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"摘要#
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目的
!

探讨甲状腺激素
;'

对大鼠脑缺血再灌注损伤的神经保护作用及机制&方法
!

雄性
6\

大鼠分为假手术
h

生理盐水组%假手术
h;'

组%大脑中动脉栓塞"

:89V

$

h

生理盐水组%

:89Vh;'

组&应用
:89V

法建立大鼠脑缺血再灌注损

伤模型!分别于缺血后
$N

及再灌注后
)N

给予腹腔注射甲状腺激素
$%

$

M

#

$%%

M

!生理盐水为安慰剂&再灌注
10N

后!观察不同

组别大鼠神经功能损伤情况!梗死体积变化!以及缺血侧脑皮质中神经生长因子"

I7?

$和脑源性神经营养因子"

H\I?

$的
3BI9

及蛋白表达水平变化&结果
!

与
:89Vh

生理盐水组比较!

:89Vh;'

组大鼠神经功能缺损表现减轻!脑梗死体积减小!

I7?

%

H\I?

的
3BI9

和蛋白表达上升"
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$&结论
!

甲状腺激素对大鼠脑缺血再灌注损伤有神经保护作用!其机制与增加脑缺

血再灌注损伤中
I7?

%

H\I?

的表达相关&

"关键词#
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脑缺血'再灌注损伤'甲状腺激素类'神经生长因子'神经保护作用'脑源性神经营养因子
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缺血性脑血管病是目前威胁人类健康与生存的主要疾病

之一)及时恢复脑组织血液供应是修复脑组织损伤的最佳办

法#但缺血后血流再通又可能导致缺血再灌注损伤#因此减轻

再灌注损伤并促进脑缺血后神经功能恢复已成为目前研究热

点之一&

$

'

)研究发现#脑缺血后#神经生长因子$
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%和脑源性神经营养因子$
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#
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%水平增加#通过激活不同的信号系统#促进

受损神经元再生及分化#改善神经元的病理状态&

1.'

'

)甲状腺

激素在婴幼儿神经系统发育成熟的过程中至关重要&

0

'

)近年

来#人们发现其对成年甚至老年期中枢神经系统亦有至关重要

的作用&
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'将甲状腺激素
;'

加入

培养的胶质细胞中发现#

;'

可增加其对抗高浓度谷氨酸毒性

的能力#并增加与胶质细胞共培养神经元的存活率#可见
;'

对培养的神经元有保护作用)但对
;'

在脑缺血再灌注损伤

中的作用研究较少)本实验通过研究
;'

对脑缺血再灌注大

鼠脑组织中
I7?

和
H\I?

表达的影响#探讨
;'

对脑缺血再

灌注损伤是否存在保护作用及其机制#现报道如下)

?
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材料与方法
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材料
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实验动物
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级成年
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/

周#体

质量
12%

&

1/%

M

#由郑州大学实验动物中心提供)
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子抗体$
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基金项目$河南省医学科技攻关计划项目$
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其余试剂为国产分析纯试剂)
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主要仪器
!

I","!J"

Q

超微量分光光度计和
85'$&$B

低温超速离心机购自美国
;N<J3"

公司(普通"梯度
A8B

仪购

自德国
Y
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公司(
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水平电泳仪购自北京市六一

仪器厂(
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蛋白垂直电泳仪购自美国
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化学发光成像系统购

自美国
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方法
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实验分组及给药
!

将
'1

只
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大鼠分为
0

组#每组
/

只)分别为!假手术
h

生理盐水组*假手术
h;'

组*大脑中动

脉栓塞$

:89V

%

h

生理盐水组*

:89Vh;'

组)分别于缺血

后
$N

及再灌注后
)N

腹腔注射
;'$%

$

M

"

$%%

M

#以及等量生

理盐水)

?&@&@

!

大鼠脑缺血再灌注模型制备
!

