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【摘要】 目的 探讨褪黑素对慢性脑低灌注模型大鼠血⁃脑屏障通透性的影响及其作用机制。方

法 健康雄性 Sprague⁃Dawley（SD）大鼠通过改良双侧颈总动脉结扎法制备慢性脑低灌注模型，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，以伊文思蓝和异硫氰酸荧光素标记的右

旋糖酐双重染色检测血⁃脑屏障通透性，聚合酶链反应测定基质金属蛋白酶⁃2 和 9（MMP⁃2 和 MMP⁃9）、

Western blotting 法测定 Occludin 蛋白和 Claudin⁃5 蛋白表达变化。结果 与假手术组相比，模型组大鼠

基底节荧光强度增强（P = 0.000），MMP⁃2（P = 0.000）和 MMP⁃9（P = 0.000）水平升高，Occludin 蛋白（P =
0.000）和 Claudin⁃5 蛋白（P = 0.000）水平降低；经褪黑素 5 mg/（kg·d）治疗后，大鼠基底节荧光强度减弱

（P = 0.021）、MMP⁃2 水平降低（P = 0.000）、Claudin⁃5 蛋白水平升高（P = 0.000），与假手术组差异仍有统计

学意义（P = 0.000，0.006，0.000）；而褪黑素 10 mg/（kg·d）治疗后，大鼠基底节荧光强度进一步减弱（P =
0.000）、MMP⁃2（P = 0.000）和 MMP⁃9（P = 0.000）水平持续降低且接近假手术组水平（均 P > 0.05），而

Occludin 蛋白（P = 0.000）和 Claudin⁃5 蛋白（P = 0.000）水平升高但仍低于假手术组（P = 0.003，0.000）；褪

黑素两剂量组比较，10 mg/（kg·d）组疗效优于 5 mg/（kg·d）组（均 P < 0.05）。结论 褪黑素通过抑制基质

金属蛋白酶的表达而使 Occludin 和 Claudin⁃5 蛋白降解减少，进而保护血⁃脑屏障的完整性。
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【Abstract】 Objective To investigate the mechanism of the effect of melatonin (MT) on
permeability of blood⁃brain barrier (BBB) in chronic cerebral hypoperfusion (CCH) rats. Methods The rat
model of CCH was established by bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO). A total of 72 male
Sprague⁃Dawley rats were randomly divided into 4 groups: sham group (N = 18), BCCAO group (N = 18), the
melatonin [5 mg/(kg·d)] treatment model group (MT1 group, N = 18), and the melatonin [10 mg/(kg·d)]
treatment model group (MT2 group, N = 18). Evans blue staining and fluorescein⁃ labeled glucoside (FITC⁃
Dextran) staining marked by fluorescein isothiocyanate (FITC) were used to assess the permeability of BBB
in rats. Expression of matrix metalloproteinase⁃2 (MMP⁃2) and MMP⁃9 mRNA levels in basal ganglia of the
brain were measured by quantitative real ⁃ time polymerase chain reaction (qRT ⁃ PCR). Expression of
Occludin and Claudin ⁃ 5 protein in rat basal ganglia were measured by Western blotting method. Results
Compared with the sham group, the fluorescence density in basal ganglia was increased (P = 0.000),
expression of MMP⁃2 and MMP⁃9 were increased (all P = 0.000), and expression of Occludin and Claudin⁃5
were decreased (all P = 0.000) of BCCAO group. Compared with the BCCAO group, the fluorescence
density in basal ganglia was decreased (P = 0.021), the expression of MMP⁃2 was decreased (P = 0.000) and
the expression of Claudin ⁃5 was increased (P = 0.000) in MT1 group, and the differences with sham group
were statistically significant (P = 0.000, 0.006, 0.000). Compared with the BCCAO group, in MT2 group,
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运动障碍是脑小血管病（cSVD）患者主要临床

