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"摘要#

!

目的
!

研究白藜芦醇"

<?K

#对大鼠脑缺血再灌注"

Q

0

<

#损伤的保护作用及对基质金属蛋白酶
.(

"

>>L.(

#表达的影响$方法
!

将大鼠分为假手术组"

K298

组#)

Q

0

<

组和
<?K

组!每组
/

只$采用线栓法建立

短暂性右侧大脑中动脉闭塞模型!造模前连续
$%!

给予药物干预!

Q

0

<

后进行神经功能损害评价!并检测大脑

中动脉血流量变化!最后应用免疫组织化学技术检测海马
>>L.(

表达$结果
!

Q

0

<

组和
<?K

组均表现出左

侧肢体肌力降低!与
K298

组相比差异有统计学意义"

!

$

%&%;

#$与
K298

组相比!

Q

0

<

组和
<?K

组大鼠均表

现大脑中动脉血流量不同程度降低"

!

$

%&%;

#$

K298

组的海马
C=$

和
C=1

区
>>L.(

的平均光密度值均明

显低于
Q

0

<

组和
<?K

组"

!

$

%&%$

#!

Q

0

<

组明显高于
<?K

组"

!i%&%$$

#$结论
!

Q

0

<

前预防性给予
<?K

能有

效改善大鼠神经功能损伤预后!其机制可能与
<?K

抑制
>>L.(

的活性表达有关$
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!!

因心脏骤停'严重缺氧等情况导致的短暂性脑缺

血所引发的缺血性脑卒中最为多见-

$

.

%短暂性的脑

缺血会诱发大脑敏感区如海马组织的神经细胞损伤&

这些损伤往往在缺血后数天才表现出一系列的临床

症状&因此被称为迟发型神经损伤%迟发型神经损伤

的病理机制涉及炎症'氧化应激'细胞凋亡'神经毒性

和神经保护等多方面-

1

.

&目前尚未完全阐明%海马区

对缺血十分敏感&脑缺血会导致谷氨酸过量分泌&引

发大量钙离子进入神经细胞&从而激活多种蛋白酶&

最终导致神经毒性&引起神经细胞损伤-

'

.

&甚至凋

亡-

0

.

%基质金属蛋白酶#

>>L

$在中枢神经系统病理

生理过程中发挥重要作用-

;.)

.

&其中
>>L.1

和
>>L.

(

参与脑出血和神经损伤的病理过程-

-

.

&与脑损伤密

切相关-

/

.

%白藜芦醇#

<?K

$是一种有丰富生物活性

的天然多酚-

(

.

&在缺血再灌注#

Q

"

<

$损伤中可能起到

神经保护的作用-

$%.$$

.

%本研究旨在探讨
<?K

对短暂

性脑缺血后大鼠神经细胞损伤的保护作用%

!

!

材料与方法

!&!

!

材料
!

10

只
)

周龄
KLW

级雄性
f#+39D

大鼠&体

质量#

$/%d1;

$

M

&由新疆医科大学实验动物中心提供

-许可证号!

KCê

#新$

1%%'.%%%$

.&所有大鼠为同一

批次&经一般体检均无异常%大鼠自由进食饮水&饲

养于室温
1%

%

1'b

&湿度
;%_

%

)%_

&严格
$12j$1

2

自然光照的动物房%实验开始前适应环境
$

周%实

验过程严格遵守新疆医科大学关于利用实验动物开

展研究的规定%

!&"

!

方法

!&"&!

!

实验分组
!

将大鼠分为假手术组#

K298

组$'

Q

"

<

组和
<?K

组&每组
/

只%

!&"&"

!

右侧大脑中动脉闭塞大鼠模型建立
!

Q

"

<

组

和
<?K

组大鼠采用国际成熟的线栓法建立动物模

型-

$1

.

%

K298

组大鼠操作大致与线栓法相同&区别为

仅插入尼龙线约
188

&以确保不会造成大脑中动脉

阻塞%待大鼠意识恢复&将其放于通风良好的原笼中

精心饲养%

!&"&#

!

