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支链氨基酸对大鼠局灶性缺血后神经元
凋亡的影响
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【摘要】 　 目的　 研究支链氨基酸对大鼠脑缺血再灌注损伤后凋亡相关蛋白表达的调节ꎬ 探讨

支链氨基酸对缺血性脑损伤的保护作用ꎮ 方法 　 雄性大鼠 ４０ 只采用随机数字表法分为正常饮食组

(ｎ＝ ２０) 和支链氨基酸 (ＢＣＡＡ) 组 (ｎ ＝ ２０)ꎬ 每组再分为对照组 (ｎ ＝ ６)ꎬ 假手术组 ( ｎ ＝ ６) 及

模型组 (ｎ＝ ８)ꎬ 模型组大鼠采用线栓法制作缺血再灌注模型ꎮ 造模后用改良神经功能缺损程度评

分表 ｍＮＳＳ 评分法评估各组大鼠在造模后 ２、 ６、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 的神经功能损伤状态ꎮ 用免疫蛋白印

迹法检测并比较造模 ７２ ｈ 后正常饮食组大鼠和 ＢＣＡＡ 组大鼠凋亡相关蛋白 ( ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｂａｘ /
Ｂｃｌ￣２) 的表达量ꎮ 结果　 与正常饮食组大鼠比较ꎬ ＢＣＡＡ 组大鼠造模后 ２、 ６、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ ｍＮＳＳ
评分分别为 (１１􀆰 ３５± ２􀆰 ７８ 比 ７􀆰 １５± ２􀆰 ４１ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１９)、 (９􀆰 ３５± １􀆰 ７５ 比 ５􀆰 ８２± １􀆰 １７ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００２)、
(６􀆰 １１±１􀆰 １６ 比 ４􀆰 ３９±１􀆰 ４６ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０４８)、 (５􀆰 ８７±１􀆰 ３２ 比 ３􀆰 ５５±１􀆰 ９４ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３６)、 (４􀆰 ９８±２􀆰 ２４ 比

２􀆰 ０９±１􀆰 ３３ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０２２)ꎬ ＢＣＡＡ 组大鼠 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达以及 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 的比值均有所减低ꎮ
结论　 ＢＣＡＡ 可以缓解大鼠缺血再灌注后神经凋亡的发生ꎬ 减轻神经功能损伤ꎬ 对缺血性脑损伤有

积极的保护作用ꎮ
【关键词】 支链氨基酸ꎻ 脑缺血再灌注ꎻ 凋亡
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Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｄ ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ　 Ｙａｎ
Ｆｅｎｇꎬ Ｓｕｎ Ｐｅｎｇꎬ Ｚｈａｏ Ｈｕｉｓｈｏｕꎬ Ｈｕａｎｇ Ｃｈｏｎｇꎬ Ｇｕｏ Ｘｉｏｎｇꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘｉａｏｍｅｎｇꎬ Ｔａｏ Ｌｉｎｇ. ∗Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｕ￣
ｔｒｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ′ａｎ ７１００３２ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｅ￣ｍａｉｌ:

