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帕瑞昔布减轻大鼠全脑缺血所致海马ＣＡ１区

神经元损伤

梅莉　方莹莹

　　【摘要】　目的　探讨ＣＯＸ２抑制剂帕瑞昔布对大鼠全脑缺血模型海马ＣＡ１区损伤神经元的影

响及潜在小胶质细胞激活和保护神经元的机制。方法　ＳＰＦ级健康大鼠３０只，体重２００～２５０ｇ，采

用随机数字表法分为三组：假手术组、缺血再灌注组和帕瑞昔布组，每组１０只。用四血管闭塞法制

作大鼠全脑缺血模型。手术完成３０ｍｉｎ后，帕瑞昔布组给予帕瑞昔布腹腔注射１０ｍｇ／ｋｇ，其余两组

给予等体积生理盐水０．５ｍｌ，连续给药３ｄ，第７天进行水迷宫实验，结束后灌注固定取脑，石蜡切片

后进行Ｎｉｓｓｌ染色，观察海马ＣＡ１区存活神经元的数量，然后进行免疫荧光染色，观察海马区小胶质

细胞形态学变化。结果　与假手术组比较，缺血再灌注组海马ＣＡ１区神经元受损明显，大量神经元

发生凋亡，大鼠的学习记忆能力明显降低（犘＜０．０５），海马区小胶质细胞被激活；与缺血再灌注组比

较，帕瑞昔布组海马ＣＡ１区神经元状态明显好转，存活神经元数量明显增加，大鼠的学习记忆能力

明显改善（犘＜０．０５），海马区小胶质细胞形态上呈现激活状态，部分小胶质细胞胞体有阿米巴样变

化。结论　帕瑞昔布对因缺血损伤导致的学习记忆能力下降有明显的改善作用，这种作用可能与小

胶质细胞被激活或功能状态发生改变有关。
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　　环氧化酶（ＣＯＸ）是催化花生四烯酸合成前列 腺素和血栓素的限速酶，有两种不同的亚型表达方

式：ＣＯＸ１和ＣＯＸ２。在正常情况下，ＣＯＸ２在小

胶质细胞中低表达，然而当病原体、炎症调节介质

和激素存在时，ＣＯＸ２表达上调。局灶脑缺血模型

中，ＣＯＸ２主要存在于缺血半暗带，可通过产生氧

自由基和毒性前列腺素损伤半暗带神经元。活化
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的小胶质细胞中ＣＯＸ２ｍＲＮＡ和蛋白表达在缺血

