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摘+要!目的+观察缺血后处理!N1"对大鼠脑缺血 $再灌注!NWU"中细胞凋亡的影响#并探寻其机制% 方法+开颅永久

性阻断大脑中动脉 l临时夹闭双侧颈总动脉法制作模型% 将大鼠随机分为空白对照组 !O@7<2@4组 " #! 只&假手术组

! R>86组" &NWU组&N1组各 &0 只&NWUl?8;C8;3H) 抑制剂组!NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组" &NWUl溶剂组!NWUl T̀Rc组"各

#! 只% 通过免疫荧光及 a3;<327 A4@<法检测细胞凋亡数&细胞色素 ?!?9<H?"释放及 ?8;C8;3H) 活性% 结果+N1组较 NWU组

LmQ̂ _阳性细胞数减少!!-"*"% " % R>86组&N1组和 NWU组均有细胞呈 ?9<H?WLmQ̂ _双阳性#但 ?9<H?阳性不全伴有

LmQ̂ _阳性% NWU组与N1组?9<H?呈双峰样释放!再灌注 ) > 和 &0 >" #在 &0 > 时N1组较NWU组降低!!-"*"%" % NWU组

?8;C8;3H) 活性在再灌注 ) > 时开始升高##! > 和 !& > 时最高% 各相应时点 N1组较 NWU组的 ?8;C8;3H) 活性降低!!-"*"#

和 !-"*"%" % NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组 ?9<H?后期释放量小于 NWUl T̀Rc组!!-"*"#" #但完整细胞数多于 NWUl T̀Rc

组!!-"*"#" % 结论+N1可以抑制凋亡'?9<H?参与凋亡#并与 ?8;C8;3H) 形成相互作用的反馈回路% N1对该反馈回路具

有调节作用%
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++缺血后处理 ! 5;?>365?C@;<?@7F5<5@757=# N1" 是

指在缺血后 &永久性再灌注前对缺血组织进行

多次短时间的间断性灌注 '该技术减轻脑缺血

$再灌注 ! 5;?>3658H23C32ID;5@7 #NWU" 损伤的作用

已被证实 (##!)

#但机制不详 % 研究表明 #凋亡在

NWU损伤中占有重要地位 ())

#且为脑缺血半暗带

区细胞死亡的主要方式 (&#%)

% 因此 #本研究推测

抑制半暗带区细胞凋亡是 N1发挥保护作用的靶

点之一 '本实验旨在对该推测进行证实并进一

步探讨其机制 %

>?材料与方法

>*>?主要材料

雄性 R`大鼠#清洁级#体重 !(" S)%" =% 由

中山大学动物中心提供% LmQ̂ _细胞凋亡检测试

剂盒购自碧云天生物技术研究所' K̀1N! & # ,H联

脒H!H苯基 吲 哚 " & kH̀ \̂̀ HXTb! ?8;C8;3H) 抑 制

剂" &K?H̀ \̂̀ HKTO!?8;C8;3H) 作用底物 "购自 R5=H

68公司'细胞色素 O一抗购自 R87<8O2DP公司'O9)

标记的二抗购自 M@;<32公司%

>*@?动物分组

动物随机分为 , 组$

!

正常对照组 !O@7<2@4组#

7 g#! " $正常大鼠%

"

假手术组 ! R>86组# 7 g

&0 " $暴露分离双侧颈总动脉 ! A548<3284?@66@7 ?323H

A28482<3253;# AOOK" # 开颅暴露左侧大脑中动脉

!65FF43?323A28482<329# TOK" %

#

缺血 $再灌注组

!NWU组#7 g&0 " $方法见模型复制%

%

缺血后处

理组!N1组#7 g&0 " $方法见模型复制 #再灌注前

即刻行灌注 # % ;W阻断 # % ;#如此循环 ) 次 #然

后 永 久 性 开 放 AOOK%

&

缺 血 $再 灌 注 l

?8;C8;3H) 抑制剂组 ! NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组 # 7 g

# ! " $模型复制后 #于再灌注 % > 时 #将 kH̀ \̂̀ H

XTb溶液 % *"

'

4缓慢注入左侧侧脑室 %

.

