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褪黑素对慢性脑低灌注大鼠脑白质的保护作用

李丹丹 黄敏莹 赵弘轶 夏振西 黄勇华

【摘要】 目的 探讨褪黑素对脑小血管病模型大鼠社交行为和脑白质损害的改善作用及其药理学

机制。方法 采用双侧颈总动脉结扎法制备慢性脑低灌注模型，44 只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型

组、褪黑素 5 mg/（kg·d）组和 10 mg/（kg·d）组（每组各 11 只），分别以嗅探实验（嗅探时间和穿越次数）评

价模型大鼠社交行为、倒置相差荧光显微镜观察胼胝体髓鞘碱性蛋白（MBP）表达水平、透射电子显微镜

观察胼胝体白质髓鞘完整性（即 G ⁃ ratio）、Western blotting 法测定磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（pmTOR）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）比值。结果 与假手术组相比，模型组大鼠嗅探时间（t =
58.000，P = 0.000）和穿越次数（t = 20.000，P = 0.000）减少，胼胝体 MBP 阳性细胞数目减少（t = 20.400，P =
0.000）、G⁃ratio 表达水平升高（t = ⁃ 9.800，P = 0.025）、pmTOR/mTOR 比值降低（t = 20.336，P = 0.000）；予褪

黑素［5 或 10 mg/（kg·d）］治疗后，大鼠嗅探时间（t = ⁃ 12.600，P = 0.001；t = ⁃ 26.000，P = 0.000）和穿越次数

（t = ⁃ 8.400，P = 0.000；t = ⁃ 10.200，P = 0.000）、胼胝体 pmTOR /mTOR 比值（t = ⁃ 6.022，P = 0.014；t = ⁃ 8.800，
P = 0.001）高于模型组但仍低于假手术组（t = 45.000，P = 0.000；t = 32.000，P = 0.000；t = 11.600，P = 0.000；
t = 9.800，P = 0.000；t = 14.314，P = 0.000；t = 11.536，P = 0.000），同时胼胝体 MBP 阳性细胞数目亦增加（t =
⁃ 16.800，P = 0.001；t = ⁃ 20.600，P = 0.000）、G⁃ratio 表达水平降低（t = 8.600，P = 0.041；t = 9.200，P = 0.030）
但接近假手术组水平（均 P > 0.05）；褪黑素 10 mg/（kg·d）组大鼠嗅探时间延长并且高于 5 mg/（kg·d）组

（t = ⁃ 13.400，P = 0.000）。结论 褪黑素可以有效改善脑小血管病模型大鼠社交行为、减轻脑白质损害，

其机制可能与提高 mTOR 磷酸化水平有关。
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【Abstract】 Objective To observe the protective function and mechanism of melatonin (MT) against
white matter lesions in corpus callosum induced by chronic cerebral hypoperfusion (CCH) in cerebral small
vessel disease (cSVD) rats. Methods Forty ⁃ four adult male Sprague ⁃ Dawley rats were divided into
sham group, bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) group, MT1 group [BCCAO + melatonin
5 mg/(kg·d)] and MT2 group [BCCAO + melatonin 10 mg/(kg·d)]. Four weeks after operation, social activity
(sniffing time and crossing number) was assessed to reflect apathetic behavior. Myelin basic protein (MBP)
in corpus callosum was detected by immunofluorescence. Transmission electron microscope was used to
compare the G⁃ratio. Western blotting test was used to detect phosphorylation level of mammalian target of
rapamycin (mTOR). Results BCCAO group rats showed fewer sniffing time (t = 58.000, P = 0.000) and
crossing number (t = 20.000, P = 0.000), lower level of MBP expression (t = 20.400, P = 0.000), higher level
of G⁃ratio (t = ⁃ 9.800, P = 0.000), and lower pmTOR/mTOR ratio (t = 20.336, P = 0.000) than those of sham
group; after treatment of melatonin [5 or 10 mg/(kg·d)], MT1 group and MT2 group showed more sniffing
time (t = ⁃ 12.600, P = 0.001; t = ⁃ 26.000, P = 0.000) and crossing number (t = ⁃ 8.400, P = 0.000; t = ⁃ 10.200,
P = 0.000), higher pmTOR/mTOR ratio (t = ⁃ 6.022, P = 0.014; t = ⁃ 8.800, P = 0.001) than those of BCCAO

doi：10.3969/j.issn.1672⁃6731.2019.07.005
基金项目：吴阶平医学基金会基金资助项目（项目编号：320.6750.18456）
作者单位：100700 北京，解放军总医院第七医学中心神经内科［李丹丹（现在山东省泰安市市立医院神经内科，邮政

