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Abstract 
Objective: To observe the effects of the ganglioside (GM1) on Nogo-A expression in cerebral cortex 
for the rats which have brain trauma, to explore the possible mechanisms of GMl promoting the 
nerve repair of traumatic brain injury. Methods: SPF SD rats of 100 were randomly divided into 
four groups: no operation group (n = 10), sham operation group (n = 20), saline model group 
(n=35), GMI group (n=35). ELISA was used to detect Nogo-A expression in parietal cerebral cortex 
at different time. Results: By immunohistochemical method we observed in model group: the 
number Nogo-A positive cells increased at 24 hours in the model, and still slightly increased till 72 
hours; in group GM1: the number Nogo-A of positive cells increased gradually in the early time, 
and became largest at24 h, then started to decrease, the application of GM1, after brain trauma, 
the increase in the number of Nogo-A positive cells was more delayed. Conclusions: the number of 
Nogo-A positive cells increased significantly after brain trauma, and inhibited the CNS regenera-
tion after injury. After brain trauma, the ganglioside GM1 partially inhibited Nogo-A expression, 
and the mechanism might be through the stability of cell membrane, which played its neuropro-
tection roles in experimental traumatic brain injury in rats. 
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摘  要 

目的：观察神经节苷脂(GM1)对脑外伤大鼠大脑皮质中Nogo-A表达的影响，探讨GM1促进脑外伤神经修

复的可能机制。方法：采用SPF级SD大鼠100只，随机分为空白对照组(n = 10)、假手术组(n = 20)、损

伤后生理盐水组(n = 35)和损伤后GM1组(n = 35)。通过HE染色观察各组大鼠脑组织不同时间点病理情

况；用免疫组化的方法观察Nogo-A阳性细胞数量。结果：通过免疫组化的方法观察损伤后生理盐水组：

Nogo-A阳性细胞在造模24时即明显升高，至72 h时仍呈升高的趋势；GMl组：Nogo-A的阳性细胞数早

期逐渐升高，至24 h时数量最多，之后开始减少，应用GMl后，Nogo-A的阳性细胞数量的增加较为延后。

结论：Nogo-A在颅脑损伤后其阳性细胞数量显著增高，抑制中枢神经损伤后的再生，神经节苷脂GM1
在脑损伤后可部分抑制Nogo-A的表达，机制可能通过稳定细胞膜、减轻细胞水肿，从而发挥对实验性脑

外伤大鼠的神经保护作用。 
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1. 引言 

目前随着科技的进步，现代化交通工具特别是汽车，电动车等的广泛应用，以及高层建筑的增加，

颅脑损伤患者越来越多，颅脑损伤已经成为危害人们健康和生命的一个重要因素。而颅脑损伤后的救治，

特别是神经细胞的保护及修复治疗尤为重要。 
Nogo-A 是由 Nogo 基因表达的一种具有轴突再生抑制作用的蛋白质分子，自从 Nogo-A 蛋白及其受

体 NgR 被发现，中枢神经损伤再生机制的研究就成为神经科学研究领域的热点。随着对 Nogo-A、NgR
研究的深入，人们对其从分子到蛋白，从表达到分布、功能，都有了一定的认识，但仍存在问题和困惑。

有人发现，在大鼠颅脑创伤后，阻断或抑制 Nogo-A 的表达，能够促进中枢神经系统损伤后结构和功能

的恢复[1]。 
神经节苷脂(GM1)是一种脑神经保护剂，具有刺激中枢神经系统损伤后潜在的代偿机制，促进“神

经重构”(包括神经细胞的生存、轴突和突触生长)，在细胞的发育、分化、修复神经组织、神经元的可塑

性等方面起着重要作用，有利于增加脑循环的血供量；并有利于脑细胞的修复和再生，抑制脑神经元细

胞的凋亡[2]-[4]，国内尚未查到从分子生物水平研究 GM1 治疗颅脑损伤大鼠康复机制的文献报道。因此

我们采用大鼠脑外伤模型，观察应用 GM1 后各时间点脑外伤大鼠大脑皮质 Nogo-A 的表达变化，初步探

讨 GM1 对 Nogo-A 的作用。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

采用 SPF 级 SD 大鼠 100 只，随机分为空白对照组(n = 10)、假手术组(n = 20)、损伤后生理盐水组(n 
= 35)和损伤后 GM1 组(n = 35)。假手术组 20 只，假手术组只行头皮切开和颅骨钻孔，缝合术后腹腔注射

