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依达拉奉对大鼠重型弥漫性脑创伤后

细胞外信号调节激酶1／2信号通路的影响

赵雅宁 郭霞 高俊玲 陈海红 田艳霞 崔建忠

【摘要】 目的 探讨依达拉奉对重型弥漫性脑刨伤(TBI)的保护作用及其机制。方法 273只雄性SD

大鼠按随机数字表法分为对照组(45只)、模型组(88只)及依达拉奉低剂量组(72只)、高剂量组(68只)。采用

重物撞击致大鼠TBI模型。伤后1、6、24、48和72 h，在光镜和电镜下观察脑组织病理变化}用蛋白质免疫印

迹法(Western blotting)检测磷酸化细胞外信号调节激酶1／2(ERKl／2)表达}用免疫组化法和原位末端缺刻

标记法(TUNEL)检测神经细胞凋亡情况。伤后7～10 d应用水迷宫对大鼠学习记忆能力进行评定。结果与

对照组比较，伤后6、24、48、72 h海马区部分神经细胞出现变性、坏死，1、6、24、48 h磷酸化ERKl／2表达水平

(pg／U)显著增高(分别为：2．05士o．40、4．40士O．96、6．70士O．87、3．67士o．28比o．40士o．04、O．41士0．05、

O．43士o．06、o．40士o．03)，6、24、48、72 h神经细胞凋亡数(个)明显增多(分别为：9．60士2．69、12．68土2．99、

16．94士3．92、25．82士4．61比2．42士o．38、2．58士o．57、2．74士o．56、2．61士O．58)，7～10 d大鼠搜索安全岛

潜伏期(s)延长(分别为：119．8士25．O、105．6士24．5、98．5士21．8、92．o士19．5比49．5士7．5、32．7士6．3、

25．8士6．5、24．8士5．5，均P<o．05)。应用依达拉奉干预后，脑组织损伤程度、磷酸化ERKl／2表达水平降低，

神经细胞凋亡数回降，大鼠搜索安全岛潜伏期缩短(依达拉奉低剂量组磷酸化ERKl／2表达6、24、48 h分别

为：2．46士O．22、4．oo士O．84、2．38士o．32，高剂量组分别为：1．67土0．15、1．86士o．38、1．27士o．28；依达拉奉

低剂量组凋亡细胞数6、24、48、72 h分别为：5．20士1．23、7．10士1．72、9．54士1．36、14．12土3．19，高剂量组分

别为：3．40士o．49、4．39士o．73、5．02士1．12、8．78士2．16；依达拉奉低剂量组潜伏期7～10 d分别为：94．8土

22．8、65．2±19．O、62．O士16．7、59．5士15．6，高剂量组分别为：81．5±20．7、55．4士18．5、40．o士12．3、32．2士

11．o，均尸<o．05)；其中依达拉奉高剂量更为显著(均P<o．05)。结论依达拉奉对TBI有保护作用，其机制

与对伤后ERKl／2、神经细胞凋亡通路的调控有关。

【关键词】脑创伤，弥漫性}细胞外信号调节激酶；凋亡，学习}记忆
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【Abst翔ct】 objecHve To study the protective effect of edaravone on severe tr丑umatic brain injury

(TBI)and its potential mechanism．Methods Two hundred and seventy—three male Sprague—Dawley(SD)

rats were divided randomly into four groups：control group(以=45)，model group(挖=88)，low—dose

edaravone treatment group(以=72)，high—dose edaravone treatment group(咒一68)． TBI rat model was

reproduced by weight—dropping injury． 0ne，6，24，48 and 72 hours after injury，changes in brain tissue

were observed with light and eIectron microscopy． The expression of phosphorylated extracenular

signal—regulated kinase 1／2(p—ERKl／2)was determined by Western blotting．The rate of neuron apoptosis

was observed with immunohistochemistry and terminal一deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end

labeling(TUNEL)method．Leaming and memory function assessment8 were performed with Morris water

ma冼from 7th day to 10th day after injury． Results(bmpared with control group，a part of neurons in

hippocampus displayed histopathologic changes denoting necrosis 6，24，48 and 72 hours after injury． The

p—ERKl／2 expression level(pg／unit)increased 1，6，24，48 hours after injury(2．05±O．40，4．40士O．96，

