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dl-3-正丁基苯酞对内皮素诱导脑缺血大鼠行为学的改善研究 
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摘  要：目的  探讨 dl-3-正丁基苯酞对内皮素诱导脑缺血大鼠行为学的改善作用及其作用机制。方法  采用向纹状体、皮

层注射内皮素-1 制作大鼠脑缺血模型。大鼠随机分为假手术组、模型组和 dl-3-正丁基苯酞组。dl-3-正丁基苯酞组每日

ig 70 mg/kg，起始于缺血后 1 周，持续给药 2 周。采用平衡木实验、粘性标签试验和圆筒试验评价神经功能恢复情况，应用

免疫荧光技术观察海马齿状回新生神经细胞的情况。结果  dl-3-正丁基苯酞对脑缺血大鼠运功功能的恢复有明显的改善，明

显促进海马齿状回的新生神经细胞增多，增加双皮质素（DCX）阳性细胞总树突长度。结论  dl-3-正丁基苯酞不仅能够对

脑缺血后大鼠的运动功能有明显的改善，而且促进脑缺血后大鼠的神经再生，对脑缺血所致的神经细胞损坏的治疗提供参考。 
关键词：dl-3-正丁基苯酞；脑缺血；运动功能恢复；神经细胞再生 
中图分类号：R966      文献标志码：A      文章编号：1674 - 5515(2018)07 - 1561 - 05 
DOI: 10.7501/j.issn.1674-5515.2018.07.002 

Improvement of dl-3-n-butylphthalide on behavioral of rats with cerebral ischemia 
induced by endothelin 
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Abstract: Objective  To explore the improvement of dl-3-n-butyphthalide on behavioral in rats with cerebral ischemia and its 
mechanism. Methods  Cerebral ischemia model in rats was made by intracerebral injection of endothelin-1. Rats were divided into 
Sham group, model group, and dl-3-n-butyphthalide group. Rats in dl-3-n-butyphthalide group were ig administered with 
dl-3-n-butyphthalide 70 mg/kg. It began at 1 week after ischemia, and continued to be administered for 2 weeks. Tapered/ledged 
beam-walking test, cylinder test, and sticky label test were used to evaluate the functional recovery. Dentate gyrus regenerative nerve 
cells were observed by immunohistochemistry. Results  dl-3-n-Butyphthalide can obviously improve the function recovery of 
cerebral ischemia in rats, significantly increased the number of new neurons in the dentate gyrus of hippocampus, and increase the total 
dendrite length of DCX positive cells. Conclusion  dl-3-n-Butyphthalide can not only improve the motor function of rats after 
cerebral ischemia, but also promote the regeneration of nerve in rats after cerebral ischemia, which may provide reference for the 
treatment of nerve cell damage caused by cerebral ischemia. 
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脑卒中是当今世界严重危害人类健康和生命

安全的难治性疾病，具有发病率高、致残率高和死

亡率高的特征。近年来对于脑卒中治疗的研究很

多，但是有效的治疗手段非常局限。l-3 正丁基苯

酞最初是由旱芹 Apium graveolens Linn.种子中提

取出来，并且很快它的同分异构体 dl-3-正丁基苯

酞被合成，在国内广泛应用于急性脑梗死的治疗。

研究表明 dl-3-正丁基苯酞不仅能够减轻急性脑梗

死的症状[1]，而且能够改善卒中相关肢体功能的恢

复[2]，减轻血管性痴呆[3]、阿尔茨海默病的症状[4]。 
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动物实验表明，dl-3-正丁基苯酞的神经保护作用可

能涉及多种机制，包括改善微循环、清除氧自由基、

减少神经元凋亡和减轻脑水肿。研究表明 dl-3-正丁

基苯酞能够通过激活 CREB、Akt 通路和抑制 STAT3
信号通路达到促进海马神经再生[5]。然而，dl-3-正
丁基苯酞对脑缺血后海马神经增生情况研究甚少。

