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阿魏酸对阻断兔主动脉血流所致脊髓神经元凋亡的影响 

柯齐斌 江娅 黄海波 周青山 余奇劲 熊桂仙 

【摘要】 目的 探讨阿魏酸对阻断家兔主动脉血流所致脊髓神经元凋亡的影响及其可能的作用机制。 

方法 将24只家兔按随机数字表法分为假手术组、缺血／再灌注(I／R)损伤组和阿魏酸组。采用阻断腹主动脉 

血流 40 min、再灌注 7 d制备脊髓 I／R损伤模型；阿魏酸组于阻断腹主动脉前 1 5 min一次性静脉注射阿魏酸 

50 mg／kg；假手术组仅松套腹主动脉，不阻断血流。分别测定腹主动脉阻断前 10 min(c—i0)、开放前即刻 

(C40)及开放后 60 min(R60)和处死前即刻(R7d)血清丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)水平；检测脊髓 

凋亡神经元以及 Bax和 Bcl一2蛋白的表达；观察术后动物后肢神经功能评分。结果 ①I／R损伤组 MDA含 

量明显高于c一1O值及假手术组相应时间点值(尸<0．05或 尸<0．01)，SOD活性变化与 MDA变化相反；阿 

魏酸组 MDA含量明显高于 c一1O值(尸<0．05)，但显著低于 I／R损伤组相应时间点值(尸<0．05或 尸< 

0．01)，较假手术组比较差异无显著性，SOD活性变化与 MDA变化亦相反。②I／R损伤组 Bax蛋白表达明显 

高于假手术组(尸<0．05)，Bcl一2蛋白表达则明显低于假手术组(尸<0．01)；阿魏酸组 Bax蛋白表达明显低于 

I／R损伤组，但显著高于假手术组(尸<0．01和 尸<O，05)，Bcl一2蛋白表达明显高于 I／R损伤组及假手术组 

(尸均<0。01)。@I／R损伤组脊髓神经元凋亡指数明显高于假手术组(尸<O．01)；阿魏酸组明显低于 I／R损伤 

组，但高于假手术组(尸<O．01和 P<O．05)。④阿魏酸组瘫痪发生率明显低于 I／R损伤组，其后肢神经功能评 

分明显高于 I／R损伤组(尸均<0．01)。结论 阿魏酸能显著抑制阻断家兔主动脉所致脊髓神经元凋亡的发 

生，其机制可能与其通过抗氧化反应进而抑制 Bax蛋白、增强 Bcl一2蛋白的表达有关。 
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[Abstract] Objective To investigate the protective effect of ferulic acid on neuronal apoptosis of the 

spinal cord after aortic blood cross—clamping and its mechanism in rabbits．Methods Twenty—four rabbits 

were randomly divided into sham operation group，ischemia／reperfusion(I／R)injury group and ferulic acid 

group．Spinal cord I／R injury model was replicated by clamping blood of the infrarenal aorta for 40 minutes 

followed reperfusion for 7 days．Ferulic acid 50 mg／kg was injected 15 minutes before aortic clamping in 

ferulic acid group． The aorta was not clamped in sham operation group。 Contents of malondialdehyde 

(MDA)and superoxide dismutase(SOD)in plasma were assayed at 10 minutes before clamping (C 一10)， 

before removal of occlusion (C40)，at 60 minutes (R6O)and on the 7 th day (R7d)after reperfusion． 

Apoptosis of neurones of spinal cord and the expressions of Bax and Bel一2 protein were assayed by 

immunohistochemical technique。Neurologic function score of hind limb was observed after operation．Results 

①The activity of MDA after I／R in I／R injury group was increased significantly compared with those 

before clamping and those in sham operation group (尸< O．05 or尸< O．01)．The activity of MDA in ferulic 

acid group was significantly higher than that at C一10(尸<O．05)，while significantly lower than those in I／R 

injury group at any time point(P<O．05 or P<O．01)，but showed no significant difference compared with 

sham operation group．Changes in SOD activities were opposite to that of MDA。②The expression of Bax 

protein in I／R injury group was increased significantly(尸<O．05)，but the expression of Bcl一2 protein was 

decreased significantly compared with that in sham operation group (尸< O．01)．In ferulic acid group，the 

expression of Bax protein was significantly lower than that in I／R injury group and higher than that in sham 

operation group(尸<O．01 and尸<O．05)，and the expression of Bcl一2 protein was higher than those in I／R 

injury group and sham operation group(both尸<0．01)．⑧The index of neuronal apoptosis in I／R injury 

group was significantly higher than that in sham operation group (尸< O。01)，and that in ferulic acid group 

was much lower than that in I／R injury group，but higher than sham operation group (P< 0．01 and P< 

0．05)．④The degree of paralysis in ferulic acid group was significantly lower than that in I／R injury group， 

and a higher neurologic score was observed (both P< 0．01)．Conclusion Ferulic acid can reduce the spinal 

cord neuronal apoptosis as a result of aortic occlusion in rabbits。The possible mechanism is that it decreases 

protein expression of Bax，increases that of Bcl一2 and enhances antioxidation． 
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在胸腹主动脉手术中常需阻断主动脉血流以便 

