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缺血后处理对脑缺血再灌注损伤大鼠的脑保护

作用及其最佳时间窗的探讨
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摘　要：目的　探讨缺血后处理（ＩＰ）对大鼠局灶性脑缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）神经保护作用的最佳时间窗。方法　８０只雄性
ＳＤ大鼠，随机分为５组（假手术组、对照组、ＩＰ１５ｓ组、ＩＰ３０ｓ组和 ＩＰ１ｍｉｎ组）。假手术组和对照组行单纯 Ｉ／Ｒ；ＩＰ１５ｓ

组、ＩＰ３０ｓ组和 ＩＰ１ｍｉｎ组，反复３次缺血再灌注。除假手术组外的大鼠均采用线栓法闭塞大鼠大脑中动脉（ＭＡＣＯ）建立

脑缺血 ＳＤ大鼠模型。所有大鼠行神经功能障碍评分（ＮＤＳ），并应用组织原位标记凋亡细胞检测、免疫组织化学等技术

观察ＩＰ后海马 ＣＡ１区细胞凋亡及肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）表达的变化。结果　再灌注２４ｈ后，ＩＰ各组ＮＤＳ明显低于对照

组（Ｐ＜０．０５），其中 ＩＰ１５ｓ组、ＩＰ３０ｓ组 ＮＤＳ低于 ＩＰ１ｍｉｎ组（Ｐ＜０．０５）。对照组海马 ＣＡ１区 ＴＮＦα、凋亡细胞表达量明

显增加，ＩＰ１５ｓ组、ＩＰ３０ｓ组海马 ＣＡ１区 ＴＮＦα、凋亡细胞的表达量较 ＩＰ１ｍｉｎ组明显下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ＩＰ可改善

局灶性脑缺血大鼠的神经功能、减少海马 ＣＡ１区炎性因子 ＴＮＦα及细胞凋亡的表达。大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤保

护作用的最佳时间窗为１５ｓ、３０ｓ。
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　　在发达国家脑卒中是继心肌梗死和癌症后引 起人类死亡的第三大原因，因此寻找有效脑保护方
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法，最大可能地激发缺血后脑保护机制，使脑损害

降至最低程度，是临床上亟待解决的问题。１９９０
年，Ｋｉｔａｇａｗａ等［１］在沙土鼠脑缺血模型上首次描述

了脑缺血预处理（Ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）现
象，随后这一理论又在其他器官（脑、肝、肠、肾、

肺）及其他多种动物模型中得到证实［２，３］。然而在

临床应用中，缺血事件是不可预知的。为了解决这

一难题，２００３年，Ｚｈａｏ等［４］发现大鼠心肌缺血后在

再灌注前，进行反复、短暂的心肌缺血再灌注能保

护心肌并以对抗随后的再灌注损伤，提出了缺血后

处理（ＩＰ）的概念。随后研究证实，在脑缺血再灌
注前，行短暂的重复缺血可减轻脑缺血再灌注损

伤［５］，它的神经保护作用在多种动物模型中得到了

证实［６９］。研究表明，脑缺血再灌注可导致缺血及

周边区域神经细胞的坏死和凋亡。其中 ＴＮＦα等
参与了细胞凋亡的调节。ＴＮＦα是最早产生并发
挥作用的促炎细胞因子，在缺血再灌注后的脑组织

损伤中起重要作用。本研究通过测定各 ＩＰ组大鼠
的行为学的改变，海马 ＣＡ１区细胞凋亡、ＴＮＦα含
量变化探讨在具体情况下 ＩＰ的最佳时间窗，为临
床治疗缺血性脑血管病提供依据。

１　材料和方法
１．１　材料

健康雄性 ＳＤ大鼠 ８０只，体重 ２５０～３００ｇ，凋
亡检测试剂盒、免疫组化试剂盒均为武汉博士得公

司产品，ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ４１显微图像分析系统。
１．２　方法
１．２．１　动物分组及模型制作　ＳＤ大鼠 ８０只，随
机分为 ５组（假手术组、对照组、ＩＰ１５ｓ组、ＩＰ３０ｓ
组和 ＩＰ１ｍｉｎ组），每组 １６只。所有实验动物术前
２４ｈ禁食，自由饮水。参照 Ｌｏｎｇａ线栓法［１０］制备大

