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要"目的
!

探讨天麻素对脑缺血再灌注损伤大鼠的保护作用机制%方法
!

采用线栓法建立大鼠局灶性脑缺血再灌注损

伤模型!缺血
&F

!再灌注
&(F

后取大鼠大脑组织进行
!Q

染色观察病理改变!
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法计数凋亡细胞!

V"$#@>4"V6:P<V

检测

胱天蛋白酶
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的表达%结果
!

天麻素能明显改善中动脉闭塞所致局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织病理

变化!减少细胞凋亡"

!

$

)')%

$!降低
3$.
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$.":*4Vd;

的表达"

!

$

)')0

$%结论
!

天麻素可通过下调
3$.

-

$.":*4Vd;

的表达减

少大脑神经细胞凋亡!对缺血再灌注损伤大鼠脑组织发挥保护作用%

关键词"天麻属#脑缺血#再灌注损伤#细胞凋亡#半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
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缺血性脑血管病是一种常见病和多发病#是目前严重危害

人类健康的主要疾病之一#因具高发病率)高死亡率)高致残率

和高复发率等特点而引起国内外医学界的广泛关注与高度重

视*脑缺血再灌注后以神经元为主的坏死与细胞凋亡是脑损

伤中重要的病理生理过程#其中细胞凋亡的重要作用日益受到

重视*抑制细胞凋亡#可以减轻脑梗死的体积#这已成为缺血

性脑血管病的治疗靶点之一'
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*既往研究发现天麻素可明显

改善中动脉闭塞所致局灶性脑缺血大鼠的神经功能#明显缩小

梗死面积#降低脑含水量#对大鼠脑缺血再灌注损伤有显著的

保护作用'

&
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#因此#本研究拟在此基础上观察天麻素对大鼠凋

亡诱导因子,,,胱天蛋白酶
*
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&及神经细胞凋亡的

影响#进一步探讨其作用机制*
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材料与方法
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实验动物)主要试剂及仪器
!
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大鼠
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只#雄性#体质

量$
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#清洁级#购自第三军医大学大坪医院动物中心

'合格证号!
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$渝&
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(#颗粒饲料饲养#自由饮水#

适应性喂养
%

周后进行实验*天麻素购自西安冠宇生物技术

有限公司$纯度!

JJ'%&X

#批号!

[j&)),),&&

&%尼莫地平片购

自山西亚宝药业集团股份有限公司$
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毫克"片#批号!
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纯化试剂盒)
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试剂盒#以及
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和
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引物均购自宝生物$大连&工程有限公司%原

位末端标记细胞凋亡试剂盒由德国
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N
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司提供*
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为美国
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公司产品*
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实验方法
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模型制备及给药
!

将
*I

只大鼠随机分为假手术组)模

型组)天麻素低剂量组$

%0 4
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1
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&)天麻素中剂量组$

*)

4
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&)天麻素高剂量组$

I)4
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&及尼莫地平组$

%&4
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"
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&#每组
I

只大鼠*各组均于手术前
%

周每日上午
)J

!

))

灌

胃给药#假手术组给予生理盐水*采用大脑中动脉闭塞和再灌

注的方法制备大鼠脑缺血再灌注损伤模型'
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染色观察脑组织病理形态
!

大鼠缺血
&F

#再灌注

&(F

后麻醉断头取脑#以视交叉前后两点冠状切片#片厚约
(

44

#将脑切片放入
()

N

"

+

甲醛溶液中固定*常规梯度脱水#

透明#包埋#浸蜡#切片$厚
I

#

4

&#

!Q

染色#中性树胶封片#显

微镜下观察组织学变化*

@'A'B
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6gdQ+

法检测细胞凋亡情况'

*

(

!

切片常规脱蜡至

水#按试剂盒说明书操作#

Y;D

显色
&

"

04>B

#苏木素复染#封

片*于光镜下观察#

6gdQ+

染色阳性并伴有核染色质浓聚#

核染色质靠边凝集或凋亡小体形成者为凋亡细胞%

6gdQ+

染

色阳性但呈弥漫着色为坏死细胞%

6gdQ+

染色阴性为正常细

胞*光镜下随机选取每张切片梗死周边组织
0

个视野$
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计数凋亡细胞数*
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检测
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按照说明书提取总
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纯化#用
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试剂盒检测脑组织中
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的表达*各基因引物序列#
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#下游!
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%总反应体积为
%0

#

+

*反应条件为!

J0\

#

%)4>B

-

$

J0\%).

#

I)\%4>B

&

]()

个循环*目的基因的

相对表达量以目的基因"内参基因表示*

@'B

!

统计学处理
!

计量资料以
KG>

表示#采用单因素方差分

析进行组间检验#两组间样本均数比较采用
6

检验#以
!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@
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天麻素对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织病理改变的影响

!

假手术组脑组织形态结构基本正常#细胞密度大%模型组缺

血侧脑组织结构较疏松#间质水肿#有散在空腔形成#且出现不

同程度的神经元变性)坏死#细胞间隙增宽#神经元胞核形态不

规则#细胞核固缩%天麻素低)中)高剂量组及尼莫地平组脑组

织形态结构大致正常#病理改变轻微#坏死细胞和凋亡细胞减

少#海马区可见锥体细胞#见插
,

图
%

*

A'A

!