１２～２４ｈ后升高，参与了缺血后期神经元的损伤。

在动物实验中，无论是基因工程还是药物抑制剂

ＣＯＸ２均有神经保护作用
［１］。但是，帕瑞昔布作为

ＣＯＸ２的抑制药，对缺血损伤导致的海马ＣＡ１区

神经元凋亡保护机制，目前尚无相关研究。本研究

探讨帕瑞昔布在大鼠全脑缺血模型中对海马ＣＡ１

区损伤神经元的保护作用及机制，从而为其在治疗

神经损伤的临床应用中提供参考。

材料与方法

实验材料　２５Ｗ黄花牌电烙铁，大鼠立体定位

仪，水迷宫及相关分析软件，灌注瓶，石蜡切片机，

系统显微镜，Ｎｉｓｓｌ染料，ＩＢＡ１抗体，荧光二抗，共

聚焦显微镜。

实验动物与分组　ＳＰＦ级健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大

鼠３０只，体重２００～２５０ｇ，动物合格证号为ＳＣＸＫ

（粤）２０１６００４１。采用随机数字表法分为三组：假

手术组、缺血再灌注组和帕瑞昔布组，每组１０只。

四血管闭塞法制作大鼠全脑缺血模型。手术完成

３０ｍｉｎ后，帕瑞昔布组给予帕瑞昔布腹腔注射１０

ｍｇ／ｋｇ，其余两组给予生理盐水０．５ｍｌ，连续给药

３ｄ。

全脑缺血模型的制备　采用四血管闭塞法制

作大鼠全脑缺血模型［２］。首先将动物麻醉，固定在

立体定位仪上，枕骨下第一颈椎处垂直切口，仔细

分离两侧第一颈椎横突，暴露横突上的翼孔，翼孔

下有椎动脉通过，用２５Ｗ电烙铁插入翼孔烫断双侧

椎动脉。然后动物取背位，颈部正中切口，分离颈

总动脉，用外科手术缝线套住两侧颈总动脉（不要

结扎），将线头埋与皮下，缝合伤口。２４ｈ后大鼠完

全清醒，扒开伤口，露出线头，缺血再灌注组和帕瑞

昔布组用动脉夹夹闭双侧颈总动脉２～３ｓ，大鼠出

现意识丧志和对光反射消失等症状，缺血１５ｍｉｎ后

松开动脉夹，大鼠很快恢复意识。假手术组只把线

头抽出，不做夹闭处理。最后，缝合皮肤。

行为学测试　大鼠空间学习记忆能力测试参

照水迷宫实验方法进行［３］。水迷宫为一直径１６０

ｃｍ、高５０ｃｍ的圆形水池，水池被均分为四个象

限，内壁被涂成黑色，池内水深３０ｃｍ，水温保持在

（２３±１）℃，水池内放置一个平台，平台所在的象

限为目标象限，房间内为弥散性灯光。定位航行

实验（１～４ｄ）：将大鼠按照不同顺序分别从四个象

限面壁放入水池，大鼠上台５ｓ后系统自动终止记

录，让其在平台上待３０ｓ，然后面壁放入下一个象

限。最长记录时间为９０ｓ，若大鼠在９０ｓ内不能

上台，则引导大鼠登上平台。每只大鼠做四个象

限，连续做４ｄ，记录其找到平台的时间。空间探

索实验（５ｄ）：撤下平台，分别在原平台所在象限的

旁边两个象限面壁放下大鼠，在水池中游９０ｓ，记

录其在目标象限所待的时间占总时间的百分比。

可见平台测试（５ｄ）：在目标象限的对侧放置平台，

升高到水面以上１．５ｃｍ。首先选取放置平台的旁

边两个象限，把大鼠从其中一个象限放入，寻找平

台，在平台上待３０ｓ，然后从另一个象限放入大

鼠，记录找到平台的时间。

神经元存活率检测　切片脱蜡至水，然后在

０．１％焦油酸紫中染色１０ｍｉｎ，最后梯度递增的酒

精中脱色，二甲苯透明，中性树脂封片。

小胶质细胞形态学检测　石蜡切片脱蜡至水，

０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；封闭液室温

封闭１ｈ（用ＰＢＳ配０．３％的ｔｒｉｔｏｎＸ１００，加５％

ＢＳＡ）；加入一抗（１∶５００）４℃过夜；次日回收一抗，

用ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ，然后加入荧光二抗（１

∶１０００）室温孵育１ｈ，然后用ＰＢＳ漂洗３次，每次５

ｍｉｎ；贴片，用含ＤＡＰＩ的封片剂封片。

统计分析　采用ＳＰＳＳ１８．０软件行统计学处

理。正态分布计量资料以均数±标准差（珚狓±狊）表

示，组间比较采用单因素方差分析。犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

结　　果

海马ＣＡ１区神经元形态　假手术组大鼠海马

ＣＡ１区神经元排列整齐，染色清晰，形态完整；缺

血再灌注组大鼠海马ＣＡ１区神经元受损明显，细

胞核固缩，大多数神经元呈现月牙，锯齿等凋亡形

态；帕瑞昔布组大鼠海马ＣＡ１区神经元排列较为整

齐，固缩现象改善（图１）。

海马ＣＡ１区存活神经元数量　假手术组未见

凋亡神经元，假手术组和帕瑞昔布组存活神经元数

量明显多于缺血再灌注组（犘＜０．０５）（图２）。

行为学测试结果　与缺血再灌注组比较，帕瑞

昔布组大鼠第３、４天找到平台的潜伏期明显缩短

（犘＜０．０５）（图３）。与缺血再灌注组比较，帕瑞昔

布组大鼠在目标象限所待的时间占总时间明显增

多（犘＜０．０５）（图４）。三组大鼠找到平台的时间差

异无统计学意义 （图５）。

小胶质细胞的变化　假手术组中的小胶质细
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图１　三组大鼠海马犆犃１区犖犻狊狊犾染色图

