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摘要　目的　探讨长时程亚低温（ＭＨＴ）联合复方脑肽节苷
脂注射液（ＣＰＣＧＩ）治疗对颅脑创伤（ＴＢＩ）大鼠的神经行为学
影响及其作用机制。方法　３６只健康成年雄性 ＳＤ大鼠随
机均分为模型组、ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组。采
用电子可控性皮质损伤装置制备ＴＢＩ大鼠模型，模型组大鼠
腹腔注射等量生理盐水（ＮＳ，２ｍｌ／ｋｇ）并给予常温（３７℃）
治疗４８ｈ，ＭＨＴ组大鼠腹腔注射等量 ＮＳ并给予亚低温
（３３０±１０）℃治疗４８ｈ，ＣＰＣＧＩ组大鼠腹腔注射等量ＣＰＣ
ＧＩ（０６ｍｌ／ｋｇ）并给予常温治疗４８ｈ，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组大鼠
腹腔注射等量ＣＰＣＧＩ并给予亚低温治疗４８ｈ；通过神经功
能缺损评分评估大鼠的感觉运动功能，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检
测大鼠的运动和空间记忆能力，横杆跑动实验和斜坡爬壁实

验评估大鼠的运动功能；尼氏染色观察海马神经元数量的变

化；采用免疫荧光法检测微管相关蛋白（ＤＣＸ）和神经元特异
性核蛋白（ＮｅｕＮ）表达情况；采用免疫印迹法检测 Ｂ细胞淋
巴瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）和半胱氨酸蛋白酶
３（Ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白表达情况。结果　与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组
相比，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组小鼠神经功能缺损评分更低，逃避潜
伏期时间更短，跨越平台次数和目标象限所占时间百分比更

高，ＢＷＴ评分更高，爬坡角度更大，神经元数量、ＤＣＸ和 Ｎｅ
ｕＮ阳性细胞数量增多，同时 Ｂｃｌ２表达量增加，Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ３表达量降低（Ｐ＜００５）。结论　 长时程亚低温联
合ＣＰＣＧＩ治疗通过促进神经再生、抑制细胞凋亡有效改善
ＴＢＩ大鼠的神经行为缺陷，为ＴＢＩ的临床治疗提供潜在的策
略和依据。
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　　颅脑创伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是导致

人类死亡和致残的主要原因之一，给社会和家庭带

来了沉重的负担［１－２］。亚低温（ｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａ，
ＭＨＴ）通过减轻脑水肿，保护血脑屏障，促进内源性
神经再生，减轻炎症反应和抑制神经元细胞凋亡等

作用机制，在临床研究和动物实验中均表现出一定

的治疗作用［３－４］。复方脑肽节苷脂注射液（ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｐｏｒｃｉｎｅｃｅｒｅｂｒｏｓｉｄｅａｎｄｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，
ＣＰＣＧＩ）是一种神经营养药物，参与神经元的生长、
分化和再生，促进血液循环和新陈代谢［５］，已广泛

用于脑缺血和阿尔茨海默病的治疗中［６－７］。

最近发现长时程的 ＭＨＴ疗法在 ＴＢＩ的治疗中
具有更积极的神经保护作用［８］，同时有研究［９］表明

ＣＰＣＧＩ通过控制内源性细胞防御氧化应激机制发挥
脑损伤后的保护效应，然而长时程 ＭＨＴ疗法联合
ＣＰＣＧＩ的治疗研究相对较少。因此，该文旨在探讨
长时程ＭＨＴ联合复方脑肽节苷脂治疗对 ＴＢＩ大鼠
的神经行为学影响并研究其可能的作用机制，以期

