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摘
!

要#目的
!

研究亚低温对局灶性脑缺血再灌注大鼠的脑保护作用及对大脑海马
-#$

区脑红蛋白"

*aQ

#表达的影响%方

法
!

用线栓法制作大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型!将
$50

只
,R

大鼠随机分为假手术组$常温缺血组和亚低温缺血组!缺血组

分别于缺血
5A

再灌注
5

$

/

$

$0

$

0.

$

.;

$

&0A

和
$

周处死!假手术组于
0.A

时间点处死!亚低温缺血组于缺血后
$'(49

实施全身亚

低温并持续
5A

%处死大鼠前进行神经功能缺损评分!在再灌注
/

$

0.

$

&0A

进行脑梗死体积的测定!免疫组织化学染色观察
*aQ

的表达%结果
!

"

$

#与常温缺血组比较!亚低温缺血组神经功能缺损评分低"

!

$

'1'%

#!脑梗死体积小"

!

$

'1'%

#%"

0

#常温缺血

组大脑海马
-#$

区
*aQ

表达在再灌注
5A

开始增加!

0.A

达高峰!而后逐渐下降!

$

周时接近假手术组水平&亚低温缺血组
*aQ

表达与之相似%除再灌注
$

周外!两组大脑海马
-#$

区
*aQ

表达均高于假手术组!差异有统计学意义"

!

$

'1'%

#&除再灌注
$

周

外!亚低温缺血组
*aQ

表达均高于常温缺血组!差异有统计学意义"

!

$

'1'%

#%结论
!

亚低温对局灶性缺血脑组织具有保护作

用!促进海马
-#$

区
*aQ

的表达可能是其发挥脑保护作用的机制之一%

关键词#亚低温&脑缺血&再灌注&脑保护&脑红蛋白
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脑卒中是威胁人类健康的主要疾病之一#溶栓治疗由于时

间窗太窄#临床应用受到限制#且目前尚无循证医学证实有效

的脑保护剂)

$6;&

年
QF8>3

等'

$

(首次提出了亚低温$

50

!

55

S

%的脑保护作用#引起医学界的重视)研究发现在脑缺血前*

缺血期间和缺血早期给予亚低温治疗#可明显减轻脑缺血的病

理损伤#促进脑缺血后神经功能的恢复)脑红蛋白$

9=FD3

?

H3:

L49

#

*aQ

%是一种主要位于脑内神经元的携氧球蛋白#已有体

内外实验表明
*aQ

表达增加具有神经保护作用)本研究采用

亚低温对局灶性脑缺血再灌注模型大鼠进行干预#观察干预

前*后大鼠神经功能缺损评分*脑梗死体积及缺血侧海马
-#$

区
*aQ

的表达#探讨亚低温对缺血脑组织的可能保护机制)

@

!

材料与方法

@1@

!

实验动物及分组
!

健康雄性
,R

大鼠
$50

只#由河北联

合大学实验动物中心提供#鼠龄
0

!

5

个月#体质量
0%'

!

0;'

?

)随机分成假手术组$

$0

只%*常温缺血组$

/'

只%及亚低温缺

血组$

/'

只%#缺血组按缺血
5A

再灌注
5

*

/

*

$0

*

0.

*

.;

*

&0A

和

$

周分
&

个亚组#每个亚组
/

只&常温缺血组与亚低温缺血组

在再灌注
/

*

0.

*

&0A5

个时间点各多
/

只大鼠进行氯化三苯四

氮唑$

""-

%染色及梗死体积测定&假手术组于
0.A

时间点随

机选取
/

只大鼠行
""-

染色)

@1A

!

动物模型的制备
!

采用改良的
V39

?

@

等'

0

(线栓法制备

大鼠右侧大脑中动脉局灶性脑缺血再灌注模型)术中及缺血

/%60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期



表
$

!!

常温缺血组与亚低温缺血组神经功能缺损评分比较&

(b?

$

$f/

'

组别
神经功能缺损评分

5A /A $0A 0.A .;A &0A $

周

常温缺血组
$1;5b'1.$ 01$&b'1&% 01;5b'1.$ 01/&b'1%0 0155b'1%0 01$&b'1.$ $1/&b'1%0

亚低温缺血组
$1$&b'1.$

"

$155b'1%0

"

$1/&b'1%0

"

$1%'b'1%%

"

$155b'1;0

"

$1''b'1/5

"

'1;5b'1.$

"

!!