编码：271000）］
通讯作者：黄勇华，Email：huangyh@163.com

·脑小血管病·
·· 481



中国现代神经疾病杂志 2019 年 7 月第 19 卷第 7 期 Chin J Contemp Neurol Neurosurg, July 2019, Vol. 19, No. 7

脑小血管病（cSVD）的影像学表现以腔隙性梗

死（LACI）、脑白质损害和脑微出血（CMBs）为主，发

病率和病残率逐年升高，颇受临床关注［1］。研究显

示，淡漠是与脑小血管病密切相关的精神症状，尤

其好发于脑白质病变（WML）患者［2］，主要表现为情

感迟钝、认知功能和行为能力下降等目标指向性行

为受限，在实验动物（如大鼠或小鼠）中则表现为类

精神行为即嗅探等社交能力和挖穴能力下降［3 ⁃4］。

褪黑素为吲哚类激素，主要产生于第三脑室后部松

果体，既往研究显示，褪黑素广泛存在于人体各组

织器官，具有促睡眠、调节免疫、抗肿瘤、抗衰老等

多重作用，且对各类脑损伤新生儿的神经功能具有

保护作用［5］。动物实验结果表明，褪黑素对多发性

硬化（MS）模型的脑白质脱髓鞘改变具有明显的改

善作用［6］。已知慢性脑低灌注（CCH）和穿支动脉血

流减少引起的脑白质损害是脑小血管病的发生机

制之一［7］，鉴于此，本研究以慢性脑低灌注模型大鼠

作为实验动物，观察经腹腔注射褪黑素对脑白质髓

鞘再生和淡漠行为的改善作用，以为临床治疗脑小

血管病提供理论根据。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 健康雄性 8 周龄 Sprague⁃Dawley
（SD）大鼠 48 只，体重（350.00 ± 10.80）g，购自斯贝

福（北京）生物技术有限公司［许可证号：SCXK（京）

2016-0002］，于室温（23 ± 2）℃、相对湿度 50% ~
60%、12 h 昼-12 h 夜循环照明环境中饲养，自由摄

食、饮水。

2. 药品与设备 （1）药品与试剂：褪黑素（规格：

1g/瓶）购自美国 Sigma ⁃Aldrich 公司；体积分数为

10%的山羊血清为上海碧云天生物技术有限公司产

品。免疫试剂中Ⅰ抗工作液包括兔抗大鼠髓鞘碱

性蛋白（MBP）单克隆抗体（1 ∶1000）、兔抗大鼠哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）单克隆抗体（1 ∶1000）
和 兔 抗 大 鼠 磷 酸 化 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（pmTOR）单克隆抗体（1 ∶1000），均购自英国 Abcam
公司；Ⅱ抗工作液为辣根过氧化物酶（HRP）标记的

