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研究报告

大鼠肢端缺血预处理对脑缺血后炎症反应的影响
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!!

!摘要"!目的!通过观察肢端缺血预处理%0/-1 /<46F-/48CF45D>/7/5D/D;#UIP&对大鼠脑缺血性损伤后重要炎

症因子表达的影响#探讨 UIP诱导的脑缺血耐受与炎症反应之间的关系) 方法!选取 )% 只 JZ大鼠#实验组%UIP

组&$& 只(缺血组 $& 只和对照组 "% 只) 实验组和缺血组设立 ' 个时间点'( 6("% 6(%* 6(*G 6 和 )% 6#每点 ( 只)

通过线栓法建立大鼠大脑中动脉阻塞%-/>>0F4FCF1C.0.C7FC=5440B</5D#QLRN&的局灶性脑缺血模型及 UIP法建立脑

缺血耐受模型#采用 ]+观察每组大鼠的脑组织形态学改变(\MO,PLM和 +UIJR方法检测脑组织中炎症因子 IU,")

及 IU,( 的表达变化) 结果!实验组脑组织学病理改变明显轻于缺血组) 与缺血组相比'实验组的 IU,") 和 IU,( 的

基因和蛋白表达在整体水平均呈下降趋势$-MKR水平提示实验组在缺血 "% 6(%* 6 和 *G 6 后脑组织中 IU,")(IU,(

的表达量显著减少%Pl&3&"&$蛋白水平提示实验组在缺血 %* 6 和 *G 6 后脑组织中的 IU,( 以及在缺血 "% 6(%* 6

和 *G 6 后脑组织中 IU,") 的表达量均降低%Pl&3&'&) 结论!UIP诱导脑缺血耐受#可以减轻脑缺血后的炎症反

应#对缺血性脑损伤有一定的保护作用)

!关键词"!炎症反应$ 神经系统$ 脑损伤$ 肢端缺血预处理$ 缺血耐受

!中图分类号" M$$%!!!文献标识码" R!!!文章编号""()",)G'(#%&"%$&#,&&&G,&'
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#4F7:BB:53?8 *=9C349=#4>A@=>;8 !=?=;?:7#9@6=B<: <4*:59
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J6.D;6./W/.5O5D; D̀/XFC</7=#J465505TQF>/4/DF#J6.D;6./%&&"%)#L6/D.&

!!++;95?:@5,!(;P=@5<L=!O5/DXF<7/;.7F?6F76FC0/-1 /<46F-/48CF45D>/7/5D/D;%UIP& 8CF7CF.7-FD76.<8C57F47/XF

FTTF47<7576F1C./D .T7FC4FCF1C.0/<46F-/4/DABC=1=/DXF<7/;.7/D;76FFTTF47<5TUIP8CF7CF.7-FD75D .D7/,/DT0.--.75C=

CF<85D<F/D C.7<@.=563>9!JFXFD7=,7?5J8C.;BFZ.?0F=C.7<?FCF>/X/>F> /D75$ ;C5B8<' FE8FC/-FD7.0;C5B8 % D n$&&#

/<46F-/4;C5B8 %D n$&& .D> 45D7C50;C5B8 %D n"%&@J/E<.-80F<TC5-T/XF7/-F85/D7<%( 6# "% 6# %* 6# *G 6 .D> )% 6
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6/<758.76505;/4.046.D;F<# CF.0,7/-FbB.D7/7.7/XFPLM%\OM,PLM& .D> FD:=-F,0/D_F> /--BD5<5C1FD7.<<.=%+UIJR& ?FCF
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") .D> IU,( ?FCFCF>B4F> </;D/T/4.D70=/D FE8FC/-FD7.0;C5B8@J/;D/T/4.D7>/TTFCFD7/D 76FFE8CF<</5D 5TIU,") .D> IU,( ?FCF

