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Semaphorin 3A在局灶性脑缺血
大鼠脑组织中的表达特征

及通络救脑注射液的保护作用元
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摘 要：目的：观察局灶性脑缺血损伤后大鼠脑组织中 Semaphorin 3A（Sema 3A）蛋白表达水平，
以及通络救脑注射液对该因子表达的影响。方法：以线拴法制作大鼠大脑中动脉缺血模型（MCAO），
设正常组、模型组及通络救脑注射液组，分别在造模后 12h、24h、3d、7d，共 4个时间点采取动物脑组
织，测定脑梗死体积及脑组织中 GAP43的表达水平，及 Sema 3A的表达部位和蛋白表达水平。结果：
通络救脑注射液能够减少脑缺血动物脑梗死体积，与模型组相比均有显著差异。结论：大鼠脑缺血损

伤后 Sema 3A表达增加与神经元的坏死有相关性，通络救脑注射液能够降低其表达水平，对缺血损
伤的脑组织发挥保护作用。

关键词：脑缺血损伤 通络救脑注射液 Semaphorin 3A
doi: 10.3969/j.issn.1674-3849.2010.03.010

在神经元发育过程中，某些具有抑制性的诱导因

子发挥了非常重要的作用。近 10余年的研究发现，这
些因子在成年动物脑损伤后的神经元轴突再生时同

样有抑制作用。尤其是神经生长抑制因子

（Semaphorin，Sema）及其受体（NRP）已被证实是体外

实验中神经元轴突再生的主要抑制物和神经元死亡

的潜在诱导物[1~2]。Semaphorin 3（Sema 3）是分泌性的
糖蛋白，N 端具有一个信号肽和一个免疫球蛋白样
（Immunoglobulin-like）结构，以及由 500 个氨基酸组
成的 Sema保守结构 [3]。在神经发育过程中，Sema 3A
通过诱导生长锥的溃变发挥轴突导向作用[3~4]。因此，
研究者们在成年动物脑损伤方面也越来越关注它的
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表 1 脑缺血后脑梗死体积的变化及通络救脑注射液对梗死体积的影响（x依s %, n=5）
组别 缺血前 缺血 12h 缺血 24h 缺血 3d 缺血 7d
正常组 0 - - - -
模型组 - 20.21依11.18元元 25.15依7.25元元 25.38依4.19元元 35.14依88.20元元
通络救脑组 - 11.89依7.05元元翌 9.55依3.01元元翌翌 14.54依5.98元元翌翌 14.59依8.20元元翌翌
注：与正常组相比元P<0.05，元元P<0.01；与模型组相比翌P<0.05，翌翌P<0.01。

作用，如老年痴呆、运动神经元退行性变以及脑缺血

损伤等疾病[1]。本研究通过观察 Sema 3A在局灶性脑
缺血动物脑组织表达部位及表达水平的变化，分析

其与神经元损伤的关系，并探索具有解毒通络作用

的通络救脑注射液对缺血性脑损伤发挥保护作用的

机制和环节。

一、材料与方法

1. 实验动物分组与模型制备
成年 SD 大鼠，体重 280~300g，购自北京维通利

华实验动物技术有限公司，许可证编号为 SCXK（京）
2007-0001。随机分为正常组、模型组和通络救脑注
射液组，模型组和通络救脑注射液组各设 4个时间
点，分别为脑缺血 12h、24h、3d和 7d。采用线拴法制
作左侧永久性大脑中动脉阻塞模型 [5]，待动物苏醒后
进行神经功能评分 [6]，选取 2 分以上的动物继续实
验，确保各组每个时间点 16只动物。正常组和模型
组给与注射用生理盐水 0.3mL·100g-1 腹腔注射，通
络救脑注射液组给予 0.3mL·100g-1 腹腔注射。各组
于相应时间点断头取脑，分别制备脑组织冰冻切片、

脑组织匀浆样本。

2. 脑梗死体积的检测
术后相应时间点断头处死各组动物（5只/组），

迅速取出脑组织，将每个大脑切成 2mm厚的 5片脑
片。投入 1%的四氮唑红 (2，3，5-trephenyltetrazolium
chloride，TTC)溶液中，室温下避光反应 30min 后，保
存在 10%的福尔马林溶液中。对脑片进行扫描，使用
图像分析软件测量每个脑片梗死体积和总体积，计