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｄ ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ (ＢＣＡＡ) ｏｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ＢＣＡＡ ｏｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ４０ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ
ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ２０) ａｎｄ ｂｒａｎｃｈｅｄ ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ (ＢＣＡＡ) ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ２０) ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｎｕｍｂｅｒ ｔａ￣
ｂｌｅꎬ ａｎｄ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６)ꎬ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６) ａｎｄ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ８) ｗｈｉｃｈ ｕｓｅｄ ｓｕｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ. Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｎｅｕｒｏ￣
ｌｏｇｉｃａｌ Ｓｅｖｅｒｉｔｙ Ｓｃｏｒｅｓ (ｍＮＳＳ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｃｃｅｓｓ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ２ꎬ ６ꎬ ２４ꎬ ４８ ａｎｄ
７２ ｈ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (Ｃｌｅａｖｅｄꎬ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２) ａｆｔｅｒ ７２ ｈ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ (Ｃａｓｐａｓｅ３) ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＢＣＡＡ
ｇｒｏｕｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ ｒａｔｓꎬ ｔｈｅ ｍＮＳＳ ｏｆ ＢＣＡＡ ｄｉｅｔ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｔ ２ꎬ ６ꎬ ２４ꎬ
４８ꎬ ７２ ｈ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (１１􀆰 ３５±２􀆰 ７８ ｖｓ. ７􀆰 １５±２􀆰 ４１ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１９ꎻ ９􀆰 ３５±１􀆰 ７５ ｖｓ. ５􀆰 ８２±１􀆰 １７ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００２ꎻ ６􀆰 １１±
１􀆰 １６ ｖｓ. ４􀆰 ３９±１􀆰 ４６ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０４８ꎻ ５􀆰 ８７±１􀆰 ３２ ｖｓ. ３􀆰 ５５±１􀆰 ９４ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３６ꎻ ４􀆰 ９８±２􀆰 ２４ ｖｓ. ２􀆰 ０９±１􀆰 ３３ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ０２２). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＢＣＡＡ ｇｒｏｕｐ.
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＢＣＡＡ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ
ｎｅｒｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 Ｂｒａｎｃｈｅｄ ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄꎻ Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ: Ｎｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｈｏｌａｒｓ (８１２２５００１)ꎻ Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ

ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｐｒｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ (２０１３ＣＢ５３１２０４)

　 　 缺血性脑血管疾病被认为是威胁人类健康的主

要疾病之一ꎬ 缺血后神经功能缺损是致残的主要原

因ꎬ 其中脑缺血后的神经元缺氧发生凋亡ꎬ 是缺血

性脑血管病的主要病理机制之一[１]ꎮ 减少或者抑

制脑缺血后的神经元凋亡对减缓脑缺血后发病进程

及改善预后有重要的意义ꎮ
支链氨基酸 (ＢＣＡＡ) 包括亮氨酸ꎬ 缬氨酸ꎬ

异亮氨酸三种ꎮ 研究发现ꎬ ＢＣＡＡ 对于肝性脑病以

及苯丙酮尿症患者有积极的治疗作用ꎬ 但是 ＢＣＡＡ
的代谢异常而导致的 ＢＣＡＡ 在中枢神经系统的聚集

是枫糖尿病的关键发病机制之一[２]ꎮ 另外ꎬ 有研

究发现ꎬ 脑外伤后外周血以及中枢神经系统中的

ＢＣＡＡ 明显减少ꎬ 补充 ＢＣＡＡ 可以有效改善预后ꎬ
促进认知功能及意识状态的恢复[３]ꎮ 本研究旨在

通过线栓法建立大鼠脑缺血模型ꎬ 通过比较 ＢＣＡＡ
干预大鼠和普通饮食大鼠在造模后的神经功能缺损

以及脑组织凋亡水平的差别ꎬ 探讨 ＢＣＡＡ 对缺血性

脑血管疾病的积极保护作用及相关机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物及试剂

相同遗传背景的健康成年雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只

(空军军医大学实验动物中心提供)ꎬ 体重 ３００ ~
３５０ ｇꎮ 采用随机数字法分为正常饮食组 (２０ 只)ꎬ
ＢＣＡＡ 组 (２０ 只)ꎬ 每组再分为对照组 (６ 只)ꎬ
假手术组 (６ 只) 及模型组 (８ 只)ꎮ 兔抗 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、 兔抗 Ｂａｘ、 兔抗 Ｂｃｌ￣２ (美国 ＣＳＴ 公司)ꎬ
ＧＡＰＫＨ 兔源单克隆抗体 (美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 ＢＣＡＡ 干预