山羊抗兔 IgGⅡ抗（1 ∶6000），购自艾比玛特生物科

技（上海）有限公司。 4’，6 ⁃二脒基 ⁃2 ⁃苯基吲哚

（DAPI）和 RIPA 细胞裂解液为北京麦瑞博生物科技

有限公司产品；甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶（GAPDH）购自

武汉塞维尔生物科技有限公司。（2）设备与仪器：用

于嗅探实验的有机玻璃笼子由上海玉研科学仪器

有限公司提供，并经解放军总医院第七医学中心神

经内科改造；CM1950 型冰冻切片机、DM500 型生物

透射电子显微镜和 DM4000B 型倒置相差荧光显微

镜购自德国 Leica 公司；Reichert 超薄组织切片机为

德国 Reichert⁃Jung 公司产品；BIO⁃RAD 1645050 型

基础电泳仪和 BIO⁃RAD Gel Doc XR + 凝胶成像分

析系统由美国 Bio⁃Rad 公司提供。

二、研究方法

1. 动物模型制备与分组 （1）模型制备：参照文

献［8］实验方法行双侧颈总动脉结扎（BCCAO），制

备大鼠慢性脑低灌注模型。大鼠仰卧位，以质量分

数为 10%的水合氯醛（4 ml/kg）腹腔注射麻醉，行颈

部正中切口，长度约 2 cm，仔细分离左颈总动脉

（CCA）并结扎，然后缝合手术切口，待大鼠苏醒后返

回饲养笼，7 d 后采用相同方法结扎右颈总动脉。双

侧颈总动脉结扎后 1 周，通过激光散斑成像（LSCI）
测量脑血流量（CBF），以双侧顶叶皮质脑血流量 <
正常大鼠的 50%为模型制备成功［9］。本组大鼠均顺

利完成手术，其中 3 只死于手术创伤、1 只死于术后

感染；其余 44 只术后 1 周经 LSCI 检测双侧顶叶皮质

脑血流量 < 正常大鼠的 50%，模型制备成功。（2）动

物分组：采用完全随机分组法将 44 只大鼠随机分为

group but still lower than those of sham group (t = 45.400, P = 0.000; t = 32.000, P = 0.000; t = 11.600, P =
0.000; t = 9.800, P = 0.000; t = 14.314, P = 0.000; t = 11.536, P = 0.000); while showed higher level of MBP
expression (t = ⁃ 16.800, P = 0.001; t = ⁃ 20.600, P = 0.000), and lower level of G⁃ratio (t = 8.600, P = 0.041; t =
9.200, P = 0.030) than those of BCCAO group but similar with sham group (P > 0.05, for all); MT2 group
showed longer sniffing time than MT1 group (t = ⁃ 13.400, P = 0.000). Conclusions Melatonin could
ameliorate apathetic behavioral and white matter lesions in corpu callosums in rats with cSVD, which might
be related to the up⁃regulate of phosphorylation level of mTOR.

【Key words】 Cerebral small vessel diseases; Melantonin; White matter; Disease models, animals
This study was supported by Wu Jieping Medical Foundation (No. 320.6750.18456).
Conflicts of interest: none declared

·· 482



中国现代神经疾病杂志 2019 年 7 月第 19 卷第 7 期 Chin J Contemp Neurol Neurosurg, July 2019, Vol. 19, No. 7

