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【摘要】　目的　探讨丁苯酞对脑缺血再灌注大鼠神经细胞超微结构及细胞凋亡因子ｂｃｌ－２、ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３表达的影响。
方法　采用大脑中动脉线栓法造缺血再灌注模型，分为假手术组、模型组和丁苯酞组，丁苯酞组大鼠在造模前３ｄ给予８０
ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）丁苯酞，其他组大鼠给予同剂量的生理盐水。使用透射电镜观察神经细胞超微结构，并使用ＴＵＮＥＬ法检测细胞
凋亡情况，使用免疫组化法检测ｂｃｌ－２、ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３表达情况。结果　丁苯酞组脑细胞超微结构损伤轻于模型组，大部分
线粒体膜较完整，空泡少，内质网形态较正常，高电子密度颗粒较少，染色质出现轻度聚集，核仁可见；假手术组、丁苯酞组和
模型组凋亡细胞指数依次升高，各组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；假手术组、丁苯酞组和模型组ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３依次
升高，各组间相互比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；假手术组、模型组和丁苯酞组ｂｃｌ－２依次升高，各组间相互比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　丁苯酞可有效改善脑缺血再灌注大鼠神经细胞超微结构，使细胞凋亡减少，其发挥药效可能是
通过对ｂｃｌ－２、ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３水平的调节实现的。
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　　近年来，缺血性脑卒中的发病率越来越高，严重威胁着
人类的健康，脑缺血再灌注损伤对该类疾病的预后具有较大
的影响，细胞凋亡是脑缺血再灌注损伤的主要病理基础。丁
苯酞 （ｄｌ－３ｎ－ｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅ，ＮＢＰ）对缺血性脑卒中具有较好
的临床效果，能从多条途径改善患者的临床症状。ｂｃｌ－２、ｂａｘ
和ｃａｓｐａｓｅ－３对细胞凋亡具有重要的调控作用，可导致蛋白
酶级联反应的发生而引起凋亡［１－２］。笔者通过造脑缺血再灌
注损伤模型，探讨丁苯酞对脑缺血再灌注大鼠神经细胞超微
结构及细胞凋亡因子ｂｃｌ－２、ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３表达的影响，现
报道如下。

１　材料和方法
１．１　动物和处理　ＳＤ雄性大鼠共１０８只，体质量（２５０±
２０）ｇ，购置于南京市江宁区青龙山动物繁殖场，随机分为假
手术组、模型组和丁苯酞组，丁苯酞组，每组３６只，大鼠在造
模前３ｄ以８０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的剂量给予丁苯酞，其他组大鼠
给予同剂量的生理盐水。使用大脑中动脉内线栓阻断法制
造脑缺血再灌注模型，造模成功２ｈ后拔除线栓，再灌注２４
ｈ。每组使用１２只用于神经细胞超微结构的观察，１２只用于
ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡，１２只用于ｂｃｌ－２、ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３
表达的检测。
１．２　神经细胞超微结构、凋亡细胞和免疫组化处理　缺血
２ｈ再灌注２４ｈ后麻醉并开胸，右心耳放血并使用生理盐水
灌流，最后用多聚甲醛灌注固定，取脑组织，制作石蜡切片，
苏木精－伊红染色，使用透射电镜观察神经细胞超微结构。
并使用ＴＵＮＥＬ染色观察凋亡细胞，凋亡细胞特征：浓聚并
集聚的核染色质，有凋亡小体存在；使用ＳｐｅｃｔｒｕｍＳｅｅ医学
图像分析系统对凋亡细胞和总细胞进行计数，凋亡细胞指数
（ＡＩ）＝［（凋亡细胞数／总细胞数）１００％］。ｂｃｌ－２、ｂａｘ和
ｃａｓｐａｓｅ－３免疫组化试剂盒购置于上海美轩生物科技有限公
司，阳性细胞判断：ｂｃｌ－２胞浆和胞膜呈棕黄色着色；ｂａｘ胞浆
呈棕黄色着色；ｃａｓｐａｓｅ－３细胞质、胞核呈棕黄色着色。使用
ＢａｎｄＳｃａｎ图像分析软件计算各免疫组化结果的积分光密度
值。
１．３　统计学分析　实验数据使用ＳＰＳＳ　１９．０软件处理，计
量资料以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，行ｔ检验。Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结果
２．１　各组脑细胞超微结构的差异　假手术组：规则的细胞
形状，胞质内可见丰富的圆形或棒槌形线粒体，有较整齐的
内嵴，且清晰呈现，无空泡变性，散在分布有粗面内质网，密
集的核糖体依附其上，核规则且圆，有完整的核膜，有明显的
核仁，染色质均匀，具有较高的电子透明度。模型组：不规则
的细胞外形，线粒体内嵴出现断裂、减少、甚至消失，有大量
空泡存在，粗面内质网上的核糖体出现较多的脱落，胞质内
存在高电子密度颗粒，核膜发生崩解，染色质聚集且靠边。

