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目的
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观察大鼠局灶性脑缺血
(%E#,

再灌注后
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糖蛋白"
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UB

$在脑组织中的表达及其变化规律%方法
!

采用线

栓法建立大鼠脑缺血再灌注模型!选取
1)

只成年健康
84

雄性大鼠!其中
$

只用于
1

!
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6.

三苯基氯化四氮唑"

II3

$染色!其余
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只随机分为对照组"

'k6

$'假手术组"

'k6

$'脑缺血再灌注
$

'

'
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组"

'k6

$%用免疫组织化学
4>A

单标!观察
<.

UB

在正常脑

组织和缺血脑组织中的分布变化#用
7!D.$

抗体分别和神经元标记物"

FKC,

$'星形胶质细胞标记物"

Z̀ ><

$'微血管内皮细胞标

记物"
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$进行免疫荧光双标!观察
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在缺血再灌注后脑组织的表达#用实时定量
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技术检测脑缺血再灌注后大脑皮质

及纹状体微血管
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E5F>

的表达变化%结果
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对照组仅在脑组织微血管内皮细胞表达
<.

UB

!缺血再灌注组除微血管内皮细

胞表达
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UB

外!在部分神经元及星形胶质细胞的突起也有表达%脑缺血再灌注后
$!

皮质
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E5F>

表达降低!但
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表达明

显增高!
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又下降!其升高和降低水平与对照组及假手术组比较!差异有统计学意义"
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$%脑缺血再灌注后
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纹状

体
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表达均增多!其中以
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增多明显!与对照组和假手术组比较!差异有统计学意义"
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$%结论
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脑缺血再

灌注后
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在大脑皮层及纹状体微血管
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的表达呈现不同的趋势!这可能是脑组织的自我保护机制之一%

"关键词#

!

<.

糖蛋白#脑缺血#再灌注#

>A3

结合盒蛋白

"中图法分类号#

!

5-0'&'$

"文献标识码#

!

>

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$-

$

'1.00-'.%0

5($+

4

*",-*1

2

3*""',+,-GH

4

&

/

.,

2

3,#*'+$-#*3.*3*%3$&'".(*)'$3*

2

*3-="',+'+3$#"

"

)*%<@#'

$

#

O%'

(

P#%<

&

+%'

$

#

4*-'

(

E<

1

#

"#

&

#-

$

#

$+0#%'

/

+'

'

#

,+<)-

/

+'

$

#

#

$%'

(

"#

$

%

$

$6M-

?

%=:F-':<

8

7'%:<F

/

%';1#>:<9<

(/

"

NFK=

/

<9<

(/

#

E%>#5@-;#5%94<99-

(

-

%

16C5#-':#

8

#5L->-%=5*4-':-=

%

'61#

(

*-=N;+5%:#<'L->-%=5*I'>:#:+:-

#

J+'F#'

(

@-;#5%9A'#B-=>#:

/

#

J+'F#'

(

#

$+''%')6%6%%

#

4*#'%

&

!!

'

8%"#3$.#

(

!

9%

:

*.#';*

!

I""G+KDTKL2KR2O,

U

K+"QL2KK@

B

DK++#","Q<.

U

M

S

R"

B

D"LK#,

$

<.

UB

&

OQLKD(%E#,Q"ROMRKDKGDOM#+R2KE#O

DK

B

KDQC+#",#,DOL+&<*#(,0"

!

I2KE"!KM"QQ"ROMRKDKGDOM#+R2KE#O#,!CRK!G

S

GM"RP#,

U

E#!!MKRKDKGDOMODLKD

S

VO+EO!KG

S

C+#,

U

O,

#,LDOMCE#,OMQ#MOEK,LLKR2,#

H

CK&>L"LOM"Q1)O!CML84EOMKDOL+VO+C+K!Q"DK@

B

KD#EK,L&b,K"QL2KEVO+O

BB

M#K!Q"DL2K1

#

'

#

6.

LD#

B

2K,

S

MLKLDOW"M#CER2M"D#!K

$

II3

&

+LO#,#,

U

L"!KLKRLV2KL2KDL2KQ"ROMRKDKGDOM#+R2KE#OE"!KMVO++CRRK++QCMM

S

EO!K

#

O,!L2KDK.

