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摘要　 目的　 探讨 Ｄ⁃阿洛糖（Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ）对小鼠脑缺血再灌

注损伤（ＣＩＲＩ）的神经功能恢复、半乳糖凝集素⁃３（Ｇａｌ⁃３）、腺
苷一磷酸活化蛋白激酶 ／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ＡＭＰＫ ／
ｍＴＯＲ）及部分炎症因子表达的影响。 方法　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性

小鼠 ５０ 只，随机分为对照组（Ｃｏｎ 组）、假手术组（Ｓｈａｍ 组）、
脑缺血再灌注损伤组（ＭＣＡＯ 组）、脑缺血再灌注损伤 ＋ Ｄ⁃
阿洛糖组（ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组）及脑缺血再灌注损伤 ＋ 改良

柑橘果胶组（ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组）。 采用线栓法建立大脑中动

脉闭塞 ／再灌注（ＭＣＡＯ ／ Ｒ）模型。 造模成功后对小鼠进行

Ｌｏｎｇａ 神经功能评分及转棒行走评分；采用 ＴＴＣ 染色法观察

脑梗死灶体积；通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测 Ｇａｌ⁃３、
自噬相关分子的表达水平；免疫荧光技术检测脑组织中 Ｇａｌ⁃
３ 的分布情况；试剂盒检测肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）⁃α、白细胞

介素（ＩＬ）⁃８ 分泌。 结果　 相较于 Ｃｏｎ 组和 Ｓｈａｍ 组，ＭＣＡＯ
模型可增加小鼠神经功能评分（Ｐ ＜ ０. ０１）、增加脑梗死体积

（Ｐ ＜ ０. ０１）、上调 Ｇａｌ⁃３ 的表达并增强自噬（Ｐ ＜ ０. ０１）。 给

予 Ｄ⁃阿洛糖及 Ｇａｌ⁃３ 抑制剂 ＭＣＰ 治疗后可改善神经功能障

碍、减小脑梗死体积（Ｐ ＜ ０. ０１），并降低 Ｇａｌ⁃３ 的表达（Ｐ ＜
０. ０１），抑制 ＡＭＰＫ 磷酸化，促进 ｍＴＯＲ 磷酸化，抑制自噬（Ｐ
＜ ０. ０１）。 结论　 Ｄ⁃阿洛糖可有效促进 ＣＩＲＩ 小鼠神经功能

恢复和减小梗死灶体积，其机制可能是通过下调 Ｇａｌ⁃３ 的表

达进而抑制组织损伤后细胞过度自噬，并减少 ＴＮＦ⁃α，ＩＬ⁃８
等炎性因子释放，从而发挥神经保护作用。
关键词　 脑缺血再灌注损伤；Ｄ⁃阿洛糖；半乳糖凝集素⁃３；自
噬；ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路
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　 　 缺血性脑卒中（ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ，ＩＳ）是导致患者

高残死率的重要原因之一［１］。 目前，通过血管内治

疗及搭桥技术实现缺血区域再灌注是临床最常用的

治疗方式［２］，虽然可以保护因缺血缺氧而受损的神

经元，但会引起脑缺血再灌注损伤（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉ⁃
ａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＣＩＲＩ） ［３］。 因此，探寻有效防治

措施减轻 ＣＩＲＩ，改善预后，并阐明其机制有极其重

要的临床意义。 然而，现有治疗 ＣＩＲＩ 的药物疗效均

不佳［４］。 Ｄ⁃阿洛糖（Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ）是一种具有较高生物

安全性的稀有单糖。 在皮瓣移植等缺血再灌注损伤

中，Ｄ⁃阿洛糖显示出强效抗氧化、抗炎作用［５］。 半

乳糖凝集素⁃３（ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３， Ｇａｌ⁃３）属于半乳糖凝集素

凝集素家族，高表达可活化中枢及外周多种免疫细

胞，与炎症反应密切相关［６］。 本实验应用 Ｄ⁃阿洛糖

治疗脑缺血再灌注损伤，并探究其通过调控 Ｇａｌ⁃３
的表达干预 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路，进而影响神经细胞

自噬和炎性因子释放。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂和仪器　 栓塞用线、动物用异氟烷购