丁苯酞组：脑细胞超微结构损伤轻于模型组，大部分线粒体
膜较完整，空泡少，内质网形态较正常，高电子密度颗粒较
少，染色质出现轻度聚集，核仁可见。
２．２　各组脑组织凋亡细胞指数的差异　假手术组、丁苯酞
组和模型组凋亡细胞指数依次升高，各组间相互比较差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组脑组织凋亡细胞指数的差异　（珚ｘ±ｓ）
组别 ｎ 凋亡细胞指数％
假手术组 １２　 ３．６４±１．４２＊＃

模型组 １２　 ３９．４３±３．２５＆

丁苯酞组 １２　 ２５．７３±２．６３

　注：与模型组比较，ｔ＝３４．９５７，＊Ｐ＝０．０００；与丁苯酞组比
较，ｔ＝２５．６０２，＃Ｐ＝０．０００；与丁苯酞组比较，ｔ＝１１．３５１，＆Ｐ
＝０．０００
２．３　各组脑组织ｂｃｌ－２、ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３的差异　假手术
组、丁苯酞组和模型组ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３依次升高，各组间比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；假手术组、模型组和丁苯酞
组ｂｃｌ－２依次升高，各组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见表２。

表２　各组脑组织ｂｃｌ－２、ｂａｘ和
ｃａｓｐａｓｅ－３积分光密度值比较　（珚ｘ±ｓ）

组别 ｎ　 ｂｃｌ－２ ｂａｘ　 ｃａｓｐａｓｅ－３
假手术组 １２　１．６３±０．５３ａｂ　 ２．１６±０．４７ａｂ　２．４７±１．０４ａｂ

模型组 １２　１７．８４±３．５２ｃ　 ８．６４±２．１１ｃ　３６．４７±４．８５ｃ

丁苯酞组 １２　２６．７４±４．３６　 ５．８４±１．８５　２１．５３±３．８８

　注：与模型组比较，ｔ＝１５．７７５、１０．３８４、２３．７４５，ａＰ＝０．０００、
０．０００、０．０００；与 丁 苯 酞 组 比 较，ｔ＝１９．８０５、６．６７９、
１６．４３７，ｂ　Ｐ＝０．０００、０．０００、０．０００；与丁苯酞组比较，ｔ＝
５．５０２、３．４５６、８．３３３，ｃ　Ｐ＝０．０００、０．００１、０．０００

３　讨论
缺血性脑血管疾病（ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｄｉｓｅａｓｅ，

ＩＣＶＤ）急性期的血液存在中断，神经细胞在缺血缺氧的环境
中，导致细胞的能量代谢发生异常，及时恢复缺血脑区的血
液供应对该类疾病的治疗极为重要，但脑缺血再灌注损伤
（ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｉｓｃｈｅｍｉａ　ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｉｎｊｕｒｙ，ＣＩＲＩ）对患者的预后也
存在巨大的影响，如何预防缺血性脑血管疾病脑缺血再灌注
损伤的发生成为该类疾病研究的新重点［３］。神经元凋亡对
脑缺血再灌注损伤的程度具有较大的影响，防止细胞凋亡成
为减少缺血再灌注损伤的关键。
凋亡相关蛋白含量的变化在细胞凋亡过程中发挥重要

