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Ν2已酰半胱氨酸对大鼠脑梗死灶体积及 χασπασε21蛋白表达的影响

马莉

≈摘要  目的 观察 �2已酰半胱氨酸k��≤l对成年大鼠局灶性脑缺血后脑梗死体积及凋亡基因 ¦¤¶³¤¶̈2t表达的影响 ∀方法

zs只大鼠随机分为正常对照组 !假手术组 !缺血组和 ��≤ 组 o��≤ 组于大脑中动脉栓塞后 vs °¬±腹腔注射 ��≤ txs °ªr®ªo比较

缺血组和 ��≤ 组的梗死灶体积 !¦¤¶³¤¶̈2t免疫组化阳性细胞数 ∀结果 ��≤ 组 uw «∗ z §各检测时间点的梗死灶体积小于缺血

组 o¦¤¶³¤¶̈2t免疫组化阳性细胞数少于缺血组k ° � s qstl ∀结论 ��≤ 有减小持续性局灶性脑缺血大鼠脑梗死灶体积 !抑制细胞

凋亡的作用 o且可能与抑制 ¦¤¶³¤¶̈2t蛋白表达有关 ∀

≈关键词  缺血性脑血管病 ~�2已酰半胱氨酸k��≤l ~细胞凋亡
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本研究采用血管内栓堵大脑中动脉建立大鼠持续

性局灶性脑缺血模型 o观察脑缺血后应用 �2已酰半胱

氨酸 k �2¤¦̈·¼̄ ¦¼¶·̈¬±¨o��≤ l对脑梗死灶体积 !