T5BD> 1F7?FFD /<46F-/..D> FE8FC/-FD7.0;C5B8<.7"% 6(%* 6 .D> *G 6 7/-F85/D7<%Pl&3&"&@O6F>.7.5T+UIJR

<B;;F<7F> 76.776FFE8CF<</5D 5TIU,") .D> IU,( ?FCFCF>B4F> 51X/5B<0=/D FE8FC/-FD7.0;C5B8@J/;D/T/4.D7>/TTFCFD7/D 76F

FE8CF<</5D 5TIU,") ?FCFT5BD> 1F7?FFD /<46F-/..D> FE8FC/-FD7.0;C5B8<.7"% 6(%* 6 .D> *G6 7/-F85/D7<%Pl&3&'&#

?6/0F</;D/T/4.D7>/TTFCFD7/D 76FFE8CF<</5D 5TIU,( ?FCF.7%* 6 .D> *G 6 7/-F85/D7<%Pl&3&'&@!34@7A9<34!UIP

8CF7CF.7-FD745B0> /D>B4F/<46F-/4750FC.D4F# 8C51.10=1=8C5X/>/D;51X/5B<0=.D7/,/DT0.--.75C=FTTF47<.D> 8C57F47/XF

TBD47/5D T5C76FT5005?F> /<46F-/4/DABC=@
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!!脑缺血损伤主要是由免疫系统介导的复杂的

病理过程#其中炎症因子的分泌和炎性细胞的浸润

在这一损伤过程中发挥极为重要的作用) 缺血耐

受%/<46F-/4750FC.D4F#IO&是指组织经过一次或多次

短暂性缺血复灌后所诱导产生的内源性保护机制#

能对以后较长时间的缺血损伤产生显著的耐受作

用#在一定程度上减轻再次缺血所引起的损伤#该

现象称 为 缺 血 预 处 理# 其 具 体 机 制 目 前 尚 不 明

确 -".

) IO的保护作用也存在于不同的器官之间#如

肢体(小肠和肾脏等器官的缺血预处理也可对随后

缺血的心(肝等器官产生保护作用 -%.

#这种现象已

经在心肌缺血损伤中得到了证实 -$.

#但由于血脑屏

障的存在#该方法是否对脑缺血性损伤有保护作用

尚未被广泛证实) 因此#本研究探讨肢端缺血预处

理%0/-1 /<46F-/48CF45D>/7/5D/D;#UIP&和脑缺血损伤

的关系#以了解 UIP在脑损伤中能否发挥保护作用

以及 UIP对炎症反应的影响)

IN材料和方法

IQIN材料

"3"3"!实验动物'选用清洁级健康雄性 J8C.;BF

Z.?0F=%JZ&大鼠 )% 只%体重 %&& 士 %& ;&#由上海

斯莱克实验动物有限责任公司提供) 实验动物许

可证号' JLê %沪 & %&&) H&&&'#使用许可 证 号'

JYê %沪&%&&$ H&&%() 实验过程中对动物的处置

符合实验动物伦理学标准)

"3"3%!实验试剂'OC/:50%IDX/7C5;FD&#MKRU.7FC液

%R-1/5D&#逆转录试剂盒%R$'&&#PC5-F;.&#PLM试

剂 盒 % ZMM&*"R# OR̂ RMR&# 白 细 胞 介 素 ")

%/D7FC0FB_/D,")#IU,") & +UIJR试剂盒 %QM̂ &&"(&#

白细 胞 介 素 ( %/D7FC0FB_/D,(#IU,( & +UIJR试 剂 盒

% QM̂ &&&* &# PC57F.<F ID6/1/75CL54_7./0% PG$*&#

J/;-.R0>C/46&#Z+PL% J/;-.R0>C/46&#"&o水合氯

醛-&3&$' -U9% _;体重&0次.#"&o中性福尔马林

缓冲液) 其他试剂均为国产分析纯)

"3"3$!仪器'R* 级栓线 %北京沙东生物有限公

司&#)&&& 实时荧光定量 PLM仪%RVI#美国&#高速

冷冻离心 机 % 德 国 &#酶 标 仪#恒 温 箱#冷 藏 冷 冻

箱等)

IQGN方法

"3%3"! 大 脑 中 动 脉 阻 塞 % -/>>0F4FCF1C.0.C7FC=

5440B</5D# QLRN&和 UIP模型

采用改 良 的 U5D;.