症状之一，表现为步态异常、平衡障碍和易跌倒等，

严重影响生活质量，是老年患者病残和病死的重要

原因［1］。慢性脑低灌注（CCH）和穿支动脉血流减少

是脑小血管病的主要病理生理学基础之一［2］，可以

导致脑白质和脑深部核团缺血，破坏皮质下复杂运

动网络，继而引起运动障碍［3 ⁃4］。血 ⁃脑屏障（BBB）
是中枢神经系统与外周循环之间的屏障结构［5］，由

毛细血管内皮细胞、神经元、星形胶质细胞、周细胞

和细胞外基质等组成，对维持中枢神经系统微环境

稳态起关键作用。基质金属蛋白酶（MMPs）属于锌

和钙依赖性蛋白水解酶家族，可以消化血⁃脑屏障内

皮细胞的基底层，是病理状态下血⁃脑屏障破坏的主

要原因［6］。近年对脑小血管病动物模型的研究显

示，毛细血管内皮细胞损伤和血⁃脑屏障通透性增加

可导致血⁃脑屏障结构和功能严重损害，进而加剧脑

小血管病进展［7⁃8］。褪黑素主要产生于松果体，视网

膜和胃肠道亦能分泌少量［9］，具有抗炎症反应、免疫

调节和调整昼夜节律等功能［10］。既往动物实验显

示，慢性脑低灌注大鼠血浆基质金属蛋白酶水平升

高，进而诱导血⁃脑屏障内皮细胞凋亡［4］。无论是离

体还是在体模型均显示出褪黑素对基质金属蛋白

酶活性和表达的抑制作用［11⁃12］，本研究以慢性脑低

灌注模型大鼠为实验对象，拟观察褪黑素对血⁃脑屏

障通透性的保护作用并探讨其药理学机制。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 健康雄性 Sprague⁃Dawley（SD）大

鼠共 72 只，8 周龄，体重（280 ± 20）g，购自斯贝福

（北京）生物技术有限公司［许可证号：SCXK（京）

2016⁃0002］，室温（23 ± 2）℃、相对湿度 50% ~ 60%、

12 h 昼-12 h 夜循环照明环境饲养，自由摄食、饮水。

2. 药品与设备 （1）药品与试剂：褪黑素（规格：

1 g/瓶）、质量分数 2%伊文思蓝（Evans Blue）溶液、

异硫氰酸荧光素标记的右旋糖酐（FITC⁃Dextran）溶

液均购自美国 Sigma⁃Aldrich 公司；RNA 提取试剂盒

由日本 TaKaRa 公司提供；Trizol 试剂为生工生物工

程（上海）股份有限公司产品；实时定量聚合酶链反

应（qRT⁃PCR）试剂盒和聚合酶链反应（PCR）试剂盒

购自美国 Invitrogen 公司。免疫试剂Ⅰ抗工作液包

括基质金属蛋白酶⁃2（MMP⁃2）多克隆抗体（1 ∶1000）
和基质金属蛋白酶⁃9（MMP⁃9）单克隆抗体（1 ∶1000）
购自美国 Abcam 公司，兔抗大鼠 Occludin 多克隆抗

体（1 ∶500）购 自 美 国 Proteintech 公 司，兔 抗 大 鼠

Claudin⁃5 多克隆抗体（1 ∶100）为美国 Boster 公司产

品；辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgGⅡ

抗（1 ∶4000）和 内 参 照 物 甘 油 醛 ⁃ 3 ⁃磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH，1 ∶2000）购自武汉谷歌生物科技有限公

司。（2）主要设备与仪器：CM1950 型冰冻切片机、

DM500 型生物显微镜和 DML3000 型荧光显微镜均

购自德国 Leica 公司；749540⁃0000 型电动匀浆器由

美国 Kimble 公司提供；1645050 型基础电泳仪和

GelDoc XR + 全自动凝胶成像系统为美国 Bio⁃Rad
公司产品。

二、实验方法

1. 动物模型制备与分组 （1）模型制备：参照文

献［13］方法，采用改良双侧颈总动脉结扎（BCCAO）
法制备慢性脑低灌注大鼠模型。大鼠仰卧位，以质

量分数为 10%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，

以 5⁃0 号丝线结扎左侧颈总动脉，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。72 只大鼠均顺利完成手术，其中 2 只死

