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远程缺血后适应对大鼠脑缺血再灌注损伤后MIP-1α表达的影响
王荣亮，赵海萍，罗 玫，张  营，陶  真，闫  峰，罗玉敏
(首都医科大学宣武医院，脑血管病研究室，北京 100053)
【摘要】 目的 观察远程缺血后适应（remote ischemia postconditioning, RIPostC）对大鼠脑缺血再灌注损伤后巨噬细胞炎症蛋白-1α（macrophage inflammatory protein, MIP-1α）表达的影响，初步探讨RIPostC对炎症反应的作用。方法 采用线栓法制备MCAO模型，77只健康雄性Sprague Dawley（SD）大鼠（280-310 g）随机分为7组，每组11只：（1）假手术组（S）；（2）8 h对照组（I8）；（3）RIPostC 8 h组（R8）；（4）24 h对照组（I24）；（5）RIPostC 24 h组（R24）；（6）72 h对照组（I72）；（7）RIPostC 72 h组（R72）。远程缺血后适应的具体操作方法为在大鼠脑缺血即刻夹闭双侧股动脉10min，放开10min，如此共进行三个循环。分别应用荧光定量RT-PCR、免疫印迹法及免疫荧光法研究大鼠脑缺血再灌注8 h、24 h和72 h时MIP-1α mRNA和蛋白质表达的变化。结果 （1）荧光定量RT-PCR结果显示：与S组相比，I组及R组大鼠缺血后MIP-1αmRNA的表达均有所增加，其中I8 h、R8 h和R24 h组MIP-1α mRNA的表达显著升高（P<0.05）。（2）Western blot结果表明：与S组比较，I组及R组大鼠缺血后MIP-1α蛋白水平的表达均有所增加，其中I24 h和I72 h组MIP-1α蛋白表达显著增高（P<0.05）。与I组比较，R24 h和R72 h组MIP-1α蛋白表达呈下降趋势，其中R72 h组下降显著，具有统计学意义（P<0.05）。（3）免疫荧光结果显示：MIP-1α的变化趋势同Western Blot结果相同。结论MIP-1α参与了大鼠脑缺血再灌注损伤的炎症反应，而远程缺血后适应可能通过减轻炎症反应而发挥脑保护作用。
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Effect of remote ischemic postconditioning on MIP-1alpha expression induced by cerebral ischemia-reperfusion injury in rats
WANG Rong-liang, ZHAO Hai-ping, LUO Mei, ZHANG Ying, TAO Zhen, YAN Feng, LUO Yu-min
（Cerebrovascular Diseases Research Institute of Xuanwu Hospital,Capital Medical University, Beijing 100053, China）

