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• 实验研究 • 

布美他尼通过 Nogo-A/RhoA 调控脑梗死大鼠的轴突再生 

曲慧玲，姚志成* 

辽宁省人民医院 神经内科，辽宁 沈阳  110015 

摘  要：目的  探讨布美他尼通过 Nogo-A/RhoA 调控脑梗死大鼠的轴突再生。方法  颅内注射内皮素（ET-1）制作脑梗死

模型。成年雄性大鼠随机分为 3 组：假手术组、模型组、布美他尼 0.2 mg/kg 组，每组 10 只，应用微量注药系统于侧脑室

内给药 3 周，每天 1 次。每组取 5 只大鼠用于测量梗死体积，免疫荧光染色检测脑梗死大鼠 BDA 阳性纤维通过脊髓灰质联

合越过中线的长度；采用 Western blotting 检测 synaptophysin 和 PSD-95 水平、和轴突生长抑制因子 Nogo-A 和 RhoA 的水平。

结果  与模型组比较，布美他尼组 BDA 阳性纤维通过脊髓灰质联合越过中线的轴突芽生的长度明显增多（P＜0.05）。与模

型组比较，布美他尼组的 synaptophysin 和 PSD-95 水平明显升高（P＜0.05）。与模型组比较，布美他尼组 Nogo-A 和 RhoA

水平均显著降低（P＜0.05）。结论  布美他尼通过 Nogo-A/NgR 调控脑梗死大鼠的轴突再生，为更好地了解布美他尼发挥作

用的可能机制和脑梗死的临床康复提供新的理论基础和治疗靶点。 
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Bumetanide regulate axonal regeneration in rats with cerebral infarction via 

Nogo-A/RhoA 

QU Hui-ling, YAO Zhi-cheng 

Department of Neurology, The People’s Hospital of Liaoning Province, Shenyang 110015, China 

Abstract: Objective  To discuss the regulation of bumetanide against axonal regeneration in rats with cerebral infarction via 

Nogo-A/RhoA. Methods  Cerebral infarction model was made by intracranial injection of endothelin-1 (ET-1). Adult rats were 

divided into sham group, model group, and bumetanide 0.2 mg/kg group, and each group had 10 rats. Microinjection system was 

applied to lateral intraventricular administration. Rats were given drugs for 3 weeks, once daily. The infarct volume was measured in 

5 rats in each group. The axon sprout length of BDA positive fiber across union of spinal gray matter into the midline in rats with 

cerebral infarction was detected by immunofluorescent staining. Synaptophysin, PSD-95, Nogo-A, and RhoA levels was detected by 

Western blotting. Results  Compared with the model group, the axon sprout length of BDA positive fiber across union of spinal gray 

matter into the midline in the bumetanide group were significantly increased (P < 0.05). Compared with the model group, 

synaptophysin and PSD-95 levels in the bumetanide group were significantly increased (P < 0.05). Compared with the model group, 

Nogo-A and RhoA levels in the bumetanide group was significantly decreased (P < 0.05). Conclusion  Bumetanide can regulate axonal 

regeneration in rats with cerebral infarction via Nogo-A/RhoA, providing new theoretical basis and therapeutic targets for better 

understanding the possible mechanisms and clinical rehabilitation of cerebral infarction. 
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目前我国脑梗死患病率持续增长，尽管有很多

药物治疗和康复手段，但效果有限，进而给家庭和

社会造成沉重的负担。有证据表明梗死可导致实验

动物模型中的轴突发芽[1-2]。单侧梗死后，来自对侧 
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运动皮层的皮质脊髓束（CST）的轴突发生侧枝，

