经细
胞比例的影响：从图１可知，模型组大鼠海马组织凋
亡神经细胞比例较假手术组显著升高（Ｐ均 ＜０．０５），
小剂量组、中剂量组和大剂量组大鼠海马组织凋亡神

经细胞比例较模型组显著降低（Ｐ均 ＜０．０５），大剂量
组大鼠海马组织凋亡神经细胞比例较小剂量组显著

下降（Ｐ均 ＜０．０５），而小剂量组和中剂量组或中剂量
组和大剂量组大鼠海马组织凋亡神经细胞比例比较，

差异均未有统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５）。经重复测量
方差分析，ＦＴＹ７２０对神经细胞凋亡的抑制作用呈现
剂量依赖性（Ｐ均 ＜０．０５）。

图 １　ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织凋亡

神经细胞比例的影响

与模型组比较，Ｐ＜０．０５；与小剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

２．ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织 ｃａｓｐａｓｅ－
３蛋白活性的影响：从图 ２可知，模型组大鼠海马
组织 ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性较假手术组显著升高（Ｐ
均 ＜００５），小剂量组、中剂量组和大剂量组大鼠海
马组织 ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性较模型组显著降低（Ｐ
均 ＜００５），大剂量组大鼠海马组织 ｃａｓｐａｓｅ－３蛋
白活性较小剂量组显著下降（Ｐ均 ＜０．０５），而小剂
量组和中剂量组或中剂量组和大剂量组大鼠海马组织

ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性比较，差异无统计学意义（Ｐ均 ＞
００５）。经重复测量方差分析，ＦＴＹ７２０对 ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白活性的抑制作用呈现剂量依赖性（Ｐ均 ＜０．０５）。
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图 ２　ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织

ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白活性的影响

与模型组比较，Ｐ＜０．０５；与小剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

３．ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织肿瘤坏死因
子 －α浓度的影响：从图 ３可知，模型组大鼠海马组
织肿瘤坏死因子 －α浓度较假手术组显著升高（Ｐ
均 ＜０．０５），小剂量组、中剂量组和大剂量组大鼠海
马组织肿瘤坏死因子 －α浓度较模型组显著降低（Ｐ
均 ＜０．０５），大剂量组大鼠海马组织肿瘤坏死因子 －
α浓度较小剂量组显著下降（Ｐ均 ＜０．０５），而小剂量
组和中剂量组或中剂量组和大剂量组大鼠海马组织

肿瘤坏死因子 －α浓度比较，差异无统计学意义（Ｐ
均 ＞０．０５）。经重复测量方差分析，ＦＴＹ７２０对海马组
织肿瘤坏死因子 －α浓度的抑制作用呈现剂量依赖
性（Ｐ均 ＜０．０５）。

图 ３　ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织肿瘤

坏死因子 －α浓度的影响

与模型组比较，Ｐ＜０．０５；与小剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

４．ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织白介素 －６
浓度的影响：从图４可知，模型组大鼠海马组织白介
素 －６浓度较假手术组显著升高（Ｐ均 ＜０．０５），小剂
量组、中剂量组和大剂量组大鼠海马组织白介素 －６
浓度较模型组显著降低（Ｐ均 ＜０．０５），大剂量组大鼠
海马组织白介素 －６浓度较小剂量组显著下降（Ｐ
均 ＜０．０５），而小剂量组和中剂量组或中剂量组和大
剂量组大鼠海马组织白介素 －６浓度比较，差异无统
计学意义（Ｐ均 ＞０．０５）。经重复测量方差分析，
ＦＴＹ７２０对海马组织白介素 －６浓度的抑制作用呈现
剂量依赖性（Ｐ均 ＜０．０５）。

图 ４　ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织

白介素 －６浓度的影响

与模型组比较，Ｐ＜０．０５；与小剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

５．ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织白介素 －
１β浓度的影响：从图 ５可知，模型组大鼠海马组织
白介素 －１β浓度较假手术组显著升高（Ｐ均 ＜
００５），小剂量组、中剂量组和大剂量组大鼠海马组织
白介素 －１β浓度较模型组显著降低（Ｐ均 ＜０．０５），
大剂量组大鼠海马组织白介素 －１β浓度较小剂量组
显著下降（Ｐ均 ＜０．０５），而小剂量组和中剂量组或中
剂量组和大剂量组大鼠海马组织白介素 －１β浓度比
较，差异无统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５）。经重复测量方
差分析，ＦＴＹ７２０对海马组织白介素 －１β浓度的抑制
作用呈现剂量依赖性（Ｐ均 ＜０．０５）。

