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摘要 目的：筛选Collapsin反应调节蛋白2（CRMP2）真核表达质粒转染大鼠脑皮质的适宜注射部位。方

法：成年雄性SD大鼠 150只随机分为空白质粒（VP）组、侧脑室（LV）组、海马（H）组、皮质（C）组及嗅球

（OB）组。选定质粒注射部位后，20只大鼠随机分为假手术（sham）组、缺血再灌注（MCAO）组、缺血再灌

注+空白质粒（MCAO+GFP）组、缺血再灌注+CRMP2真核质粒干预（MCAO+CRMP2/GFP）组。大鼠脑缺

血/再灌注模型成功后，分别于相应4个部位立体定向注射CRMP2真核表达质粒/空白质粒，转染后24 h和

48 h，采用Western blot 及RT-PCR 检测缺血区皮质CRMP2蛋白及mRNA的表达；激光共聚焦检测GFP的

表达。TTC检测脑梗死体积，同时行神经功能评估。结果：不同部位注射CRMP2真核表达质粒后，皮质

CRMP2的表达均有增高，其中LV组及H组的转染效率明显高于C组及OB组（P<0.05），LV组与H组之间

差异无统计学意义（P>0.05）。与MCAO及（MCAO+GFP）组相比，CRMP2真核质粒干预之后能缩小脑梗

死体积，促进神经功能恢复（P<0.05）。结论：CRMP2真核表达质粒能够成功转染大鼠脑组织，使缺血区皮

质CRMP2蛋白及mRNA的表达明显增高。侧脑室的转染效率较其他三个部位更高。
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Abstract Objective: To select the appropriate site of transfection of the collapsin response mediator protein

2 (CRMP2) eukaryotic expression plasmid in the cortex of rat brains. Methods: A total of 150 adult male

Sprague-Dawley rats were randomly divided into groups vacant plasmid (VP), lateral ventricle (LV),

hippocampus (H), cortex (C), and olfactory bulb (OB). After the appropriate site were chosen, 20 rats were

divided into groups sham, middle cerebral artery occlusion (MCAO), (MCAO+GFP), (MCAO+CRMP2/GFP).

The CRMP2 eukaryotic expression plasmid and vacant plasmid were respectively injected into the four

different parts of MCAO/reperfusion model rats by stereotactic surgery; 24 h and 48 h after transfection,

expression of CRMP2 protein and mRNA were tested by Western blot and RT-PCR assay and the expression of

GFP was examined by laser scanning confocal microscope. TTC staining was employed to observe the cerebral

infarct volume, and neurological function was also evaluated. Results: After injection of the plasmid, CRMP2

expression levels in the cortex increased; the expression levels in the LV and H groups were significantly higher

than those in the C and OB groups (P<0.05) while there was no statistical difference between the LV and H

groups (P>0.05). Compared to MCAO without plasmid treatment, CRMP2 eukaryotic plasmid intervention

reduced cerebral infarction volume and promoted neural functional recovery (P<0.05). Conclusion: The

CRMP2 eukaryotic expression plasmid can successfully transfect rat cortical tissue and lead to increased

expression of CRMP2 proteins and mRNA in the ischemic cortical regions. The transfection rate is higher in the

lateral ventricle than in the other three locations.

Key words collapsin response mediator protein 2; eukaryotic expression plasmid; cerebral ischemia/

reperfusion; transfection

Collapsin 反应调节蛋白 2（Collapsin

response mediator protein 2，CRMP2）是中枢

神经系统里的一种多功能衔接蛋白，与细胞

骨架上配体结合后可调节多种神经生理活

动，如微管动力学、轴突出芽及回缩、神经分

化、树突/轴突特化、依赖驱动蛋白的轴突转运、

钙离子内态稳定性、神经介质的释放等[1-3]。

研究发现，在脑缺血情况下CRMP2上调是
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一种有效的神经保护方式[4]。因此，本实验拟通过外源