EO#,#,

U

DOL+VKDKDO,!"EM

S

!#T#!K!#,L"R",LD"M

U

D"C

B

$

'k6

&#

+2OE"

B

KDOL#",

U

D"C

B

$

'k6

&#

O,!RKDKGDOM#+R2KE#ODK

B

KDQC+#",Q"D

$

#

'

#

-!

U

D"C

B

$

'k6

&

&I2K#EEC,"2#+L"R2KE#+LD

S

+#,

U

MK+LO#,#,

U

VO+C+K!L""G+KDTKL2KR2O,

U

K+"Q<.

UB

#,L2K,"DEOMO,!DK

B

KQC.

K!#+R2KE#OMGDO#,L#++CK&I2K#EEC,"QMC"DK+RK,RK!"CGMK+LO#,#,

U

VO+C+K!L""G+KDTKL2KK@

B

DK++#","Q<.

UB

#,L2K,"DEOMO,!DK.

B

KQCK!#+R2KE#OMGDO#,L#++CKV#L27!D.$O,L#G"!

S

#

FKC,O,L#G"!

S

$

EODPKD"QL2K,KCD",

&#

Z̀ ><O,L#G"!

S

$

EODPKD"QL2KO+LD".

R

S

LK+

&#

O,!34'$O,L#G"!

S

$

EODPKD"QRO

B

#MMOD

S

K,!"L2KM#CE

&

&7KO,V2#MKL2KR2O,

U

K+"Q<.

UB

#,#+R2KE#RRKDKGDOMR"DLK@O,!+LD#O.

LCERO

B

#MMOD

S

VKDKO,OM

S

WK!G

S

C+#,

U

DKOM.L#EK

H

CO,L#LOL#TK<35LKR2,#

H

CK&7*"=&#"

!

:,R",LD"M

U

D"C

B

#

<.

UB

VO+",M

S

M"ROLK!#,RKDK.

GDOME#RD"TO+RCMODK,!"L2KM#OMRKMM+

#

V2#MK#,RKDKGDOM#+R2KE#ODK

B

KDQC+#",

U

D"C

B

#

#LOM+"R"CM!GK!KLKRLK!#,+"EK,KCD",+O,!O+.

LD"R

S

LK+&>QLKDRKDKGDOM#+R2KE#ODK

B

KDQC+#",

#

L2KE5F>K@

B

DK++#","Q<.

UB

#,RKDKGDOMR"DLK@VO+!KRDKO+K!",!O

S

$

#

+#

U

,#Q#RO,LM

S

#,RDKO+K!",!O

S

'

#

O,!L2K,!KRDKO+K!",!O

S

-&I2KDKVO++#

U

,#Q#RO,LM

S

+LOL#+L#ROM!#QQKDK,RK"QL2KE5F>K@

B

DK++#","Q<.

UB

R"D.

LK@#,RKDKGDOM#+R2KE#ODK

B

KDQC+#",Q"D$

#

'

#

-!

U

D"C

B

R"E

B

ODK!V#L2R",LD"M

U

D"C

B

O,!+2OE

U

D"C

B

$

!

$

%&%6

&

&>QLKDRKDKGDOM#+.

R2KE#ODK

B

KDQC+#",

#

L2KE5F>K@

B

DK++#","Q<.

UB

#,RKDKGDOM+LD#OLCEVO+#,RDKO+K!",!O

S

$

#

!O

S

'O,!!O

S

-

#

K+

B

KR#OMM

S

",!O

S

$

O,!!O

S

-

#

O,!L2K!#QQKDK,RK#,RKDKGDOM#+R2KE#ODK

B

KDQC+#",

U

D"C

B

VO++LOL#+L#ROMM

S

+#

U

,#Q#RO,LR"E

B

ODK!V#L2L2K"L2KDLV"

U

D"C

B

+

$

!

$

%&%6

&

&5,+.&="',+

!

<.

UB

RO,",M

S

GKK@

B

DK++K!#,RKDKGDOME#RD"TO+RCMODK,!"L2KM#OMRKMM+#,,"DEOMDOL+

#

V2#MK#LRO,OM+"GK

K@

B

DK++K!#,,KCD",+O,!O+LD"R

S

LK+#,DOL+OQLKDL2KGDO#,d++CG

*

KRL#",L"#+R2KE#ODK

B

KDQC+#",

#

O,!#L+2"VK!!#QQKDK,LLK,!K,R#K+

GKLVKK,R"DLK@O,!+LD#OLCE

#

V2#R2EO

S

GKDK

U

OD!K!O+",K"QL2K+KMQ.