４０ 只健康成年雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ 随机分为正常饮

食组 (２０ 只)ꎬ ＢＣＡＡ 组 (２０ 只)ꎬ ２ 组大鼠均喂

食普通饲料ꎬ 正常饮食组给予普通饮用水ꎬ ＢＣＡＡ
组给予含有 ５％浓度的 ＢＣＡＡ 饮用水 (亮氨酸、 缬

氨酸、 异亮氨酸粉末以 ２ ∶ １ ∶ １ 的比例溶于普通饮

用水中ꎬ 充分搅拌ꎬ 得到终浓度 ５％的 ＢＣＡＡ 饮用

水)ꎮ 正常饮食组和 ＢＣＡＡ 组大鼠每日饮水量分别

为: １１􀆰 ５２ ｍｌ / １００ ｇ 体重、 １１􀆰 ４１ ｍｌ / １００ ｇ 体重ꎬ

差异无统计学意义ꎮ ＢＣＡＡ 组大鼠每日 ＢＣＡＡ 摄入

量约为 ０􀆰 ５７ ｇ / １００ ｇ 体重ꎮ
１􀆰 ３　 线栓法制作大鼠脑缺血模型

按照孙念霞等[４] 的方法制作大鼠脑缺血模型ꎬ
具体方法如下: ①大鼠术前禁饮食 ６ ｈꎬ １００ ｇ / Ｌ
水合氯醛 (３ ｍＬ / ｋｇ) 腹腔注射麻醉ꎮ ②固定门

齿ꎬ 术区去毛备皮ꎬ 用碘伏消毒颈部皮肤 ３ 次ꎬ 颈

部正中部位纵行切开皮肤约 ２ ｃｍ 长ꎬ 钝性分离皮

下组织ꎬ 找到颈总动脉分叉处ꎬ 沿血管方向纵行钝

性分离颈总动脉ꎬ 颈内动脉和颈外动脉ꎮ ③颈总动

脉处置一根手术线不结扎ꎮ 颈外动脉处置两根手术

线ꎬ 距分叉 ４ ｍｍ 处结扎第 １ 根手术线ꎬ 在线结的

远心端 ２ ｍｍ 处结扎第 ２ 根手术线ꎬ 于两线结之间

高频电刀电凝夹闭血管ꎬ 眼科剪剪断血管ꎮ 线剪剪

断两线结处的余线ꎮ ④分离颈外动脉第一分支枕动

脉并电凝灼断血管ꎮ 分离颈内动脉ꎬ 微动脉夹夹闭

颈内动脉、 颈总动脉ꎮ ⑤颈外动脉起始处置一手术

线ꎬ 打单结不收紧ꎬ 紧靠残端线结处眼科剪垂直血

管剪口ꎮ ⑥取出泡在 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液中的鱼线ꎬ
小心提起颈外动脉残端线结与颈内动脉成一直线ꎬ
从剪口处插进鱼线达颈内动脉夹闭处ꎬ 适量收紧颈

外动脉起始处的手术线ꎬ 松开颈内动脉的动脉夹ꎬ
缓慢推进鱼线ꎮ ⑦插入鱼线 １６~１８ ｍｍ 遇阻力时停

止ꎬ 结扎颈外动脉起始处的手术线ꎬ 松开夹闭颈总

动脉的动脉夹ꎮ ⑧记录缺血开始的时间ꎬ 缺血

９０ ｍｉｎ后缓慢拔出鱼线ꎬ 记录再灌注开始的时间ꎮ
⑨清理伤口ꎬ 观察无内出血后逐层缝合伤口ꎬ 乙醇

消毒ꎬ 对皮ꎮ 假手术组: 只分离颈总、 颈外和颈内

动脉ꎬ 不结扎不栓线ꎮ 对照组不做任何处理ꎮ 对各

组大鼠在术后 ４８ ｈ 进行麻醉ꎬ 麻醉成功后ꎬ 用

０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液左心室灌注处死ꎬ 取脑后ꎬ 分离出

大脑皮质和海马组织ꎬ 置于液氮中保存ꎮ
１􀆰 ４　 神经行为学评分

各组大鼠再造模前及造模后 ２、 ６、 ２４、 ４８、
７２ ｈ 根据改良神经功能缺损程度评分表 (ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅꎬ ｍＮＳＳ) [５] 进行神经行为