性干预使脑内过表达CRMP2来进一步研究其潜在的

神经保护机制，包括改善凋亡、调节神经递质释放以及

对神经再生的影响。立体定向注射外源性病毒、质粒

已成为一种广泛应用的手段，常选择侧脑室、海马、前

额皮质及嗅侧皮质等部位作为注射点。本课题组前期

研究采用侧脑室、皮质、海马联合皮质三种方式进行病

毒转染[1,5,6]，均取得理想效果；但并不清楚哪种方式的

转染效果更佳。所以本实验旨在探索注射真核表达质

粒的适宜部位，为进一步研究CRMP2转染后的干预机

制奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 健康成年雄性7~8周龄SD大鼠，体

质量280~300 g，由重庆医科大学实验动物中心提供。

1.1.2 主要试剂与仪器 CRMP2 真核表达质粒

pCDNA3.1+（购于上海生工公司），兔抗CRMP2（购于

美国CST公司），RNA提取、逆转录及扩增试剂盒（购

于Takara公司），山羊抗兔二抗（购于碧云天公司），PI

（购于美国Sigma公司）。大鼠脑立体定位仪（购于深

圳瑞沃德公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组 根据空白质粒不同的注射部位进行

分组，30 只大鼠随机分为正常（normal）组、对照

（control）组（单纯缺血再灌注）、侧脑室加空质粒（LV+

VP）组、海马加空质粒（H+VP）组、皮质加空质粒（C+

VP）组、嗅球加空质粒组（OB+VP），每组5只。根据真

核表达质粒不同注射部位进行分组，另选大鼠150只，

随机分为空白质粒（VP）组、侧脑室（LV）组、海马（H）

组、皮质（C）组及嗅球（OB）组，每组 30只，24 h和 48 h

各 15 只 ，其 中 5 只 用 于 绿 色 荧 光 蛋 白（green

fluorescent protein，GFP）检测，5只用于Western blot检

测，5只用于RT-PCR检测。选定注射部位后，根据质

粒注射情况进行分组，另选取大鼠 20只，随机分为假

手术（sham）组、缺血再灌注（MCAO 组）、缺血再灌注

加空白质粒（MCAO+GFP）组、缺血再灌注加 CRMP2

真核质粒干预（MCAO+CRMP2/GFP）组，每组 5只，用

于TTC染色和神经功能评分。

1.2.2 大鼠大脑中动脉缺血/再灌注模型制备 参照

本课题组前期的实验操作方法[1]：大鼠经腹腔注射10%

水合氯醛（0.35 mL/100g），固定在操作台上，脑正中切

口，固定好PF5000脑血流检测仪p407探头于右侧大脑

中动脉供血区域，随后大鼠仰卧固定，颈正中切口，分

离出右侧颈总动脉（common carotid artery，CCA）、颈

外 动 脉（external carotid artery，ECA）、颈 内 动 脉

（internal carotid artery，ICA），游离 ECA，夹闭 ICA 和

CCA，将直径0.20 mm、头端0.40 mm线栓从ECA缓慢

逆行插入 ICA，在 18~20 mm处感阻力，并检测到血流

下降达 70%以上，结扎固定线栓，2 h后再灌注。进行

Longa评分，1~3分纳入实验，0、4分及取材有蛛网膜下

腔出血者剔除，同批次模型中随机补充。

1.2.3 脑立体定位注射 以前囟为坐标原点，四个部

位的坐标点分别为：右侧两点皮质（2，1，－1.5）mm，

（2，－3.0，－1.5）mm；右侧侧脑室（1.2，－1.5，－4.5）mm；

右侧海马（2，－3.0，－3.5）mm；右侧嗅球（1.7，＋7.1，

－3.8）mm。大鼠缺血/再灌注模型成功后立即进行立

体定向手术，CRMP2真核表达质粒（160 ng/μL）或空载

体质粒（160 ng/μL）分别注射到对应组别的对应靶点，

每个点注射质粒 4 μL，注射速度为 0.3 μL/min，注射完

毕后留针5 min。

1.2.4 激光共聚焦检测GFP 为检测质粒在脑内转染

