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本文引用：孙允芹，王耀峰，郭寒冰，等．肝细胞生长因子重组腺病毒对高血压高血脂大鼠学习记忆能力及海马
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肝细胞生长因子重组腺病毒对高血压高血脂大鼠学习记忆能力及

海马凋亡蛋白表达的影响

孙允芹１，王耀峰１，郭寒冰２，赵　爽２，李　彤２

（１．新乡医学院三全学院，河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院第一临床学院神经内三科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨肝细胞生长因子重组腺病毒（ＡｄＨＧＦ）对高血脂高血压大鼠学习记忆能力及海马 ＣＡ１区
ｂｃｌ２和ｂａｘ蛋白表达的影响。方法　３０只雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为对照组、模型组和 ＡｄＨＧＦ组，每组１０
只。模型组和ＡｄＨＧＦ组大鼠在无菌条件下行双侧肾动脉狭窄术，造成实验性肾性高血压，术后１周给予高脂饲料喂
养１６周；对照组大鼠仅分离双侧肾动脉，术后给予普通饲料喂养１６周。造模后，ＡｄＨＧＦ组大鼠经小脑延髓池一次性
注入ＡｄＨＧＦ１０μＬ；对照组和模型组大鼠分别经小脑延髓池一次性注入生理盐水１０μＬ。给药后１０ｄ，采用Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫实验评估各组大鼠的学习记忆能力；免疫组织化学法检测大鼠海马ＣＡ１区中ｂｃｌ２和ｂａｘ蛋白表达。结果　模型
组大鼠逃避潜伏期长于对照组，穿越平台次数和在目标象限停留时间少于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＡｄＨＧＦ组大鼠逃避潜
伏期短于模型组，穿越平台次数和在目标象限停留时间多于模型组（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，模型组大鼠海马ＣＡ１
区ｂｃｌ２和ｂａｘ蛋白阳性细胞数均增多，ｂｃｌ２／ｂａｘ比值降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＡｄＨＧＦ组大鼠海马 ＣＡ１区
ｂｃｌ２蛋白阳性细胞数升高，ｂａｘ蛋白阳性细胞数降低，ｂｃｌ２／ｂａｘ比值升高（Ｐ＜０．０５）。结论　外源性ＡｄＨＧＦ能显著
改善高血压高血脂大鼠的学习记忆能力，发挥对大脑的神经保护作用，其机制可能与抑制海马区神经细胞凋亡相关。

关键词：　肝细胞生长因子重组腺病毒；认知功能；ｂｃｌ２；ｂａｘ；大鼠
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　　高血压和高血脂是脑血管疾病的危险因素，若
不及时治疗则可引起脑组织损害。血管性认知功能

障碍是由脑血管疾病引起的在脑组织损害的基础上

产生的以记忆、认知功能缺损为主要表现的临床综

合征［１］。海马区与学习认知功能关系最为密切，国

内外研究显示，海马功能区神经元受到损伤时，其行

为学表现出严重障碍［２］。肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏ

ｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）是一种多功能的神经营养因
子，对缺血性脑组织有神经保护和修复作用，其机制

是通过抑制细胞的凋亡和促进脑的侧支循环实现

的［３］。肝细胞生长因子重组腺病毒（ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃ

ｔｏｒｅｎｃｏｄｉｎｇＨＧＦｇｅｎｅ，ＡｄＨＧＦ）在治疗缺血性疾病
方面已取得良好疗效，目前已进入临床Ⅱ期阶段。
本研究通过复制高血压高血脂大鼠模型，观察其认

知功能的改变；并将 ＡｄＨＧＦ经小脑延髓池注入蛛
网膜下腔，观察其对大鼠认知功能及海马区凋亡相

关蛋白表达的影响，为 ＡｄＨＧＦ治疗脑血管疾病的
安全性提供基础数据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠３０

只，１８月龄，体质量３００～３５０ｇ，购于北京维通利华
实验动物技术有限公司［动物生产许可证：ＳＣＸＫ
（京）２０１２０００１］。实验期间所有动物自由饮食、饮
水，饲养温度２３～２５℃，相对湿度４０％～６０％。
１．２　主要试剂及仪器　ＡｄＨＧＦ（滴度 ０．５×

１０１４ｐｆｕ·Ｌ－１，北京奥洛英生物科技有限公司），通

用型免疫组织化学检测试剂盒（基因科技上海股份

有限公司），兔抗鼠多克隆 ｂｃｌ２抗体和兔抗鼠多克
隆 ｂａｘ抗体（沈阳万类生物科技有限公司），胆固
醇、胆酸钠、丙硫氧嘧啶、猪油、蛋黄粉、蔗糖（北京

索莱宝科技有限公司）。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验装置及
图像采集处理系统由新乡医学院提供，５５ｉ、ＤＳＦｉ１ｃ
荧光显微镜及成像系统（日本Ｎｉｋｏｎ公司）。
１．３　动物分组和造模　３０只 ＳＤ大鼠适应性喂养
１周后随机分为对照组、模型组和 ＡｄＨＧＦ组，每组
１０只，参考文献［４］制备高血压高血脂大鼠模型。

