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摘要

目的：观察电刺激小脑顶核（FNS）对大鼠局灶脑缺血/再灌注（I/R）大脑缺血侧皮质PPARγ、IкBα和NF-кB P65蛋白

表达的变化，以及对下游炎症因子COX-2 mRNA表达的影响，探讨FNS对大鼠局灶脑缺血/再灌注后脑保护作用的

机制。

方法：采用SD大鼠建立局灶 I/R模型，随机分为6组。正常对照组（NC组）、缺血再灌注组（I/R组）、缺血再灌注后小

脑顶核刺激组（FNS组），根据再灌注时间不同分为7d和14d两个亚组。采用免疫组织化学法检测NF-κB P65蛋白

表达，分别采用Western blotting和逆转录—聚合酶链反应法（RT-PCR）检测PPARγ、IкBα蛋白和COX-2 mRNA表

达，同时检测各组脑梗死体积。

结果：免疫组织化学显示 I/R 7d组和 I/R 14d组NF-κB P65、PPARγ和 IкBα蛋白较正常组显著增加（P＜0.05），FNS

组NF-κB P65蛋白表达显著低于相应 I/R组（P＜0.05），Western blotting检测显示FNS组PPARγ、IкBα蛋白表达明

显高于相应正常组及 I/R组（P＜0.05），RT-PCR显示FNS组COX-2 mRNA表达较 I/R组显著降低（P＜0.05），而FNS

组脑梗死体积较单纯 I/R组明显减小（P＜0.05）。

结论：FNS 可有效提高脑缺血/再灌注后 PAARγ及 IкBα表达，抑制由 NF-κB P65 调控的下游炎症因子 COX-2

mRNA的表达，减轻脑梗死体积，这可能是FNS发挥中枢神经保护的机制之一。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of electrical stimulation to cerebellar fastigial nucleus（FNS） on expressions

of NF-кB P65, PPARγ, IкBα and COX-2 mRNA in rats brain after cerebral ischemia/reperfusion（I/R）, and ex-

plore the neuroprotection mechanism.

Method: A focal cerebral I/R model was established by middle cerebral artery occlusion (MCAO), and the rats

were randomly divided into normal control group (NC group), cerebral ischemia reperfusion group (I/R group),

I/R+FNS group（FNS group）. Infarct volume was measured, the protein of NF-кB P65 in rats brain was detect-

ed by immunohistochemistry, and the protein of PPARγ, IкBα was detected by Western blotting. The expres-

sion of COX-2 mRNA was detected by RT-PCR.

Result: Compared with NC group, the expressions of P65, PPARγ, IкBα protein and COX-2 mRNA increased

under the I/R (P＜0.05), FNS could effectively inhibit the expression levels of P65 protein and COX-2 mRNA

(P＜0.05). FNS could effectively induce the expressions of PPARγ, IкBα protein (P＜0.05), and reduce infarct

