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通心络对糖尿病大鼠脑缺血后神经生长因子及

脑源性神经营养因子表达的影响

田沈t o张朝东u o康志伟t

≈摘要  目的 探讨通心络对改善局灶性脑缺血糖尿病大鼠的神经功能的作用 o并探讨其分子机制 ∀方法 线栓法复制糖尿病

大鼠大脑中动脉栓塞模型 o干预组通心络胶囊 t1 s ªr®ª# §连续灌胃 ∀进行神经功能缺损评分 ~采用 × ��∞�染色计数脑缺血周

边区神经细胞凋亡数 o免疫组织化学方法检测神经生长因子k��ƒl及脑源性神经营养因子k�⁄�ƒl的蛋白表达 ∀结果 干预组神经

功能缺损评分低于对照组kΠ� s1 sxl ~缺血周边区 × ��∞�阳性细胞数均少于对照组k Π� s1 sxl ~ ��ƒ !�⁄�ƒ 蛋白免疫阳性细胞

多于对照组kΠ� s1 sxl ∀结论 通心络可增加糖尿病脑缺血后缺血周边区 ��ƒ !�⁄�ƒ 蛋白的表达 o拮抗神经细胞凋亡 o改善神经

功能 ∀
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糖尿病是一种慢性代谢性疾病 o而并发缺血性卒

中的病死率可增高 v倍≈t  ∀脑梗死易给患者造成较严

重的神经功能缺损 ∀目前研究证明 o神经细胞凋亡是

其重要的病理环节 o抑制凋亡的发生可以减轻神经损

伤 ∀神经生长因子k��ƒl !脑源性神经营养因子k�⁄2
�ƒl 是一类小分子多肽物质 o在神经系统损伤的情况

下具有神经保护与修复的作用≈u  o同时抑制细胞凋亡 ∀

本研究观察通心络干预后 o局灶性脑缺血糖尿病大鼠

的神经功能和缺血周边区神经细胞凋亡数及 ��ƒ !

�⁄�ƒ蛋白表达的变化 o探讨通心络对糖尿病合并脑

缺血的神经保护作用及其机制 ∀

1 对象及方法

1 q1 实验动物及分组  体重 uss ∗ uxs ª • ¬¶·¤µ大鼠 o

雌雄不限 o购自中国医科大学实验动物部 ∀大鼠连续

腹腔注射四氧嘧啶 tusrtss °ªr®ªu §o采用葡萄糖氧

化酶法测末次给药后 zu «空腹血糖 o以空腹血糖 ∴

ty1 z °°²̄ r�作为糖尿病大鼠 ~y周后采用线栓法≈v 

建立大鼠大脑中动脉闭塞k � ≤ � �l模型 ∀大鼠苏醒后

作者单位 }t q中国医科大学第四临床医院神经内科 o辽宁沈阳市

ttssvu ~u q中国医科大学第一临床医院神经内科 o辽宁沈阳市 ttssst ∀

作者简介 }田沈kt|y|2l o女 o河北黄骅县人 o硕士研究生 o副主任医师 o主

要研究方向 }缺血性脑血管病 ∀

表现为提尾时右侧前肢内收屈曲 !爬行时向右侧划圈

者入选 ∀模型建立后 o选取 vy 只大鼠随机分成对照

组 !通心络组 o每组又分 t §! z §!tw §v个时间点 o每

一时间点均为 y只大鼠 ∀

通心络组大鼠给予通心络胶囊 t1 s ªr®ª# §o药物

溶于生理盐水 o以 w ° r̄®ª灌胃 ~对照组每天灌胃等量

的生理盐水 ∀

1 q2 观测指标及方法

1 q2 q1 神经功能缺损评分  采用 ≤«̈ ±等制定的神经

功能评分标准k°²§¬©¬̈§ �̈ ∏µ²̄ ²ª¬¦¤̄ ≥ √̈ µ̈¬·¼ ≥¦²µ̈¶o

°�≥≥l≈w 分别于术后 t §!z §及 tw §对大鼠进行神经

功能评分 ∀ �≥≥为一种运动 !感觉 !反射和平衡功能的

综和性评分指标 o评分范围 s ∗ t{分 o分数越高表明

大鼠的神经功能缺损越重 ∀

1 q2 q2 免疫组化检测  各组于术后 t §!z §!tw §分别

取 y只大鼠 o用 ts h水合氯醛麻醉 o先后用肝素化生理

盐水及 w h多聚甲醛心内灌注 o迅速断头取脑 o以前囟

为中心 !冠状面 ? t °°切取脑片 o置于 w h多聚甲醛

中后固定 uw «o常规脱水 !透明 !浸蜡 !包埋 o每隔 tss

Λ°连续作 y Λ° 厚脑冠状面石蜡切片 ∀石蜡切片进

行兔抗 ��ƒ 多克隆抗体 !兔抗 �⁄�ƒ 多克隆抗体免

疫组化染色 o具体步骤按照即用型 ≥��≤ 免疫组化试
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剂盒k博士德l说明书操作 ∀