¦¤¶³¤¶̈2t蛋白表达的影响 o为 ��≤ 的临床应用提供

理论依据 ∀

1 材料与方法

1 q1 实验动物及分组 }健康雄性 ≥⁄大鼠 zs只 ow ∗ x

月龄 o体重 uxs ∗ u|s ª∀随机将大鼠分为 w组 }≠ 正

常对照组k± � xl ~� 假手术组k± � xl ~≈ 缺血组k± �

vsl ~… ��≤ 组k± � vsl ∀缺血组与 ��≤ 组又分为

uw «!w{ «!zu «!|y «!tus «和 z §y个时间点 o每个时

间点 x只 ∀

1 q2 大鼠持续性局灶性脑缺血模型制作  按照 �¤2

ª¤¶¤º¤等报道的方法
≈t 加以改进 ∀大鼠腹腔内注射

ts h水合氯醛kvxs °ªr®ªl麻醉后 o仰卧固定 ∀颈部

正中切口分离并暴露左侧颈总动脉及颈外动脉 o在颈

作者单位 }ttssuw 辽宁沈阳市 o沈阳医学院附属中心医院神经内

科 ∀作者简介 }马莉kt|y|2l o女 o河北抚宁县人 o硕士 o副主任医师 o主要

研究方向 }缺血性脑血管病 ∀

外动脉分叉处结扎颈外动脉 o在近心端结扎颈总动脉 ∀

在颈总动脉近颈内 !颈外动脉分叉处剪一小口 o将长

w ¦°的尼龙线k直径 s quy °°l顺势缓慢送入 o深度为

kuw ? s qxl¦° o在大脑中动脉起始端堵塞血流 ∀然后

将颈总动脉连同尼龙线一起结扎 o缝合皮肤 o自由喂

养 ∀假手术组只分离颈总动脉及颈外动脉 o不插入尼

龙线 ∀术中用 tss • 白炽灯照明 o保持大鼠肛温 vz ε

左右 ∀选择苏醒后行走向右旋转或右侧肢体瘫痪的大

鼠为栓堵成功鼠进行实验 o否则视为栓堵失败 o弃之不

用 ∀全部大鼠统一栓塞左侧大脑中动脉 ∀

��≤ 组大鼠于造模后 s qx «腹腔内注射 ��≤

txs °ªr®ªk美国 ≥¬ª°¤公司l o对照组腹腔内注射生

理盐水 s qx °¯∀

1 q3 神经功能评分  造模后 o采用 � ¤̈̄²±ª¤评分法评

定大鼠神经功能 }≠ s 分 }无神经功能缺失症状 ~� t

分 }不能完全伸展对侧前爪 ~≈ u分 }爬行时出现右侧

转圈 ~…v分 }行走时向身体瘫痪侧倾倒 ~  w分 }不能

自发行走 o意识丧失 ∀评分为 s分和 w分的大鼠均被

剔除 o随机补充 o保证分组 x只不变 ∀

1 q4 病理标本制备  造模后 o各组大鼠在规定时间内
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断头取脑 o将完整的鼠脑放入 w h多聚甲醛中固定 o于

w ε 冰箱中保存 ∀

将已固定好的鼠脑切除额极和枕极 o沿视交叉前

缘冠状切断 o并分别向前 !向后将鼠脑切成 w °°厚的

组织块 o经 s qt � °�≥洗 v次后 o快速脱水 o低温石蜡

包埋 ∀取视交叉后的第 t个组织块自额侧连续切取 v

张组织片 o分别做常规 � ∞染色 !¦¤¶³¤¶̈2t 蛋白免疫

组化检测 ∀每张切片厚度均为 z Λ° ∀

1 q5 梗死灶体积检测  用图像分析仪检测常规 � ∞

染色切片 o计算梗死灶体积≈u  }∂ � ·t k�t n �ulru n ·

k�u n �vlru n , n·± p tk�± p t n �±lruk注 }∂ 为体

积 o·为两相邻冠状面的间距 o� 为每个冠状面上梗死

灶面积 o±为冠状面序列号l ∀分别将每个鼠脑标本所

含组织块的梗死灶体积相加 o做为该标本的梗死灶体

积 ∀

1 q6 ¦¤¶³¤¶̈2t免疫组化阳性细胞检测  采用半定量

计数 ows倍物镜下在每张切片梗死灶边缘区相互不重

叠的 {个视野计数其中的 ¦¤¶³¤¶̈2t免疫组化阳性细

胞 ∀每组鼠所有切片阳性细胞数的kmξ ? σl作为该组动

物梗死灶边缘区 ¦¤¶³¤¶̈2t免疫组化阳性细胞数 ∀

1 q7 统计学处理  所得数据以k mξ ? σl表示 o采用

≥°≥≥软件进行 ·检验 ∀

2 结果

2 q1 梗死灶体积  缺血组大鼠持续性局灶性脑缺血

uw «后 o� ∞染色光镜下可见大脑中动脉供血区的皮

层和皮层下白质染色较浅 o缺血边界较清楚 ouw «形成

的梗死灶体积基本固定 ouw ∗ zu «的体积最大 o但

tus «的体积减小 oz §的体积更小 ∀与缺血组相比 o

��≤ 组 uw «∗ z §各相应时间点梗死灶体积不同 o其

中 uw ∗ zu «的梗死灶体积最大 oz §的体积最小 o而且

各时间点的梗死灶体积明显小于缺血组k ° � s qstl o

见表 t ∀
表 1  缺血组与 ΝΑΧ组脑梗死灶体积(hξ ? σ)

组别 uw « w{ « zu « |y « tus « z §

缺血组 u{v qzu ? ws qx{ u{{ qzw ? wu qsv uvz qu{ ? u| qw| tz| qy{ ? wz qzy twt q|z ? u{ qvw tst qu{ ? t| qwu

��≤ 组 usu qss ? vu qyy¤ uss q{v ? vy q{s¤ tyt q{w ? uw quw¤ tvw qzy ? tz qw|¤ |{ q|z ? vu qzy¤ z{ q|u ? uv quw¤

  注 }¤}与缺血组比较 o° � s qst ∀

2 q2 ¦¤¶³¤¶̈2t蛋白免疫组化检测  正常对照组及假

手术组可见少量褐色免疫组化阳性细胞 ~缺血组造模

后 uw «海马区即可出现褐色免疫阳性细胞 ow{ «后阳

性细胞数量增多 o但多数体积较小 o形似胶质细胞 o第

v天阳性细胞数达高峰 o在皮质呈散在较均匀分布 o而

基底节区仅有零星的阳性细胞 ~��≤ 组各时间点的阳

性细胞数明显少于缺血组k ° � s qstl o见表 u ∀

表 2  缺血组与 ΝΑΧ组 χασπασε21 蛋白免疫阳性细胞(hξ ? σ)