the fluorescence degree in basal ganglia was further decreased (P = 0.000), the expression of MMP ⁃ 2 and
MMP⁃9 were decreased (all P = 0.000), and were similar to the sham group (all P > 0.05), while expression
of Occludin and Claudin ⁃5 were increased (all P = 0.000) but lower than those of sham group (P = 0.003,
0.000). Compared with the two melatonin treatment groups, the efficacy of the 10 mg/(kg·d) group (MT2
group) was better than that of the 5 mg/(kg·d) group (MT1 group, all P < 0.05). Conclusions Melatonin
may protect the integrity of BBB by inhibiting the degradation of Occludin and Claudin ⁃ 5 protein through
inhibiting the expression of matrix metalloproteinases.

【Key words】 Cerebral small vessel diseases; Melatonin; Blood ⁃ brain barrier; Disease models,
animal
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于手术创伤、2 只死于术后感染，其余 68 只均于双侧

颈总动脉结扎后 7 d 采用激光散斑成像（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［4］。（2）动物分组：68 只

大鼠采用随机数字表法随机分为假手术组、模型

组、褪黑素 5 mg/（kg·d）组和褪黑素 10 mg/（kg·d）
组，每组 17 只。褪黑素组于模型制备后 1 d 分别腹

腔注射溶于含体积分数为 1%乙醇的生理盐水中的

褪黑素 5 和 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不予褪黑素，两组均于模型

制备后 1 d 腹腔注射等剂量生理盐水，1 次/晚，连续

注射 4 周。

2. 伊文思蓝和 FITC⁃Dextran 双重染色检测大鼠

血⁃脑屏障通透性 模型制备成功后 28 d，每组选择

5 只大鼠处死，经左心室分别注射 2%伊文思蓝溶液

（1 ml/300 g）和 FITC⁃Dextran 溶液各 1 ml，10 min 后

以质量分数为 4%多聚甲醛溶液和 4℃生理盐水匀

速灌注心脏，待灌注液澄清后，于冰盒上迅速分离

基底节组织，置于中性多聚甲醛溶液固定，以质量

分数为 20%、30%蔗糖溶液梯度脱水，于冰冻切片机

上制备层厚 20 μm 的切片，荧光显微镜观察伊文思

蓝和 FITC⁃Dextran 外渗量，即荧光光斑大小、密度和

荧光强度，伊文思蓝染色阳性呈红色、FITC⁃Dextran
染色阳性呈绿色，代表血⁃脑屏障通透性。

3. 聚合酶链反应测定基质金属蛋白酶⁃2 和 9 表

达变化 模型制备后 28 d，每组选择 6 只大鼠断头

取脑，每只切取基底节组织约 50 mg，至⁃ 80 ℃液氮

冻存。严格按照试剂盒说明书要求以 Trizol 试剂提

取 总 RNA。 以 1 μ l 提 取 的 总 RNA 为 模 板 合 成

cDNA，按照试剂盒说明书要求进行 qRT⁃PCR。PCR
反应体系共 20 μ l，包括 SYBR® Premix Ex Taq Ⅱ

12.50 μl，PCR 正向引物和反向引物各 1 μl，cNDA 模

板 2 μl，dH2O 8.50 μl；反应条件为 95 ℃预变性 30 s、
95 ℃变性 5 s、60 ℃延伸 30 ~ 34 s，共 40 个循环。

MMP ⁃ 2 上 游 引 物 序 列 为 5’ ⁃
GATCCGTGGTGAGATCTTCTTC⁃3’、下游引物序列

为 5’⁃AGAACACAGCCTTCTCTTCCTG⁃3’，MMP⁃9 上

游引物序列为 5’⁃CCTCTGCATGAAGACGACATAA⁃
3’ 、 下 游 引 物 序 列 为 5’ ⁃
GGTCAGGTTTAGAGCCACGA ⁃ 3’；以 GAPDH 作 为