大鼠神经功能损害评价
!

根据预实验情况&

于手术麻醉苏醒后
$%8#,

和
Q

"

<

后
-12

进行两次大

鼠神经功能损害评价%采用国际惯用
;

级评价标准!

%

分&无神经损害的症状(

$

分&不能伸展对侧前爪(

1

分&向外侧转圈(

'

分&向对侧倾倒(

0

分&不能自主行

走&意识丧失-

$'

.

%

!&"&F

!

激光多普勒大脑中动脉血流量检测
!

采用激

光多普勒流量计#

L7D#E:AZ;%%%

系统&

L7D#87!

公司$

检测大脑中动脉血流量&检测的
0

个时间点分别为!

手术麻醉苏醒后
$%8#,

及
Q

"

<

后
$

'

10

'

-12

%

!&"&H

!

<?K

给药方法
!

采用无水乙醇溶解
<?K

#美

国
K#

M

89

公司$&并用
%&;_

临界胶束浓度#

C>C

$溶

液稀释%

<?K

组给药剂量为
0%8

M

"

5

M

&每天
$

次腹

腔注射&造模前连续
$%!

给药%

K298

组和
Q

"

<

组给

予腹腔注射
%&;_C>C

&剂量及时间同给药组%

!&"&I

!

免疫组织化学检测大鼠海马
>>L.(

表达
!

造模后
-12

将各组大鼠进行心脏灌注取脑&置于
0b

的
0_

多聚甲醛溶液浸泡
102

%依次进行脱水'透明'

浸蜡'石蜡包埋操作&之后行冠状位连续切片&片厚
'

&

8

%所有大鼠等间隔选取位置大致相同的海马脑片

各
$%

张%一抗采用兔抗大鼠
>>L.(

#英国
=Y698

公司$%实验设立空白对照#不加一抗和二抗&加磷酸

盐缓冲液$和抗体特异性对照#加一抗&不加二抗$%

免疫组织化学实验操作按照标准操作流程进行&最后

中性树脂封片镜检%采用
Q89

M

7.LD"L:A+)&%

图像分

析软件测量视野下阳性表达区域的累积光密度

#

#=C

$和面积#

9D79

$&并计算最终平均光密度值

#

4=Ci#=C

"

9D79

$%

!&#

!

统计学处理
!

采用
KLKK$(&%

软件对数据进行

分析&数据用
9dN

表示&各组之间均数采用
JK@

检

验&组间分析使用
K

4

79D89,

相关性检验%以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"&!

!

'

组神经功能损伤评分
!

由图
$

所示&手术麻醉

苏醒后
$%8#,

及
Q

"

<-12

后进行神经功能损伤评

分&

Q

"

<

组和
<?K

组的大鼠均表现出左侧肢体肌力降

低&而
K298

组无明显神经功能受损表现&与前两组比

较差异有统计学意义#

6i-;&('

&

!

$

%&%$

$%

<?K

组

评分明显低于
Q

"

<

组&差异有统计学意义#

6i0&(%

&

!i%&%''

$%

Q

"

<

组
Q

"

<

后
-12

评分较苏醒后
$%

8#,

评分略有升高&但差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$&

见图
$

%

图
$

!!

'

组神经功能损伤评分比较

"&"

!

大脑中动脉血流量变化检测
!

与
K298

组相比&

Q

"

<

组和
<?K

组大鼠均表现脑血流量不同程度降低&

差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$%随时间延长&

Q

"

<

组

和
<?K

组大鼠均表现脑血流量逐渐增加&但这两组

之间在
0

个时间点脑血流量比较差异无统计学意义

#

!

%

%&%;

$&见图
1

%

-/'

重庆医学
1%$(

年
1

月第
0/

卷第
'

期



图
1

!!

'

组大脑中动脉血流量比较

"&#

!

>>L.(

在大鼠海马的表达情况
!

