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!

76.9A7

扩增
!

将提取的总
7X8

使用
6LfL.

7L

反转录试剂盒合成
MVX8

#稀释后于
Y1%^

保存备

用*

9A7

引物序列见表
$

*

9A7

引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司提供#按标准操作配成浓度

2

%

P"F

"

?

#

0^

保存备用*建立
12

%

?

反应体系$冰上

操作%进行
76.9A7

扩增!

(2^

预变性
$%P#,

后#按

顺序
(2^

变性
$2+

#

)%^

退火和延伸
$P#,

#共扩增

0%

个循环*反应结束后确认熔解曲线*每个样品均

做
'

个平行样并取均值作为该样本的
AC

值#每一轮

反应均做阴性对照*

P7X8

表达量为
1

Y

&&

A6

#其中

&&

A6a

&

A6实验组 Y

&

A6对照组#
&

A6aA6目的基因 Y

A6内参基因*

表
$

!!

实验引物序列组成

引物 方向 序列
引物长度

$

N

;

%

>>9.(

正向
2b.A8AA<AA88A686<8AA8<<.'b 1-$

反向
2b.88<8A<88<<A<88<8A<A8.'b

64>9.$

正向
2b.AA88AAA8AAA8A8<8A8<A.'b 1(/

反向
2b.<<68<AAA66A6A8<8<AAA86.'b

#

.8MC#,

正向
2b.6<6A8AA88A6<<<8A<868.'b 1'/

反向
2b.8<<6A6668A<<86<6A88A<.'b

E&J

!

统计学处理
!

采用
U9UU$(&%

统计软件进行分

析*计量资料以
6cI

表示#组间差异用单因素方差

分析#多组比较用
?UV

法#采用重复测量资料协方差

分析评估水迷宫定位航行能力*以
F

$

%&%2

为差异

有统计学意义#各种检测都不做特殊校正*

F

!

结
!!

果

F&E

!

旷场实验结果
!

穿格次数方面#

EAA8

组穿格

次数显著高于
UJLP

组)

7=U.?

组和
7=U.3

组$

F

$

%&%2

%#

7=U.?

组显著高于
7=U.3

组和
UJLP

组$

F

$

%&%2

%#

7=U.3

组显著高于
UJLP

组$

F

$

%&%2

%#见表

1

#图
$

)

1

*站立次数方面#

EAA8

组站立次数显著高

于
UJLP

组)

7=U.?

组和
7=U.3

组$

F

$

%&%2

%#

7=U.

?

组显著高于
7=U.3

组$

F

$

%&%2

%#但
7=U.3

组和

UJLP

组比较差异均无统计学意义$

F

%

%&%2

%#见表

1

)图
'

*

F&F

!

>"DD#+

水迷宫实验结果
!

前
2!

定位航行能力

结果显示#第
'

天
UJLP

组上台潜伏期较
EAA8

组)

7=U.?

组和
7=U.3

组显著缩短$

F

$

%&%2

%#第
0

天

和第
2

天
EAA8

组和
7=U.?

组上台潜伏期缩短不显

著#而
7=U.3

组上台潜伏期缩短与前两组比较差异

有统计学意义$

F

$

%&%2

%*第
)

天空间探索能力结果

显示#

UJLP

组和
7=U.3

组均显著高于
EAA8

组和

7=U.?

组$

F

$

%&%2

%#而
UJLP

组和
7=U.3

组之间及

EAA8

组和
7=U.?

组之间差异无统计学意义$

F

%

%&%2

%#见表
'

#图
0

$

)

*

表
1

!!

旷场实验结果 $

6cI

'

+a/

%

组别 穿格次数 站立次数

UJLP

组
$/&'/c0&$% $%&)'c'&)1

EAA8

组
2)&)'c$%&02

L

$(&)'c2&2%

L

7=U.?

组
'/&%%c2&)$

N

$2&//c0&01

N

7=U.3

组
10&%%c2&%$ $$&12c'&--

!!

