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褪黑素对SD大鼠脑缺血再灌注损伤后 c-fos表达
的影响
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摘 要：目的 探讨褪黑素在大鼠脑缺血再灌注损伤中的神经保护作用及可能机制。方法 选取 45只雄性 SD大鼠，分为假手术

组（5只）、脑缺血再灌注组（20只）、褪黑素干预组（20只）；脑缺血再灌注组和褪黑素干预组根据时间点第 6小时、第 1天、第 3天、

第 7天分为 4个组，每组 5只。采用 Longa线栓法建立大鼠左侧大脑中动脉栓塞(MCAO)模型，采用HE染色检测脑组织的病理改

变，TUNEL染色检测神经细胞的凋亡，免疫组织化学（免疫组化）法及蛋白质印迹法(Western Blotting)观察大鼠脑组织内 c-fos表达

情况。结果 在脑缺血再灌注组的各时间点的HE染色显示，胶质细胞呈现程度不一的增生，神经元出现坏死；褪黑素干预能减

轻脑缺血再灌注后胶质细胞增生及神经元的坏死。在TUNEL染色凋亡检测中，脑缺血再灌注组各时间点的神经细胞凋亡升高；

褪黑素干预组各时间点的细胞凋亡数低于脑缺血再灌注组(P <0.05)。在免疫组化及蛋白质印迹检测中，脑缺血再灌注组 c-fos表
达增加，在第 1天时达到高峰，之后表达逐步降低；在褪黑素干预组，c-fos表达趋势与缺血再灌注组一致，但表达水平比缺血再灌

注组相应时间点低，差异有统计学意义(P <0.05)。结论 褪黑素能够减轻脑缺血再灌注后神经元的损伤，降低 c-fos的表达，表明

褪黑素可能通过调控 c-fos的表达在脑缺血再灌注中发挥神经保护作用。 ［国际神经病学神经外科学杂志, 2021, 48(1): 63--68］
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Abstract： Objective To investigate the neuroprotective effect and possible mechanism of melatonin in cerebral ischemia/reperfu⁃
sion injury in rats. Methods A total of 45 male Sprague-Dawley rats were divided into sham-operation group with 5 rats，cerebral
ischemia/reperfusion group with 20 rats，and melatonin intervention group with 20 rats. The cerebral ischemia/reperfusion group and
the melatonin intervention group were further divided into 6-hour，1-day，3-day，and 7-day groups based on related time points，with
5 rats in each group. The Longa suture method was used to establish a rat model of left middle cerebral artery occlusion（MCAO）；HE
staining was used to observe the pathological changes of brain tissue；TUNEL staining was used to measure the apoptosis of nerve
cells；immunohistochemical staining and Western blotting were used to measure the expression of c-fos in rat brain tissue. Results
HE staining showed that at different time points，the cerebral ischemia/reperfusion group had varying degrees of glial cell proliferation
and neuron necrosis，and melatonin intervention alleviated glial cell proliferation and neuron necrosis after cerebral ischemia/reperfu⁃
sion. TUNEL staining for cell apoptosis showed that the cerebral ischemia/reperfusion group had a significant increase in the apoptosis
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of nerve cells at each time point，and the melatonin intervention group had a significantly lower number of apoptotic cells than the cere⁃
bral ischemia/reperfusion group（P <0.05）. Immunohistochemical staining and Western blotting showed that the cerebral ischemia/re⁃
perfusion group had an increase in the expression of c-fos，which reached a peak on day 1，followed by a gradual reduction；the mela⁃
tonin intervention group had a similar changing trend of c-fos expression to the cerebral ischemia/reperfusion group，but with a signifi⁃
cantly lower expression level than the cerebral ischemia/reperfusion group at the corresponding time point（P <0.05）. Conclusions
Melatonin can reduce neuronal damage and c-fos expression after cerebral ischemia/reperfusion，suggesting that melatonin may exert a
neuroprotective effect in cerebral ischemia/reperfusion by regulating the expression of c-fos.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2021, 48(1): 63--68］
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褪黑素（Melatonin）是一种由松果体分泌的吲哚类激