1 q2 q3 × ��∞�染色  石蜡切片按照 × ��∞�

k� ²¦«̈ l试剂盒说明书操作 o进行细胞凋亡染色 ∀

1 q3 图像分析及统计学处理  每个标本取 u张切片 o

分别在高倍镜kwss ≅ l下随机观察缺血侧额顶叶及纹

状体区不重叠的 x个高倍视野 o显微图像分析系统采

集图像 o计数阳性细胞数 o取其平均数 ∀

各组计量资料数据均k mξ ? σl表示 o采用 ≥°≥≥

tv1 s统计软件进行两样本均数的 τ检验 oΠ� s1 sx有
显著性差异 ∀

2 结果

2 q1 神经功能评分  术后 t §时各组神经功能评分无

显著性差异 ~z §!tw §后通心络组神经功能评分明显

低于对照组kΠ� s1 sxl ∀见表 t ∀
表 1  各组神经功能评分比较

组别 ± t § z § tw §

对照组 y { qys ? s q{| { qx{ ? s qvw x qxs ? s qvx

通心络组 y { q{s ? s q{w z qt{ ? t qsy w qsy ? t qtu

Π � s qsx � s qsx � s qsx

2 q2 × ��∞�染色  两组大鼠在缺血周边区均有

× ��∞�免疫阳性细胞存在 o并与坏死细胞相互混杂 ∀

通心络组 × ��∞�阳性细胞数低于对照组 k Π �

s1 sxl ∀
表 2  各组凋亡细胞数比较(/ µ µ 2 )

组别 ± t § z § tw §

对照组 y xt qsy ? u quy uv qtu ? v qzt us qtu ? u qtz

通心络组 y ww q{s ? t q|{ t{ qyu ? s q{u tx qws ? t qwu

Π � s qst � s qsx � s qst

2 q3 �⁄�ƒ的表达  �⁄�ƒ免疫阳性细胞主要分布于

皮层 ¶ ∗ ∏层 o主要是锥体细胞 ∀梗死灶周边仍可见

到 �⁄�ƒ免疫阳性细胞 o但细胞数量明显减少 o梗死

灶中心无 �⁄�ƒ免疫阳性细胞 ∀ �⁄�ƒ免疫阳性颗粒

主要位于胞浆和细胞膜表面 ∀胞浆和突起被染成棕黄

色 o胞核周围染色较浅 ∀ �⁄�ƒ 在局灶性脑缺血 t §

达高峰 o在以后的时间点逐渐下降 ∀通心络组缺血周

边区 �⁄�ƒ 蛋白免疫阳性细胞数高于对照组k Π �

s1 sxl ∀见表 v ∀
表 3  Β∆ΝΦ阳性细胞计数比较(/ µ µ 2 )

组别 ± t § z § tw §

对照组 y uu q|s ? u q|s tw qv{ ? u qxu | qvy ? t qxx

通心络组 y u| qv{ ? w q{s tz q|{ ? t q{| tu q|y ? t qtt

Π � s qsx � s qsx � s qsx

2 q4 ��ƒ的表达  ��ƒ免疫阳性细胞主要分布于皮

层 µ ∗ ∏层 o ��ƒ 于神经元内表达部位的分布比较

广泛 o在神经元的胞膜 !胞浆 !核膜 !核质和轴突上均可

见到 ∀其免疫阳性颗粒主要分布在神经元胞浆内 o胞

浆染色呈深棕色而且均匀 o而主干树突染色较浅 ∀在

皮层缺血 t § ��ƒ即达高峰 o在以后的时间点逐渐下

降 ∀通心络组缺血周边区 ��ƒ 蛋白免疫阳性细胞高

于对照组kΠ� s1 sxl ∀见表 w ∀
表 4  ΝΓΦ阳性细胞计数比较(/ µ µ 2 )

组别 ± t § z § tw §

对照组 y uz q|u ? t qyy tv qzw ? t qvx z qws ? u qv{

通心络组 y vt q|{ ? u qs| tz q|w ? u qty ts qtw ? t qtu

Π � s qst � s qst � s qsx

3 讨论

糖尿病患者容易合并脑梗死 o由于其血管损伤严

重 o同时存在代谢障碍 o使其合并脑梗死时神经功能缺

损严重 o治疗更为棘手 ∀通心络胶囊具有益气活血 !通

络止痛之功效≈x  o是临床常用的心脑血管病治疗药物 ∀

近年来大量的研究表明 o脑缺血再灌注损伤后半

暗区神经元凋亡是造成迟发性神经元死亡的重要原

因 ∀现己明确 o细胞凋亡的发生是由基因调控的过程 o

神经营养因子对细胞凋亡有明确的抑制作用 ∀

神经营养因子k± ∏̈µ²·µ²³«¬¦©¤¦·²µ¶o�× ƒ¶l 是一

类小分子多肽物质 o在神经系统发生 !发育过程中能

够促进细胞的增殖 !生长 !分化 !存活及功能表达 o在成

熟的神经系统中具有维持神经细胞生存的作用 ∀神经

营养因子通过与特异性受体结合而发挥生物学效应 ∀

目前发现的受体有 u类 o即低亲和性 ³zx和高亲和性

×µ�≈y2z  ou类受体常在同一神经元同时表达 o共同调节

神经元对神经营养因子的反应 ∀ ³zx转导可以是负性

信号 o如凋亡≈{  o也可以是正性信号 ~而 ×µ�受体转导

一般是正性信号 o如维持神经元存活 !生长 ∀这 u类受

体产生的效应可相互促进或相互拮抗 o在多个水平调

节神经元的存活与凋亡 ∀³zx和 ×µ�信号途径之间的

相互交叉是确定神经系统如何发育和损伤后修复的一

个关键过程 ∀

本研究结果显示 o应用通心络能够有效改善局灶

性脑缺血糖尿病大鼠的神经功能 o减少脑缺血周边区

脑组织细胞凋亡 ~其机制可能与增加缺血灶周边区

��ƒ !�⁄�ƒ蛋白表达 o从而减少脑缺血周边区脑组织

细胞凋亡有关 ∀
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