算每只动物脑梗死体积百分比，并进行统计学分析。

3. 酶联免疫
Sema 3A 和 GAP43 ELISA 试剂盒购自 EVER

SYSTEM BIOLOGY LAB公司。
4. 免疫荧光的双重标记
微管相关蛋白 2（MAP-2）、胶质纤维相关蛋白

（GFAP）和血管内皮钙粘蛋白（VE-cadherin）分别是
神经元、星形胶质细胞和血管内

皮细胞的特异性标志蛋白。兔抗

大鼠 Sema 3A多克隆抗体、小鼠
抗大鼠 VE -cadherin 单克隆抗
体购自 Santa Crus，小鼠抗大鼠
GFAP 单克隆抗体购自 CSL、小
鼠抗大鼠 MAP-2单克隆抗体购

自博士德。山羊抗兔 Dylight594荧光二抗、山羊抗小
鼠 Dylight488荧光二抗购自 Jackson Bio。脑组织冰冻
切片以冷甲醇固定后，高压修复，10%山羊血清 PBS
溶液封闭 60min，分别以两种一抗 Sema 3A/VE-cad原
herin、SEMA 3A/GFAP、SEMA 3A/ MAP-2，及相应的
二抗孵育，对目标蛋白 Sema 3A和不同类型细胞进
行荧光双标，甘油封片后使用激光共聚焦显微镜拍

摄照片。

5. 统计方法
实验数据以 x依s表示，组间比较采用单因素方差

分析（One-way ANOVA），P<0.05 为有显著性差异，
P<0.01为有极显著性差异。

二、结 果

1. 脑梗死体积的经时变化及通络救脑注射液的
作用

正常组大鼠脑组织未见梗死灶出现，脑缺血各

组大鼠脑梗死体积随着缺血时间延长，梗死体积显

著增加。与正常组相比，模型组和通络救脑注射液组

各时间点脑梗死体积均显著升高（P<0.01）；与模型组
相比，通络救脑注射液组 4个时间点脑梗死体积均
显著降低（P<0.05 或 P<0.01）（见表 1），表明通络救
脑注射液能够减少脑缺血大鼠的脑梗死体积。

2. 脑组织相关细胞活性因子的表达及通络救脑
注射液的作用

脑缺血后脑组织匀浆中 Sema 3A 升高，GAP43
的含量降低；通络救脑注射液能够降低 Sema 3A含
量，升高 GAP43的含量。

与正常组相比，模型组 3d、7d和通络救脑组 1d、
7d时，脑组织中 Sema 3A的含量显著升高。与模型组
相比，通络救脑注射液组 3d时，脑组织中 Sema 3A
的含量显著降低（见表 2）；与正常组相比，模型组和
通络救脑注射液组各时间点脑脑组织中 GAP43含量
均显著降低；与模型组相比，通络救脑注射液组 1d
时，脑组织中 GAP43的含量显著升高（见表 3）。
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3. 脑缺血后脑组织
Sema 3A的表达特征

脑缺血后脑内可见

神经元、星形胶质细胞和

少量血管内皮细胞表达

Sema 3A，且随着缺血时
间延长有增多的趋势。

运用免疫荧光双重

标记方法，分别使用神经

元、星形胶质细胞和血管

内皮细胞的特异性标志

蛋白标记 3种细胞，同时
标记目标蛋白 Sema 3A，
可以观察到 Sema 3A 的
表达部位及其与 3种细胞的空间关系（见图 A-L）。
结果发现，与正常组相比，模型组 MAP-2 表达减
少，以梗死区为甚；梗死区 GFAP 表达减少，而梗死
周边其表达增加。Sema 3A在正常脑组织海马和皮
层的神经元未见明显表达，也未见微血管内皮细胞

表达（见图 A）。在脑缺血损伤后模型组各时间点
Sema 3A 表达显著增强，随缺血时间延长有增加趋
势。其表达部位主要在两侧皮层和海马的神经元，并

且缺血侧表达水平高于对侧（见图 B-F），海马的星
形胶质细胞也可见较强的表达（见图 I、J），在缺血
7d时可见缺血侧阳性表达的微血管（图 K）。通络救
脑注射液组也有相似的表达特点，但未见阳性表达