根据改良的
5",

M

G

法通

过
:89V

制备脑缺血再灌注损伤模型&
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)大鼠用
$%]

水合

氯醛$

'%3

M

"
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M

%腹腔注射麻醉#仰卧位固定#常规消毒#颈

部正中切口)分离右侧颈总*颈外及颈内动脉#结扎颈总及颈

外动脉#颈内动脉远心端用动脉夹夹闭后#在颈总动脉分叉距

颈内动脉
%&2F3

处作
$

个切口#将尼龙线导入颈内动脉#插入

线栓深度约为$

$/&%d%&2

%

33

#感到轻微阻力时立即停止插

线)缝合伤口#留置线头于体外#

1N

后将线栓提至颈总动脉

内#完成再灌注)假手术各组采用相同的手术步骤#但不插入

线栓)术后将室温控制在
11

&

12^

#将动物置于放有清洁垫

料的鼠笼中#自由进食*水)

?&@&A
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大鼠神经功能评分
!

参照
5",

M

G

等&
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分制评分标

准进行神经行为学评分!$

$

%无神经功能缺失症状*活动正常

者#

%

分($

1

%不能完全伸展左侧前爪#

$

分($

'

%动物爬行时出现

向左转圈$追尾现象%#

1

分($

0

%身体向左侧倾倒者#

'

分($

2

%不

能自发行走#意识丧失者#

0

分)评分为
%

分和
0

分者均被剔

除#神经功能评价在再灌注后
10N

取材前进行)

?&@&B
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1

#

'

#

2.

氯化三苯基四氮唑$

;;8

%染色梗死体积测量
!

神经行为学评分完成后#断头取脑#

X1%^

速冻
'%3#,

#从额

极后
133

处行连续冠状切片#厚
133

)将切片放入
1];;8

溶液中#

'-^

避光染色
'%3#,

后#用
0]

多聚甲醛固定
10N

后

拍照#正常脑组织染色后呈鲜红色#而梗死区呈苍白色)采用

图像分析系统计算梗死面积#将各脑片的梗死面积与厚度的乘

积进行累加#获得梗死体积)

?&@&C

!

B;.A8B

技术

?&@&C&?

!

引物设计
!

根据大鼠基因组序列设计引物#由上海

捷瑞生物工程有限公司合成#见表
$

)

表
$

!!

引物序列数据

名称 引物序列$

2e.'e

% 扩增产物$

K

Q

%

!

.GFE#,

上游!

777999;87;787;7989;; 12'

下游!

8779;7;89987;89898;;

I7?

上游!

779878978;;;8;9;88;77 $1(

下游!

888;8;777989;;78;9;8;7
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上游!

;77;;9;;;89;98;;877;;789 12$

下游!

8997;88787;88;;9;77;;
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!

取缺血侧皮层脑组织置于
$&235BI9.

OJ<<YA

管中#利用
;B@Z"4

法提取总
BI9

#紫外分光光度计测

定
BI9

水平#采用
;G

C

:G,B<L<J+<;JG,+FJ#

Q

E#",B<G

M

<,E+

试剂盒将
3BI9

反转录成
F\I9

)取反转录产物采用
W"E.

6EGJ;G

C

:G+E<J:#=

试剂盒进行
A8B

反应扩增目的基因)所

有
A8B

扩增产物均进行琼脂糖凝胶电泳#以
!

.GFE#,

为内参

照#观测其表达水平变化)

?&@&Q

!

D<+E<J,K4"E

检测
!

取缺血侧皮层脑组织#置于组织

匀浆器中#加入适量
B@A9

蛋白提取裂解液#置于冰上低温匀

浆裂解)裂解完全后#将裂解液移至
$&235YA

管中#

$1%%%

J

"

3#,

#

0^

离心
$%3#,

#取上清液#置于
X/%^

保存)二喹啉

甲酸 $

H89

%试剂盒测定蛋白浓度后#按相同蛋白浓度等量体

积依次上样)十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺$

6\6.A97Y

%凝胶

电泳分离蛋白后#转移到聚偏二氟乙烯$

A>\?