天麻素对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织凋亡细胞的影响

!

模型组大鼠可见大量
6gdQ+

染色阳性的神经细胞#天麻素

高)中剂量组和尼莫地平组能明显减少脑缺血再灌注损伤大鼠

6gdQ+

染色阳性细胞数$

!

$

)')%

&#见表
%

*

表
%

!!

天麻素对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织凋亡细胞的

!!!!!!

影响#

KG>

$

% Î

%

组别 凋亡细胞数$个&

假手术组
J'IG*',

模型组
(,'&GJ'H

))

天麻素低剂量组
(0',G0'*

天麻素低剂量组
&,'(GH'*

""

天麻素低剂量组
&0')GH'I

""

尼莫地平组
&(')G(',

""
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!

!

$

)')%

#与假手术组比较%

""

!

!

$

)')%

#与模型组比较*

A'B

!

天麻素对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织
3$.

-

$.":*4V:

d;

表达的影响
!

与假手术组比较#模型组大鼠脑组织中

3$.

-

$.":*4Vd;

表达增加$

!

$

)')0

&%与模型组比较#天麻素

中)高剂量组和尼莫地平组
3$.

-

$.":*4Vd;

表达降低$

!

$
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&#见表
&

*

表
&
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天麻素对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织
3$.

-
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4Vd;

表达的影响#

KG>

$

% *̂

%

组别
3$.

-

$.":*4Vd;

假手术组
(&'(G%J'(

模型组
%II'IG(('H

)

天麻素低剂量组
%%,'0G%,')

天麻素低剂量组
,H'&GI')

"

天麻素低剂量组
(('HG(',

""

尼莫地平组
*J',G%)'H

""

!!

)

!

!

$

)')0

#与假手术组比较%

"

!

!

$

)')0

#

""

!

!

$

)')%

#与模型

组比较*

B

!

讨
!!

论

脑缺血再灌注损伤后缺氧)水肿和神经代谢产物释放等病

理改变引起的继发性损伤是影响缺血性脑血管病患者预后的

关键因素*缺血半暗带内神经元和胶质细胞的凋亡是反映继

发性损伤程度的重要标志#由于这些细胞仍然保留了部分蛋白

合成能力并表达某些相关基因#如能及时给予保护治疗#该部

位的能量代谢及神经组织则可能被挽救*否则就转为不可逆

损伤#使梗死灶扩大*因此#治疗重点在于挽救缺血半暗带神

经组织#即如何保护受损神经组织#减少细胞凋亡'

(

(

*

凋亡是细胞自然杀伤过程#是保证细胞正常生长和维持稳

态的重要条件#其目的是去除各种异常)受损和癌变的细胞#在

脑缺血再灌注损伤后#神经元凋亡显著增加*在脑缺血过程

中#缺血半暗带区的多种病理生理过程#包括自由基)钙离子超

载)炎性反应及线粒体损伤都可以触发细胞凋亡'

%

(

*本研究中

!Q

染色及
6gdQ+

结果均显示模型组凋亡细胞显著增多#而

天麻素能够抑制细胞凋亡#凋亡可能决定梗死灶的体积#既往

研究中发现天麻素可显著减少脑缺血再灌注损伤大鼠的脑梗

死灶面积#提示其减少梗死灶面积可能与其抑制细胞凋亡

有关*

细胞凋亡过程可以大致分为起始期)执行期和死亡期
*

个

时期*$

%

&起始期!细胞通过受体等途径#接受内外环境发出的

凋亡信号#将其传递给执行器的过程%$

&

&执行期!
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-
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)

3$.

-

$.":J

)

3$.

-

$.":%)

激活#通过蛋白酶组成的级联反应激活

效应 子,,,

3$.

-

$.":*

)

3$.

-

$.":I

)

3$.

-

$.":H

#后 者 通 过 激 活

Yd;

酶等导致
Yd;

的断裂%$

*

&死亡期!

Yd;

破坏的不断增

加#导致细胞进入不可逆的死亡*从理论上讲#凡能阻断细胞

凋亡信号传递通路的每一个环节均有可能影响细胞凋亡的发

展'

0

(

*

3$.

-

$."

参与细胞凋亡的信号传导#其中
3$.

-

$.":*

是凋

亡过程中最重要的蛋白酶#是细胞凋亡蛋白酶级联反应的必经

之路*脑缺血后#神经元
3$.

-

$.":*4Vd;

表达增加)酶活性

增强#本研究中模型组大鼠脑组织中
3$.

-

$.":*4Vd;

表达明

显增高#而天麻素可降低
3$.

-

$.":*4Vd;

的表达#抑制神经

细胞的凋亡*

综上所述#天麻素可能是通过下调
3$.

-

$.":*

的表达减轻

脑组织细胞凋亡#从而缩小脑梗死面积#对缺血再灌注大鼠脑

组织发挥保护作用*
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