6．70士O．87，3．67士O．28 vs．O．40士O．04，0．41士O．05，0．43士0．06，O．40士O．03)，and the number of

apoptotic cells irlcreased 6，24，48，72 hours after injury(9．60土2．69，12．68士2．99，16．94士3．92，25．82士

4．61 vs．2．42土O．38，2．58士O．57，2．74士O．56，2．61士O．58)}latent period to find the safety platform(s)

was significantly prolonged(119．8土25．O，105．6士24．5，98．5士21．8，92．0士19．5 vs．49．5士7．5，32．7士

6．3，25．8士6．5，24．8士5．5，aU．P<O．05)．After treatmem with edaravo眦，the degree of morph0109ical

injury，p—ERKl／2 level and number of apoptotic neurons decreased，latent period to find the safety platfom
was significantly shortened (in low—dose edaravone treatment group， p—ERKl／2 expression level at

6，24，48 hours was 2．46士O．22，4．00±O．84，2．38士O．32，and in high—dose edaravone treatment group

was 1．67士O．15，1．86士O．38，1．27土O．28；in low—dose edaravone treatment group，the apoptotic cells at

6，24，48，72 hours was 5．20士1．23，7．10土1．72，9．54士1．36，14．12士3．19，and in high—dose edaravo鹏

treatment group was 3．40士O．49，4．39士O．73，5．02士1．12，8．78士2．16；in low—dose edaravoIle treatment
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group，latent period to find the safety platform at 7—10 days was 94．8士22．8，65．2士19．O，62．O±16．7，

59．5士15．6，and in high—dose edaravone treatment group it was 81．5士20．7，55．4士18．5，40．O士12．3，

32．2士11．O，all P<O．05)．High—dose edaravone showed a better effect(all P<O．05)．ConcIusioⅡ

Edaravone gives good therapeutic effect on severe TBI，and the molecular mechanism is related to attenuation

of ERK1／2 pathway and neuronal apoptosis following severe brain trauma．

【Key words】 Traumatic brain injury， ExtracelluIar signal—regulated kinase； Apoptosis； Learnirlg}