内 参 照 物 ， 上 游 引 物 序 列 为 5’ ⁃
ACGGGAAGCTCACTGGCATGG⁃3’、下游引物序列

为 5’⁃CGCCTGCTTCACCACCTTCTT⁃3’。获得目的

基因扩增的 Ct 值的方法参照文献［14］，经 GAPDH
校正后，采用 2-ΔΔCt法计算目的基因相对表达量。

4. Western blotting 法测定 Occludin 和 Claudin⁃5
表达变化 模型制备后 28 d，每组选择 6 只大鼠断

头取脑，每只切取基底节组织约 30 mg，至⁃ 80 ℃液

氮冻存。大鼠基底节组织称重后，加入含苯甲基磺

酰氟（PMSF）的 RIPA 蛋白裂解液（PMSF 与 RIPA 体

积比 1 ∶500）中，电动匀浆器冰上匀浆至组织完全溶

解，4 ℃、12 000 × g 离心 10 min，取上清液。二辛可

宁酸（BCA）法测定目的蛋白表达量，行十二烷基磺

酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE），PVDF 膜转

膜，质量分数为 10%脱脂奶粉封闭 PVDF 膜 2 h，分
别加入兔抗大鼠 Occludin 多克隆抗体（1 ∶500）和兔

抗大鼠 Claudin⁃5 多克隆抗体（1 ∶100），4 ℃孵育过

夜，体积分数为 10% TBST 溶液洗涤 5 min（× 3 次），

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgGⅡ抗（1 ∶4000）
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，计算目的蛋

白相对表达量。

5. 统计分析方法 以 SPSS 17.0 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 为差异有统计学意义。

结 果

一、血⁃脑屏障通透性变化

与假手术组相比，模型组大鼠基底节荧光强度

增强（P = 0.000），经褪黑素［5 或 10 mg/（kg·d）］治疗

后，基底节荧光强度减弱（P = 0.021，0.000），尤以褪

黑素 10 mg/（kg·d）组减弱程度更为明显（P = 0.000；
表 1，2）。荧光显微镜观察，假手术组大鼠基底节几

乎未见红色或绿色荧光，模型组大鼠基底节红色或

绿色荧光明显增强，表明伊文思蓝和 FITC⁃Dextran
大量外渗，血⁃脑屏障的通透性增加，经褪黑素［5 或

10 mg/（kg·d）］治疗后大鼠基底节红色或绿色荧光

明显减弱，表明伊文思蓝和 FITC⁃Dextran 外渗减少，

褪黑素具有保护血⁃脑屏障的作用（图 1）。

二、基底节 MMP⁃2 和 MMP⁃9 表达变化

与假手术组相比，模型组大鼠基底节 MMP⁃2
（P = 0.000）和 MMP⁃9（P = 0.000）表达水平升高；经

褪黑素 5 mg/（kg·d）治疗后，大鼠基底节 MMP⁃2 表
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达 水 平 降 低（P = 0.000）但 仍 高 于 假 手 术 组（P =
0.006），而 MMP⁃9 表达水平无明显变化（P > 0.05）；

经褪黑素 10 mg（kg·d）治疗后，大鼠基底节 MMP⁃2
（P = 0.000）和 MMP⁃9（P = 0.000）表达水平均降低且

接近假手术组（P > 0.05）；褪黑素 10 mg/（kg·d）组大

鼠基底节 MMP⁃2（P = 0.025）和 MMP⁃9（P = 0.000）表

达水平相较 5 mg/（kg·d）组下降更为明显（表 3，4）。

三、基底节 Occludin 蛋白和 Claudin⁃5 蛋白表达

变化

与假手术组相比，模型组大鼠基底节 Occludin
蛋白（P = 0.000）和 Claudin⁃5 蛋白（P = 0.000）表达水

平降低；经褪黑素 5 mg/（kg·d）治疗后，大鼠基底节

Claudin⁃5 蛋白表达水平升高（P = 0.000）但仍低于假

手术组（P = 0.000），而 Occludin 蛋白表达水平无明

表 1 不同处理组大鼠基底节血⁃脑屏障通透性的比较
（x ± s）
Table 1. Comparison of permeability of BBB in basalganglia 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