'

组免疫组织

化学图像由图
'

所示&

>>L.(

主要定位于细胞质&

K298

组在海马
C=$

区和
C=1

区均未见
>>L.(

免

疫阳性细胞表达%

Q

"

<

组和
<?K

组在海马
C=$

区和

C=1

区均可见
>>L.(

免疫阳性细胞表达%

K298

组

在
C=$

区的
4=C

值为
%&')1d%&%/$

&在
C=1

区的

4=C

值为
%&'0(d%&%00

&均明显低于
Q

"

<

组#

C=$

区
;&/))d$&1'%

&

C=1

区
/&'0-d1&01/

$和
<?K

组

#

C=$

区
'&-$;d%&(1;

&

C=1

区
0&;/1d$&)01

$&差异

有统计学意义#

!

$

%&%$

$%

Q

"

<

组在两个海马区均明

显高于
<?K

组#

!i%&%$$

$&见图
0

%

图
'

!!

>>L.(

在大鼠海马
C=$

区和
C=1

区的免疫组织化学图像%

KL

染色法&

c0%%

'

图
0

!!

>>L.(

在大鼠海马
C=$

区和

C=1

区的
>F@

表达水平

#

!

讨
!!

论

!!

脑卒中患者认知功能'运动能力的严重受损大多

是由于
Q

"

<

损伤对大脑神经细胞的损害-

$0.$;

.

%研究

表明&这种缺血缺氧损伤对海马锥体细胞的伤害尤为

明显&常引起神经细胞的凋亡改变-

$)

.

%

>>L

主要参

与细胞外基质的降解过程&近年来病理研究发现&

>>L

中特别是
>>L.1

和
>>L.(

参与了中枢神经

系统损伤后的许多病理过程-

$-

.

%正常状态下&大脑

>>L.(

的表达处于低水平&但受到外界刺激&尤其是

缺血缺氧改变&其水平会急剧升高&有研究发现&

>>L

表达升高可导致血糖屏障#

NNN

$分解&从而引

发脑水肿'脑出血&甚至神经细胞不可逆损伤-

$/

.

%

g=J?fK̂ =

等-

$(

.首次发现&

>>L

活性的增加可破

坏细胞基质&并导致海马神经细胞凋亡的发生%而当

这种蛋白酶表达受控制时&海马神经细胞损伤会明显

减少-

1%

.

%本研究也发现了相同的结果&即在
Q

"

<

组海

马
C=$

区和
C=1

区的
>>L.(

水平均最高&同时这

组大鼠的神经功能评分最高&因此本研究认为两者之

间可能存在相关性%通过激光多普勒仪检测血流&本

研究还发现
>>L.(

水平与大脑中动脉血流量之间无

相关性%

<?K

是存在于各种植物中的多酚类物质&在植物

暴露于压力环境时会诱导这种物质的大量生成-

1$

.

%

近年来研究发现
<?K

有神经保护作用&但其机制一

直未被阐明%本研究发现&大鼠
Q

"

<

前预防性地给予

<?K0%8

M

2

5

M

R$

2

!

R$腹腔注射&可明显降低大鼠神

经功能损伤评分%有研究表明&单次
<?K

给药的神

经保护作用在脑内可维持
02

-

11

.

%通过免疫组织化学
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研究发现
<?K

组大鼠海马
C=$

区和
C=1

区的

>>L.(

免疫阳性细胞表达均明显低于
Q

"

<

组%因此

本研究认为&

<?K

在短暂性脑缺血损伤后对大鼠海马

神经细胞有一定的保护作用&且这种神经保护作用可

能与
<?K

降低了由短暂缺血增加的
>>L.(

活性有

关%

<?K

在其他疾病模型的研究已多有报道-

1'.10

.

&最

近研究进一步发现
<?K

参与缺血缺氧性细胞损伤中

限制
>>L

的表达上调过程&从而抑制心脏'肾脏及

大脑等脏器的缺血受损-

1;.1)

.

