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≈摘要  目的 观察 �°�2ts|x对大鼠脑缺血后神经元 ¦¤¶³¤¶̈2v蛋白表达的影响 ∀方法 大鼠大脑中动脉闭塞缺血模型k± �

|sl o随机分成 y组 }�°�2ts|x大剂量组kuws °ªr®ªl !�°�2ts|x中剂量组k{s °ªr®ªl !�°�2ts|x小剂量组kuz °ªr®ªl !阿司匹林组

k{s °ªr®ªl !安慰剂组 !假手术组 ∀分析梗死面积百分数并观察各组 ≤¤¶³¤¶2v蛋白表达 ∀结果 �°�2ts|x大 !中剂量组梗死面积百

分数小于安慰剂组kΠ� s1 sxl ~各组脑组织缺血周边和皮层 ¦¤¶³¤¶̈2v表达阳性细胞较安慰剂组减少 o大剂量组 ¦¤¶³¤¶̈2v阳性细胞
减少最多kΠ� s1 sxl ∀结论 �°�2ts|x对大鼠永久性大脑中动脉闭塞模型的局灶脑缺血有神经保护作用 o其作用机制与下调凋亡相

关蛋白 ¦¤¶³¤¶̈2v的表达有关 ∀

≈关键词  脑缺血 ~大脑中动脉闭塞k � ≤ � �l ~¦¤¶³¤¶̈2v ~细胞凋亡 ~缺血半暗带
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乙酰水杨酸k¤¦̈·¼̄ ¶¤̄¬¦¼̄¬¦¤¦¬§o�≥�l是传统的