的微血管（图 L）。
三、讨 论

脑缺血能够引起轴突损伤、神经元坏死等不可

逆的病理变化，最终导致一系列运动、感觉、语言

等功能永久性的丧失，严重地影响了患者的生存

质量。在脑缺血发生过程中，神经元、轴突以及神

经网络中所发生的分子生物学变化机制现在并不

完全清楚。在脑缺血白质损伤的研究中发现，脑缺

血后神经元损伤的途径可能是由于轴突膜通透性

增高导致钠、钙超载，胞内蛋白酶活性增高，但是

使用蛋白酶抑制剂并不能取得满意的效果。可能

存在这样一种机制，脑缺血后启动一些包括 Sema
3A 的抑制性因子及信号通路，阻碍缺血区周边神
经元突触进入缺血区，最终导致缺血区神经元坏

死 [1，7]。因此，封闭这些抑制性因子及其下游通路，

可能会控制缺血性损伤甚至促进神经再生。已经

有研究者从这一方面深入研究并证实，在脊髓损

伤模型中，阻断 Sema 3A 及其受体 NRP1 之间的结
合，能够发挥神经保护和促进神经再生作用 [8 ]。有
研究者观察到，成年动物脑缺血损伤后神经元和

胶质瘢痕中的某些成分如胶质细胞可见 Sema 3A
的表达 [ 10~11]。而且，值得一提的是，与神经发育过程
中的发现相似，Sema 3A 表达增多的部位，如梗死
中心区，新生神经元无法迁移进入该区域 [ 14 ]，也就
导致了该区域受损神经元及神经网络无法修复，

以致缺血中心区神经元的最终死亡。

四氮唑红是一种水溶性盐，它可以与活细胞线

粒体内脱氢酶反应，生成深红色脂溶性物质，死亡

细胞由于线粒体脱氢酶失活而不显色。正常组织

染成均匀的深红色，而梗死区不着色，为苍白色。

药物对脑缺血动物脑梗死体积的影响更能够体现

药物对缺血半暗带的保护与挽救。本研究发现，脑

缺血后随着缺血时间的延长，脑梗死体积不断增

大，反映了脑组织坏死的加重。而通络救脑注射液

能够显著减少缺血动物的脑梗死体积，发挥脑保

护作用。此外，脑缺血损伤后，可见神经元 MAP-2
阳性细胞减少，表明神经元大量脱失坏死。而在相

同部位可见 Sema 3A 的大量表达，多表达在 MAP-
2 阳性的神经元和 GFAP 阳性的星形胶质细胞，尤
其是缺血侧梗死区和海马部位的神经元大量脱失

伴有 Sema 3A 的明显增多。说明脑缺血损伤后神
经抑制性因子 Sema 3A 的大量表达与神经元的坏
死有相关性。有研究发现，小鼠脑缺血再灌注损伤

表 2 各组大鼠脑组织匀浆 Sema 3A含量比较（x依s pg·mL-1，n=8)
组别 缺血前 缺血 12h 缺血 24h 缺血 3d 缺血 7d
正常组 159.63依32.13 - - - -
模型组 - 156.51依18.30 160.89依17.63 173.10依23.63元 195.89依14.36元元

通络救脑组 - 164.08依22.37 176.84依19.89元 151.43依7.94翌 192.43依24.99元
注：与正常组相比元P<0.05，元元P<0.01；与模型组相比翌P<0.05，翌翌P<0.01。

表 3 各组大鼠脑组织匀浆 GAP43含量比较（x依s pg·mL-1，n=8)
组别 缺血前 缺血 12h 缺血 24h 缺血 3d 缺血 7d
正常组 3.68依0.60 - - - -
模型组 - 1.66依0.57元 1.65依0.59元 1.35依0.70元 2.39依1.40元

通络救脑组 - 1.92依0.95元 2.42依0.97元翌 1.66依0.52元 2.54依1.41元
注：与正常组相比元P<0.05，元元P<0.01；与模型组相比翌P<0.05，翌翌P<0.01。
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图 A-L 脑缺血后脑组织 Sema 3A的表达特征
注：A~F：Sema 3A/MAP鄄2免疫荧光双重标记。A：正常脑组织未见 Sema

