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摘　要：目的　地佐环平（ＭＫ８０１）对脊髓缺血中神经保护作用的研究。方法　建立新西兰兔脊髓缺血模型，利用 ＨＥ
染色、原位末端转移酶标记技术（ＴＵＮＥＬ）、免疫组化、逆转录反应系统（ＲＴＰＣＲ）等技术检测 Ｎ甲基Ｄ天门冬氨酸受体

（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡＲ）、诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅＳｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）、半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）的表达水平，观察不同剂量 ＭＫ８０１在脊髓缺血中的神经保护作用。结果　对照组脊髓结构完全消

失，低剂量组结构较完整，高剂量组缺血损害程度最轻，假手术组脊髓结构正常。ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３等蛋白在神经

元中有明确表达。凋亡指数、ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平在对照组最高，低剂量组、高剂量组，假手术组则逐

渐降低，差别具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＭＫ８０１能抑制神经细胞凋亡，对脊髓缺血具有神经保护作用。
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　　脊髓缺血疾病是临床上常见疾病，世界各国
都对其损伤的分子学机制及治疗手段进行了深入

的研究。近年来兴奋性神经毒性学说越来越引起

国内外学者们的重视。谷氨酸是一种重要的兴奋

性神经递质，生理状态下在神经发育、突触可塑性

的维持、神经元回路的形成及学习过程发挥重要作

用［１］。本课题前期研究发现谷氨酸等兴奋性氨基

酸通过其重要受体，即 Ｎ甲基Ｄ天门冬氨酸受体
（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡＲ）与诱导型一
氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅＳｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）、
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半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３（Ｃａｓｐａｓｅ３）共同介导
了脊髓缺血细胞凋亡通路，导致神经元损伤［２］。

ＭＫ８０１，又名地佐环平，是一种兴奋性氨基酸受体
拮抗剂，近年来大量研究发现其对多种组织损伤具

有保护作用，但对脊髓缺血性损伤的保护作用研究

较少。本文将研究 ＭＫ８０１对脊髓缺血性损伤的
保护机制，以探索它对脊髓损伤的保护作用。

１　材料和方法
１．１　材料及试剂

ＭＫ８０１购自厦门泰京生物技术有限公司，
ＮＭＤＡＲ、Ｃａｓｐａｓｅ３ＰＣＲ引物由上海鼎安生物技术
公司合成，ｉＮＯＳＰＣＲ引物由上海生工生物工程有
限公司设计合成，ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，逆转录试剂盒购自东洋纺（上海）生物技术有

限公司，即用型 ＰＣＲ反应体系购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，
羊抗兔 ＮＭＤＡＲ多克隆抗体购自 Ｌｉｆｅｓｐａｎ公司，羊
抗兔 Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体与羊抗兔 ｉＮＯＳ多克隆
抗体购自武汉博士德生物工程有限公司，ＴＵＮＥＬ染
色试剂盒购自德国默克公司。

１．２　实验动物及脊髓缺血模型建立［３］

新西兰大白兔 ３２只雄性，体重 ２～２．５ｋｇ。耳
缘静脉注射 ３％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／Ｋｇ），麻醉成
功后，取２４只结扎其左肾动脉以下５根腰动脉，建
立脊髓缺血模型。随机分为对照组、低剂量组、高

剂量组，立即分别腹腔注射等量生理盐水、１ｍｇ／
（ｋｇ．ｄ）ＭＫ８０１和 ２ｍｇ／（ｋｇ．ｄ）ＭＫ８０１，另取 ８
只设立假手术组，只分离腰动脉但不结扎，给予等

量生理盐水，术后２４小时及４８小时再按上述剂量
各注射 １次，７２小时后过度麻醉动物，生理盐水
心脏灌注后迅速取 Ｌ３Ｌ５节段的脊髓组织，横断
面切断脊髓组织（包括前角和后角），每块 １００ｍｇ
左右，以备以下实验应用。

１．３　ＨＥ染色观察脊髓前角形态
将脊髓组织迅速置于 ４％多聚甲醛固定 ２４小

时，再将固定后的组织常规脱水、石蜡包埋，制作

连续切片。片厚 ４μｍ，常规 ＨＥ染色，观察脊髓前
角形态学变化。

１．４　免疫组织化学方法测定
脊髓组织中 ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表

达部位将脊髓组织迅速置于 ４％多聚甲醛固定 ２４
小时，再将固定后的组织常规脱水、石蜡包埋，制

作连续切片。实验步骤按说明书进行，ＤＡＢ显色，
于光学显微镜下观察 ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白