自瑞沃德生命科技有限公司。 Ｄ⁃阿洛糖购自日本香

川大学。 ＭＣＰ 购自美国 Ｅｃｏｎｕｇｅｎｉｃｓ 公司。 ＴＴＣ 染

料购自北京索莱宝科技有限公司。 ＲＮＡ 提取试剂

盒、逆转录试剂盒及 ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ 均购自日本

Ｔａｋａｒａ 公司。 ＳＤＳ 凝胶配制试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解液、
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自碧云天生物技术有限公

司。 Ｇａｌ⁃３、β⁃ａｃｔｉｎ、 ＬＣ３、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＡＭＰＫ、 Ｐ⁃ＡＭＰＫ、
ｍＴＯＲ、Ｐ⁃ｍＴＯＲ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ 公司。 ＨＲＰ 二抗购自西安壮志生物科技有限

公司。 ＨＲＰ 化学发光底物购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。
凝胶成像分析系统、实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉

伊莱瑞特生物科技股份有限公司。 ｑＰＣＲ 引物由本

课题组自行设计并由北京擎科生物科技有限公司合

成。
１． ２　 实验动物　 实验用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 清洁、健康、雄性

小鼠 ５０ 只（７ ～ ８ 周龄、体质量 ２０ ～ ２５ ｇ）购自空军

军医大学实验动物中心，饲养于空军军医大学第一
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附属医院神经外科实验室 ＳＰＦ（无特定病原体）级动

物房，动物房环境温度约 ２５ ℃，湿度约 ５０％ ，１２ ｈ ／
１２ ｈ 明暗交替，棒状固体饲料及自来水喂养，自由

进食进水。 本研究所有动物实验操作均通过空军军

医大 学 动 物 伦 理 委 员 会 审 查 （ 编 号： ＩＡＣＵＣ⁃
２０２２０１２２）。
１． ３　 动物分组与模型建立　 将 ５０ 只雄性小鼠随机

分为对照组（Ｃｏｎ 组），假手术组（Ｓｈａｍ 组），脑缺血

再灌注损伤组（ＭＣＡＯ 组），脑缺血再灌注损伤 ＋ Ｄ⁃
阿洛糖组（ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组），脑缺血再灌注损伤

＋改良柑橘果胶组（ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组），每组 １０ 只。
Ｃｏｎ 组不做任何处理。 除 Ｓｈａｍ 组外，其余各组均于

异氟烷吸入麻醉后正中切开颈部皮肤，分离出颈总

动脉（ＣＣＡ）、颈内动脉（ ＩＣＡ）、颈外动脉（ＥＣＡ），结
扎 ＣＣＡ 近心端及 ＥＣＡ，ＣＣＡ 远心端挂线备用，用无

创动脉夹夹闭 ＩＣＡ，于 ＣＣＡ 上两根线之间剪一小口

并插入线栓，拉紧备用线，放开动脉夹，经由 ＩＣＡ 向

深部插入线栓，使之阻断大脑中动脉（ＭＣＡ）血流。
缺血 ２ ｈ 后小心拔出线栓，恢复血供，造成缺血区再

灌注。 Ｓｈａｍ 组仅充分暴露 ＣＣＡ、ＩＣＡ、ＥＣＡ 后缝合

皮肤。 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组小鼠于手术操作结束后

腹腔注射 Ｄ⁃阿洛糖溶液（０. ４ ｍｇ ／ ｇ） ［７］。 ＭＣＡＯ ＋
ＭＣＰ 组小鼠于造模当天开始给予 ＭＣＰ 灌胃［（０. ７
ｍｇ ／ （ｇ·ｄ）］直至处死。 再灌注后 ４８ ｈ 对小鼠进行

行为学评价。
１． ４　 Ｌｏｎｇａ 法检测神经功能缺失情况，转棒行走检

测运动情况　 神经功能缺失评分根据 Ｌｏｎｇａ 法进行

评分，具体评分标准：① ０ 分：没有神经功能损伤的

症状；② １ 分：提起鼠尾，损伤对侧前肢内收屈曲；
③ ２ 分：小鼠于平板上爬行时向损伤对侧划圈；④ ３
分：站立时向对侧倾倒；⑤ ４ 分：右侧肢体偏瘫，不
能自发行走，意识丧失。 神经功能缺失体征评分在