鼠右侧 ＭＣＡＯ模型。水合氯醛 ０．３５ｇ／ｋｇ体重，腹
腔麻醉，剪去颈正中位皮毛，消毒，铺巾，取颈正中

皮肤切口，钝性分离肌肉及皮下组织，暴露右侧颈

总动脉（ＣＣＡ），分离迷走神经，切忌钳夹，钝性分
离颈外动脉（ＥＣＡ）和颈内动脉（ＩＣＡ），结扎分支，
用手术剪剪开 ＣＣＡ一小口将一预先用酒精灯烧成
圆头的 ３２０尼龙线置入 ＩＣＡ１４～１５ｍｍ，直到有轻
微阻力感为止。假手术组仅暴露颈总动脉及分叉

处。对照组阻闭 ６０ｍｉｎ后抽出尼龙线。ＩＰ组于
ＭＣＡＯ６０ｍｉｎ后，将尼龙线拔出 ５～８ｍｍ，依据分
组，再灌注时间 １５ｓ、３０ｓ和 １ｍｉｎ，再将尼龙线放
入原位置，缺血时间分别为 １５ｓ、３０ｓ和 １ｍｉｎ，反

复 ３次，恢复再灌注。２４ｈ后行神经功能障碍评
分，然后处死大鼠。

１．２．２　观测指标
１．２．２．１　神经行为学评估　麻醉苏醒后，将动物
放回鼠笼，自由饮食。脑缺血再灌注后 ２４ｈ，按文
献［１１］的方法双盲法评估记录 ＮＤＳ，０级：无功能障
碍；１级：不能伸展左侧前肢；２级：向左侧旋转；３
级：向左侧倾倒；４级：无自主活动伴有意识障碍；５
级：死亡。

１．２．２．２　ＴＵＮＥＬ染色细胞凋亡检测　切片常规
脱蜡，按照试剂说明书操作，ＤＡＢ显色、乙醇脱水、
二甲苯透明、中性树胶封片。于 ５０倍低倍视野下
确定缺血侧海马区及海马 ＣＡ１区位置后，在 ４００
倍视野下选取缺血侧海马 ＣＡ１区 ５个不重复视野
进行仔细观察，细胞核中有棕黄色颗粒者为凋亡阳

性细胞，计算凋亡阳性细胞数同时进行拍照。神经

元凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓＩｎｄｅｘ，ＡＩ）＝凋亡细胞数／总
细胞数 ×１００％，结果取均数。
１．２．２．３　免疫组织化学检测　取出鼠脑后，４％
多聚甲醛固定、石蜡包埋、石蜡切片，以二甲苯脱

蜡和酒精脱水。免疫组化简要步骤如下：切片以

１％ Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶，抗原热修复，正
常山羊血清封闭，ＰＢＳ洗涤，分别滴加 １∶２００稀释
的兔抗鼠 ＴＮＦα多克隆抗体，４℃过夜，次日 ＰＢＳ
洗涤，再滴加二抗生物素化抗兔 ＩｇＧ，ＰＢＳ洗涤，
ＤＡＢ染色，苏木素复染。脱水透明，中性树胶封
片。在 ５０倍视野下确定缺血侧海马区及海马 ＣＡ１
区位置后，４００倍视野下选取海马 ＣＡ１区５个不重
复视野进行仔细观察，ＴＮＦα阳性细胞表达特点为
细胞核及胞浆呈棕黄色，分别拍照。采用免疫组化

图像分析系统作阳性细胞计数，求得阳性细胞平均

数。

１．２．３　统计学处理　实验结果以 ｘ±ｓ表示，应
用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５
有统计学意义。

２　结果
２．１　神经功能障碍评分比较

术后所有动物均存活。假手术组大鼠未见神

经功能损害，缺血各组动物均表现出一定神经功能

障碍（图 １）。Ｉ／Ｒ２４ｈ后与对照组相比，ＩＰ１５ｓ
组、ＩＰ３０ｓ组和 ＩＰ１ｍｉｎ组 ＮＤＳ显著降低 （Ｐ＜
０．０５），其中 ＩＰ１５ｓ组和 ＩＰ３０ｓ组 ＮＤＳ低于ＩＰ１ｍｉｎ
组（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

·３２２·

　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１１年　第 ３８卷　第 ３期　　 　



表１　各组大鼠再灌注２４ｈ后ＮＤＳ　　（ｎ＝１６，ｘ±ｓ）

组别
神经功能障碍评分或ＮＤＳ

０ １ ２ ３ ４
ｘ±ｓ

假手术组 １６ ０ ０ ０ ０ ０
对照组 ０ ４ ７ ４ １ ２．２０±０．８９

ＩＰ１５ｓ组 ０ ８ ７ １ ０ １．５６±０．６３△

ＩＰ３０ｓ组 ０ ９ ７ ０ ０ １．４４±０．５１△

ＩＰ１ｍｉｎ组 ０ ７ ８ １ ０ １．６３±０．６２△＃

　　注：为与假手术组相比较，Ｐ＜０．０５；△为与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃为与ＩＰ１５ｓ组、ＩＰ３０ｓ组比较，Ｐ＜０．０５。