这些侧枝交叉到同侧颈髓[3-5]。这些新形成的同侧脊

髓长下行预测可能有助于行为恢复[4, 6]。然而，轴突

发芽的程度受到不利的局部微环境的制约，这包含

内在生长抑制分子或来自适当神经营养因子的不充

分支持[2, 7]。几种内在的髓鞘相关神经突生长抑制剂

（Nogo-A）、髓鞘相关糖蛋白（MAG）和少突胶质

细胞–髓鞘糖蛋白（OMgp）的作用对于防止受损

轴突再生至关重要[8-9]。在与常见的 Nogo 受体复合

物相互作用后，Nogo-A 可激活 Nogo 信号传导的

RhoA 及其下游靶标 Rho 相关激酶（ROCK）的细胞

内成分，最终导致轴突再生和生长锥塌陷的抑制[10]。

阻断或抑制 Nogo-A/NgR 或 RhoA/ROCK 可以抵消

这些对内在髓鞘相关的神经突向外生长的不利影

响，并且与改善的行为恢复有关[9, 11]。因此，预测

通过克服内在抑制来逆转恶劣微环境的策略将增强

重新布线并改善中风后的功能结果。袢利尿剂布美

他尼是 NKCC1 的特异性拮抗剂[12]，有动物实验表

明在脑梗死的急性期，布美他尼能够抑制脑水肿，

减轻神经细胞及少突胶质细胞损伤，发挥了神经保

护作用[13-15]。本研究探讨布美他尼对脑梗死大鼠轴

突发生及轴突再生抑制因子的影响，旨在为更好地

了解布美他尼发挥作用的可能机制和脑梗死的临床

康复提供新的理论基础和治疗靶点。 

1  资料与方法 

1.1  实验动物 

成年雄性 Wistar 大鼠，体质量 200～250 g，由

中国医科大学实验动物中心提供，动物许可证号为

SCXK（辽）2008-0005。 

1.2  仪器与试药 

内皮素（ET-1，美国 Sigma-Aldrich 公司）；微

量注射器（美国 Hamilton 公司）；微量注药系统（深

圳瑞沃德生命科技有限公司）；生物素葡聚糖胺

（BDA，美国 Invitrogen 公司）；注射用布美他尼，

1 g/瓶，产品批号 B3023，由美国 Sigma-Aldrich 公

司提供。 

1.3  颅内注射 ET-1 制作脑梗死模型 

将 ET-1 用生理盐水稀释成 0.5 μg/μL，根据大

鼠脑解剖图谱注射到以下 3 点（AP 示以前囟为中心

向前，ML 示以前囟为中心向侧方，DV 示以前囟为

中心向下方）[16-17]：（1）AP＋0.7 mm，ML＋2.2 mm，

DV－2.0 mm；（2）AP＋2.3 mm，ML＋2.5 mm，

DV－2.3 mm；（3）AP＋0.7 mm，ML＋3.8 mm，

DV－5.8 mm。ET-1 用微量注射器以 0.5 μL/min 注

射，每点注射完毕，需将注射器针头停留在针道内

3 min，缓慢将针头拔出，以防止药物溢出。每点注

药 2 μL，总量 6 μL。每注药 1 μL，中间停留 1 min。

注药完毕后无菌明胶海绵覆盖注药孔，缝合切口。

注射 ET-1 后约 3 h（此时大鼠麻醉已清醒）若大鼠

出现提尾倒悬时右上肢向胸前屈曲或行走时向右侧

倾倒或者向右侧转圈，且症状持续超过 24 h，则可

判定为脑梗死模型制作成功。 

1.4  分组及给药 

大鼠随机分为 3 组：假手术组（n＝10）、模型

组（n＝12）、布美他尼组（n＝12）。24 只大鼠注射

了 ET-1，3 只大鼠最终死亡。1 只大鼠没有明显的

脑缺血症状，予以排除。所有的假手术组大鼠均存

活。最终分组情况为：假手术组（n＝10）、模型组

（n＝10）、布美他尼组（n＝10）。 

在大鼠脑缺血术后第 7 天开始，应用微量注药系

统于侧脑室内给予注射用布美他尼，将注射用布美他

尼用碱性无菌生理盐水稀释成 25 μg/μL，0.2 mg/kg

注射治疗[18]，1 次/d，给药 3 周。 

1.5  梗死体积的测量 

每组取 5 只大鼠用于测量梗死体积，使用尼氏

染色测量模型组、布美他尼组脑梗死的体积。从前

囟前＋4.5 mm 到后－7.5 mm，以 1 mm 为间隔取连

续冠状脑切片（片厚 30 μm），贴片后使用蒸馏水浸

湿后放入甲酚紫水溶液中浸染 10 min，使用蒸馏水

洗至无色，使用 95%酒精迅速分化 30 s，无水酒精

迅速脱水 1 min，二甲苯透明 2 min，中性树胶封片。

脑片对侧及同侧半球区域使用 NIH Image J 进行测

量，每张切片的完整半球区域减去梗死半球区域再

乘以间隔得到总的梗死体积。 

1.6  对脑梗死大鼠 BDA 阳性纤维通过脊髓灰质联

合越过中线的影响 

每组取 5 只大鼠（同梗死体积测量的大鼠）测

量用于 BDA 标记，大鼠在脑缺血术后 14 d 麻醉，