-*. 线 栓 法 制 备 大 鼠 右 侧

QLRN模型#即分离大鼠右侧颈总动脉和颈内动脉#

结扎颈总动脉近心端#同时用无菌线栓栓塞其颈内

动脉约 "G --) 将动物分为实验组(缺血组和假手

术对照组#实验组和缺血组均设立 ' 个时间点'( 6(

"% 6(%* 6(*G 6 和 )% 6#每个时间点 ( 只) 实验组采

用 UIP使肢体右侧股动脉缺血 ( -/D9再灌注 ( -/D

$ 个循环#%* 6 后建立 QLRN模型) 缺血组仅将右

侧股动脉暴露相同时间#%* 6 后行 QLRN) 两组的

假手术对照组仅暴露相同部位的解剖结构#但不进

行颈部线栓或肢端股动脉夹闭#每组 ( 只) 对照组

于术后即刻(实验组和缺血组于术后缺血对应时间

点给予水合氯醛麻醉断颅取脑#用于苏木素,伊红

%6F-.75E=0/D .D> F5</D# ]f+&染色(实时荧光定量

PLM技术%CF.0,7/-FbB.D7/7.7/XFPLM# \MO,PLM&和

酶 联 免 疫 吸 附 法 % FD:=-F,0/D_F> /--BD5<5C1FD7

.<<.=# +UIJR&检测主要炎症因子的表达)

"3%3%!]+染色

取实验组(缺血组和对照组脑组织的石蜡切

片#丙酮固定 " p% -/D 后蒸馏水洗#再逐次经过苏

木素染色 ' p"& -/D#"o盐酸乙醇分化 $&<#'o淡氨

水返蓝 % -/D#伊红乙醇浸染 $ -/D#以上各步操作后

均经过水洗) 脱水透明封片后在光镜下观察脑组

织的病理学改变)

"3%3$!\MO,PLM

按照 OC/:50试剂盒提供的方法提取每组脑组织

细胞总 MKR#每个样品加入 " -UOC/:50后研磨#经

氯仿(异丙醇和乙醇纯化后的 MKR用 Z+PL水溶

#中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



解) 分别取 " BUMKR和随机引物#用反转录试剂盒

%%& BU体系& 反转录成 4ZKR) 取 % BU4ZKR用

JYVMcM++KPLM试剂盒%'& BU体系&#按照两步

法 PLM扩增标准程序在 RVI8C/<-)&&& JFbBFD4F

ZF7F47/5D J=<7F-上扩增#首先 '&q反应 "& <$阶段 "

是预变性阶段##'q反应 $& <#" 个循环$阶段 % 是

PLM反应阶段##'q反应 ' <#然后 (&q反应 $" <#重

复 *& 个循环) 引物按照 cFDF1.D_ 所提供的基因序

列采用 PC/-FC,' 程序设计引物后由上海生工公司

合成'

cRPZ]%T5C?.C>#'r,cLRLRcOLRRccLOcRcR

RO,$r$

CFXFC<F#'r,cLLOOLOLLROccOccOcRR,$r&#

IU,") % T5C?.C># 'r,RLOOOLLcccOccRcRRc

RO,$r$

CFXFC<F#'r,RLRROOLORRLLLLcLLOOO,$r&#

IU,( % T5C?.C># 'r,ccOLOOLOccRcOOLLcOO

OL,$r$

CFXFC<F# 'r,ccOOOcLLcRcORcRLLOLR,$r&)

得到的 LO值通过 %

H

$$

LO公式计算不同组中 IU,")

和 IU,( 的相对表达量)

"3%3*!+UIJR

所有脑组织经匀浆后离心取上清按照 +UIJR

试剂盒的说明书进行操作) 利用标准品建立 IU,")

和 IU,( 的标准曲线#酶标板中加入待测样品后在

$)q孵育 "%& -/D$对应的加第一抗体工作液后在

$)q孵育 (& -/D$加酶标抗体工作液后在 $)q孵育

$& -/D$以上各步操作后酶标板均经过充分洗涤 (

次) 加底物工作液后 $)q暗处孵育 "' -/D$加终止

液后 $& -/D 内用酶标仪在 *'& D-处测量吸光值)

"3%3'!统计学分析

采用 JPJJ%"$3& 版&统计软件包进行统计学分

析) 所有数据均用均数士标准差 %

%

OsM&的形式表

示) 计量资料的组间统计学差异采用独立样本 7检

验) Pl&3&' 为具有显著性差异#Pl&3&" 为具有

非常显著性差异)

GN结果

GQIN病理学改变

肉眼观察缺血组大鼠缺血侧脑半球明显肿胀#

实验组较缺血组肿胀程度略有减轻#对照组脑组织

形态均正常) 光镜下观察 ]+染色的脑组织切片#

对照组均未见明显病理改变%彩插 " 图 "R# c&) 缺

血组梗死灶位于右侧额顶背外侧皮质和纹状体等

区域#呈片状分布#病理改变最明显'缺血组在缺血

( 6 及 "% 6 后#可见皮层和基底核外侧区脑组织呈

现明显水肿(血管周围腔隙增宽%彩插 " 图 "V# L&$

缺血 %* 6 及 *G 6 后可见皮质和基底核区液化坏死

灶和液化空泡增多(组织间隙严重水肿#同时伴有

大量炎性细胞浸润(神经细胞数量明显减少%彩插 "