图１　各组大鼠在灌注２４ｈ后神经功能缺损评分比较

２．２　凋亡细胞的表达
凋亡细胞胞核染色呈棕黄色，主要分布于缺血

侧大鼠脑组织，非缺血侧少见凋亡细胞出现。假手

术组海马 ＣＡ１区偶可见极少数凋亡阳性细胞（图

２）。缺血各组大鼠海马 ＣＡ１区均可见凋亡细胞，
核固缩黄染，胞体缩小形状不规则。对照组可见较

多凋亡细胞，细胞核中有大量棕黄色颗粒，数个深

染散在分布的凋亡小体围绕在细胞核周围。如表

２所示，假手术组 ＣＡ１区细胞 ＡＩ（４．５１±０．４１）最
小，与其它各组比较有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＩＰ
各组 ＡＩ分别为（２４．１６±２．９３）、（２３．３０±２．８４）
和（２８．６７±３．７９），与对照组（４０．６３±２．４０）比
较 ＡＩ明显降低（Ｐ＜０．０５）。经统计分析，ＩＰ１５ｓ
组、ＩＰ３０ｓ组海马 ＣＡ１区细胞 ＡＩ较 ＩＰ１ｍｉｎ组低，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　大鼠海马ＣＡ１区凋亡细胞的表达（×４００）。Ａ：假手术组；Ｂ：对照组；Ｃ：ＩＰ１５组；Ｄ：ＩＰ３０ｓ组；Ｅ：ＩＰ１ｍｉｎ组。

２．３　免疫组织化学结果
如图 ３所示，ＴＮＦα表达阳性的细胞核和（或）

胞浆呈棕黄色，未表达细胞核呈蓝色。假手术组海

马 ＣＡ１区可见极少数 ＴＮＦα阳性细胞散在分布，
对照组海马 ＣＡ１区可见大量 ＴＮＦα胞浆棕染的阳
性细胞，其 ＴＮＦα阳性细胞数（３９．６３±２．８７）与

假手术组 （８．６９±１．０３）相 比 差 异 明 显 （Ｐ＜
０．０１）。ＩＰ１５ｓ组、ＩＰ３０ｓ组和 ＩＰ１ｍｉｎ组与对照组
比较，可见海马 ＣＡ１区 ＴＮＦα阳性细胞数明显减
少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＩＰ１ｍｉｎ组
ＴＮＦα阳性细胞数与 ＩＰ１５ｓ组和 ＩＰ３０ｓ组比较明
显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表２）。

·４２２·

　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０１１，３８（３）　



图 ３　大鼠海马 ＣＡ１区 ＴＮＦα的表达（×４００）。Ａ：假手术组；Ｂ：对照组；Ｃ：ＩＰ１５组；Ｄ：ＩＰ３０ｓ组；Ｅ：ＩＰ１ｍｉｎ组。

表２　大鼠海马区细胞凋亡指数、ＴＮＦα阳性细胞数的比较

　　　　　（ｎ＝１６，ｘ±ｓ）

组别 ＴＮＦα ＡＩ（％）
假手术组 ８．６９±１．０３ ４．５１±０．４１
对照组 ３９．６３±２．８７＃ ４０．６３±２．４０＃

ＩＰ１５ｓ ２３．１６±２．３６ ２４．１６±２．９３

ＩＰ３０ｓ ２３．２９±２．３８ ２３．３０±２．８４

ＩＰ１ｍｉｎ ２８．０６±２．９７△ ２８．６８±３．７９△

　　注：为与对照组相比较，Ｐ＜０．０５；△为与 ＩＰ１５ｓ组、ＩＰ３０ｓ组
比较，Ｐ＜０．０５；＃为与假手术组比较，Ｐ＜０．０１。

３　讨论
本实验采用大鼠局灶性脑缺血模型研究了 ＩＰ

对脑的保护作用。证实短暂的 ＩＰ可改善由于大鼠
大脑中动脉梗塞引起的神经功能改变，减少细胞凋

亡，减轻脑缺血后神经损伤，抑制 ＴＮＦα在海马
ＣＡ１区的表达。ＩＰ的最佳处理时间窗为 １５ｓ、
３０ｓ。

凋亡是神经元继发性或迟发性死亡的主要方

式，多发生在缺血后期的缺血半暗带。缺血再灌注

性脑损伤可致神经细胞凋亡［１２，１３］，既往报道 ＩＰ可
通过阻断凋亡降低缺血性损伤［１４］。海马 ＣＡ１区是
中枢神经系统中易损部位。本实验观察到假手术

组极少出现凋亡细胞；缺血各组海马 ＣＡ１区均出
现阳性细胞。ＩＰ各组较对照组阳性细胞表达减
弱，ＩＰ１５ｓ组和 ＩＰ３０ｓ组凋亡细胞下降最为明显
（Ｐ＜０．０５），提示 ＩＰ可减少细胞凋亡，从而发挥
神经保护作用，其最佳保护时间窗为 １５ｓ、３０ｓ。