评分ꎬ 评估神经功能损伤程度ꎮ

９１１
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１􀆰 ５　 免疫蛋白印迹法

０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液灌注后取脑ꎬ 取皮质和海马ꎬ
用 ＲＩＰＡ 裂解液提取组织蛋白ꎬ 用 ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒进行蛋白定量后ꎬ 调整每孔上样量为５０ μｇꎮ
分子量低于 ２０ ｋＤ 的目标蛋白用 １５０ ｇ / Ｌ 的分离

胶ꎬ 分子量在 ３０~９０ ｋＤ 的目标蛋白用 １００ ｇ / Ｌ 分

离胶进行 ＳＰＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ 后用电泳转膜仪在冰上

转膜将凝胶上的蛋白转至 ＮＣ 膜上ꎬ 转膜结束后用

５０ ｇ / Ｌ脱脂牛奶封闭 ２ ｈꎮ 一抗 ( ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３
１ ∶ ７５０ꎻ Ｂａｘ １ ∶ １ ０００ꎻ Ｂｃｌ￣２ １ ∶ １ ０００ꎻ ＧＡＰＤＨ
１ ∶ ４ ０００) ４ ℃过夜孵育ꎮ 之后ꎬ ０􀆰 ５％ ＴＢＳＴ 洗膜

５ 次ꎬ 每次 ８ ｍｉｎꎮ 然后 ＨＲＰ￣标记的羊抗兔抗体

(１ ∶ ５ ０００) 室温下孵育 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜后ꎬ 发光ꎬ
照相ꎮ 条带采用 ｉｍａｇｅ Ｊ 分析软件测定灰度值ꎬ 并

用其相应的 ＧＡＰＤＨ 条带进行校正ꎬ 计算其相对含

量ꎬ 进行定量分析ꎮ
１􀆰 ６　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１６􀆰 ０ 统计软件对资料进行分析ꎬ 检

测结果用均数±标准差 (ｘ±ｓ) 表示ꎬ 符合正态性

分布及方差齐性ꎬ 多个样本均数间比较采用单因素

方差分析ꎬ 组间两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬ 以 Ｐ<
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠一般情况

模型组大鼠在造模后呼吸节律不规整ꎬ 部分出

现胸式呼吸ꎬ 苏醒后出现走路不稳ꎬ 活动减少ꎬ 摄

食及饮水明显减少ꎮ ｍＮＳＳ 评分结果显示ꎬ 与对照

组和假手术组相比ꎬ 模型组大鼠线栓后 ２、 ６、 ２４、
４８、 ７２ ｈ ｍＮＳＳ 评分均有所升高ꎬ 差异有统计学意

义 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ 提示神经功能损伤ꎮ ＢＣＡＡ 饮食的

模型组大鼠较正常饮食的线栓法组大鼠同时间点的

ｍＮＳＳ 评分较低ꎬ 差异有统计学意义 (Ｐ < ０􀆰 ０５)
(表 １)ꎮ 模型组大鼠有 ３ 只死亡ꎬ 死亡率为 ７􀆰 ５％
(３ / ４０)ꎬ 死亡全部发生在术后 ２４ ｈ 以内ꎮ 死亡原