B

D"LKRL#",EKR2O,#+E+#,GDO#,L#++CK&

'

>*

/

?,30"

(

!

<.

U

M

S

R"

B

D"LK#,

%

GDO#,#+R2KE#O

%

DK

B

KDQC+#",

%

>A3G#,!#,

U

RO++KLLK

B

D"LK#,

!!

脑缺血
.

再灌注损伤$

RKDKGDOM#+R2KE#ODK

B

KDQC+#",#,

*

CD

S

#

3:5:

&对脑组织的损伤会进一步加重#最终导致脑内神经元及

内皮细胞凋亡或坏死#脑血管结构改变#血脑屏障$
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&能将进入脑组织的药物转运回

微血管中#使进入脑组织的药物不能达到有效治疗浓度#这可
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能是导致治疗效果不尽如人意的重要原因之一*越来越多的

证据表明
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在癫痫'

1

(

)阿尔茨海默病)帕金森和肌萎缩性侧

索硬化症等中枢神经系统疾病的发病及治疗中担任重要角

色'
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*然而#国内外有关脑缺血时
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UB

的表达变化与作用的

报道尚不多见*本研究复制大鼠大脑中动脉缺血$

E#!!MKRKD.

KGDOMODLKD

S

"RRMC+#",
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&再灌注模型#对脑缺血再灌注后

<.
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的表达变化进行系统的观察#以期了解脑缺血再灌注后

<.

UB

的表达规律#为脑缺血后给予有效的
<.

UB

逆转剂#抑制

<.

UB

的表达#有效治疗缺血性脑损伤提供依据*
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材料与方法
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实验动物
!

成年健康
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雄性大鼠
1)

只$昆明医科大学

实验动物中心提供&#体质量
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&

1/%

U

#
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只用于
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再

灌注后脑切片
II3

染色#其余
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只采用随机数字编号法分为

'

组!对照组$

'k6

&)假手术组$

'k6

&和脑缺血再灌注组#后者

按大鼠大脑中动脉阻断
(%E#,

再灌后
$

)
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分为
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个亚组
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'k6

&*动物均于实验前置于实验室适应环境
$

周#自由进

食)饮水%室温控制在$

1'e1

&

c

#自然光照#术前禁食
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*
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方法
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大鼠脑缺血再灌注模型的复制
!

参照
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戊巴比妥钠$

%&$

EM

"

$%%

U
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&
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*分离右侧颈外

动脉$
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33>

分叉处计算&#
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后缓慢拔出线栓#扎紧
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开口近

心端#逐层缝合#术后于温床保暖#给予其充足的鼠粮和水*假

手术组大鼠除不栓塞大脑中动脉外#其余处理同缺血组*术后
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分为有效模型#纳入实验分组#出
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#去除嗅球)小脑和低位脑干后沿冠状面
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固定#数码相机拍照*
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时间点用
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和以往文献设计

<.

UB

引物$

>GRG$O

&#序列为!

6d.IIZ >>Z >>> Z3Z3>3

ZI3IIIZZZ.'d

$上游引物&#

6d.II3Z3ZI>ZI3>ZZ>

Z3Z>>IZ>>.'d

$下游引物&%

'

.ORL#,

作为内参#引物序列

为!

6d.IIZ3IZ>3>ZZ>IZ3>Z>>ZZ>Z>.'d

$上游引

物&#

6d.>3I33IZ3IIZ3IZ>I33>3>I3I.'d

$下游

引物&*迅速分离各组大鼠右侧皮质及纹状体#速冻后于

/̂%c

保存*采用
ID#W"M

法提取总
5F>

#根据逆转录试剂盒

说明$

IOPODO&3OL&

)

55%0-[

&进行逆转录反应#得到互补

4F>

$

R4F>

&#再进行二
5KOML#EK<35

反应#反应体系为!

8]A5

绿色染料
$%

%

=

#

R4F>6

%

=

#上下游引物各
$

%

=

#

!FI<

$

%

=

#

IO

H

酶
1

%

=

#

!!9

1

b'%

%

=

#总体积
6%

%

=

*反应条件!

(6

c

预变性
$%E#,

%

(6c

)

$6+

#

)%c

)

$E#,

#

)%c

)

$6+

#

0%

个循

环*用
1

.