再灌注后炎症反应同样加剧脑损伤［１５］。ＴＮＦ

α是重要的炎性和促炎性细胞因子，与炎症反应、
血栓形成和血管反应等的发生密切相关。ＴＮＦα
本身也可增加血脑屏障通透性并破坏其完整性，加

重 Ｉ／Ｒ后的继发性损伤和脑水肿。ＴＮＦα表达越
弱保护作用越强。本研究显示，脑梗死各组海马

ＣＡ１区阳性细胞数较假手术组明显上升，提示存在
严重炎症反应。ＩＰ组 ＴＮＦα表达减弱，表明其可
以抑制缺血后海马 ＣＡ１区 ＴＮＦα的表达，减轻炎
性反应，减少梗死灶内的细胞凋亡。ＩＰ１５ｓ组和ＩＰ
３０ｓ组 ＴＮＦα阳性细胞数较 ＩＰ１ｍｉｎ组表达减弱，
ＩＰ１５ｓ、ＩＰ３０ｓ两组间比较差异无统计学意义，表
明该两组对 Ｉ／Ｒ后的炎症抑制及脑保护作用最
强。以上结果提示 ＩＰ通过降低炎性因子的表达、
抑制炎症反应对缺血再灌注起保护作用，抑制缺血

后 ＴＮＦα的表达可能是 ＩＰ的保护作用之一，其最
佳保护时间窗为 １５ｓ、３０ｓ。

ＩＰ减轻脑损伤机制尚不明了。心脏相关研究
显示，只有在缺血再灌注早期，ＩＰ可以减轻炎症反
应和改善氧自由基代谢，激活再灌注损伤，清除激

酶信号［１６］，抑制线粒体敏感性转化孔的开放，从而

减少 了 细 胞 的 凋 亡 和 坏 死，起 到 器 官 保 护 作

用［１７，１８］。本实验证实了脑 ＩＰ保护效应也在脑缺血
再灌注的早期发生，并且通过对各组大鼠行为学评

分、海马 ＣＡ１区 ＡＩ、ＴＮＦα的测定，明确了不同时
间点所产生保护效应的强弱，其中 １５ｓ、３０ｓ时的
脑保护、抑制炎症反应作用最强。表明 ＩＰ能够改
善缺血再灌注的病理学损害，改善脑功能，ＩＰ的最

·５２２·
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佳保护时间窗为 １５ｓ、３０ｓ。ＩＰ的可控性使其在临
床治疗方面具有较大潜力，若能阐明其作用机制，

将为其药物开放及实际应用于临床治疗提供更可

靠的理论基础。
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［１５］ＢｏｗｅｎＫＫ，ＮａｙｌｏｒＭ，ＶｅｍｕｇａｎｔｉＲ．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａ

ｔｉｏｎｉｓａｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

ａｇａｉｎｓｔｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ．ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＩｎｔ，２００６，４９：

１２７１３５．

［１６］ＴｓａｎｇＡ，ＨａｕｓｅｎｌｏｙＤＪ，ＭｏｃａｎｕＭＭ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ｉｎｇ：Ａｆｏｒｍｏｆ“ｍｏｄｉｆｉｅｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ”ｐｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉ

ｕｍｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅＡｋｔｐａｔｈ

ｗａｙ．ＪＣｉｒｃＲｅｓ，２００４，９５（３）：２３０２３２．

［１７］ＡｒｇａｕｄＬ，ＧａｔｅａｕＲｏｅｓｃｈＯ，ＲａｉｓｋｙＯ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｃｏｎｄｉ

ｔｉｏｎｉｎｇｉｎｈａｂｉｔｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ．ＪＣｉｒｃｕ

ｌａｔｉｏｎ，２００５，１１１（２）：１９４１９７．

［１８］ＧａｔｅａｕＲｏｅｓｃｈＯ，ＡｒｇａｕｄＬ，ＯｖｉｚｅＭ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅ

ａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅａｎｄｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ．ＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，

２００６，７０（２）：２６４－２７３．

·６２２·
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