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目的
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探讨原花青素对脑出血后脑水肿及继发性脑损伤炎症的作用%方法
!

0/

只
2:-T7)

小鼠

分为
0

组(

VH9Oi

生理盐水组!

VH9Oi

原花青素"

$%%O

L

'

A

L

$组!

82Yi

生理盐水组!

82Yi

原花青素"
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法检测术后小鼠神经功能评分!干湿比重法检测小鼠脑组织含水量!苏木素
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"
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$染色观察小鼠脑组织细胞形态改变!
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法观察小鼠脑组织胶质纤维酸性蛋白"
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$及离子

钙结合蛋白受体
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$的表达!
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及
4I+FIM,K?"F

法观察小鼠脑组织细胞凋亡情况%结果
!
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后与

82Yi

生理盐水组相比!

82Yi

原花青素组的神经功能障碍症状评分明显降低"
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$!脑组织含水量明显

降低"
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染色结果显示!原花青素能减少脑出血小鼠神经细胞病变数量!降低脑组织出血量%
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结果显示!原花青素能促进脑出血组织
T

淋巴细胞瘤
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$的表达!降低
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相关
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蛋白&半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
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和
8K9.$

的表达量%
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结果显示!原花青素能抑制脑出血小鼠脑组织神

经细胞的凋亡%结论
!

原花青素可能通过降低
]\;Z

和
8K9.$

的表达抑制神经毒性物质的产生!防治脑出血后

继发性脑损伤%
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&指脑实 质的非创伤性出血#是一种严重危害人们健康的疾
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病#常发生于
:%

岁以上患者#占急性脑血管病的
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)我国每年因
82Y

死亡的人数高达
$%%

万#在急性脑血管病中病死率最高'

$
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)无论保守治疗

还是手术治疗#脑血管病病情的恶化均与
82Y

后脑水

肿和继发性脑损伤密切相关'

1

(

)然而#目前尚缺乏有

效的预防手段及治疗脑水肿及继发性脑损害的药物)

原花青素是一大类多酚化合物的总称#具有强效的抗

氧化作用#且具有抗炎*抗糖尿病*保护缺血性脑损

伤*保护心血管等药理作用#是极具发展前景的天然

植物提取物'
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)本研究探讨原花青素对
82Y

后脑水

肿及继发性脑损伤的影响及其机制#进一步明确原花

青素的药理作用及应用前景#为预防及治疗
82Y

后继

发性脑损伤提供一定的实验及理论依据)
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材料与方法
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实验动物!健康
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雄性小鼠
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#由湖北省实验动物中心提供#动

物饲养室为屏蔽环境#控制室温约为
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#室内湿度

约为
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)动物实验过程符合实验动物伦理学要求)

试剂!原花青素$含量大于
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方法
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动物模型分组及给药
!

根据前期实验摸索#

原花青素浓度使用中浓度$

$%%O

L

"

A

L

&比较合适)
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月龄健康
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雄性小鼠分为
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生理盐

水组*
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原花青素$
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生理

盐水组*
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原花青素$
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&组)

0

组小鼠分

别灌胃给药
-!

后取材)

B&C&C

!

82Y

模型制备
!
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小鼠用
'D

水合氯

醛腹腔注射麻醉后#暴露前囟#将小鼠放置于立体定

位仪上#在前囟后
%&1OO

#中线右
'&%OO

处钻孔#

微量加样器沿颅骨孔垂直进针
)&%OO

#缓慢注入自

体尾动脉血
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%
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#对照组注入等量的生理盐水)手

术结束后记录时间#各组小鼠正常饮食#分笼饲养)

B&C&D
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神经功能评分
!

观察术后各组小鼠#
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法对神经功能进行初步评估'
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法!轻

抓尾巴#提起高于桌面
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#正常小鼠前爪伸直)

%

分!无神经功能缺损%

$

分!脑部病变对侧腕关节*肘关

节屈曲#肩内收屈曲%

1

分!上述体征
i

向麻痹侧推阻

力下降%

'

分!活动是向麻痹侧打圈$追尾状&)以造模

后
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为时间点#对各组小鼠进行神经功能

评分)

B&C&E
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干湿比重法测定脑组织含水量
!

造模后
10H

处死小鼠#在冰盘上断头取脑#用冰生理盐水冲洗
'

次#洗去积血)迅速切取进针孔前半部分脑组织#精

确称重$
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&)然后将称好的脑组织置于恒温烘

干箱中烘干#准确称取干重)根据
5??#"FF

公式计算脑

组织含水量!脑含水量$

D

&

[

$湿重
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干重&"湿重
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苏木素
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伊红$
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&染色
!