缺血

$再灌注 l溶剂组 ! NWUl T̀Rc组 # 7 g# ! " $模

型复制后 #在再灌注 % > 时 #将 # /二甲基亚枫

! F563<>94;D4C>@d5F3# T̀Rc" 溶液 % *"

'

4缓慢注

入左侧侧脑室 %

>*A?局灶性脑缺血模型制作

参考相关文献复制大鼠模型(,#()

% 暴露 AOOK#

沿大鼠左侧眼外眦和外耳道连线做一弧形切口开

颅#暴露左侧 TOK及嗅束% 夹闭 AOOK! 657 后在

嗅束水平将左侧 TOK电凝进行永久性阻断% 缺血

#% 657 后松开血管夹#观察 AOOK血流复通后#缝

合颈部切口% 镜下观察颅内术野有无出血及 TOK

复通情况#若无则缝合切口%

>BI?C\ZVU染色检测细胞凋亡

取 O@7<2@4组 & R>86组 &NWU组及 N1组大鼠各

, 只 #于相应处理后 & 0 > 时断头取脑 % 将脑组

织固定 &脱水后由视交叉开始切片 #制成厚度为

,

'

6的冰冻切片 % 参照 LmQ̂ _细胞凋亡检测

试剂盒程序 #对冰冻切片进行 LmQ̂ _( !

'

4末端

脱氧核苷酸转移酶 ! <3265784F3@d97D?43@<5F94<287;H

I328;3# LFL" l&0

'

4荧光标记液 ) & K̀1N! & # , H

联脒H!H苯基吲哚 " 染色 #其中 O@7<2@4组 #以 1MR

代替 LFL酶 %

>BN?免疫荧光三重染色检测 *%"L*是否参与细胞

凋亡

取上述各组冰冻切片行免疫荧光三重染色#首

先在样品上加 %"

'

4?9<H?一抗 &h湿盒内避光反应

过夜#1MR 液洗涤后滴加 O9) 标记的二抗孵育#1MR

液洗涤后用 LmQ̂_检测液 )(h避光孵育#1MR 液洗

涤后用 K̀1N避光染核#1MR 液洗涤后用甘油封片%

实验设两种空白对照#一种用 1MR 代替 ?9<H?一抗#

余相同% 另一种以 1MR 代替 LFL酶#余相同%

>BO?胞浆内 *%"L*检测

#*,*#+用 a3;<327 A4@<法对胞浆内的 ?9<H?进行定

量检测+利用分光光度计绘制蛋白含量标准曲线%

然后 O@7<2@4组取,只动物'R>86组&NWU组&N1组在处

理后 ) >&#! >&!& > 和 &0 >#每组每时间点各取 , 只#

按前述方法取脑后#将 %" 6=缺血区(()大脑皮质制成

匀浆#采用差速离心法提取胞浆中的 ?9<H?#a3;<327

A4@<法对?9<H?进行定量((# 0)

% 用N68=312@%*! 软件对

a3;<327 A4@<的图像结果进行平均灰度值分析%

#*,*!+免疫荧光双重染色对 ?9<H?进行定位检测

+为排除 ?9<H?定量检测过程中缺血中心区的干扰#

采用 ?9<H?和 K̀1N免疫荧光双重染色的方法观察半

暗带内 ?9<H?的变化% O@7<2@4组取 , 只动物' R>86

组&NWU组&N1组在处理后 ) >&#! >&!& > 和 &0 >#

各取 , 只#按前述方法制成 ,

'

6的冰冻切片#在样

品上滴加 %"

'

4?9<H?一抗在 &h湿盒内孵育过夜#

1MR 液洗涤后滴加 O9) 标记的二抗孵育#1MR 液洗

涤后 K̀1N避光染核#1MR 液洗涤后甘油封片%

>BP?检测 *-03-0)LA 活性

以已知量的游离 (H氨基H&H甲基香豆素 ! (H865H

7@H&H63<>94?@D68257# KT" 做出工作曲线 !荧光强

度" % 样本同 #*%*##将 %" 6=缺血区大脑皮质加入

# 64裂解液中匀浆&离心% 用考马斯亮蓝法检测样

*")!*
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品上清液蛋白浓度% 以 K?H̀ \̂̀ HKTO!人工合成的

荧光四肽"为底物检测 ?8;C8;3H) 荧光底物强度% 在

空白 ĈC37F@2I管中加入 &0"

'

4?8;C8;3H) 缓冲液#

!"

'

4底物'在样本 ĈC37F@2I管中在加 入 &,"

'

4

?8;C8;3H) 缓冲液#!"

'

4底物#混匀后再加入 !"