【Abstract】Objective To observe the effect of remote ischemic postconditioning (RIPostC) on macrophage inflammatory protein-1alpha (MIP-1α) expression induced by cerebral ischemia-reperfusion injury in rats, and preliminarily explore the effect of RIPostC on inflammatory response. Methods A total of 77 male Sprague-Dawley (SD) rats (280-310 g) were randomly divided into 7 groups: (1) Sham group (S); (2) I/R 8 h group (I8); (3) I/R + RIPostC 8 h
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group (R8); (4) I/R 24 h group (I24); (5) I/R + RIPostC 24 h group (R24); (6) I/R 72 h group (I72); (7) I/R + RIPostC 72 h group (R72). In the I/R groups, transient middle cerebral artery occlusion (MCAO) models were induced. In the I/R + RIPostC groups, limb RIPostC was carried out by three cycles of 10 min occlusion/10 min release of the bilateral femoral arteries using clamps immediately after reperfusion. Real-time quantitative PCR (QTR-PCR), Western blot and immunofluorescence staining were used to observe the expression levels of MIP-1α. Results (1) QRT-PCR demonstrated that the MIP-1α mRNA expression was increased in both I/R and I/R + R groups. Among them, I8, R8 and R24 groups were significantly increased (P<0.05). (2) Western blot showed that, compared with the S group, the MIP-1α protein expression was increased in both I/R and I/R + R groups. Among them, the I24 and I72 groups were significantly increased (P<0.05). Compared with the I/R group, the MIP-1α protein expression was reduced in the R24 and R72 groups, and the R72 group was statistically significantly decreased (P<0.05). (3) The immunofluorescence results were consistent with those of the Western blot. Conclusions MIP-1α is involved in the inflammatory response induced by cerebral ischemic-reperfusion injury in rats. Remote ischemic postconditioning probably reduces the inflammatory response, therefore, to play a protective role to the ischemic-reperfusion injured brain.
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脑血管病因其高致残率和高致死率而成为危害人类健康的三大疾病之一。目前，关于脑缺血再灌注损伤机制的研究越来越关注脑组织缺血后的炎症反应。大量实验已经证实，脑缺血后级联的炎症反应是导致脑细胞损伤的重要原因[1,2]，在炎症反应过程中，多种因素相互作用，共同引起再灌注损伤。通过药物及外界手段抑制脑缺血再灌注过程中的炎症反应，减轻脑组织损伤，可能为防治脑缺血疾病提供一条新的有效途径[3]。然而，对于急性缺血性脑血管病患者，目前除了早期溶栓治疗外，几乎没有其他有效的治疗方法。远程缺血后适应（RIPostC）是近些年来发展的一种干预措施，它是在重要生命器官发生缺血后，通过对远程器官重复给予几次短暂的、非致死性的缺血和再通，可以明显减轻再灌注损伤。RIPostC可通过实施于非生命重要器官来保护某些对缺氧缺血极其敏感的生命重要器官（比如脑组织），并且可以在缺血事件发生之后进行，因此具有非常重要的临床应用价值。已有研究表明，远程缺血后适应对脑损伤有保护作用，而且实施的越早，效果可能越好(4(。

缺血再灌注损伤时促炎细胞因子和趋化因子表达会迅速上调[5-8]，其中单核细胞化学趋化蛋白-l（monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1）、巨噬细胞炎症蛋白-1α（macrophage inflammatory protein, MIP-1α）在脑缺血再灌注后炎症反应的重要作用已引起广泛关注[5,6]。MIP-1α是属于CC亚族的一种趋化性细胞因子，主要由单核/巨噬细胞、中性粒细胞、小胶质细胞产生，趋化单核/巨噬细胞、T淋巴细胞和NK细胞等。近来有不少研究表明，MIP-1α在缺血性脑血管病的再灌注损伤中发挥非常重要的作用[9-12]。MCP-1、MIP-lα与抗体结合后可促进白细胞迁移，应用受体拮抗剂后，可减少脑梗死体积[10]。Terao等[13]的研究表明，在脑缺血后MIP-3α显著增加，脑室注射MIP-3α中和抗体后，可显著减小缺血后脑组织的损伤。这些研究提示，巨噬细胞炎性蛋白可在脑缺血后增加脑组织的损伤，而抑制其表达可使损伤减少。因此，MIP-1α在脑缺血引发的炎症反应中起到非常重要的枢纽作用，可以成为治疗脑缺血的一个新靶点。

1 材料和方法
1.1 动物分组

SPF级雄性SD大鼠77只，体重（280~310）g，购自北京维通利华实验动物公司（动物许可证号：SCXK（京）2008-0001）。恒温条件下饲养，实验前一晚禁食但不禁水。实验前随机分为7组：(1)假手术组（S，n = 11）；(2)缺血再灌注8 h组（I8，n = 11）；(3)缺血后适应8 h组（R8，n = 11）；(4) 缺血再灌注24 h组（I24，n = 11）；(5) 缺血后适应24 h组（R24，n = 11）；(6) 缺血再灌注72 h组（I72，n = 11）；(7) 缺血后适应72 h组（R72，n = 11）。 
1.2 主要试剂与仪器 