手术顺利实施，但是这一过程可导致不同程度的脊 

髓缺血／再灌注(I／R)损伤，其病理基础一般认为是 

脊髓神经元坏死。我们前期的研究显示，在脊髓I／R 

损伤中也存在脊髓神经元凋亡，特别是迟发性瘫痪 

与脊髓神经元凋亡密切相关 。阿魏酸为中药当归 

水提物中重要的活性成分，现代医学认为其在器官 

I／R损伤中具有广泛作用。本实验旨在观察阿魏酸 

对阻断家兔主动脉血流所致脊髓神经元凋亡的影 

响，并探讨其可能的作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型制备及分组：雄性Et本大白兔 24只， 

体重 2．5～3．5 kg。按照文献[1]方法和步骤制备脊 

髓 I／R损伤模型。阿魏酸组阻断腹主动脉前 15 min 

静脉注射阿魏酸 50 mg／kg进行 预处理 ，分别于阻 

断前 10 rain(C一10)、开 放前 即刻 (C4O)、开放 后 

6o min(R6o)以及 处 死 前 即刻 (RTd)各取 动 脉血 

2 ml，检测血清相关指标。观察 7 d后处死动物取 

T ～L 节段脊髓，分别用于制作光镜、免疫组化标本。 

1．2 检测指标和方法 ：①血清丙二 醛(MDA)用硫 

代巴比妥酸法；超氧化物歧化酶(SoD)用黄嘌呤氧 

化酶法。②脊髓组织免疫组化：用末端脱氧核苷酸转 

移酶介导的dUTP缺口末端标记法(TUNEL)检测 

脊髓凋亡神经元，并在光镜下计数计算出凋亡指数； 

Bax和 Bcl一2蛋 白表达用过氧化物酶法 (SP)，应用 

HPIAS2000图像分析系统测量其平均吸光度( ) 

值。③后肢神经功能评分：术后 48 h内每 4 h观察 

1次兔后肢神经功能，48 h后则每日观察 1次，依照 

Tarlov标准 用单盲法记录神经功能评分(0分为 

瘫痪；1分为肌肉有张力，可以自由抽动；2分为受累 

肢体可以负重；3分为可 以跛行 ；4分为可以行走或 

奔跑但不灵活；5分为功能完全正常)。 

1．3 统计学处理：计量资料用均数±标准差( ±s) 

表示，凋亡指数用中位数(全距)表示，组间比较采用 

t检验 ，组内比较采用方差分析及 q检验 ，动物瘫痪 

率 比较用 四格表精确概率法 ，神经功能评分及凋亡 

指数用秩和检验，P(0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 术后各组动物后肢神经功能评分 比较(表 1)： 

阿魏酸组术后 7，d内有 6只正常，1只术后 3 d内评 

3分，1只术后 7 d内评 4分；I／R损伤组术后 3 d内 

6只瘫痪 ，2只术后 24 h内评2分，2 d后瘫痪 ；假手 

术组术后无瘫痪。阿魏酸组术后0～24 h、24～48 h 

及 2～7 d的累计神经功能评分均明显高于I／R损 

伤组 (P均<0．01)。 

表 1 术后各组动物后肢神经功能评分比较(Jl=8) 

Table 1 Comparison of grade of crural nerve function 

of rabbits postoperation in each group =8) 

组别 
术后O～24 h 术后24～48 h 术后2～7 d 

瘫痪(只)总分(分)瘫痪(只)总分(分)瘫痪(只)总分(分) 

假手术组 0 280 0 240 0 200 

I／R损伤组 8 14 8 12 8 8 

阿魏酸组 0AA 27 3AA 0AA 234AA OAA 184 

注：总分为同组动物在各时间段累计评分之和；与假手术组比 

较： P<O．Ol；与 I／R损伤组比较：△ P<O．Ol 

2．2 血清 MDA 含量、SoD活性 变化 (表 2)：]／R 

损伤组 C4O及 R6o、R7d MDA含量较假手术组及 

C一10均明显升高；阿魏酸组 C4O时 MDA含量明 

显高于 C—l0，R6o、R7d迅速回降，C4O、R6o、R7d 

均明显低于 I／R损伤组同时间点值。I／R损伤组 

C4O、R60、R7d时 SoD 活性较 假手术 组 及 C一10 

均有显著降低；阿魏酸组各时间点 SoD活性均较 

C一10略有降低，但较 I／R损伤组同时间点显著升 

高(P<0．05或P<0．01)。 

2．3 各组脊髓神经元凋亡指数以及 Bax和 Bcl一2 

蛋 白的表达(表 3)：]／R损伤组脊髓神经元凋亡指 

数显著高于假手术组(P<0．01)；阿魏酸组显著低 

表 2 各组血清 MDA含量和 SOD活性变化比较 ± ，n=8) 