·２４· 中国实用神经疾病杂志２０１５年１２月第１８卷第２４期　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｎｅｒｖｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　Ｄｅｃ．２０１５，Ｖｏｌ．１８Ｎｏ．２４
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作用。Ｂｃｌ－２是一类膜整合蛋白，存在于线粒体、内质网等细
胞器膜上，其对细胞凋亡具有较强的抑制作用，其在缺血过
程中表达增加，但时间超过２４ｈ后其表达逐渐降低，其浓度
的升高可对神经细胞形成保护作用［４］。ｂａｘ蛋白是一类促凋
亡蛋白质，存在于胞内膜、胞浆和细胞核，具有促进细胞凋亡
的作用，其通过形成二聚体而发挥调节作用，其含量增加可
增加线粒体的通透性，导致细胞色素Ｃ释放入胞增多，引发
细胞凋亡［５］。Ｃａｓｐａｓｅ－３是白介素－１转换酶家族中的一员，
是一类半胱氨酸蛋白酶，其可以和天冬氨酸残基发生结合并
进行剪切，其是调控细胞凋亡的重要执行者和关键蛋白
酶［６］。正常情况下，Ｃａｓｐａｓｅ－３是以无活性的状态下存在的，
凋亡信号可使Ｃａｓｐａｓｅ－３激活，形成了细胞凋亡的级联反应，
形成凋亡底物。Ｃａｓｐａｓｅ－３的存在是细胞凋亡的必经之路，
对ＤＮＡ裂解修复功能具有重要影响。
丁苯酞是一类消旋体，在芹菜籽中存在其左旋体。丁苯

酞可改变脑血流动力学，促进缺血区脑组织的血供，对脑组
织的微循环具有改善作用［７］。丁苯酞对脑缺血期线粒体膜
流动性具有调节作用，能稳定线粒体膜电位，改善神经细胞
的能量代谢，对自由基的生成也有抑制作用［８］。
本研究中，丁苯酞组脑细胞超微结构损伤轻于模型组，

大部分线粒体膜较完整，空泡少，内质网形态较正常，高电子
密度颗粒较少，染色质出现轻度聚集，核仁可见，假手术组、
丁苯酞组和模型组凋亡细胞指数依次升高（Ｐ＜０．０５），说明
丁苯酞能稳定缺血再灌注大鼠神经细胞的形态，抑制细胞凋
亡的发生。假手术组、丁苯酞组和模型组ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３
依次升高（Ｐ＜０．０５），假手术组、模型组和丁苯酞组ｂｃｌ－２依
次升高（Ｐ＜０．０５），说明丁苯酞能降低ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３水
平，增加ｂｃｌ－２水平，抑制细胞凋亡的发生。焦东亮等［９］研究
认为，丁苯肽对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤具有保护作
用，其作用机制可能与抑制ｃａｓｐａｓｅ－３表达相关。李国前
等［１０］研究认为，丁苯酞对大鼠脑缺血再灌注损伤具有保护
作用，其机制可能与上调Ｂｃｌ－２的表达、下调Ｂａｘ的表达有
关。蒋亮亮等［１１］研究认为，丁苯酞对在体外模拟脑缺血再
灌注诱导的神经元损伤中的保 护 作 用 可 能 与 其 抑 制
Ｃａｓｐａｓｃｅ－３表达，下调ｂａｘ／ｂｃｌ－２比值有关。
综上所述，丁苯酞能稳定脑缺血再灌注大鼠神经细胞超

微结构，使细胞凋亡减少，其发挥药效可能是通过增加ｂｃｌ－２
的表达，降低ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３水平实现调节。
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腺苷钴胺对老年糖尿病周围神经病变患者Ｈｃｙ水平的影响
万　欢　任汉强
江汉大学附属医院武汉市第六医院内分泌科　武汉　４３００１５