Memory

重型弥漫性脑创伤(TBI)是神经外科急危重症

之一，其病死率和致残率极高，目前尚无有效的治疗

措施。由于TBI病理损伤的特殊性，大多数患者不

适于手术，因此，神经保护剂的选择尤为重要。依达

拉奉就是一种新型氧自由基清除剂，临床资料显示，

其对脑缺血和脑出血有很好的治疗作用，但其应用

尚处在初步探索阶段。细胞外信号调节激酶1／2

(ERKl／2)是丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)家族成

员，被认为是信号转导的关键调控点。有研究表明，

脑损伤后增多的氧自由基可启动ERKl／2的信号

转导通路，进而通过链式磷酸化反应调控下游基因

或蛋白转录，启动细胞凋亡或炎症网络反应，在中枢

神经系统疾病的病理进程中发挥重要作用，如介导

谷氨酸的细胞毒性作用，参与炎症反应等[1。2]。本研

究中通过制备TBI大鼠模型，观察依达拉奉对伤后

磷酸化ERKl／2(p—ERKl／2)、凋亡神经细胞的影

响，旨在为临床上重症脑创伤的救治提供新思路。

1材料与方法

1．1 实验动物及分组：清洁级雄性SD大鼠273

只，体重(330士20)g，购自北京维通利华公司[合格

证：SCXK(京)2002一003]。按随机数字表法分为对

照组(45只)、模型组(88只)及依达拉奉低剂量组

(5 mg／kg，72只)、高剂量组(10 mg／kg，68只)。其

中各组5只大鼠用于水迷宫实验；其余大鼠再随机

分为伤后1、6、24、48和72 h 5个时间点亚组。

1．2 TBI动物模型制备：参照Marmarou等口1介绍

的方法制备大鼠TBI模型，对照组动物只麻醉不致

伤。治疗组伤后即刻经尾静脉注射依达拉奉注射液

(山东中科医药公司)5 mg／kg或10 mg／kg，每日

1次，连续3 d。致伤过程中模型组死亡32只，依达

拉奉低剂量组死亡22只，依达拉奉高剂量组死亡

16只。
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1．3检测指标及方法

1．3．1学习和记忆功能检测：伤后7 d用Morris

水迷宫进行检测并记录各组大鼠搜索安全岛潜伏期

时间n]，上、下午各1次，取均值。

1．3．2 蛋白质免疫印迹法(Western blotting)测

定：脱颈法处死大鼠，断头，冰上快速分离海马，加入

裂解液，考马斯亮蓝法蛋白质定量，样品制备，聚丙

烯酰胺凝胶电泳转膜，分别加入p—ERKl／2鼠单克

隆抗体(美国Cen Signaling公司)和p肌动蛋白

(pactin)封闭，免疫印迹化学发光法(ECL)显色。应

用图像采集及图像分析系统(美国Bio—Rad公司)测

定吸光度(A)值，以目的条带与内参照p_actin平均

A值比值表示蛋白水平，进行半定量分析。

1．3．3原位末端缺刻标记法(TUNEL)：将切片常

规脱蜡至水，滴加蛋白酶K，湿盒中37℃孵育

30 min，再滴加TUNEL混合溶液(TUNEL细胞凋

亡检测试剂盒购于北京中杉金桥生物技术有限公

司)孵育60 min，再滴加转化剂AP孵育30 min，碱

性磷酸酶底物显色剂(BCIP／NBT)显色，脱水，透

明，封片。以不含末端脱氧核苷酸转移酶的液体代替

TUNEL混合液作为阴性对照。

1．3．4 p—ERKl／2免疫组化与TUNEL双染色：切

片先行TUNEL染色，显微镜下观察染色满意后，

蒸馏水冲洗残余试剂。滴加鼠单克隆p—ERKl／2抗

体(1 t 100)，湿盒中4℃过夜，滴加辣根过氧化物酶

标记的IgG抗体(二步法)，37℃温箱孵育30 min，

3，3’一二氨基联苯胺(DAB)显色，不脱水，甘油明胶

封片，显微镜下观察。

1．3．5脑组织病理观察：各组于相应时间点麻醉动

物后用多聚甲醛水溶液进行心脏灌注，断头取脑视

交叉后组织块用固定液固定，乙醇脱水，二甲苯透

明，石蜡包埋，切片，苏木素一伊红(HE)染色，光镜下

观察。另取2只大鼠，麻醉后开胸、暴露心脏，混合固

定液(戊二醛和多聚甲醛磷酸盐缓冲液)灌注心脏，

取大脑海马组织制备常规透射电镜标本，醋酸铀一枸

橼酸铅双染，透射电镜下观察脑组织超微结构。

1．4统计学处理：应用SPSS统计分析软件对数据

万方数据



·232· 史垦蕉重龋叁墼医兰!!!!生!旦箜．!!鲞筮!塑堡垒也堡!堡垦!竺丛堕!垒望!!!垫!!!y!!：!；!塑!：!

进行统计分析，数据以均数士标准差(z士s)表示，进

行方差分析，P<o．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 Morris水迷宫测试结果(表1)：与对照组比

较，模型组大鼠搜索安全岛潜伏期明显延长(均P<

o．05)；依达拉奉高、低剂量组可缩短大鼠搜索安全

岛潜伏期时间(均P<O．05)。

表l不同剂量依达拉奉对重型弥漫性脑创伤大鼠

水迷宫检测结果的影响(互士s)

组别警
潜伏期时间(s)