%

综上所述&本研究结果表明&

Q

"

<

前预防性给予

$%!<?K0%8

M

2

5

M

R$

2

!

R$

&能有效改善大鼠神经

功能损伤预后&其机制可能与
<?K

抑制
>>L.(

的活

性表达有关%本研究的局限性在于没有设立
<?K

浓

度梯度&因此不能确定其剂量反应关系&还需后续进

一步深入研究%
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Ĵ?QU T

&

NQKCIFWW<&L2

X

+#":"

MX

9,!

4

932":"

MX

"E

893D#Z8739::"

4

D"37#,9+7+

-

O

.

&=8#,"=6#!+

&

1%$$

&

0$

#

1

$!

1-$.1(%&

-

-

. 林铭燕&洪炎国
&>>L+

在疼痛和吗啡耐受中的作用-

O

.

&

中国细胞生物学学报&

1%$0

&

')

#

$1

$!

$)(;.$-%$&

-

/

.

=N@BJ.>BU??<L>

&

LWQKT?<NO

&

I=F<=IO

&

73

9:&<":7"E893D#Z8739::"

4

D"37#,9+7+#,327

4

932"

M

7,7+#+

"E3D9A893#6YD9#,#,

*

AD

X

-

O

.

&>":U7AD"Y#":

&

1%$)

&

;'

#

(

$!

)$%).)$1'&

-

(

. 苗玉连&武传龙&刘金波&等
&

白藜芦醇对高脂饮食去卵巢

肥胖大鼠脑组织炎症反应及海马
=

$

0#

$.01

$水平的影响

-

O

.

&

山东大学学报#医学版$&

1%$'

&

;$

#

/

$!

$-.1$&

-

$%

.

KFUHO

&

CI?FUKP

&

OBUH f

&

739:&<7+G7D93D":#,.

!A67+3277Z

4

D7++#","E#,37D:7A5#,.$%9,!YD9#,.!7D#G7!

,7AD"3D"

4

2#6E963"D#,NV18#6D"

M

:#9A,!7D2

X4

"Z#9

-

O

.

&

Q,3O>":K6#

&

1%$0

&

$;

#

(

$!

$;;$1.$;;1(&

-

$$

.

V=UC=Bf?UN?<HI?C

&

V=U@?U@<Q?KKCI?C

&

JQN?<TC

&

739:&C9:"D#6D7+3D#63#",

!

Y7,7E#6#9:7EE763+",

YD9#,9

M

#,

M

9,!=:a27#87D\+!#+79+7

-

O

.

&>988H7,"87

&

1%$)

&

1-

#

-

"

/

$!

'%%.'$(&

-

$1

.

O=UH>

&

C=QJ

&

B@?=UQHF

&

739:&C9,67D6278"

4

D7.

G7,3#G7963#G#3

X

"ED7+G7D93D":

&

9,93AD9:

4

D"!A63!7D#G7!

ED"8

M

D9

4

7+

-

O

.

&K6#7,67

&

$((-

&

1-;

#

;1(-

$!

1$/.11%&

-

$'

.

TQJJ?>?UTOL&Q,G#3D"

4

D"3763#","E67D7YD9:8#3"62",.

!D#9:EA,63#",Y

X

?.D7+G7D93D":#,9,"Z#9E"::"S7!Y

X

D7.

"Z

XM

7,93#",

-

O

.

&NA::=69!U93:>7!

&

1%%$

&

$/;

#

/

$!

$01(.

$00'&

-

$0

.

<QTg?J<>

&

L=T?J=<

&

H<?UQ?<O>

&

739:&WA,63#",.

9:!#EE7D7,67+Y73S77,8#6D"

M

:#99,!8","6

X

37+9E37D#+.

6278#6+3D"57

-

O

.

&OU7AD"#,E:98893#",

&

1%$;

&

$1

#

$

$!

$%)&

-

$;

.

I=U?P >O

&
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