·基础研究·

电刺激小脑顶核对局灶脑缺血/再灌注后大鼠脑组织
NF-кB、PPARγ、IкBα和COX-2 mRNA表达的影响

何兰英1 张 蓓1 罗 勇2,3 董为伟2,3 王咏龙2,3

DOI:10.3969/j.issn.1001-1242.2014.02.003

1 成都市第二人民医院神经内科，成都，610017；2 重庆医科大学附属第一医院神经内科；3 重庆市神经病学重点实验室

作者简介：何兰英，女，博士研究生，副主任医师；收稿日期：2012-12-17

107



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Feb.2014, Vol. 29, No.2

缺血性脑血管病是严重危害人类健康的常见病

和多发病，脑缺血再灌注后的炎症反应是引起神经

损害的重要机制之一，因此阻断炎症反应的某些环

节可以起到神经保护作用。目前，虽然多种神经保

护剂的研发，给神经保护治疗带来了希望，但令人失

望的是，当这些神经保护剂用于临床试验时，结果大

多无效或因不良反应而被提前终止。近年研究证

明，电刺激小脑顶核（fastigial nucleus stimulation,

FNS）对中枢神经具有广泛的保护作用，能抑制炎症

因子的产生，抑制神经细胞凋亡，促进神经再生，促

进神经结构和功能重建等作用[1—2]。本研究选取SD

大鼠，制作局灶脑缺血再灌注模型，观察小脑电刺激

顶核对大鼠大脑缺血侧皮质NF-кB P65、PPARγ和

IкBα蛋白表达的变化，以及对下游因子 COX-2

mRNA表达的影响，进一步探讨电刺激小脑顶核神

经保护作用的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年雄性 SD 大鼠，体重 250—300g，重庆

医科大学实验动物中心提供，合格证：SCXK（渝）

2007-0001。每天给予充足的食物和水，室温控制在

22℃左右。所有实验操作程序严格遵照实验动物管

理和保护的条款执行。

1.2 动物分组

大鼠随机分为 6组：正常对照组（NC组）、缺血

再灌注组（I/R 组）、缺血再灌注后小脑顶核刺激组

（FNS组），根据再灌注时间不同分为 7d和 14d两个

亚组，每组 10 只大鼠。NC 组不给予任何处理，I/R

组夹闭右侧大脑中动脉2h后再灌注，FNS组在局灶

脑缺血/再灌注后分别给予 7d、14d 小脑顶核电刺

激，每日 1次，1h/次。术中出血较多、呼吸困难、取

脑时发现蛛网膜下腔出血及提前死亡者剔除，并补

足相应例数。动物苏醒后参考Longa等[3]的评分法

评分，2分或2分以上者入选本实验。

1.3 电刺激小脑顶核

参照Nakai等[4]的方法：①将大鼠固定在立体定

位仪上，根据大鼠脑立体定向图谱并结合鼠的大小，

确定小脑顶核的位置，FN坐标：以前囟后缘为零点，

正中线向后 11.4—11.8mm，旁开 0.8—1.0mm，深

5.2—5.7mm；②在大鼠颅骨上钻1个孔，将同心圆电

极插入右侧小脑顶核；③刺激参数：将小脑顶核刺激

仪器电流强度调整为 50μA、频率 50Hz、时程为

0.5ms的直角方波脉冲，持续刺激1h；④刺激过程中

动物处于浅麻醉状态。

1.4 免疫组织化学检测

以4%多聚甲醛灌注固定各实验组大鼠，断头取

脑。冠状切取视交叉后部脑组织，常规梯度酒精脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片、脱蜡、水化；以37℃
的 3%过氧化氢溶液浸泡 30min灭活内源性过氧化

物酶；0.01mmol/L PBS 洗涤 3 次，将切面上的水吸

干，滴加正常山羊血清，室温 15min 后吸去多余液

体；滴入 1∶50 的鼠 NF-κB P65 单克隆抗体（Santa

Cruz），4℃湿盒过夜；室温放置30min后滴加生物素

标记兔抗鼠 IgG 二抗，37℃孵育 30min；0.01mmol/L

PBS漂洗3次；滴入辣根酶标记链霉卵白素，37℃孵

育15min；滴加DAB显色，常规脱水、透明、封片；每

只大鼠取3张切片，400×放大倍数，每张切片随机取

5个视野，Image-pro plus 5.0图像分析软件测定计

算平均光密度值（optical density, OD）。

1.5 Western blotting实验过程

取大鼠缺血侧周围脑组织各 50mg 剪成碎片，

冰浴中用玻璃匀浆器匀浆；4℃离心 1000g 10min；

弃上清液，在沉淀物中加入500μl蛋白裂解液；冰面

上裂解30min，14000g，4℃离心10min，取上清液，分

装后-20℃保存；以 Bradford 法进行蛋白定量。以

volume significantly(P＜0.05).