因可能是颅脑损伤后颅内压增高或者严重的脑干原

发性损伤导致的呼吸心跳骤停ꎮ 每组剩余大鼠仍然

大于 ６ 只ꎬ 有足够的样本量完成实验ꎮ
２􀆰 ２　 各组大鼠海马凋亡相关蛋白表达水平

用免疫蛋白印迹法检测各组大鼠脑干凋亡相关

蛋白的表达ꎬ 正常饮食组和 ＢＣＡＡ 组中的模型组大

鼠ꎬ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｂａｘ 的表达较相对应的对照

组增高ꎬ 同时 Ｂｃｌ￣２ 的表达减少ꎬ 灰度分析结果显

示ꎬ 差异有统计学意义 (Ｐ<０􀆰 ０５) (图 １)ꎮ
２􀆰 ３　 各组大鼠皮质凋亡相关蛋白表达水平

用免疫蛋白印迹法检测各组大鼠皮质内凋亡相

关蛋白的表达ꎬ 正常饮食组和 ＢＣＡＡ 组中的模型组

大鼠ꎬ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｂａｘ 的表达较相对应的对

照组增高ꎬ 同时 Ｂｃｌ￣２ 的表达减少ꎬ 灰度分析结果

显示ꎬ 差异有统计学意义 (Ｐ<０􀆰 ０５) (图 ２)ꎮ

３　 讨论

脑缺血再灌注发生后ꎬ 由于糖和能量的供应减

少ꎬ 能量衰竭等变化ꎬ 引发神经元的钙离子内稳态

失衡ꎬ 细胞间隙兴奋性谷氨酸的聚集以及氧自由基

的大量生成造成线粒体损伤等多种病理变化ꎬ 最终

导致神经元凋亡[１]ꎬ 从而造成颅内压增高以及神

经功能缺损等临床表现ꎮ 造模后用 ｍＮＳＳ 进行神经

功能评分ꎬ 发现模型组大鼠较对照组和假手术组大

鼠有明确的神经功能损伤表现ꎬ 说明用线栓法制作

大鼠脑缺血再灌注模型确实可靠ꎬ 能够较好地模拟

缺血性脑血管疾病的病理生理变化ꎮ

表 １　 各组大鼠 ｍＮＳＳ 评分结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＮＳＳ ｓｃｏｒｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＢＣＡＡ ｇｒｏｕｐ

组别
ｎ

(只)

ｍＮＳＳ 评分

２ ｈ ６ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

正常饮食 对照组 ６ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０

假手术 ６ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０

模型组 ６ １１􀆰 ３５±２􀆰 ７８∗ ９􀆰 ３５±１􀆰 ７５∗ ６􀆰 １１±１􀆰 １６∗ ５􀆰 ８７±１􀆰 ３２∗ ４􀆰 ９８±２􀆰 ２４∗

ＢＣＡＡ 饮食 对照组 ６ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０

假手术 ６ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０

模型组 ７ ７􀆰 １５±２􀆰 ４１∗＃ ５􀆰 ８２±１􀆰 １７∗＃ ４􀆰 ３９±１􀆰 ４６∗＃ ３􀆰 ５５±１􀆰 ９４∗＃ ２􀆰 ０９±１􀆰 ３３∗＃

　 　 注: 同种饮食的大鼠模型组与对照组比较ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与正常饮食模型组的比较ꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５
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　 　 注: ∗Ｐ<０􀆰 ０５
图 １　 ＢＣＡＡ 饮食对大鼠脑缺血后海马内凋亡相关蛋白表达的

调节

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＣＡＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ

　 　 注: ∗Ｐ<０􀆰 ０５
图 ２　 ＢＣＡＡ 饮食对大鼠脑缺血后脑皮层凋亡相关蛋白表达的

调节

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＣＡＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ

　 　 ＢＣＡＡ 在蛋白质合成、 糖原合成以及组织能量

代谢方面发挥了重要的作用[６]ꎮ ＢＣＡＡ 是通过位于

血￣脑￣脊液屏障的特定转运体进入中枢神经系统

的ꎬ 这个转运体除了帮助 ＢＣＡＡ 进入中枢神经系统

外ꎬ 还可以转运大多数中性氨基酸ꎬ 例如: 络氨

酸、 苯丙氨酸 (儿茶酚胺的前体氨基酸) 和色氨

酸 (５￣羟色氨的前体氨基酸)ꎬ 它们和 ＢＣＡＡ 存在

竞争关系[７￣８]ꎬ 即血浆浓度高的氨基酸更容易与转

运体发生竞争性结合ꎬ 从而进入中枢系统中[７￣８]ꎮ
目前有研究报道ꎬ ＢＣＡＡ 能够改善颅脑损伤患

者的认知功能和意识水平ꎬ 其机制可能与 ＢＣＡＡ 能

够影响膜电位的平衡从而稳定神经细胞的钠钾钙等

离子的内稳态有关ꎻ 另外 ＢＣＡＡ 可以提高脑内糖的

生成和利用率ꎬ 缓解 ＡＴＰ 的缺乏状态ꎻ ＢＣＡＡ 还

可以通过促进脑内相关蛋白质的合成减轻对神经功

能的破坏情况[３ꎬ６ꎬ９￣１０]ꎮ 另有研究发现ꎬ 脑外伤后

ＢＣＡＡ 的含量迅速降低能够导致脑内谷氨酸的生成

减少ꎬ 脑内长期缺乏谷氨酸也会出现意识和认知行

为的异常ꎬ 因此研究者认为颅脑损伤患者补充

ＢＣＡＡ 可以缓解受伤后脑内谷氨酸的缺乏ꎬ 增加突

触间隙谷氨酸的清除率ꎬ 减轻谷氨酸的兴奋毒性

作用[３ꎬ６]ꎮ
本研究发现ꎬ 正常饮食组大鼠和 ＢＣＡＡ 组大

鼠在造模后均出现脑皮质和海马内的 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３ 表达增多以及 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 的比值增高ꎬ 但

ＢＣＡＡ 组大鼠的变化程度没有正常饮食组大鼠幅

度大ꎮ Ｂｃｌ￣２ 家族是参与调控线粒体凋亡途径的一

类蛋白ꎬ 包含多种促凋亡蛋白和抑制凋亡蛋白ꎬ 抗

凋亡蛋白包括 Ｂｃｌ￣２、 Ｂｃｌ￣Ｘ、 Ｂｃｌ￣ｗ 和Ｍｃｌ￣１ 等ꎬ 促

凋亡蛋白则包括 Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂａｄ、 Ｂｉｋ、 Ｂｉｍ 和

Ｂｉｄ[１１]ꎮ 在正常情况下ꎬ Ｂａｘ 可与定位于线粒体膜

上的抑凋亡蛋白分子 Ｂｃｌ￣２ 相互结合ꎬ 在启动凋亡

后 Ｂｉｍ 等促凋亡蛋白可 Ｂｃｌ￣２ 发生结合ꎬ 从而导致

Ｂａｘ 分离出来ꎬ 分离出来的 Ｂａｘ 参与引起线粒体的

膜电位的改变ꎬ 促使线粒体膜通透增加ꎬ 导致细胞

色素 Ｃ 释放ꎬ 发挥促凋亡作用[１２]ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 是介

导细胞凋亡的重要蛋白酶ꎬ 在细胞凋亡早期活化ꎬ
其最主要的底物是 ＰＡＲＰꎬ 该酶在细胞凋亡启动

时ꎬ 被 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 剪切成 ３１ ｋＤ 和 ８５ ｋＤ 两个片段ꎬ
形成 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３ꎬ 结果使受 ＰＡＲＰ 负调控影响

１２１
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的 Ｃａ２＋ / Ｍｇ２＋依赖性核酸内切酶的活性增高ꎬ 导致

ＤＮＡ 裂解ꎬ 引起细胞凋亡[１３]ꎮ 这也解释了本研究

中所发现的 ＢＣＡＡ 饮食大鼠在造模后的 ｍＮＳＳ 评分

较正常饮食大鼠低的原因ꎮ
总之ꎬ 脑缺血再灌注后发生神经凋亡是导致脑

卒中高病死率和致残率的一个主要原因ꎮ ＢＣＡＡ 通

过抑制细胞凋亡可以显著改善缺血性脑卒中后神经

功能的损伤状态ꎬ 这也为将 ＢＣＡＡ 应用于缺血性脑

卒中的治疗提供了新的理论依据ꎮ
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ｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｍｐａｉｒｓ ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ
ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
[Ｊ] . Ｊ Ｉｎｈｅｒｉｔ Ｍｅｔａｂ Ｄｉｓꎬ ２０１３ꎬ ３６ (５): ７２１￣７３０.

