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　　摘　要：目的　观察局灶性脑缺血预处理（ＣＩＰ）对Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）及胶质原纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）表达的影响，探讨

ＴＬＲ４介导的炎性信号通路及星形胶质细胞活化在诱导脑缺血耐受（ＢＩＴ）发生中的作用。方法　第１次脑缺血２０ｍｉｎ作为预处

理，７２ｈ后行持续２ｈ的第２次局灶性脑缺血。４５只ＳＤ雄性大鼠随机分为脑缺血预处理（ＣＩＰ）组、大脑中动脉阻塞（ＭＣＡＯ）组、

假手术（ｓｈａｍ）组。ＭＣＡＯ组第１次脑缺血以假手术代替，假手术组两次均为假手术。第２次脑缺血后每组又分再灌注６、２４、７２

ｈ等３个时间段。光学显微镜下观察脑组织病理改变，免疫组织化学染色和图像分析评价各组ＴＬＲ４及ＧＦＡＰ的表达。结果　

ＣＩＰ组ＴＬＲ４阳性细胞数明显低于同时间段的 ＭＣＡＯ 组，而 ＧＦＡＰ阳性细胞数则均高于同时间段的 ＭＣＡＯ组（犘＜０．０５）。

ＴＬＲ４、ＧＦＡＰ在ＣＩＰ组及 ＭＣＡＯ组的表达高峰均分别出现于再灌注后６、７２ｈ。结论　短暂的ＣＩＰ可能通过抑制ＴＬＲ４炎症信

号通路，明显激活反应性星形胶质细胞，从而诱导脑缺血耐受的发生。
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　　近１０年来人们对脑缺血临床治疗做了大量深入的研究，

但真正能从基础研究应用到临床的神经保护治疗措施仍然甚

少。脑缺血耐受（ｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｔｏｌｅｒａｎｃｅ，ＢＩＴ）是机体对损伤

刺激固有的应激和防御反应，也是已知的内源性保护机制中作

用最强大的。脑缺血预处理（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ｉｎｇ，ＣＩＰ）是指预先给予一个短暂、非致死性的轻度脑缺血打击

之后，将对致死性的缺血产生耐受［１］，但其作用机制目前仍不

甚明了。星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，ＡＳＴ）作为神经元最重要的

功能伙伴，虽然近年来ＡＳＴ在脑缺血领域得到广泛关注，但有

关其在ＢＩＴ中的作用却一直未得到足够的重视。本实验通过

研究 Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）及胶质原纤维酸

性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）在ＣＩＰ后脑缺血

梗死区周围的表达变化，旨在探讨 ＡＳＴ活化在ＢＩＴ诱导机制

中的可能作用。

１　材料与方法

１．１　动物分组　健康ＳＤ 大鼠，雄性，清洁级，体质量２５０～

３００ｇ共４５只。大鼠随机分为：（１）ＣＩＰ组，给予ＣＩＰ２０ｍｉｎ，３

ｄ后给予大脑中动脉阻塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，

ＭＣＡＯ）２ｈ，再灌注６、２４、７２ｈ；（２）ＭＣＡＯ组，未行ＣＩＰ，单纯

暴露动脉处的解剖结构２０ｍｉｎ（假手术），余同ＣＩＰ组；（３）假

手术组，两次均为假手术，均为暴露解剖结构，未进行缺血处

理。每组各时间点５只。

１．２　动物模型的制备　大鼠术前１２ｈ禁食不禁水，以４％水

合氯醛腹腔内注射麻醉（７．５ｍＬ／ｋｇ），置仰卧位，于颈部行长

约２５．０ｍｍ常规纵行切口。暴露并钝性游离右侧颈总动脉

（ＣＣＡ）、颈内动脉（ＩＣＡ）及颈外动脉（ＥＣＡ），结扎 ＥＣＡ远侧

端，动脉夹夹闭ＣＣＡ近心端，在结扎线近端距分叉５ｍｍ 处剪

一约０．２ｍｍ小口。用浸于２．５×１０６ Ｕ／Ｌ肝素钠的长６ｃｍ、
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直径０．２６ｍｍ、头端圆钝的尼龙线从ＥＣＡ残端插入，经ＣＣＡ