具体操作：模型组和ＡｄＨＧＦ组大鼠术前１ｄ禁食，
手术当天禁水，以 １００ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔麻醉

（３．４ｍＬ·ｋｇ－１），无菌条件下行双侧肾动脉狭窄

术，造成实验性肾性高血压。术后１周给予高脂饲
料［高脂配方（质量分数）［５］：普通饲料（７６．３％）、胆

固醇 （３．０％）、胆酸钠 （０５％）、丙硫氧嘧啶
（０２％）、猪油（１０．０％）、蛋黄粉（５０％）、蔗糖
（５０％）］喂养制备高血脂模型，对照组大鼠仅分离
双侧肾动脉，不予狭窄，术后给予普通饲料喂养。２
组大鼠均喂养１６周。造模后，ＡｄＨＧＦ组大鼠经小
脑延髓池一次性注入 ＡｄＨＧＦ１０μＬ（０．２５×
１０１４ｐｆｕ·Ｌ－１）；对照组和模型组大鼠分别经小脑延

髓池一次性注入生理盐水１０μＬ。
１．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验评估大鼠学习记忆能力　
各组大鼠分别于给药后１０ｄ进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实
验，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验参照文献［６］。实验开始前，
大鼠均进行１次适应性游泳，目的是剔除不合格的
动物（主要是视力问题）。

定位航行实验检测大鼠的学习能力，每日１次，
共４ｄ。大鼠分别从４个不同象限面向池壁放入水
中，观察大鼠２ｍｉｎ内找到隐匿平台所需时间（逃避
潜伏期），若大鼠在２ｍｉｎ内未找到平台，将其引致
平台，且记录潜伏期为１２０ｓ。

空间探索实验检测大鼠的空间位置记忆能力，

定位航行实验后，撤去隐匿平台，任选１个入水点将
大鼠面向池壁放入水中，观察并记录大鼠２ｍｉｎ内
穿越原平台位置的次数和在目标象限停留时间。

１．５　大鼠海马区凋亡相关蛋白 ｂｃｌ２和 ｂａｘ表达
测定　行为学实验结束后，大鼠进行腹腔麻醉并置
于灌注台上，开胸充分暴露心脏，在心脏搏动状态

下，左手持镊子固定心脏，右手持灌流针经心尖部将

其插至主动脉根部，剪开右心耳，由助手协助迅速打

开恒流泵开关，以２００ｒ·ｍｉｎ－１的速度灌注生理盐

水直至血液冲洗干净后，改用体积分数１０％中性甲
醛固定液灌注，并下调恒流泵转速至 ６０ｒ·ｍｉｎ－１，

当大鼠出现四肢抽动后，转速调为１０ｒ·ｍｉｎ－１，缓

慢灌注持续２０ｍｉｎ后停止，断头小心取脑组织浸入

·７２·第１期　　　　孙允芹，等：肝细胞生长因子重组腺病毒对高血压高血脂大鼠学习中记忆能力及海马凋亡蛋白表达的影响



体积分数１０％中性甲醛缓冲固定液中固定２４ｈ以
上。取出脑组织，经梯度乙醇脱水、二甲苯透明、浸

蜡、包埋，完成蜡块制备。脑组织蜡块经修片、切片、

展片、烤片，完成石蜡切片制作。石蜡切片进行免疫

组织化学染色，分别在光学显微镜下观察海马 ＣＡ１
区ｂｃｌ２和ｂａｘ蛋白的阳性表达结果，并计算 ｂｃｌ阳
性细胞数与 ｂａｘ阳性细胞数的比值（ｂｃｌ／ｂａｘ）。阳
性细胞为细胞质被染成棕褐色。每张切片随机选取

５个视野，４００倍光镜下进行阳性细胞计数，取平
均数。

１．６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据
处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组样
本均数间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠剔除情况　手术中死亡３只（对照
组２只，ＡｄＨＧＦ组１只）；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验剔除４
只（对照组２只，模型组１只，ＡｄＨＧＦ组１只）；蛛
网膜下腔注射死亡５只（模型组３只，ＡｄＨＧＦ组２
只）。

２．２　各组大鼠学习记忆能力比较　结果见表 １。
模型组大鼠逃避潜伏期长于对照组，穿越平台次数

和在目标象限停留时间少于对照组，差异均有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡｄＨＧＦ组大鼠逃避潜伏期短于
模型组，穿越平台次数和在目标象限停留时间多于

模型组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　各组大鼠学习记忆能力比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｙｏｆｒａｔｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 逃避潜伏期／ｓ 穿越平台次数 目标象限停留时间／ｓ
对照组 ６ ３０．１０±３．７３ ５．９９±０．８７ ４４．９９±５．９０
模型组 ６ ５１．６２±４．４７ａ ３．２２±１．１７ａ ２０．２６±４．９５ａ

ＡｄＨＧＦ组 ６ ４０．１７±３．２４ｂ ５．２１±０．８３ｂ ３７．８９±７．７４ｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０１。

