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Ａｐｅｌｉｎ１３对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠
行为和认知功能的影响

白　波Δ　程葆华　王春梅　潘衍有　陈　京
（济宁医学院神经生物学研究所，济宁２７２０６７）

　　摘　要　目的　观察侧脑室注射Ａｐｅｌｉｎ１３对脑缺血再灌注大鼠模型（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）行为学和
认知功能的影响。方法　利用改进的Ｌｏｎｇａ法制作大鼠大脑中动脉阻塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）
模型。将ＳＤ大鼠随机分为假手术组、ＭＣＡＯ模型组、Ａｐｅｌｉｎ１３干预组，每组６只，疲劳转棒检测大鼠行为学变
化，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠认知功能变化，免疫印迹检测脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，
ＢＤＮＦ）和Ｒａｓ基因家族成员 Ａ（ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒＡ，ＲｈｏＡ）改变情况，ＥＬＩＳＡ检测乙酰胆碱酯酶
（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡＣｈＥ）水平。结果　与假手术组相比较，ＭＣＡＯ模型大鼠转棒时间明显下降，认知功能受
损，逃避潜伏期增加，穿台次数减少，ＢＤＮＦ表达下降，而ＲｈｏＡ表达和ＡＣｈＥ活性升高，差异具有统计学意义（均
Ｐ＜０．０５）；与ＭＣＡＯ模型大鼠相比较，Ａｐｅｌｉｎ１３干预组运动功能改善，转棒时间明显延长，认知功能提升，逃避
潜伏期降低，穿台次数增加，并抑制了ＢＤＮＦ表达的降低和ＲｈｏＡ表达的升高，减轻了ＡＣｈＥ活性升高，差异具有
统计学意义（均Ｐ＜０．０５）。结论　侧脑室注射Ａｐｅｌｉｎ１３可改善局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠行为和学习记忆
功能，其机制可能是通过上调海马ＢＤＮＦ表达、抑制ＲｈｏＡ表达和ＡＣｈＥ活性来实现。

关键词　缺血性脑卒中；Ａｐｅｌｉｎ１３；脑缺血再灌注损伤；行为学；认知功能
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　　脑卒中是现代社会严重危害人类健康的脑血
管疾病，具有致死率高、致残率高的特点。脑卒中

包括缺血性脑卒中和出血性脑卒中，其中缺血性脑

卒中约占所有脑卒中的 ８０％，大脑中动脉阻塞
（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）为缺血性
脑卒中的主要原因［１］。缺血性脑卒中引起一系列

行为学和认知功能障碍，而海马神经元在行为和认

知功能中具有关键作用。脑源性神经营养因子

（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）和 Ｒａｓ基
因家族成员 Ａ（ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒＡ，
ＲｈｏＡ）是海马中的重要蛋白因子，与行为和认知功
能密切相关［２３］。另外，神经递质乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌ
ｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）在海马组织中也参与了认知功能的
调节，由胆碱乙酰化酶合成，乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌ
ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡＣｈＥ）降解。脑缺血时，ＡＣｈＥ释放
增加，致使ＡＣｈ降低，从而引起行为和认知功能障
碍［４］。

我们以前研究发现，侧脑室注射 Ａｐｅｌｉｎ１３对
Ｌｏｎｇａ法制作的 ＭＣＡＯ缺血性脑卒中大鼠模型具
有神经保护作用，改善了神经功能评分，降低了脑

梗死体积，降低了皮质和海马神经元凋亡，减轻了

神经炎症［５７］。本研究在此基础上，研究侧脑室注

射 Ａｐｅｌｉｎ１３对大鼠局灶性脑缺血再灌注模型行
为学和认知功能的影响，并检测海马 ＢＤＮＦ和
ＲｈｏＡ表达影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
ＳＰＦ级健康雄性 ＳＤ大鼠（２８０～３２０ｇ），由山

