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研究马来酸桂哌齐特"

56

#对大鼠急性脑缺血&再灌注后对脑组织炎症反应$神经丝蛋白
3$&&

"

0R3$&&

#的表达

及神经功能的影响%方法
!

成年雄性
QZ

大鼠
->

只!随机设为正常组$假手术组$缺血&再灌注
$.

及
/.

组$

56

治疗
$.

组及
/.

组!分别在两个时间点对动物进行神经功能评分!并用
[+\Q!

法测定脑组织
\+3,

&

$

\+3:

含量及免疫组化法测定缺血侧皮质
0R3

$&&

的表达%结果
!

脑缺血&再灌注后第
$

天!缺血&再灌注组及
56

治疗组大鼠脑内
\+3,

&

$

\+3:

的表达明显高于正常组和假手

术组"

!

#

&(&,

#!而
0R3$&&

的表达明显降低"

!

#

&(&,

#!神经功能缺损明显"

!

#

&(&%

#'经
56

治疗后!大鼠脑内
\+3,

&

$

\+3:

的过

度表达被明显抑制"

!

#

&(&,

#!

0R3$&&

表达明显增加"

!

#

&(&,

#!但是神经功能缺损较缺血&再灌注组无明显改善"

!

&

&(&%

#%

至缺血&再灌注后第
/

天!缺血&再灌注组各指标较第
$

天时明显改善"

!

#

&(&,

#!而
56

治疗组各指标的改善较缺血&再灌注组更

为明显"

!

#

&(&,

#%结论
!

56

能减轻缺血再灌注大鼠脑内炎症因子
\+3,

&

$

\+3:

的表达!改善局部细胞外环境!促进轴突的再生

及大鼠神经功能的恢复%
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\+

%是主要由单个核细胞$包括淋

巴细胞和单核
3

巨噬细胞%产生的一组免疫活性因子#作用于淋

巴细胞'巨噬细胞和其他细胞#共同参与机体免疫反应'应激反

应及炎症的调节(研究发现#

\+

在脑缺血后表达明显增加#产

生神经毒性#介导脑缺血后炎性反应#参与缺血性脑损伤(本

研究拟观察马来酸桂哌齐特$
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M
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#

56

%对大鼠

脑缺血"再灌注后脑组织炎症反应'神经丝蛋白
3$&&

$

0R3$&&

%

的表达及对神经功能的影响#更深入地探讨
56

对缺血性脑损

伤的保护作用(

A

!

材料与方法

A(A

!

材料

A(A(A

!

实验动物与分组
!

成年雄性
QZ

大鼠
->

只#由重庆医

科大学实验动物中心提供#无特定病原体$

<

M

@F8C8F

M

1AB7

)

@=

CG@@

#

Q#R

%级#体质量
$%&

"

$>&

)

(造模前适应性喂养
,

周(

随机分为正常组'假手术组'缺血"再灌注
$.

组'缺血"再灌注

/.

组'

56

治疗
$.

组和
56

治疗
/.

组#每组
>

只(

A(A(B

!

实验药品与用法
!

56

由北京四环生物制药有限公司

生产#规格为每支
>&*

)

(于再灌注后按
'(&*

)

"

N

)

进行稀

释#立即从尾静脉注射#每日
,

次(

A(B

!

方法

A(B(A

!

大脑中动脉闭塞 $

65!b

%模型的制作
!

术前
,$B

禁

食(参照
+7=

)

1

等+

,

,及
01

)

1<1I1

和
47

)

EG@

+

$

,的线栓法!用

'(%V

水合氯醛$

,*+

"

,&&

)

#腹腔注射%麻醉大鼠(将麻醉后

的大鼠仰卧位固定#备皮#术区消毒#铺无菌洞巾#颈正中切口#

暴露并分离右侧颈总'颈外与颈内动脉#电凝颈外动脉的分支#

结扎并离断(将颈内动脉与颈外动脉之间的交通支凝断#夹闭

颈总动脉及颈内动脉#于颈外动脉残端切口向颈内动脉插入栓

线$

,>(&S&(%

%

**

#感觉有阻力即达大脑中动脉起始部#固定

栓线#缝合伤口(缺血
$B

后拔出栓线#实现再灌注(大鼠缺

血"再灌注
:B

后的神经功能评分采用
+7=

)

1

评分法+

,

,

!

&

分

'$-

重庆医学
$&,$

年
$

月第
-,

卷第
%

期



为无神经功能缺失症状&

,

分为轻度局灶性神经功能缺失症状

$不能完全伸展左侧前肢%&

$

分为中度局灶性神经功能缺失症

状$向左侧转圈%&

'

分为中'重度局灶性神经功能缺失症状$向

左侧倾倒%&

-

分为不能自发行走#意识水平降低(

,

"

'

分入

组#

&

分和
-

分者均被剔除(到达时间点后#取材时发现蛛网膜

下腔出血者也剔除#随机补充(

A(B(B

!

脑组织
\+3,

&

#

\+3:

含量测定
!

各组大鼠在脑缺血"再

灌注
$.

#

/.