图 "Z# +&$缺血 )% 6 后可见海马区损伤严重#神经

细胞丧失正常结构(呈现细胞脱失(层次减少等表

型%彩插 " 图 "[&) 相比#实验组在相应时间点较缺

血组脑实质内的坏死灶数量有下降趋势#梗死灶周

围固缩浓染的细胞数量明显减少#间隙水肿程度也

明显减轻%彩插 " 图 "],U&#提示 UIP预处理可以明

显减轻缺血引起的脑组织损伤)

GQGNR*0E/!*检测不同时间点缺血组+实验组脑

组织中炎症因子的表达

从图 % 看出实验组和缺血组相比#IU,") 和 IU,(

图 GN缺血组和实验组不同时间点脑组织中 IU,") 和 IU,( -MKR的表达水平%

%

OsM&

-<DSG!IU,") .D> IU,( -MKRFE8CF<</5D<5T76F45C7FE/D /<46F-/4;C5B8 .D>

FE8FC/-FD7.0;C5B8 .T7FC/<46F-/..7>/TTFCFD77/-F85/D7<%

%

OsM&

注'和缺血组相比 !

Pl&3&'(

!!

Pl&3&"

K57F'

!

Pl&3&' TC5-/<46F-/4;C5B8$

!!

Pl&3&" TC5-/<46F-/4;C5B8

&" 中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



的整体水平呈下降趋势) 实验组中 "% 6(%* 6 和 *G

6 脑组织中 IU,") 的表达明显低于缺血组 %Pl

&3&'&#其中 "% 6 和 %* 6 中 IU,") 的降低更明显)

实验组中 "% 6(%* 6 和 *G 6 脑组织中 IU,( 的表达显

著低于缺血组%Pl&3&"&) 而 IU,")(IU,( 在 ( 6 和

)% 6 点均无统计学差异%Pt&3&'&)

GQTN%,#&+检测不同时间点缺血组+实验组脑组

织炎症因子的表达

从图 $ 看出缺血组和实验组的 IU,") 和 IU,( 的

表达量在 "% 6(%* 6(*G 6 和 )% 6 均明显高于对照

组) 实验组和缺血组相比#IU,") 和 IU,( 的表达在

整体水平都有所降低) 实验组中 IU,") 的表达量在

"% 6(%* 6 和 *G 6 明显低于缺血组 %Pl&3&'&#而

IU,( 的表达量仅在 %*6 和 *G6 显著低于缺血组 %P

l&3&'&)

图 TN对照组(缺血组和实验组不同时间点脑组织中 IU,")

和 IU,( 蛋白的表达水平%

%

OsM&

-<DST!IU,") .D> IU,( 8C57F/D 0FXF0<5T76F45C7FE/D 45D7C50

;C5B8#/<46F-/4;C5B8 .D> FE8FC/-FD7.0;C5B8 .T7FC/<46F-/.

.7>/TTFCFD77/-F85/D7<%

%

OsM&

注'和缺血组相比 !

Pl&3&'$和对照组相比 u

Pl&3&'

K57F'

!

Pl&3&' TC5-/<46F-/4;C5B8$

u

Pl&3&' TC5-45D7C50;C5B8

TN讨论

缺血性脑损伤是神经系统常见病和多发病#其

致残率和致死率均较高 -'.

#引起众多学者的关注以

寻求治疗的新方法) "##& 年 /̂7.;.?.

-(. 等发现全

脑一次短暂缺血即缺血预处理并未引起明显的脑

神经损伤#且对再次致死性缺血损伤产生了明显的

保护作用#这种保护作用即为 IO#这一现象立即引

起了广泛关注) 随着研究的进展#发现通过其它方

法如'轻度低氧 -).

(低温(高压氧和肢端缺血等也可

以诱导脑 IO#虽其确切机制仍不清楚#但炎症(细胞

因子及凋亡的上调被认为在缺血导致的脑损伤中

起重要作用 -G.