东鲁抗医药股份有限公司提供（合格证号：ＳＣＸＫ
鲁２０１３０００１）。所有的动物实验都遵照国家实验
动物饲养和使用指南，动物饲养在温度控制的环境

（２２±１）℃下，相对湿度为（５５±５）％，１２ｈ明暗循
环，自由饮食和饮水。实验动物在济宁医学院神经

生物研究所进行预养，适应性饲养 １周后开始实

验，将大鼠分为 ３组：对照组、ＭＣＡＯ模型组和
Ａｐｅｌｉｎ１３干预组，每组６只。
１．２　方法
１．２．１　局灶性脑缺血 ＭＣＡＯ模型的制备和药物
处理　模型组和Ａｐｅｌｉｎ１３干预组参照改进的Ｌｏｎ
ｇａ法制作的 ＭＣＡＯ脑缺血再灌注模型。大鼠造
模前禁食１２ｈ，禁水２ｈ，用１０％水合氯醛（０．３ｍｌ／
１００ｇ）经腹腔注射麻醉后，颈部正中切开皮肤，钝性
分离暴露右侧颈总动脉（ＣＣＡ）、颈外动脉（ＥＣＡ）、
颈内动脉（ＩＣＡ），结扎右侧ＥＣＡ及ＣＣＡ近心端，微
动脉夹夹闭右侧ＩＣＡ，ＣＣＡ分叉处预留结扎线。然
后，在右侧 ＣＣＡ剪一小口，将线栓自右侧 ＣＣＡ切
口处缓慢插入［深度约为（１８±０．５）ｍｍ］。缺血１ｈ
后，缓慢地轻拉线栓，使其头端回撤至 ＣＣＡ内即
可。操作完成后，手术缝合伤口，结束手术，建成缺

血模型（图 １）。然后，Ａｐｅｌｉｎ１３干预组于右侧侧
脑室埋置注射用套管，用于微量注射 Ａｐｅｌｉｎ１３，
３μｇ／ｄ，共３０ｄ。假手术组仅分离颈总动脉，不给予
任何干预。

图１　ＭＣＡＯ模型制作

１．２．２　疲劳转棒仪检测　疲劳转棒仪是用于检测
大鼠运动协调能力的方法。ＳＤ大鼠在 ＭＣＡＯ手
术前连续训练 １周，记录大鼠在转棒上的停留时
间，每次最长的记录时间为３ｍｉｎ。每只大鼠的测

·８０３·
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试中，圆棒的转动速度为１０ｒｐｍ，匀速。每天每只
大鼠测试３次，每两次测试之间的间隔为１５ｍｉｎ。
然后于侧脑室注射 Ａｐｅｌｉｎ１３第２７天再进行训练
３ｄ，第３０天进行检测大鼠在转棒上的停留时间，每
只大鼠检测３次，取平均值。见图２。
１．２．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测　大鼠的学习记忆功能
采用水迷宫进行定位航行试验和空间探索试验，水

深４５ｃｍ，水面高出平台２ｃｍ。首先进行定位航行
试验，将各组大鼠于２４ｄ开始进行水迷宫训练，将
大鼠分别从水池４个象限将固定位置放入水中，共
４次，２次训练间隔时间为３０ｍｉｎ，记录大鼠从放入
水中到找到目标平台所需要的时间，称为逃避潜伏

期。如果大鼠在９０ｓ内寻找到目标平台并在平台
上停留３０ｓ将其捞起，记录时间。如果大鼠在９０ｓ
内不能寻找到到平台，则引导大鼠游上平台，让大

鼠在平台上停留３０ｓ后将其捞起，此时的逃避潜伏
期记录为９０ｓ。按上述方法连续训练５ｄ后，以第６
天记录的每只大鼠４次躲避潜伏期的平均值作为
该只大鼠定位航行试验的实验结果。定位航行试