在脊髓前角细胞的表达定位情况。

１．５　细胞凋亡检测
将脊髓组织迅速置于 ４％多聚甲醛固定 ２４小

时，再将固定后的组织常规脱水、石蜡包埋，连续

切片。利用原位末端转移酶标记技术（ＴＵＮＥＬ），
实验步骤按说明书进行，进行细胞凋亡检测，ＤＡＢ
显色。于光学显微镜下观察脊髓前角细胞凋亡变

化。

１．６　逆转录反应系统（ＲＴＰＣＲ）测定脊髓组织中
ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍ ＲＡＮ的含量

将脊髓组织迅速置于液氮罐中备用，Ｔｒｉｚｏｌ提
取总 ｍＲＮＡ，分光光度计测定 ｍＲＮＡ浓度及 Ａ２６０／
Ａ２８０，取总 ｍＲＮＡ０．５μｇ进行逆转录，再以逆转录
产物 １μｌ作为模板加入相应引物（βａｃｔｉｎ作为内
参照）进行 ＰＣＲ扩增，反应体系２５μｌ。所用引物序
列如下：βａｃｔｉｎ（５’ＡＡＧＡＡＴＡＡＣＴＡＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧ
３’，５’ＣＴＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧＣＴＴＧＴＡＡＴＧ３’）；ｉＮＯＳ（５’
ＡＧＴＡＣＴＴＴＧＧＣＡＡＴＧＧＡＧＡＣＴ３’，５’ＣＡＧＧＴＣＡＣＡＴＴＧ
ＧＡＧＧＴＧＴＡＧＡ３’）；ＮＭＤＡＲ（５’ＴＧＣＡＡＧＴＧＧＧＣＡＴＣ
ＴＡＣＡＡＴＧＧ３’，５’ＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＴＴＴＡＣＣＣＧＣ３’）；
Ｃａｓｐａｓｅ３（５’ＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ３’，５’
ＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ３’）［４］。扩增条件：９５℃
预变性 １０ｍｉｎ，９５℃变性（ＮＭＤＡＲ：３０ｓ；ｉＮＯＳ：３０ｓ；
ＮＣａｓｐａｓｅ３：４５ｓ），退火（ＮＭＤＡＲ：５６℃，３０ｓ；ｉＮ
ＯＳ：５５℃，３０ｓ；Ｃａｓｐａｓｅ３：５６℃，３０ｓ），７２℃延伸
（ＮＭＤＡＲ：３０ｓ；ｉＮＯＳ：３０ｓ；Ｃａｓｐａｓｅ３：６０ｓ）（以上步
骤循环 ３７次），最后 ７２℃继续再延伸 ７ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物用 １．５％琼脂糖凝胶（内含核酸燃料 Ｇｏｌｄ
ｖｉｅｗ）电泳，美国伯乐 ＢＩＯＲＡＤＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ凝胶
成像系统观察和照相，独立重复 ３次实验，以 βａｃ
ｔｉｎ作为内参照，与同步产物进行比较，对 ＰＣＲ产
物相对定量，用 ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ分析软件半定量分析，
计算所得产物的积分光密度与各自内参照积分光

密度的比值来反映该基因 ｍＲＮＡ的水平。
１．７　统计学分析

实验数据处理结果以（ｘ±ｓ）表示，统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行方差分析及组间比
较，Ｐ＜０．０５为有差异，具有统计学意义。
２　结果
２．１　ＨＥ染色结果

对照组脊髓正常结构基本消失，显示脊髓广泛

充血肿胀，可见大量的空泡变性，正常神经元极

少，大多数神经元细胞核萎缩或溶解，胞质成嗜伊

·２·

　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０１２，３９（１）　



红染色，胞质中尼氏体消失。低剂量组结构较对照

组完整，正常神经原数量较多，神经元变性坏死现

象较对照组减轻。假手术组可见正常脊髓结构，神

经元形态正常。高剂量组缺血损伤情况介于低剂

量组与假手术组之间。（见图 １）

２．２　脊髓组织 ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的
细胞定位

免疫组织化学显示 ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３阳
性细胞呈棕黄色，它们主要表达在细胞浆中，细胞