因此本实验通过平衡木试验、圆筒试验和粘性标签

试验对缺血后大鼠行为学功能进行研究，并应用免

疫荧光技术观察 dl-3-正丁基苯酞对脑缺血大鼠海

马齿状回新生神经细胞的影响，从细胞水平进一步

了解 dl-3-正丁基苯酞对脑缺血的影响。 
1  材料与方法 
1.1  仪器与材料 

低温热电切片机（美国沃尔瑟姆），FV-1000 激

光共聚焦显微镜（德国 Leica）。内皮素-1（美国

Sigma），dl-3-正丁基苯酞（质量分数＞99.5%，石

药集团有限公司），一抗豚鼠抗 DCX（1∶800，美

国 Millipore），二抗山羊抗豚鼠 488（1∶500，美国

Invitrogen）。 
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，实验动物合格证

号 SYXK（辽）2013-0007。所有大鼠饲养在标准笼

子里，每个笼子 4～5 只，日照/黑暗各 12 h，可以

自由获得食物和水。实验步骤由中国医科大学动物

伦理委员会批准[SYXK[9]2013-0007]。 
1.2  大鼠脑缺血模型的建立 

采用向纹状体、皮层注射内皮素-1 制作大鼠脑

缺血模型。使用 3%异氟烷诱导麻醉，然后在 30% 
O2、70% N2O 里混入 1.5%异氟烷维持麻醉。根据

Paxinos and Watson 的大鼠脑解剖图谱以 AP＋0.7 
mm，ML＋2.2 mm，DV－2.0 mm；AP＋2.3 mm，

ML＋2.5 mm，DV-2.3 mm；AP＋0.7 mm，ML＋3.8 
mm，DV－5.8 mm（AP 表示以前囟为中心向前，

ML 表示以前囟为中心向侧方，DV 表示以前囟为中

心向下方）为进针位置，向此 3 点注射 0.5 μg/μL
内皮素-1 溶液 2.0 μL，并且在注射每个点位后置留

3 min，缓慢拔出针头，以防药物溢出。假手术组用

生理盐水代替内皮素-1[6]。当大鼠麻醉清醒后，提

大鼠尾巴倒悬，若其右上肢向胸前屈曲或行走时向

右侧倾倒或向右侧转圈，且症状持续超过 24 h，即

可认为大鼠脑缺血模型制作成功。 
1.3  分组和给药 

向大鼠颅内注射内皮素-1 后，30 只大鼠中有 2

只因为麻醉死亡，有 4 只未出现偏瘫症状被淘汰，

剩余 24 只分为模型组和 dl-3-正丁基苯酞组；向大

鼠颅内注射生理盐水后，假手术组大鼠无死亡。大

鼠随机分为假手术组（n＝10）、模型组（n＝10）和

dl-3-正丁基苯酞组（n＝14）。将 dl-3-正丁基苯酞溶

解在植物油中（7 mg/mL）。每日 ig 70 mg/kg，起始

于缺血后 1 周，持续给药 2 周[7]。 
1.4  行为学测试 
1.4.1  平衡木试验[8-10]  平衡木为一长 2 m，直径

2.5 cm 的圆柱状长竿。大鼠在造模前进行为期 3 d
的平衡木训练实验，然后在缺血后 30 d 进行平衡木

测试。平衡木实验用录像记录下来，重复 3 次取平

均结果。跌落在平台下面计为完整的一个跌落，半

只脚跌落在平台下面算是半次跌落。计算患侧前爪

（后爪）的跌落率。 
前爪（后爪）的跌落率＝患侧前爪（后爪）跌落次数/

总爪跌落次数 

1.4.2  粘性标签测试[11]  粘性标签测试用于评估

大鼠的感觉功能和运动学习能力。在粘性标签测试

中，将白色的圆形标签（直径为 9 mm）置于大鼠

两侧前爪腕部远端桡侧区域上，然后将其放入大鼠

熟悉的试验笼中后，开始记录。分别对大鼠第 1 次

接触两侧标签的时间和除掉两侧前爪标签的时间进

行记录。若大鼠在 2 min 内未除掉前爪上的标签，

将被排除在外。 
1.4.3  圆筒试验[12-13]  圆筒试验用来评估受到缺

