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Ｌ⁃苏糖酸镁对慢性脑低灌注脑白质损伤的影响①
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（１．桂林医学院 ａ．广西脑与认知神经科学重点实验室；ｂ．广西高校生物化学与分子生物学重点实验

室，广西 桂林　 ５４１１９９；２．浙江省立同德医院病理科，浙江 杭州　 ３１００１２；３．桂林优利特医疗电子有

限公司， 广西 桂林　 ５４１００４）

摘要　 目的：探讨 Ｌ⁃苏糖酸镁（Ｌ⁃ＭｇＴ）对慢性脑低灌注（ＣＣＨ）脑白质损伤的影响，为 ＣＣＨ 的防治提

供新思路。 方法：利用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠建立双侧颈总动脉狭窄（ＢＣＡＳ）模型，实验设对照组、模型组、

硫酸镁（ＭｇＳＯ４）组和 Ｌ⁃ＭｇＴ 组（有低、中、高 ３ 个浓度组）。 ３ 个月后，取脑组织进行组织病理学（ＫＢ

染色）和免疫组织化学检测，观察并分析脑白质损伤及相关蛋白因子 ＧＦＡＰ 和 Ｉｂａ⁃１ 表达情况。 结

果：组织病理学 ＫＢ 染色显示，模型组脑白质组织疏松，纤维排列紊乱，出现空泡化等损伤，Ｌ⁃ＭｇＴ

中、高浓度组脑组织损伤减轻，ＭｇＳＯ４组无明显变化；Ｌ⁃ＭｇＴ 中浓度组脑组织 ＧＦＡＰ 和 Ｉｂａ⁃１ 表达阳

性细胞数低于模型组和 ＭｇＳＯ４组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论：Ｌ⁃ＭｇＴ 减轻 ＣＣＨ 所致的脑白

质损伤，可能与其抑制胶质细胞活化蛋白因子 ＧＦＡＰ、神经炎症相关因子 Ｉｂａ⁃１ 的表达有关。
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ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ （ＭｇＳＯ４） ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｌ⁃ＭｇＴ ｇｒｏｕｐ （ｏｆ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ） ．

Ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｍｏｎｔｈｓ， ｐａｒａｆｆｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ， ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ （ＫＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ） ａｎｄ

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｃｔｏｒｓ ＧＦＡＰ ａｎｄ Ｉｂａ⁃１． Ｒｅｓｕｌｔｓ： Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ＫＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ

ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌａｘ ｗｉｔｈ ｄｉｓｏｒｇａｎｉｚｅｄ ｆｉｂｅｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｖａｃｕｏｌａｔｉｏｎ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ

ｉｎ Ｌ⁃ＭｇＴ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ａｎｄ ＭｇＳＯ４ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｃｈａｎｇｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＧＦＡＰ ａｎｄ Ｉｂａ⁃１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｌ⁃ＭｇＴ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ

ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ＭｇＳＯ４ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０． ０５）．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： Ｔｈｅ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＣＨ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ Ｌ⁃ＭｇＴ ｍａｙ ｐｒｏｂａｂｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＧＦＡＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ Ｉｂａ⁃１．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｍａｇｎｅｓｉｕｍ Ｌ⁃ｔｈｒｅｏｎａｔｅ （ Ｌ⁃ＭｇＴ）； ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ （ ＣＣＨ）； ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ；

ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

　 　 慢性脑低灌注（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，

ＣＣＨ），又称为慢性脑缺血，指整体脑组织血液供应

持续低于生理需求，出现脑组织区域性病理改变的

一种状态［１］。 研究表明，ＣＣＨ 可导致能量代谢紊乱、

血管内皮细胞损伤、血脑屏障破坏、胶质细胞激活、

神经元丢失和脑白质病变等病理表现。 ＣＣＨ 造成大

脑持续缺血缺氧，引发神经炎症，最终导致神经退行

性病变以及血管性认知功能障碍（ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ

ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＶＣＩ） ［２－４］。 目前，在 ＣＣＨ 的临床治疗中

尚未发现效果明显的预防或治疗药物，结合我国人

口预期寿命延长以及老龄化社会现状，亟需有效药

物实施早期干预，以减轻患者家庭及社会负担。

Ｍｇ２＋是细胞内的必需阳离子，不仅参与基本生

理活动，还在免疫系统和神经系统中发挥重要功能，

Ｍｇ２＋具有抗炎、抗氧化和清除自由基等作用［５－６］。

Ｍｇ２＋的神经保护作用研究目前主要集中于急性脑缺

血疾病和神经退行性疾病，而硫酸镁（ＭｇＳＯ４）作为

常用研究药物，发现其治疗效果欠佳［７－８］，是由于其

对血脑屏障（ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ， ＢＢＢ）的通透能力较

低［９］。 故笔者探讨有更高通透 ＢＢＢ 能力的镁化合

物 Ｌ⁃苏糖酸镁（Ｌ⁃ＭｇＴ）对 ＣＣＨ 所致脑白质损伤的

保护作用及其机制。

１　 材料与方法

１．１　 实验动物

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ３０ 只（ ＳＰＦ 级），１０ ～ １２ 周

龄，体重 ２４～２８ ｇ，购于湖南斯莱克景达实验动物有

限公司，许可证书编号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４。 实验

前，动物适应性饲养 ７ ｄ。 实验室饲养条件：光照

１２ ｈ与黑暗 １２ ｈ 循环，相对湿度 ５５％ ～６５％，室内温

度 ２２～２６ ℃，小鼠自由饮食。 本实验经桂林医学院

实验动物伦理委员会批准。

１．２　 实验材料及仪器设备

内径 ０．１８ ｍｍ 显微弹簧线圈（北京西浓科技）；

Ｌ⁃ＭｇＴ（美国 Ｍａｇｃｅｕｔｉｃｅｓ 公司）；硫酸镁（石家庄市藁

城区四海药业）；Ｌｕｘｏｌ Ｆａｓｔ Ｂｌｕｅ（ＬＦＢ）髓鞘染色液

（Ｓｏｌａｒｂｉｏ 产品）；ＧＦＡＰ、Ｉｂａ⁃１ 抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 产品）；

０．９％ＮａＣｌ 溶液（浙江都邦药业）；二甲苯、过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）、多聚甲醛（西陇科学）；无水乙醇（成都市科

隆化学品）；新生牛血清（浙江天杭生物科技公司）；

ＤＡＢ 显色试剂（北京中杉金桥公司）；脱水机（派斯

杰精美机械科技）；包埋机、冷冻台（湖北康强医疗器

械公司）；切片机（Ｌｅｉｃａ）；显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）。

１．３　 实验方法

１．３．１　 动物模型建立及处理　 小鼠麻醉后置于体视

显微镜下，分离颈总动脉和迷走神经。 先在一侧颈

总动脉的近、远端各放置 １ 条 ４－０ 丝线，将弹簧线圈

缠绕在颈总动脉上；用０．９％ＮａＣｌ 溶液浸湿纱布覆盖

颈部切口 ３０ ｍｉｎ，再用相同的方法将弹簧线圈缠绕

在另一侧颈总动脉上，缝合消毒。

３０只小鼠随机分为 ６ 组，每组 ５ 只。 设对照组、模

型组、ＭｇＳＯ４组、低浓度 Ｌ⁃ＭｇＴ 组、中浓度 Ｌ⁃ＭｇＴ 组和高

·９·
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浓度 Ｌ⁃ＭｇＴ 组。 对照组和模型组不给予药物干预，每

天自由饮用蒸馏水，持续 ３ 个月。 ＭｇＳＯ４组和 Ｌ⁃ＭｇＴ 组

将日常饮用蒸馏水换成不同的含镁溶液，ＭｇＳＯ４组术后

每天饮用配制好的ＭｇＳＯ４溶液（１．２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），低、中、高

浓度 Ｌ⁃ＭｇＴ 组术后每天饮用，配制好的 Ｌ⁃ＭｇＴ 溶液

分别为 ０．８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、１．２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、１．６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，持续 ３