假手术组、模型组、褪黑素 5 mg/（kg·d）组和褪黑素

10 mg/（kg·d）组，每组 11 只。其中，褪黑素组大鼠于

模型制备后 1 d 分别腹腔注射溶于含体积分数为

1%乙醇生理盐水中的褪黑素 5 或 10 mg/kg，1 次/晚，

连续注射 4 周；假手术组按照手术操作处理但不结

扎双侧颈总动脉，模型组结扎双侧颈总动脉但是不

行腹腔注射褪黑素治疗，后两组大鼠均于模型制备

后 1 d 于腹腔注射等剂量生理盐水，1 次/晚，连续注

射 4 周。

2. 嗅探实验评价社交行为 参照文献［10］方

法，于安静、无干扰昏暗房间内放置一透明有机玻

璃笼子，大小约 46.00 cm × 21.50 cm × 20.50 cm，内含

厚度为 1 cm 的木屑垫料，由 21.50 cm × 20.50 cm 的

内壁分为两个大小相等的透明隔室，内壁中间底部

留有一直径为 7.60 cm 的丝网孔，由两根垂直交叉的

铁丝分为 4 个大小相等的区域，实验大鼠和假手术

组大鼠分别置于两间透明隔室内，大鼠之间既可相

互观察亦可以通过内壁中间底部的丝网孔相互嗅

探，但是不能直接接触，10 min 后观察大鼠社交行为

改变情况。预实验 3 次后开始正式实验，分别记录

嗅探时间（即大鼠将鼻子伸入丝网孔并随其晶须移

动的持续时间）和穿越次数（即大鼠穿过丝网孔的

次数）。

3. 免疫荧光法测定胼胝体髓鞘碱性蛋白表达水

平 每组选择 6 只大鼠，于嗅探实验完成即刻以质

量分数为 4%多聚甲醛溶液灌注心脏处死，断头切

取完整脑组织，置于蔗糖梯度溶液进行固定，OCT
包埋剂包埋，切取胼胝体组织，制备层厚为 10 μm 的

冰冻切片，⁃ 4 ℃保存备用。冰冻切片经高温热修复

法修复抗原，滴加溶于磷酸盐缓冲液（PBS）中的

Triton X ⁃100 溶液（终浓度 0.5%），以体积分数为

10%的山羊血清封闭 2 h，滴加Ⅰ抗工作液兔抗大鼠

MBP 单克隆抗体（1 ∶1000）5 mg/ml、4 ℃过夜，PBS 冲

洗 5 min（× 3 次），然后滴加 HRP 标记的山羊抗兔

IgGⅡ抗（1 ∶6000），2 h 后 PBS 冲洗 5 min（× 3 次），

DAPI 复染 15 min、质量分数为 10%的甘油封片，于

倒置相差荧光显微镜下计数大鼠胼胝体 MBP 阳性

细胞数目。MBP 为膜蛋白抗体，胞膜着色呈绿色，

DAPI 仅标记胞核呈蓝色，以 MBP 和 DAPI 双染者为

阳性细胞。

4. 透射电子显微镜观察胼胝体髓鞘完整性 选

择冻存备用的大小为 1 mm × 4 mm 的胼胝体组织，

置于体积分数为 2.5%戊二醛溶液、4℃固定过夜，

PBS 冲洗 5 min（× 3 次），以体积分数为 1%锇酸溶液

固定，依次以体积分数为 50%、70%、80%、90%和

95%梯度乙醇脱水，再以体积分数为 100%丙酮浸润

20 min、包埋剂与丙酮混合液（体积比 1 ∶1）浸润 1 h、
包埋剂与丙酮混合液（体积比 3 ∶1）浸润 3 h，4 ℃过

夜，于 Reichert 超薄组织切片机制备层厚 70 ~ 90 nm
组织切片，经枸橼酸铅和醋酸铀双重染色 30 min，透
射电子显微镜下观察胼胝体髓鞘完整性，以 G⁃ratio
表示，计算公式为 G⁃ratio = 轴索直径 /（轴索直径 +
髓鞘直径）［11］。

5. Western blotting 法测定 pmTOR/mTOR 比值

每组选 5 只大鼠，嗅探实验完成后即刻断头处死，

切取新鲜胼胝体组织约 50 mg，加入含苯甲基磺酰

氟（PMSF）的 RIPA 裂解液（1 ∶500）300 ml，于 4 ℃、

12 000 × g 离心 5 min，取上清液，二辛可宁酸（BCA）
法测定标准蛋白品表达水平，行十二烷基磺酸钠⁃聚
丙烯酰胺凝胶电泳（SDS ⁃PAGE），聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜转膜，以 10%脱脂奶粉封闭 2 h，分别滴加

兔抗大鼠 mTOR 单克隆抗体（1 ∶1000）和兔抗大鼠

pmTOR 单克隆抗体（1 ∶1000），4 ℃孵育过夜，体积

分数为 10% TBST 溶液洗涤 5 min（× 3 次）、HRP 标记

的山羊抗兔 IgG Ⅱ抗（1 ∶6000）室温孵育 2 h，10%
TBST 溶液洗涤 5 min（×3 次）；以 GAPDH 作为内参照

物，采用 Image J 图像分析系统（美国国立卫生研究

院）进行灰度分析，以目的蛋白/GAPDH 比值作为蛋

白质相对表达量。

6. 统计分析方法 采用 SPSS 19.0 统计软件进

行数据处理与分析。呈正态分布的计量资料以均

数 ± 标准差（x ± s）表示，采用单因素方差分析，两两

比较行 LSD⁃t 检验。以 P ≤ 0.05 为差异具有统计学

意义。

结 果

一、社交行为的改变

与假手术组相比，模型组大鼠嗅探时间（P =
0.000）和穿越次数（P = 0.000）均减少，表明脑小血

管病模型大鼠存在社交行为减少的淡漠综合征。

经褪黑素［5 或 10 mg/（kg·d）］治疗后，大鼠嗅探时间

（P = 0.001，0.000）和穿越次数（P = 0.000，0.000）增

加并高于模型组，但仍低于假手术组（P = 0.000，
0.000）；其中，褪黑素 10 mg/（kg·d）组大鼠嗅探时间

长于褪黑素 5 mg/（kg·d）组（P = 0.000），而穿越次数

组间差异无统计学意义（P > 0.05；表 1，2）。提示褪
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黑素可以有效改善脑小血管病模型大鼠的社交行