为ＴＢＩ的临床治疗提供新的策略和依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　复方脑肽节苷脂注射液（吉林
步长制药有限公司，货号：２１０３２２），微管相关蛋白
（ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ，ＤＣＸ）抗体、神经元特异性核蛋白
（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｃｌｅａｒ，ＮｅｕＮ）抗体、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂ
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）抗体、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白
（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗体、半胱氨酸蛋
白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ３）抗体（美国
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，货号：２０８８４７６、２０８８０７０８、２２２７９４８、
２０６１５６１、２８７６８９２），５溴脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）、
４，６二脒基２苯基吲哚（４＇，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎ
ｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）（德国 Ｓｉｇｍａ公司，货号：ＳＡＢ４７０１０４０、
Ｄ９５４２），山羊抗兔二抗 ＩｇＧ（美国 Ａｂｃａｍ公司，货
号：ＷＫ３６４），４８８荧光二抗、５６８荧光二抗（美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，货号：Ａ１１００８、Ａ２１１２４），ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，货号：２３２２５），水合氯
醛、多聚甲醛（天津索罗门生物科技有限公司，货
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号：１１０４３２、１６３１０１）。
１．１．２　主要仪器　亚低温治疗仪（中国珠海黑马
公司，型号：Ｔ１型），电子可控性皮质损伤装置（美国
ＣｕｓｔｏｍＤｅｓｉｇｎ＆Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ公司，型号：ｅＣＣＩ），Ｍｏｒ
ｒｉｓ水迷宫设备（淮北正华生物仪器设备公司，型号：
ＢＷＭＷＭ１０１），冰冻切片机、倒置荧光显微镜（德国
ＬＥＩＣＡ公司，型号：ＨＳ１２０５、ＭＨＹ２８３１５），转膜仪
（美国ＢＩＯＲＡＤ公司，型号：ＤＢＺＹ）。
１．２　方法
１．２．１　实验动物与分组　３６只健康成年雄性 ＳＤ
大鼠［许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９００１０］由斯贝福
（北京）生物技术有限公司提供，体质量为（２２０±
１０）ｇ，室温２０～２４℃，相对湿度５５％ ～６０％，光照
时间７：００—１９：００，大鼠在动物房适应性饲养 ７ｄ
后开始实验。随机数字表法将大鼠随机分为ＴＢＩ模
型组、仅给予ＭＨＴ治疗（ＭＨＴ）组、仅给予ＣＰＣＧＩ治
疗（ＣＰＣＧＩ）组、同时给予ＭＨＴ和 ＣＰＣＧＩ治疗（ＭＨＴ
＋ＣＰＣＧＩ）组，每组９只。
１．２．２　ＴＢＩ模型的制备　根据既往造模方法［１０］进

行造模，所有大鼠造模前１２ｈ禁食，按５０ｍｇ／１００ｇ
经腹腔注射５％水合氯醛进行麻醉，然后将其俯卧
位固定于立体定向头架上，头部备皮消毒完毕后于

中线切开头皮，剥离骨膜暴露右侧顶骨。以前囟为

原点，向后１５～２０ｍｍ旁开１２ｍｍ为圆心，颅钻
钻孔磨开５ｍｍ直径骨窗，暴露硬脑膜并保持其完
整。各组分别通过电子可控性皮质损伤（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅｃｏｒｔｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｅ，ｅＣＣＩ）装置，按照深度
１６ｍｍ，撞击速度４５ｍ／ｓ，停留时间１２０ｍｓ给予
钻孔部位打击损伤。大鼠造模后连续５ｄ腹腔注射
ＢｒｄＵ用于标记新生有丝分裂细胞。
１．２．３　ＣＰＣＧＩ腹腔注射和亚低温治疗　将 ＣＰＣＧＩ
溶于 ０９％ 的生理盐水（ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ＮＳ）中，ＴＢＩ
造模后ＴＢＩ模型组大鼠腹腔注射等量ＮＳ（２ｍｌ／ｋｇ）
并给予常温（３７℃）治疗４８ｈ，ＭＨＴ组大鼠腹腔注
射等量ＮＳ并给予亚低温（３３０±１０）℃治疗４８ｈ，
ＣＰＣＧＩ组大鼠腹腔注射等量ＣＰＣＧＩ［９］并给予常温治
疗４８ｈ，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组大鼠腹腔注射等量 ＣＰＣＧＩ
并给予亚低温治疗４８ｈ。
１．２．４　行为学实验
１．２．４．１　大鼠改良神经功能缺损评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，ｍＮＳＳ）　参照文献［１１］建

立的ｍＮＳＳ评分量表，ＴＢＩ大鼠腹腔注射 ＢｒｄＵ结束
后３ｄ对各组大鼠进行感觉、运动、提尾、平衡木和
反射评分。根据评分量表，缺少一项反射或者动物

不能完成一项任务给１分。
１．２．４．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　各组大鼠游泳训练
达标后１周进行水迷宫实验，记录每只大鼠入水寻
找隐藏在水面下的平台的平均时间（即逃避潜伏