注：与假手术组比较，ａ犘＜０．０５；与缺血再灌注组比较，ｂ犘＜０．０５

图２　三组大鼠海马犆犃１区存活神经元数量的比较

注：与假手术组比较，ａ犘＜０．０５；与缺血再灌注组比较，ｂ犘＜０．０５

图３　三组大鼠找到平台潜伏期的比较

注：与假手术组比较，ａ犘＜０．０５；与缺血再灌注组比较，ｂ犘＜０．０５

图４　三组大鼠目标象限百分比的比较

图５　三组大鼠找到平台时间的比较

胞呈现分支状，胞体免疫染色信号不强，呈现未活

化状态。而缺血再灌注组中的小胶质细胞呈现较

强的免疫染色信号，部分胞体呈现呈杆状或圆状。

帕瑞昔布组中的小胶质细胞激活程度更高，部分细

胞胞体呈阿米巴样变化，向巨噬细胞方向转化趋势

比较明显 （图６）。

讨　　论

大量研究表明ＣＯＸ２在脑缺血损伤中起着非

常重要的作用。有报道证实，模型制作后的３０ｍｉｎ

到２４ｈ，在缺血半暗带区，ＣＯＸ２表达持续增加
［４］，

而另一方面，缺血后脑梗死体积在２４ｈ内持续增

大，２４ｈ后完全梗死，体积不再增加
［５］。ＣＯＸ２表

达的增强与脑梗死体积的增大恰好完全吻合。帕

瑞昔布是一种特异的ＣＯＸ２抑制药，属于非甾体类

抗炎药（ＮＳＡＩＤｓ），临床上广泛应用于中度或重度

术后急性疼痛的治疗［６］。本研究发现，相较于缺血

再灌注组，帕瑞昔布治疗组大鼠海马ＣＡ１区神经元

存活数量明显增多，神经元形态正常，排列整齐。

证明给予帕瑞昔布治疗可有效阻止神经元发生凋

亡，起到神经保护的作用。

小胶质细胞属于单核吞噬细胞，是中枢神经系

统内重要的免疫效应器，对中枢神经系统的损伤反

应灵敏，帕瑞昔布可能通过小胶质细胞起到神经保

护作用。通过免疫荧光染色发现，相较于假手术

组，缺血再灌注组和帕瑞昔布治疗组大鼠脑内小胶

质细胞均被激活；而相较于缺血再灌注组，帕瑞昔

布治疗组大鼠脑内小胶质细胞增多明显，形态变化

明显，有部分小胶质细胞有向阿米巴样巨噬细胞转

化的倾向。

小胶质细胞作为脑内重要的免疫细胞，已经被

广泛研究。根据激活后的小胶质细胞在炎症损伤

中的脑保护和神经毒性双相作用，把激活状态下的

小胶质细胞分为Ｍ１期和Ｍ２期。Ｍ１期的小胶质
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图６　三组大鼠海马区小胶质细胞免疫荧光图

细胞可促进炎症发生，分泌炎性因子如ＩＬ１β、ＴＮＦ

α
［７］，Ｍ２期的小胶质细胞具有摄取谷氨酸，吞噬死

亡细胞碎片及其分泌神经保护因子如ＩＧＦ１、

ＧＤＮＦ和ＢＤＮＦ的作用
［８］。Ｈｕ等

［９］提出，在缺血

再灌注后第０５天，Ｍ１期的小胶质细胞与Ｍ２期的

小胶质细胞同时增加，但到了第５天，Ｍ２期小胶质

细胞数量达到最大值，然后细胞数量开始下降，Ｍ１

期小胶质细胞数量却一直在增加。据报道，另一种

ＣＯＸ２抑制剂Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ可以通过调节小胶质细胞

的免疫功能来保护原朊粒蛋白感染造成的神经毒

性损伤［１０］。而Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ的模拟分子可以显著降低

小胶质细胞释放的诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ

ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘ

ｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），从而在神经变性疾病中起到保

护神经原的作用［１１］。由此推测，帕瑞昔布可能通过

转化小胶质细胞的活性状态，例如增加 Ｍ２期小胶

质细胞的持续时间或者将Ｍ１期小胶质细胞转变为

Ｍ２期小胶质细胞，或者通过调解小胶质细胞分泌

的炎性因子来发挥作用。小胶质细胞的形态学变

化可能提示了上述功能性改变。

综上所述，帕瑞昔布治疗后，可能通过活化小

胶质细胞，保护因缺血造成的海马ＣＡ１区神经元损

伤，从而部分恢复大鼠的学习记忆能力。

参 考 文 献

［１］　ＹａｇａｍｉＴ，ＫｏｍａＨ，ＹａｍａｍｏｔｏＹ．Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓ

ｏｆｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓａｎｄｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓｉｎｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓ

ｓｙｓｔｅｍ．ＭｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１６，５３（７）：４７５４４７７１．

［２］　ＡｎｃｅｒＲｏｄｒíｇｕｅｚＪ，ＶｉｌｌａｒｒｅａｌＳｉｌｖａＥＥ，ＳａｌａｚａｒＹｂａｒｒａＲＡ，ｅｔ

ａｌ．ＦｏｕｒｖｅｓｓｅｌｏｃｃｌｕｓｉｏｎｍｏｄｅｌｕｓｉｎｇａｇｅｄｍａｌｅＷｉｓｔａｒｒａｔｓ：ａｒｅ

ｌｉａｂｌｅｍｏｄｅｌｔｏｒｅｓｏｌｖｅｔｈｅｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙｒｅｌａｔｅｄｔｏａｇｅｉｎｃｅｒｅｂｒａｌ

ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｓｅａｒｃｈ．ＡｎａｔＳｃｉＩｎｔ，２０１６，９１（３）：２２６２３７．

［３］　ＴｕｃｋｅｒＬＢ，ＶｅｌｏｓｋｙＡＧ，ＭｃＣａｂｅＪＴ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅ

Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｉｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｒｅ

ｓｅａｒｃｈ．ＮｅｕｒｏｓｃｉＢｉｏｂｅｈａｖＲｅｖ，２０１８，８８：１８７２００．

［４］　ＡｈｍａｄＭ，ＳａｌｅｅｍＳ，ＺｈｕａｎｇＨ，ｅｔａｌ．１ｈｙｄｒｏｘｙＰＧＥｒｅ

ｄｕｃｅｓｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｉｎｍｏｕｓｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ．

ＥｕｒＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００６，２３（１）：３５４２．

［５］　ＬｉｕＦ，ＳｃｈａｆｅｒＤＰ，ＭｃＣｕｌｌｏｕｇｈＬＤ．ＴＴＣ，ｆｌｕｏｒｏＪａｄｅＢａｎｄ

ＮｅｕＮｓｔａｉｎｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｖｏｌｖｉｎｇｐｈａｓｅｓｏｆｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉＭｅｔｈｏｄｓ，

２００９，１７９（１）：１８．

［６］　ＴａｋａｋｕＭ，ｄａＳｉｌｖａＡＣ，ＩｒｉｔｓｕＮＩ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｉｎｇｌｅ

ｄｏｓｅｏｆｐａｒｅｃｏｘｉｂｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｉｓｃｈｅｍｉｃｔｕ

ｂｕｌａｒｉｎｊｕｒｙｃａｕｓｅｄｂｙｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋｉｎｒａｔｓ．ＰａｉｎＲｅｓ

Ｔｒｅａｔ，２０１８，２０１８：８３７５７４６．

［７］　ＳｏｎｇＧＪ，ＳｕｋＫ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ．Ｆｒｏｎｔ

ＡｇｉｎｇＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１７，９：１３９．

［８］　ＷａｎｇＪ，ＸｉｎｇＨ，ＷａｎＬ，ｅｔａｌ．ＴｒｅａｔｍｅｎｔｔａｒｇｅｔｓｆｏｒＭ２

ｍｉｃｒｏｇｌｉａｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏ

ｔｈｅｒ，２０１８，１０５：５１８５２５．

［９］　ＨｕＸ，ＬｉＰ，ＧｕｏＹ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ／ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

ｄｙｎａｍｉｃｓｒｅｖｅａｌｎｏｖｅｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｉｎｊｕｒｙｅｘｐａｎｓｉｏｎａｆｔｅｒｆｏｃａｌ

ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ．Ｓｔｒｏｋｅ，２０１２，４３（１１）：３０６３３０７０．

［１０］　ＶｉｌｌａＶ，ＴｈｅｌｌｕｎｇＳ，ＣｏｒｓａｒｏＡ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｉ

ｏｎｐｒｏｔｅｉｎ９０２３１ｍｅｄｉａｔｅｄｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎ

ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ．ＭｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１６，５３（１）：５７７２．

［１１］　ＶｉｌｌａＶ，ＴｈｅｌｌｕｎｇＳ，ＢａｊｅｔｔｏＡ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｃｅｌｅｃｏｘｉｂａｎａ

ｌｏｇｕｅｓｉｎｈｉｂｉｔｇｌｉａｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ｎｉｔｒｉｃｏｘ

ｉｄｅ，ａｎｄｏｘｙｇｅｎｒａｄｉｃａｌｓｒｅｖｅｒｔｉｎｇｔｈｅｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｉｓｆｏｌｄｅｄｐｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｆｒａｇｍｅｎｔ９０２３１

ｏｒｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．ＰｈａｒｍａｃｏｌＲｅｓ，２０１６，１１３（ＰｔＡ）：

５００５１４．

（收稿日期：２０１７ １１ ２０）

·８０８· 临床麻醉学杂志２０１８年８月第３４卷第８期　ＪＣｌｉｎＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ａｕｇｕｓｔ２０１８，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．８