为，而且随着药物剂量的增加其疗效更加显著。

二、髓鞘碱性蛋白表达变化和髓鞘完整性观察

倒置相差荧光显微镜观察显示，模型组大鼠胼

胝体 MBP 阳性细胞数减少（P = 0.000），低于假手术

组；经褪黑素［5 和 10 mg/（kg·d）］治疗后，MBP 阳性

细 胞 数 逐 渐 增 多 ，不 仅 高 于 模 型 组（P = 0.001，
0.000）且接近假手术组水平（均 P > 0.05），但褪黑素

不同剂量组之间 MBP 阳性细胞数差异无统计学意

义（P > 0.05；图 1；表 3，4）。

透射电子显微镜观察显示，模型组大鼠胼胝体

髓鞘 G⁃ratio 水平升高（P = 0.025），高于假手术组；经

褪黑素［5 或 10 mg/（kg·d）］治疗后，髓鞘 G⁃ratio 表达

水平降低，不仅低于模型组（P = 0.041，0.030）且接

近假手术组水平（均 P > 0.05），而褪黑素不同剂量组

之间髓鞘 G⁃ratio 水平差异无统计学意义（P > 0.05；
图 2；表 5，6）。

三、pmTOR/mTOR 比值的变化

经 Western blotting 法测定显示，模型组大鼠

pmTOR/mTOR 比值低于假手术组（P = 0.000）；褪黑

素［5 或 10 mg/（kg·d）］治疗后，大鼠 pmTOR/mTOR
比值增高并高于模型组（P = 0.014，0.001），但仍低

于假手术组（P = 0.000，0.000），而褪黑素不同剂量

组之间差异无统计学意义（P > 0.05；图 3；表 7，8）。

讨 论

以动机减少为特征的淡漠综合征主要包括目

的性行为、目的性认知、目的性情感和社交行为的

减少［12］，可见于多种神经变性病；例如，帕金森病

（PD）患者因基底节区受累而引起的目的性行为减

少［13］，阿尔茨海默病（AD）患者因边缘系统受累而

导致目的性认知功能下降［14］，脑小血管病患者则表

现为明显的淡漠和社交行为减少［15］。晚近动物实

验发现，BCCAO 模型大鼠均表现有淡漠样行为［9］；

而且大量有关脑血管病的临床研究亦提示，淡漠严

重程度与患者预后密切相关［16］，因此以淡漠和抑郁

样行为为代表的阴性症状是目前脑小血管病患者

临床症状研究的新热点［17］。2018 年来自法国蓝色

海岸大学记忆中心、法国大学医院记忆中心、国际

中枢神经系统临床试验与方法学会淡漠研究小组、

国际阿尔茨海默病研究与治疗促进协会等机构的

17 位神经精神障碍专家组成了 2018 年国际共识小

组，对淡漠的诊断标准进行重新修订，在修订后的

标准中加入了以社交行为作为淡漠综合征诊断的

新要点［18］，因此在本研究中我们选择社交行为作为

褪黑素治疗前后脑小血管病模型大鼠淡漠症状变

化 的 观 察 指 标 ，而 未 采 用 Morris 水 迷 宫 实 验 。

Hollocks 等［19］的扩散张量成像（DTI）研究显示，脑小

血管病患者的淡漠与胼胝体、前扣带回、穹窿等部

位的白质纤维束微结构异常改变有关。在本研究

中，我们采用 BCCAO 法形成慢性脑低灌注，成功制

备脑小血管病大鼠模型，该方法是目前公认的制备

脑小血管病模型的有效方法，已达到 2018 年《脑小

血管病转化医学研究中国专家共识》制备标准［20］，

模型大鼠表现出明显的社交行为减少等淡漠综合

征表现，以及胼胝体白质损害（MBP 阳性细胞数减

少和 G⁃ratio 水平升高）症状与体征。

临床研究业已证实，褪黑素或褪黑素受体激动

剂（如阿戈美拉汀）可以有效治疗淡漠［21⁃23］，但其作

用机制至今尚未阐明。近年开展的动物实验提示，

褪黑素对多种疾病引起的脑白质损害的改善作用

可能是其治疗淡漠综合征的潜在作用机制。例如，

表 1 不同处理组大鼠嗅探时间和穿越次数的比较（x ± s）
Table 1. Comparison of sniffing time and crossing number ofrats in different groups (x ± s)
组别

假手术组（1）
模型组（2）
褪黑素 5 mg/（kg·d）组（3）
褪黑素 10 mg/（kg·d）组（4）
F 值

P 值

例数

11
11
11
11

嗅探时间（s）
102.80 ± 6.68

44.80 ± 5.49
57.40 ± 3.04
70.80 ± 2.86

134.623
0.000

穿越次数（次）

31.00 ± 2.82
