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&是人类的常见病

和多发病#其以较高的发病率'致残率和病死率严重地影响着

人类的健康*细胞凋亡是出血性颅脑损伤的重要机制之一(

!

)

*

胱天蛋白酶
#
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A?D3#

&是目前已知的促凋亡蛋白#在细胞凋

亡过程中起关键作用(
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%而热休克蛋白
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&则作为一种细胞内源性保护蛋白#发挥着抑制细胞

凋亡的作用*本实验拟探讨白细胞介素
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$

=@GDEBDLK=@3!'
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V,3

!'

&对这两种蛋白在脑出血大鼠脑内表达的影响#为临床治疗

脑出血提供新思路*
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材料与方法
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实验动物
!

健康
T0

大鼠
7(

只#清洁级#雌雄不拘#体质

量
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#''

M

#由第三军医大学大坪医院动物中心提供(许可

证号
T6YW

$渝&
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)*实验大鼠随机分为正常组$
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&#模型组$
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低剂量组$
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#'

&#

V,3!'

高剂量组$

_
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(a#'

&*除正常组外#其余各组分

为造模后
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!".

'
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及
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这
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个时间点#每个时间点

随机选择
(

只大鼠进行检测*

?$@

!

主要仪器与试剂
!

大鼠脑立体定位仪$日本
T/123

Z2e23Wb$1̂ We

&#图 像 处 理 显 微 镜 $德 国
,/V6230*

!'''

&#石蜡切片机$德国
,/V623)*3"!%5
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V,3!'

$英国
+D
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E<1DH./6

公司&#
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型胶原酶$美国
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M

FA\=<TH=D@HD

公司&#
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A?D3#

及
_T+&'

试剂盒$北京博奥森生物技术有限公司&*
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方法

?$@$?

!

模型制备和给药方法
!

实验大鼠术前
!".

禁食#

%.

禁水#用
!'c

水合氯醛$

'$#F,

"

!''

M

&腹腔注射麻醉#俯卧位

固定于立体定位仪*局部消毒后-

1

.字形剪开颅顶皮肤#按

2大鼠脑立体定位图谱3定位尾状核(

#

)

#向大鼠右侧尾状核缓慢

注入
'$5

#

,

胶原酶#留针
!'F=@

后缓慢拨出穿刺针#缝合皮

肤#局部消毒*待动物苏醒后#放回笼内饲养#给予正常进食进

水#保持室温
#&-

左右*

4

组不做任何处理*其余各组造模

成功后#

*

组术后
#.

以
!F,

生理盐水腹腔注射#以后每天
!

次%

,

组术后
#.

将
V,3!'

$
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M
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M

&加生理盐水至
!F,

腹腔

注射#以后每天
!
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_

组术后
#.

将
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&加生理

盐水至
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腹腔注射#以后每天
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神经功能缺损评分
!

在各组相应时间点采用平衡木行

走测试进行神经功能缺损评分(

%

)

*该项目评分标准共分为
(

个等级*

'

分!大鼠能跳上平衡木并在上面移动而不会掉下%

!

分!大鼠能跳上平衡木并在上面移动#掉下概率小于或等于

5'c

%

"

分!大鼠能跳上平衡木并在上面移动#掉下概率大于

5'c

%

#

分!在健侧肢体帮助下能跳上平衡木#但受累的瘫痪肢
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组
"5$''g!$!# 5%$'&g%$#! 8!$5'g%$75 (!$!(g($&5 %&$"8g($!5

,

组
"5$77g!$8' 55$75g%$5% !'"$"%g7$!!

)

7"$88g($%!

)

&!$8%g5$8!

)

_

组
"5$!(g'$&% ("$#5g%$(5

)&

!!'$&8g"$8&

)&&

!'#$%5g%$8'

)&&

7%$("g($'!

)&&

!!

:

!表示此项无数据%

)

!

E
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#与
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组比较%

&

!

E
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&&

!

E

%

'$'!

#与
,

组比较*

表
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!!

各组不同时间点
HA?

I

A?D3#

阳性细胞数$

Mg5

&个&

(a(

%

组别
(. !". !; #; &;

4

组
!$&"g'$8( : : : :

*

组
"5$7&g#$77 5%$("g5$'! !!"$(5g7$#! 7"$%&g5$"% ('$(5g5$"(

,

组
"($''g"$#& %8$!#g!$&'

)

88$%%g"$"%

))

(%$'5g5$8"

))

%!$8#g%$!5

))

_

组
"5$%"g'$7' %($&'g!$"#

))

&8$&!g"$'(

))&&

5#$"&g%$85

))&&

"7$5"g#$(8

))&&

!!