素，被认为是一种具有显著作用的抗氧化剂，能够全面激

活抗氧化酶、减少自由基水平，积极减缓自由基针对于组

织的破坏效用［1］。而且褪黑素具有脂溶性高，易于通过

血脑屏障和细胞膜，毒性低等优点［2］。脑缺血再灌注（I/
R）损伤是缺血性脑血管病中神经损伤的重要病理生理机

制，缺血中心区的损伤以坏死为主，边缘区域受损主要类

型为神经细胞凋亡。而边缘区的神经元凋亡可直接决定

脑梗死的大小［3-4］。有研究发现，褪黑素在中枢神经系统

退行性疾病、脑外伤和脑出血等疾病中具有神经保护作

用［5］。最主要是作为清除氧自由基的抗氧化剂，减少机

体的氧化损伤。

c-fos基因被认为是中枢神经系统最具有典型意义的

即刻早期化基因（immediate early gene，IEG）类型［6］。有

研究表明，c-fos和神经元细胞凋亡存在相当密切的关

系［7］。在脑缺血再灌注的过程中 c-fos的表达明显上调，

加速了神经细胞凋亡。然而，脑缺血再灌注时褪黑素对

c-fos表达的影响仍有待进一步阐明。因此，本研究将通

过建立大鼠脑缺血再灌注模型，应用HE染色、凋亡检测、

免疫组化学、Western blotting等技术，研究 SD大鼠脑组织

受损和 c-fos表达情况，以及褪黑素对脑组织和 c-fos表达

的影响，以探讨褪黑素对缺血再灌注脑组织的保护作用

及可能机制。

1 材料和方法

1. 1 实验动物及分组

择取购买自湖北省实验动物研究中心的 45只雄性

SD大鼠为研究的动物模型载体。体质量（250±20）g。
将 SD大鼠分为假手术组（5只）、脑缺血再灌注组（20

只）、褪黑素干预组（20只）。

假手术组仅分离单侧颈总及颈内和外动脉，不予夹

闭，处死；缺血再灌注组制模成功后按 I/R后第 6小时、第

1天、第 3天、第 7天分为 4组，每组 5只大鼠；褪黑素干预

组在制模前 3天开始，给予褪黑素 10 mg/（kg·d）灌胃，直

到处死，按与缺血再灌注组相应时间点将其分为 4组，每

组5只大鼠。

1. 2 脑缺血再灌注模型的建立

应用浓度为 10%水合氯醛为麻醉剂，在大鼠腹腔注

射浓度为 3.5 mg/kg的药物实施麻醉。以仰卧状态平放，

并做好颈部消毒工作。剪开小鼠颈部正中部位，对右侧

的颈部总动脉、颈内动脉及颈外动脉分离处理。右颈总

动脉以及颈外动脉应用尼龙线结扎处理。颈内动脉应用

动脉夹进行夹闭处理。于实验大鼠的右颈总动脉分叉膨

大处开放一个“V”样口。在此之后把阻塞线自切口插进，

缓慢送入颈内动脉，感到有轻微阻力即停止，随后碘伏消

毒，需要说明的是，应当在皮肤缝合位置外留置大概规格

为 1 cm的丝线。在缺血处理之后 120 min，对实验动物再

次进行麻醉处理。完成上述工作之后，退出阻塞线，以导

致缺血后再灌注。假手术组仅分离右侧颈总动脉，颈内

动脉和颈外动脉，缝合伤口，不插入线栓。

1. 3 标本采集

取出部分大鼠的大脑组织（取脑梗死中心区脑组织，

冠状位前囟-2.0～+2.0 mm），置入浓度为 4%的多聚甲醛

中进行固定；剩余组织液氮冻存，-80℃长期保存。

1. 4 试剂

TUNEL试剂盒由Roche公司提供；HRP标记山羊抗兔

和DAB试剂盒由北京中杉金桥生物技术有限公司提供；

BCA蛋白质浓度测定试剂盒由ASPEN公司提供；褪黑素

由国药集团提供。

1. 5 HE染色病理检测

脑组织固定于 4%多聚甲醛 24 h以上，以常规的方式

对切片实施HE染色处理，应用光学显微镜查看脑组织的

病理改变，分析大鼠样本缺血再灌注处理之后脑部组织

损伤水平情况。

1. 6 TUNEL染色检测

依照先后顺序，将经过以上步骤处理的切片放到阶

梯浓度酒精之内，为了避免液体流失，在甩干处理之后于

组织四周应用组化笔画圆圈。并在画好的圆圈之内滴加

蛋白酶 K工作液，全面盖住组织。孵育 15 min后洗涤。

在适当干燥处理之后在加入破膜工作液盖住组织。孵育

10 min后再次洗涤。在 TUNEL试剂盒之中，调试混合试

剂覆盖组织。把制作好的切片放到湿盒之中，使用 37℃
水浴锅孵育处理，共计 1 h。加入适量DAPI染液，使用抗

荧光淬灭封片剂封片处理。应用荧光显微镜观察，拍照。

1. 7 免疫组织化学（简称免疫组化）染色

对实验大鼠脑组织实施石蜡包埋切片及烘干处理。

切片放置于浓度为 3%过氧化氢溶液内，目的在于灭活处