验结束以后，间隔２４ｈ，第７天撤掉平台，记录大鼠
在１２０ｓ穿越平台次数作为空间探索试验的实验结
果。见图２。
１．２．４　免疫印迹分析　各组大鼠３０ｄ后腹腔注射
１０％水合氯醛，断头取脑，冰上分离右侧海马组织，
加入１ｍｌＲＩＰＡ裂解液和１０μｌＰＭＳＦ进行裂解，超
声粉碎组织，４℃，１２０００ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清液加
入４×蛋白上样缓冲液，１００℃变性１０ｍｉｎ。然后，
将样品进行 １０％聚丙烯酰氨凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ），每孔加入３０μｇ总蛋白。电泳结束后，将
蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上，转膜时间为９０ｍｉｎ。转膜
后，５％脱脂奶粉封闭１ｈ后，分别加如入ＢＤＮＦ（１∶
１０００）、ＲｈｏＡ（１∶１０００）和 βａｃｔｉｎ一抗抗体，４℃过
夜。第２天取出后室温放置１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，
每次１０ｍｉｎ，加入辣根过氧化物酶标记的二抗（１∶
２０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，加
入ＥＣＬ暗室曝光，利用ＩｍａｇｅＪ软件扫描条带灰度
值，以βａｃｔｉｎ为内参，计算ＢＤＮＦ和ＲｈｏＡ的表达
变化。见图２。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测ＡＣｈＥ活性　大鼠侧脑室注射
Ａｐｅｌｉｎ１３３０ｄ经麻醉处理后，分离海马组织称重
后，加入冷生理盐水，按照重量体积比制备成１０％
的组织匀浆，４℃条件下３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液ＢＣＡ法测定蛋白浓度，根据试剂盒说明书

（南京建成ＡＣｈＥ活性检测试剂盒）测定 ＡＣｈＥ活
性，结果以Ｕ／ｍｇ表示。见图２。

图２　技术路线

１．３　统计学方法
数据用ＳＰＳＳ２０统计软件进行分析。计量单位

以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用方差分析，进一步两
两比较采用ＳＮＫｑ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　Ａｐｅｌｉｎ１３对 ＭＣＡＯ模型大鼠行为学功能的
影响

手术 １月后，与假手术组大鼠停留时间
［（１６３．４４±１２．３０）ｓ］相比较，ＭＣＡＯ模型组大鼠
停留时间［（６２．０４±４．５２）ｓ］明显缩短，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明ＭＣＡＯ模型大鼠运动
协调功能明显下降；与 ＭＣＡＯ模型组大鼠相比较，
Ａｐｅｌｉｎ１３干预组大鼠停留时间［（１１３．４６±８．４７）
ｓ］明显延长，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表
明侧脑室注射 Ａｐｅｌｉｎ１３改善了 ＭＣＡＯ模型大鼠
的运动协调功能。见图３。

注：３组间比较，Ｆ＝１３２．４，Ｐ＜０．０５；

　 与假手术组相比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６；

　 与ＭＣＡＯ模型大鼠相比较，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

图３　Ａｐｅｌｉｎ１３对ＭＣＡＯ大鼠模型运动功能的影响

２．２　Ａｐｅｌｉｎ１３对 ＭＣＡＯ模型大鼠学习记忆功能
的影响

手术 ３０ｄ后，与假手术组大鼠逃避潜伏期

·９０３·
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［（２３．４８±３．８０）ｓ］和穿台次数［（１３．４７±１．２８）
次］相比较，ＭＣＡＯ模型组大鼠逃避潜伏期［（７５．
５８±３．３６）ｓ］明显延长，穿台次数［（３．７２±０．９４）
次］明显减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表
明ＭＣＡＯ模型组大鼠学习记忆功能明显下降；与
ＭＣＡＯ模型组大鼠相比较，Ａｐｅｌｉｎ１３干预组大鼠
逃避潜伏期［（４３．１８±２．９５）ｓ］明显缩短，穿台次
数［（７．５０±１．０４）次］明显增加，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），表明侧脑室注射 Ａｐｅｌｉｎ１３改善
了ＭＣＡＯ模型大鼠的学习记忆功能。见图４。