【摘要】　目的　探讨腺苷钴胺对老年糖尿病（Ｔ２ＤＭ）周围神经病变患者血清同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）水平的影响。方法　２
型糖尿病老年患者共７２例，随机分为单纯性糖尿病组、周围神经病变组，对照组为我院同期收治的３０例非糖尿病患者，采用
ＥＬＩＳＡ法测定血清同型半胱氨酸水平；周围神经病变组给予腺苷钴胺１ｍｇ肌内注射治疗，１次／ｄ，１４ｄ／疗程，连续治疗２个
疗程，比较治疗前后的Ｈｃｙ水平及神经电生理水平。结果　周围神经病变组的Ｈｃｙ水平明显高于单纯性糖尿病组及对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；周围神经病变组血清 Ｈｃｙ水平及神经传导速度明显改善，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结
论　腺苷钴胺可明显降低Ｔ２ＤＭ患者的血清 Ｈｃｙ水平，同时改善周围神经的传导异常情况，值得临床推广使用。

【关键词】　糖尿病周围神经病变；老年人；腺苷钴胺；同型半胱氨酸；２型糖尿病
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　　糖尿病周围神经病变是临床上２型糖尿病常见的慢性
并发症之一，该病严重威胁和影响患者生活质量［１］。血清同
型半胱氨酸（Ｈｃｙ）是人体内含硫氨基酸的一个重要的代谢
中间产物，可能是动脉粥样硬化等心血管疾病发病的一个独
立危险因子，同时也广泛存在于糖尿病的慢性并发症中，所
以当体内的Ｈｃｙ水平升高时往往存在心血管病变的可能性；
此外，糖尿病周围神经发生病变时，患者的感觉神经传导速
度和运动神经传导速度会发生明显变化［２］，需严格控制疾病
的发展并及时采用有效手段治疗。本文控讨腺苷钴胺对老
年糖尿病周围神经病变患者血清 Ｈｃｙ的影响。

１　资料与方法
１．１　一般资料　选取２０１３－０１—２０１４－０１我院内分泌科收治
住院的２型糖尿病老年患者７２例，男４０例，女３２例；平均年
龄（６７．２８±８．３４）岁；单纯糖尿病３５例，糖尿病合并周围神

经病变（ＤＰＮ）３７例。ＤＰＮ组纳入标准：四肢运动神经感觉
异常，肢体麻木，肌肉萎缩，疼痛；肌电图显示正中神经和腓
总神经传导异常。以上糖尿病患者均符合１９９９年 ＷＨＯ制
定的糖尿病诊断标准［３］：空腹血浆的葡萄糖水平（ＦＰＧ）≥
７．０ｍｍｏｌ／Ｌ，或糖尿病症状加任意时间血浆葡萄糖水平≥
１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，或葡萄糖耐量试验（ＯＧＴＴ）≥１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ。
选取同期收治的３０例非糖尿病患者为对照组，男１８例，女
１２例；平均年龄（６７．７６±９．２１）岁。所患疾病包括慢性胃炎、
骨质增生、慢性气管炎，根据ＯＧＴＴ均排除患糖尿病的可能
性。３组年龄及性别方面均无显著差别（Ｐ＞０．０５），且均无
心、肝、肾功能的障碍，具有可比性。
１．２　方法　各组入院次日清晨空腹采血，静置２ｈ后３　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，血清采用酶联免疫吸附实验法（ＥＬＩＳＡ）
检测同型半胱氨酸水平（Ｈｃｙ），实验操作严格按照说明书要
求进行。血清 Ｈｃｙ浓度≥１５μｍｏｌ／Ｌ则诊断为高 Ｈｃｙ血

·３４·中国实用神经疾病杂志２０１５年１２月第１８卷第２４期　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｎｅｒｖｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　Ｄｅｃ．２０１５，Ｖｏｌ．１８Ｎｏ．２４