理内源过氧化物酶。次日应用PBS洗涤处理，共计进行 3
次。在此之后，滴入二抗，完成PBS洗涤和DAB染色。显

色以后应用苏木精完成复染工作。脱水、透明、封固。镜

下观察并拍照。

1. 8 Western Blotting检测蛋白表达

脑组织在PBS缓冲液漂洗后加入相当于 10倍的蛋白

提取剂，冰浴处理匀浆。完成离心对上清液加以收集，得

出总蛋白溶液。样本蛋白浓度测定应用BCA蛋白质浓度

测定试剂盒完成。在此之后实施电泳、转膜、抗体孵育。

通过ECL反应完成化学发光检测。结合实际光照情况有

效调节曝光参数。显影，定影。完成以上步骤之后，实施

扫描以及存档，应用AlphaEaseFC软件，对目标带光密度

值情况进行全面分析。

1. 9 统计学方法

数据处理采用 SPSS 19.0统计学软件。计量资料以

均数±标准差（-x ± s）表示，多组间比较方差分析，多组间

两两比较采用 LSD-t检验。P <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2. 1 病理检测结果

假手术组大鼠脑组织结构没有明显变化。在缺血再

灌注组中，胶质细胞出现增生，神经元发生坏死，并且随

着缺血再灌注时间的延长而逐渐加重。褪黑素干预后，

胶质细胞增生及神经元坏死与缺血再灌注组相同时间点

比较，明显减轻。因脑缺血再灌注组及褪黑素干预组在

实验中的胶质细胞增生、神经元坏死、细胞凋亡数、c-fos
表达、蛋白印迹灰度比均在再灌注后第 1天时达到峰值，

故均选取峰值时的镜下图片可示明显对比。见图1。

2. 2 TUNEL检测结果

假手术组的平均凋亡率低。脑缺血再灌注组和褪黑

素干预组中细胞凋亡数在各个时间点均高于假手术组，

于再灌注后第1天时达高峰，随后逐渐减少。褪黑素干预

组的各时间点的细胞凋亡数与缺血再灌注组变化趋势一

致，但低于脑缺血再灌注组（P<0.05）。见图2、表1。

脑缺血再灌注组与褪黑素干预组在不同时间点的

Tunel凋亡指数比较，采用重复测量的方差分析，结果：①
不同时间点间的tunel凋亡指数有差别（第6小时F=8. 38，

P=0. 00；第 1 天 F=77. 66，P=0. 00；第 3 天 F=70. 597，P=

0. 00；第7天F=95. 895，P=0. 00）；②褪黑素干预组与脑缺

血再灌注组的tunel凋亡指数变化趋势有差别（脑缺血再

灌注组 F=88. 168，P=0. 00；褪黑素干预组 F=60. 649，P=

0. 00）。见表1。

   
A B C

A：假手术组；B：缺血再灌注后第1天；C：褪黑素干预后第1天

图1 各组脑组织病理学变化（HE染色，×400），光镜下可见褪黑素干预组中的胶质细胞增生及神经元坏死要重于假手术组，

且轻于缺血再灌注组

  
A B

A：缺血再灌注后第1天；B：褪黑素干预后第1天

图2 细胞凋亡对比（荧光显微镜，×400）
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荧光淬灭封片剂封片处理。应用荧光显微镜观察，拍照。

1. 7 免疫组织化学（简称免疫组化）染色

对实验大鼠脑组织实施石蜡包埋切片及烘干处理。

切片放置于浓度为 3%过氧化氢溶液内，目的在于灭活处

理内源过氧化物酶。次日应用PBS洗涤处理，共计进行 3
次。在此之后，滴入二抗，完成PBS洗涤和DAB染色。显

色以后应用苏木精完成复染工作。脱水、透明、封固。镜

下观察并拍照。

1. 8 Western Blotting检测蛋白表达

脑组织在PBS缓冲液漂洗后加入相当于 10倍的蛋白

提取剂，冰浴处理匀浆。完成离心对上清液加以收集，得

出总蛋白溶液。样本蛋白浓度测定应用BCA蛋白质浓度

测定试剂盒完成。在此之后实施电泳、转膜、抗体孵育。

通过ECL反应完成化学发光检测。结合实际光照情况有

效调节曝光参数。显影，定影。完成以上步骤之后，实施

扫描以及存档，应用AlphaEaseFC软件，对目标带光密度

值情况进行全面分析。

1. 9 统计学方法

数据处理采用 SPSS 19.0统计学软件。计量资料以

均数±标准差（-x ± s）表示，多组间比较方差分析，多组间

两两比较采用 LSD-t检验。P <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2. 1 病理检测结果