组别 uw « w{ « zu « |y « tus « z §

缺血组 tyz ? tz uuz ? uv uxx ? vz uty ? tz usv ? t{ tuu ? ux

��≤组 tsv ? tw¤ tvu ? uy¤ tzy ? vx¤ tuu ? tw¤ tt{ ? uv¤ yy ? ts¤

  注 }¤}与缺血组比较 o° � s qst ∀

3 讨论

脑缺血后 o神经元的死亡是一个极其复杂的病理

过程 o主要表现为坏死和凋亡两种形式 o分别涉及主动

和被动细胞死亡机制≈v ow  ∀在脑缺血急性期 o神经元坏

死与凋亡并存 o细胞坏死位于缺血中心区 o细胞凋亡主

要出现在缺血半暗带 ∀而在脑缺血的迟发性神经元死

亡期 o则以细胞凋亡为主 ∀凋亡可能决定了最终的梗

死体积≈x  ∀细胞凋亡是在生理和病理条件下细胞的一

种主动死亡方式 o受相关基因和一些细胞外因子的调

控 ∀ �¤¦°¤±±¶等发现 o大鼠脑缺血后半暗带区出现

大量凋亡细胞≈y  ∀

��≤ 是一种抗氧化剂 o也是一种巯基供给剂 ∀有

研究显示 o��≤ 可阻断细胞凋亡过程 o而且作为自由

基清除剂 o可干扰自由基的形成≈z  ∀ ��≤ 具有抗毒作

用 o其巯基为烃化提供了接受部位 o在溶液中使硫芥或

氮芥环化 o保护 ⁄�� 免受氮芥 !硫芥等烃化剂的损

伤≈{  o阻止烃化剂引起的细胞凋亡 ∀ ��≤ 也是一种

含2≥ � 的化合物 o在细胞内去乙酰化后生成半胱氨酸 o

提供合成细胞内重要的非酶类抗氧化物质谷胱甘肽

k�≥ �l的底物 o维持细胞内的 �≥ � 水平 ∀ ��≤ 也可

通过形成巯中心自由基及其后的继发反应 o有效地清

除自由基 o这也可能是该类药物的作用机制之一≈z  ∀

�≥ � 是巯基保护剂 o有保护细胞抵御细胞毒性的作

用 ∀调节 �≥ � 水平可影响巯化剂的毒性 o亦影响由烃

化剂导致的细胞死亡方式 ∀ ��2ys !∂ |vz 和 �xyu v

个细胞系经苯丙氨酸氮芥处理后都不同地出现细胞凋

亡 ∀如果用抑制剂降低细胞内 �≥ � 的水平 o再用苯丙

氨酸氮芥作用 o细胞死亡的方式就由凋亡改变为坏死 ∀

至今 o尚不清楚细胞坏死和细胞凋亡是组成细胞死亡

共同途径的两个部分 o还是代表了两种截然不同的现

象 ∀ ��≤ 和 �≥ � 均可对抗硫芥引起的细胞坏死和凋

亡 o提示细胞凋亡和细胞坏死有某种共同途径 ∀

细胞凋亡是基因调控的细胞死亡 o与坏死有本质

的区别 ∀参与凋亡的基因中研究最多 !作用最明显 !最

重要的是 ¦¤¶³¤¶̈2t和 ¦¤¶³¤¶̈2v≈|  ∀¦¤¶³¤¶̈ 家族共有

tt个成员 o¦¤¶³¤¶̈2t是最早发现的 o是 ¦¤¶³¤¶̈ 家族的

奠基成员 o因可激活白细胞介素2tΒk¬±·̈µ̄ ∏̈®¬±2tΒo��2

tΒl o故原称 ��2tΒ转化酶 o可使 ��2tΒ前体断裂成熟 o

并与受体结合导致神经元凋亡 ∀在多种因素诱发的细
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胞凋亡过程中 o¦¤¶³¤¶̈2t 表现为高表达 o且呈时间效