１ ～ ４ 分的小鼠认为 ＭＣＡＯ 模型成功。
　 　 转棒行走测评：将小鼠放置于转棒器上，以 ３ ｒ ／
ｍｉｎ 的转速，评估其动态平衡功能：① ０ 分：转动过

程中小鼠可在棒上平稳行走；② １ 分：转动开始后

６０ ｓ 以上小鼠不会从棒上掉下来；③ ２ 分：转动开始

后 ６０ ｓ 内小鼠从棒上掉下来；④ ３ 分：小鼠无法稳

定在静止的棒上。
１． ５　 ＴＴＣ 染色检测梗死灶体积　 过量麻醉后断头

取脑， － ８０ ℃冰箱中冷冻 ５ ～ １０ ｍｉｎ。 将脑组织置

于切片器中切取冠状位脑片，每片厚度约 ２ ｍｍ，将
脑片放入 ２％ 红四氮唑溶液（ＴＴＣ）中 ３７ ℃避光孵

育 ３０ ｍｉｎ。 取出脑片后拍照记录染色情况。 缺血区

域为 ＴＴＣ 染色呈白色的区域，正常区域为 ＴＴＣ 染色

呈红色的区域。
１． ６　 免疫荧光检测相关蛋白分子定位情况　 小鼠

神经功能评分结束后，用肝素生理盐水，４％ 多聚甲

醛溶液心脏灌注后取脑。 于 ４ ℃ 多聚甲醛溶液

（４％ ）中浸泡 ２４ ｈ。 进行脱水，石蜡包埋后冠状连

续切片。 切片行脱蜡，抗原修复等处理后用血清封

闭，４ ℃过夜孵育一抗，清洗后加入荧光二抗，３７ ℃
避光孵育 ２ ｈ，随后使用含 ＤＡＰＩ 染料的封片剂封

片。 在荧光显微镜下观察并采集图像。
１． ７　 ＥＬＩＳＡ 法测定炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 表达 　
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书标准流程测定缺血脑组

织中炎性因子 ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃８ 的表达水平。 用 ４ ℃
ＰＢＳ 冲洗小鼠脑组织，称重后将组织与 １ ∶ ９ 重量体

积比的 ＰＢＳ 加入匀浆器中，于冰上充分研磨。 然后

将匀浆液于 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ～ １０ ｍｉｎ，取上清检

测。 利用酶标仪测定结果。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达情况 　 过量

麻醉处死后取脑，收集缺血区组织，提取总蛋白，用
ＢＣＡ 法测定蛋白浓 度， ＳＤＳ⁃聚 丙 烯 酰 胺 （ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ）凝胶电泳，电泳完成后转移到硝酸纤维素膜

（ＮＣ 膜）上，与 Ｇａｌ⁃３（１ ∶ １ ０００）、ＬＣ⁃３（１ ∶ １ ０００）、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１（１ ∶ １ ０００）、ＡＭＰＫ（１ ∶ １ ０００）、 Ｐ⁃ＡＭＰＫ
（１ ∶ １ ０００）、 ｍＴＯＲ （ １ ∶ １ ０００ ）、 Ｐ⁃ｍＴＯＲ
（１ ∶ １ ０００）、β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ２ ０００）抗体结合，然后与

ＨＲＰ 二抗结合，化学发光法显色，成像系统拍照。
应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件分析灰度值。
１． ９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测相关基因 ｍＲＮＡ 表达情况　 使

用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取组织中总 ＲＮＡ，使用反转

录试剂盒将其反转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ 为模板，按
ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ 试剂说明书进行扩增检测。 以 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 为内参，采用 ２ － ΔΔＣｔ法计算对应基因表达量。 引

