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对大鼠脑缺血
3

再灌注后炎症损伤的保护作用
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要"目的
!

探讨促红细胞生成素"

/+̂

$对大鼠脑缺血
3

再灌注的保护作用%方法
!

将
"!(

只雄性大鼠随机分为
#

组"

(a

&"

$&假手术组!模型组!

/+̂

干预组#每组再分为缺血
3

再灌注后
#

'

(

'

!"

'

"%

'

%8

和
&".(

个亚组!每亚组大鼠各
!"

只!采用线栓法

制备一侧大脑中动脉缺血模型%模型组和
/+̂

干预组缺血
".

后再灌注!

/+̂

干预组于缺血
".

后腹腔注射
/+̂

"

#'''b

(

K

M

$!假手术组和模型组于同一时间点注射等量生理盐水!然后分别于上述
(

个时间点断头取材!标本分别用于免疫组化'
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分析海马组织细胞间黏附分子
3!

"

V62*3!

$及血管细胞间黏附分子
3!

"

[62*3!

$的表达%结果
!

与假手术组比较!模型组

V62*3!

和
[62*3!

蛋白的表达明显增多"

E

%

'$'5

$#与模型组比较!

/+̂

干预组
V62*3!

和
[62*3!

蛋白的表达明显减少
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$%结论
!
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和
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蛋白在大鼠脑缺血
3

再灌注后的炎症反应中起重要作用!

/+̂

对此过程具有抑制作用!

从而发挥其神经保护作用%

关键词"促红细胞生成素#脑缺血
3

再灌注#胞间黏附分子
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#血管细胞间黏附分子
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近年来#促红细胞生成素$

DE

C

G.E<

I

<=DG=@

#

/+̂

&的神经保

护作用得到越来越多的学者的认可#但对
/+̂

发挥神经保护

功能的具体机制和途径目前尚知之甚少*众所周知#以白细胞

侵入为主要标志的炎症反应是造成脑缺血
3

再灌注损伤的特征

性改变*其中炎症细胞因子诱发的黏附分子表达上调和由后

者介导的白细胞与内皮细胞的相互作用#是炎症反应的关键因

素(

!

)

*黏附分子当中比较重要的是细胞间黏附分子
3!

$

=@GDE3

HDBBLBAEA;.D?=<@F<BDHLBD?!

#

V62*3!

&及血管细胞间黏附分子
3

!

$

RA?HLBAEHDBBA;.D?=<@F<BDHLBD!

#

[62*3!

&的*脑缺血后多

种炎性细胞因子诱导脑微血管内皮细胞表达
V62*3!

和

[62*3!

#二者通过与白细胞上的相应受体结合#导致白细胞

与内皮细胞黏附'游出#进而浸润到血管外脑实质#造成脑损

伤*本研究通过验证
/+̂

对诱发炎症反应的
V62*3!

和

[62*3!

是否发挥抑制作用为切入点#着重探讨
/+̂

对脑缺

血
3

再灌注损伤的保护作用*

?

!

材料与方法

?$?

!

实验动物
!

健康雄性
T0

大鼠
"!(

只#体质量
"5'

"

#''

M

#由辽宁医学院动物中心提供*

?$@

!

药品与试剂
!

注射用重组人
/+̂

$批号
2"'!'!''!

&为

成都地奥九泓制药厂产品#

V62*3!

'

[62*3!

抗体$货号分别

为
?H3!5!!

和
?H38#'%

&为美国
TA@GA6ELS

公司产品*

?$A

!

方法

?$A$?

!

分组与给药
!

将实验大鼠随机分为以下
#

组!$

!

&

/+̂

干预组
&"

只#缺血
".

后
/+̂

腹腔注射#参照文献(

"

)选择

/+̂

的有效剂量为
#'''b

"

K

M

#用生理盐水溶解#浓度为

"''b

"

F,

#给药后分别于再灌注
#

'

(

'

!"

'

"%

'

%8

和
&".

后取

海马组织%$

"

&模型组
&"

只#按模型标准制成大鼠脑缺血
3

再灌

注模型#分别于缺血
".

后腹腔注射等量生理盐水#于再灌注

#

'

(

'

!"

'

"%

'

%8

和
&".

后取海马组织%$

#

&假手术组
&"

只#只进

行手术操作#不进行缺血
3

再灌注处理#于假手术
".

后腹腔注
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表
!

!!

各组大鼠不同时间点
[62*3!

蛋白的表达量$

9!'

:#

&

Mg5

%

组别
#. (. !". "%. %8. &".

假手术组
("g& ((g&

!

(8g7

!

!

&'g!'

!

&#g&

!

!

57g(

!

!

模型组
(&g&

&7g!!

#

7'g!"

#!

!"8g!%

##

!#"g!#

##

!!"g!'

##

/+̂

干预组
(#g(

&%g!"

!

&8g!'

))

!

87g!"

))

!'!g!!

))

8!g7

))

!!

#

!