假手术组大鼠脑组织结构没有明显变化。在缺血再

灌注组中，胶质细胞出现增生，神经元发生坏死，并且随

着缺血再灌注时间的延长而逐渐加重。褪黑素干预后，

胶质细胞增生及神经元坏死与缺血再灌注组相同时间点

比较，明显减轻。因脑缺血再灌注组及褪黑素干预组在

实验中的胶质细胞增生、神经元坏死、细胞凋亡数、c-fos
表达、蛋白印迹灰度比均在再灌注后第 1天时达到峰值，

故均选取峰值时的镜下图片可示明显对比。见图1。

2. 2 TUNEL检测结果

假手术组的平均凋亡率低。脑缺血再灌注组和褪黑

素干预组中细胞凋亡数在各个时间点均高于假手术组，

于再灌注后第1天时达高峰，随后逐渐减少。褪黑素干预

组的各时间点的细胞凋亡数与缺血再灌注组变化趋势一

致，但低于脑缺血再灌注组（P<0.05）。见图2、表1。

脑缺血再灌注组与褪黑素干预组在不同时间点的

Tunel凋亡指数比较，采用重复测量的方差分析，结果：①
不同时间点间的tunel凋亡指数有差别（第6小时F=8. 38，

P=0. 00；第 1 天 F=77. 66，P=0. 00；第 3 天 F=70. 597，P=

0. 00；第7天F=95. 895，P=0. 00）；②褪黑素干预组与脑缺

血再灌注组的tunel凋亡指数变化趋势有差别（脑缺血再

灌注组 F=88. 168，P=0. 00；褪黑素干预组 F=60. 649，P=

0. 00）。见表1。
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A：假手术组；B：缺血再灌注后第1天；C：褪黑素干预后第1天

图1 各组脑组织病理学变化（HE染色，×400），光镜下可见褪黑素干预组中的胶质细胞增生及神经元坏死要重于假手术组，

且轻于缺血再灌注组

  
A B

A：缺血再灌注后第1天；B：褪黑素干预后第1天
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2. 3 免疫组化检测结果

在假手术组的脑部组织内神经细胞之内的 c-fos表达

呈微弱阳性，偶有阳性细胞。脑缺血再灌注组的 c-fos表
达增加，从 I/R后第 6小时开始 c-fos的表达量增加，第 1天

时达高峰，第 3天起 c-fos表达逐渐减少。褪黑素干预组

与缺血再灌注组的 c-fos表达趋势大致相同，但 c-fos在各

时间节点的表达率前者低于脑缺血再灌注组。见图

3、表2。

2. 4 Western Blotting检测结果

假手术组的灰度比较低。脑缺血再灌注组中灰度比

明显升高，再灌注后 1 d时最为显著，随后逐渐降低。褪

黑素干预组的灰度比均高于假手术组，但低于同一时间

点的脑缺血再灌注组。见图4、表3。

   
A B C

A：假手术组；B：缺血再灌注后第1天；C：褪黑素干预后第1天

图3 各组免疫组化中 c-fos表达的差异（光镜下，×400）

表2 各组不同时间点 c-fos表达指数比较

组别

假手术组

脑缺血再灌注组

褪黑素干预组

F值

P值

0 h
6. 76±0. 47

第6小时

—

17. 76±1. 26①
12. 55±0. 38①②
115. 567
0. 00

第1天

—

40. 31±6. 84①
30. 75±3. 86①②

43. 42
0. 00

第3天

—

29. 67±4. 03①
21. 61±3. 12①②

46. 362
0. 00

第7天

—

23. 50±3. 57①
17. 18±2. 12①②

36. 833
0. 00

注：因假手术的老鼠样本未行缺血再灌注处理，直接处死，故于各个时间点的细胞凋亡数均同一数据。①与假手术组比较，P<0.05；②与脑缺

血再灌注组比较，P<0.05

c-Fos

GAPDH

假手术 第6小时 第1天

I/R 干预+I/R

62 kDa

37 kDa

第3天 第7天 第6小时 第1天 第3天 第7天

图4 缺血再灌注组及褪黑素干预组中各时间点灰度值的比较

表1 各组在不同时间点Tunel凋亡指数比较

组别

假手术组

脑缺血再灌注组

褪黑素干预组

F值

P值

0 h
1. 16±0. 11

第6小时

—

9. 68±1. 09①
5. 96±0. 88①②

8. 38
0. 00

第1天

—

49. 42±5. 51①
41. 88±6. 91①②

77. 66
0. 00

第3天

—

39. 58±5. 66①
21. 41±3. 87①②

70. 597
0. 00

第7天

—

19. 95±2. 41①
8. 99±1. 58①②
95. 895
0. 00

注：因假手术的老鼠样本未行缺血再灌注处理，直接处死，故于各个时间点的细胞凋亡数均同一数据。①与假手术组比较，P<0.05；②与脑缺

血再灌注组比较，P<0.05
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IEG又被称原癌基因（proto-oncogene），也被视为发生