期）；各组大鼠由距平台最远的象限入水点头朝池

壁放入水中，记录９０ｓ内穿越平台的次数，并记录
统计其在目标象限（即平台所在象限）的百分率。

１．２．４．３　横杆跑动实验（ｂｅａｍｗａｌｋｉｎｇｔｅｓｔ，ＢＷＴ）
和斜坡爬壁实验　ＴＢＩ大鼠腹腔注射ＢｒｄＵ结束后３
ｄ给予声光刺激测试大鼠在有障碍物的杠杆跑道上
行进的距离，行走距离的评分标准为：０分表示无法
行走，１～４分表示距起点２０、４０、６０、８０ｃｍ的距离，
５分表示穿过整个跑道进入暗盒中，分别记录各组
大鼠的得分情况；同时记录各组大鼠在木板２个不
同的位置可以维持躯体５ｓ时木板和地面形成的最
大角度，每组大鼠进行３次评分，最终取平均值。
１．２．５　尼氏染色　大鼠断头取材后，取脑皮质损
伤区组织用甲醛固定后进行石蜡包埋。石蜡包埋组

织行冠状切片后用二甲苯脱蜡并进行梯度乙醇水

化，然后将切片用尼氏染色液染色５ｍｉｎ，染色后再
经脱水和透明后进行封片镜检。取相应海马 ＣＡ３
区作为观察区域，在４００倍视野下随机选取３个视
野，分别计数显示神经元细胞数，最后算出３个视野
的平均细胞数。

１．２．６　免疫荧光染色检测大鼠脑组织中 ＤＣＸ、Ｂｒ
ｄＵ和ＮｅｕＮ表达水平　本研究使用 ＢｒｄＵ标记新生
细胞反映神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）的增
殖，并对成熟神经元进行抗 ＮｅｕＮ抗体标记。大鼠
断头取材，４％甲醛溶液固定２４ｈ。使用冰冻切片机
按２５μｍ厚度进行切片，滴加一抗 ＤＣＸ（１∶１００）、
ＢｒｄＵ（１∶１００）和ＮｅｕＮ（１∶２００）室温孵育１ｈ，滴加
４８８荧光二抗（１∶２００）和５６８荧光二抗（１∶２００）室
温孵育３０ｍｉｎ后检测免疫反应。取相应海马区作
为观察区域，在４００倍视野下随机选取３个视野，分
别计数ＤＣＸ和 ＮｅｕＮ荧光阳性的细胞数，最后算出
３个视野的平均 ＤＣＸ和 ＮｅｕＮ阳性细胞数，同理计
算ＮｅｕＮ／ＢｒｄＵ双标记阳性细胞数。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠脑组织中 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ
和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达　大鼠断头取脑，在冰浴中快
速将损伤侧脑组织加入细胞裂解液中，组织经匀浆

破碎后，用 ＢＣＡ法进行蛋白定量，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳，ＮＣ转膜。杂交步骤如下：５％脱脂牛奶封
闭ＮＣ膜１ｈ，１×ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×３次，然后室温下
与 Ｂｃｌ２（１∶１０００）、Ｂａｘ（１∶２０００）和 Ｃａｓｐａｓｅ３
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（１∶６００）杂交反应１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗同前。再将 ＮＣ
膜与山羊抗兔二抗 ＩｇＧ（１∶２０００）在室温下杂交反
应１ｈ，最后用ＴＢＳＴ洗ＮＣ膜１０ｍｉｎ×３次。ＮＣ膜
滴加１∶１配制的显影 Ａ液和 Ｂ液，利用 ＢＩＯＲＡＤ
凝胶成像系统进行显影。使用 ＳｃｎＩｍａｇｅ软件进行
目的蛋白和内参的灰度值测定，得出目的蛋白相对