E

%

'$'5

#

##

!

E

%

'$'!

#与假手术组比较%

))

!

E

%

'$'!

#与模型组比较*

表
"

!!

各组大鼠不同时间点
V62*3!

蛋白的表达量$

9!'

:#

&

Mg5

%

组别
#. (. !". "%. %8. &".

假手术组
!!%g!" !!7g!!

!

!!%g7

!

!

!"'g!#

!!

!!7g!5

!!

!'&g!'

!!

模型组
!""g!%

!55g!(

##

"'!g"'

##

"%"g"%

##

"#8g"!

##

"!"g!7

##

/+̂

干预组
!"'g!'

!#%g!#

)!

!(5g!(

))

!7%g!5

))

!7'g!&

))

!58g!%

))

!!

##

!

E

%

'$'!

#与假手术组比较%

)

!

E

%

'$'5

#

))

!

E

%

'$'!

#与模型组比较*

射等量生理盐水#分别于上述各时间点断头取海马组织*每个

时间点为一个亚组#每亚组
!"

只大鼠*

?$A$@

!

模型的制备
!

采用线栓法制作大鼠大脑中动脉阻塞模

型*水合氯醛麻醉$

#F,

"

K

M

&大鼠#分离左侧颈总动脉#结扎

其近心端#然后在颈总动脉上剪一个小口$约为动脉直径的
!

"

"

&#将充满肝素的动脉插管插入小口#用手术线结扎固定插管

后#将长
(HF

的渔线插入动脉插管直至大脑中动脉#脑缺血开

始后将动脉插管拔出#把渔线和颈总动脉结扎在一起%

".

后

拔出鱼线#缺血
3

再灌注开始#以大鼠出现左侧霍纳氏征'右前

肢伸展受限'活动时向右侧旋转为缺血
3

再灌注模型制备成功

标志*模型组和
/+̂

干预组中的
(

个亚组分别再灌注
#

'

(

'

!"

'

"%

'

%8

和
&".

#假手术组
(

个亚组不进行缺血
3

再灌注处理*

?$B

!

标本制取与检测方法

?$B$?

!

免疫组化法检测海马区
V62*3!

和
[62*3!

蛋白的

表达
!

每个亚组取大鼠
(

只#乌拉坦麻醉$

5F,

"

K

M

&#灌流固

定脑组织#断头取海马组织#将标本置于
%c

多聚甲醛液中固

定#制成厚度为
5

#

F

的病理切片*取上述切片常规脱蜡#蒸

馏水洗涤#

#c

过氧化氢溶液处理
#'F=@

#以去除内源性过氧化

物酶#

'$'!F<B

"

,+\T

洗涤
#

次$每次
5F=@

&%分别滴加适当

稀释的兔抗大鼠
V62*3!

一抗或兔抗大鼠
[62*3!3

抗#

%-

孵育过夜#

'$'!F<B

"

,+\T

洗涤
#

次$每次
5F=@

&%滴加辣根

酶标记羊抗兔多聚体$

+[(''!

&#

#&-

孵育
#'F=@

#

'$'!F<B

"

,+\T

洗涤
#

次$每次
5F=@

&%二氨基联苯胺$

02\

&显色#苏木

素复染#脱水#透明#中性树胶封片#镜下观察海马组织中

V62*3!

和
[62*3!

蛋白的表达情况*二者均主要于内皮细

胞膜表面表达#呈棕黄色颗粒状*

?$B$@

!

D̀?GDE@JB<G

分析海马组织
V62*3!

和
[62*3!

蛋白

的表达
!

取每组剩余
(

只大鼠#麻醉方法同上#取其海马组织

迅速置于
!

8'-

冰箱中冻存备用*

D̀?GDE@JB<G

检测分为以

下
(

步!$

!

&制备蛋白样品%$

"

&测定上清液蛋白含量%$

#

&十二

烷基硫酸钠
3

聚丙烯酰胺凝胶$

T0T3+2Z/

&电泳%$

%

&采用正电

荷尼龙膜$

+[0U

&转移%$

5

&杂交%$

(

&显色分析#用
ZD@DZD@=L?

凝胶图像系统分析各蛋白目的条带吸光度#用目的条带与
'

3

AHG=@

条带吸光度的比值表示目的蛋白的含量*

?$F

!

统计学处理
!

应用
T+TT!($'

软件包进行统计学处理#

计量资料结果以
Mg5

表示#多组间比较采用方差分析#方差齐

时采用
,T03

N

检验#方差不齐时采用
0L@@DGGh?1#

检验*以

E

%

'$'5

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@$?

!

免疫组化染色结果
!

观察区域主要选择在大鼠海马组织

的
62!

区#黏附分子的表达部位主要集中在血管内皮细胞表

面*结果显示#假手术组血管内皮细胞表面有极少量
[62*3

!

和
V62*3!

蛋白表达的阳性细胞%与假手术组比较#模型组

V62*3!