造模后
10H

向小鼠

腹腔注射
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水合氯醛$
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&麻醉#迅速开腔#

从右心耳先后灌注
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生理盐水约
$:%O7

#

0D

多

聚甲醛约
'%%O7

)待彻底灌注完成后#断头取脑#切

取部分脑组织#进行组织包埋*切片及
Y5

染色#显微

镜下观察出血区及周围的神经细胞的形态改变)

B&C&L

!
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检测
!

取各组小鼠脑海马区组

织#将其剪成细小碎片#按
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%
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1%O

L

将含有蛋白

酶和磷酸酶抑制剂的裂解液加入碎片组织#使用匀浆

器将其匀浆至完全裂解)然后将完全裂解的组织样

本置入
0g

下
$1%%%M

"

O#,

离心
$:O#,

#取上清液进

行蛋白定量后进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺

$

VXV.Z;]5

&跑胶#然后转膜#利用一抗
]\;Z

抗体

$

$l1%%

&*

8K9.$

抗体$

$l$%%%

&*

T

淋巴细胞瘤
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$

T.

<I???

G
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H"O9.1

#

T<?.1

&抗体$
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:%%
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T<?.1

相关
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蛋

白$

T<?.19++"<#9FI!e

C
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#

T9R

&抗体$

$l:%%

&*半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
.'

$

29+

C

9+I.'

&抗体$

$l:%%

&

室温孵育
$H

后#磷酸盐缓冲液吐温
1%

$

C

H"+

C

H9FI

K>JJIMI!+"?>F#",3PII,.1%

#

ZTV3

&洗涤#用辣根过氧

化物酶$

H"M+IM9!#+H

C

IM"R#!9+I

#

YEZ

&标记的二抗

$

$l1%%

&室温孵育
$H

#

ZTV3

洗涤
'

次)取适量电化

学发光$

527

&发光液膜正面进行显色处理后在化学

发光分析仪中检测)

B&C&M

!

3_657

染色
!

石蜡包埋的组织切片经脱蜡

水化后#滴加蛋白酶
`

室温孵育
1% O#,

后#加入

:%

%
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反应混合液#湿盒暗室中
'-g

孵育
$

H

#磷酸盐缓冲液$

ZTV

&冲洗
'

次#再加入
:%

%

7

转化
.

Z@̀

#

'-g

孵育
'%O#,

#

ZTV

冲洗
'

次#滴加
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%

7

二氨基联)

B&D

!

统计学处理
!

采用
VZVV$(&%

统计软件进行分

析#计量资料用
KhG

表示#组间比较采用
?

检验#检验

水准
"

[%&%:

#以
H

$

%&%:

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

原花青素对
82Y

小鼠神经功能的作用
!

术后

VH9O

各组小鼠出现轻微不适#但没有明显神经功能

缺损症状)

82Y

各组小鼠神经功能缺损症状比较严

重#主要表现为前肢肘关节屈曲*不停地转圈*偏瘫#

神经行为学评分比较有差异)在
0H

时间点#

82Yi

原花青素组小鼠的神经行为学评分有所降低#但与

VH9Oi

原花青素组小鼠相比差异无统计学意义$

H

%

%&%:

&%

$1H

后#与
82Yi

生理盐水鼠相比#

82Yi

原

花青素组小鼠神经功能评分明显降低$

H

$

%&%:

&#见

表
$

)

C&C

!

原花青素对
82Y

小鼠脑组织含水量的影响
!

与

VH9Oi

生理盐水组'$

-:&):h%&-0

&

D

(比较#

82Yi

生理盐水组小鼠'$

/'&$)h$&%(

&

D

(脑含水量明显升
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高$

H

$

%&%:

&)而原花青素给药治疗后#与
82Yi

生

理盐水组比较#

82Yi

原花青素组小鼠'$

/%&'/h

%&(/

&

D

(脑组织含水量有明显降低#比较差异有统计

学意义$

H

$

%&%:

&)

表
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82Y

小鼠不同时间点神经功能评分&

KhG

'

组别
0H /H $1H 10H

VH9Oi

生理盐水组
1&$h%&0 $&-h%&: $&1h%&' %&/h%&0

VH9Oi

原花青素组
1&1h%&: $&:h%&) $&$h%&' %&-h%&0

82Yi

生理盐水组
1&/h%&' 1&/h%&0

9

1&-h%&0

9

1&)h%&:

9

82Yi

原花青素组
1&:h%&: 1&0h%&: 1&'h%&0

K

1&$h%&'
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C&D

!

原花青素对
82Y

小鼠脑组织细胞形态的改变
!