大脑缺血之后迅速表达的基因组类型。其中 c-fos基因组

为最为典型且重要的基因种类［8］。通常而言，c-fos基因

并不会表达，只有在其参加到了细胞生长过程、分化过

程、学习过程和记忆过程等中，才会体现出神经保护的效

用。在被外界各种伤害性刺激时，c-fos基因表达水平才

会出现变化［9］。c-fos基因表达与神经元的应激反应相

关，大鼠卒中后 c-fos基因表达的程度与所受刺激量的大

小成正比［10］。作为大脑缺血反应高敏感标记物质，c-fos
的表达情况对于因大脑缺血再灌注导致的神经元凋亡步

骤内起到了相当重要的效用。本研究发现，大鼠脑缺血

再灌注后，c-fos表达增加。有研究表明，c-fos基因表达

与脑缺血后神经元的死亡或凋亡呈平行关系，其表达程

度反映了脑缺血后神经元死亡或凋亡的程度，c-fos基因

表达越高，相应的脑组织损伤越严重［11］。
本实验发现，大鼠脑缺血再灌注后，c-fos表达增加。

既往的研究表明，其可能的机制是：①脑缺氧缺血再灌注

时必需氨基酸（essential amino acid，EAA）释放增多，N-甲

基 -D-天门冬氨酸（NMDA）受体被激活，可诱导 c-fos表
达［12］。②脑缺氧缺血再灌注时细胞内Ca2+超载，可诱导 c-
fos表达，并且通过激活酶学反应，及对转录因子进行磷酸

化等途径诱导神经细胞 c-fos表达［13］。③脑缺氧缺血再灌

注时可产生大量氧自由基，损伤细胞膜、细胞器和酶功

能，且影响DNA与RNA的信息传递、转录和复制。④脑

缺氧缺血及再灌注时，脑组织的NO含量显著升高，可诱

导 c-fos表达［14］。总之，诸多因素共同参与中枢神经系统

中的 c-fos表达过程，诱导细胞调亡的发生。

由此发现，c-fos的具体表达情况能被视为一种反映

脑缺血再灌注时细胞代谢改变的新型指标，其有可能成

为评定针对于脑缺血再灌注相关药品治疗成效的新方

式［8］。在本实验之内，经过制作 SD实验大鼠缺血再灌注

模型，证实了 c-fos具体表达情况和神经元凋亡表达情况

呈一致状态。这也在一定程度上代表 c-fos表达情况和细

胞凋亡具有一定关系。由此能看出，寻找一种可以对 c-
fos基因进行调控的药物就可能改善脑卒中患者的预后

情况。

褪黑素具有全面清除机体中自由基、抗炎、减少癌细

胞增殖以及抗氧化的生物学效应，能对人体生殖系统、内

分泌系统以及神经系统起保护作用［15］。作为一种神经内

分泌激素，褪黑素分泌的调节机制非常复杂。有研究发

现，病理状态下，机体褪黑素水平明显降低，考虑其机制

可能与褪黑素作为抗氧化剂及保护性激素，存在过度消

耗相关［16］，同时与松果体分泌褪黑素的能力降低相关。

目前，认为褪黑素抗自由基损伤的作用机制主要包括两

方面，一方面是以电子供体的形式直接清除自由基；另一

方面是影响氧化和抗氧化有关酶类的活性［17］。
目前，在脑缺血再灌注损伤中探究褪黑素与 c-fos的

关系研究甚少。本实验需要阐明在脑缺血再灌注损伤中

褪黑素的神经保护作用是否与调控 c-fos的表达水平相

关。我们在大鼠脑缺血再灌注模型中通过加入外源性褪

黑素，检测其是否能够影响体内 c-fos的表达，从而产生神

经保护作用。本研究发现，大鼠脑缺血再灌注后 c-fos表
达增加，褪黑素处理后能减少神经细胞死亡，减少 c-fos的
表达。

因此，褪黑素可能通过调节 c-fos的表达，在大脑缺血

再灌注损伤中发挥神经保护作用。本研究将为褪黑素对

于脑缺血性疾病的临床诊疗提供实验基础。
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