L

!

F

$

%&%2

#与
UJLP

组)

7=U.?

组和
7=U.3

组比较(

N

!

F

$

%&%2

#

与
7=U.3

组比较

图
1

!!

旷场实验各组大鼠穿格次数结果

图
'

!!

旷场实验各组大鼠站立次数结果

00-
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年
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表
'

!!

>"DD#+

水迷宫实验结果$

6cI

'

+a/

%

组别 第
$

天 第
1

天 第
'

天 第
0

天 第
2

天 第
)

天

UJLP

组
2-&01c2&%- 0$&2'c$1&-) 1'&2/c$'&1(

L

$/&)1c)&-$ $'&0$c2&1( 2&1c$&%'

M

EAA8

组
22&1'c/&(' 21&%$c$2&0' '(&0)c1%&%1 ''&-/c$/&-0 '2&1'c11&$2 1&%c$&/(

7=U.?

组
2(&%$c$&00 2'&1/c$1&$0 0$&((c$/&'/ '%&2-c/&1) 12&%/c$-&'' 1&0c$&%'

7=U.3

组
2(&$$c$&2' 0'&22c/&)1 1/&00c)&)) 11&')c)&'/ $1&(1c1&)1

N

'&-c$&)0

M

!!

L

!

F

$

%&%2

#与
EAA8

组)

7=U.?

组和
7=U.3

组比较(

N

!

F

$

%&%2

#与同组前
0!

比较(

M

!

F

$

%&%2

#与
EAA8

组和
7=U.?

组比较

图
0

!!

>"DD#+

水迷宫各组大鼠运动轨迹

图
2

!!

>"DD#+

水迷宫各组大鼠定位航行能力结果

F&G

!

海马
>>9.(P7X8

和
64>9.$P7X8

相对表

达量
!

>>9.(P7X8

和
64>9.$P7X8

相对表达

结果如表
0

所示#

>>9.(P7X8

方面#

UJLP

组表达

量最低#

EAA8

组)

7=U.?

和
7=U.3

组均有不同程度

表达升高$

F

$

%&%2

%#但
7=U.3

组表达量升高程度低

于
EAA8

组和
7=U.?

组$

F

$

%&%2

%#而
EAA8

组和

7=U.?

组差异无统计学意义$

F

%

%&%2

%*

64>9.$

P7X8

方面#

UJLP

组表达量最低#

EAA8

组)

7=U.?

和
7=U.3

组均有不同程度表达升高$

F

$

%&%2

%#但

7=U.3

组表达量升高程度高于
EAA8

组和
7=U.?

组$

F

$

%&%2

%#而
EAA8

组和
7=U.?

组差异无统计学

意义$

F

%

%&%2

%*

图
)

!!

>"DD#+

水迷宫各组大鼠空间探索能力结果
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书书书

表
!

!!

海马
""#$%&'()

和
*+"#$,&'()

相对表达量 !

!-.

"

指标
/01&

组
233)

组
'4/$5

组
'4/$6

组
" #

""#$%&'() 789:!;7879< 78=7!;787:: 78<%9;787:! 78>,%;787:. ,.98!.

"

787,

*+"#$,&'() 78,%,;7879< 789%9;78797 78>>7;787:, 78::%;787:= ,,98>.

"

787,

!

!

讨
!!

论

!!

慢性脑血管病发病年龄有年轻化的趋势!对患者

的生存质量产生严重影响"慢性脑缺血状态与脑血

管病的病理过程密切相关#

,7

$

!可导致进展性的学习记

忆等认知功能衰退和情绪障碍#

,,

$

"本研究建立
23$

3)

慢性脑缺血大鼠模型!待疾病进入慢性期%实验第

>:

!

!,

天&后!通过旷场实验和
"?@@AB

水迷宫实验评

估其焦虑状态和学习记忆能力"本研究发现!