物序列详见表 １。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列（５′⁃３′）

引物名称 序列（５′⁃３′）
Ｇａｌ⁃３ Ｆ：５′⁃ＧＴＴＧＧＧＧＣＴＴＴＧＧＣＴＧＴＡＴＧ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＴＡＧＧＴＧＡＧＣＡＴＣＧＴＴＧＡＣＣＧ⁃３′
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ Ｆ：５′⁃ＧＣＴＡＣＣＣＧＣＴＧＣＣＴＡＧＡＴＧ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＡＡＣＴＣＴＧＧＡＧＧＴＣＴＣＧＣＴＣＴ⁃３′
ＡＭＰＫ Ｆ：５′⁃ＣＴＧＣＣＡＴＡＣＡＴＧＴＣＣＴＧＣＧＴ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＣＣＡＣＣＴＣＴＣＡＡＧＡＧＣＴＣＧＡＣ⁃３′
ｍＴＯＲ Ｆ：５′⁃ＧＣＣＴＴＣＡＣＡＧＡＴＡＣＣＣＡ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＴＡＡＡＣＴＣＧＧＡＣＣＴＣＡＣＣ⁃３′
ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′⁃ＴＡＴＧＣＡＣＣＴＣＡＣＡＡＣＧＣＣＡＴ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＴＧＴＡＣＧＧＧＴＣＴＡＧＧＧＡＴＧＣＴ⁃３′
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１． １０　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ 统计软件对数据进

行处理。 实验数据计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，组间均数

比较采用单因素方差分析（ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），组间

两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ⁃ｔ 检验进行统计分析，以 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｄ⁃阿洛糖改善小鼠脑 ＣＩＲＩ 神经功能评分及

缩小脑梗死体积 　 与 Ｃｏｎ 组相比，Ｓｈａｍ 组小鼠的

Ｌｏｎｇａ 神经功能评分，转棒行走评分及脑梗死体积

均未见差异（Ｐ ＞ ０. ０５）。 ＭＣＡＯ 组小鼠的 Ｌｏｎｇａ 神

经功能评分（Ｆ ＝ ２００. ３４８，Ｐ ＜ ０. ０１），转棒行走评分

（Ｆ ＝ １９０. １２５， Ｐ ＜ ０. ０１ ） 及 脑 梗 死 体 积 （ Ｆ ＝
１４８７. ３９３，Ｐ ＜ ０. ０１）均高于 Ｃｏｎ 组和 Ｓｈａｍ 组。 在

给予 Ｄ⁃阿洛糖治疗后，小鼠 Ｌｏｎｇａ 神经功能评分（Ｆ
＝ ５１. ４２９，Ｐ ＜ ０. ０１），转棒行走评分（Ｆ ＝ １６. ２，Ｐ ＜
０. ０１）及脑梗死体积（Ｆ ＝ １１２. １３３，Ｐ ＜ ０. ０１）相较于

ＭＣＡＯ 组均有改善。 与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组相比，
ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组 Ｌｏｎｇａ 神经功能评分，转棒行走评

分未见差异 （ Ｐ ＞ ０. ０５），脑梗死体积减小 （ Ｆ ＝
９９. ２２５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 １。 神经功能评分、转棒行

走评分、梗死灶体积具体数值详见表 ２。
２． ２　 Ｄ⁃阿洛糖减少小鼠脑 ＣＩＲＩ 后Ｇａｌ⁃３ 的表达　
与 Ｃｏｎ 组相比，Ｓｈａｍ 组 Ｇａｌ⁃３ 蛋白表达量及 ｍＲＮＡ
表达量均无差异（Ｐ ＞ ０. ０５） ，免疫荧光染色未见

表 ２　 行为学评分及脑梗死灶体积（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

组别
Ｌｏｎｇａ 神经

功能评分

转棒行走

评分

梗死灶体积

（％ ）
Ｃｏｎ ０． ３ ± ０． ４６ ０． ２ ± ０． ４０ ０． ３ ± ０． ４６
Ｓｈａｍ ０． ３ ± ０． ４７ ０． ３ ± ０． ４６ ０． ８ ± ０． ６０
ＭＣＡＯ ３． ５ ± ０． ５０ ２． ８ ± ０． ４０ ３５． ２ ± ２． ６７
ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ １． ５ ± ０． ６７ １． ９ ± ０． ５３ ２３． ６ ± １． ９１
ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ １． ５ ± ０． ５０ １． ６ ± ０． ４９ １５． ２ ± １． ６６

Ｇａｌ⁃３ 阳性细胞增多；ＭＣＡＯ 组可见 Ｇａｌ⁃３ 蛋白（Ｆ ＝
１０５８. ３６９，Ｐ ＜ ０. ０１） 及 ｍＲＮＡ 表达量升高 （ Ｆ ＝
８６７. １２６，Ｐ ＜ ０. ０１），Ｇａｌ⁃３ 阳性细胞数量增加。 与