抗血小板制剂 o�≥� 的正确使用可以减少 ux h ∗ ws h

的缺血性卒中复发 ∀但由于其各种不良反应 o特别是

常见的消化道及出血倾向等副作用 o严重影响患者的

依从性 ∀一氧化氮2阿司匹林 k��2�≥�l是在传统

�≥� 化学结构的基础上连接能释放 �� 的基团 o在代

谢位点缓慢而稳定地分解生成 �≥� 和释放 ��≈t2u  ∀

由于 �� 参与机体多种生理功能的调节 o因此 ��2

�≥� 既能增强 �≥� 的抗血小板 !抗血栓的治疗作用 o

又能减轻 �≥� 的胃肠道损伤等不良反应≈v2x  ∀ �°�2

ts|xku2乙酰氧基2w2硝酸甲酯基2苯甲酸l是 �≥� 与硝

酸酯类 �� 供体相偶联的化合物 ∀本实验利用大鼠永

久大脑中动脉闭塞k°¬§§̄¨¦̈µ̈¥µ¤̄ ¤µ·̈µ¼ ²¦¦̄∏¶¬²± o

� ≤ � �l形成的局灶性脑缺血k�²¦¤̄ ¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬2

¤l模型 o通过观察不同剂量 �°�2ts|x下鼠局灶性脑缺

血后神经元 ¦¤¶³¤¶̈2v蛋白的表达 o并与梗死面积进行

基金项目 }北京市优秀人才基金资助项目kussyt§svsswtyl ∀

作者单位 }t q首都医科大学附属北京天坛医院神经内科 o北京市

tsssxs ~u q北京护士学校药理组 o北京市 tsttw| ~v q北京市神经外科研

究所 o北京市 tsssxs ∀作者简介 }李菁晶kt|zt2l o女 o浙江龙泉市人 o硕

士 o主治医师 o主要从事脑血管方面研究 ∀通讯作者 }王春雪 ∀

相关分析 o探讨 �°�2ts|x对大鼠局灶性脑缺血损伤的

保护作用及可能的机制 ∀

1 材料与方法

1 q1 实验动物及分组  ≥°ƒ级 ≥⁄雄性大鼠 |s只 o体

重ku{s ? vsl ªo维通利华实验动物技术有限公司提

供 o动物许可证编号 }≥≤ ÷ �k京lussu2sssv ∀参照 � ¤̈

�²±ª¤报道的方法加以改进
≈y 行 � ≤ � � ts °¬±后 o动

物随机分为 y组 o每组 tx只 o分别处理如下 }大剂量

组 }�°�2ts|x uws °ªr®ª~中剂量组 }�°�2ts|x {s °ªr

®ª~小剂量组 }�°�2ts|x uz °ªr®ª~�≥� 组 }�≥� {s

°ªr®ª~安慰剂组 }含 s1 x h 吐温 {s os1 w h 甲基纤维

素 os1 { h苯甲醇的生理盐水 x ° r̄®ª~假手术组 }不进

行 � ≤ � � ∀给药方式采用灌胃方法 ∀

1 q2 主要试剂和仪器设备  �°�2ts|x !�≥� }美国贝

达药业有限公司 ~红四氮唑k× × ≤l !多聚甲醛k°ƒ �l !

水合氯醛k≤ �l }北京化学试剂公司 ~≥÷ °2t�手术显微

镜 }上海医用光学仪器厂 ~�⁄vxs2≥v高频电刀 }上海沪

通电子仪器厂 ~� ≤≥2u∞�≥电子称 }北京菲姆斯科技开

发公司 ~醇酸清漆k µ型l }红狮涂料国际有限公司 ~

⁄�2 � • 2t电热恒温水温箱 }北京西城区医疗器械厂 ~

进口鱼线直径 s1 ux °° }德国 �≤�∞� × ~衡流泵 }上海
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市沪西仪器厂 ~�� ≠ �≥× � × tzus 切片机 ! �̈¬¦¤