核内也可见少量表达。（见图 ２）

①：对照组；②：低剂量组；③：高剂量组；④：假手术组．
图 １　脊髓前角细胞形态学改变 ×２００，ＨＥ染色

⑴⑷：ＮＭＤＡＲ；⑸⑻：ｉＮＯＳ；⑼⑿：Ｃａｓｐａｓｅ３．

⑴、⑸、⑼：对照组；⑵、⑹、⑽：低剂量组；⑶、⑺、⑾：高剂量组；⑷、⑻、⑿：假手术组．

图 ２　ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化染色 ×２００，ＤＡＢ染色

·３·
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２．３　ＴＵＮＥＬ检测结果
光镜下观察脊髓前角细胞 ＴＵＮＥＬ染色，随机计

算 ５个高倍视野下凋亡细胞数占细胞总数的百分
比得出细胞凋亡指数。可见对照组大部分细胞发

生萎缩、溶解、核固缩，细胞浆出现深染等细胞凋

亡的特征，计算凋亡指数为（７５．４±７．９）％。低剂

量组有较多凋亡细胞（５３．４±６．５）％，凋亡指数低
于对照组。高剂量组为（４３．４±６．１）％，较低剂量
组凋亡指明显降低。假手术组细胞保持完好，只见

极少量凋亡细胞（３．６８±１．０）％。方差分析及组间
比较均有统计学差异（Ｆ＝９３．９，Ｐ＜０．０５）（见
图３）

①对照组，②低剂量组，③高剂量组，④假手术组
图 ３　脊髓前角细胞凋亡变化 ×２００，ＤＡＢ染色

２．４　脊髓组织 ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ
的表达

各组脊髓标本提取总 ＲＮＡ，分光光度计测定各
样本 Ａ２６０／Ａ２８０均在１．８～２．０之间，说明抽提
ＲＮＡ质量可，可进行 后 续 实 验。ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的片段大小分 别 为 ４００ｂｐ、３４１
ｂｐ、２９４ｂｐ，相对含量在对照组最高，低剂量组、高
剂量组、假手术组其相对含量有逐渐降低的趋势，

各组 ＮＭＤＡＲｍＲＮＡ相对含量经方差分析及各组间
比较均有统计学差异（Ｆ＝１２２．５９，Ｐ＜０．０５），各
组 ｉＮＯＳｍＲＮＡ相对含量经方差分析及各组间比较
均有统计学差异（Ｆ＝１０１．４４，Ｐ＜０．０５），各组
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ相对含量经方差分析及各组间比
较均有统计学差异。（Ｆ＝９０．１８，Ｐ＜０．０５）（见表
１、图 ４）。

①：对照组；②：低剂量组；③：高剂量组；④：
假手术组．
图 ４　ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ在不同组别的

表达水平

·４·
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表１　ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ在不同组别的相对含量　　（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＮＭＤＡＲｍＲＮＡ相对含量 ｉＮＯＳｍＲＮＡ相对含量 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ相对含量
对照组 ０．７４３±０．０８６ ０．７５３±０．１１ ０．７３０±０．１２
低剂量组 ０．５３２±０．０８６ ０．５３４±０．０８０ ０．５３４±０．０８５
高剂量组 ０．４４９±０．０４４ ０．４４９±０．０４９ ０．４４９±０．０５２
假手术组 ０．０８０±０．０４４ ０．０８１±０．０４４９ ０．０８３±０．０４６