用脑立体定位仪（深圳瑞沃德生命科技有限公司）

固定。首先纵向切开头皮、暴露颅骨，用直径 2 mm

电钻钻开颅骨及硬脑膜，标记如下 4 点，定位大鼠

前肢感觉运动皮质区（AP 示以前囟为中心向前，

ML 示以前囟为中心向侧方，DV 示以前囟为中心向

下方）：（1）AP＋1.0 mm，ML－2.0 mm；（2）AP 0 

mm，ML－1.5 mm；（3）AP－1.0 mm，ML－1.4 mm；

（4）AP＋2.0 mm，ML－1.4 mm。用 10 μL 微量注
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射器将 10% BDA 溶液用 0.01 mol/L PBS 配置，pH 

7.4 多点注射于右侧感觉运动皮质区，每只大鼠注射

4 个位点，每点取 DV－1.5 mm 与 DV－2 mm 2 个深

度，每个深度注射 1 μL，总量 8 μL。在脑缺血后

33 d，对从完整一侧的皮质脊髓束的芽生延伸到除神

经支配的对侧的 BDA 阳性纤维数及其分支的情况进

行测定。脊髓的片子用 0.01 mol/L PBS 洗，10 min×3

次，在 5%山羊血清中孵育 90 min，随后在 conjugate 

streptavidin 二抗中（1∶200，Alexa Fluor 594）中

室温避光孵育 2 h，经 0.01 mol/L PBS 中漂洗后贴

片，用抗荧光淬灭封片液（Invitrogen）封片。 

1.7  对脑梗死大鼠突触标记物 synaptophysin 和

PSD-95 水平的影响 

采用 Western blotting 检测 synaptophysin 和

PSD-95 水平，取每组 5 只大鼠麻醉，取每只大鼠的

梗死周边皮层组织。参照凯基全蛋白提取试剂盒操

作说明进行组织全蛋白提取，然后进行蛋白定量、

煮蛋白、聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭、杂交

和显色，最后使用 Image J 软件分析条带灰度值。

以目的条带灰度值比内参条带灰度值反映每个样本

中目的蛋白含量。 

1.8  对脑梗死大鼠轴突生长抑制因子水平的影响 

采用 Western blotting 检测 Nogo-A 和 RhoA 水

平，具体操作方法同 1.7 项下操作。 

1.9  统计学处理 

采用统计软件 SPSS 16.0 进行数据分析，数据

以x±s 表示，应用单因素方差分析和 LSD-t 检验。 

2  结果 

2.1  梗死体积的测量 

模型组的梗死体积为（131.6±11.14）mm
3，布

美他尼组的梗死体积为（129.3±13.34）mm
3，两组

梗死体积比较差异没有统计学意义，见表 1。 

表 1  梗死体积（x ± s，n = 5） 

Table 1  Infarct volumes (x ± s, n = 5 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 梗死体积/mm3 

模型 — 131.6±11.14 

布美他尼 0.2 129.3±13.34 

 

2.2  对脑梗死大鼠 BDA 阳性纤维通过脊髓灰质联

合越过中线的影响 

与假手术组比较，模型组 BDA 阳性纤维通过

脊髓灰质联合越过中线的轴突芽生的长度明显增多

（P＜0.01）。与模型组比较，布美他尼组 BDA 阳性

纤维通过脊髓灰质联合越过中线的轴突芽生的长度

明显增多（P＜0.05），见图 1、表 2。 

 

图 1  大鼠脊髓的 BDA 阳性纤维的免疫荧光染色 

Fig. 1  Immunofluorescence staining of BDA positive fiber 

in spinal cord in rats 

表 2  布美他尼对脑梗死大鼠 BDA 阳性纤维通过脊髓灰质联

合越过中线的轴突芽生长度的影响（x ± s，n = 5） 

Table 2  Effect of bumetanide against the axon sprout 

length of BDA positive fiber across union of spinal 

gray matter into the midline in rats with cerebral 

infarction (x ± s, n = 5 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 侧枝总长度/μm 