讨　　论
颅脑损伤是一种常见的外伤形式，预后往往不理

想。原发性脑损伤和继发性脑损伤共同作用影响颅

脑损伤患者的预后。使用药物可减轻继发性脑损伤，

从而改善患者预后。炎性反应和细胞凋亡是颅脑损

伤后继发性脑损伤的重要机制。一般来说，颅脑损伤

·８９·
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图 ５　ＦＴＹ７２０对颅脑损伤大鼠海马组织

白介素 －１β浓度的影响

与模型组比较，Ｐ＜０．０５；与小剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

可激活中枢神经系统胶质细胞，从而大量释放肿瘤坏

死因子 －α、白介素 －１β和白介素 －６等细胞因子，
进而激活凋亡蛋白 ｃａｓｐａｓｅ－３。ｃａｓｐａｓｅ－３作为凋亡
执行者，可直接降解胞内结构蛋白和功能蛋白，引起

凋亡
［９～１３］

。因此，抑制炎性反应，降低细胞凋亡可减

少继发性脑损伤，从而改善颅脑损伤预后。ＦＴＹ７２０
由冬虫夏草抽提物中具有免疫抑制作用的 ＩＳＰ－Ｉ进
行结构改造而成的，属于鞘氨醇 －１－磷酸盐受体阻
滞剂

［３］
。ＦＴＹ７２０作为一种新型的免疫抑制剂，在体

外以无活性的形式存在，在体内需经鞘氨醇激酶 ２磷
酸化而转化为具有生物活性的 ＦＹ７２０异构体而发挥
作用

［４］
。目前，ＦＴＹ７２０在临床上主要用于治疗肝肾

器官移植后的排斥反应及皮炎、重症肌无力等免疫紊

乱／障碍疾病［５］
。

既往研究已经显示，ＦＴＹ２０治疗动物脑损伤具有
显著效果，可显著抑制神经系统炎性反应，抑制神经

细胞凋亡，改善神经功能
［６～８］

。ＦＴＹ７２０用于动物（主
要是大鼠）急性出血性、外伤性或缺血性脑损伤治疗

时均选择 １ｍｇ／ｋｇ剂量［１４～１６］
。本研究进一步分析

ＦＴＹ７２０治疗颅脑损伤大鼠的剂量依赖关系。本研究
发现，０．５、１和２ｍｇ／ｋｇＦＴＹ７２０腹腔注射均显著抑制
大鼠海马组织神经细胞凋亡和 ｃａｓｐａｓｅ－３活性，同时
也降低脑组织肿瘤坏死因子 －α、白介素 －１β和白介
素 －６浓度。重复测量方差显示 ＦＴＹ７２０治疗大鼠颅
脑损伤存在剂量效应关系。ＦＴＹ７２０可降低体外培养
的胶质细胞分泌炎性因子，阻止大鼠脑外伤后炎性细

胞在皮质的聚集，抑制大鼠脑出血后脑内淋巴细胞浸

润，从 而 表 现 中 枢 神 经 系 统 抗 炎 作 用
［１４，１７，１８］

。

ＦＴＹ７２０也能有效地抑制大鼠短暂性脑缺血后神经细
胞的死亡和降低大鼠脑出血后脑水肿，改善脑功

能
［１５，１６］

。因此笔者推测，ＦＴＹ７２０抑制大鼠颅脑损伤
后神经凋亡效果显著，且存有疗效 －剂量依赖关系，
而它的作用机制可能与 ＦＹＴ７２０的中枢神经系统抗
炎作用有关。

Ｂｕｄｄｅ等［１９］
首次发现了 ＦＴＹ７２０有相对较长的

吸收时相，药物半衰期为 ８９～１５７ｈ。这也说明了本
研究 ＦＴＹ２０一次用药可以保持 ５天疗效的原因。为
了确保药物早期应用从而增加疗效，本研究把 ＦＴＹ２０
的用药时间定在了实验性创伤之前。当然，用药时间

不符合临床实际情况，这是本研究的缺陷。因此，不

同用药时间对 ＦＴＹ２０药效的影响有待于进一步研究
证实。
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有丰富的锌离子。这些锌离子被发现可以在突触活

动中扮演神经递质的角色来调节神经元的兴奋性。

本实验的原子吸收光谱技术结果发现，ＮＰＰ组的脊髓
后角锌离子的含量明显降低，说明在小鼠学习记忆及

自主性行为发生障碍的同时控制感觉传递的脊髓后

角中锌离子含量降低，且 ＬＺｎ－ＮＰＰ组锌离子更低，
且机械痛阈更低，说明锌离子参与了脊髓后角的痛觉

传递及对小鼠的学习记忆具有保护作用，但如何对小

鼠学习记忆起保护作用需要基因分子水平的研究，锌

离子如何参与痛觉传递需开展深入探讨。
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