Conclusion: FNS could effectively induce the expressions of PPARγ, IкBα protein, and effectively inhibit the

expressions of P65 protein and COX-2 mRNA, and reduce infarct volume, which may be one of the mecha-

nisms of its neuroprotective function on central nervous system.

Author's address Department of Neurology, the Second People's Hospital of Chengdu, Chengdu, 610017
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8%SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，半干电转移法

至 PVDF 膜上，室温下封闭液封闭 1h，分别加入 1∶

500稀释的多克隆兔抗鼠 IкBα（Santa Cruz）、单克隆

兔 抗 鼠 PPARγ（Santa Cruz）、内 参 β-actin（Santa

Cruz）单克隆兔抗鼠的一抗抗体，4℃孵育过夜，用相

应的抗鼠二抗（1∶750稀释）室温孵育 2h，化学发光

法显色并用凝胶图像处理系统分析目标带的分子量

和净光密度值，并与β-actin比值作为其表达水平的

参数。

1.6 RT-PCR实验过程

取各组大鼠缺血周围脑组织50mg，按上海华舜

生物工程有限公司试剂盒说明进行总RNA的提取，

参照大连宝生物 RT-PCR 试剂盒说明进行 COX-2

mRNA表达水平的测定，引物设计：
β-actin 5'-GAC CCA GAT CAT GTT TGA GAC-3'上游；

5'-GCC AGG ATA GAG CCA CCA AT-3'下游；684bp；

COX-2 5'-GATT GACA GCCC ACCAACTT-3'上游；

5'-CTCTCCACCGATGACCTGAT-3'下游；200bp；

将各实验组RT-PCR电泳影像进行积分光密度

量化。通过凝胶扫描仪进行DNA电泳条带积分光

密度值分析，与β-actin的比值作为其表达水平的参

数，对各组COX-2 mRNA产物进行半定量分析。

1.7 梗死体积测定

每组实验大鼠在麻醉后迅速断头取脑，置

于-20℃冰箱中 30min，沿视交叉冠状切片，连续作 7

个切片（片厚约 2mm），在 37℃、1%的 2，3，5-氧化三

苯基甲氮唑溶液中水浴 30min，用 0.01mmol/L PBS

溶液冲洗3次，以4%多聚甲醛浸泡6h后观察脑组织

的颜色，正常脑组织呈均匀红色，缺血组织呈白色。

采用生物医学图像分析系统检测脑梗死面积，根据

脑切片梗死面积及切片间距离计算梗死体积。计算

公式：梗死体积=∑[(S1+S2)/2×H]（S1和S2为每一切片

上下两面病灶面积，H为梗死层面厚度）。

1.8 统计学分析

所有实验数据以均数±标准差表示，采用SPSS

11.0软件包进行统计学处理，组间比较采用 t检验，

同组不同时相点比较采用单因素方差分析。

2 结果

2.1 NF-κB P65蛋白的免疫组织化学染色

免疫组织化学法显示，正常组脑组织仅有极少

NF-κB P65 表达，细胞核表达更少，术后 I/R 组

NF-κB P65表达增多，阳性细胞主要在脑缺血周围

皮质，与正常组比较具有显著性差异（P＜0.05）。I/

R后给予FNS治疗，发现NF-κB P65表达较单纯脑

缺血再灌注组逐渐减少，I/R+FNS 7d组与 I/R 7d组

比较 NF-κB P65 表达减少具有显著性意义（P＜
0.01），I/R+FNS 14d 组 NF-κB P65 表达进一步减

少，较 I/R 14d 组比较具有显著性意义（P＜0.05）。

见图1，表1。

2.2 IκBα、PPARγ蛋白的半定量分析

Western Blotting 结果显示，正常组可见 IкBα、

PPARγ蛋白少量表达。脑缺血再灌注后 IкBα、

PPARγ蛋白表达较正常组增加，与NC组比较具有显