分叉部进入ＩＣＡ约（１９．０±０．５）ｍｍ，直至感觉有阻力时，即阻

断大脑中动脉（ＭＣＡ）入口处，结扎ＥＣＡ近端。２０ｍｉｎ后轻轻

抽出栓线约１０ｍｍ形成第１次再灌注，固定尼龙线并全层缝

合切口。３ｄ后再次麻醉大鼠，找到ＥＣＡ结扎处，重新剪口插

线阻断 ＭＣＡ，结扎ＥＣＡ的近心端，并留置尼龙线于体外，缝合

皮肤。２ｈ后抽出栓线，形成第２次再灌注。

１．３　神经病学评分及 ＭＣＡＯ模型成功的判断标准　ＭＣＡＯ模

型成功的纳入标准参照Ｌｏｎｇａ法
［２］，０分：无神经功能缺损症状；１

分：轻度局灶性神经功能缺损（不能完全伸展右前肢）；２分：中度

神经功能缺损（向右侧转圈）；３分，重度神经功能缺损（向右侧倾

倒）；４分，不能自发行走，意识水平降低。动物出现神经功能缺

损，无烦躁不安、抬头狂体征，评分在１～３分者纳入。

１．４　取材制片　大鼠脑缺血２ｈ、于再灌注预定时间点麻醉

后，用生理盐水经主动脉快速冲洗至右心耳流出液变清亮，迅

速断头取脑（摒弃蛛网膜下腔出血者），立即置于－２０℃冰箱

冷冻１０ｍｉｎ，用脑切片器按２ｍｍ 厚度切片，选取距前囟点

（Ｂｒｅｇｍａ）约１．４～－０．６ｍｍ的脑片行免疫组织化学染色。

４％多聚甲醛固定１２～２４ｈ后行脱水、透明、石蜡包埋。切片

厚度５μｍ。

１．５　固定、取材、切片　动物在麻醉后开胸，经升主动脉插管，

先用生理盐水１５０ｍＬ冲去血液，继而灌注含４％多聚甲醛的

０．１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液（ｐＨ７．４）３００ｍＬ，注毕立即取脑组织

行后固定６～２４ｈ，石蜡包埋。

１．６　免疫组织化学染色　免疫组织化学采用即用型二步法，

ＴＬＲ４（１∶２００，Ａｂｃａｍ 公司）及 ＧＦＡＰ（１∶５００，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公