注：３组间比较，Ｆ＝５９．１９，Ｐ＜０．０５（逃避潜伏期）；

　３组间比较，Ｆ＝４９．７４，Ｐ＜０．０５（穿台次数）；

　 与假手术组相比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６；

　 与ＭＣＡＯ模型大鼠相比较，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

图４　Ａｐｅｌｉｎ１３对ＭＣＡＯ大鼠模型学习记忆功能的影响

２．３　Ａｐｅｌｉｎ１３对ＭＣＡＯ模型大鼠海马组织ＢＤＮＦ
和ＲｈｏＡ表达的影响

手术３０ｄ后，ＭＣＡＯ模型组大鼠海马组织 ＢＤ
ＮＦ表达明显低于假手术组大鼠，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），而 Ａｐｅｌｉｎ１３干预组大鼠海马组
织ＢＤＮＦ表达高于 ＭＣＡＯ模型组大鼠，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而ＲｈｏＡ与之相反，ＭＣＡＯ
模型组大鼠海马组织 ＲｈｏＡ表达高于假手术组大
鼠，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而 Ａｐｅｌｉｎ１３
干预组大鼠海马组织ＲｈｏＡ表达低于 ＭＣＡＯ模型

组大鼠，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图５。

注：３组间比较，Ｆ＝９３．２３，Ｐ＜０．０５（ＢＤＮＦ）；

　３组间比较，Ｆ＝６９．５４，Ｐ＜０．０５（ＲｈｏＡ）；

　 与假手术组相比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６；

　 与ＭＣＡＯ模型大鼠相比较，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

图５　Ａｐｅｌｉｎ１３对ＭＣＡＯ大鼠模型ＢＤＮＦ

和ＲｈｏＡ表达的影响

２．４　Ａｐｅｌｉｎ１３对 ＭＣＡＯ模型大鼠海马 ＡＣｈＥ活
性的影响

手术 ３０ｄ后，ＭＣＡＯ模型组大鼠海马组织
ＡＣｈＥ活性［（０．７４６±０．０２８）Ｕ／ｍｇ］明显高于假
手术组大鼠［（１．３０７±０．０２１）Ｕ／ｍｇ］，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；而 Ａｐｅｌｉｎ１３干预组大鼠海
马组织ＡＣｈＥ活性［（１．０６２±０．０２４）Ｕ／ｍｇ］明显
低于ＭＣＡＯ模型组大鼠，差异具有统计学意义（Ｐ

·０１３·
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＜０．０５）。见图６。

注：３组间比较，Ｆ＝１１９．５７，Ｐ＜０．０５（ＡＣｈＥ）；

　 与假手术组相比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６；

　 与ＭＣＡＯ模型大鼠相比较，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

图６　Ａｐｅｌｉｎ１３对ＭＣＡＯ大鼠模型ＡＣｈＥ活性的影响

３　讨论

缺血性脑中风患者常伴有行为和认知功能障

碍，严重降低了生活质量，而海马结构在其中具有

重要作用。因此，提高缺血性脑中风的行为和认知

功能对改善患者的生活质量意义重大。ＭＣＡＯ导
致的缺血性脑卒中引起了行为学和认知功能障碍，

降低了患者的生活质量。ＭＣＡＯ大鼠脑缺血再灌
注模型也证实，大鼠运动和认知功能均受损。Ａｐｅ
ｌｉｎ１３具有神经保护作用，抑制了急慢性损伤引起
的神经元凋亡。本实验利用改进的 Ｌｏｎｇａ方法制
作的ＭＣＡＯ缺血再灌注模型引起了行为学和认知
功能障碍，侧脑室注射 Ａｐｅｌｉｎ１３改善了大鼠的运
动功能，提高了认知能力。

海马是大脑边缘系统的重要结构，在认知功能

中起关键作用。ＭＣＡＯ引起了海马神经元的损伤，
导致学习和记忆功能下降。神经营养因子 ＢＤＮＦ
在脑组织中含量丰富，主要分布于海马和皮质。

ＢＤＮＦ与其受体酪氨酸激酶受体 Ｂ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ
Ｂ，ＴｒｋＢ）结合后，激活下游丝裂原活化蛋白激酶／
细胞外信号调节激酶、磷脂酶和磷脂酰肌醇３激酶
等信号通路，从而提高海马突触可塑性，促进神经