%膜#然后用
2]

脱脂牛奶室温封闭
$N

#之后
0^

过夜孵育特异性兔抗
I7?

$

$b$%%%

%*兔抗
H\I?

$

$b$%%%

%*兔抗
!

.GFE#,

$

$b$%%%

%*

;H6;

洗膜
'

次后#

WBA

标记山羊抗兔二抗$

$

!

$%%%

%室温孵

育
$N

后#电化学发光$

Y85

%显色#

93<J+NG3@3G

M

<J)%%

化学

发光成像系统成像)以
!

.GFE#,

为内参#用
@3G

M

<c

图像处理系

统分析蛋白条带的相对灰度值#观测不同组别目的蛋白表达水

平变化)

?&A

!

统计学处理
!

采用
6A66$)&%

软件进行分析#计量资料

用
HdC

表示#多个样本间比较采用单因素方差分析$

9IV.

>9

%#组间比较采用
8

检验#检验水准
!

a%&%2

#以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

;'

对脑缺血再灌注大鼠神经行为学评分的影响
!

大鼠

脑缺血再灌注损伤
10N

后#假手术
h

生理盐水组和假手术
h

;'

组均无神经功能缺损表现#

5",

M

G

评分
%

分(

:89Vh

生理

盐水组大鼠可见明显的左侧偏瘫样表现#左侧追尾#躯体向左

侧倾倒#

5",

M

G

评分$

1&-$d%&2)

%分#明显高于假手术各组

$

!

$

%&%2

%(

:89Vh;'

组神经功能缺损表现减轻#

5",

M

G

评

分$

$&)'d%&2/

%分#较
:89Vh

生理盐水组降低$

!

$

%&%2

%)

@&@

!
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对脑缺血再灌注大鼠脑梗死体积的影响
!

大鼠脑缺

血再灌注损伤
10N

后#假手术
h

生理盐水组和假手术
h;'

组

;;8

染色呈均匀橘红色#无缺血梗死灶)

:89Vh

生理盐水

组和
:89Vh;'

组脑组织均有不同程度的缺血梗死#

;;8

染

色可见梗死灶成白色#周边组织呈橘红色)与
:89Vh

生理

盐水组&$

02&$1d1&'1

%

]

'相比#&

:89Vh;'

组$

1)&')d

$&%0

%

]

'大鼠的脑梗死体积百分比减少$

!

$

%&%2

%#见图
$

)

!!

9

!

:89Vh

生理盐水组(

H

!

:89Vh;'

组)

图
$

!!

脑缺血再灌注大鼠脑组织
;;8

染色

@&A

!

;'

对脑缺血再灌注大鼠脑组织
I7?

和
H\I?3BI9

表达水平的影响
!

与假手术
h

生理盐水组和假手术
h;'

组相

$'%1
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比#

:89Vh

生理盐水组大鼠
I7?

和
H\I?3BI9

水平均增

加$

!

$

%&%2

%(而与
:89Vh

生理盐水组相比#

:89Vh;'

组

大鼠
I7?

和
H\I?3BI9

水平进一步升高$

!

$

%&%2

%#见

图
1

)

!!

9

!

I7?3BI9

(

H

!

H\I?3BI9

)

"

!

!

$

%&%2

#与假手术
h

生理

盐水组比较(

,

!

!

$

%&%2

#与
:89Vh

生理盐水组比较)

图
1

!!

各组大鼠脑组织
I7?

和
H\I?3BI9

水平

@&B

!

;'

对脑缺血再灌注大鼠脑组织
I7?

和
H\I?

蛋白表

达水平的影响
!

与假手术
h

生理盐水组和假手术
h;'

组相

比#

:89Vh

生理盐水组大鼠
I7?

和
H\I?

蛋白表达水平均

增加$

!

$

%&%2

%(而与
:89Vh

生理盐水组相比#

:89Vh;'

组大鼠
I7?

和
H\I?

表达水平进一步升高$

!