灰度值。

１．３　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２３０统计软件进行
数据处理，正态分布的计量资料用均数 ±标准差（珋ｘ
±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯ
ＶＡ），两组间多重比较采用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠神经功能缺损评分结果　为了评估
大鼠的感觉运动等功能的恢复情况，于 ＴＢＩ大鼠腹
腔注射 ＢｒｄＵ结束后３ｄ对大鼠进行神经功能缺损
评分。ＴＢＩ模型组、ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋
ＣＰＣＧＩ组ｍＮＳＳ评分分别为（９７６±１６３）、（６３３±
１２６）、（７６４±１６５）和（５０３±１３２）。与 ＴＢＩ模
型组相比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组神
经功能缺损评分均降低（ｔＭＨＴ＝４９９，ｔＣＰＣＧＩ＝２７４，
ｔＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ＝６７７，均Ｐ＜００５），与ＭＨＴ组和ＣＰＣＧＩ
组相比，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组评分均降低（ｔ＝２１４、
３７１，均Ｐ＜００５）。
２．２　各组大鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果　与ＴＢＩ模
型组相比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组逃
避潜伏期时间不同程度缩短（ｔ＝１０３２、５６６、
１４００，均Ｐ＜００５），与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组相比，
ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组逃避潜伏期时间更短（ｔ＝４２３、
６９１，均 Ｐ＜００５）；与 ＴＢＩ模型组相比，ＭＨＴ组、
ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组跨越平台次数不同程
度升高（ｔ＝５９９、３６０、７９４，均Ｐ＜００１），与 ＭＨＴ
组和ＣＰＣＧＩ组相比，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组跨越平台次数
更高（ｔ＝２５１、２９８，均Ｐ＜００５）；与ＴＢＩ模型组相
比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组目标象限
所占时间百分比不同程度升高（ｔ＝５３２、６１３、
８５８，均 Ｐ＜００５），与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组相比，
ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组目标象限所占时间百分比更高（ｔ＝
３７３、５１７，均Ｐ＜００５）。见表１。
２．３　各组大鼠 ＢＷＴ和斜坡爬壁实验结果　在
ＢＷＴ中，与ＴＢＩ模型组大鼠相比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组
和ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组大鼠的 ＢＷＴ评分均有提高（ｔ＝
７３８、４２０、８５７，均Ｐ＜００５），与ＭＨＴ组和ＣＰＣＧＩ

组相比，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组的ＢＷＴ评分均有提高（ｔ＝
２２５、４５８，均Ｐ＜００５）。在斜坡爬壁实验中，与
ＴＢＩ模型组大鼠相比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋
ＣＰＣＧＩ组大鼠的爬坡角度均有所增加 （ｔ＝５５４、
６７０、１４２０，均 Ｐ＜００５），而 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组的
爬坡角度更大（ｔ＝９４３、５１６，均 Ｐ＜００５）。见表
２。

表１　各组大鼠逃避潜伏期、跨越平台次数和

目标象限所占时间百分比的比较（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

组别
逃避潜伏期

（ｓ）

跨越平台

次数

目标象限所占

时间百分比（％）
ＴＢＩ模型 ７０．６９±６．４３ ２．２±０．９２ １６．５２±３．６５
ＭＨＴ ４３．５３±４．５８ ５．１±０．９９ ２７．３４±４．８９

ＣＰＣＧＩ ５３．１０±６．７６ ４．３±１．４９ ２５．６０±２．５３

ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ ３４．７２±４．２５＃△ ５．９±１．２０＃△ ３７．２０±６．２４＃△

Ｆ值 ６７．７６ １６．５９ ３１．３２
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　与ＴＢＩ模型组比较：Ｐ＜００１；与 ＭＨＴ组比较：＃Ｐ＜００５；与ＣＰＣＧＩ组

比较：△Ｐ＜００５

表２　各组大鼠ＢＷＴ评分和爬坡角度比较（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＷＴ评分 爬坡角度

ＴＢＩ模型 １．２±０．７９ １９．６７±３．１２
ＭＨＴ ３．４±０．５２ ３３．８９±５．５３

ＣＰＣＧＩ ２．６±０．７０ ２８．２２±３．３８

ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ ４．０±０．６７＃△ ４６．３３±４．６７＃△

Ｆ值 ３２．２０ ６１．０３
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　与ＴＢＩ模型组比较：Ｐ＜００１；与 ＭＨＴ组比较：＃Ｐ＜００５；与

ＣＰＣＧＩ组比较：△Ｐ＜００５

２．４　各组大鼠海马ＣＡ３区神经元细胞数表达结果
　尼氏染色结果显示，在 ＴＢＩ模型组可见大鼠海马
ＣＡ３区神经元明显缺失和损伤，与ＴＢＩ模型组相比，
ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组海马 ＣＡ３区
神经元细胞数量增多（ｔ＝５９３、２４４、１２８７，均Ｐ＜
００５）；与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组相比，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ
组神经元细胞数量增多（ｔ＝４７５、１０２１，均 Ｐ＜
００５）。见图１。
２．５　各组大鼠ＤＣＸ和ＮｅｕＮ阳性细胞数表达结果
　与ＴＢＩ模型组相比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋
ＣＰＣＧＩ组ＤＣＸ阳性细胞数量增多（ｔ＝９１５、３６１、
１１１５，均Ｐ＜００５）；与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组相比，
ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组ＤＣＸ阳性细胞数量增加（ｔ＝４２７、
６８３，均Ｐ＜００５）。见图２。与 ＴＢＩ模型组相比，
ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组 ＮｅｕＮ阳性细
胞数量增多（ｔ＝２８３、２２１、４８９，均 Ｐ＜００５）；与
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ＭＨＴ组和ＣＰＣＧＩ组相比，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组 ＮｅｕＮ阳
性细胞数量增加（ｔ＝２３５、２８５，均 Ｐ＜００５），与