ＭＣＡＯ 组相比，ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组 Ｇａｌ⁃３ 蛋白表达

量（Ｆ ＝ ５９. ６５８，Ｐ ＜ ０. ０１）及 ｍＲＮＡ 表达量降低（Ｆ
＝ ３０. １９４，Ｐ ＜ ０. ０１），损伤区组织 Ｇａｌ⁃３ 阳性细胞减

少。 与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组相比，ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组

Ｇａｌ⁃３ 蛋白表达量（Ｆ ＝ ５８. ７２９，Ｐ ＜ ０. ０１）及 ｍＲＮＡ
表达量下降（Ｆ ＝ ２０. ２１７，Ｐ ＜ ０. ０１），损伤区域 Ｇａｌ⁃３
阳性细胞数减少。 见图 ２。
２． ３　 Ｄ⁃阿洛糖下调 Ｇａｌ⁃３ 抑制自噬相关通路　 与

Ｃｏｎ 组相比，Ｓｈａｍ 组自噬相关分子蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达均无差异 （Ｐ ＞ ０. ０５），ＭＣＡＯ 组自噬相关蛋白

ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达量及 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 转录水平均增

加（Ｐ ＜ ０. ０１），ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路中蛋白 Ｐ⁃ＡＭＰＫ ／
ＡＭＰＫ 增加，ＡＭＰＫ 转录水平增加（Ｐ ＜ ０. ０１），蛋白

Ｐ⁃ｍＴＯＲ／ ｍＴＯＲ 减少，ｍＴＯＲ 转录水平减少（Ｐ ＜０. ０１）。

图 １　 Ｄ⁃阿洛糖对 ＣＩＲＩ后组织形态及行为学的影响

　 　 Ａ：神经功能评分；Ｂ：转棒行走评分；Ｃ：脑组织 ＴＴＣ 染色结果；Ｄ：梗死灶体积占总

体积的百分比；１： Ｃｏｎ 组；２：Ｓｈａｍ 组；３：ＭＣＡＯ 组；４：ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组；５： ＭＣＡＯ ＋
ＭＣＰ 组；与 Ｃｏｎ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ

组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ２　 Ｄ⁃阿洛糖对 Ｇａｌ⁃３ 表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｇａｌ⁃３ 在脑组织中的表达情况；Ｂ：Ｇａｌ⁃３ 在脑组织中表达的定量分析；Ｃ：各组小鼠脑组织的 Ｇａｌ⁃３ 免疫组织学图像免疫

荧光染色 × ４０；（ＤＡＰＩ： ４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚），红色箭头指向 Ｇａｌ⁃３ 阳性细胞；Ｄ． ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｇａｌ⁃３ ｍＲＮＡ 的表达情况；１：Ｃｏｎ 组；２：Ｓｈａｍ
组；３：ＭＣＡＯ 组；４：ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组；５： ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组；与 Ｃｏｎ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组比

较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

与 ＭＣＡＯ 组相比，ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌ⁃
ｌｏｓｅ 组 均 可 减 少 蛋 白 ＬＣ３、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ⁃ＡＭＰＫ ／
ＡＭＰＫ，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＡＭＰＫ ｍＲＮＡ 的过高表达 （ Ｐ ＜
０. ０１），促进蛋白 Ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ，ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表

达（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ
组比较，ＭＣＰ 对于 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 的蛋白表达和 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
ｍＲＮＡ 表达的抑制作用更强（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｄ⁃阿洛糖

对于 ＬＣ３ 表达的抑制以及 Ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 的蛋白

表达和 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达的促进作用更明显（Ｐ ＜
０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１ ），而对于 Ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白及

ＡＭＰＫ ｍＲＮＡ 表达，ＭＣＰ 与 Ｄ⁃阿洛糖无差异（Ｐ ＞
０. ０５）。 见图 ３、表 ３。
２． ４　 Ｄ⁃阿洛糖减少小鼠脑 ＣＩＲＩ 后炎性因子 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃８ 含量 　 与 Ｃｏｎ 组相比， Ｓｈａｍ 组炎症因子

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 表达无差异（Ｐ ＞ ０. ０５）；ＭＣＡＯ 组炎症

因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 均升高（Ｆ ＝ １ ９７７. １３９，Ｐ ＜ ０. ０１；
Ｆ ＝ ２ ６０９. １９８， Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组两