元存活和损伤神经元修复，增强学习记忆等认知功

能［８］。ＢＤＮＦ合成缺陷和功能异常是认知功能下
降的主要原因之一，基因敲除ＢＤＮＦ降低了大鼠的
学习记忆能力［９］，而外源性ＢＤＮＦ抑制了缺血引起
的神经元损伤，提高了认知功能［１０］。本实验表明

侧脑室注射 Ａｐｅｌｉｎ１３升高了 ＭＣＡＯ大鼠缺血再

灌注模型海马组织 ＢＤＮＦ表达，降低了逃避潜伏
期，穿台次数增加，表明学习记忆功能增强。因此，

ＢＤＮＦ可能参与了缺血性脑卒中 Ａｐｅｌｉｎ１３对认知
功能的改善。

ＲｈｏＡ蛋白是 Ｒｈｏ蛋白家族的成员，具有 ＧＴＰ
酶活性，可与ＧＴＰ结合，能够激活下游靶蛋白 Ｒｈｏ
激酶（Ｒｈｏｋｉｎａｓｅ，ＲＯＣＫ）。ＲＯＣＫ是丝氨酸／苏氨
酸激酶成员之一，通过磷酸化肌球蛋白轻链，使突

触前和突触后的细胞骨架蛋白即肌动蛋白解聚，抑

制了中枢神经系统损伤后轴突出芽和生长，缩短了

树突长度，在突触重塑中起关键作用［１１１２］，而海马

突触结构重塑与学习记忆密切相关［１３］。研究表

明，大鼠脑缺血再灌注后，缺血海马组织 ＲｈｏＡ表
达升高，而抑制ＲｈｏＡ表达可明显改善缺血大鼠认
知功能，增强了学习记忆功能［３，１４］。因此，ＲｈｏＡ在
脑缺血后认知功能的恢复中起重要作用。侧脑室

注射Ａｐｅｌｉｎ１３抑制了 ＭＣＡＯ大鼠缺血再灌注模
型海马组织导致的ＲｈｏＡ升高，从而促进海马神经
元突触重塑，这可能与 Ａｐｅｌｉｎ１３对缺血性脑卒中
大鼠模型认知功能改善有关。

海马组织内 ＡＣｈ是促进学习记忆的神经递
质，由胆碱能神经元合成储存在囊泡中，对大脑认

知功能具有重要作用。ＡＣｈ由囊泡释放后立刻被
ＡＣｈＥ水解成胆碱失活，影响突触传递和学习记忆
活动，在大鼠脑缺血海马组织中，ＡＣｈ水平下降，导
致认知功能障碍［１５］。ＡＣｈＥ是乙酰胆碱分解的关
键酶，主要分布在海马、额叶和顶叶，抑制ＡＣｈＥ活
性能够升高 ＡＣｈ水平可以改善认知功能［１６］。临

床上，ＡＣｈＥ抑制剂在临床上提高认知功能效果最
好的药物，降低突触间隙 ＡＣｈＥ活性，增加 ＡＣｈ在
突触间隙的浓度，从而发挥治疗作用［１７］。本实验

结果表明，ＭＣＡＯ模型大鼠海马组织中 ＡＣｈＥ活性
升高，侧脑室注射 Ａｐｅｌｉｎ１３降低 ＭＣＡＯ模型大鼠
ＡＣｈＥ活性，从而增加 ＡＣｈ的浓度，改善了大鼠在
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫中的认知功能。因此，ＡＣｈＥ活性参
与了Ａｐｅｌｉｎ１３对缺血性脑卒中认知功能的调节。

本实验研究结果显示：Ａｐｅｌｉｎ１３上调了脑缺
血再灌注损伤海马组织 ＢＤＮＦ的表达，而抑制了
ＲｈｏＡ和 ＡＣｈＥ活性的上调，从而改善了行为学和
认知功能，为缺血性脑卒中的治疗提供了新的思

路。
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