小动物呼吸机（Harvard Apparatus 683）、双极电凝（Devel，ACC100）、显微镜（Carl Zeiss）、反馈式温度调节仪（Harvard Apparatus）、血气分析仪（Abbott，i-STAT）、有创血压监测仪（Siemens SC600C）、显微手术器械、生物安全柜（Labconco Class II Type A2）、PCR仪（MJ Research）、电子天平（Adventurer）、超声波细胞粉碎机（Scientz-IID）、离心机（Thermo）、酶标仪（Multiskan MK3, Thermo）、MIP-1α抗体（Santa Cruz Biotechnology, sc-33203）、HRP标记的山羊抗兔抗体（北京中杉金桥生物科技公司）、ECL发光液（Millipore）、NC膜（Pall）、化学发光仪（ChemiScope）、免疫荧光显微镜(Nikon digital imaging hero eclipse 80i)、摇床(TS-1/TS-8)。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
1.3动物模型的制备

大鼠称重后用4%恩氟烷诱导麻醉，应用小动物呼吸机及麻醉机，1%~2%恩氟烷混合70% N2O和30% O2维持麻醉，术中监测肛温、血糖、血气及血压，各项指标维持在正常范围。选择右侧大脑中动脉，所应用的线栓（北京沙东生物技术有限公司）头部直径为0.38 mm，将其插入颈内动脉，至距颈内动脉和颈外动脉分叉处约1.8 cm~1.9 cm。栓塞2 h后拔出栓子制备缺血2 h再灌注损伤模型，分别于再灌注后8 h、24 h和72 h处死大鼠，断头取脑，以备石蜡切片制作以及脑组织蛋白的提取用。假手术组做钝性分离，插入线栓后立即拔出，脑组织无缺血损伤。

1.4远程缺血后适应方法

如之前所述，有研究表明：远程缺血后适应实施的越早，对脑保护的效果可能越好(4(。我们之前已研究过缺血2 h后给予后适应所起到的神经保护作用[14]，为了具体研究其作用机制，我们采取缺血即刻后适应，方法如下：分离大鼠双侧股动脉主干，在大鼠脑缺血即刻夹闭双侧股动脉10 min，放开10 min，如此共进行3个循环。
1.5石蜡切片的制备

将假手术组（n = 4）和实验组8 h (n = 4)、24 h (n = 4)和72 h（n = 4）分别于再灌注后8 h、24 h和72 h后用10%水合氯醛腹腔麻醉，右心房快速灌注肝素化PBS及4%多聚甲醛进行固定，断头取脑，除去嗅球和小脑，置4%多聚甲醛中后固定48 h后放入模具，于视交叉处沿冠状切片，向前囟方向切2张切片，向小脑方向切3张切片，每片厚约2 mm，石蜡包埋。