伤后7 d 伤后8 d 伤后9 d 伤后10 d

注：依低／高组：依达拉奉低剂量／高剂量组；与对照组比较，3P<

O．05；与模型组比较，。P<O．05，与依低组比较，。P<O．05

2．2 p—ERKl／2表达变化(图1；表2)：Western

blotting结果显示p—ERKl、p—ERK2和pactin的相

对分子质量分别为42 000、44 000和46 000，条带清

晰。模型组p—ERKl／2水平于伤后1、6、24、48 h较

对照组显著增高，差异有统计学意义(均P<O．05)；

依达拉奉组可显著降低6、24、48 h p—ERKl／2水

平，以依达拉奉高剂量组作用显著(均P<0．05)，其

中伤后24 h依达拉奉低剂量组p—ERKl／2水平降

低40．3％，高剂量组降低72．2％。

2．3 TUNEL染色结果(表2)：凋亡神经细胞表现

胞核固缩蓝染。总体来看，伤后大鼠海马区TUNEL

阳性细胞数量增多，在6、24、48、72 h差异有统计学

意义(均P<o．05)；依达拉奉组可显著减少6、24、

48、72 h凋亡细胞数，以依达拉奉高剂量组作用显

著(均P<o．05)，其中伤后72 h低剂量组凋亡神经

细胞数降低45．3％，高剂量组降低66．o％。

p—ERKl／2：磷酸化细胞外信号调节激酶1／2，}acti“

p肌动蛋白，依低／高组：依达拉奉低剂量／高剂量组

圈l蛋白质免疫印迹法检测各组大鼠脑创伤后

不同时间点p—ERKl／2水平

2．4 p—ERKl／2免疫组化与TUNEL双染色结果：

p—ERKl／2阳性细胞呈黄色或深棕色(DAB显色)，

TUNEL阳性细胞呈蓝色或紫色(BCIP／NBT显

色)，结果显示p—ERKl／2阳性细胞与TUNEL阳

性细胞共同定位同一细胞，双标阳性细胞以伤后

24 h最明显。

2．5脑组织病理观察结果：大鼠伤后脑组织大体可

见出血点，无明显挫裂灶。光镜下观察蛛网膜下腔可

见出血或黄染，大脑皮质组织广泛水肿，血管腔扩

大、充血；皮质和海马区即可见散在变性、坏死的神

经元，神经细胞胞体收缩呈三角形，胞质嗜色性减

弱，核皱缩浓染，细胞周围出现空隙；视野内可见核

溶解及神经元细胞空泡样变，神经元存活数目明显

减少，细胞间隙显著增宽。电镜下脑组织出现轴索排

列紊乱、肿胀，髓鞘泡鼓、内折、分层，轴索内神经丝

结构不清(变性)，轴索断裂，此外还可见毛细血管周

围水肿，肿胀变性神经元中大量细胞器堆积等，上述

观察结果与Marmarou等[31描述的TBI病理形态特

征相符。依达拉奉干预组中，光镜下可见变性、坏死

的神经元数目减少，大部分神经细胞形态结构基本

正常，染色质均染，核仁清楚；电镜下观察可见神经

袭2不同剂量依达拉奉对重型弥漫性脑刨伤大鼠海马区p—ERKl／2水平及凋亡细胞数的影响(；士s)

注：p—ERKl／2：磷酸化细胞外信号调节激酶l／2，依低／高组：依达拉奉低剂量／高剂量组l与对照组比较，‘P<o．05f与模型组比较，

6P<O．05；与依低组比较。‘P<o．05，括号内为动物数
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元超微结构包括线粒体、微管、高尔基复合体基本完 阳性细胞呈剂量依赖性显著回降，因此，依达拉奉脑

整，这种变化在依达拉奉高剂量组观察清楚。 保护作用与抑制伤后ERKl／2／神经细胞凋亡通路

3讨论 有关；重型脑创伤早期，应用高剂量的依达拉奉可能

氧自由基损伤是脑创伤领域最活跃因素之一， 通过强化对氧自由基的清除，从源头上更有效抑制
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