著性差异（P＜0.05），I/R 后给予 FNS 处理 IкBα、

PPARγ蛋白表达进一步增加，I/R+FNS 7d 组与 I/R

7d组比较具有显著性差异（P＜0.05），I/R+FNS 14d

组较 I/R 14d组比较具有显著性差异（P＜0.01）。见

图2，表2—3。

2.3 COX-2 mRNA的半定量分析

本实验 RT-PCR 结果显示，正常组中环氧合

图1 各组大脑组织NF-кB P65蛋白表达变化
（DAB, ×400）

NC组 I/R 14d组 I/R+FNS 14d组

表1 各组大脑组织NF-кB P65蛋白表达 (x±s)

组别

正常组
I/R组

I/R+FNS组
I/R+FNS 组与 I/R 组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；I/R 组与 NC 组比
较：③P＜0.05

第7天

0.49±0.04
0.98±0.07③

0.64±0.03②

第14天

0.51±0.03
0.74±0.06③

0.52±0.07①

表2 各组大脑组织 IкBα蛋白表达 (x±s)

组别

正常组
I/R组

I/R+FNS组
I/R+FNS 组与 I/R 组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；I/R 组与 NC 组比
较：③P＜0.05

第7天

0.30±0.03
0.55±0.06③

0.80±0.04①

第14天

0.33±0.04
0.67±0.05③

1.12±0.06②
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酶 -2 mRNA（cyclooxygenase-2 mRNA, COX-2

mRNA）仅有少量表达。缺血/再灌注组 COX-2

mRNA表达量较多，与正常组比较具有显著性差异

（P＜0.01）。FNS 后其表达逐渐减少，I/R+FNS 7d

组、I/R+FNS 14d 组 COX-2 mRNA 表达较单纯 I/R

组比较具有显著性差异（P＜0.05）。见图3—4。

2.4 梗死体积

正常对照组脑组织呈均匀红色，无白色梗死区；

缺血再灌注组、I/R+FNS 7d 组、I/R+FNS 14d 组缺

血侧脑组织均可见整个大脑中动脉供血区呈白色梗

死灶，左侧脑组织呈均匀红色，未见白色梗死区。

FNS治疗后脑梗死体积明显减少，I/R+FNS 7d组、I/

R+FNS 14d组与单纯缺血/再灌注组有显著性差异

（P＜0.05）。见表4。

3 讨论

正常情况下，NF-κB与抑制分子 IκBα非共价结

合成三聚体复合物以无活性的形式存在胞浆内，使

其无法进入细胞核发挥作用。脑缺血及再灌注后，

IκBα磷酸化和泛素化，最终 IκBα降解，释放游离的

NF-κB向细胞核内移位，直接调控参与脑缺血及再

灌注后神经元内多种靶基因的表达（如 IL-1、IL-6、

TNF-α、COX-2），介导或参与神经元之间以及神经元

与组织之间的相互作用和神经元的坏死凋亡[5—8]。本

研究与既往研究均证实正常脑组织有少量NF-кB、

IкBα蛋白及COX-2 mRA的表达，脑缺血再灌注后

可诱导核转录因子NF-κB P65表达增加，后者介导

下游炎症因子COX-2 mRNA的表达。本实验发现

脑缺血再灌注后予 FNS治疗可以显著增加 IκBα表

达，FNS 7d组其表达较单纯组相比增加近40%，14d

组 IκBα表达较单纯组比较增加60%以上，同时伴随

NF-κB P65 表达减少，FNS 7d 组 NF-κB P65 表达

较单纯组 I/R 7d 组减少 40%，FNS 14d 组 NF-κB

P65表达进一步减少 30%以上，本实验说明 FNS通

过增加 IкBα蛋白的生成抑制 NF-κB P65 的表达。

研究表明COX-2启动子中含有两个κB位点序列[9]，

本实验研究发现 FNS 在减少 NF-κB P65 的表达的

同时 COX-2 mRNA 的表达也相应减少，COX-2

mRNA 在 FNS 7d 组较单纯 I/R 组下降 20%以上，

14d 组下降近 30%，可见，在脑缺血再灌注后给予

FNS 治疗可以显著增加 IκBα表达，抑制核因子

表3 各组大脑组织PPARγ蛋白表达 (x±s)