**

3L法分析
<.

UB

在脑缺血再灌注后各个时间点不同

部位的相对量*

@&B

!

统计学处理
!

采用
8<88$-&%

统计软件处理实验结果#

计量资料经过正态性检验和方差齐性检验#以
Ge>

表示#组间

比较采用
:

检验#以
!

$

%&%6

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A&@

!

大鼠
73>b

再灌注模型复制
!

各组大鼠
73>b

再灌注

后#观察到得分介于
$

&

0

分#均为有效模型*取
73>b

再灌

注
$!

后大鼠脑组织进行
II3

染色#结果显示红色区域为非

梗死部位#白色区域为梗死灶$图
$

&#梗死灶与大脑中动脉供

血区域相吻合#通过神经功能检查及冠状切片染色证明模型复

制成功*

A&A

!

<.

UB

在正常脑组织和缺血脑组织的分布变化
!

免疫组

化
4>A

单标染色显示#正常脑组织可见
<.

UB

表达在微血管内

皮细胞#呈棕色或棕褐色的逗点状)条索状或小管状结构$图

1>

&#但未见其他细胞有
<.

UB

的阳性表达*然而
73>b

再灌

注后却可见
<.

UB

既表达在微血管内皮细胞上#又表达在其他

细胞上$图
1A

&*免疫荧光双标染色结果显示#

73>b

再灌注

后脑组织缺血侧可见
<.

UB

$图
'>

&与微血管内皮$图
'A

&有共

表达$图
'3

&#

<.

UB

$图
'4

&与神经元$图
'?

&有共表达$图
'̀

&#

<.

UB

$图
'Z

&与星形胶质细胞的突起$图
'9

&有共表达$图
':

&*

A&B

!

73>b

再灌注后不同位置
<.

UB

E5F>

的表达变化
!

实

时荧光
<35

定量结果显示#

73>b

再灌注后
$!

皮质
<.

UB

E5F>

表达降低#但
'!

表达明显增高#

-!

又下降$图
0

&#其

升高和降低水平与对照组及假手术组比较#差异有统计学意义
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$

!

$

%&%6

&*

73>b

再灌注后
$

)

'

)

-!

纹状体
<.

UB

E5F>

表

达均增多#其中以
$

)

'!

增多明显$图
6

&#与对照组和假手术组

比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%6

&*

!!

红色区域!非梗死部位%

(

!梗死灶

图
$

!!

73>b

再灌注模型大鼠脑组织
II3

染色

!!

>

!实心箭头为正常脑组织微血管内皮细胞的
<.

UB

阳性表达%

A

!

实心箭头为
73>b

再灌注后的微血管内皮细胞的
<.

UB

阳性表达#空

心箭头为
73>b

再灌注后的神经元或神经胶质细胞的
<.

UB

阳性表达

图
1

!!

正常大鼠及
73>b

再灌注后大鼠脑组织

<.

UB

免疫组化染色&

N0%%

'

!!

>

)

4

)

Z

!红色荧光为
<.

UB

的阳性表达%

A

!绿色荧光为
34'$

标记

的微血管内皮细胞%

?

!绿色荧光为
FKC,

标记的神经元%

9

!绿色荧光

为
Z̀ ><

标记的星形胶质细胞%

3

!箭头所示为
<.

UB

与
34'$

共表达于

微血管内皮细胞%

`

!箭头所示为
<.

UB

与
FKC,

共表达于神经元%

:

!箭头

所示为
<.

UB

与
Z̀ ><

共表达于星形胶质细胞

图
'

!!

免疫荧光双标检测大鼠
73>b

再灌注后

脑组织
<.

UB

的表达&

N0%%

'

!!

O

!

!

$

%&%6

#与对照组及假手术组比较

图
0

!!

各组大鼠缺血侧皮质
<.

UB

E5F>

的表达

!!

O

!

!

$

%&%6

#与对照组及假手术组比较

图
6

!!

各组大鼠缺血侧纹状体
<.

UB

E5F>

的表达

B

!

讨
!!

论

!!

<.

UB

属于
>A3

结合盒蛋白家族成员之一*关于
<.

UB

在

大脑中的表达#大多数研究显示其表达于脑内微血管内皮

上'

6.)

(

%但有学者在体外的研究发现#

<.