荧光强度

2.47 ± 0.42
16.47 ± 2.37
13.97 ± 2.37

4.53 ± 0.63
96.232

0.000

表 2 不同处理组大鼠基底节血⁃脑屏障通透性的两两
比较

Table 2. Paired comparison of permeability of BBB inbasal ganglia of rats in different groups
组间两两比

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

t 值

⁃ 14.000
⁃ 11.507
⁃ 2.965

2.493
11.935

9.442

P 值

0.000
0.000
0.051
0.021
0.000
0.000

FITC⁃Dextran，异硫氰酸荧光素标记的右旋糖酐；DAPI，4’，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚

图 1 荧光显微镜观察显示，假手术组大鼠基底节未见红色或绿色荧光，模型组大鼠基底节红色和绿色荧光明显增强，予褪黑素
［5 和 10 mg/（kg·d）］治疗后，大鼠基底节组织红色和绿色荧光明显减弱 中倍放大

Figure 1 Fluorescence microscope findings mediam power magnified Neither red nor green fluorescent plots were found in basal
ganglia of sham group rats. A number of red and green fluorescent plots were obvious in basal ganglia of BCCAO group rats. The
number of red and green fluorescent plots decreased significantly in basal ganglia of 5 or 10 mg/(kg·d) melatonin treatment group rats.

FITC⁃Dextran DAPI 融合伊文思蓝

假手术组

模型组

褪黑素 5 mg/（kg·d）组

褪黑素 10 mg/（kg·d）组
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显变化（P > 0.05）；经褪黑素 10 mg/（kg·d）治疗后，

大鼠基底节 Occludin 蛋白（P = 0.000）和 Claudin⁃5 蛋

白（P = 0.000）表达水平升高但仍低于假手术组（P =
0.003，0.000）；褪黑素 10 mg/（kg·d）组大鼠基底节

Occludin 蛋白表达水平较 5 mg/（kg·d）组升高更明

显（P = 0.001），而 Claudin⁃5 蛋白水平褪黑素两剂量

组间差异无统计学意义（P > 0.05；表 5，6；图 2）。

讨 论

本研究显示，与假手术组相比，模型组大鼠基

底节伊文思蓝和 FITC⁃Dextran 外渗增加，MMP⁃2 和

MMP⁃9 水平升高，Occludin 蛋白和 Claudin⁃5 蛋白表

达水平降低，表明慢性脑低灌注可使大鼠基底节基

质金属蛋白酶活化伴 Occludin 蛋白降解，进而破坏

血⁃脑屏障完整性。经褪黑素治疗后，大鼠基底节伊

文思蓝和 FITC⁃Dextran 外渗减少，MMP⁃2 和 MMP⁃9
水平降低，Occludin 蛋白和 Claudin⁃5 蛋白水平升高，

表明褪黑素可抑制大鼠基底节基质金属蛋白酶活

化、延缓 Occludin 蛋白降解，使血⁃脑屏障破坏改善。

血⁃脑屏障通过调节血液与脑实质间的离子交

换，及氧气和营养物质的流入与废弃物等的流出，

以维持中枢神经系统代谢［15］。脑血管内皮细胞具

丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂
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丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂丂

表 3 不同处理组大鼠基底节 MMP⁃2 和 MMP⁃9 表达水平的
比较（x ± s）
Table 3. Comparison of expression of MMP ⁃ 2 and MMP ⁃ 9mRNA levels in basal ganglia 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

6
6
6
6

MMP⁃2
1.02 ± 0.29

18.35 ± 2.55
3.32 ± 0.40
1.50 ± 0.08
242.650

0.000

MMP⁃9
1.05 ± 0.16
4.15 ± 1.08
3.49 ± 0.50
1.11 ± 0.21

41.432
0.000

表 4 不同处理组大鼠基底节 MMP⁃2 和 MMP⁃9 表达水平
的两两比较

Table 4. Paired comparison of MMP ⁃ 2 and MMP ⁃ 9mRNA levels in basal ganglia of rats in different groups
组间两两比