司），二步法试剂 ＰＶ６００２由北京中杉金桥生物公司（美国

Ｚｙｍｅｄ公司分装产品）提供。阴性对照用正常血清代替一抗。

１．７　图像分析及统计学处理　阳性表达为结构完整、定位明

确的着色较深（棕褐色）的细胞。切片在统一放大倍数（×４００）

下，随机选６个视野，输入Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析系统，

记取平均阳性细胞数。实验结果行方差分析，两两比较采用狇

检验。

２　结　　果

２．１　各组大鼠脑梗死灶周围ＧＦＡＰ的表达　镜下ＧＦＡＰ阳

性细胞可见两种类型，一种胞核肿胀、突起粗短、深染，主要分

布于梗死区周围；另一种突起长而纤细，主要分布于缺血侧胼

胝体、非缺血侧脑组织。此外，小血管和微血管壁，脑室脉络膜

和室管膜上皮亦有表达。假手术组ＧＦＡＰ表达较少，且较弱，

少量小血管和微血管内皮细胞呈阳性反应。再灌注６ｈ，即见

ＧＦＡＰ明显表达，并随再灌注时间延长，有表达逐渐增强的趋

势，再灌注７２ｈ达到峰值。在缺血梗死区周围ＧＦＡＰ阳性细

胞呈围绕梗死区的多层分布，突起深染、粗短，少数突起伸长、

交织（彩插Ⅱ图１）。此外，侧脑室背外侧角可见较多沿胼胝体

长轴平行排列的ＧＦＡＰ阳性细胞，突起较长，多伸向缺血梗死

区。与 ＭＣＡＯ组比较，同时间段ＣＩＰ组ＧＦＡＰ阳性细胞数目

明显较多（犘＜０．０５）。据观察再灌注对照侧室管膜下区、纹状

体、胼胝体等部位亦有ＧＦＡＰ胶质细胞样表达，但数目较缺血

侧明显减少见图２。

２．２　各组大鼠脑梗死灶周围ＴＬＲ４的表达　ＴＬＲ４阳性细胞

主要表达于缺血侧纹状体、胼胝体、大脑皮质等处的神经胶质

细胞、神经元及炎细胞等处。假手术组仅见微血管壁及脉络丛

上皮、室管膜上皮等处的弱表达，ＴＬＲ４阳性表达产物在细胞

质。再灌注６ｈ起，在 ＭＣＡＯ组，即见ＴＬＲ４明显表达，并达

高峰。再灌注７２ｈ组梗死灶周围见较多成簇分布、体积增大

胞浆较淡的小胶质细胞，即格子细胞（ｇｉｔｔｅｒｃｅｌｌ），多数胞浆中

有ＴＬＲ４颗粒状表达。此外，ＴＬＲ４胶质细胞样阳性细胞可见

核肿胀及较短突起，颗粒细胞及锥体神经元均见ＴＬＲ４的胞浆

表达（彩插Ⅱ图３）。ＣＩＰ组ＴＬＲ４与相应时间段 ＭＣＡＯ组比

较，均明显下降（犘＜０．０５），见图４。随再灌注时间延长，ＴＬＲ４

表达逐渐降低。

　　：犘＜０．０５，与 ＭＣＡＯ组比较。

图２　　不同再灌注时间段ＧＦＡＰ阳性细胞数（狓±狊，狀＝５）

　　：犘＜０．０５，与 ＭＣＡＯ组比较。

图４　　不同再灌注时间段ＴＬＲ４阳性细胞数

（狓±狊，狀＝５）

３　讨　　论

脑缺血后，炎症反应是神经元死亡的重要机制，并贯穿整

个脑缺血损伤的始终［３］。ＴＬＲ４作为门户蛋白启动机体的炎

症链式反应，在跨膜信号转导受体家族ＴＬＲｓ中占有重要的位

置［４］。研究表明，ＴＬＲ４主要通过识别结合细菌ＬＰＳ、ＨＳＰｓ、

ＨＭＧＢ１、透明质酸等配体介导 ＭｙＤ８８依赖和ＴＲＩＦ依赖的信

号转导通路，从而诱导ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＩＬ８、ＩＬ１０、ＴＮＦα及

ＩＦＮγ、ＭＭＰ９、ｉＮＯＳ、ＣＯＸ２等与脑缺血密切相关的炎性介

质的释放［５６］。

ＣＩＰ可激发机体内源性神经保护机制，从而减轻脑缺血再

灌注损伤的严重程度。本实验结果显示，与假手术组比较，

ＣＩＰ组及 ＭＣＡＯ组的ＴＬＲ４表达均于缺血再灌注早期（６ｈ）

即达峰值，并随再灌注时间延长呈下降趋势；与 ＭＣＡＯ组比

较，同时间段ＣＩＰ组ＴＬＲ４阳性细胞数目均显著，结果证实预

先给予一次短暂的ＣＩＰ即可在脑缺血损伤早期抑制ＴＬＲ４介

导的炎性信号通路的过度活化。此外，本研究结果表明，ＴＬＲ４

主要表达于缺血侧纹状体、胼胝体、大脑皮质等处，阳性细胞主

要为小胶质细胞，与Ｌａｆｌａｍｍｅ和Ｒｉｖｅｓｔ
［７］报道结果不同的是，

本实验还发现ＴＬＲ４在以上脑区的神经元和 ＡＳＴ表达，该结

果与Ｔａｎｇ等
［８］报道的一致。作为非传统意义上的炎性反应

细胞，神经元和ＡＳＴ表达炎性信号蛋白分子，的确使人费解。

有研究发现［９］，神经元 ＴＬＲ４激活后，可引起Ｐ３８ＪＮＫ／ＡＰ１

通路活化、炎性因子释放、脂质过氧化、凋亡等损伤过程，而
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ＴＬＲ４缺陷小鼠的皮质神经元在体外糖剥夺培养中有更高的