血损害时大鼠前肢使用的不对称性。大鼠被单独放

在透明干净的圆筒内（直径 20 cm，高度 45 cm），

在圆筒后方摆放一面镜子，将大鼠放到圆筒里后，

立即计时，记录 3 min，分别记录最初左前肢、右

前肢触碰筒壁的次数，计算大鼠脑缺血后不对称分

数。得分越高，说明两侧肢体的不对称程度越明显。 
不对称分数＝（左前肢运动－右前肢运动）/（左前肢

运动＋右前肢运动） 

1.5  组织切片 
术后 33 d，ip 10%水合氯醛 350 mg/kg 麻醉。

暴露心脏，于心尖左缘进针，迅速剪开右心耳，迅

速灌注 100～200 mL 37 ℃生理盐水至流出液清亮，

继之以 4 ℃、4%多聚甲醛 150～200 mL 灌注固定；

取脑组织，置多聚甲醛固定液中 4 ℃过夜。标本置

30%蔗糖溶液中 4 ℃保存 5 d 后更换蔗糖溶液继续

保存 5 d。根据大鼠脑解剖图谱，包埋后取海马水平

（后囟水平 2.8～4.3 mm），利用低温切片机制作连
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续冠状冰冻切片，片厚 40 μm。每只大鼠共取 5 张

切片，然后将切片冻存于−20 ℃的防冻中作免疫荧

光染色备用。 
1.6  免疫荧光染色 

新生神经细胞的标志物双皮质素（DCX）的免

疫荧光染色采用漂片法。先将大鼠脑片用磷酸缓冲

盐溶液（PBS）洗 10 min，共 3 次。切片置山羊血

清封闭液中孵育 90 min。然后加一抗豚鼠抗 DCX 4 
℃过夜。第 2 天把脑片拿出来复温 30 min，然后 PBS
洗 10 min，共 3 次。加二抗山羊抗豚鼠 488 室温避

光孵育 2 h。用 PBS 洗 10 min，共 3 次。贴片后用

抗荧光淬灭，封片液封片。 
1.7  图像处理与分析 

DCX 切片用激光共聚焦显微镜×20 倍视野下

对海马齿状回区域 DCX 阳性细胞进行观察。采用

NIH ImageJ 图像分析软件计数每只大鼠每个视野

的平均 DCX 阳性细胞数和树突的总长度。 
1.8  统计学方法 

使用 SPSS 19.0 统计软件进行统计学分析，所

有数据以⎯x±s 表示，采用单因素方差分析对各测量

结果进行比较。 
2  结果 
2.1  dl-3-正丁基苯酞对脑缺血大鼠损伤侧前爪、后

爪跌落率的影响 
大鼠在造模前开始训练，前 3 d 成绩不计入统

计。在 dl-3-正丁基苯酞治疗 2 周以后，经连续 3 d
平衡木测试，模型组前爪跌落率、后爪跌落率与假

手术组比较，差异有统计学差异（P＜0.01）；dl-3-
正丁基苯酞组大鼠患侧前爪跌落率、后爪跌落率较

模型组明显改善，差异有统计学差异（P＜0.01），
见表 1。 
2.2  dl-3-正丁基苯酞对脑缺血大鼠粘贴试验触碰

时间、摘除时间的影响 
模型组大鼠患肢触碰粘性标签的时间较假手术

组明显延长，差异有统计学意义（P＜0.05）；dl-3-
正丁基苯酞组加强功能恢复，但数据无统计学差异，

见表 2。除掉患侧粘性标签时间的结果与触碰粘性

标签相似，模型组较假手术组明显延长，差异有统

计学意义（P＜0.05）；dl-3-正丁基苯酞组能加强功

能恢复，但数据无统计学差异，见表 2。 
 

表 1  dl-3-正丁基苯酞对脑缺血大鼠损伤侧前爪、后爪滑落率的影响（⎯x ± s） 
Table 1  Effect of dl-3-n-butylphthalide on slip ratio of impaired forelimb and hindlimb of cerebral ischemia rats (⎯x ± s ) 