:

!表示此项无数据%

)

!
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'$'5

#
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!

E

%

'$'!

#与
*

组比较%

&&

!

E

%

'$'!

#与
,

组比较*

体不能帮助其向前移动%

%

分!大鼠在平衡木上不能移动#但不

会掉下%

5

分!将大鼠放在平衡木上即会掉下*评分越高#神经

功能缺损越重*

?$@$A

!

检测方法
!

在相应时间点用水合氯醛麻醉大鼠#快速

断头取脑*沿穿刺针道冠状面自上向下切开至尾状核处#可见

血肿灶*以穿刺点为中心#冠状面取厚度
5FF

脑组织置于

%c

多聚甲醛液中固定
%.

#脱水后石蜡包埋*以血肿灶为中心

制作厚度为
%

#

F

水平位脑组织切片待测*

_T+&'

和
HA?

I

A?D3

#

免疫组织化学染色严格按照说明书步骤进行*在高倍光镜

下$

9%''

&#每张切片计数血肿周边不重叠
5

个视野阳性细胞

数#计算平均值*

?$A

!

统计学处理
!

采用
T+TT!($'

统计软件进行统计学处

理#计量资料以
Mg5

表示#组间比较用方差分析#以
E

%

'$'5

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@$?

!

神经功能缺损评分
!

造模
!

'

#

'

&;

后#

,

组与
_

组大鼠

神经功能缺损评分均明显低于
*

组$

E

%

'$'!

&%造模
!

'

#

'

&;

后#

_

组大鼠神经功能缺损评分明显低于较
,

组$

E

%

'$'5

#

E

%

'$'!

&*见表
!

*

@$@

!

V,3!'

对血肿周围组织
_T+&'

表达的影响
!

4

组血肿周

围组织
_T+&'

表达很少#其余
#

组造模
(.

后
_T+&'

表达即

有增加#造模
!;

达高峰#之后逐渐下降#造模
&;

后仍有较高

表达*造模
!".

及
!

'

#

'

&;

后#

_

组
_T+&'

表达高于
,

组及

*

组$

E

%

'$'5

#

E

%

'$'!

&*造模
(

'

!".

后#

,

组
_T+&'

表达

与
*

组比较差异无统计学意义$

E

$

'$'5

&%造模
!

'

#

'

&

后#

,

组
_T+&'

表达明显高于
*

组$

E

%

'$'!

&*见表
"

#封
"

图

!

"

%

*

@$A

!

V,3!'

对血肿周围组织
HA?

I

A?D3#

表达的影响
!

HA?

I

A?D3#

在
4

组表达很少#其余
#

组造模
(.

后表达开始增加#造模
!;

达高峰#之后逐渐下降*造模
!".

后#

_

组与
,

组
HA?

I

A?D3#

表达水平均低于
*

组$

E

%

'$'5

#

E

%

'$'!

&%

_

组与
,

组之间

比较差异均无统计学意义$

E

$

'$'5

&%造模
!

'

#

'

&;

后#

0

'

,

'

_#

组间两两比较差异均有统计学意义$

E

%

'$'!

&*见表
#

#封

"

图
5

"

8

*

A

!

讨
!!

论

V,3!'

是重要的炎症抑制因子#在体内存在多种活性*近

年来研究表明
V,3!'

参与了神经细胞凋亡过程(

5

)

#可为神经损

伤修复提供适宜的微环境(

(

)

#具有神经保护作用(

&

)

*既往研究

多集中于缺血性脑血管病方面#对出血性颅脑损伤研究较少*

颅脑出血后导致的损伤机制复杂#其组织损伤是多因素参与'

多途径进行的复杂过程#目前仍缺乏有效的治疗方法*脑出血

后会引起系统性的抗炎反应#诱导
V,3!'

水平升高#对脑微循

环起保护作用(

8

)

#但应激产生的
V,3!'

不足以抑制脑出血后继

发炎症反应及凋亡的有害作用(

%

)

*本研究通过应用外源性
V,3

!'

治疗脑出血大鼠#观察
V,3!'

对
_T+&'

'

HA?

I

A?D3#

表达的影

响#探讨
V,3!'