1.6 荧光定量RT-PCR检测

首先进行总RNA提取，冰上分离大鼠皮层，加入含一定量TRIzol的研磨器中，反复研磨匀浆。室温放置5 min后，每1 mL TRIzol中加入0.2 mL氯仿，剧烈震荡15 s，室温放置3 min。12 000 r/min  4°C离心15 min，将上层的水相吸至新的离心管内，加入0.5 mL的异丙醇，室温放置10 min，于4°C 以小于12 000 r/min转速离心10 min。弃去上清液，用1 mL 75% 的乙醇清洗沉淀，于4°C 以7 500 g转速离心5 min，用微量移液器尽可能将乙醇吸尽，随后于室温放置5~10 min，使残留乙醇挥发干净。用DEPC处理的去离子蒸馏水20 μL溶解沉淀，测A260、A280值，计算A260/A280比值，估算样品中RNA的含量和纯度。用DEPC处理的去离子蒸馏水调整样品终浓度为1 μg/μL，置于-80°C冰箱保存。
cDNA的合成：将以下成份加入经DEPC处理的200 μL EP管内。（500 μmol/L 随机引物 1 μL；10 μm dNTP 2 μL；1 μg/μL 细胞总RNA 2 μL；用DEPC处理的去离子蒸馏水补至12 μL。65°C变性5 min后即刻冰浴，加入5× first chain 缓冲液 4 μL、0.1 M DTT 2 μL、40 U/μL RNase抑制剂1 μL，混匀。37°C加热5 min。加10 U/μL 逆转录酶M-MLV 1 μL，混匀，37°C加热50 min。70°C灭活15 min，反应物保存于-20°C冰箱备用。荧光定量PCR检测MIP-1α合成的引物：正向5' GCGCTCTGGAACGAAGT 3' ，反向 5' GCAAAGGCTGCTGGTCT 3'。
PCR反应条件：a. 反应体系为25 μL，其中MIP-1α选用2× GC II缓冲液，GAPDH选用10× 缓冲液：2× GC II缓冲液12.5 μL、10 mM dNTP 2 μL、20 μM引物：SN 0.5 μL、ASN 0.5 μL、cDNA（1 μg/μL）1 μL、Taq酶1.25 μL、加双蒸水至25 μL、10× 缓冲液：10 mM dNTP 2 μL、20 μM引物：SN 0.5 μL、ASN 0.5 μL、cDNA（1 μg/μL）1 μL、Taq酶 1.25 μL、加双蒸水至25 μL。b. 扩增反应条件：①预变性：95°C 5 min。②变性：95°C 30 s；退火： MIP-1α 55°C 30 s，GAPDH 54°C 30 s；延伸：72°C 1 min。③循环数：最佳退火温度和反应循环数因扩增的目的基因片段而异。分别于第20、22、24……38、40个循环各取出一管反应产物，取5 (L进行1%琼脂糖凝胶电泳，对目的带光密度扫描定量，以光密度值-循环数作曲线，选择PCR反应达平台期前的指数增长期循环数确定为半定量PCR的反应循环数。MIP-1α循环数为32，GAPDH循环数为26。④ 72°C延伸30 s，72°C延伸1 min。⑤4°C保存。琼脂糖凝胶电泳：制备1%琼脂糖凝胶，EB染色。凝胶完全凝固后，小心移去梳子，将凝胶放入电泳槽中，加入恰好没过胶面约1 mm深的足量1× TBE电泳缓冲液。吸取DNA样品各5 μL与所需加样缓冲液（loading buffer）混合，用一次性微量移液器，慢慢将混合物加至样品槽中。盖上电泳槽并通电，使DNA向阳极移动。100 V稳压电流电泳20 min左右。切断电源，从电泳槽上拔下电线，打开槽盖。在紫外灯下自显影并照相。应用GEL-PRO analyzer 2.0分析软件对各目的条带的光密度值（A）进行分析，计算各目的基因的相对表达水平（相对表达水平 = A目的基因/ A内对照基因）。

1.7免疫印迹法检测

将假手术组（n = 4）、缺血再灌注组和缺血后适应组8 h (n = 4)、24 h  (n = 4)、72 h（n = 4）分别于再灌注后8 h、24 h和72 h处死大鼠，取梗死侧皮层脑组织置于冰上，称重后加入5倍的裂解液，将样品用小剪刀剪碎，在冰水浴中用超声波细胞粉碎机进行匀浆后，冰浴30 min，12 000 r/min4°C离心30 min，取上清液。在酶标仪上用BCA法参照标准蛋白浓度，于560 nm处测定样本的吸光度值（A值）。根据蛋白定量的标准曲线计算各样本的蛋白含量。
配制15%分离胶和5%积层胶，取180 µg蛋白样品溶于相应体积的上样液中，水浴锅98°C加热5 min，蛋白变性后即刻加样。室温下40 V电泳1 h，蛋白样品到达分离胶后将电压调为80 V，继续电泳约1.5 h。配制电转液，冰浴中60 V 30 min电转。将电转后的NC膜置于TBST中清洗3次，每次5 min，置入8%脱脂牛奶中4°C封闭过夜。第2天将膜置入一抗中室温孵育4 h，随后TBST清洗3次，每次5 min，再置入二抗中室温孵育1 h。抗体如下稀释：抗MIP-1α（1:200）、抗actin（1:2000）、HRP标记山羊抗兔（1:2000）。与二抗反应好后，将膜置于ECL发光液中3 min，放入化学发光仪进行检测。得到的结果用Quantity one 4.4.0软件分析蛋白条带的相对灰度。