233)

组大鼠穿格次数及站立行为次数均多于
/01&

组!表

明
233)

组大鼠焦虑水平升高!这与既往研究结果类

似#

,9

$

"学习记忆方面表现出能力下降!即
233)

组

大鼠上台潜伏期明显高于
/01&

组!穿格次数明显低

于
/01&

组!这与既往研究结果相同#

,>

$

"以上结果均

表明
233)

慢性脑缺血大鼠模型成功复制了慢性脑

缺血患者的临床表现"

研究发现!

'4/

具有广泛生物活性!在抗炎'抗氧

化'神经细胞保护及抗凋亡方面均表现出有益作

用#

,!$,%

$

"研究表明!大脑海马区是学习记忆等认知相

关功能的重要脑区!且海马神经细胞对缺血缺氧十分

敏感#

>

$

"有研究发现!

'4/

能明显减轻因缺氧导致的

体外培养海马细胞的损伤#

97

$

"也有研究显示!

'4/

预处理能改善脑卒中大鼠模型的脑梗死面积及脑积

水程度#

9,

$

"本研究采用两种浓度的
'4/

对慢性脑缺

血大鼠进行干预!结果显示在
233)

组'

'4/$5

组和

'4/$6

组均表现出不同程度的焦虑样行为增多'水

迷宫上台潜伏期延长和穿格次数减少!然而
'4/$6

组以上症状程度较与
233)

组和
'4/$5

组明显改

善!但
233)

组和
'4/$5

组差异无统计学意义%

#

#

787:

&"这表明
!7&

C

(

D

C

E,

(

F

E,

'4/

干预可在一

定程度上改善慢性脑缺血大鼠的学习记忆能力及焦

虑水平!这支持既往研究结果#

99$9>

$

"

为进一步探讨
'4/

对慢性脑缺血的神经保护作

用的病理机制!本研究通过
'*$#3'

技术测定了海马

区
""#$%&'()

和
*+"#$,&'()

的相对表达量"

大量研究表明!

""#$%

具有强大的细胞外基质降解

能力!同时又可激活
*(G$

"

及
+5$,

等炎症因子!因此

""#$%

表达异常升高成为反映脑神经细胞外基质降

解的重要标志之一#

9!$9<

$

"本研究发现!海马区
""#$

%&'()

在
/01&

组表达最低!

233)

组表达明显增

加!

'4/$6

组表达少量增加"这提示慢性脑缺血后

持续
!7&

C

(

D

C

E,

(

F

E,

'4/

干预可在一定程度上抑

制破坏性
""#$%&'()

表达升高"据报道!

""#$%

基因敲除小鼠模型能减轻其因缺血缺氧导致的脑神

经损伤#

9=

$

"

*+"#$,

是
""#$%

的特异性抑制剂!参

与阻断其细胞外基质降解#

9.

$

"本研究发现!海马区

*+"#$,&'()

在
/01&

组表达最低!

233)

组表达

少量增加!

'4/$6

组表达明显增加!这提示慢性脑缺

血后持续
!7&

C

(

D

C

E,

(

F

E,

'4/

干预可在一定程度

上促进保护性
*+"#$,&'()

表达升高"本研究还

发现!

'4/$5

组两种
&'()

表达情况与
233)

组均

无明显差异!提示
'4/

对缺血性脑损害的神经保护

有剂量依赖性"

综上所述!本研究认为持续给予慢性脑缺血大鼠

!7&

C

(

D

C

E,

(

F

E,

'4/

腹腔注射!能延缓慢性脑缺

血引起的认知功能减退和焦虑状态!其病理生理机制

可能与
'4/

参与海马区
""#$%

表达抑制和
*+"#$,

表达促进有关!这为今后临床治疗慢性脑缺血患者提

供了新思路!但
'4/

调控海马区
""#$%

和
*+"#$,

表达的确切机制还有待进一步研究"
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