对出血性脑损伤的脑保护作用及其机制*

_T+

是一个庞大的糖蛋白超基因家族#具有分子伴侣'调

控细胞周期和参与应激等广泛的生物学功能#对缺血性损伤有

保护作用(

7

)

#其中
_T+&'

在应激条件下合成最为迅速*正常

情况下#

_T+&'F)42

在细胞内有稳定表达#但很快被降解#

所以正常脑组织中
_T+&'F)42

及蛋白质含量极少*在脑

出血等应急状态下#当其他蛋白合成受抑制时#

_T+&'

表达反

而增加(

!'

)

*

本研究发现#在脑出血早期
_T+&'

及
HA?

I

A?D3#

均有较高

表达#

!;

达高峰#此后逐渐降低*阳性细胞的细胞核及胞质中

均可见到棕黄色'棕色或棕褐色颗粒*应用
V,3!'

进行干预

7%7!

重庆医学
"'!"

年
&

月第
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卷第
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期



后#

_T+&'

表达更明显#且有量效关系#而
HA?

I

A?D3#

表达则相

反*这表明
V,3!'

与
_T+&'

及
HA?

I

A?D3#

的表达存在密切关

系*高表达的
_T+&'

除起到分子伴侣及对抗内源性损伤因子

毒性而起到脑保护作用外#抑制神经细胞凋亡也是其重要的脑

保护机制(

!!

)

*

_T+&'

可通过抑制蛋白激酶
H3

>

L@

氨基末端激

酶$

H3

>

L@43GDEF=@ABK=@A?D

#

d4W

&和
+#8

的活性#抑制
HA

I

A?D3#

表达#干扰细胞色素
6

与凋亡蛋白酶激活因子
3!

$

A

I

<

I

G<?=?

I

E<GDA?DAHG=RAG=@

M

NAHG<E3!

#

2

I

AN3!

&结合#阻断凋亡小体的形

成#从而抑制细胞凋亡(

!"

)

*说明
_T+&'

抗凋亡作用可能是通

过抑制
HA?

I

A?D3#

活性实现的*

近年来研究表明#

HA?

I

A?D

家族在凋亡过程中起重要作用*

已有许多证据表明脑细胞缺血死亡与
HA?

I

A?D3#

活化有关*在

细胞凋亡过程中
HA?

I

A?D?3#

处于核心位置#认为
HA?

I

A?D3#

是

HA?

I

A?D

级联瀑布下游最关键的凋亡蛋白酶#

HA?

I

A?D3#

的激活

可以认为是细胞凋亡的标志(

!#

)

*本研究发现#应用
V,3!'

干

预后各组
HA?

I

A?D3#

水平自
!".

起开始降低#且随
V,3!'

剂量

增大下降更显著*这提示脑出血后
V,3!'

升高可能使
HA?

I

A?D3

#

表达受到抑制#减少神经细胞凋亡#从而起到促进神经功能

恢复#保护神经细胞的作用*

V,3!'

对
HA?

I

A?D3#

抑制作用可能

表现为两方面!$

!

&

V,3!'

可通过上调
_T+&'

表达来抑制

HA?

I

A?D3#

表达#从而减少细胞凋亡#起到神经保护作用%$

"

&

V,3

!'

可以直接抑制
HA?

I

A?D3#

诱导的细胞凋亡#认为
V,3!'

是一

种有效的
HA?

I

A?D3#

抑制剂#可以抑制
HA?

I

A?D3#

活性(

!%

)

#并通

过阻止
HA?

I

A?D3#

参与由兴奋性氨基酸诱导的细胞凋亡(

!5

)

*

神经功能恢复是脑出血治疗的最终目标#也是评价药物疗

效的重要指标*本研究大鼠行为学评分结果表明#应用
V,3!'

干预后
!

'

#

'

&;,

组及
_

组大鼠运动功能较
*

组明显改善#

而
V,3!'

高剂量组改善更明显#其分值随治疗时间的延长而逐

渐下降#此变化趋势与
_T+&'

表达增加及
HA?

I

A?D3#

表达下降

的变化结果相吻合*表明应用
V,3!'

可通过上调
_T+&'

表达

及抑制
HA?

I

A?D3#

表达#减少脑出血后神经细胞凋亡#从而显著

降低脑出血后神经功能评分#促进脑出血后神经功能恢复*这

可能是
V,3!'

对出血性脑损伤的保护作用机制之一*
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