1.8免疫荧光染色

依次进行脑组织切片的二甲苯脱蜡、梯度酒精入水，0.3%的H2O2/甲醇溶液消除内源性过氧化物酶活性，EDTA抗原微波热修复12 min，小牛血清封闭非特异性抗原，4°C过夜；加1:200稀释的MIP-1α抗体，室温2 h；1× PBS（pH = 7.4）漂洗3次，每次3 min；加TRITC山羊抗兔IgG，室温孵育30 min；1× PBS （pH = 7.4）漂洗3次，每次3 min；DAPI封片，荧光显微镜下观察。

1.9 统计学方法
采用SPSS 17.0软件进行统计分析，所有资料用平均值±标准差 ((x ± s ) 表示，各数据组间比较使用one-way ANOVA方法，P<0.05有统计学意义。
2 结果
2.1远程缺血后适应对大鼠脑缺血MIP-1α mRNA含量的影响
图1和图2分别为荧光定量RT-PCR检测的大鼠脑缺血核心区和半暗带区MIP-1α mRNA表达的结果。从图1中可见，在缺血核心区，单纯缺血组MIP-1α mRNA的表达缺血再灌注组高于S组，8 h达高峰，24 h时之后持续下降。缺血后适应组MIP-1α mRNA的表达变化趋势与缺血再灌注组相同。经统计分析，其中I8组与S组间比较有统计学意义（P<0.05），R8组和R24组与S组相比有统计学意义（P<0.05）。
从图2中可见，在缺血半暗带区域，MIP-1α mRNA表达的变化趋势与缺血核心区相似，其中I8组与S组相比较有统计学意义（P<0.05），而其他组间比较无统计学意义。

[image: image1]
注：S: Sham；I/R: MCAO model；I/R+R: MCAO + RIPostC。与Sham组相比，*P<0.05；**P<0.01；n = 4。GAPDH作为内参照，密度扫描定量。
图1大鼠脑缺血梗死核心区MIP-1α mRNA表达水平 ((x ± s )
Note: Sham；I/R：MCAO model；I/R+R：MCAO + RIPostC. *P<0.05, vs. sham group; **P<0.01,  vs. sham group；n = 4. The quantitative analysis of the MIP-1α expression using GAPDH for normalization.  
  Fig. 1 The mRNA level of MIP-1α in the cerebral ischemic core ((x ± s )
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注：S: Sham；I/R: MCAO model；I/R+R: MCAO + RIPostC。与Sham组相比，*P<0.05；**P<0.01；n = 4。GAPDH作为内参照，密度扫描定量。
图2大鼠脑缺血半暗带区MIP-1α mRNA表达水平 ((x ± s )  
Note: Sham；I/R：MCAO model；I/R+R：MCAO + RIPostC. *P<0.05, vs. sham group; **P<0.01, vs. sham group；n = 4. The quantitative analysis of the MIP-1α expression using GAPDH for normalization.  
Fig. 2 MIP-1α mRNA level in the cerebral ischemic penumbra ((x ± s ) 
2.2远程缺血后适应对大鼠脑缺血皮层区MIP-1α蛋白含量的影响
图3为免疫印迹法检测的大鼠MIP-1α蛋白表达结果和统计图。与S组相比，随着缺血再灌注时间延长，I组及R组MIP-1α蛋白的表达均有所增加，其中I24 h和I72 h显著增加，有统计学意义，P<0.05。与I组相比，R24 h和R72h组MIP-1α的表达下降，与I 72 h相比，R72 h组MIP-1α的表达下降显著，接近于S组，有统计学意义，P<0.05。其余各组间比较无统计学意义。
         S       I8      R8       I24      R24      I72     R72   
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注：S：Sham；I/R：MCAO Model；I/R+R：MCAO+RIPostC。与Sham组相比，*P<0.05；**P<0.01；与Model组相比，#P<0.05；n=4。β-actin作为内参照，密度扫描定量。
图3大鼠脑缺血皮层区MIP-1α蛋白的表达水平((x ± s )
Note: Sham；I/R：MCAO model；I/R+R：MCAO + RIPostC. *P<0.05, vs. sham group; **P<0.01,