跌落率/% 
组别 n/只 剂量/(mg·kg−1) 

前爪 后爪 

假手术 10 — 20.15±2.38 29.08±3.04 

模型 10 — 29.18±3.86** 49.82±3.91** 

dl-3-正丁基苯酞 14 70 15.98±3.22## 32.35±4.12## 

与假手术组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P < 0.01 
**P < 0.01 vs sham group; ##P < 0.01 vs model group 

表 2  dl-3-正丁基苯酞对脑缺血大鼠粘贴试验触碰时间/摘除时间的影响（⎯x ± s） 
Table 2  Effect of dl-3-n-butylphthalide on tape contact test (time to contact and removal) f cerebral ischemia rats (⎯x ± s ) 

接触时间/s 摘除时间/s 
组别 n/只 剂量/(mg·kg−1) 

左爪 右爪 左爪 右爪 

假手术 10 — 8.89±1.93 9.23±3.16 14.06±1.61 17.19±2.72 

模型 10 — 9.01±1.54 16.01±2.60* 18.97±2.39 33.05±2.47* 

dl-3-正丁基苯酞 14 70 7.17±2.51 11.29±2.38 16.54±2.78 24.23±3.19 

与假手术组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs sham group 

2.3  dl-3-正丁基苯酞对大鼠不对称分数的影响 
模型组的不对称分数明显高于假手术组，差异

具有统计学意义（P＜0.01）。dl-3-正丁基苯酞组的

不对称分数明显低于模型组，差异具有统计学意义

（P＜0.01），见表 3。提示 dl-3-正丁基苯酞可以明显

改善脑缺血大鼠患肢的运动功能。 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 33 卷  第 7 期    2018 年 7 月 

 

·1564· 

表 3  dl-3-正丁基苯酞对脑缺血大鼠不对称分数的影响

（⎯x ± s） 
Table 3  Effect of dl-3-n-butylphthalide on asymmetry score 

(⎯x ± s ) 

组别 n/只 剂量/(mg·kg−1) 不对称分数/%

假手术 10 — 9.23±3.16 

模型 10 — 16.01±2.60**

dl-3-正丁基苯酞 14 70 11.29±2.38##

与假手术组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P < 0.01 
**P < 0.01 vs sham group; ##P < 0.01 vs model group 

2.4  dl-3-正丁基苯酞对海马齿状回新生神经细胞

增殖的影响 
共聚焦显微镜下观察各实验组大鼠海马齿状回

的 DCX 阳性细胞，见图 1。 

 

图 1  各组大鼠海马齿状回的 DCX 阳性细胞 
Fig. 1  DCX cells in the dentate gyrus of rats 

模型组大鼠海马齿状回的 DCX 阳性细胞数较

假手术组明显增多，差异有统计学意义（P＜0.05）；
dl-3-正丁基苯酞组大鼠的海马齿状回 DCX 阳性细

胞数明显多于模型组，差异有统计学意义（P＜
0.05）。见表 4。 

表 4  dl-3-正丁基苯酞对大鼠海马齿状回 DCX 阳性细胞数

的影响（⎯x ± s） 
Table 4  Effect of dl-3-n-butylphthalide on DCX cells in the 

dentate gyrus of rats (⎯x ± s ) 

组别 n/只 
剂量/ 

(mg·kg−1) 