种炎症因子均下降 （Ｆ ＝ １６８. １０１，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝
７８２. ７４３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组比较，
ＭＣＰ减少ＴＮＦ⁃α分泌的作用较强（ Ｆ ＝ ２６. ９ ，Ｐ ＜

表 ３　 自噬相关蛋白表达及 ｍＲＮＡ 表达（ｎ ＝ ３０，�ｘ ± ｓ）

指标
ＭＣＡＯ 组

∗Ｆ 值 ∗Ｐ 值

ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组
＃Ｆ 值 ＃Ｐ 值

ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组
＃Ｆ 值 ＃Ｐ 值 ＆Ｆ 值 ＆Ｐ 值

Ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ ４４６． ８３９ ＜ ０． ０１ ５２． ３７３ ＜ ０． ０１ １０６． ５７６ ＜ ０． ０１ ２２４． ７８３ ＜ ０． ０１
Ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ ２２． ８９６ ＜ ０． ０１ ６８． ０６９ ＜ ０． ０１ １２５． ７２０ ＞ ０． ０５ １７． ９８４ ＜ ０． ０１
ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ ２３７． ８３９ ＜ ０． ０１ ７１８． ８３ ＜ ０． ０１ ６１４． ４１８ ＜ ０． ０１ ７． ６８６ ＜ ０． ０５
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ８０７． ９３１ ＜ ０． ０１ １３７． ４０１ ＜ ０． ０１ ２８６． ３８５ ＜ ０． ０１ ５４． ８５２ ＜ ０． ０１
Ｂｃｅｌｉｎ⁃１ ｍＲＮＡ ５９６． ８０１ ＜ ０． ０１ ５７． ４０６ ＜ ０． ０１ １２８． ４６２ ＜ ０． ０１ ８３． ３４５ ＜ ０． ０５
ＡＭＰＫ ｍＲＮＡ ２２０． ２８６ ＜ ０． ０１ ４３． ７０９ ＜ ０． ０１ ７５． ３９８ ＜ ０． ０１ ４１． ８２８ ＞ ０． ０５
ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ １０８６． ９９３ ＜ ０． ０１ １１３． ９０６ ＜ ０． ０１ ６４８． ４５０ ＜ ０． ０１ ２２４． ７８３ ＜ ０． ０５

　 　 ∗表示与 Ｃｏｎ 组比较；＃表示与 ＭＣＡＯ 组比较；＆ 表示与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组比较
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图 ３　 Ｄ⁃阿洛糖对自噬相关分子及 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测自噬相关分子表达；Ｂ：自噬相关分子表达的定量分析；Ｃ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｍＲＮＡ 表达情况；Ｄ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

ＡＭＰＫ ｍＲＮＡ 表达情况； Ｅ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达情况；１：Ｃｏｎ 组；２：Ｓｈａｍ 组；３： ＭＣＡＯ 组；４： ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组；５： ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ
组；与 Ｃｏｎ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５，＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 Ｄ⁃阿洛糖对 ＴＮＦ⁃α及 ＩＬ⁃８ 表达的影响

　 　 Ａ：ＥＬＩＳＡ 法检测脑组织中 ＴＮＦ⁃α 的表达量；Ｂ：ＥＬＩＳＡ 法检测脑组织中 ＩＬ⁃８ 的表达量；１：Ｃｏｎ 组；２：Ｓｈａｍ 组；３：ＭＣＡＯ 组；４：ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌ⁃
ｌｏｓｅ 组；５：ＭＣＡＯ ＋ ＭＣＰ 组；与 Ｃｏｎ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＡＯ ＋ Ｄ⁃ａｌｌｏｓｅ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

０. ０１），减少 ＩＬ⁃８ 分泌的作用无差异（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见

图 ４。

３　 讨论

　 　 目前，中老年人群中 ＩＳ 的发病率日趋增加，其

致残、致死率高，给社会及家庭造成沉重经济负

担［８］，多年来一直是全球重点防治的疾病。 已有研

究［９］证实多种因素可共同导致 ＩＳ 的发生发展，但具

体发病机制尚未完全阐明。 目前，临床上针对 ＣＩＲＩ
研发的各类药物的疗效均不尽人意，促使科研工作
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者在更深入探究其发病机制的同时，还不断进行新