"

!

!

$

'1'%

#与常温缺血组比较)

期用电子温度计监测肛温#采用白炽灯升温*冰袋降温的方法

使假手术组及常温缺血组缺血期肛温稳定在
5/

!

5&S

)亚低

温缺血组按文献'

5

(方法实施全身亚低温处理#模型成功后立

即开始诱导亚低温#即将冰袋置于大鼠的头部*颈部*肩部及躯

干两侧#使脑缺血
$'(49

时肛温降至
50

!

55S

#当肛温低于

50S

时#应用
/'_

白炽灯照射大鼠躯干部增温)缺血
5A

后

开始再灌注过程#亚低温维持
5A

时开始复温#即应用电取暖

器照射大鼠身体#使肛温在
$'(49

内由
50

!

55S

升至
5/

!

5&

S

)成功的模型动物清醒后出现左侧肢体运动障碍*自发向左

侧打转*右侧霍纳氏征#随机补充#保证各组大鼠数量不变)假

手术组操作过程相同#但栓线插入深度小于
$'((

)

@1B

!

神经功能缺损评分
!

参考
V39

?

@

等'

0

(评分法#在缺血再

灌注各时间点对大鼠进行神经功能评分#具体积分方法为#

'

分!无神经缺损症状#提起鼠尾#大鼠向地面伸展两前肢&

$

分!

左前肢持续屈曲#提尾实验阳性&

0

分!左侧推抵抗力减弱#转

圈实验阳性&

5

分!向左倾倒&

.

分!不能行走或意识障碍)

@1C

!

脑梗死体积测定
!

假手术组于
0.A

时间点随机选取
/

只大鼠处死#常温缺血组和亚低温缺血组于缺血再灌注
/

*

0.

*

&0A

各随机选取
/

只大鼠处死#迅速断头取脑#冰冻后按
0((

厚度冠状切片#将切片放入
0P ""-

磷酸盐缓冲液中#

5&S

避光孵育
5'(49

#正常脑组织染成红色#梗死灶为白色'

.

(

)采

用
!3>4G](@

?

=#2<@9G=51'

多媒体彩色病理图像分析系统进

行处理#计算梗死灶体积占缺血侧大脑半球总体积的百分比)

@1D

!

取材及切片
!

常温缺血组和亚低温缺血组分别于相应时

间点用
$'P

水合氯醛腹腔注射麻醉#迅速开胸暴露心脏#经胸

升主动脉插管#用生理盐水和
.P

多聚甲醛灌注后断头取脑#

分别距囟门前*后各
01;((

处做冠状切面#置入
.P

多聚甲醛

中固定
0.A

#蒸馏水浸泡
.A

#常规梯度乙醇脱水*二甲苯透明*

浸蜡*包埋#连续切取
.

"

(

厚冠状脑片作免疫组织化学染色)

假手术组于
0.A

时间点处死取材)

@1U

!

*aQ

免疫组织化学染色
!

一抗
*aQ

购自北京博奥森生

物技术有限公司#二抗试剂盒购自北京中杉金桥公司#标本切

片常规脱蜡*水化#按试剂盒提供的实验步骤进行
*aQ

免疫组

织化学染色#

R#Q

显色#光镜下观察#胞浆出现棕色颗粒为阳

性着色)选取缺血侧海马
-#$

区
%

个不重复$

T0''

%视野照

相#使用
](@

?

=:\

软件对照片进行灰度转化和二值化处理#由

软件数出每张照片中的阳性细胞数)

@1X

!

统计学处理
!

采用
,O,,$/1'

统计软件进行分析#实验

结果以
(b?

表示)多组间比较用单因素方差分析#两组间比

较用独立样本
<

检验)以
!

$

'1'%

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A1@

!

神经功能缺损评分
!

假手术组未见神经功能障碍#常温

缺血组和亚低温缺血组均有不同程度的神经功能缺损#且亚低

温缺血组神经功能缺损评分较常温缺血组低#差异有统计学意

义$

!

$

'1'%

%#见表
$

)

A1A

!

脑梗死体积测定
!

假手术组未见梗死灶#亚低温缺血组

梗死灶体积占缺血侧大脑半球总体积百分比明显小于常温缺

血组#差异有统计学意义$

!