假手术 — 423.4±82.3 

模型 — 932.3±121.8## 

布美他尼 0.2 1 532.3±241.8* 

与假手术组比较：##
P＜0.01；与模型组比较：*

P＜0.05 

##
P < 0.01 vs sham group; 

*
P < 0.05 vs model group 

2.3  对脑梗死大鼠突触标记物 synaptophysin 和

PSD-95 水平的影响 

与假手术组比较，模型组的 synaptophysin 和

PSD-95 的水平明显降低（P＜0.05）；与模型组比较，

布美他尼组的 synaptophysin 和 PSD-95 水平明显升

高（P＜0.05），见图 2、表 3。 

 

 

图 2  布美他尼对脑梗死大鼠突触标记物 synaptophysin 和

PSD-95 水平的影响 

Fig. 2  Effect of bumetanide against synaptophysin and 

PSD-95 in rats with cerebral infarction 
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表 3  布美他尼对脑梗死大鼠突触标记物 synaptophysin 和 PSD-95 水平的影响（x ± s，n = 5） 

Table 3  Effect of bumetanide against synaptophysin and PSD-95 in rats with cerebral infarction (x ± s, n = 5 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) synaptophysin 条带亮度 PSD-95 条带亮度 

假手术 — 1 457 434±72 139.3 1 535 025±97 688.39 

模型 — 842 033±59 540.72# 948 391±80 255.49# 

布美他尼 0.2 1 085 816±76 778.78* 1 549 666±87662.34* 

与假手术组比较：#
P＜0.05；与模型组比较：*

P＜0.05 

#
P < 0.05 vs sham group; 

*
P < 0.05 vs model group 

2.4  布美他尼对脑梗死大鼠轴突生长抑制因子水

平的影响 

与假手术组比较，模型组脑梗死大鼠轴突生长

抑制因子 Nogo-A 和 RhoA 水平均显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，布美他尼组 Nogo-A 和 RhoA

水平均显著降低（P＜0.05），见图 3、表 4。 
 

 

图 3  布美他尼对脑梗死大鼠轴突生长抑制因子水平的影响 

Fig. 3  Effect of bumetanide against axon growth suppressor 

levels in rats with cerebral infarction 

表 4  布美他尼对脑梗死大鼠轴突生长抑制因子水平的影响

（x ± s，n = 5） 

Table 4  Effect of bumetanide against axon growth suppressor 

levels in rats with cerebral infarction (x ± s, n = 5 ) 