药的研发和治疗方法的创新。
　 　 Ｄ⁃阿洛糖是从灌木植物中提取的一种稀有糖，
具有广泛的生理活性［１０］，已成为器官移植和缺血性

疾病研究的热点药物。 在 ＣＩＲＩ 研究中发现 Ｄ⁃阿洛

糖可降低缺血区 ＭＰＯ 及 ＣＯＸ⁃２ 的表达，也可通过

降低 ＭＭＰ⁃９，激活 ＰＰＡＲγ 通路发挥保护血脑屏障的

作用［７］。 本实验中，对小鼠行为学的研究表明缺血

再灌注后可出现运动障碍，感觉减退等程度不等的

神经功能损伤体征给予 Ｄ⁃阿洛糖治疗的小鼠神经

功能缺失评分低于对照组，组织学研究表明 Ｄ⁃阿洛

糖可减少脑梗死面积，并显著改善缺血侧脑组织的

病理形态。 提示 Ｄ⁃阿洛糖有助于改善脑损伤引起

的神经功能障碍。
　 　 Ｇａｌ⁃３ 是 β⁃半乳糖苷酶凝集素，属于嵌合体样

半乳糖蛋白，其大多是由脑内的巨噬细胞或激活的

小胶质细胞分泌的［１１］。 有研究［１２］ 发现缺血缺氧后

大脑中 Ｇａｌ⁃３ 的表达升高提示其参与了大脑损伤后

的多种炎症反应，提示 Ｇａｌ⁃３ 促进 ＣＩＲＩ 恶性发展。
本研究中给予 ＣＩＲＩ 小鼠 ０. ４ ｇ ／ Ｋｇ Ｄ⁃阿洛糖治疗后

可显著降低脑组织中 Ｇａｌ⁃３ 的转录及蛋白表达，其
机制可能是通过减少缺血缺氧损伤后免疫细胞过量

激活并减少 Ｇａｌ⁃３ 分泌而实现的。 该实验结果提

示，Ｇａｌ⁃３ 促进 ＣＩＲＩ 的病理进程，可能是 ＣＩＲＩ 潜在

治疗靶点。
　 　 自噬具有维持细胞完整及正常代谢的重要功

能，可对细胞内环境进行监控，维持内环境稳定，但
自噬也是一把“双刃剑”，适度的发生会起到神经保

护作用，但过度自噬会加重细胞损害［１３］。 ＡＭＰＫ ／
ｍＴＯＲ 通路是自噬发生过程中的经典信号通路，
ＡＭＰＫ 被磷酸化激活后抑制 ｍＴＯＲ 磷酸化，进而促

进自噬的发生［１４］。 该研究中发现给予 Ｄ⁃阿洛糖治

疗后可抑制自噬的发生进一步减轻 ＣＩＲＩ 的程度，而
用 Ｇａｌ⁃３ 抑制剂 ＭＣＰ 的使用证明 Ｄ⁃阿洛糖通过下

调 Ｇａｌ⁃３ 的表达进而抑制自噬的激活过程。
　 　 ＣＩＲＩ 后，无菌性炎症反应在脑损伤中起重要作

用，其中包括许多炎性细胞因子。 给予 Ｄ⁃阿洛糖后

可减少损伤大脑中炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 表达水

平。 已有临床和动物实验证实了 Ｄ⁃阿洛糖可以减

少脑损伤后的黏附分子、细胞因子的产生［１５］。 实验

结果提示 Ｄ⁃阿洛糖对 ＣＩＲＩ 的保护是通过下调 Ｇａｌ⁃３
的表达、抑制自噬及减少炎症因子的释放而起作用。

Ｄ⁃阿洛糖在再灌注同时给药亦有明显的抗脑 ＣＩＲＩ
损伤作用，扩大脑卒中的治疗窗，具有潜在的临床应

用价值。
　 　 综上所述，小鼠 ＭＣＡＯ 术后会导致脑缺血再灌

注损伤。 Ｄ⁃阿洛糖对小鼠 ＣＩＲＩ 引起的神经功能缺

失、脑梗塞和脑水肿均有改善作用，提示 Ｄ⁃阿洛糖

是一种潜在的 ＣＩＲＩ 保护剂。
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