生存率［８］，结果表明神经元自身分布的ＴＬＲ４对其存活有重要

影响。

生理状态下，ＡＳＴ在提供ＣＮＳ代谢和营养支持、维持正

常神经元功能、参与血脑屏障、调节突触活性等方面发挥重要

作用［１０１２］。脑缺血后，兴奋性谷氨酸释放、胞外离子失衡、即

早基因（ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ等）的表达上调等因素引起ＡＳＴ的广泛激

活并表达其标志蛋白 ＧＦＡＰ，活化的 ＡＳＴ向神经元传递乳酸

盐、丙酮酸盐、糖原等能量物质，并积极清除细胞外兴奋性氨基

酸，从而发挥微调节神经元微环境作用。此外，ＡＳＴ还可通过

合成 ＮＧＦ、减少自由基形成、抑制白细胞和血小板的黏附聚

集、抑制细胞凋亡、减少钙超载等效应，以及参与神经元突触的

生成等环节发挥神经保护和促神经修复的作用［１３］。本研究结

果显示，无论ＣＩＰ组还是 ＭＣＡＯ组，随着再灌注时间延长，脑

梗死灶周围 ＧＦＡＰ的表达均有增加趋势，与 ＭＣＡＯ组比较，

同时间段ＣＩＰ组ＧＦＡＰ阳性细胞数目明显较多，鉴于 ＡＳＴ在

神经元保护中的重要作用，有理由相信这种早期ＣＩＰ引发的

ＡＳＴ活化参与了 ＢＩＴ 的发生过程。同时，本实验也提示

ＧＦＡＰ表达上调的激发与维持并不完全依赖ＴＬＲ４信号通路

的活化，该过程是否有其他ＴＬＲｓ（如ＴＬＲ２、ＴＬＲ９）参与、ＡＳＴ

的ＧＦＡＰ表达增强与其神经保护功能的具体机制等问题尚需

进一步研究。
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ｃｙｔｅｌｉｋｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ＨＧＦｉｎｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００４，

３２０（３）：７１２７１６．

［１１］ＪｏｈｎＭＬ，ＷａｎｇＰＰ，ＣａｒｏｌＫＬ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ

ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ：ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｉｎｖｉｔｒｏｃｏ

ｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｉｎｔｒａｐｏｒｔａｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓ［Ｊ］．ＪＩｍ

ｍｕｎｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００５，３０５（１）：３９４７．

［１２］冯刚，罗利琼，陈焕朝．骨髓间充质干细胞在肝脏疾病中

的研究［Ｊ］．重庆医学，２０１０，３９（２０）：２８１４２８１６．

［１３］杨媛媛，周诺．骨髓间充质干细胞作为组织工程种子细胞

的研究进展［Ｊ］．广西医学，２０１０，３２（５）：５８６５８９．

［１４］ＤｉＣａｍｐｌｉＣ，ＺｏｃｃｏＭＡ，ＳａｕｌｎｉｅｒＮ，ｅｔａｌ．Ｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｉ

ｃａｃｙｐｒｏｆｉｌｅｏｆＧＣＳＦｔｈｅｒａｐｙｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｃｕｔｅｏｎ

ｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｅｒ［Ｊ］．ＤｉｇＬｉｖｅｒＤｉｓ，２００７，３９（１２）：

１０７１１０７６．

［１５］冯吉，陈东风．骨髓间充质干细胞的旁分泌作用［Ｊ］．重庆

医学，２０１１，４０（１３）：１３３２１３３３．

（收稿日期：２０１２０３０９　修回日期：２０１２０４２２）

８７０３ 重庆医学２０１２年１０月第４１卷第２９期