3A 在神经元有明显表达；B、C：模型组 3d，健侧和缺血侧海马齿状
回神经元均可见 Sema 3A 的表达，缺血侧的表达水平高于健侧；D：
模型组 7d 时，梗死区少见 MAP鄄2 染色细胞，表明神经元大量坏死，
并可见 Sema 3A的表达；E、F：模型组 7d，健侧和患侧海马齿状回神
经元均可见 Sema 3A的表达进一步增多。
G~J：Sema 3A/GFAP 免疫荧光双重标记。G：正常组脑组织未见
Sema 3A 在星形胶质细胞有明显表达；H：模型组 7d，梗死区残存少
量 GFAP 阳性细胞，表明大量星形胶质细胞坏死，并可见 Sema 3A
的表达；I、J：模型组 7d，健侧和患侧海马齿状回可见星形胶质细胞
表达 Sema 3A。
K、L：Sema 3A/VE-免疫荧光双重标记。K：模型组 7d，患侧可见
Sema 3A在血管内皮细胞上表达；L：通络救脑注射液组 7d 时，患侧
血管内皮细胞未见 Sema 3A表达。

后 7d 直至 30d，都可以观察到 Sema 3A 的表达，并且表达部
位也是在 MAP-2 减少的区域 [14]。本研究中 ELISA 的结果与

免疫荧光的结果一致，脑缺血后脑组织匀

浆中 Sema 3A 也是显著升高的，而标志神
经元再生的蛋白 GAP43 则显著低于正常
组。这个结果也证明了神经元损伤程度与

Sema 3A 的表达水平具有相关性。而且缺
血性脑损伤后 Sema 3A 的表达不仅仅在
神经元，胶质细胞和微血管内皮细胞也可

见其表达。这种因子究竟是由哪种细胞分

泌，对成年动物缺血性损伤及修复过程中

的作用还需要进一步的研究和确证。随着

神经血管单元概念的提出和研究深入，研

究者们也越来越认识到，弄清楚神经元、

胶质细胞和微血管三者之间的关系，以及

纷繁复杂的相互作用才是解决问题的关

键。

以往的研究发现，通络救脑注射液在体

外和体内实验中能够通过多个途径发挥减

轻脑缺血性损伤和脑保护作用[13~15]。本研究
发现，大鼠脑缺血损伤后脑梗死体积增大，

脑组织 Sema 3A 表达增加，MAP-2、GAP43
表达减少，表明 Sema 3A 表达水平与神经
元的坏死有相关性。通络救脑注射液能够降

低脑组织 Sema 3A 表达水平，增加 GAP43
的含量并减少脑梗死体积，对缺血损伤的脑

组织发挥保护作用。这就为明确该药物是如

何通过改善微环境而达到阻断损伤和促进

修复作用提供了佐证，为脑病治疗中通络药

物作用机制和作用环节的基础研究提供了

新思路。
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Effect of Tongluo Jiunao Injection on the Expression of
Semaphorin 3A in Middle Cerebral Artery Occlusion rats

Tang Huiling1, Li Pengtao1, Zhang Wei1, Pan Yanshu1, A lesheikh Peiman1,
Di Bo1, Zhou Li1, Li Xin2, Yang Xin2

(1. Preclinical Medicine College of Beijing University of TCM, Beijing 100029, China;
2. Institute of Clinical Medical Sceinces, China-Japan Friendship Hospital, Beijing 100029, China)

Abstract: This work observed the distribution of Semaphorin 3A (Sema 3A) in middle cerebral artery occlusion
(MCAO) rats and the effect of Tongluo Jiunao injection (TLJN) on Sema 3A expression. Three groups were estab鄄
lished, including the normal group, the control group, and the TLJN group. The expression of Sema 3A was observed
by ELISA and double-immunofluorescent staining 12 h, 1 d, 3 d and 7 d after MCAO. The infarction volume was
measured by TTC staining, and the level of GAP43 by ELISA. TLJN decreased the infarction volume and increased
the expression of GAP43 compared with the control group. The expression of Sema 3A was increased after MCAO,
and significantly decreased 3 d after TLJN injection. The results showed that the expression of Sema 3A may be
related with the neuron injury after MCAO, and TLJN may protect the brain by inhibiting the expression of Sema
3A.
Keywords: MCAO, Tongluo Jiunao injection, Semaphorin 3A
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