#目前推测非致死性预处理诱导的脑

缺血耐受通过减轻上述反应而减少损伤#然而缺血

预处理对某些细胞因子表达的具体效应尚不清楚)

因此#本实验将在 UIP模型上研究缺血预处理对脑

缺血后炎症反应的影响)

IU,") 作为一种新近发现的致炎性细胞因子#能

够诱导多种细胞分泌 IU,((IU,G(单核细胞趋化蛋白,

" 和细胞间黏附分子 " 等炎性介质 -#.

) IU,( 是一种

多效的细胞因子#是全身炎症反应和免疫反应的重

要调节因子) 几乎所有的自身免疫性疾病(炎性疾

病(外伤和肿瘤的发生发展过程中#都有 IU,( 和 IU,

") 的参与 -"& H"%.

) 而星形胶质细胞是中枢损伤和炎

症情况下中枢神经系统最主要的 IU,( 的来源#IU,(

不仅可以促进 O6") 的分化#还是 IU,") 重要的靶基

因之一#且星形胶质细胞内也存在 IU,( 正反馈调控

通路 -"$.

) 现在越来越多的研究报道了 IU,") 在脑组

织中的表达#提示 IU,") 可能在脑缺血的发生发展

过程中发挥某种作用) 有结果表明在动物 QLRN

模型中#IU,") 在脑缺血后 "6 就轻度增高#在缺血后

第 ( > 达高峰 -"*.

) U/等 -"'. 采用原位杂交和免疫组

化方法检测大鼠脑缺血后 IU,") 在脑中的表达#发

现 IU,") 在脑缺血后脑内表达从第 "6 到第 ( 天逐

渐增加#同时伴 O细胞浸润#并且与脑损伤面积呈

正相关#表明 IU,") 和 O细胞参与脑损伤过程) 本

实验中缺血组结果与上述结果相似#表明 IU,") 在

缺血后 (6 即有表达#随着缺血时间的延长至 %*6 逐

渐增多#尤其是在 "% 6 至 %* 6 表达增多的更明显#

随后逐渐降低$IU,( 表达的规律与 IU,") 基本相似#

证实了 IU,") 及 IU,( 参与大鼠脑组织缺血后的损伤

过程#介导相关的炎症连锁反应)

本研究发现 UIP能够诱导脑组织 IO#从而减轻

脑部的炎症反应#而 IO对其后脑缺血起到明显的保

护作用也许与 IU,") 和 IU,( 的表达减少有关) 因此

本实验采用 \MO,PLM和 +UIJR两种方法从基因和
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蛋白 层 面 来 检 测 IU,") 及 IU,( 表 达 量 的 变 化)

-MKR水平显示 IU,") 及 IU,( 的表达均随缺血时间

的延长而增多#在 %*6 达到高峰后逐渐降低#而 IU,(

的增多更加显著$实验组和缺血组与对照组相比 IU,

") 及 IU,( 的表达量均增加$实验组与缺血组相比

IU,") 及 IU,( 在 "% 6(%* 6 和 *G 6 的表达量均明显

减少) 蛋白水平表明实验组与缺血组相比#IU,") 在

缺血后 "% 6(%* 6 和 *G 6 的表达量有所减少且差异

具有显著性#而 IU,( 蛋白表达的减少在缺血后 %* 6

和 *G 6 更为明显) 本实验缺血后 IU,") 和 IU,( 的

表达均有不同程度的增加#提示炎症因子表达的增

多加重神经系统的损害#从而加重缺血局部的炎症

反应) UIP后 IU,") 及 IU,( 的表达有所减少#提示缺

血耐受激活了内源性保护机制使 IU,") 以及其诱导

的其他因子如 IU,( 的表达相应减少#从而使 IU,( 等

对脑组织的损伤作用减轻#也表明 IU,") 参与脑缺

血损伤的同时也通过改变其他因素间接发挥了生

物学效应)

总之#本研究证实了 UIP能够诱导脑组织产生

IO#通过减轻炎症反应介导的脑损伤程度从而对脑

缺血有保护作用) 脑 IO使 IU,") 及 IU,( 的表达均

减少#提示 IU,") 及 IU,( 可能在缺血性脑损伤中发

挥重要作用) 因此#寻找新方法抑制 IU,") 的表达

或阻断信号通路控制 IU,") 的表达#减少其诱导的

其他因子如 IU,( 从而达到减轻缺血后脑损伤的目

的#可能会成为理论研究的新方向)
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