　　各组间比较Ｐ＜０．０５

３　讨论
ＭＫ８０１，是一种中枢神经系统保护类药物．可

以非竞争性特异性拮抗 ＮＭＤＡＲ，减少谷氨酸的毒
性，大量研究证实其对多种原因造成的神经元损伤

具有保护作用［５７］。脊髓缺血引起的神经元损伤在

临床上较常见，近年来许多学者对脊髓缺血性损伤

的机制做了大量研究。１９６４年 Ｏｌｎｅｙ首先提出兴
奋性神经毒性一词，认为谷氨酸等兴奋性神经递质

的大量释放可能会导致神经元的损伤，Ｍｅｇｕｍｕ
等［８］学者运用电生理学方法也首次证实脊髓组织

中存在 ＮＭＤＡＲ。Ｌｉｕ等［９］学者证实大量释放的谷

氨酸的递质可介导神经元凋亡，导致脊髓继发性损

伤。在外伤等各种原因引起的脊髓缺血性疾病使

脊髓组织兴奋性氨基酸大量释放作用于 ＮＭＤＡＲ，
过度激活 ＮＭＤＡＲ，引起细胞内 Ｃａ２＋超载，从而引

起一系列 Ｃａ２＋依赖的分子学变化，造成神经元损

伤。Ｐｒａｄｅｅｐ等［１０］研究发现当神经元细胞缺血时，

谷氨酸大量释放，ＮＭＤＡＲ敏感性增加，介导 Ｃａ２＋大
量内流，激活 ｉＮＯＳ等神经细胞损伤的关键酶，产生
大量氧自由基，导致大量神经细胞损伤。本课题组

在前期研究中证实激活的 ｉＮＯＳ催化底物后生成
ＮＯ，后者激活蛋白激酶，使蛋白质磷酸化，磷酸化
蛋白质能够激活 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，而 Ｃａｓｐａｓｅ３属
于半胱天冬蛋白酶家族，是已知的该家族成员中

执行细胞凋亡的关键酶之一，活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３又
进一步切割不同的底物，导致蛋白酶级联切割放

大，介导缺血缺氧后期迟发性的神经毒性作用，最

终使细胞走向凋亡，并且证实 ＮＭＤＡＲ与 Ｃａｓｐａｓｅ３
存在上下游关系［２，４，１１］。

本研究证实 ＭＫ８０１能稳定细胞结构，保持脊
髓结构的完整性。利用免疫组化检测，明确定位

ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３等蛋白的表达部位，主要
表达于细胞浆中，细胞核中较少，这说明 ＮＭＤＡＲ、
ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３在神经元中有明确表达，这与国内
外研究结果一致。ＴＵＮＥＬ凋亡检测也发现 ＭＫ
８０１可抑制细胞凋亡，低剂量组凋亡指数低于对照

组，高剂量组较低剂量组凋亡指数明显降低，假手

术组细胞保持完好，只见极少量凋亡细胞。ＲＴ
ＰＣＲ检测 ＮＭＤＡＲ、ｉＮＯＳ、Ｃａｓｐａｓｅ３等基因在对照组
表达最高，经 ＭＫ８０１治疗后基因表达水平降低，
且加大剂量后降低更为明显。本研究结果支持

ＭＫ８０１能竞争性抑制谷氨酸等兴奋性神经递质
与 ＮＭＤＡＲ 结 合，降 低 ＮＭＤＡＲ 的 敏 感 性，阻 断
ＮＭＤＡＲ介导的 Ｃａ２＋内流，减少 Ｃａ２＋在神经元内的
蓄积，抑制 Ｃａ２＋对 ｉＮＯＳ等神经细胞损伤关键酶的
激活，阻断 ｉＮＯＳ对蛋白激酶的激活及蛋白质磷酸
化，从而减弱 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，使活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３
导致的蛋白酶级联切割放大作用减弱，阻断细胞走

向凋亡，从而发挥对脊髓缺血的神经保护作用。

本实验结果与本课题组的前期研究及国内外其他

学者的研究结果相一致，希望能为脊髓缺血的临床

治疗提供一定的帮助。
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为“中国科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）”。《国际神经病学神经外科学杂志》现主要栏目有论

著、临床经验交流、疑难病例讨论、病例报道、专家论坛和综述等。杂志立足于国内神经病学、神经外科学

领域的前沿研究，及时报道国内外神经科学领域最新的学术动态和信息。促进国内外学术的双向交流，为

中国神经科学走向世界搭建新的平台。

我们热忱欢迎国内外神经科学工作者踊跃来稿，通过本刊介绍自己的研究成果和临床经验。对于论

著、临床经验交流、疑难病例讨论、病例报道等类型的文章将优先发表。

《国际神经病学神经外科学杂志》刊号为 ＣＮ４３－１４５６／Ｒ，ＩＳＳＮ１６７３－２６４２，邮发代号 ４２－１１，全国公开
发行。读者对象主要为国内外从事神经病学、神经外科专业及相关专业的医务人员。杂志为双月刊，每期

定价 １３元，全年定价 ７８元。欢迎各级医师到当地邮局订购。杂志社也可办理邮购。
为更好地筹集办刊资金，保证刊物的健康发展，本刊将竭诚为药品厂商、医疗器械厂商和广告公司提供

优质服务，并长期向各级医疗单位征集协办单位，具体事宜请与本刊杂志社联系。

联系地址：湖南省长沙市湘雅路 ８７号（中南大学湘雅医院内）国际神经病学神经外科学杂志社，邮编：
４１０００８，电话 ／传真：０７３１－８４３２７４０１，Ｅｍａｉｌ地址：ｊｉｎｎ＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ，网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｉｎｎ．ｏｒｇ．ｃｎ／。
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