$

'1'%

%#见表
0

)

表
0

!!

常温缺血组与亚低温缺血组梗死灶体积占缺血

侧大脑半球总体积的百分比&

P

$

(b?

$

$f/

'

组别
梗死灶体积百分比

/A 0.A &0A

常温缺血组
$;16%b'1%$ 0.16;b'1/0 0$15&b'1&'

亚低温缺血组
$0106b'1.;

"

$%10$b'150

"

$516&b'1%6

"

!!

"

!

!

$

'1'%

#与常温缺血组比较)

A1B

!

大鼠海马
-#$

区
*aQ

的表达
!

假手术组海马
-#$

区

*aQ

阳性细胞数为$

$/015$b.15%

%个"视野)常温缺血组再

灌注
5A

#缺血侧海马
-#$

区
*aQ

阳性细胞数开始增高#再灌

注
0.A

达高峰#而后逐渐下降#至再灌注
$

周恢复至假手术组

水平)亚低温缺血组缺血侧海马
-#$

区
*aQ

阳性细胞数变

化趋势与常温缺血组一致)常温缺血组和亚低温缺血组缺血

侧海马
-#$

区
*aQ

阳性细胞数除再灌注
$

周外#其余各时间

点均高于假手术组#差异有统计学意义$

!

$

'1'%

%)除再灌注

$

周外#亚低温缺血组
*aQ

表达均高于常温缺血组#差异有统

计学意义$

!

$

'1'%

%#见表
5

)

表
5

!!

常温缺血组与亚低温缺血组缺血侧海马
-#$

区

!

*aQ

阳性细胞计数的比较&

(b?

$

$f/

'

再灌注时间
缺血侧海马

-#$

区
*aQ

阳性细胞计数

常温缺血组 亚低温缺血组

5A $/&10;b.1%; $&51/&b/1'0

"

/A $&%1'6b51;0 $;'1/'b.1/.

"

$0A $;%1%;b/1'; $6.105b/106

"
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脑缺血再灌注后引起能量衰竭和酸中毒#产生大量的自由

基*兴奋性氨基酸#磷脂代谢异常积聚#并引起离子自稳机制破

坏#导致细胞内钙超载#诱导凋亡的发生)而缺氧是脑缺血再

灌注后损伤的主要因素)如何提升受损神经元的含氧量#促进

其功能恢复#减少凋亡#一直是临床难以解决的问题)许多研

究已证实亚低温对卒中后神经元有保护作用#能达到保护脑组

织结构和功能的作用#但其确切的作用机制目前尚不十分明

确'

%:/

(

)本研究结果显示#于缺血
5A

后再灌注各时间点#亚低

温缺血组大鼠神经功能缺损程度均较常温缺血组明显减轻&在

缺血再灌注
/

*

0.

*

&0A

#亚低温缺血组大鼠脑梗死灶体积百分

&%60
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期



比均较常温缺血组明显缩小#表明亚低温干预对脑缺血再灌注

大鼠具有明显神经保护作用#与蔡斌等'

&

(和刘昌云等'

;

(的研究

结果一致)

*aQ

是德国科学家
QFD(=8>=D

等'

6

(研究发现的一种功能

上类似于肌红蛋白的携氧球蛋白#它与氧有较高的亲和力#即

使在血氧体积分数较低的环境下#

*aQ

也能成功携带氧跨越

血脑脊液屏障#把氧转运到脑组织中#从而满足脑组织对氧的

需求'

$'

(

)研究发现只占全脑组织总蛋白含量
'1'$P

的
*aQ

#

无论离体或在体模型#其表达的增加都可以保护神经组织免受

缺氧损伤#提示
*aQ

具有脑保护作用'

$$

(

#但其机制并不十分

明确#可能的机制主要包括以下几个方面!$

$

%促进氧向神经元

线粒体的扩散或直接介导氧向线粒体的传递#促进三磷酸腺苷

的产生#从而维持神经元的功能&$

0

%具有还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸氧化酶的功能#该酶在三磷酸腺苷的生成中有重要作

用#可增加细胞供能'

$0

(

&$

5

%清除活性氧自由基和氮自由

基'

$5

(

&$

.

