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·论著·

依达拉奉对 ＳＡＨ大鼠 ＪＮＫ信号通路及海马区神经细胞自噬的影响

卞育婕１，刘俊杰１，付程凯１，赵雅宁２，刘仁杰１，刘胜冬１，徐继伟３，李建民３，田景瑞４

　　　　　　　　　　 １．华北理工大学，河北 唐山　０６３０００
　　　　　　　　　　 ２．华北理工大学护理与康复学院，河北 唐山　０６３０００

３．华北理工大学，附属医院神经外科，河北 唐山　０６３０００
　　　　　　　　　　 ４．华北理工大学基础医学院，河北省慢性疾病重点实验室，

唐山市慢性病临床基础研究重点实验室，河北 唐山　０６３０００

摘　要：目的　探讨依达拉奉对蛛网膜下腔出血大鼠 ＪＮＫ信号通路及海马区神经细胞自噬的影响。方法　雄性 ＳＤ大鼠

４０只，随机等分为假手术组（Ｓｈａｍ组）、ＳＡＨ模型组、依达拉奉治疗组（Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组）、ＪＮＫ抑制剂组（ＳＰ６００１２５组）。改

良血管内穿刺法制成大鼠 ＳＡＨ模型；ＳＰ６００１２５组于建模前３０ｍｉｎ，侧脑室注射 ＳＰ６００１２５（３μｇ／μｌ，１０μｌ）；Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组

于建模后５ｍｇ／ｋｇＥｄａｒａｖｏｎｅ腹腔注射，１２ｈ后重复给药。２４ｈ处死，检测各组海马区神经元形态、数量及 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ＩＩ、

ｐＪＮＫ蛋白的变化。结果　与 Ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ组海马区神经元排列紊乱、细胞多呈三角锥形、存活数量明显减少，（Ｐ

＜０．０５）；Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ、ｐＪＮＫ表达升高，（Ｐ＜０．０５）。与 ＳＡＨ组相比，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组、ＳＰ６００１２５组神经元坏死率明显

下降、形态正常细胞数增多，（Ｐ＜０．０５）；Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ、ｐＪＮＫ表达明显降低，（Ｐ＜０．０５）。结论　依达拉奉可降低

ＳＡＨ大鼠海马区神经元 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３ＩＩ表达，减轻 ＳＡＨ后早期脑损伤，其可能是 ＪＮＫ通路依赖性的。

关键词：依达拉奉；蛛网膜下腔出血；自噬；ＪＮＫ信号通路
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　　 蛛 网 膜 下 腔 出 血 （Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒａｈｇｅ，
ＳＡＨ）具有极高的病死率、致残率［１］。最新文献报

道，ＳＡＨ后早期存在自噬的异常激活［２］。自噬在调

控 ＳＡＨ神经元生与死的平衡中发挥重要作用，适
度的自噬可以保护神经元，而过度的自噬导致神经

元发生 ＩＩ型程序性死亡［３－４］。因此，目前针对 ＳＡＨ
后自噬的早期药物干预逐渐受到重视。依达拉奉

（Ｅｄａｒａｖｏｎｅ）是一种强效的自由基清除剂，２００４年
在日本上市，目前已应用于 ＳＡＨ的临床治疗。前
期研究发现，依达拉奉治疗后可弱化 ＳＡＨ后神经
元自噬的激活，但其具体作用机制尚未阐明。自噬

的激活涉及多种复杂的分子机制，例如，ＭＡＰＫ、
ＥＲＫ、Ｐ３８、ＪＮＫ等均与自噬的激活存在一定关
系［５］，其中 ＪＮＫ通路与自噬联系最为密切，现正逐
渐成为研究热点［６］。本实验拟选定 ＪＮＫ信号通路，
观察 Ｅｄａｒａｖｏｎｅ是否可以通过调节 ＪＮＫ信号通路影
响 ＳＡＨ大鼠海马区神经元自噬的活性，从而进一
步明确依达拉奉的药理学机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物及分组

雄性清洁级健康 ＳＤ大鼠（体重范围 ３５０～
４５０ｇ）４０只，购于北京维通利华公司，许可证号
ＳＣＸＫ（京）２０１２－０００１。随机等分为假手术组
（Ｓｈａｍ组）、蛛网膜下腔出血模型组（ＳＡＨ组）、依
达拉 奉 治 疗 组 （Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组）、ＪＮＫ 抑 制 剂 组
（ＳＰ６００１２５组），术前禁食水 １２ｈ。
１．２　试剂与仪器