ＭＨＴ组相比，ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组 ＮｅｕＮ／ＢｒｄＵ双标记
阳性细胞数量增加（ｔ＝８４２，Ｐ＜００５）。见图３。

图１　各组大鼠海马ＣＡ３区尼氏染色结果 ×２００

ａ：模型组；ｂ：ＭＨＴ组；ｃ：ＣＰＣＧＩ组；ｄ：ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组；与ＴＢＩ模型组比较：Ｐ＜００５；与 ＭＨＴ组比较：＃Ｐ＜００１；与ＣＰＣＧＩ组比较：△Ｐ

＜００１

图２　各组大鼠ＤＣＸ免疫荧光染色结果 ×２００

ａ：ＴＢＩ模型组；ｂ：ＭＨＴ组；ｃ：ＣＰＣＧＩ组；ｄ：ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组；与ＴＢＩ模型组比较：Ｐ＜００１；与 ＭＨＴ组比较：＃Ｐ＜００５；与ＣＰＣＧＩ组比较：
△Ｐ＜００５

图３　各组大鼠ＮｅｕＮ和ＮｅｕＮ／ＢｒｄＵ共标免疫荧光染色结果

Ａ：各组大鼠ＮｅｕＮ免疫荧光染色图 ×４００；Ｂ：大鼠ＮｅｕＮ／ＢｒｄＵ共标免疫荧光染色图 ×２００；Ｃ：各组海马 ＣＡ１区 ＮｅｕＮ阳性细胞数的比

较；ａ：ＴＢＩ模型组；ｂ：ＭＨＴ组；ｃ：ＣＰＣＧＩ组；ｄ：ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组；与ＴＢＩ模型组比较：Ｐ＜００１；与 ＭＨＴ组比较：＃Ｐ＜００１；与 ＣＰＣＧＩ组比较：
△Ｐ＜００１
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２．６　各组大鼠Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３表达结果　
与 ＴＢＩ模型组相比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ组和 ＭＨＴ＋
ＣＰＣＧＩ组 Ｂｃｌ２蛋白表达量增加（ｔ＝５７８、３９１、
６４７，均 Ｐ＜００１）；与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组相比，
ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组Ｂｃｌ２表达量增加（ｔ＝２２３、４７８，
均Ｐ＜００５）；与 ＴＢＩ模型组相比，ＭＨＴ组、ＣＰＣＧＩ
组和ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量
降低（ｔＢａｘ＝３２０、２３９、７４５，ｔＣａｓｐａｓｅ３＝４６８、４３１、
９６６，均 Ｐ＜００５）；与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组相比，
ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达量降低（ｔＢａｘ
＝２１４、５１５，ｔＣａｓｐａｓｅ３＝３１４、６６３，均 Ｐ＜００５）。
Ｂｃｌ２具有抗细胞凋亡的作用，Ｂａｘ具有促细胞凋亡
的作用，Ｃａｓｐａｓｅ３是介导细胞凋亡的一类蛋白水解
酶，以上结果提示 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组能进一步上调
Ｂｃｌ２表达，下调 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达从而抑制细
胞凋亡。见图４。