生理盐水 5 d。脑外伤模型 70 只，分为损伤后生理盐水组 35 只，伤后腹腔注射生理盐水 5 d；GM1 组 35
只，伤后腹腔注射 GM1 5 d。以上各组动物分别处理后于 12 h，24 h，3 d，5 d 四个时间点使其断头致死。

将脑组织标本浸泡在 30%蔗糖、40 g/L 多聚甲醛溶液中，待 3 天后，用石蜡固定，切片，通过 HE 染色

观察各组新生大鼠脑组织病理情况；用免疫组化的方法观察 Nogo-A 阳性细胞数量。 
药物神经节苷脂(GMl，商品名“申捷”，山东齐鲁制药有限公司生产，生产批号：4101191EN，注

射剂，20 mg/2mL)。 

2.2. 方法 

2.2.1. 动物模型 
采用 Feeney’s 自由落体硬脑膜外撞击方法制造模型。大鼠术前禁食 8 h，禁水 2 h，将大鼠用 10%水

合氯醛(400 mg/kg)腹腔注射麻醉，俯卧位固定于手术台上，右侧颅顶部备皮，常规碘酒、酒精消毒，铺

无菌巾，选取右侧颅顶旁正中切口，长约 2.5 cm，分离皮肤，切开骨膜，向两侧分离，露出约 0.8 cm2 大

小的颅骨，以前囟后 5 mm，中线右侧 3.5 mm 处钻开一直径为 5 mm 的骨窗(注意保护矢状窦和硬脑膜)，
置入直径为 5 mm 的脚板，用 20 g × 30 cm (高度 30 cm)的打击能量造成中型脑损伤，脑右顶叶脑挫裂伤

致伤面积为 4 mm × 4 mm，骨蜡密封颅骨窗，缝合头皮术毕。假手术组只行头皮切开和颅骨钻孔，缝合

术后腹腔注射生理盐水 5 d。术后大鼠自由进食、饮水，控制室温在 18℃~22℃，定时清洁笼具。 

2.2.2. 组织取材、染色 
在预定时间点用 10%水合氯醛(400 mg/kg)腹腔注射麻醉大鼠，仰卧位固定，胸腹部剃毛，常规碘酒、

酒精消毒，铺无菌巾，取前正中切口，切开皮肤、皮下组织，打开胸腔，于主动脉根部置一根医用 4 号

缝线，剪开左心室置管入主动脉升部，用丝线结扎固定，剪开右心耳，用 0.1 M 磷酸盐缓冲液(pH = 7.4)
快速灌洗至组织变白，然后用 40 g/L 多聚甲醛 0.1 M 磷酸盐缓冲液(PH = 7.4) 500 ml 灌注固定，半小时后

断头取脑，创伤组取创伤部位周边皮质及对侧相应区域皮质约 1.0 cm3。正常对照组和假手术组大鼠则取

双侧大脑对应顶叶皮质约 1.0 cm3。标本取出后随即用 40 g/L多聚甲醛 0.1 M磷酸盐缓冲液(PH = 7.4)固定，

72 小时后石蜡包埋，连续切片，切片厚度 5 µm，以备免疫组织化学染色。 

2.2.3. 免疫组织化学检测 
各实验动物组脑切片分别采用 SABC 法进行免疫组化染色，按 SABC 免疫组化试剂盒说明书中的步

骤进行，兔抗大鼠 Nogo-A 抗体(武汉博士德生物工程有限公司)稀释度为 1:150，二抗采用即用型 SABC
试剂盒内的二抗原液，DAB 显色。分别分组检测 Nogo-A 在脑外伤大鼠脑组织中的表达。 

Nogo-A 的表达以胞浆及轴突棕黄色着色为阳性，采用 Image-Pro Plus6.Oq 全自动图像分析系统，每

张切片在高倍镜下(10 × 40)随机选取伤侧大脑半球互不重叠的 6 个视野，测出阳性反应产物的 IOD 值和

面积 area，计算出阳性反应产物的平均光密度值 = IOD/area，从而得出统计学数据。 

2.3. 统计学分析 

所有数据均以均数 ± 标准差( x s± )表示，应用 SPSS16.0 统计软件分析，各组间比较采用方差分析，

以 P < 0.05 表示差异有统计学意义。 
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3. 结果 