兔抗 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ、ｐＪＮＫ单克隆抗体（美
国 Ａｂｃａｍ公司）；ＰＢＳ缓冲液、枸橼酸盐缓冲液、
ＤＡＢ显色试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公
司）；二甲亚砜溶剂（ＤＭＳＯ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；
ＧＡＤＰＨ（武汉博士德生物工程有限公司）；ＯＬＹＭ
ＰＵＳ摄像显微镜（日本奥林巴斯公司）；图像采集
及分析系统（北京航空航天大学）；ＧｅｌＤｏｃ凝胶成

像分析系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．３　ＳＡＨ大鼠模型制作及给药方法

动物模型的制备：采用 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ等［７］报道的血

管内穿刺法并加以改良制作 ＳＡＨ模型［８］，大鼠

１０％水合氯醛麻醉（３５０ｍｇ／ｋｇ体重），取颈部正
中切口，显微镜下暴露右侧颈总动脉主干及其分叉

处，分离颈外动脉后切断结扎。动脉夹分别夹闭颈

总动脉和颈内动脉，将 ４－０穿刺线经颈外动脉残
端插入颈内动脉，松开颈总动脉上的动脉夹，将尼

龙线向颅内插入造成 ＳＡＨ大鼠模型。Ｓｈａｍ组在当
穿刺线刺入感到阻力时退出，不刺破大脑前动脉与

大脑中动脉分叉，其余步骤同实验组。麻醉清醒

后，单笼饲养。Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组腹腔给药干预，ＳＡＨ造
模后５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，１２ｈ后重复给药一次直至
２４ｈ处死。ＳＰ６００１２５组使用大鼠脑立体定位仪，
在造模前３０ｍｉｎ给予脑室３μｇ／μｌＳＰ６００１２５溶液
１０μｌ。
１．４　ＨＥ染色

每组取 ５只大鼠，于造模成功后 ２４小时处死，
４％多聚甲醛灌注取脑，常规石蜡包埋，切片；梯度
酒精水化，行 ＨＥ染色，脱水、封片。每只大鼠海马
ＣＡ１区取 ６个不完全重叠的视野，在光学显微镜
（４０×１０倍）下观察细胞形态。应用 Ｍｏｔｉｃ６．０图
像采集及图像分析系统观察计数高位视野下的存

活与坏死神经细胞数。

１．５　免疫组化
切片常规脱蜡至水，高压热修复 ９０Ｓ，３％Ｈ２Ｏ２

封闭内源性过氧化氢酶，分别滴加 ｐＪＮＫ、ＬＣ３Ⅱ、
Ｂｅｃｌｉｎ１（均 １：２００稀释），４℃过夜，滴加二抗（１∶
４００），３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染细
胞核，梯度酒精脱水、透明、中性树胶封片。ＰＢＳ代
替一抗做阴性对照。每只大鼠每个因子取出 ５张
切片待测，其中每张切片定位海马 ＣＡ１区在该区
域用４００倍光镜下随机抽取５个不完全重叠视野，

·２３５·
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在 Ｏｌｙｍａｐｕｓ显微镜（４００×１０）中观察海马 ＣＡ１区
阳性细胞的变化，以胞核、胞浆或胞膜呈浅褐色为

入选标准。并计数（４０×１０）倍视野下的阳性细胞
数量。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
２４小时后断头，冰上取脑，液氮研磨总提取蛋

白，ＢＣＡ法测定总蛋白浓度，计算待测品蛋白浓度
的上样量。制备分离胶（１２％）浓缩胶（５％），电
泳：浓缩胶 ８０ＭＶ３０ｍｉｎ，分离胶 １００ｍＶ６０ｍｉｎ。
电泳之后再 １００ｍＡ４５ｍｉｎ冰浴转膜。１０％脱脂
牛奶抗原封闭，一抗（１∶１０００）４度冰箱过夜。次
日 １ｘＴＢＳＴ室温摇床 ５ｍｉｎ３次，二抗（１∶３０００）室
内摇床孵育 ２ｈ。ＴＢＳＴ洗膜，采用增强化学发光法
（ＥＣＬ）法显影目标条带。测定每个因子各时间点
对应条带的灰度值，ＧＡＰＤＨ做内参照，用 ＩｍａｇｅＬａｂ
５．０测对条带进行分析，将目标蛋白与 ＧＡＰＤＨ的
灰度值的比值作为对各因子各时间点相对的表达

量做分析数据。

１．７　统计学分析
采用 Ｅｘｃｅｌ建立数据库，ＳＰＳＳ统计软件进行数

据分析，各项数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ，ＡＮＯＶＡ），
ＳＮＫ法（ｓｔｕｄｅｎｔｎｅｗｍａｎｋｅｎｕｌｔｓ，ＳＮＫ）进行两两比
较，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＨＥ染色结果

Ｓｈａｍ组大鼠脑组织结构规整，海马区神经细
胞形态正常，数目多、排列有序、细胞核无固缩碎

裂溶解，核仁明显。与 Ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ组海马区
神经细胞数量明显减少，形态不规则（Ｐ＜０．０５）；
核固缩、碎裂、溶解；神经元细胞肿胀坏死形成空