UB

在小胶质细胞和星

形胶质细胞上也存在表达'

-

(

%也有学者发现癫痫状态下#

<.

UB

在神经元)星形胶质细胞及小胶质细胞中均出现过表达的现

象'

/

(

%但也有学者未观察到神经元表达
<.

UB

'

(

(

*本研究结果
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提示正常脑组织
<.

UB

仅表达在微血管内皮上#但脑缺血后#除

微血管内皮外#部分神经元及星形胶质细胞的突起也能表达

<.

UB

#与
>D",#RO

等'

/

(的研究结果相似*

本研究发现缺血后微血管内皮的
<.

UB

表达升高#缺血
'!

时
<.

UB

表达达到高峰#且缺血侧
<.

UB

的表达高于对侧#推测

其增高的原因可能和脑缺血后缺血对侧血流下降有关*有研

究发现急性脑缺血时缺血对侧镜像区有细胞凋亡的现象'

$%

(

%

而应用
8<?3I

)

<?I

)

hK.3I

等对脑缺血的临床研究和动物实

验中观察到缺血对侧脑血流下降的现象#并且多数认为与+神

经功能联系不能,有关'

$$

(

*本研究还发现#大鼠
73>b

再灌

注后部分神经元可表达
<.

UB

#这可能是脑缺血"再灌注时#神

经元在局部被激活#可释放或表达肿瘤坏死因子
.

(

$

IF̀.

(

&

'

$1

(

)核转录因子
+

A

$

F̀.

+

A

&

'

$'

(

)一氧化碳$

Fb

&

'

$0

(

)环氧合

酶
.1

$

3"@.1

&

'

$6

(

)促红细胞生成素$

?<b

&

'

$)

(等多种物质#而这

些物质与上调
<.

UB

的表达密切相关'

$-.$/

(

*本研究还观察到

73>b

再灌注后星形胶质细胞突起可表达
<.

UB

#这可能与其

返祖表达细胞表面标记物波形蛋白和巢蛋白有关#而缺血缺氧

作为一种信号#激活
F̀.

+

A

与核内靶基因结合#从而诱导

7!D$

基因表达'

$'

(

#而脑缺血后星形胶质细胞可分泌
?<b

'

$)

(

%

且
?<b

参与第二信使
F̀.

,

A

途径#激活
F̀.

,

A

#从而诱导
<.

UB

的表达*星形胶质细胞是中枢神经系统中的一种神经胶质

细胞#对神经元起支持和绝缘作用#同时其伸出的突起是
AAA

的重要组成部分#脑缺血后
AAA

的结构和功能发生相应的变

化*

AAA

通透性的变化反过来又影响脑缺血的病理生理过

程%星形胶质细胞突起
<.

UB

的外排作用将有利于
AAA

的中枢

神经保护功能和毒性物质的主动清除*

此外#本文进一步研究了
73>b

再灌注后不同部位
<.

UB

E5F>

的表达变化#发现
73>b

再灌注后缺血侧的皮质及纹

状体
<.

UB

E5F>

的表达有不同趋势#

73>b

再灌注后
$!

皮

质
<.

UB

E5F>

表达降低#但
'!

表达明显增高#

-!

又下降#而

73>b

再灌注后
$

)

'

)

-!

纹状体
<.

UB

E5F>

表达均增多#其

中以
$

)

'!

增多明显*

73>b

再灌注后缺血侧皮质及纹状体

<.

UB

E5F>

均在
'!

时出现表达高峰#可能和脑缺血后炎症

反应有关*有学者对缺血
(%E#,

再灌注模型的研究中发现在

缺血
'!

时缺血面积趋于稳定#此时各项炎症反应也最严重#

诸多炎性因子可通过不同途径诱导
<.

UB

的表达#使
<.

UB

在脑

内的表达到达高峰*

73>b

再灌注后部分神经元)星形胶质细胞的突起和微

血管内皮细胞均表达
<.

UB

#借助
<.

UB

的外排泵作用将脑内的

炎性介质及毒性物质排出脑外#其意义可能是脑组织的自我保

护机制之一*然而#

<.

UB

E5F>

在
73>b

再灌注后
$!

及
-

!

在缺血侧皮质及纹状体的表达变化规律不同#可能与两者血

管的分布数量)内皮细胞)神经元及星形胶质细胞对脑缺血后

的炎症反应的敏感性不同有关#其原因有待进一步探索*
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