sxss�• 图像分析系统 }德国 �̈¬¦¤∀

1 q3 动物灌注固定与取材  麻醉清醒后姿势反射实

验得分 ∴t分的大鼠纳入实验 ∀动物腹腔注射 y h水

合氯醛 x ° r̄®ª~灌注生理盐水 o将血管内血液全部冲

净后 o灌注 w ε 固定液 ~动物经灌注固定 o立即取脑 o放

入含 vs h蔗糖的 w h多聚甲醛溶液内 w ε 过夜 ∀

1 q4 梗死面积测定  动物经末次行为评分后 o断头取

脑 o立即置于 p us ε 冰箱中速冻 us °¬± o自前脑额极

起切出 y片冠状切片 o每片厚 u °° o将脑片置于 u h

× × ≤ 染色液中 o正常脑组织染成粉红色 o梗死灶染成

白色 ∀然后将脑片置于新鲜配制的 ts h多聚甲醛溶

液中避光保存 uw «以上固定 ∀利用图像分析系统测

定缺血灶面积 !同侧半球面积 !对侧半球面积 o根据

≥º¤±¶²±公式≈z 计算半球缺血区的面积占对侧面积的

百分数 ∀

1 q5 ¦¤¶³¤¶̈2v染色  冰冻切片机切片 o厚度 ws Λ° o

切片放入 s1 st °²̄ r�°�≥× 液k³� � z1 u ∗ z1 xl内待

染 ~然后切片依次入 s1 st °²̄ r� °�≥× 液中浸洗 v

次 o室温下入 t �盐酸抗原修复 vs °¬±后 ~再入 v h

�u �u 消除内源性过氧化物酶的活性 ts °¬± ~s1 st

°²̄ r�°�≥× 浸洗 v次 o每次 x °¬±~入 x h脱脂奶粉

°�≥× 液k或 x h正常羊血清l室温下封闭 vs °¬± ~入 t

Βtsss 一抗孵育室温过夜 ~将切片用 s1 st °²̄ r�

°�≥× 浸洗 v次 o每次 x °¬± o入 t Β vss生物素标记的

µ抗kt h �≥� !s1 st °²̄ r�°�≥× 稀释l os1 st °²̄ r�

°�≥× 浸洗 v次 o每次 x °¬± o入 t Β vss辣根过氧化物

酶标记的链霉卵白素 ¶抗ks1 st °²̄ r�°�≥× 稀释l室

温 u ∗ v «~s1 st °²̄ r�°�≥× 浸洗 v次 o每次 x °¬± ~

室温下 ⁄��显色 ts ∗ vs °¬±∀在 s1 st °²̄ r�°�液

中裱片 o自然干燥 ~切片上行脱水 o透明 o封固 o观察结

果 ∀

1 q6 阳性细胞计数  高倍镜下kuss ≅ l o每只大鼠分

别取 ¦¤¶³¤¶̈2v抗体染色切片 v张 o随机选取各切片的

缺血周边区 !缺血侧皮层k¦̈µ̈¥µ¤̄ ¦²µ·̈¬o≤ ≤l及健侧

半球k作为对照l相应区域内各 x个视野 o记数阳性细

胞 o以阳性细胞数占总细胞的百分数为单位进行统计

分析 ∀

1 q7 统计学方法  所有数据均以kmξ ? σl表示 o应用

≥�≥ {1 s 统计软件对各组动物梗死面积百分数和

¦¤¶³¤¶̈2v阳性细胞百分数进行单因素方差分析

k� �� ∂ �l o如有显著性差异进一步做 ≥·∏§̈ ±·2 �̈ º2

°¤±2�̈ ∏̄¶检验 o进行两两比较 ∀Π� s1 sx为有显著性

差异 ∀

2 结果

2 q1 梗死面积测定  大 !中剂量组梗死面积均比安慰

剂组梗死面积减少kΠ� s1 sxl o小剂量组 !�≥� 组与安

慰剂组比较梗死灶有缩小的趋势 o但无显著性差异k Π

� s1 sxl ∀见表 t ∀
表 1  各组梗死面积比较( %)

组别 ± 梗死面积百分数

安慰剂组 z xs qwv ? w qx|

�≥� 组 { wz qxx ? z qxs

小剂量组 z w{ quv ? y qts

中剂量组 { wt qwv ? { qux¤

大剂量组 { v{ qy| ? x qt{¤o¥

假手术组 ts s¤o¥

  注 }¤}与安慰剂组比较 oΠ� s1 sx ~¥}与 �≥� 组比较 oΠ� s1 sx ∀

2 q2 ¦¤¶³¤¶̈2v蛋白表达  安慰剂组 ¦¤¶³¤¶̈2v阳性表

达主要在大脑皮层和尾壳核内侧周边区k缺血半暗

带l o并以梗死灶周边区表达最明显 o在缺血中心区仅

发现少量阳性细胞 ∀阳性神经元胞浆呈棕色 o颗粒感 o

也有部分胞浆 !胞核均着色 ∀治疗组 ¦¤¶³¤¶̈2v表达少

于安慰剂组k Π� s1 sxl o且主要在梗死灶周边区 ∀见

表 u ∀
表 2  各组 χασπασε23 蛋白表达比较( %)