后断头取脑#于冰盘上迅速取缺血侧大脑半球#用

全蛋白提取试剂盒提取蛋白$南京凯基%#低温离心后留取上清

液#采用
[+\Q!

测定
\+3,

&

及
\+3:

#试剂购自
^jZ

公司#以上

$

个指标均按试剂盒说明操作(

A(B(C

!

脑组织
0R3$&&

免疫组织化学染色
!

将大鼠深度麻醉

后开胸#用生理盐水与
-V

多聚甲醛各
,%&*+

进行灌流#断头

取脑#

-V

多聚甲醛液中固定
-

"

:B

#然后放入
/&V

乙醇中送

组织切片#片厚
>

#

*

(取相同层面切片分别做
_[

染色和免

疫组织化学染色(免疫组化采用
Q3#

法#

Z!W

显色(所用抗

0R3$&&

的一抗浓度均为
,X,&&

#购自博士德公司&

Q3#

即用型

工作试剂盒由北京中杉生物公司提供#免疫组化步骤按照试剂

盒说明书操作(

0R3$&&

阳性蛋白的平均光密度值用
\*3

1

)

@

M

G73#DE<:(&

软件进行测定#具体操作参考软件教程(

A(C

!

统计学处理
!

数据以
@S8

表示#采用
Q#QQ,$(&

统计软

件进行统计分析#齐性资料组内比较行
?

检验#组间比较行单

因素方差分析#非齐性资料则行秩和检验(

!

#

&(&%

为差异有

统计学意义(

B

!

结
!!

果

B(A

!

神经功能评分
!

根据
+7=

)

1

等+

,

,评分法#术后
:B

缺血"

再灌注组和
56

治疗组大鼠评分$共
'$

只%达到
'

分的共
/

只

$

/

"

'$

#

$,(9V

%#

$

分的共
,9

只$

,9

"

'$

#

%9(-V

%#

,

分的共
:

只

$

:

"

'$

#

,>(/V

%(在缺血"再灌注后第
/

天#两组大鼠的评分较

前明显改善$

!

#

&(&%

%&此外#

56

治疗组大鼠的神经功能改善

程度较缺血"再灌注组更明显$

!

#

&(&,

%(见表
,

(

表
,

!!

两组大鼠缺血&再灌注后第
$

"

/

天神经功能

!!!!

评分$

@S8

'分%

组别 第
$

天 $

(f,:

% 第
/

天$

(f,:

%

缺血"再灌注组
$(&&S&(/: ,($%S&(/,

1

56

治疗组
$(&&S&(/: &(%&S&(%'

1H

!!

正常组'假手术组评分为
&

&

1

!

!

#

&(&%

#与缺血"再灌注第
$

天比

较&

H

!

!

#

&(&,

#与缺血"再灌注组比较(

B(B

!

脑组织
\+3,

&

#

\+3:

的含量
!

正常组和假手术组脑组织

\+3,

&

'

\+3:

水平比较#差异无统计学意义$

!

&

&(&%

%#缺血"再

灌注后第
$

天#缺血"再灌注组与
56

治疗组脑组织
\+3,

&

'

\+3

:

水平均较正常组明显升高$

!

#

&(&,

%#但治疗组明显低于缺

血"再灌注组$

!

#

&(&,

%(随后
\+3,

&

'

\+3:

逐渐下降#第
/

天

时缺血"再灌注组和
56

治疗组
\+3,

&

#

\+3:

水平较前明显下降

$

!

#

&(&,

%#且
56

治疗组较缺血"再灌注组下降更明显$

!

#

&(&,

%#其中
\+3:

的水平与正常组比较差异无统计学意义$

!

&

&(&%

%(见表
$

(

B(C

!

脑组织
0R3$&&

!

免疫组化检测显示正常组和假手术组

大鼠皮质内神经元轴突形态规则#

0R3$&&

阳性纤维较长#排布

均匀(缺血"再灌注
$.

组大鼠缺血侧皮质神经元
0R3$&&

阳

性纤维缩短且数量显著减少$

!

#

&(&,

%#排布紊乱&

/.

后阳性

轴突数目有所增加#但仍低于正常水平$

!

#

&(&,

%(与相同时

间点缺血"再灌注组相比#

56

治疗组轴突形态较规则#

0R3$&&

阳性纤维表达有所增加#差异有统计学意义$

!

#

&(&,

%(见

表
'

(

表
$

!!

各组大鼠脑组织
\+3,

&

'

\+3:

含量的比较$

@S8

'

M)

&

*+

%

指标 正常组 假手术组
缺血"再灌注组

第
$

天 第
/

天

56

治疗组

第
$

天 第
/

天

\+3,

&

-$:(&&S'%(-' -'&('>S':(': >/'(%&S:>(-,

1

:,:(/%S'/(-:

1H

:-9(%&S$9(9%

1H

->9($%S-'(>9

1HF

\+3: %>%('>S>$(%$ %9$($%S'>(,/ 9':(>>S99(%/

1

//:(>>S%$(//

1H

>&>('>S:/(''

1H

:'9(%&S%$(%$

HF

!!

1

!

!