11.00 ± 1.58
19.40 ± 2.07
21.20 ± 1.92

72.832
0.000

表 2 不同处理组大鼠嗅探时间和穿越次数的两两比较

Table 2. Paired comparison of sniffing time and crossingnumber of rats in different groups
组间两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（1）∶（4）
（2）∶（3）
（2）∶（4）
（3）∶（4）

嗅探时间

t 值

58.000
45.400
32.000

⁃ 12.600
⁃ 26.000
⁃ 13.400

P 值

0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

穿越次数

t 值

20.000
11.600

9.800
⁃ 8.400

⁃ 10.200
⁃ 1.800

P 值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.204
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表 3 不同处理组模型大鼠胼胝体 MBP 阳性细胞数的比较
（x ± s，个）

Table 3. Comparison of MBP expression in corpuscallosum of rats in different groups (x ± s, number)
组别

假手术组（1）
模型组（2）
褪黑素 5 mg/（kg·d）组（3）
褪黑素 10 mg/（kg·d）组（4）
F 值

P 值

例数

6
6
6
6

MBP 阳性细胞数

32.00 ± 4.85
11.60 ± 2.70
28.40 ± 3.44
32.20 ± 5.12

27.863
0.000

表 4 不同处理组模型大鼠胼胝体髓鞘碱性蛋白阳性细
胞数的两两比较

Table 4. Paired comparison of MBP expression in corpuscallosum of rats in different groups
组间两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（1）∶（4）
（2）∶（3）
（2）∶（4）
（3）∶（4）

t 值

20.400
3.600

⁃ 0.200
⁃ 16.800
⁃ 20.600
⁃ 3.800

P 值

0.000
0.189
0.940
0.001
0.000
0.167

MBP，myelin basic protein，髓鞘碱性蛋白

MBP，髓鞘碱性蛋白；DAPI，4’，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚

图 1 倒置相差荧光显微镜观察 中倍放大 1a 假手术组大鼠胼胝体可见大量 MBP 阳性细胞 1b 模型组大鼠胼胝
体 MBP 阳性细胞数目显著减少 1c 经褪黑素［5 mg/（kg·d）］治疗后，大鼠胼胝体 MBP 阳性细胞数目增加 1d 经褪黑
素［10 mg/（kg·d）］治疗后，大鼠胼胝体 MBP 阳性细胞数目增加

Figure 1 Immunofluorescent microscopic observation mediam power magnified A number of MBP positive cells per slide
were found in corpus callosum in sham group (Panel 1a). The number of MBP positive cells per slide decreased significantly
in corpus callosum in BCCAO group (Panel 1b). The number of MBP positive cells per slide were increased obviously in
corpus callosum in MT1 group (Panel 1c). The number of MBP positive cells per slide were increased obviously in corpus
callosum in MT2 group (Panel 1d).