组别

正常组
I/R组

I/R+FNS组
I/R+FNS 组与 I/R 组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；I/R 组与 NC 组比
较：③P＜0.05

第7天

0.37±0.05
0.64±0.03③

0.87±0.05①

第14天

0.35±0.06
0.73±0.064③

1.17±0.03②

1 5432

PPARγ

42KD

37KD

67KD

β-actin

IκBα

图2 各组大脑组织PPARγ和 IкBα蛋白表达变化

注：1：NC 组；2：I/R 7d 组；3：I/R+FNS 7d 组；4：I/R 14d 组；5：I/R+
FNS 14d组

图3 各组大脑组织COX-2 mRNA表达

注：M：Maker；1：NC 组；2：I/R 7d 组；3：I/R+FNS 7d 组；4：I/R 14d
组；5：I/R+FNS 14d组

1 5432M

750

COX-2

β-actin

250

500

1000

图4 各组大脑组织COX-2 mRNA表达

第7天 第14天

1.4

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

2.0
1.8
1.6

m
R

N
A
相

对
值

NC

I/R+FNS
I/R

*

**

**

*

I/R组与NC组比较：**P＜0.01；I/R+FNS组与 I/R组比较：*P＜0.05

表4 各组大鼠不同时间点脑梗死体积 (x±s)