#

&(&,

#与正常组比较&

H

!

!

#

&(&,

#与缺血"再灌注第
$

天比较&

F

!

!

#

&(&,

#与缺血"再灌注第
/

天比较(

表
'

!!

各组大鼠缺血&再灌注后第
$

"

/

天缺血侧皮质

0R3$&&

的平均光密度值$

@S8

%

组别
平均光密度值

第
$

天 第
/

天

正常组
&('''S&(&:- &('''S&(&:-

假手术组
&(',%S&(,,/ &(',/S&(,,>

1H

缺血"再灌注组
&(,,>S&(&>-

1

&($&/S&(&'/

1H

56

治疗组
&(,>:S&(&$9

1H

&($>9S&(,-'

HF

!!

1

!

!

#

&(&,

#与正常组及假手术组比较&

H

!

!

#

&(&,

#与缺血"再灌

注第
$

天比较&

F

!

!

#

&(&,

#与缺血"再灌注第
/

天比较(

C

!

讨
!!

论

炎性反应是缺血性卒中的一个重要病理过程#缺血状态下

高浓度的炎性细胞因子可能参与了神经损伤(近期研究发现#

\+3,

等可激活局部血管内皮细胞和白细胞#诱导细胞大量牢

固的黏附#导致微血管阻塞#从而加重脑细胞的损伤+

'

,

(

\+3:

也是中枢神经系统缺血相关的重要炎症反应分子之一#

\+3,

*̂ 0!

和
\+3:*̂ 0!

在中枢神经系统海马结构和齿状回均

有定位+

-

,

#

\+3:

水平在脑缺血"再灌注早期升高#认为可能与中

性粒细胞和巨噬细胞的浸润有关(在本实验中#通过对大鼠缺

血"再灌注第
$

天的脑组织匀浆进行
[+\Q!

检测#作者发现

\+3,

&

和
\+3:

均较正常时明显增加#提示
\+

在脑缺血早期即

参与了脑损伤的病理'生理过程(之后#在第
/

天#

\+3,

&

和
\+3

:

水平均有所回落#表明了自身调节启动了内源性修复(

长久以来#中枢神经系统损伤后必然导致某些功能永久丧

失的悲观理念一直在生物医学界占统治地位(然而#中枢神经

系统损伤后丧失的功能是可以得到一定程度恢复的+

%3:

,

(脑内

神经元胞体只占据皮质总体积的
'V

#而轴突'树突及神经胶

质则占了
9/V

#当部分神经元死亡时#存活细胞中丰富的轴突

-$-

重庆医学
$&,$

年
$

月第
-,

卷第
%

期



可通过侧枝出芽的方式取代损伤的轴突#代偿其功能+

/3>

,

(

0R

是构成神经元胞体和神经轴突细胞骨架的主要成分#在维护神

经元的功能和轴浆转运等一系列与脊髓损伤修复相关的病理'

生理变化中发挥着重要作用+

9

,

(

0R

依据相对分子质量的不

同可分为
0R3:>

'

0R3,-&

及
0R3$&&

三种(其中
0R3$&&

在正

常情况下只存在于轴索中#而胞体不含或很少含有#故正常时

0R3$&&

胞体为阴性(有研究发现#在脊髓损伤区附近的神经

元在创伤刺激及多种诱导因子的作用下#能大量合成及积存

0R3$&&

以适应神经再生的需要#此时
0R3$&&

可在神经元胞

体内着色+

,&3,,

,

(脊髓不完全损伤后
0R3$&&

阳性神经元的数

量及神经元胞体着色的程度与后肢的功能恢复情况有密切的

关系#说明
0R3$&&

染色不仅能显示伤后神经元的形态#也能

反映其功能状态+

,$

,

(在缺血"再灌注后#

0R3$&&

在皮质的表

达明显减少#这与神经元缺血"再灌注损伤的发生是一致的(

轴突的损伤及缺失#必然对神经细胞间的功能联系和传递有着

不可避免的影响#因此大鼠的神经功能受损后恢复存在困难(

这也与本实验结果是一致的(

56

作为新一代的哌嗪类钙离子拮抗剂#除了能够抑制钙

离子内流'扩张血管外#研究还发现它能通过抑制腺苷脱氨酶

的作用延迟腺苷的降解#减少肌酐和次黄嘌呤的生成#使腺苷

在组织内蓄积(腺苷作为内源性保护因子在脑缺血损伤中表

现出了显著的自稳态调节及神经调节作用+

,'

,

(本研究运用

56

对脑缺血"再灌注大鼠进行急性期治疗#从减轻脑组织炎

症反应'促进轴突再生及改善神经功能
'

个方面#探讨了
56

对急性缺血性脑损伤的保护作用(

56

治疗组与缺血"再灌注

组比较后发现!

56

能够显著抑制脑内
\+3,

&

'

\+3:

的过度表

达#明显增加脑皮质
0R3$&&

的表达#还伴随神经功能缺损的

明显改善(这些都提示#

56

可能从以上环节对缺血性脑损伤

发挥了较好的保护作用#且这种保护作用随着用药时间的延长

更加突出(
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