3.1. 脑外伤大鼠脑 HE 染色观察 

通过 HE 染色观察，12 h 时间点观察：神经细胞出现水肿，局部神经元出现核仁消失、核固缩现象；

24 h 时间点观察：神经元水肿，数量有所减少，核仁消失，核固缩；神经基质水肿；72 h 时间点观察：

大脑皮质神经元数量明显减少，正常结构消失，星形胶质细胞肿胀，出现脑实质坏死，胶质细胞增生。 

3.2. 大鼠脑组织 Nogo-A 表达变化 

本实验结果显示 Nogo-A 蛋白主要在少突胶质细胞表达．此外神经元也有表达，蛋白染色定位于胞

浆及突起，呈棕黄色。 
通过免疫组化的方法观察损伤后生理盐水组(见表 1)：Nogo-A 阳性细胞在造模 24 时即明显升高，至

3 d，时仍呈较高水平，5 d 开始下降；GMl 组：Nogo-A 的阳性细胞数早期逐渐升高，至 3 d 时数量最多，

但少于生理盐水组，之后开始减少，应用 GMl 后，Nogo-A 的阳性细胞数量的增加较为延后。 

4. 讨论 

目前对于 Nogo-A 和 NgR 作用机制的研究已经取得了长足进展，针对其作用的各个环节进行干扰、

抑制、拮抗来促进受损的神经恢复，都已经取得了一定成果。但是 Nogo-A 和 NgR 复杂信号转导途径的

面纱还没有揭开，同时二者作为正常神经纤维髓鞘的组成成分[5]，其生理功能目前还不甚明确，还需要

更深入的研究。国内外对于 Nogo-A 及其受体的表达研究主要是针对缺血缺氧性脑损伤，脑梗死及脊髓

损伤的研究[6]-[16]，对于脑外伤后脑组织中 Nogo-A 及其受体的表达研究报导较少，但目前研究发现，

在颅脑创伤、局灶脑缺血后 Nogo-A 蛋白水平明显升高，其升高程度与脑损伤严重程度呈正相关，并与

预后有密切关系。因此，Nogo-A 蛋白可作为判断颅脑创伤程度、指导治疗及评价预后的敏感性生化指标

[5] [17] [18]。 
神经节苷脂在中枢神经系统中含量尤为丰富，外源性神经节苷脂人血后与脂蛋白结合，可通过血脑

屏障进入神经系统，尤其高度局限于受损病灶区域，嵌合于神经细胞膜中，参与神经重构的生理过程，

从而促进神经细胞修复和功能的恢复；另外，其可通过抑制脂质过氧化反应及减少兴奋性氨基酸的释放，

减轻脑损害；还可促进细胞膜各种酶活性恢复，防止钙超载，减轻血管痉挛及脑水肿，发挥脑保护作用

[19] [20]。 
研究发现神经节苷脂具有良好的脑细胞保护作用，其机制可能是抑制 Nogo-A 蛋白表达，降低血清

Nogo-A 蛋白水平密切相关[21] [22]。 
 
Table 1. The expression of Nogo-A on the edge of the trauma of focal brain tissue 
表 1. Nogo-A 在创伤灶边缘脑组织中表达 

组别 
例数 平均光密度值  

N 伤后 12 h 24 h 3 d 5 d 

对照组 10 0.00685 ± 0.00209    

假手术组 20 0.00751 ± 0.00276    

损伤后生理盐水组* 35 0.01058 ± 0.00391* 0.04397 ± 0.00375* 0.04127 ± 0.00408 0.02150 ± 0.00232* 

损伤后 GM1* 35 0.00926 ± 0.00299 0.02733 ± 0.00267* 0.03786 ± 0.00305 0.02909 ± 0.00313* 

(与假手术组比较，*P < 0.05) 



王向东 等 
 

 
11 

本研究采用大鼠颅脑损伤模型研究神经节苷脂对脑外伤大鼠大脑皮质 Nogo-A 表达的影响。结果发

现，与空白对照组及假手术组比较。损伤后生理盐水组：Nogo-A 阳性细胞在造模 24 时即明显升高，至

3 d 时仍呈较高水平，5 d 开始下降；GM1 组：Nogo-A 的阳性细胞数早期逐渐升高，至 3 d 时数量最多，

但少于生理盐水组，之后开始减少，应用 GM1 后，Nogo-A 的阳性细胞数量的增加较为延后。 
说明神经节苷脂具有较好的神经保护作用，其作用机制可能是抑制 Nogo-A 蛋白表达。Nogo-A 在颅

脑损伤后其阳性细胞数量显著增高，抑制中枢神经损伤后的再生，神经节苷脂 GM1 在脑损伤后可部分抑

制 Nogo-A 的表达，可能通过稳定细胞膜、减轻细胞水肿，从而发挥对实验性脑外伤大鼠的神经保护作

用。但是对于如何稳定细胞膜，以及如何减轻细胞水肿等的分子机制还有待于进一步研究。 
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