vs. sham group; #P<0.05, vs. model group；n = 4. Quantitative analysis of the expression of MIP-1α using β-actin for normalization.

Fig. 3 MIP-1αprotein level in the cerebral ischemic cortex((x ± s )
2.3 免疫荧光结果
    图4（见彩插   ）为大鼠脑组织在缺血72 h后皮层区MIP-1α的免疫荧光染色结果图。缺血再灌注72 h后， I72 h组MIP-1α的表达水平显著增加；相比较而言，给予远程缺血后适应干预的R72 h组表达降低，接近sham组水平。免疫荧光的结果与Western blot的结果相符。

3 讨论

本文主要是探讨远程缺血后适应对大鼠脑组织MIP-1α mRNA和蛋白水平表达的影响，为远程缺血后适应的研究提供一定的理论基础。本研究表明，与S组相比，缺血模型组及远隔缺血后适应组MIP-1α mRNA均有不同程度地升高，均在缺血再灌注后8 h时达到峰值，有统计学意义。Schmidt-Kastner R等[7]发现，在大鼠短暂缺血3 h后，MIP-1α mRNA水平即开始升高。Sieber等[15]和Nishi等[6]在用小鼠模型研究中发现，MIP-1α mRNA在缺血再灌注后6~12 h显著增加，12 h达到最高值。这与本研究的缺血再灌注组（I组）结果相符，梗死核心区及缺血半暗带MIP-1α mRNA的水平均在缺血8 h后达到最高，随后开始下降。结果表明，远程缺血后适应不能降低缺血核心区的MIP-1α mRNA表达水平，在缺血半暗带可一定程度上降低MIP-1α mRNA水平，但无统计学差异。另外，在本研究中，MIP-1α蛋白在缺血再灌注24 h后达到高峰，这与Nishi等[6]的研究结果相符。缺血后各组的MIP-1α蛋白表达均有所增加，与S组相比，缺血模型组MIP-1α在缺血再灌注24 h和72 h后显著增加，有统计学差异；值得注意的是，在缺血再灌注72 h组中，相对缺血模型组，远程缺血后适应组MIP-1α表达水平显著降低，有统计学差异。以上结果提示MIP-1α参与了大鼠脑缺血再灌注损伤的炎症反应，而远程缺血后适应可能通过减轻炎症反应而发挥脑保护作用，这在再灌注损伤的晚期较为明显。但由于实验没有涉及到72 h后的时间点，无法验证RIPostC在脑缺血再灌注后更长时间的保护作用，这也是本研究的不足之处。
之前已有研究表明，肢端缺血预处理（limb ischemic preconditioning, LIP）可抑制炎症因子的表达，减轻脑缺血后炎症反应，从而对脑组织起到保护作用[16]。本研究采用的是远程缺血后适应是在缺血后采取的干预，因此，拥有更好的临床应用前景。进一步研究其作用机制，发挥神经元保护作用而拮抗其致炎效应，可能是今后防治脑缺血的一条新的有效途径。
参考文献：