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

MMP⁃2
t 值

⁃ 17.331
⁃ 2.297
⁃ 0.475
15.035
16.857

1.822

P 值

0.000
0.006
0.534
0.000
0.000
0.025

MMP⁃9
t 值

⁃ 3.095
⁃ 2.445
⁃ 0.058

0.650
3.037
2.387

P 值

0.000
0.000
0.870
0.080
0.000
0.000MMP ⁃ 2，matrix metalloproteinase ⁃ 2，基 质 金 属 蛋 白 酶 ⁃ 2；MMP ⁃ 9，

matrix metalloproteinase⁃9，基质金属蛋白酶⁃9。The same for Table 4

表 5 不同处理组大鼠基底节 Occludin 蛋白和 Claudin⁃5 蛋
白表达水平的比较（x ± s）
Table 5. Comparison of Occludin and Claudin ⁃ 5 proteinlevels in basal ganglia 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

6
6
6
6

Occludin
1.18 ± 0.07
0.81 ± 0.04
0.88 ± 0.09
1.04 ± 0.06

33.687
0.000

Claudin⁃5
1.31 ± 0.05
0.79 ± 0.03
1.15 ± 0.06
1.16 ± 0.03

152.257
0.000

表 6 不同处理组大鼠基底节 Occludin 蛋白和 Claudin⁃5
蛋白表达水平的两两比较

Table 6. Paired comparison of Occludin and Claudin ⁃ 5protein levels in basal ganglia of rats in different groups
组间两两比

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

Occludin
t 值

0.370
0.297
0.138

⁃ 0.073
⁃ 0.232
⁃ 0.158

P 值

0.000
0.000
0.003
0.084
0.000
0.001

Claudin⁃5
t 值

0.517
0.157
0.148

⁃ 0.360
⁃ 0.368
⁃ 0.008

P 值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.744

相
对

分
子

质
量
（×10

3）

60

40

37

1 2 3 4
Occludin

Claudin⁃5

GAPDH

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
GAPDH，甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶

图 2 Western blotting 法检测显示，相较假手术组基底节 Occludin 蛋白和
Claudin⁃5 蛋白条带的表达灰度，模型组大鼠基底节 Occludin 蛋白和 Claudin⁃5
蛋白表达水平明显降低；经褪黑素 5 mg/（kg·d）治疗后，Claudin⁃5 蛋白表达水
平升高，但 Occludin 蛋白表达无明显变化；经褪黑素 10 mg/（kg·d）治疗后，
Occludin 蛋白和 Claudin⁃5 蛋白表达水平均升高

Figure 2 Western blotting findings. Occludin and Claudin⁃5 protein bands in
basal ganglia of BCCAO group rats were less dense than that of sham group rats.
5 mg/(kg·d) melatonin treatment could elevate Claudin ⁃ 5 level but not in
Occludin expression. 10 mg/(kg·d) melatonin treatment was able to elevate both
Claudin⁃5 and Occludin levels.
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有与其他组织内皮细胞不同的生理学特性，通过紧