组别 
剂  量/ 

(mg∙kg−1) 
Nogo-A 条带亮度 RhoA 条带亮度 

假手术 — 525 594±33 448.59 223 188±23 672.66 

模型 — 837 203±67 578.24# 523 563±100 402.66# 

布美他尼 0.2 708 792±66 673.52* 411 892±46 600.26* 

与假手术组比较：#
P＜0.05；与模型组比较：*

P＜0.05 

#
P < 0.05 vs sham group; 

*
P < 0.05 vs model group 

3  讨论 

脑梗死是临床上成年人致残的主要原因之一，

对患者、家属及医疗保健系统都造成了极大的负担。

虽然脑梗死相关方面已经进行了大量的科学研究，

但目前对其有效的治疗方法还是有限的。急性期溶

栓疗法虽然有效，却受到时间窗（3～6 h）的限制，

所以对于大多数脑梗死患者而言，神经功能缺失是

不可避免的。脑损伤能够不同程度地促进大脑的神

经功能自我修复，越来越多的研究表明大脑能够对

脑损伤产生反应从而促进神经功能的恢复。研究表

明布美他尼能够促进脑缺血后大鼠 BDA 阳性纤维

通过脊髓灰质联合越过中线，能够提高脑缺血后大

鼠突触标记物 synaptophysin 和 PSD-95 的水平，同

时抑制 Nogo-A 和 RhoA 的表达。表明脑梗死后布

美他尼通过 Nogo-A/NgR 及其下游靶点 RhoA/ROCK

调控轴突再生。 

研究证实布美他尼能够促进脑缺血后大鼠轴突

从颈段脊髓的未受损侧向受损侧延伸，并形成可能

的突触联系。这与之前的研究一致。此外，布美他

尼治疗可降低梗死周围皮质中 Nogo-A 和 RhoA 的

表达。然而，本研究中，在布美他尼治疗 3 周后，

模型组和布美他尼组的大鼠之间的梗塞面积没有差

异。这表明布美他尼可以减少急性期的梗死面积，

但在脑梗死恢复期间对减少梗死面积没有明显作

用。因此，阻断或抑制 Nogo-A 或 RhoA 可以抵消

内在髓鞘相关的神经突向外生长的抑制作用并促进

行为恢复。 

前期有研究表明布美他尼能够促进脑梗死后大

鼠轴突从颈段脊髓的未受损侧向受损侧延伸，同时

降低 Nogo-A 水平，表明布美他尼治疗可促进轴突

生长，同时与髓鞘相关神经突生长抑制剂 Nogo-A

有关[19]。Nogo-A 可激活 Nogo 信号传导的细胞内成

分 RhoA 及其下游靶点 ROCK，最终抑制了轴突再

生和导致生长锥塌陷。本研究进行为期 3 周布美他

尼的治疗可以促进脑梗死后大鼠健侧的皮质脊髓束

向除神经支配的对侧脊髓灰质芽生及形成分支，而

且布美他尼能够促进突触相关蛋白 synaptophysin

和 PSD-95 的表达，这些突触蛋白可以作为轴突再

生及反应性突触形成的标记物。还在术后第 33 天测

量了生长抑制因子的表达，如 Nogo-A 和 RhoA。

ET-1诱导的脑梗死模型中，梗死周围皮质中Nogo-A

1 

1 

2 
C 

2 

Nogo-A 

PSD-95 

β-Actin 

假手术         模型        布美他尼 

      

 

 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 34 卷  第 9 期    2019 年 9 月 

   

·2581· 

和 RhoA 的水平显著增高，这与最近的研究一致[20]，

该研究表明在成年大鼠局灶性缺血后，脑缺血会增

加神经元 Nogo-A 的表达，同时这种效应随着时间

的推移而增加。值得注意的是，Nogo-A 的这种升

高与局灶性脑梗死后自发性轴突再生的失败相吻

合[21-22]。虽然没有测量这些生长抑制分子在对侧皮

质中的表达谱，但在梗死周围皮质或对侧皮质中的

Nogo-A/NgR 似乎在抑制中风后轴突生长中起关键

作用。虽然有对比研究证明 Nogo-A 蛋白表达在缺

血后 2～3 周的时间窗内减少[23-24]，Nogo-A 和其他

生长抑制分子在缺血后期的时间表达模式及其在脑

梗死后轴突发芽中的功能意义尚不清楚。最近的一

项研究表明，即使在成年大鼠脑梗死后 9 周开始抗

Nogo-A 治疗，仍然有效地促进完整的感觉运动皮

层的轴突向对侧红核生长并改善运动功能。这些结

果表明 Nogo-A 即使在超过轴突生长的时间窗之外

的缺血晚期仍然对结构可塑性的改善有潜在的作

用。即使在缺血晚期，降低 Nogo-A 表达也可以改

善梗死的轴突再生[25]。本研究观察到布美他尼治疗

后能够促进轴突的生长并伴随着 Nogo-A 及其下游

靶点 RhoA 在梗死周围皮质中的表达减少。关于布

美他尼治疗如何抵消 Nogo-A 及其下游目标仍不清

楚。研究显示布美他尼在卒中后降低了梗死侧大脑

皮层周边 NKCC1 和 Nogo-A 的表达水平，同时提

高了 KCC2 和 BDNF 的蛋白表达水平。在未成熟神

经元和缺血的条件下，由于 KCC2 下调，NKCC1

上调，细胞内氯离子外流导致 GABA 介导去极化和

神经兴奋性效应[26-27]。与之前的研究结果一致[28-29]，

研究进一步表明了脑梗死后在梗死皮层周边

NKCC1 与 KCC2 存在长期的改变，同时也显示布

美他尼能够提高BDNF的水平，而Nogo-A和BDNF

之间存在相互作用[30]。BDNF 水平增高能够克服由

损伤诱导的 Nogo-A 水平的上调[31]。所以 Nogo-A

表达水平下降也可能是通过BDNF相关性的相关机

制来介导的。 

综上所述，布美他尼可能通过调控 Nogo-A 及

其下游靶点 RhoA 促进脑梗死后大鼠的轴突再生，

为更好地了解布美他尼发挥作用的可能机制和脑梗

死的临床康复提供了新的理论基础和治疗靶点。 
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