和
[62*3!

蛋白表达的阳性细胞于再灌注
(.

开始

逐渐增多#再灌注后
!"

"

%8.

明显增多#以后有所减少%与模

型组各时间点相比较#

/+̂

干预组
[62*3!

的表达量从
!".

开始减少#

"%

"

&".

明显减少#而
V62*3!

从
(.

即开始减少#

!"

"

&".

明显减少*

图
!

!!

各组大鼠不同时间点
[62*3!

蛋白的

表达量$

9!'

:#

%

图
"

!!

各组大鼠不同时间点
V62*3!

蛋白的

表达量$

9!'

:#

%

@$@

!

D̀?GDE@JB<G

检测结果
!

假手术组有极少量
[62*3!

和

V62*3!

蛋白的表达*与假手术组比较#模型组再灌注
(.

[62*3!

和
V62*3!

蛋白可见有少量表达#以后表达量逐渐

增多#

[62*3!

的表达高峰出现在再灌注
"%

"

%8.

%而
V62*3

!

则在再灌注
!"

"

%8.

一直持续较高#以后表达量逐渐减少*

与模型组各时间点相比较#

/+̂

干预组
[62*3!

的表达量从

!".

开始减少#

"%

"

&".

明显减少#而
V62*3!

从
(.

即开始

减少#

!"

"

&".

明显减少*见表
!

'

"

#图
!

'

"

*

A

!

讨
!!

论

近年来#对于
/+̂

的神经保护作用的关注越来越多*但

'(7!

重庆医学
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年
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关于
/+̂

对脑缺血
3

再灌注后炎症损伤的抑制作用#尤其是对

于诱导炎症反应的关键物质黏附分子的抑制作用#国内外鲜有

报道*

本实验通过线栓法制作成年大鼠局灶性脑缺血
3

再灌注模

型#观察
[62*3!

和
V62*3!

蛋白在脑缺血
3

再灌注损伤中的

作用#以及
/+̂

对此过程的抑制作用*研究结果显示#在大鼠

局灶性脑缺血
3

再灌注
(.

#即有
[62*3!

和
V62*3!

蛋白的

少量表达#不论是阳性细胞数还是表达量都较假手术组有所增

加#之后表达量逐渐增多#

[62*3!

的表达高峰出现在再灌注

"%

"

%8.

#而
V62*3!

的表达则在再灌注
!"

"

%8.

一直持续较

高#以后表达量有所减少*需要指出的是#内皮细胞无论在未

被激活还是被激活后表达的
V62*3!

均高于
[62*3!

#并且

V62*3!

在脑损伤后的上调表达要早于
[62*3!

#而其下降又

稍晚于
[62*3!

*可见
V62*3!

相对于
[62*3!

容易表达且

较稳定#也说明前者在脑损伤发生中起主要作用*

/+̂

是由肾脏和胚胎肝脏产生的一种能促进红细胞生成

的细胞因子#主要用于治疗多种原因所致的贫血*但近年的研

究发现#在许多非造血细胞系如肾'心肌'平滑肌和神经原细胞

中也存在
/+̂

及其受体$

DE

C

G.E<

I

<=DG=@EDHD

I

G<E

#

/+̂ )

&基因

表达(

#

)

*动物实验和体外细胞培养已证实#

/+̂

对脑缺血具

有神经保护作用(

%

)

*本实验于大鼠缺血后
".

给予
/+̂

腹腔

注射#研究结果显示#与模型组相比较#应用
/+̂

后#

/+̂

干

预组
[62*3!

和
V62*3!

蛋白的阳性细胞数和蛋白表达量均

有所下降*而且需要指出的是#

V62*3!

于用药后
(.

即开始

下降#而
[62*3!

于用药后
!".

才开始下降#表明在诱导炎

症作用时作用相对较大的
V62*3!

对
/+̂

的反应也相对较

[62*3!

敏感*由此可见#

/+̂

可以通过抑制
V62*3!

和

[62*3!

蛋白表达的上调$主要是
V62*3!

&#实现对脑缺血
3

再灌注损伤后炎症损伤的抑制作用*

近几年来#关于
/+̂

的神经保护作用研究方兴未艾#其机

制除了抗炎作用以外#目前正在研究中的还有抗谷氨酸兴奋毒

性(

5

)

'调节一氧化氮$

4̂

&的合成(

(

)

'抗氧化作用'抗神经元凋

亡(

&38

)

'促进血管生成(

7

)

'促进神经元再生和神经营养作用等*

其对脑血管的保护作用正逐渐成为临床和科研的新热点(

!'

)

*

尤其是近来的研究发现#脑缺血动物脑内可见
/+̂

和
/+̂ )

表达(

!!

)

#外源性
/+̂

可通过血脑屏障进入脑内(

!"

)

#为
/+̂

的

临床应用垫定了理论基础*因此#

/+̂

在脑缺血
3

再灌注损伤

的应用方面有广阔的临床应用前景*
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