个月。

１．３．２　 ＫＢ 染色　 ＫＢ 染色用于观察病理损伤情况下

髓鞘是否完整、坏死及修复情况，例如神经纤维受损

时，髓鞘会出现变形、断裂或脱鞘消失等病理改变，

该染色对神经组织的病理诊断有一定意义。 ＬＦＢ 染

液在乙醇中与髓鞘磷脂结合，显示出髓鞘结构［１０］。

小鼠经心脏灌注 ０．９％ ＮａＣｌ 溶液和 ４％多聚甲醛溶

液后，取脑组织制作 ４ μｍ 石蜡切片，切片脱蜡至

９５％乙醇后浸入 ＬＦＢ 染液过夜。 次日用 ９５％乙醇洗

去多余染液，蒸馏水冲洗后，用 Ｌｕｘｏｌ 分化液和 ７０％

乙醇依次分色，可重复操作直到灰质和白质轮廓分

明。 焦油紫染液复染后水洗，９５％乙醇快速抽拉数

次，二甲苯透明后封片。

１．３． ３ 　 免疫组织化学 　 石蜡切片脱蜡水化，３％

Ｈ２Ｏ２孵育 １０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 冲洗后甩干，１０％ ＢＳＡ 封闭

３０ ｍｉｎ；去封闭液，滴加一抗（ＧＦＡＰ 稀释比例为 １ ∶

５００、Ｉｂａ⁃１ 稀释比例为１ ∶ ５００），４ ℃孵育过夜；次日

滴加对应二抗，孵育６０ ｍｉｎ；ＤＡＢ 显色后脱水封片。

每张切片随机选取 ５ 个高倍视野，分析细胞 ＧＦＡＰ、

Ｉｂａ⁃１ 的表达情况。

１．４　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ ２５ 统计软件进行数据分析，计量资

料以（�ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析。 Ｐ＜０．０５ 表

示差异具有统计学意义。

２　 结果

２．１　 脑白质损伤

与对照组小鼠相比，模型组小鼠白质区域组织

疏松，神经纤维结构排列紊乱，伴随有空泡化等损伤

情况。 与模型组比较，Ｌ⁃ＭｇＴ 中、高浓度组髓鞘紊乱

结构有明显改善，脑白质损伤减轻，ＭｇＳＯ４组未见明

显改变，见图 １。

图 １　 显微镜下小鼠脑白质组织病理形态（ＫＢ 染色，２００×）

２．２　 神经炎性反应

ＧＦＡＰ 是星形胶质细胞活化的特异性标志物，高

倍镜视野下观察，对照组 ＧＦＡＰ 阳性细胞数少于模

型组，各 Ｌ⁃ＭｇＴ 浓度组少于模型组，Ｌ⁃ＭｇＴ 中浓度组

少于 ＭｇＳＯ４组（Ｐ＜０．０５），见图 ２。

Ｉｂａ⁃１ 是小胶质细胞活化的特异性标志物，高倍

镜视野下观察，对照组 Ｉｂａ⁃１ 阳性细胞数少于模型

组。 Ｌ⁃ＭｇＴ 中浓度组少于模型组和 ＭｇＳＯ４ 组 （Ｐ ＜

０．０５），见图 ３。

图 ２　 免疫组织化学检测 ＧＦＡＰ 的表达（４００×，∗Ｐ

＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１）

·０１·
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图 ３　 免疫组织化学检测 Ｉｂａ⁃１的表达（４００×，∗∗Ｐ＜０．０１）

３　 讨论
本研究利用小鼠双侧颈总动脉闭塞模型模拟人

脑 ＣＣＨ 病理状态，持续补镁 ３ 个月后观察脑白质损

伤情况。 比较 ＣＣＨ 的各类动物模型发现，大鼠双侧

颈总动脉闭塞模型在术后短期内会发生脑血流量骤

降，并伴随大鼠视神经损伤，长期监测大鼠脑血流量

后发现，６０ ｄ后脑血流量恢复到闭塞前水平。 因此，
该模型无法准确模拟人类 ＣＣＨ 的持续病理状态。
而 ＢＣＡＳ 模型采用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，该品系小鼠血供