泡状结构，最终导致神经细胞大量损伤；与 ＳＡＨ组
相比，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组神经细胞数量均较 ＳＡＨ明显增
多、形态接近正常（Ｐ＜０．０５），ＳＰ６００１２５组神经
元细胞损伤有所改善，细胞形态较规整、数量增

多，（Ｐ＜０．０５）。见图 １。细胞计数分析见表 １。
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图 １　各组大鼠海马区神经元形态（ＨＥ×４００）

表１　各组大鼠海马区神经细胞数量比较（ｎ＝５，ｘ±ｓ）（个／高倍视野）

分组 ｎ 存活细胞数量

Ｓｈａｍ组 ５ １３２．７４±２．１８
ＳＡＨ组 ５ ７０．５２±２．７８

Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组 ５ ７６．８７±２．５６＃

ＳＰ６００１２５组 ５ ７９．５５±２．４８＃

Ｆ值 ７９０．２３９
Ｐ ０．０００

　　注：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组相比；＃Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ相比；

２．２　Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３ＩＩ免疫组化与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果

免疫组化分析：Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ蛋白主要表达
于细胞胞质，阳性细胞胞质中可见大量棕褐色颗

粒。与 Ｓｈａｍ组比较，ＳＡＨ组阳性细胞数量明显增
多（Ｐ＜０．０５）；与 ＳＡＨ 组 比 较，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组 和
ＳＰ６００１２５组阳性细胞数量显著降低（Ｐ＜０．０５），
但仍高于 Ｓｈａｍ组。见图 ２、图 ３、表 ２。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
定量分析：与 Ｓｈａｍ组比较，ＳＡＨ组 Ｂｅｃｌｉｎ１表达量
明显增高（Ｐ＜０．０５）；与 ＳＡＨ组相比，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组、

ＳＰ６００１２５组其表达量显著下降，但表达量仍高于
Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５）。与Ｓｈａｍ组比较，ＳＡＨ组ＬＣ３Ⅱ
表达量明显增高（Ｐ＜０．０５）；与 ＳＡＨ组相比，Ｅｄａｒａ
ｖｏｎｅ组、ＳＰ６００１２５组表达量显著下降，表达量高于
Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５）。见图４、图５、表３。
２．３　ＰＪＮＫ蛋白免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

阳性磷酸化 ＪＮＫ主要定位于细胞核，少数表达
在细胞浆。阳性细胞可见浅褐色颗粒。Ｓｈａｍ组大
鼠阳性细胞数目较少，与 Ｓｈａｍ组比较，ＳＡＨ组 ｐ
ＪＮＫ蛋白阳性细胞数量较多，（Ｐ＜０．０５）。与 ＳＡＨ
组比较，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组、ＳＰ６００１２５组 ｐＪＮＫ蛋白阳
性细胞表达量均减少，（Ｐ＜０．０５）。见图 ６、表 ２．
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量分析：Ｓｈａｍ组 ｐＪＮＫ蛋白微弱表
达，（Ｐ＜０．０５）；与 Ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ组 ｐＪＮＫ蛋
白表达 量 明 显 增 加，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜
０．０５）；与 ＳＡＨ组相比，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组、ＳＰ６００１２５组
ｐＪＮＫ蛋白表达量均降低，但仍维持较高水平表
达，高于 Ｓｈａｍ组，（Ｐ＜０．０５）。图 ７、表 ３。

·３３５·
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图 ２　各组 ＳＤ大鼠海马区神经元 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达（免疫组化 ×４００）
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图 ３　各组 ＳＤ大鼠海马区神经元 ＬＣ３ＩＩ的表达（免疫组化 ×４００）
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图 ４　各组 ＳＤ大鼠海马 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

表达结果（２４ｈ）
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图 ５　各组 ＳＤ大鼠海马 ＬＣ３ＩＩ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ表

达结果（２４ｈ）

表２　各组大鼠海马区 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ＩＩ、ｐＪＮＫ蛋白表达结果（ｎ＝

５，ｘ±ｓ）（个／高倍视野）

分组 Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３ＩＩ ｐＪＮＫ
Ｓｈａｍ组 ２３．８６±１．５１ １３．１５±０．７６ ０．７１±０．３５
ＳＡＨ组 ４７．７３±２．４８ ４２．１３±３．２６ ２８．５５±３．０５

Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组 ４０．０５±２．５８＃ ３５．２３±３．５９＃ ２４．８０±３．１７＃

ＳＰ６００１２５组 ４２．３３±２．４２＃ ３４．５５±２．７５＃ ２０．１２±２．５５＃

Ｆ值 １２０．９３４ １１９．４６３ １５５．１０４
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组相比；＃Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ相比；