密连接相连，这些紧密连接形成跨内皮电阻而防止

物质通过细胞旁路径进入脑实质［16］，极大地限制血

液中化合物进入中枢神经系统。脑血管内皮细胞

表达特定的转运蛋白和受体蛋白，允许代谢物和

（或）营养物进入毛细血管。FITC⁃Dextran 和伊文思

蓝是临床常用的评价血⁃脑屏障完整性的染料，基质

金属蛋白酶隶属锌和钙依赖性蛋白水解酶家族，具

有消化 Occludin 蛋白的作用，此类蛋白质在血⁃脑屏

障的破坏过程中发挥重要作用；而 MMP⁃2 和 MMP⁃9
为明胶酶的一种，可消化脑血管内皮细胞的基底

层，亦是血⁃脑屏障破坏的主要原因之一［17］。

血⁃脑屏障在脑组织缺氧、缺血等病理情况下极

易受损，导致通透性改变，允许有害大分子物质自

由出入中枢神经系统。目前鲜有关于 BCCAO 法制

备慢性脑低灌注大鼠模型后血⁃脑屏障破坏的研究

报道［18］，在 Shin 等［19］的动物实验中，将慢性脑低灌

注模型制备后 1、2、3 和 6 周大鼠皮质和丘脑伊文思

蓝的外渗量化，发现模型制备后 2 ~ 6 周大鼠即发生

血⁃脑屏障功能障碍。在本研究中，慢性脑低灌注模

型制备后 28 天，伊文思蓝和 FITC⁃Dextran 仍有外

渗，表明血⁃脑屏障完整性仍未得到完整修复。

由 Occludin 蛋白和 Claudin⁃5 蛋白组成的紧密

连接蛋白（TJP）是血 ⁃脑屏障的重要组成部分［20］。

Claudin⁃5 蛋白通过密闭的脑血管内皮细胞间隙形

成血管之间联系，导致跨内皮电阻增高，允许水溶

性物质通过细胞旁途径自血液进入脑实质［21］。研

究显示，在铅暴露的血⁃脑屏障损伤模型中，伴随神

经炎症反应，基质金属蛋白酶在早期和延迟的血⁃脑
屏障破坏中发挥关键作用［22］。Wang 等［23］的研究显

示，急性缺血、缺氧损伤可使氧自由基和蛋白酶攻

击细胞膜并降解脑血管内皮细胞之间的紧密连接

蛋白，从而破坏血⁃脑屏障的完整性。

业已证实，褪黑素可通过多种途径保持血⁃脑屏

障的完整性和通透性，包括对还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸（NADPH）氧化酶⁃2 的抑制，以及对沉

默信息调节因子 1（SIRT1）和核苷酸结合寡聚化的

促进［24］。Wang 等［25］的动物实验显示，褪黑素可通

过激活老年小鼠腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）和抑

制 gp91phox（NADPH 氧化酶催化亚基），以减轻脂多

糖（LPS）诱导的血⁃脑屏障破坏。在本研究中，经褪

黑素 5 mg/（kg·d）治疗后，大鼠基底节伊文思蓝和

FITC⁃Dextran 外渗减少、MMP⁃2 水平降低、Claudin⁃5

蛋白水平升高，但仍与假手术组差异有统计学意

义；经褪黑素 10 mg/（kg·d）治疗后，大鼠基底节伊文

思蓝和 FITC ⁃Dextran 外渗进一步减少、MMP⁃2 和

MMP⁃9 水平持续降低且接近假手术组，Occludin 蛋

白和 Claudin⁃5 蛋白持续升高但仍低于假手术组，表

明褪黑素可通过抑制金属基质蛋白酶的表达使紧

密连接蛋白降解减少，从而保护血 ⁃脑屏障的完整

性。既往认为，褪黑素 5 mg/（kg·d）腹腔注射即可对

各类模型的血⁃脑屏障发挥有效保护作用［26⁃28］，但仍

有动物实验的褪黑素剂量需高达 20 mg/（kg·d）［29］。

本研究结果显示，褪黑素 5 mg/（kg·d）即可产生部分

疗效，但以褪黑素 10 mg/（kg·d）组大鼠基底节荧光

强 度 减 弱 、MMP ⁃ 2 和 MMP ⁃ 9 水 平 降 低 ，以 及

Occludin 蛋白水平升高程度更为明显，表明褪黑素

10 mg/（kg·d）腹腔注射对慢性脑低灌注模型大鼠具

有更为肯定的血⁃脑屏障保护作用。此外值得注意

的是，与 Claudin⁃5 蛋白相比，Occludin 蛋白对褪黑素

治疗更加敏感，此与既往研究结论相一致［30⁃31］。Ren
等［31］和 Simpson 等［32］的研究均显示，经褪黑素治疗

后 Occludin 蛋白水平显著升高，而 Claudin⁃5 蛋白水

平升高得不明显，究其原因，可能是由于除血管内

皮细胞外，部分胶质细胞也表达 Occludin 蛋白，而

Claudin⁃5 蛋白仅由血管内皮细胞表达。

综上所述，褪黑素可通过抑制基质金属蛋白酶

的表达，延缓紧密连接蛋白的降解，从而有效减轻

慢性脑低灌注模型大鼠的血⁃脑屏障损害。然而，褪

黑素作用于哪条信号转导通路、通过哪些靶基因调

控尚待进一步深入研究。
利益冲突 无
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