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MCI-186 对痴呆模型大鼠认知损害和脑内 DNA氧化应激的影响
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摘 要:目的 观察 MCI-186 对双侧脑室内注射链脲菌素( STZ)诱导的认知损害模型大鼠认知功能和脑内 DNA 氧化应

激的影响。方法 64 只成年雄性 SD 大鼠随机分为 4 组:假手术组( S)、MCI-186 + 假手术组(M + S)、模型组( L)和 MCI-

186 + 制模组(M + L)。跳台试验和水迷宫试验测试大鼠认知功能;比色法和免疫荧光法分别检测大鼠脑内的 H2 O2、CAT

含量和 8OHdG 表达。结果 跳台试验中，与 S 组比较，L 组潜伏期(179 ． 1 ± 41 ． 3)显著缩短( P ＜ 0 ． 05)，错误次数(3 ． 88

± 0 ． 87)显著增加( P ＜ 0 ． 05 ) ;与 L 组比较，M + L 组潜伏期(250 ． 5 ± 27 ． 1 ) 显著延长( P ＜ 0 ． 05 )，错误次数( 2 ． 83 ±

0． 64)显著减少( P ＜ 0 ． 05)。Morris 水迷宫试验中，与 S 组比较，L 组大鼠潜伏期(36 ． 1 ± 3 ． 59 )显著延长( P ＜ 0 ． 05 ) ;与

L 组比较，M + L 组潜伏期(18 ． 63 ± 3 ． 73 ) 显著缩短( P ＜ 0 ． 05 )。与 L 组比较，M + L 组脑内 H2 O2 含量显著减少( P ＜

0． 05)，CAT 活性显著提高( P ＜ 0 ． 05)，8OHdG 表达阳性率显著降低( P ＜ 0 ． 05)。结论 MCI-186 能够改善 STZ 诱导的大

鼠认知损害和脑内 DNA 氧化应激。
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Effects of MCI-186 on cognitive impairment and DNA oxidative stress in rat model of dementia
ZHOU Shan-Shan，WANG Xin，SHENG Li，HUANG Dan-Hua，CHI Li-Jun，ZHANG Li-Ming． Department of Neurology，The First Af-

filiated Hospital of Harbin Medical University，Harbin，150001，China

Abstract: Objective To observe the effects of MCI-186 on the cognitive function and DNA oxidative stress in the rat model of cogni-

tive impairment induced by bilateral intracerebroventricular ( ICV) injection of streptozotocin (STZ) ．Methods Sixty-four adult male

Sprague-Dawley rats were randomly divided into 4 groups: Sham (S)，MCI-186 + Sham (M + S)，ICV-STZ Lesion (L)，and MCI-

186 + Lesion (M + L) ． The step-down test was used to evaluate potential deficits in memory retention． Spatial learning and memory

were tested using the Morris water maze (MWM) ． The content of hydrogen peroxide (H2O2) and activity of catalase (CAT) in the

cerebral cortex and hippocampal neurons were determined by colorimetric method． Immunofluorescence staining was used to measure

the expression of 8OHdG． Ｒesults In the step-down test，compared with the S group，the L group had a significantly reduced latency

(179． 1 ± 41． 3) but a significantly increased number of errors (3． 88 ± 0． 87) (P ＜ 0． 05 for both); compared with the L group，the M

+ L group had a significantly increased latency (250． 5 ± 27． 1) but a significantly reduced number of errors (2． 83 ± 0． 64) (P ＜ 0． 05

for both) ． The MWM test showed that the L group had a significantly longer latency (36． 1 ± 3． 59) than the S group (P ＜ 0． 05)，and

the M + L group had a significantly shorter latency (18． 63 ± 3． 73) than the L group (P ＜ 0． 05) ． Compared with the L group，the M

+ L group had a significantly reduced content of H2O2(P ＜ 0． 05)，a significantly increased activity of CAT (P ＜ 0． 05)，and a signifi-

cantly decreased positive rate of 8OHdG expression (P ＜ 0． 05) ． Conclusions MCI-186 can reduce the STZ-induced cognitive impair-

ment and DNA oxidative stress in rats．
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MCI-186 (依达拉奉) 是一种强力的自由基清
除剂，它是安替比林的三种代谢产物之一。MCI-
186 对急性缺血性脑卒中的神经元具有保护作
用
［1］，并能够减轻缺血再灌注损伤产生的脑水

肿
［2］。除此之外，有研究表明依达拉奉在肌萎缩侧
索硬化症和帕金森病的细胞和动物模型中显示了

神经保护作用
［3］。阿尔茨海默病 ( Alzheimer dis-

ease，AD)是常见的神经系统变性疾病，是老年期
痴呆最常见的类型。其病因尚不清楚，而且缺乏有
效的预防和治疗方法。以往的研究表明，自由基过
度产生和氧化应激在 AD 发生发展中起着重要作
用
［4］。本研究探讨了 MCI-186 对链脲菌素( strepto-

zotocin，STZ)诱导的认知损害模型大鼠认知功能和
脑内 DNA 氧化应激的影响，初步探讨 MCI-186 对
痴呆模型大鼠认知损害的改善作用机制，为包含氧