VH9Oi

生理盐水组的小鼠脑组织结构相较正常#形

态正常#细胞着色均匀#排列整齐#没有明显出血症

状)

82Yi

生理盐水组小鼠神经细胞肿胀变形#出现

自溶空泡现象#并且有大量红细胞血块聚集#血块周

围组织松散#细胞核固缩)原花青素给药后#

82Yi

原花青素组小鼠神经细胞变形发生空泡数量减少#红

细胞聚集明显降低#组织结构趋近紧密#细胞核固缩

现象减少#见图
$

)

C&E

!

原花青素对
82Y

小鼠脑组织细胞凋亡的作用
!

VH9Oi

生理盐水组和
VH9Oi

原花青素组小鼠海马

区脑组织偶见凋亡细胞#

82Yi

生理盐水组小鼠海马

区脑组织见大量凋亡细胞表达#多见于高密度细胞

层#染色质浓缩#核固缩)与
82Yi

生理盐水组小鼠

比较#

82Yi

原花青素组小鼠海马区脑组织细胞凋亡

密集度较低#核内染色质浓缩程度偏低#染色阳性的

棕黄色颜色相对较浅#细胞凋亡数较少#见图
1

)

C&K

!

4I+FIM,K?"F

检测
!

82Y

发生后#小鼠脑细胞

T<?.1

表达下调#

T9R

和
29+

C

9+I.'

表达上调#脑组织

细胞发生明显凋亡)原花青素给药后#

82Y

小鼠脑细

胞
T<?.1

表达上调#

T9R

和
29+

C

9+I.'

表达下调%

82Y

小鼠脑组织
]\;Z

和
8K9.$

表达上调#而原花青素给

药治疗后#

82Y

小鼠脑组织
]\;Z

和
8K9.$

表达下

调#见图
'
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!
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!细胞凋亡因子的表达水平%
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!细胞
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和
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的表达水平
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小胶质细胞是中枢神经系统的免疫细胞#激活的

小胶质细胞针对受损的细胞发挥免疫调节*修复等作

用'

:

(

#但小胶质细胞过度激活后会对细胞产生毒性影

响'

)

(

)

8K9$

是小胶质细胞标志物)研究发现#

82Y

发

生后血肿周围的细胞破坏裂解后释放大量的三磷酸

腺苷$

;3Z

&#诱导小胶质细胞分泌多种细胞因子#促

进炎性反应的发生'

-

(

)小胶质细胞在
82Y

后异常活

跃#并且可以检测到小胶质细胞分泌的促炎症因子#

对血灶周围的正常细胞产生神经毒性及炎性反应#诱

导脑细胞的凋亡坏死'

/

(

)本研究结果发生
82Y

后#脑

组织小胶质细胞标志物
8K9$

表达明显升高#与之前研

究结果一致)

星形胶质细胞$

9+FM"<

G

FI

#

;+F

&是中枢神经内数

量最多的神经胶质细胞#是中枢神经系统重要细胞)

有研究发现星形胶质细胞是脑缺血时的主要受累细

胞'

(

(

)在受到创伤及脑损伤后星形胶质细胞活化适

应损伤#表现为细胞数量增加#突起长度变化'

$%

(

)胶

质纤 维 酸 性 蛋 白 $

L

?#9?J#KM#??9M

G

9<#!#<

C

M"FI#,

#

]\;Z

&#是星形胶质细胞标志物#主要分布在活化的

星形胶质细胞中'

$$

(

)活化的
;+F

产生大量的
6@

#导

致神经细胞的凋亡坏死#介导细胞的炎性反应'

$1

(

)因

此星形胶质细胞对
82Y

引发的脑水肿和继发性脑损

伤具有重要研究意义)这与本研究结果
82Y

发生后

星形胶质细胞标志物
]\;Z

表达明显升高一致)

原花青素来自于传统中药
.

莲*松树皮等#是一种

强效的抗氧化剂#是极具发展前景的天然植物提取

物)近来有研究表明#原花青素有较强的清除自由

基#抗肿瘤#预防动脉粥样硬化*降脂*降压#以及改善

人体微循环等多重功效'

$'.$)

(

)原花青素可以通过减

轻脑水肿*抗炎*抗氧化及抑制缺血脑组织
;V82$9

的

表达#有效减轻大鼠脑缺血"再灌注损伤'

$-

(

)与本研

究结果原花青素可以缓解脑出血后神经功能损伤#降

低脑出血后脑组织含水量和脑组织出血量#通过促进

T<?.1

表达#抑制
T9R

和
29+

C

9+I.'

表达进而抑制脑组

织神经细胞凋亡一致)

综上#原花青素能缓解
82Y

后脑组织水肿症状#

对
82Y

小鼠的脑损伤有一定的保护作用#其机制可能

是因为原花青素能够通过降低
]\;Z

和
8K9.$

的表

达#减少胶质细胞的活化数量#抑制神经毒性物质的

产生#减轻脑水肿及细胞凋亡进而缓解继发性脑

损伤)
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