应关系≈ts ott  ∀¦¤¶³¤¶̈2t可直接诱导细胞凋亡 o而突变

的 ¦¤¶³¤¶̈2t 基因则丧失诱导细胞凋亡的能力≈tu  ∀

¦¤¶³¤¶̈2t介导的细胞凋亡可被 ¥¦̄2u 抑制 ∀脑缺血

时 o各种 ¦¤¶³¤¶̈ o尤其是 ¦¤¶³¤¶̈2t 和 ¦¤¶³¤¶̈2v 在神

经元凋亡中具有重要作用 ∀在全脑及局灶性脑缺血动

物模型的海马 !皮质等缺血敏感区 o¦¤¶³¤¶̈2t 蛋白及

其靶蛋白的裂解产物 ��2tΒ的水平均明显增高 o伴神

经元 ⁄�� 片段化≈tu otv  o但 ¦¤¶³¤¶̈2t仅在胶质细胞内

表达而非神经元内 o提示 ¦¤¶³¤¶̈2t可能是通过炎症反

应介导脑缺血损害≈tv  ∀

本研究显示 o大鼠局灶性脑缺血后 uw «!w{ «!

zu «!|y «!tus «!z §给予 ��≤ 治疗能有效地减小脑

梗死灶的体积 o对脑缺血有保护作用 o可减轻神经损

伤 o推测 ��≤ 可使大鼠对持续性局灶性脑缺血产生耐

受性 ∀这可能与 ��≤ 诱导凋亡相关基因或氧自由基

清除剂有关 o表明 ��≤ 有可能作为治疗脑缺血的有效

药物 ∀

本研究大鼠持续性局灶性脑缺血后 ¦¤¶³¤¶̈2t蛋

白表达的变化提示 o迟发性程序细胞死亡过程参与了

脑缺血后的细胞损伤机制 o尽管不能就此肯定

¦¤¶³¤¶̈2t 蛋白表达增加能加重缺血性脑损害 o但

¦¤¶³¤¶̈2t 的确参与了脑缺血的病理生理过程 ∀

¦¤¶³¤¶̈2t蛋白表达增加可能激发胶质细胞合成成熟

的 ��2tΒ增加 o通过介导 ��2tΒ间接地在脑缺血中发挥

凋亡调节作用 ∀然而 ¦¤¶³¤¶̈2t在脑缺血后发挥凋亡

调节作用的确切机制尚不明确 o有待进一步研究 ∀我

们发现 o脑缺血后 o¦¤¶³¤¶̈2t 免疫阳性细胞数呈动态

变化 o提示 ¦¤¶³¤¶̈2t在脑缺血后的迟发性表达可能主

要与胶质细胞有关 ∀曾有学者用脂多糖成功地诱导了

¦¤¶³¤¶̈2t的表达 o并发现 ¦¤¶³¤¶̈2t 的表达与胶质细

胞的分泌活动有关 o本研究结果与之相符合 ∀大鼠的

海马区神经元对脑缺血耐受力较差 o在脑缺血后的 v

∗ w §易发生细胞凋亡 o这与我们观察到的 ¦¤¶³¤¶̈2t

免疫阳性细胞的动态变化一致 o也提示脑缺血后的细

胞凋亡与 ¦¤¶³¤¶̈2t的表达有关 ∀另外 o��≤ 组大鼠

¦¤¶³¤¶̈2t免疫阳性细胞数明显少于缺血组 o进一步提

示 ��≤ 的脑保护作用可能与抑制¦¤¶³¤¶̈2t蛋白表达

有关 ∀

总之 o本研究显示 o¦¤¶³¤¶̈2t在脑缺血后不仅能

被诱导表达 o而且这种表达上调可能在脑缺血的细胞

凋亡机制中发挥作用 ∀
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