情况，分别于再灌注后 24 h及 48 h采用激光共聚焦观

察GFP荧光。

1.2.5 Western blot 检测 质粒注射 24 h、48 h 后将大

鼠断头取脑，取右侧缺血区皮质液氮速冻后－80 ℃保

存。按照蛋白提取说明书提取总蛋白，绘制标准曲线，

计算蛋白浓度，配平至 5 μg/μL。蛋白样品在 10%的

SDS-PAGE凝胶中分离后，转移至PVDF膜上，5%脱脂

牛奶封闭90 min，CRMP2（65 kD）一抗（1∶1 000）4 ℃孵

育 18 h，山羊抗兔二抗（1 ∶1 000）37 ℃孵育 1 h 后，

Fusion cap凝胶扫描分析。

1.2.6 RT-PCR 检测 标本收集同 Western blot，采用

Trizol 一步法提取缺血区皮质总 RNA，紫外分光光度

仪测定A260/A280比值，在1.8~2.2范围内者用于实验。

参照RNA逆转录试剂盒说明书合成 cDNA于－20 ℃保

存。上游：5' TCC GGT CTG TTC TGG CTT TTT C 3'，

下 游 ：5' AGG GTC CGC TCA GGC TGT GTC 3'

（CRMP-2，162 bp）。 按 照 SYBR Prime Scripttm

RT-PCR 试剂盒说明书，进行聚合酶链反应。

1.2.7 脑梗死体积检测及神经功能评估 脑缺血再灌

注24 h后，参照课题组前期的评分标准及脑梗死体积评

估方法进行神经功能评分及TTC染色[5]，评分者单盲。

1.3 统计学处理

采用SPSS 22.0统计学软件分析数据，计量结果以

（x±s）表示，多组间比较运用AVONA分析，方差齐性资
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料两两比较行LSD检验，方差不齐则用秩和检验。P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 质粒转染效率的观察

2.1.1 不同部位注射空白质粒之后CRMP2的表达

与normal组相比，脑缺血再灌注后CRMP2的表达明显

降低（P<0.05）。注射空白质粒之后，各组CRMP2的表

达与 control组相比差异无统计学意义（P>0.05）；各个

部位注射空白质粒之后，CRMP2的表达差异无统计学

意义（P>0.05），见图 1。因此，后续研究选择（LV+VP）

组作为对照。

2.1.2 CRMP2 真核表达质粒转染后脑组织中GFP的

表达 海马和侧脑室注射 CRMP2 真核表达质粒后

24 h及 48 h激光共聚焦结果显示，24 h侧脑室和海马

的GFP的表达量均较48 h多，见图2、表1。

2.1.3 缺血侧皮质CRMP2的表达对比 注射真核表

达质粒后 24 h及 48 h，各组CRMP2表达量均较VP组

高（P<0.05）；同一时间点，LV组与H组之间CRMP2表

达差异无统计学意义，且均较 C 组和 OB 组高（P<

0.05）；C组与OB组相比差异无统计学意义（P>0.05）；

不同时间点组内比较，CRMP2 表达差异无统计学意

义，见图3。

2.2 过表达 CRMP2 对大鼠脑缺血再灌注后保护作用

的观察

再灌注后 24 h，（MCAO+CRMP2/GFP）组大鼠梗

死灶较 MCAO 组及（MCAO + GFP）组明显缩小（P<

0.05）。与 sham组比，其余三组神经功能评分显著降低

（P<0.05），过表达CRMP2干预后，能明显改善大鼠的

神经功能缺损情况（P<0.05）。以上结果进一步证实，

CRMP2真核表达质粒不仅能成功转染大鼠脑组织，还

能发挥神经保护作用，见图4、表2。

3 讨论

CRMP2已被证实在中枢神经系统中大部分神经

元及少突胶质细胞内保持着高表达[7]。其通过调节基
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图1 各部位注射空白质粒之后CRMP2的表达（n=5, x±s）