[1] Lakhan SE, Kirchgessner A, Hofer M. Inflammatory mechanisms in ischemic stroke: therapeutic approaches [J]. J Transl Med, 2009, 7(1): 97. 
[2] Amantea D, Nappi G, Bernardi G, et al. Post-ischemic brain damage: pathophysiology and role of inflammatory mediators [J]. FEBS J, 2009, 276(1): 13-26.
[3] Chen B, Liao W Q, Xu N, et al. Adiponectin protects against cerebral ischemia reperfusion injury through anti-inflammatory action [J]. Brain Res, 2009, 1273: 129-137.
(4( Ren C, Yan Z, Wei D. Limb remote ischemic postconditioning protects against focal ischemia in rats [J]. Brain Res, 2009, 1288: 88-94.

[5] Wang X, Yue TL, Barone FC, et al. Monocyte chemoattractant protein-1 messenger RNA expression in rat ischemic cortex [J]. Stroke, 26(4): 661-666.

[6] Nishi T, Maier CM, Hayashi T, et al. Superoxide dismutase 1 overexpression reduces MCP-1 and MIP-1α expression after transient focal cerebral ischemia [J]. J Cereb Blood Flow Metab, 2005, 25(10): 1312-1324.
[7] Schmidt-Kastner R, Zhang B, Belayev L, et al. DNA microarray analysis of cortical gene expression during early recirculation after focal brain ischemia in rat [J]. Mol Brain Res, 2002, 108(1): 81-93.
[8] Berti R, Williams AJ, Moffett JR, et al. Ouantitative real-time RT- PCR analysis of inflammatory gene expression associated with ischemia reperfusion brain injury [J]. J Cereb Blood Flow Metab, 2002, 22(9): 1068-1079.
[9] Smits H A, Rijsmus A, van Loon J H, et al. Amyloid-beta-induced chemokine production in primary human macrophages and astrocytes [J]. J Neuroimmunol, 2002, 127(1-2): 160-168.
[10] Minami M, Satoh M. Chemokines and their receptors in the brain: pathophysiological roles in ischemia brain injury [J]. Life sci, 2003, 74(2-3): 32l-327.
[11] Maurer M, von Stebut E. Macrophage inflammatory protein-1 [J]. Int J Biochem Cell Biol, 2004, 36(10): 1882-1886.

[12] 孙叁波, 刘朝东. MIP-1α与MMP-9在免疫炎症反应中作用及其关系研究进展 [J]. 中国免疫学杂志, 2008, 28(5): 474-477.
[13] Terao Y, Ohta H, Oda A, et al. Macrophage inflammatory protein-3alpha plays a key role in the inflammatory cascade in rat focal cerebral ischemia [J]. 2009, 64(1): 75-82.
[14] Qi ZF, Luo YM, Liu XR, et al. AKT/GSK3β-dependent autophagy contributes to the neuroprotection of limb remote ischemic postconditioning in the transient cerebral ischemic rat model [J]. CNS Neurosci Ther, 2012, 18(12): 965-973.
[15] Sieber MW, Claus RA, Witte OW, et al. Attenuated inflammatory response in aged mice brains following stroke [J]. Plos One, 2011, 6(10): e26288.

[16] 于新迪, 王震宇, 丁雷, 等. 大鼠肢端缺血预处理对脑缺血后炎症反应的影响 [J]. 中国比较医学杂志,  2012,  22(9): 8-12.

                                                                      【修回日期】2013-05-30
[image: image6.png]Penumbra

W N @ © © O
- - O o o o

(Hadvo/ oL-diN) oney



[image: image7.png]IR

I/R+R

n

a4a o @ 2
- © © o

(uoy/ pL-dIN) oy



[image: image8.png]Ischemic core

[Te]

a4a @ @ «
- © o© o

(Hadvo/ pL-dIIN) oney