%作为信号转导中的调节子发挥作用)

本研究选取缺血侧海马
-#$

区为观察区域#结果显示#假

手术组海马
-#$

区可见一定量
*aQ

阳性表达#常温缺血组和

亚低温缺血组缺血侧海马
-#$

区
*aQ

阳性细胞数在再灌注

5A

即高于假手术组#于再灌注
0.A

达高峰#较假手术组明显

升高#以后逐渐下降#至再灌注
$

周恢复至假手术组水平)说

明在缺血再灌注早期#缺血区脑组织
*aQ

即合成增加#从而减

轻了海马区缺氧性损伤#起到对神经元的保护作用)上述缺血

侧海马
-#$

区
*aQ

先升高后下降的表达趋势与赵斌'

$.

(报道

的脑缺血再灌注损伤后海马区
*aQ

表达规律一致#但
,A@9

?

等'

$%

(认为脑缺血再灌注损伤后#海马区
*aQ

的表达呈逐渐减

少的趋势#这可能与采用动物模型和缺血程度的不同有关)

本研究还发现#常温缺血组和亚低温缺血组缺血侧海马

-#$

区阳性细胞数除再灌注
$

周外#其余各时间点均高于假

手术组#差异有统计学意义)除再灌注
$

周外#亚低温缺血组

缺血侧海马
-#$

区阳性细胞数均高于常温缺血组#差异有统

计学意义)提示亚低温干预能促进脑缺血再灌注后
*aQ

的表

达)因此#亚低温的脑保护作用可能是通过促进
*aQ

的表达#

从而减少大鼠脑梗死灶体积#减轻神经功能缺损程度)
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@Ù

#

_=498>=49O)

#

-@DH839,

#

=>@H1)=<=D84LH=(42:

2H=G=D=LD@H@D>=D

M

3GGHF8439J4>A3F>GD@94:=G>3(

M

49D@>8

'

\

(

1,>D3K=

#

$6;6

#

0'

$

$

%!

;.:6$1

'

5

( 刘志超#李承晏#董红娟#等
1

亚低温对大鼠急性脑梗死后

脑组织内
-@

0X

*

!

?

0X

*

U##

及血浆
U"

变化的影响'

\

(

1

中华物理医学与康复杂志#

0''5

#

0%

$

$$

%!

//0://.1

'

.

( 叶心国#余绍祖#李承晏
1

亚低温在大鼠脑缺血再灌注中

的脑保护作用'

\

(

1

中华物理医学与康复杂志#

0''/

#

0;

$

5

%!

$%;:$/$1

'

%

(

@̀F849

?

=D,

#

_=8>=D(@4=D"

#

OH=894H@*

#

=>@H1*=FD3

C

D3:

>=G>43949>D@84=9>E3G@HG=D=LD@H48GA=(4@L

M

G3(L49@>439

2DF

?

>A=D@

CM

@92(4H2A

MC

3>A=D(4@

!

G3(

C

@D4839J4>AGF8:

>3(@D

M

>A=D@

C

=F>4GD=

?

4(=9

'

\

(

1,>D3K=

#

0''5

#

5.

$

/

%!

$%0/:

$%501

'

/

( 陶晓峰#刘畅#华正宇
1

亚低温对大鼠局灶性脑缺血再灌

注后
Z]Y:$

-

及凋亡相关蛋白变化的影响'

\

(

1

中风与神

经疾病杂志#

0'$'

#

0&

$

$'

%!

6'0:6'%1

'

&

( 蔡斌#林毅#李智文#等
1

亚低温对大鼠局灶性脑缺血再灌

注后
!!O:6

表达和细胞凋亡的影响'

\

(

1

中风与神经疾

病杂志#

0'';

#

0%

$

.

%!

.$.:.$/1

'

;

( 刘昌云#陈龙飞#许国英#等
1

亚低温对局灶性脑缺血
:

再

灌注大鼠脑皮质脑源性神经营养因子表达及神经元凋亡

的影响'

\

(

1

中国现代神经疾病杂志#

0''%

#

%

$

/

%!

56;:.'51

'

6

(

QFD(=8>=D"

#

_=4GAQ

#

)=49A@D2>,

#

=>@H1#<=D>=LD@>=

?

H3L49=B

C

D=88=249>A=LD@49

'

\

(

1*@>FD=

#

0'''

#

.'&

$

/

%!

%0':%051

'

$'

(

_@9

?

h

#

V4F\

#
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