代偿机制受限，可以保持低灌注状态，是目前最适用

于研究 ＣＣＨ 的模型之一［１１］。 脑白质是缺血性损伤

的敏感部位，ＢＣＡＳ 术后 ７ ｄ 脑白质区开始出现小胶

质细胞激活，１４ ｄ 开始出现星形胶质细胞激活和组

织疏松［１２－１３］。 笔者的实验结果也表明这两种胶质细

胞出现激活。
神经炎性反应是一种由中枢神经系统的神经胶

质细胞所介导的免疫级联反应，在多种神经系统疾

病中起关键作用，也是 ＣＣＨ 的重要损伤机制之

一［１４］。 ＣＣＨ 缺血缺氧诱发免疫炎症级联反应，其中

小胶质细胞作为免疫系统的主要效应细胞发挥关键

作用。 小胶质细胞在病理刺激下可分化为促炎型

（Ｍ１ 型）和抗炎型（Ｍ２ 型）。 Ｍ１ 型主要分泌促炎因

子，加重组织损伤，Ｍ２ 型则相反，为保护性表型，分

泌抗炎因子，修复组织损伤［１５］。 小胶质细胞在 ＣＣＨ

早期时激活，主要表现为 Ｍ１ 型，增加促炎因子释放，

产生大量炎症介质，同时与星形胶质细胞相互激活，

加重神经炎症［１４］。 在 ＣＣＨ 的基础研究中发现，抑制

神经胶质细胞或小胶质细胞的激活可减轻脑白质损

伤，并改善其功能［１６］。 Ｍｇ２＋能抑制脑组织损伤区域

炎症因子的生成及表达，减轻脑缺血损伤后继发炎

症反应［１７］。 研究结果显示，低镁导致炎症因子表达

升高，最终导致神经元变性，Ｌ⁃ＭｇＴ 能够抑制神经炎

症，减少炎症因子产生［１８］。 笔者的实验结果显示 Ｌ⁃

ＭｇＴ 对于 ＣＣＨ 时胶质细胞活化产生的炎性反应具

有一定的抑制作用，但仅体现在胶质细胞的表达水

平，未能深入到分子水平，具体的作用机制或相应的

信号通路还有待进一步研究。

研究发现，小鼠行腹腔注射 ＭｇＳＯ４，血清 Ｍｇ２＋浓

度增加 ８～１０ 倍，但脑脊液（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）

中 Ｍｇ２＋ 浓度没有明显升高［９］。 口服 Ｌ⁃ＭｇＴ 可使大

鼠脑脊液 Ｍｇ２＋浓度升高，而口服其他镁化合物后却

没有明显升高，说明 Ｌ⁃ＭｇＴ 拥有更高的 ＢＢＢ 通透

力［１９－２０］。 笔者所在课题组前期的研究结果表明，小鼠

持续饮含 ＭｇＳＯ４的水 ２８ ｄ 后，ＣＳＦ 中 Ｍｇ２＋含量无明显

变化，而改用 Ｌ⁃ＭｇＴ，ＣＳＦ 中 Ｍｇ２＋含量增加２１．６％［２１］。

本研究分析这两种不同的镁化合物，发现 ＭｇＳＯ４在

ＣＣＨ 导致的脑白质损伤中没有表现出明显的改善效

果，而 Ｌ⁃ＭｇＴ 显著减轻脑白质损伤。 笔者认为 Ｌ⁃

ＭｇＴ 的 ＢＢＢ 通透能力更高，可以提高 ＣＳＦ 中 Ｍｇ２＋浓

度，达到抑制神经胶质细胞活化所产生神经炎症反

应的效果，从而起保护脑白质作用。

脑长期缺血、缺氧引起的神经炎性反应，不仅造

成缺血性脑白质损伤，还会导致神经元丢失，继而影

响学习记忆能力，产生焦虑、抑郁等情绪，或引起认

知功能障碍［１４］。 笔者的研究表明，Ｌ⁃ＭｇＴ 对 ＣＣＨ 导

致的脑白质损伤具有一定的保护作用，值得深入研

究。
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