假手术组

模型组

褪黑素 5 mg/（kg·d）组

褪黑素 10 mg/（kg·d）组

MBP DAPI 融合
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表 5 不同处理组模型大鼠胼胝体髓鞘 G⁃ratio 表达水平的
比较（x ± s）
Table 5. Comparison of myelin G⁃Ratio in corpus callosum ofrats in different groups (x ± s)

组别

假手术组（1）
模型组（2）
褪黑素 5 mg/（kg·d）组（3）
褪黑素 10 mg/（kg·d）组（4）
F 值

P 值

例数

6
6
6
6

G⁃ratio
61.60 ± 5.32
71.40 ± 7.99
62.80 ± 4.03
62.20 ± 6.42

2.863
0.039

表 6 不同处理组模型大鼠胼胝体髓鞘 G⁃ratio 表达水平
的两两比较

Table 6. Paired comparison of myelin G ⁃ ratio in corpuscallosum of rats in different groups
组间两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（1）∶（4）
（2）∶（3）
（2）∶（4）
（3）∶（4）

t 值

⁃ 9.800
⁃ 1.200

0.600
8.600
9.200
0.600

P 值

0.025
0.760
0.879
0.041
0.030
0.879

图 2 透射电子显微镜观察 枸橼酸铅和醋酸铀双重染色 2a 假手术组大鼠胼胝体髓鞘结构无明显损伤 × 6000 2b 模型
组大鼠胼胝体髓鞘结构严重破坏 × 3000 2c 褪黑素［5 mg/（kg·d）］治疗后大鼠胼胝体髓鞘结构有所修复 × 6000 2d 褪黑
素［10 mg/（kg·d）］治疗后大鼠胼胝体髓鞘结构有所修复 × 6000
Figure 2 Electron microscope findings Uranyl acetate and lead citrate double staining Myelin formation was intact in corpus
callosum of sham group (Panel 2a). × 6000 Obvious demage of myelin formation in corpus callosum was found in BCCAO group
(Panel 2b). × 3000 Myelin formation in corpus callosum was recovered in MT1 group (Panel 2c). × 6000 Myelin formation in
corpus callosum was recovered in MT2 group (Panel 2d). × 6000

2017 年 Tsai 等［24］通过单侧颈总动脉结扎（UCCAO）
小鼠模型观察经腹腔注射褪黑素 10 mg/（kg·d）的疗

效，与假手术组相比，褪黑素治疗 28 天后小鼠胼胝

体白质损害程度明显减轻；2018 年 Corpas 等［25］予以

阿尔茨海默病转基因小鼠褪黑素 10 mg/kg 连续口服

6 个月，其淡漠综合征症状明显得以缓解。本研究

采用腹腔注射的给药方式，首次在脑小血管病模型

大鼠中观察到褪黑素无论 5 或 10 mg/（kg·d）剂量，

2a 2b

2c 2d
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表 7 不同处理组模型大鼠胼胝体 pmTOR/mTOR 比值的比
较（x ± s，%）

Table 7. Comparison of pmTOR/mTOR expression in corpuscallosum of rats in different groups (x ± s, %)
组别

假手术组（1）
模型组（2）
褪黑素 5 mg/（kg·d）组（3）
褪黑素 10 mg/（kg·d）组（4）
F 值

P 值

例数

5
5
5
5

pmTOR/mTOR 比值

29.34 ± 4.32
9.00 ± 2.55

15.02 ± 2.57
17.80 ± 3.96

30.617
0.000

pmTOR，phosphorylated mammalian target of rapamycin，磷酸化哺乳
动物雷帕霉素靶蛋白；mTOR，mammalian target of rapamycin，哺乳
动物雷帕霉素靶蛋白

表 8 不同处理组模型大鼠胼胝体 pmTOR/mTOR 比值的
两两比较

Table 8. Paired comparison of the pmTOR/mTORexpression in corpus callosum of rats in different groups
组间两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（1）∶（4）
（2）∶（3）
（2）∶（4）
（3）∶（4）

t 值

20.336
14.314
11.536
⁃ 6.022
⁃ 8.800
⁃ 2.778

P 值

0.000
0.000
0.000
0.014
0.001
0.221

1，假手术组；2，模型组；3，褪黑素 5 mg/（kg·d）组；4，褪黑素 10 mg/（kg·d）组

mTOR，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；pmTOR，磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；
GAPDH，甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶

图 3 Western blotting 法检测，假手术组大鼠胼胝体可见灰色条带，模型组大鼠
胼胝体灰色条带灰度值显著降低，褪黑素［5 或 10 mg/（kg·d）］治疗后大鼠胼胝

体条带灰度值有所增加

Figure 3 Western blotting findings. Grey band could be seen in corpus
callosum of sham group. The grey band density in corpus callosum of BCCAO
group decreased statistically relative to sham group. The grey band density
increased in corpus callosum after treatment with melatonin 5 or 10 mg/(kg·d).