海马齿状回 DCX

阳性细胞平均数 

假手术 10 — 23.2±3.2 

模型 10 — 61.5±4.7* 

dl-3-正丁基苯酞 14 70 83.5±4.2# 

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 

2.5  dl-3-正丁基苯酞对海马齿状回新生神经细胞

树突长度的影响 
模型组大鼠树突长度较假手术组明显增长，差

异有统计学意义（P＜0.05）；而 dl-3-正丁基苯酞组

大鼠的树突长度明显长于模型组，差异有统计学意

义（P＜0.05）。见表 5。 

表 5  dl-3-正丁基苯酞对大鼠海马齿状回树突长度的影响

（⎯x ± s） 
Table 5  Effect of dl-3-n-butylphthalide on dendritic length 

in the dentate gyrus (⎯x ± s ) 

组别 n/只 剂量/(mg·kg−1) 树突长度/μm

假手术 10 — 218.7±17.9

模型 10 — 779.3±32.1*

dl-3-正丁基苯酞 14 70 898.1±54.2#

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 
卒中仍然是造成全世界永久性残疾最常见的原

因。缺血后脑功能恢复的治疗方法吸引了广大的科

研工作者。很多研究表明缺血可以显著增加海马齿

状回颗粒下区和侧脑室下区的神经再生，缺血诱导

的新生前体细胞可能迁移到受损区，并转变为成熟

的神经元细胞。海马神经干细胞增殖在卒中后 7 d
才能达到峰值，而且在缺血后数周即死亡。因此，

针对增加神经干细胞的存活率的治疗方法可能是有

效的。 
丁苯酞是我国具有自主知识产权的一类新药，

其活性成分为 dl-3-正丁基苯酞，是我国急性缺血性

卒中的推荐药物[14]。dl-3-正丁基苯酞增加脑缺血后

神经增生的具体机制尚未阐明。本研究结果显示

dl-3-正丁基苯酞治疗 2 周，可以明显增加大鼠损伤

侧半球海马齿状回 DCX 细胞，提示 dl-3-正丁基苯

酞能够促进大鼠缺血后的神经再生。同时 dl-3-正丁

基苯酞可以明显促进缺血大鼠运动功能的恢复，提

示 dl-3-正丁基苯酞会改善卒中后的遗留后遗症。研

究显示，神经再生的条件性耗竭能够抑制缺血动物

模型的功能恢复，提示脑缺血早期阶段的神经再生

能够调节运动功能恢复[15]。因此 dl-3-正丁基苯酞对

功能恢复的影响可能是由于 dl-3-正丁基苯酞诱导

了海马新生神经元的存活。有研究报道 dl-3-正丁基

苯酞能够改善脑损伤后认知功能的恢复[2]，然而关

于 dl-3-正丁基苯酞对于卒中后运动功能的恢复研

究鲜见报道。本研究通过平衡木试验、圆筒试验和

粘性标签测试试验得出在卒中后 7 d 开始 dl-3-正丁

基苯酞慢性治疗可以显著改善小鼠行为学功能，同

时观察到海马新生神经细胞数目增多。本研究显示

对照               模型          dl-3-正丁基苯酞 70 mg·kg−1
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大鼠脑缺血后在海马齿状回区域新生神经细胞明显

增加。dl-3-正丁基苯酞治疗不仅可以增加脑缺血后

大鼠海马齿状回的新生神经细胞的数量，也可以增

加树突的长度，所以，缺血后 dl-3-正丁基苯酞治疗

可以加速海马齿状回新生颗粒细胞的树突成熟。卒

中后海马新生神经元数目的增多是否与行为学功能

改善相关仍不清楚。因此，需要进一步的试验来证

实海马神经再生和行为学改善有直接的因果关系。 
综上所述，dl-3-正丁基苯酞治疗对海马神经增

生、树突的长度是有影响的，而且能够显著改善卒

中后运动功能，对脑缺血所致的神经细胞损坏的治

疗提供参考。 
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