组别 ± ¦¤¶³¤¶̈2v

安慰剂组 x {t qsw ? tw qu|

�≥� 组 x zx qx| ? tv qy{

小剂量组 x yz qyw ? | qtv

中剂量组 x wz qt{ ? tt qtw¤o¥

大剂量组 x v| qxx ? tw qz{¤o¥

假手术组 x tv qyt ? u qyy¤o¥

  注 }¤}与安慰剂组比较 oΠ� s1 sx ~¥}与 �≥� 组比较 oΠ� s1 sx ∀

3 讨论

�� 作为一种重要的信使分子 o既表现出神经保

护作用 o又具有神经毒性作用≈{  ∀大量研究表明 o在缺

血性脑损伤时 o缺血后短时间内 o低浓度 �� 对缺血脑

组织有保护作用 ~但随着缺血时间延长 o尤其是 uw «

以上或高浓度 �� o则对脑组织有损伤作用 ∀在脑缺

血早期k尤其是 uw «以内l o�� 可能由神经元和内皮

细胞产生 o此时的 �� 表现出对缺血脑的保护作用 o应

用 �� 供体如 �2精氨酸能提高脑组织液的 �� 含量 o

增强保护作用≈{2|  ∀本研究显示 o在大鼠局灶脑缺血后

ts °¬±给予 �°�2ts|x {s °ªr®ª!uws °ªr®ª治疗 o梗

死体积较安慰剂有缩小 o提示这一剂量的 �°�2ts|x对

大鼠缺血早期具有保护作用 ∀

¦¤¶³¤¶̈ 家族是一大类凋亡调节基因 o凋亡特征的

出现与 ¦¤¶³¤¶̈ 的作用密切相关
≈ts2tu  ∀其中 ¦¤¶³¤¶̈2v

是 ¦¤¶³¤¶̈ 家族中最重要的凋亡执行者k ¬̈̈ ¦∏·¬²± µ̈l

之一 o它广泛分布于各种不同类型的细胞中 o¦¤¶³¤¶̈2v

一旦被激活 o凋亡常难以避免 ∀在神经系统中 o

¦¤¶³¤¶̈2v促进各种因素诱导的培养神经元的凋亡 o提

示 ¦¤¶³¤¶̈2v是缺血神经元凋亡重要效应分子≈tv2tw  ∀

缺血半暗带是局灶性脑缺血后位于缺血中心周围
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的缺血脑组织 o其脑血流量轻 !中度降低ktx ∗ vx ° r̄

tssª# °¬±l o介于神经细胞电机能衰竭阈值与膜机能

衰竭阈值之间 ∀许多研究表明 o缺血半暗带的细胞损

伤主要通过神经元凋亡k¤³²³·²¶¬¶l途径进行
≈tx2t{  ∀在

脑缺血急性期 o神经元坏死和凋亡并存 o凋亡可能决定

了最终梗死体积 ∀如果能通过阻断缺血性神经元凋

亡 o设法恢复缺血后半暗带区神经元的活力 o有望大大

减少缺血性脑血管病患者的死亡率或后遗症≈t|  ∀

研究表明 o缺血后 y ∗ { «有 ¦¤¶³¤¶̈2v的表达 ouw

«达高峰≈us2ut  ∀本实验显示缺血后 uw «o安慰剂组半

暗带 ¦¤¶³¤¶̈2v较假手术组明显升高 o与文献报道≈uu2uv 

相符 o提示凋亡刺激信号引起 ¦¤¶³¤¶̈2v 上调 ∀给予

�°�2ts|x治疗后 o能使 ¦¤¶³¤¶̈2v的表达不同程度地下

降 o表明 �°�2ts|x 能降低局灶性脑缺血后半暗带

¦¤¶³¤¶̈2v的表达 o从而抑制半暗带的神经元凋亡的发

生 o对脑缺血预后有重要意义 ∀ ƒµ̈§§∏½½¬等用自发性

高血压大鼠永久性局灶脑缺血模型研究发现 o��2

�≥�k�≤ ÷2wstyl通过抑制缺血性神经元凋亡发挥了

神经保护作用≈uw2uz  ∀本实验结果也证实了这一点 ∀

≥·¤°¯̈ µ等阐明了 �� 可以与含有还原巯基的氨基酸

或蛋白质等体内活性物质共价结合 o因此可以将某些

蛋白的半胱氨酸残基 ≥2亚硝酰化 ∀¦¤¶³¤¶̈ 属于半胱

氨酸蛋白酶 o酶催化中心的半胱氨酸残基可以被 ≥2亚

硝酰化 o从而可以被 �� 抑制 o因此 ��2�≥� 是

¦¤¶³¤¶̈ 抑制剂
≈u{  ∀与本研究结果相符 ∀

��2�≥� 类药物 �°�2ts|x对大鼠局灶性脑缺血

损伤具有神经保护作用 o下调 ¦¤¶³¤¶̈2v的表达 o减少

梗死灶体积 ∀其机制除与 �� 协同 �≥� 抗炎 !抗血栓

机制之外 o更多的作用环节尚需要进一步深入研究 ∀

同时 o本研究初步探索了急性脑缺血损伤动物有效治

疗剂量 o为将来新药研发和临床用药提供参考 ∀
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