[３] Ａｑｕｉｌａｎｉ Ｒꎬ Ｉａｄａｒｏｌａ Ｐꎬ Ｃｏｎｔａｒｄｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ
ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ [Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ ２００５ꎬ ８６
(９): １７２９￣１７３５.

[４] 孙念霞ꎬ 高维娟ꎬ 易忠良. 改良线栓法制作 ＳＤ 大鼠局灶性脑

缺血再灌注模型 [Ｊ] . 中国组织工程研究ꎬ ２０１４ꎬ ２ (１８):
２２５￣２３０.

[５] Ｌｉ Ｙꎬ Ｓｏｎｇ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＩＭ１ ｉｎ ｔｈｅ

ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｕｓｅ ａｘｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ [ Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ
１４９５: ９５￣１０２.

[６] Ｊｅｔｅｒ ＣＢꎬ Ｈｅｒｇｅｎｒｏｅｄｅｒ ＧＷꎬ Ｗａｒｄ ＮＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｍｉｌｄ ｔｒａｕ￣
ｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｌｅｖｅｌｓ [Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａꎬ ２０１３ꎬ ３０
(８): ６７１￣６７９.

[７] Ｆｅｒｎｓｔｒｏｍ ＪＤ. Ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｊ Ｎｕｔｒꎬ ２００５ꎬ １３５ (６ Ｓｕｐｐｌ): １５３９Ｓ￣１５４６Ｓ.

[８] Ｄｅｓｈｐａｎｄｅ Ｇꎬ Ａｄａｃｈｉ Ｎꎬ Ｌｉｕ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｄｏｐａ￣
ｍｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｂｙ ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｆａｉｌｕｒｅ [ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌꎬ ２００７ꎬ １９
(４): ２４３￣２４８.

[９] Ｓｃａｉｎｉ Ｇꎬ Ｊｅｒｅｍｉａｓ ＧＣꎬ Ｆｕｒｌａｎｅｔｔｏ ＣＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｒｅｓｐｏｎ￣
ｓｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ ｔｏ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ [Ｊ] . ＪＩＭＤ Ｒｅｐꎬ ２０１４ꎬ １３: １５９￣１６７.

[１０] Ｓｃａｉｎｉ Ｇꎬ Ｍｅｌｌｏ￣Ｓａｎｔｏｓ ＬＭꎬ Ｆｕｒｌａｎｅｔｔｏ ＣＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｕｔｅ ａｎｄ
ｃｈｒｏｎｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｄ￣ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｄｅｃｒｅ￣ａ￣
ｓｅｓ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ [ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌꎬ
２０１３ꎬ ４８ (３): ５８１￣５８９.

[１１] Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ Ｙ. Ｂｃｌ￣２ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: ｌｉｆｅ￣ｏｒ￣ｄｅａｔｈ ｓｗｉｔｃｈ ｉｎ ｍｉ￣
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ [Ｊ] . Ｂｉｏｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２００２ꎬ ２２ (１): ４７￣５８.

[１２] Ｃｚａｂｏｔａｒ ＰＥꎬ Ｌｅｓｓｅｎｅ Ｇꎬ Ｓｔｒａｓｓｅｒ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｂｙ ｔｈｅ ＢＣＬ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｔｈｅｒ￣
ａｐｙ [Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１４ꎬ １５ (１): ４９￣６３.

[１３] Ｇｒｅｅｎ ＤＲꎬ Ｒｅｅｄ ＪＣ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
１９９８ꎬ ２８１ (５３８１): １３０９￣１３１２.

(收稿日期: ２０１８￣０４￣０３)

２２１