化损伤机制的神经系统变性疾病(如 AD ) 的预防
和治疗药物选择提供依据。
1 材料和方法
1 ． 1 实验材料及主要试剂
雄性成年 SD 大鼠 64 只，购于北京维通利华实

验动物技术有限公司，体重 300 ～ 350 g。按每组
16 只 ( 8 只用于生化检测，8 只用于免疫荧光检
测)随机分成 4 组:假手术组( S )、MCI-186 + 假手
术组( M + S )，ICV-STZ 组( L ) 和 MCI-186 + ICV-
STZ 组(M + L)。

MCI-186 ( Edaravone，德 国 Calbiochem 公 司 ) ;
STZ(美国 Sigma 公司) ;过氧化氢( hydrogen dioxide，
H2 O2 )、过氧化氢酶 ( catalase，CAT ) 检 测试剂盒
(南京建成生物工程研究所) ;兔抗大鼠 8-羟基脱
氧鸟苷( 8-hydroxydeoxy-guanosine，8OHdG ) 多克隆抗
体(一抗，美国 Abcam 公司) ;罗丹明标记的山羊抗
兔 IgG 多克隆抗体(二抗，北京中杉金桥公司) ;4’，
6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI，美国 Sigma 公司)。
1 ． 2 给药方法

M + S 组和 M + L 组大鼠每日分两次腹腔注射
MCI-186 9 mg / kg，自造模开始第 1 天 给 药，共
14 d。其余两组每日腹腔注射等量的生理盐水。
1 ． 3 STZ 诱导的认知损害模型的建立
依照文献

［5］
的方法制模:10% 水合氯醛 3 ml /

kg 腹腔注射麻醉，将大鼠头部固定于立体定位仪
上，沿头部正中线做矢状切口，分离皮下组织暴露

颅骨。取前囟后 0 ． 8 mm，左右旁开 1 ． 6 mm 颅骨
打孔，垂直深度 4 ． 0 mm 微量加样器缓慢双侧脑室

内注射 STZ 3 mg / kg。注入的 STZ 生理盐水溶液体
积控制在 10 μl 左右，假手术组脑室内注射相应体
积的生理盐水。注射完毕用骨蜡封填颅骨缺损，缝
合头皮。48 h 后重复上述手术注药过程。
1 ． 4 跳台试验评价认知功能
制模 2 周后行跳台试验评价各组大鼠的学习记

忆能力。跳台试验箱大小为 25 cm × 25 cm × 75 cm，

箱底铺满金属方格网，在箱底一角放置一个高5 cm，

直径 8 cm 的安全平台。第 1 天将大鼠放在安全平
台上，当大鼠跳下平台，四肢会受到电击 ( 3 Hz;
0． 4 mA)，经过反复的跳上跳下，大鼠最终会停留在
平台上，实验时间为 300 s。第 2 天重复相同的实验
并记录大鼠第一次跳下平台的时间 ( 潜伏期) 和

300 s内大鼠从平台跳下的次数(错误次数)。
1 ． 5 Morris 水迷宫试验评价认知功能
跳台试验后行 Morris 水迷宫测试评价各组大鼠

的学习记忆能力
［4］。水迷宫是一个直径 150 cm，

高 60 cm 充满水的圆形不锈钢水池，水池分为 4 个
象限。逃逸平台是一个透明的直径为 10 cm 的可
移动圆柱形平台，其表面距水面 2 cm。在测试中
将平台放置在任一象限，选择某个象限将大鼠面朝

池壁放入水中。大鼠到达平台后令其在平台停留
30 s，然后继续下一次训练，每次寻找平台时间不
超过 60 s。每天训练 4 次，记录大鼠每次到达平台
所用的时间(潜伏期)，共训练 5 d。
1 ． 6 H2 O2 和 CAT 检测
认知功能评价后处死动物，迅速取脑，冷盐水

冲洗去除血液和杂质。分离海马和皮质组织称重，

用生理盐水分别制成 10% 组织匀浆。4℃，4000 g

离心 10 min，取上清，严格按照试剂盒说明的方法
检测。
1 ． 7 免疫荧光检测 8OHdG

麻醉动物，经左心室插管，灌流生理盐水和

4% 多聚甲醛。取脑，取视交叉前后 2 mm 冠状冰
冻切片，采用免疫荧光方法检测 8O HdG 表达。方
法如下: 切片用 PBS 冲洗，丙酮固定 10 min，加
0． 5% Triton X-100 置于室温 30 min，1% BSA 封闭，