$

%&%2

%#见

图
'

)

!!

9

!

I7?

蛋白(

H

!

H\I?

蛋白)

"

!

!

$

%&%2

#与假手术
h

生理盐水组

比较(

,

!

!

$

%&%2

#与
:89Vh

生理盐水组比较)

图
'

!!

各组大鼠脑组织
I7?

和
H\I?

蛋白表达水平

A

!

讨
!!

论

!!

脑血管病是目前危害人类健康的常见病之一#其中
/%]

约为缺血性脑血管病)本研究通过
:89V

建立局灶性脑缺血

再灌注大鼠模型#观察甲状腺激素对大鼠脑缺血再灌注损伤的

神经保护作用#结果显示#甲状腺激素
;'

对脑缺血再灌注损

伤有保护作用#可减轻缺血再灌注损伤所致神经缺损表现#减

少梗死体积#保护受损神经元#促进神经元再生等作用)同时

发现#

;'

的这种神经保护作用与增加脑组织中
I7?

和
H\I?

的表达水平#促进新生神经元再生相关)

脑缺血再灌注损伤所致局部梗死灶主要由中心坏死区和

周边缺血半暗带组成&

(.$%

'

)缺血早期#中心区的神经元坏死#

神经功能完全丧失(而周边区神经元暂时处于休眠状态&

$$.$1

'

#

只要尽早恢复其血供#即可及时修复受损细胞)

I7?

和
H\.

I?

均属于神经生长因子家族#在中枢神经发育过程至关重

要&

$'.$0

'

)

;",

M

#"J

M

#

等&

$2

'发现#多发性硬化症患者中#

H\I?

可通过激活
A@'U.9PE

信号通路#维持神经元生存)

5#

等&

$)

'发

现#局灶性脑缺血后#

H\I?

通过调节
;JPH

相关信号#抑制神

经细胞凋亡#促进神经元再生)此外#

H\I?

还可通过
I:\9

受体及胞核钙信号拮抗兴奋性氨基酸的神经毒性反应&

$-

'

)据

报道#

I7?

可作用于
I:\9

受体#降低细胞内的
8G

1h超载#

加速自由基清除*减轻兴奋性氨基酸毒性#从而保护神经

元&

$/

'

)可见#适度增加脑组织中
I7?

和
H\I?

表达水平#对

维持神经元存活*促进受损神经修复*减轻神经毒性是有利的)

甲状腺激素#特别是
;'

#在哺乳动物神经系统发育成熟的

过程中至关重要#它已被证实参与胚胎脑细胞的增殖分化*树

突轴突生长*神经元迁移及髓鞘形成等&

0

#

$(

'

)然而#其作用并

不局限于幼年个体)近年来#人们逐渐开始关注甲状腺激素对

于成年动物脑组织的影响&

2.)

#

1%

'

)研究发现#成年人甲状腺激

素水平紊乱$过低或过高%会导致情绪障碍*痴呆或混乱&

1$

'

)

慢性脱髓鞘动物模型中#给予外源性的
;'

能够促进症状的缓

解和髓鞘再生修复&

11

'

)

\<K

等&

1'

'发现#甲状腺激素可通过调

节一氧化氮和
Q

YBU$

"

1

信号通路保护星形胶质细胞免受吗

啡诱导的细胞凋亡)此外#研究还发现#

;'

通过一种非基因组

机制#减轻神经毒性反应&

-

#

10

'

)综上所述#甲状腺激素对正常

中枢神经系统维持及损伤神经系统修复均具有保护作用#然而

其在脑缺血再灌注后损伤中的作用尚未见报道)

因此#本研究通过大鼠脑缺血再灌注模型#观测甲状腺激

素对脑缺血再灌注损伤的作用)结果表明#甲状腺激素
;'

可

通过增加脑组织中
I7?

和
H\I?

表达水平#促进神经元再

生*修复受损神经细胞*减轻脑梗死体积#从而对缺血再灌注大

鼠起到神经保护作用)
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