组别

正常组
I/R组

I/R+FNS组
I/R+FNS组与 I/R组比较：①P＜0.05

第7天

0
182.57±15.16
133.60±16.52①

第14天

0
179.37±13.64
125.23±26.03①

110



www.rehabi.com.cn

2014年，第29卷，第2期

NF-κB P65 生成，从而抑制下游炎症因子 COX-2

mRNA的表达，从而减轻脑缺血再灌注后的炎症级

联反应。

PPARγ在机体分布广泛，介导多种生物效应；它

可抑制炎症因子生成，促进脂肪细胞分化和脂肪生

成，增强机体对胰岛素的敏感性，调节体内糖平衡，

影响肿瘤生长，对心血管产生保护效应等[10—13]；脑缺

血/再灌注后，脑组织中可出现明显的炎症反应，从

而造成脑缺血后第二次损伤。PPARγ作为一种核转

录因子可以调控多种和脑缺血损伤相关的炎性细胞

因子、黏附分子和基质分解蛋白酶类的表达；因此给

予PPARγ激动剂通过促进其表达而发挥对炎性细胞

激活和炎性相关因子分泌的抑制作用，对于缺血性

脑血管病的治疗可能具有重要的意义。既往研究发

现[14—15]通过使用PPARγ激动剂吡格列酮，可以增加

脑缺血再灌注后脑组织中CuZn-SOD表达，减轻脑

组织的梗死面积；Chen 等 [16]研究也表明通过增加

PPARγ表达，可以抑制MAPKs过度产生，从而减轻

脑缺血再灌注后脑组织的损伤面积。本研究表明在

正常脑组织中PPARγ仅有少量表达，I/R后表达急剧

升高，I/R 7d 组 PPAR 表达与正常组比较增加了

70%以上，随着时间延长至 14d 组，PPAR 表达与正

常组相比增加一倍，本实验发现 I/R后给予 FNS治

疗处理，可以进一步增加PPARγ的表达，FNS 7d组

PPARγ表达与单纯 I/R 7d组比较增加了 20%以上，

14d组，PPARγ表达增加单纯 I/R 14d组比较增加了

近 40%，并且FNS时间长短与PPARγ表达具有时间

依赖性，可见，FNS可以增加脑缺血再灌注后PPARγ

的表达。PPARγ与 NF-кB P65 亚单位相互作用，

Chen F 等 [15]研究表明 PPARγ激活后可活化细胞外

信号调节酶 ERK，后者可促进 PPARγ磷酸化形成

p-PPARγ，p-PPARγ增 加 IкB 的 表 达 ，从 而 抑 制

NF-кB P65 生成。本实验也表明 FNS 后随着

PPARγ表达的增加，IкB 的表达增加，同时伴随着

NF-кB P65生成的减少，而由 P65调控的下游因子

COX-2 mRNA生成也明显减少，由此我们可以推测

脑梗死后 FNS 可以通过激活 PPARγ的表达，抑制

NF-кB P65生成从而抑制下游炎症因子的表达；与

此同时我们还发现 FNS 组脑梗死体积较单纯缺血

再灌注组比较明显较少，FNS 7d组梗死体积较单纯

组 I/R 7d组相比减少 20%以上，FNS 14d组梗死体

积较单纯 I/R 14d组减少 30%以上，可见，FNS可显

著减少脑梗死体积，增加神经元的存活。

目前，利用该原理研制的小脑电刺激仪采用仿

生物电流，将电极置于枕后乳突进行刺激，通过对小

脑顶核的刺激作用，发挥神经保护作用。研究发现

FNS可以提高大鼠脑梗死后自主神经活性，刺激神

经轴突生长，而毁损小脑顶核后不存在这种保护作

用[17—18]。通过电刺激小脑顶核治疗可改善脑血管微

循环，减轻炎症因子的释放，减轻神经损伤，减少缺

血区神经元的坏死凋亡，减轻脑梗死体积等作用，从

而起到神经保护作用，促进神经功能恢复，部分改善

缺血/再灌注损害。目前，该治疗仪已广泛应用于临

床，并已显出较好的治疗效果。本实验表明，FNS可

进一步增强机体内源性神经保护机制，通过增加

PPARγ和 IкBα生成，抑制 NF-кB P65 活化，从而抑

制下游炎症因子 COX-2 mRNA 表达，减轻脑梗死

体积，这可能是其神经保护机制之一。随着对电刺

激小脑顶核神经保护作用机制认识的不断深化，其

具有十分广阔的应用前景，同时为其他中枢神经系

统疾病的治疗开辟了新前景。
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14天、第28天的肌电图变化也与同期病理变化及神

经功能评分基本相吻合。

小力收缩MUP中多相电位的出现一直被认为

是肌纤维及轴突再生的结果，即“新生”MUP[1]。本

文Ⅱ组在损伤后第7天、第14天出现多相电位增多，

这与同期病理结果显示出现大量的再生细胞相一

致；而Ⅲ组多相电位的增多较Ⅱ组晚 1周左右的时

间，进一步证明Ⅱ组组织恢复早于Ⅲ组，亦说明Ⅱ组

损伤轻于Ⅲ组。

形态决定功能，本文的神经功能评分是参照 Ja-

cobs 等[2]制定的标准来进行判断的，该标准能较好

地评价动物截瘫后所表现的特征。从本试验可以得

知，肌电图的数据显示Ⅱ组较Ⅲ组损伤轻、恢复快，

这和神经功能评分相一致。

综上所述，针极肌电图能够在定性上敏感地反

映出骨骼肌缺血损伤及再生情况，并通过静息状态

失神经电位出现的时间及数量、小力收缩在不同时

期采集的MUP时限、波幅的各项数值以及多相电位

的百分比、大力收缩不同时期不同的募集状态变化

来对实验的损伤程度、再生程度，甚至可以间接对预

后程度进行相应的定量评价，为缺血预处理对骨骼

肌的保护作用提供除生化、病理以外可靠的观察数

据，是评价肌肉运动功能受损的客观指标之一。
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