相
对

分
子

质
量
（×10

3）

289

289

35

mTOR

pmTOR

GAPDH

1 2 3 4

均可以有效改善模型大鼠的社交行为，并减轻胼胝

体白质脱髓鞘改变的程度（MBP 阳性细胞数增加和

G⁃ratio 水平降低）。褪黑素 10 mg/d 腹腔注射 4 周是

慢性脑低灌注模型大鼠最常用的治疗方案，大量研

究显示，褪黑素 10 mg/d 可有效改善慢性脑低灌注引

起的海马体积萎缩、炎性细胞活化和氧化应激损伤

等［26⁃28］，其可能的药理学机制是抑制小电导钙激活

性的钾离子通道，减少脑组织低灌注引起的代偿性

大量热休克蛋白 70（hsp70）生成或上调衰老标志蛋

白 30 和骨桥蛋白等的表达水平［23，25⁃26，28⁃29］。亦有研

究结果显示，褪黑素 5 mg/d 腹腔注射即可对 mTOR
磷酸化发挥药理作用［30］；因此，本研究对慢性脑低

灌注模型大鼠分别采用两种治疗剂量即褪黑素 5 或

10 mg/（kg·d），结果显示，上述两种剂量对大鼠胼胝

体白质脱髓鞘改变均具有改善作用，而且两剂量组

［5 mg/（kg·d）组与 10 mg/（kg·d）组］之间除嗅探时间

差异有统计学意义，穿越次数、MBP 阳性细胞数目

和 G⁃ratio 差异均无统计学意义。

既往认为 mTOR 磷酸化水平与细胞生长有关，

近年研究表明，mTOR 磷酸化受其上游同源性磷酸

酶 ⁃张 力 蛋 白（PTEN），以 及 磷 脂 酰 肌 醇 3 ⁃激 酶

（PI3K）/丝氨酸/苏氨酸激酶（AKT）信号转导通路调

控［31］，参与慢性脑低灌注导致的神经损伤修复［32］，

被认为是减轻脑白质损害、增强突触可塑性的可靠

靶点［33］。急性缺血性脑损伤和颅脑创伤（TBI）动物

实验结果证实，褪黑素参与 mTOR 信号转导通路的

调控［30，34 ⁃ 35］，但具体作用机制尚未取得一致性结

论 。 Ding 等 ［34］发 现 ，颅 脑 创 伤 后 24 小 时 小 鼠

pmTOR/mTOR 比值显著升高，考虑与小胶质细胞活

化和神经炎症反应异常激活有关，表明 mTOR 磷酸

化是颅脑创伤后神经损伤的重要机制。与之相反，

Cheng 等［35］于单侧颈总动脉结扎小鼠模型制备成功

后 6 周发现，mTOR 磷酸化程度显著降低，推测可能

与慢性脑低灌注引起的白质损害有关。本研究提

示，脑组织慢性缺血后模型组大鼠 pmTOR/mTOR 比

值明显降低，但经褪黑素［5 或 10 mg/（kg·d）］治疗后

其 pmTOR/mTOR 比值有所增加，推测其作用机制是

褪黑素通过提高 mTOR 磷酸化程度而改善神经功

能、减轻脑白质损害，但是本研究未对褪黑素作用

机制的信号转导通路进行深入探讨，后续研究应测

定上游 PTEN/AKT 通路的磷酸化程度，进一步明确

褪黑素治疗脑小血管病的信号转导通路。
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综上所述，本研究采用 BCCAO 法制备慢性脑低

灌注性脑小血管病大鼠模型，予褪黑素腹腔注射后

证实可有效改善其社交行为并减轻脑白质损害。
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