３　讨论

　　ＭＨＴ疗法已成为ＴＢＩ的重要治疗手段之一，因
其诱导时机、持续时间以及复温速度等没有统一的

执行标准且缺乏个体化的治疗［１２］，目前治疗效果依

旧存在争议。研究［１３］表明，通过延长 ＭＨＴ治疗时
间至超过４８ｈ，并根据颅内压的情况个体化选择复
温时间，能有效改善预后。基于此研究，本研究选取

４８ｈ的治疗时间作为长时程的治疗模式来开展研

究，结果显示，与ＴＢＩ模型组比较，ＭＨＴ组大鼠的神
经功能缺损评分降低，进一步证明了长时程ＭＨＴ对
神经的保护作用。

长时程ＭＨＴ治疗能够导致凝血功能障碍、低血
容量、电解质异常和感染风险增加［８］，长期持续低

温状态产生的副作用可能掩盖了一部分积极的治疗

效果。神经营养药物目前广泛应用于临床，在一定

程度上能够促进脑细胞代谢以及神经修复。ＣＰＣＧＩ
主要组份包括多肽、神经节苷脂、次黄嘌呤等，其作

为神经保护剂能够通过血脑屏障刺激核因子Ｅ２相
关因子２信号通路，减轻氧化应激和抑制钙蛋白酶
过度激活等，对 ＴＢＩ具有脑保护作用［９］。本研究通

过长时程ＭＨＴ联合ＣＰＣＧＩ的治疗以期弥补长时程
ＭＨＴ产生副作用的缺陷，结果表明两者联合治疗显
示出更积极的治疗作用。

ＴＢＩ的神经功能缺损涉及多种病理机制，有效
的治疗应能够抑制继发性损伤并扩大内源性神经可

塑性，抑制细胞凋亡的发生［１４］。海马区是神经发生

的重要部位，与大脑学习记忆等功能密切相关，因此

研究ＴＢＩ诱导的海马区神经发生对神经功能缺损修
复的潜在影响十分必要。微管相关蛋白（ｄｏｕｂｌｅｃｏｒ
ｔｉｎ，ＤＣＸ）作为在齿状回由神经干细胞向神经元前
体细胞分化的标志物，在神经再生过程中高度表达。

本研究结果显示，与 ＭＨＴ组和 ＣＰＣＧＩ组相比，
在ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组，ＤＣＸ和ＮｅｕＮ阳性细胞数明显升

图４　各组大鼠Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的比较

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；ＣＥ：各组Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量的比较；ａ：ＴＢＩ模型组；ｂ：ＭＨＴ组；ｃ：ＣＰＣＧＩ组；ｄ：ＭＨＴ＋

ＣＰＣＧＩ组；与ＴＢＩ模型组比较：Ｐ＜００５；与 ＭＨＴ组比较：＃Ｐ＜００５；与ＣＰＣＧＩ组比较：△Ｐ＜００５

·２５４· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４；５９（３）



高，在尼氏染色中同样发现 ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ组海马区
神经元数量最多，表明长时程 ＭＨＴ联合 ＣＰＣＧＩ能
够明显促进神经元的生长、增殖和分化进而提高大

鼠的行为表现能力。

由 Ｂｃｌ２蛋白家族构成的内源性凋亡通路在
ＴＢＩ后细胞凋亡的调控中起到重要作用，研究［１５］表

明，细胞凋亡是一个复杂的级联过程，多种凋亡通路

在其中 起 着 重 要 作 用，通 过 调 节 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ／
Ｃａｓｐａｓｅ３凋亡信号通路减少皮质神经元的变性和
凋亡，这可能是其神经保护作用的重要机制之一。

本研究结果显示，ＴＢＩ能够下调 Ｂｃｌ２表达，上调
Ｂａｘ表达，进而降低 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值，而 ＭＨＴ和
ＣＰＣＧＩ能够逆转 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值，进一步抑制
Ｃａｓｐａｓｅ３活化阻碍细胞凋亡的发生；ＭＨＴ＋ＣＰＣＧＩ
组能够进一步上调 Ｂｃｌ２蛋白表达水平，下调 Ｂａｘ
和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平，从而有效地抑制凋亡通
路 Ｃａｓｐａｓｅ的级联反应，阻碍程序性凋亡的发生。
因此推测，联合治疗通过调节受损细胞的凋亡通路

发挥神经保护作用，最终改善大鼠的神经功能缺失。

综上所述，长时程 ＭＨＴ联合 ＣＰＣＧＩ治疗能够
促进神经再生和抑制细胞凋亡，有效改善 ＴＢＩ大鼠
的神经行为学表现，为 ＴＢＩ临床治疗提供潜在的策
略和依据。然而人类大脑的进化程度更高，动物缺

乏和人类相同的解剖结构，且颅脑损伤机制较为单

一，因此长时程的治疗时间也并不完全等同于临床

治疗的实际时间。在后续的实验过程中，应根据治

疗时间梯度展开研究，明确ＭＨＴ治疗的时间因素对
实验结果的影响，从而更好地为临床治疗提供理论

依据。鉴于目前研究的局限性，未来还需开展大规

模的前瞻性临床队列研究，以期更好地指导临床治

疗实践。
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