滴加羊抗大鼠 8OHdG 多克隆抗体( 一抗)，4℃ 孵
育过夜。次日滴加罗丹明标记兔抗山羊 IgG ( 二
抗)，避光室温下孵育 30 min。DAPI 染细胞核，封
片，荧光显微镜下观察。
1 ． 8 统计学评价
跳台试验，Morris 水迷宫试验和生化分析结果
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用 x ± s 表示。应用 SPSS 18 ． 0 统计软件系统作数
据处理分析，统计分析方法为单因素方差分析

( ANOVA)，以 P ＜ 0 ． 05 为差异具有统计学意义。
2 结果
2 ． 1 认知功能评价
跳台试验中，各组大鼠潜伏期 ( 秒) 结果为 S

组 270 ． 2 ± 21 ． 4、M + S 组 276 ． 3 ± 22 ． 7、L 组
179 ． 1 ± 41 ． 3、M + L 组 250 ． 5 ± 27 ． 1。 L 组比 S

组潜伏期显著缩短( P ＜ 0 ． 05 ) ;M + L 组比 L 组潜
伏期显著延长( P ＜ 0 ． 05 ) ; S 组与 M + S 组比较差
异无统计学意义( P ＞ 0 ． 05 )。见图 1。

图 1 跳台试验各组大鼠潜伏期比较。* 与 S 组比较，

差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ;＊＊ 与 L 组比

较，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 )。

各组大鼠错误次数 ( 次) 结果为 S 组 2 ． 25 ±
0． 44、M + S 组 2 ． 13 ± 0 ． 65、L 组 3 ． 88 ± 0 ． 87、M
+ L 组 2 ． 83 ± 0 ． 64。 L 组比 S 组次数显著增加
( P ＜0． 05 ) ;M + L 组比 L 组次数显著减少 ( P ＜
0． 05 ) ;S 组与 M + S 组比较差异无统计学意义( P
＞ 0 ． 05 )。见图 2。

Morris 水迷宫试验中，各组大鼠第 1 天至第 5

天平均潜伏期均呈逐渐缩短趋势。第 5 天潜伏期
(秒)结果为 S 组 8 ． 31 ± 2 ． 73、M + S 组 9 ． 41 ±
4． 42、L 组 36 ． 1 ± 3 ． 59、M + L 组 18 ． 63 ± 3 ． 73。
L 组比 S 组潜伏期显著延长( P ＜ 0 ． 05 ) ;M + L 组
比 L 组潜伏期显著缩短( P ＜ 0 ． 05 ) ;S 组与 M + S

组比较差异无统计学意义( P ＞ 0 ． 05 )。见图 3。

图 2 跳台试验各组大鼠错误次数比较。* 与 S 组比

较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ;＊＊ 与 L 组

比较，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 )。

图 3 Morris 水迷宫试验各组大鼠潜伏期比较。* 与 S

组比较，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 ) ;＊＊与 L

组比较，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 )。

2 ． 2 H2 O2 和 CAT 检测
L 组大鼠皮质和海马 H2 O2 含量比 S 组显著增

加( P ＜ 0 ． 05 ) ;M + L 组 H2 O2 含量比 L 组显著减
少( P ＜ 0 ． 05 )。L 组大鼠皮质和海马 CAT 活性比
S 组显著减少( P ＜ 0 ． 05 ) ;M + L 组 CAT 活性比 L

组显著增加( P ＜ 0 ． 05 )。 S 组和 M + S 组的皮质
和海马 H2 O2 含量和 CAT 活性分别比较差异均无
统计学意义( P ＞ 0 ． 05 )。见表 1。

表 1 各组大鼠海马和皮质 H2O2 含量和 CAT活性比较

组别 例数
皮质

H2O2(mmol /gprot) CAT(U /mgprot /min)
海马

H2O2(mmol /gprot) CAT(U /mgprot /min)
S组 8 48． 75 ± 4． 35 48． 91 ± 4． 53 41． 73 ± 3． 41 32． 21 ± 3． 45

M + S组 8 50． 96 ± 5． 74 46． 63 ± 5． 28 43． 31 ± 4． 53 35． 64 ± 4． 17
L组 8 73． 87 ± 5． 82* 33． 57 ± 2． 61* 72． 44 ± 5． 96* 21． 19 ± 2． 88*

M + L组 8 54． 68 ± 6． 16＊＊ 42． 54 ± 6． 02＊＊ 51． 84 ± 4． 22＊＊ 29． 57 ± 5． 33＊＊

注:* 与 S组比较，差异有统计学意义(P ＜ 0． 05);＊＊与 L组比较，差异有统计学意义(P ＜ 0． 05)。
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2 ． 3 8OHdG 免疫荧光检测结果
L 组与 S 组比较皮质和海马的阳性细胞数明