表３　各蛋白在各组大鼠海马区Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表达结果（ｎ＝５，ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３Ⅱ ｐＪＮＫ
Ｓｈａｍ组 ０．０７１３±０．００５３ ０．０７１６±０．００６２ ０．０６１２±０．００６５
ＳＡＨ组 ０．６４２６±０．０４１０ ０．５６１９±０．０３２５ ０．５６１８±０．０４２５

Ｅｄａｒａｖｏｎｅ组 ０．５４１２±０．０５３９＃ ０．４３２６±０．０６２１＃ ０．４４１５±０．０５６３＃

ＳＰ６００１２５组 ０．５１１７±０．０５５８＃ ０．４５１６±０．０５２８＃ ０．４２８３±０．０４９４＃

Ｆ值 １９９．１２９ １４０．６８１ １５０．８２３
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组相比；＃Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ相比
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图 ６　各组 ＳＤ大鼠海马区神经元 ＰＪＮＫ的表达（免疫组化 ×４００）

３　讨论
本研究结果发现，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ治疗后可明显增加

ＳＡＨ大鼠海马区神经元存活数量，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ可能起
到一定的神经保护作用。彭秉纲等［９，１０］应用 Ｅｄａｒａ

ｖｏｎｅ对脑出血患者治疗后发现神经功能有较好的
改善；蔡谋善等［１１］应用 Ｅｄａｒａｖｏｎｅ联合丹参川芎嗪
治疗急性脑梗死患者发现，其神经功能缺损程度和

日常生活能力均有明显改善。近年来Ｅｄａｒａｖｏｎｅ在

·４３５·
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图 ７　各组 ＳＤ大鼠海马 ＰＪＮＫ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ表

达结果（２４ｈ）

ＳＡＨ的治疗中也有一定的应用，并取得良好疗效。
我们的研究与此一致，依达拉奉可减少神经元的损

伤，起到一定的神经保护与神经修复作用。

自噬（Ａｕｔｏｐｈａｇｙ），又叫做 ＩＩ型程序性细胞死
亡，研究显示多种疾病的病理生理过程均有自噬的

激活，但是自噬的作用尚未完全统一，目前学术界

一致认为自噬是一把双刃剑，适度的自噬可以促进

细胞 的 存 活，而 过 度 的 自 噬 则 加 速 细 胞 的 死

亡［３－４］。本实验前期发现，自噬途径在 ＳＡＨ早期即
被激活，并在 ２４ｈ时最强。

本实验选择于 ＳＡＨ后 ２４ｈ处死大鼠并发现，
而应用 Ｅｄａｒａｖｏｎｅ干预后，自噬蛋白的水平显著下
降，结合病理学结果分析，ＳＡＨ早期病理生理学过
程可能存在自噬的过度激活，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ治疗后可能
把自噬抑制在适度的水平，从而起到神经保护作

用。周波等［１２］构建帕金森小鼠模型，应用 Ｅｄａｒａ
ｖｏｎｅ治疗发现小鼠海马区细胞内 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ＩＩ
蛋白表达水平明显降低，神经细胞死亡数量减少，

有效抑制自噬、发挥神经保护的作用，本实验结果

与此一致，因此，我们认为 Ｅｄａｒａｖｏｎｅ能够有效抑制
自噬的活性，从而保护脑部神经元。自噬的激活涉

及到细胞内外复杂的分子调控机制。有文献报道，

ＪＮＫ通路与自噬关系密切［１３］。本研究结果发现，

Ｅｄａｒａｖｏｎｅ干预 后 ｐＪＮＫ的 含 量 明 显 下 降，而 与
ＳＰ６００１２５干预后无显著差异，提示 Ｅｄａｒａｖｏｎｅ可能
对 ＪＮＫ信号通路起到一定的抑制作用。大量的氧
自由基可能激活 ＪＮＫ通路，诱导细胞自噬、凋亡系
统紊乱，最终导致神经细胞死亡。如前所述，Ｅｄａｒ
ａｖｏｎｅ可以抑制体内的脂质过氧化反应，清除氧自
由基抑制炎症介质的形成，进而抑制了 ＪＮＫ信号
通路的激活，下调自噬水平，减少 ＳＡＨ后自噬带来
的神经元损伤。我们的结果认为，这可能是 Ｅｄａｒａ
ｖｏｎｅ的神经保护机制。

综上述，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ可能通过抑制 ＪＮＫ信号通路，

降低神经细胞自噬的活性，从而起到一定的神经保

护作用。但是 Ｅｄａｒａｖｏｎｅ不仅仅依赖于此途径发挥
保护作用，我们的研究只是冰山一角，Ｅｄａｒａｖｏｎｅ更为
广泛的药理学机制有待同仁更加深入的研究。
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