A B

E

G H

I J

C D

F

150 μm 150 μm

150 μm 150 μm

150 μm150 μm

150 μm 150 μm

150 μm 150 μm

注：A为 24 h control组；B为 48 h control 组；C为 24 h（LV+

VP）组；D为48 h（LV+VP）组；E为24 h（H+VP）组；F为48 h（H+

VP)组；G为 24 h LV组；H为 48 h LV组；I为 24 h H组；J为 48 h

H组；白色箭头指向GFP阳性细胞，标尺为150 μm

图2 GFP在大鼠颅内的表达情况（n=5, x±s）

组别

LV组

H组

C组

OB组

只数

5

5

5

5

24 h转染率

82.32±1.26

60.23±0.85

45.12±0.67

39.12±1.03

48 h转染率

45.67±0.48

41.35±0.45②

38.36±0.99②

26.15±0.87②

注：①转染率：以注射孔为中心，相同的间距不连续取3个脑

片，选取周围 5个区域计算转染细胞的数量；与 24 h比较，②P<

0.05

表1 真核表达质粒24 h和48 h在大鼠颅内的转染率①（%，x±s）
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因的多态性、蛋白质的表达及RNA翻译后修饰等作用

而参与阿尔兹海默病、精神分裂症及亨廷顿病等神经

系统疾病的病理生理过程[8-10]。在大鼠脑缺血模型中，

CRMP2 调节了 NMDA 受体的功能，稳定了钙离子内

流[11]。Shadia等[12,13]研究发现银杏制剂EGb761脑缺血

的脑保护作用，即缩小了脑梗死体积，减轻了细胞凋

亡，CRMP2参与其具体的传导通路。因此，CRMP2对

脑组织具有多重的神经保护作用。

为了深入研究CRMP2对MCAO大鼠的神经保护

机制，本研究选择真核表达质粒作为基因干预载体，从

不同部位外源性导入，使动物脑组织过量表达

CRMP2，结果表明GFP的表达在24 h较48 h高。已有

研究发现采用真核表达质粒转染动物细胞，其选择评

价指标的时间点为转染后 48 h[14,15]，从而推测，真核质

粒转染效率达到高峰需要的时间可能为48 h左右。结

合本研究结果推测CRMP2真核质粒的转染高峰时间

可能在 24~48 h。注入 CRMP2 真核表达质粒后，24 h

及48 h LV组及H组CRMP2的mRNA及蛋白在缺血区

皮质的表达较其余组高（P<0.05），提示真核表达质粒

能较好地转染大鼠脑组织，使目的基因及其蛋白高表

达。通过表达量的横向比较，侧脑室或海马为更适宜

的注射部位。尽管LV组与H组之间差异不明显，但前

者CRMP2的表达稍高。此外，注入侧脑室的物质通过

多种方式扩散到达其他部位的相应神经元，其中经室

管膜扩散是其中一种方式[16]。在脑缺血的情况下，室

管膜及室管膜下区是神经干细胞增殖的主要区域，参

与神经的修复及再生[17]，CRMP2可能对神经干细胞的

增殖有一定的促进作用。综上，本研究选择将侧脑室

作为后续研究中的立体定位注射靶点，同时发现过表

达 CRMP2 之后能缩小脑梗死体积，减轻神经功能缺

损。进一步证实，从侧脑室注射真核表达质粒，不仅能

使脑内CRMP2成功过表达，而且还发挥其对大鼠缺血

脑损伤的保护作用。

在神经系统疾病，如脑梗死、脑出血、阿尔兹海默

症及帕金森病等的研究中，常会涉及外源性干预机制，

部分是需要立体定向注射药物或者基因载体[18,19]。注

射部位的选择以经验性选择为主，本研究则证实不同

部位注射之后的的效果差别，为后续研究提供了依

据。本研究筛选出侧脑室作为注射部位，并且证实成

功转染的真核质粒能有效发挥其功能，为后续研究

CRMP2对大鼠缺血再灌注损伤后的神经保护作用及

机制提供了实验基础。
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图4 脑缺血再灌注后24 h各组大鼠脑组织TTC染色（n =5, x±s）

组别

Sham组

MCAO组

(MCAO+GFP)组

(MCAO+

CRMP2/GFP)组

只数

5

5

5

5
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