Table 2 Change of serum MDA concentrations and SOD activities in each group(x~s，Jl：8) 

注：与假手术组比较： P<O．05， P<O．O1；与IIR损伤组比较： P<O．05， P<O．O1；与本组C一10比较： P<O．05，～ P<O．O1 
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于 I／R损 伤组 (P< 0．01)，但 明显 高 于假 手术 组 

(P<O．05)。相关分析显示，凋亡指数与后肢神经功 

能累计评分呈显著负相关(，．一一0．735，P<O．05)。 

I／R损伤组 Bax蛋 白表达 明显 高于假 手术 组(P< 

0．05)；阿魏酸组显著低于 I／R损伤组 (P<0．01)， 

但高于假手术组(P<0．05)。I／R损伤组 Bcl一2蛋 

白表达显著低于假手术组(P<0．01)；阿魏酸组显 

著高于 I／R损伤组和假手术组(P均<O．01)。 

表 3 各组脊髓神 经元凋亡指数及 Bax和 Bel一2 

蛋 白表达情 况( ± ，n一8) 

Table 3 Expression of Bax and Bel一2 protein and apoptosis 

index of neurons in spinal cord in each group( ±S，n一8) 

注 ：与假手术 组 比较 ： P<O．05， P<O．Ol；与 I／R损伤组 比 

较： P<O．01 

3 讨 论 

阻断主动脉血流引起脊髓功能损伤的机制为脊 

髓缺血、缺氧及再灌注后继发性病理生理改变，其病 

理学基础为脊髓神经元的死亡。Hayashi等。 研究 

证 实，脊髓 I／R损伤后 ，在死 亡的神经元 中有很 大 

部分为凋亡神经元。Liu等“ 将抗凋亡启动的药物 

试用于脊髓 I／R损伤的防治也取得了良好的保护 

效果。本研究结果发现：I／R损伤组脊髓凋亡神经元 

数量较假手术组明显增多，且凋亡指数与术后动物 

后肢神经功能评分呈明显负相关，提示细胞凋亡在 

脊髓 I／R损伤中起重要作用；阿魏酸组脊髓神经元 

凋亡指数明显低于 I／R损伤组，其后肢神经功能评 

分也显著高于 I／R损伤组，表明阿魏酸在一定程度 

上能减轻因I／R损伤引起的脊髓神经元凋亡程度， 

从而起到保护脊髓功能的作用 。 

关于阿魏酸抑制 I／R损伤引起的脊髓神经元 

凋亡的机制，可能与脊髓 I／R继发病理损伤有关。 

本研究结果中，I／R损伤组 MDA含量显著高于假 

手术组，SoD活性显著低于假手术组；阿魏 酸组 

MDA含量则显著低于 I／R损伤组，SOD活性显著 

高于 I／R损伤组 ，提示在脊髓 I／R损伤后组织 中过 

氧化反应活跃，阿魏酸能抑制 I／R损伤后的过氧化 

反应 。有研究显示 ，在脊髓 I／R损伤过程中，过氧化 

反应毒性产物如 MDA可攻击蛋白质、核酸等物质， 

大量生成黄嘌呤、次黄嘌呤㈣，使黄嘌呤氧化酶浓度 

显著升高，促使大量氧自由基产生 ，启动线粒体途 

径的细胞凋亡。 。阿魏酸显著抑制缺血脊髓 的过氧 
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化反应，通过降低氧自由基生成而减少细胞凋亡的 

发生。阿魏酸清除氧自由基作用与其分子结构中酚 

羟基有关，其机制：一方面，阿魏酸直接清除氧自由 

基 ，减少氧 自由基对细胞 的损伤 ；另一方面 ，阿魏酸 

与膜磷脂乙醇胺结合使 MDA产生减少 。 

Bax和 Bcl一2是在细胞凋亡线粒体途径中起 

重要调节作用的因子 ，可直接或相互作用影 响细胞 

凋亡，且凋亡程度与二者比值有关。 。已知 Bax为 

Bcl～2家族的重要成员之一，而它却具有与Bcl一2 

相反的作用 ，即较强的诱发细胞凋亡功能 ；Bax促凋 

亡作用主要通过形成同源或异源二聚体实现。 。当 

有凋亡刺激因素存在时，线粒体膜上的Bax表达增 

强，其可活化天冬氨酸半胱氨酸特异性蛋白酶(cas— 

pase)，引起细胞凋亡。Bcl_2通过拮抗 Bax以维持 

线粒体的完整性，还可抑制细胞色素 c的释放而抑 

制 caspase的活化 ，从而起抗凋亡作用。本实验中阿 

魏酸组 Bcl一2蛋 白表达明显高于 I／R损伤组 ，Bax 

蛋 白表达较 I／R损伤组显著减少 ，可见 阿魏酸能显 

著增强 Bcl一2基因的抗凋亡作用，但其机制不明， 

还有待于进一步深人研究。 
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