显增加( P ＜ 0 ． 05 )。M + L 组与 L 组比较皮质和
海马的阳性细胞数明显减少( P ＜ 0 ． 05 )。见图 4。

图 4 MCI-186 对 ICV-STZ 大鼠脑内 8OHdG 表达的影响。* 与 S 组比较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ;＊＊与 L 组

比较，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05)。A 和 B 为各组大鼠皮质 8OHdG 表达，C 和 D 为各组大鼠海马 8OHdG 表

达。

3 讨论
氧化应激是由于活性氧产物和抗氧化防御之

间的失衡产生的
［6］。越来越多的证据表明氧化应

激在 AD 发生发展的早期就扮演了重要的角色。
过度产生的自由基外层的不成对电子与生物大分

子物质相互作用，这些生物大分子物质(包括蛋白

质、糖类、脂质和核酸) 最终导致脑细胞结构和功
能的改变

［4］。氧化应激还可以引起线粒体功能的
紊乱和 Aβ 生成的增加［7］。
跳台被动回避试验被用来评价非空间的长时

程记忆。它是基于抑制模仿活动或学习习惯，通过
动物学会去掉某种特定的行为而逃避某种讨厌的

事情
［8］。除了杏仁核和岛叶，对恐惧的识别和对厌

恶情绪的认知还依赖海马和皮质
［9，10］。上述的脑

组织结构在学习和记忆中起着重要作用并且更容

易在氧化应激中受损。在本研究中，MCI-186 干预
组大鼠较模型组大鼠显示了更长的潜伏期和更少

的错误次数，说明 MCI-186 的干预使大鼠该方面的
记忆能力得到了改善。水迷宫试验是基于奖赏机制
测试大鼠学习记忆能力，本研究结果显示，MCI-186
干预后大鼠的潜伏期较模型组缩短，学习记忆能力

改善。
活性氧是细胞损伤的重要介质，能够导致氧化

应激，它们在多种疾病中发挥毒性作用，其中包括

神经系统退行性疾病，如 AD［11］。活性氧自由基中
含量最丰富的超氧阴离子能够诱导产生体内活性

最强的氧化剂———羟自由基，羟自由基能够氧化蛋
白质和核酸，使生物酶失活，导致细胞失去原有的

结构和功能。活性氧介导的氧化应激能够被细胞
防御机制调节，包括抗氧化酶如超氧化物歧化酶

( superoxide dismutase，SOD )、CAT 和抗氧化物如谷
胱甘肽等。羟自由基在 SOD 的作用下产生 H2 O2，

H2 O2 经 CAT 催化分解为水和氧气，未分解的 H2 O2

在铁离子或铜离子存在的情况下会还原为羟自由

基
［12］。羟自由基攻击 DNA 时可引起鸟嘌呤 8 位羟
化而产生 8 -OHdG［13］。8 -OHdG 将引起 DNA 复制中
的错配，引起 G 到 C 的转变，因而出现 G:C→T:A
的突变的发生。在正常状态或轻度应激状态下，氧
化的 DNA 能够被核酸内切酶或碱基特异修复糖基
酶修复。在病理状态下，如肿瘤、炎症、神经变性
等，组织中 8 -OHdG 水平增加。因此，8 -OHdG 被认
为是 DNA 氧化应激的的标志物［14，15］。在 AD 发病
·01·
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早期，神经元未形成 NFTs 时就可观察到 8 -OHdG

含量增高
［16］。

MCI-186 是一种强力的自由基清除剂，许多研
究发现其在缺血性脑卒中的患者中发挥抗氧化、抗
炎、抗凋亡等多种作用［17］。除此之外，最近的研究
发现 MCI-186 在一些神经系统变性病的细胞和动
物模型中发挥神经保护作用

［3］。之前的研究显示
静脉给予大鼠 MCI-186 后，脑脊液和血浆 MCI-186

的浓度比例为 50% ～ 65% 之间［18］，证明 MCI-186

能够有效地透过血脑屏障在脑内发挥作用。本研
究应用 MCI-186 腹腔注射干预 STZ 诱导的认知损
害模型大鼠，结果表明 MCI-186 能够显著改善 STZ

引发的大鼠认知功能减退，脑内 CAT 减少和 H2 O2

增加，抑制了 STZ 诱导的 DNA 氧化应激。

目前，神经退行性疾病尚无有效的预防和治疗

方法。许多研究发现依达拉奉作为一种强力自由
基清除剂其对神经退行性疾病具有潜在的防治作

用。本研究结果提示依达拉奉可能通过抑制 STZ

诱导的脑内 DNA 氧化应激改善了大鼠的认知功
能。这一结果为自由基清除剂应用于 AD 等神经
退行性疾病的防治提供了理论依据。
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