２．３　各组大鼠海马 ＣＡ１区 ｂｃｌ２和 ｂａｘ蛋白表达
比较　见表２和图１。２种蛋白在细胞质内均有表
达，其中ｂｃｌ２蛋白在细胞核和细胞膜上亦有少量表
达。与对照组比较，模型组大鼠海马 ＣＡ１区 ｂｃｌ２
和ｂａｘ蛋白表达阳性细胞数均增多，ｂｃｌ２／ｂａｘ比值
降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与模型组
比较，ＡｄＨＧＦ组大鼠海马ＣＡ１区ｂｃｌ２蛋白表达阳
性细胞数升高，ｂａｘ蛋白阳性细胞数降低，ｂｃｌ２／ｂａｘ
比值升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　各组大鼠海马ＣＡ１区ｂｃｌ２和ｂａｘ蛋白表达阳性细胞
数比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｂｃｌ２ａｎｄｂａｘｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｂｃｌ２ ｂａｘ ｂｃｌ２／ｂａｘ
对照组 ６ ３３．４４±４．５２ ２７．１５±３．３８ １．２５±０．２３
模型组 ６ ４１．９２±４．４５ａ ６１．８５±９．１７ａ ０．６９±０．１２ａ

ＡｄＨＧＦ组 ６ ７８．５９±４．７８ｂ ５１．２０±４．１１ｂ １．５４±０．１５ｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０１。

图１　各组大鼠海马组织中ｂｃｌ２和ｂａｘ蛋白表达（免疫组织化学法，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｌ２ａｎｄｂａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×４００）
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３　讨论

高血压和高血脂是导致血管性认知功能障碍最

重要的危险因素，其机制可能是：（１）长期高血压使
脑微血管痉挛、缺血，小动脉受损，发生变性坏死，管

腔狭窄，阻力增加，脑循环血流量减少。同时，受损

的血管内皮细胞使血流处于高凝状态，加快动脉硬

化程度，造成脑内多发性小动脉坏死和脑组织损伤。

（２）高血脂的脂质成分在血管壁沉积，形成粥样斑
块使管腔狭窄闭塞，增加了缺血性脑血管疾病的发

病概率。高脂血症使血黏度增加，血流速减慢，同时

因纤维蛋白原的浓度升高，容易发生血栓，当脱落的

栓子随血液循环到达远端微小血管后，引起微小血

管的梗死，加重脑缺血。谢道俊等［７］观察６０例血管
性认知障碍患者，结果显示，高血压是所有危险因素

中最重要的因素，其次为高血脂、高血压合并高血

脂。ＫＯＶ?ＣＳ等［８］对７２例严重高血压患者的颈动
脉内膜厚度、动脉硬化程度和血管性认知功能进行

评估，结果显示，合并有高胆固醇血症的患者其颈动

脉内膜增厚，血管性认知功能进一步恶化。本实验

中模型组大鼠亦出现了不同程度的认知功能障碍

（学习记忆能力下降），与上述结果一致，提示血管

性认知功能障碍与高血压、高血脂存在相关性。

海马ＣＡ１区与学习认知功能关系最为密切，对
脑缺血具有高度敏感性，当海马区发生细胞凋亡时

则出现认知障碍，且认知障碍的程度与凋亡程度相

关［９］。在缺血性脑损伤中，ｂｃｌ２和 ｂａｘ是重要的凋
亡调控基因［１０］，ｂａｘ为促凋亡蛋白，ｂｃｌ则为抗凋亡
蛋白，二者相互拮抗，当 ｂａｘ蛋白表达过多，加速细
胞凋亡，而ｂｃｌ２蛋白表达占优势时，则抑制细胞凋
亡。本研究中，模型组大鼠海马组织 ｂｃｌ２蛋白和
ｂａｘ蛋白阳性细胞数较对照组明显增多，表明 ｂｃｌ２
和ｂａｘ都被激活，参与海马神经细胞的损伤过程。
单纯观察ｂａｘ或 ｂｃｌ２蛋白的表达不能较好地体现
其与凋亡的相关性，故常用ｂｃｌ２／ｂａｘ比值判断促进
或抑制细胞凋亡［１１］。

研究证实，永久性大脑中动脉阻塞后引起脑缺

血和脑梗死的大鼠模型中，ＨＧＦ可通过抑制细胞凋
亡、促进神经发生、轴突发生、血管新生发挥神经保

护作用［１２１３］。随着基因治疗技术的开展，目前 Ａｄ
ＨＧＦ已广泛应用于临床科研中，且取得良好的疗
效［１４］。本实验给予ＡｄＨＧＦ药物干预后，观察到大
鼠海马区 ｂａｘ蛋白表达减弱，ｂｃｌ２蛋白表达增强，
ｂｃｌ２／ｂａｘ增高。表明 ＡｄＨＧＦ可能通过抑制海马
区细胞的凋亡改善大鼠的认知能力。本研究为后期

评估ＡｄＨＧＦ的安全性提供实验数据及参考依据。

认知功能障碍和细胞凋亡是长期慢性过程，本实验

未对ＡｄＨＧＦ剂量梯度和时间梯度进行监测，且样
本量偏小，有待以后进一步完善。
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