'

4

样本'将所有 ĈC37F@2I管置于 )(h孵育 ," 657#测

量荧光强度'每个样本的实际荧光强度 g样本管荧

光强度 $空白管荧光强度% 根据样品上清液蛋白浓

度计算单位剂量 ?8;C8;3H) 的荧光强度% 荧光强弱与

反应体系中 ?8;C8;3H) 的活性成正比%

>BQ?*-03-0)LA 抑制剂侧脑室注射后胞浆内 *%"L*

检测

取 NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组 #NWUl T̀Rc组大

鼠各 # ! 只 #再 灌 注 & 0 > 时 取 脑 组 织 #各 组 取

, 只按 # *%*# 法行 ?9<H?定量检测 % 余脑组织用

甲醛固定 ! & > 后 #含缺血区脑组织部分制成冰

冻切片行胞浆 ?9<H?定位检测 #部分制成蜡块行

[̂ 染色观察完整细胞数 % 其中 #LmQ̂ _染色检

测细胞凋亡 &?9<H?定位检测 &蜡块 [̂ 染色观察

组织病理学变化 #结果均为每份标本取 , 张切

片计数 #以半暗带为观察对象 #每张切片随机取

互不重叠的 % 个视野计数阳性细胞 #各组间比

较 %

>BR?统计学方法

用 R1RR #!*" 统计软件进行分析处理#各参数

以均数 V标准差!9V)"的形式表示% 采用方差分

析的方法分析各检测指标#组间比较采用 RQbHG

检验% !-"*"% 时认为差异有统计学意义%

@?结果

@B>?C\ZVU检测结果

在半暗带区#NWU组和 N1组 LmQ̂ _阳性细胞

较 R>86组显著升高!!-"*"# " 'N1组 LmQ̂ _阳性

细胞显著低于 NWU组 !!-"*"# " ' R>86组 LmQ̂ _

阳性细胞数较 O@7<2@4组无明显变化 ! !."*"% " #

见表 # &图 #K&图 #M%

表 >?半暗带C\ZVU染色结果?$! T"%

组别 7 细胞凋亡数

O@7<2@4组 , #*&0 V"*(,

R>86组 , #*,' V#*#)

NWU组 ,

)'*#% V!*,&

%

N1组 ,

!#*,& V!*"'

%&

++注%

%

为与 R>86组相比!!-"*"#'

&

为与 NWU组相比!!-

"*"#&

图 >?NWU组及 N1组半暗带 LmQ̂ _ẀK1N双重染色

" !"" i# & K%NWU组'M%N1组&

@B@?*%"L*参与细胞凋亡检测结果

免疫荧光三重染色结果显示# R>86组& NWU

组&N1组均有不同数量细胞呈 ?9<H?WLmQ̂ _双阳性

表达#但 ?9<H?阳性细胞不全伴有 LmQ̂ _阳性#见

图 !K&图 !M%

图 @?免疫荧光三重染色结果" !"" i# & K%细胞凋亡

伴随 ?9<H?的释放'M%?9<H?释放不伴细胞凋亡&

@BA?*%"L*释放检测结果

a3;<327 A4@<检测结果!见表 ! &图 ) "显示#NWU

及 N1组 ?9<H?均呈双峰样释放#第一个高峰在再灌

注后 ) >#第二个高峰在再灌注后 &0 >% 与 NWU组

比较#N1组 ?9<H?释放量在再灌注 ) > 时无明显变

化!!."*"% " #但在再灌注 &0 > 时显著降低 ! !-

"*"# " %

免疫荧光染色结果 ! 见表 ) " 与 a3;<327 A4@<

结果相似 #NWU组半暗带区 ?9<H?阳性细胞数亦

在再灌注后 ) > 和&0 >显著增多 '在再灌注 & 0 >

时 #N1组 ?9<H?阳性细胞数显著少于 NWU组 ! !-

"*"# " #但再灌注 ) > 时二者差异不明显 ! !.

"*"% " ! 见图 & KH图 & "̂ % 在各相应时点 # NWU

组和 N1组 ?9<H?释 放 量 均 高 于 R>86 组 ! !-

"*"# # !-"*"% " %

*#)!*
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表 @?*%"L*])0")+26,&"平均灰度检测结果?$! T"%

组别 7 ) > #! > !& > &0 >

O@7<2@4组 , ++++++++++++W

R>86组 , ,*0# V"*,0 %*(( V"*,! ,*!! V"*0) ,*&) V"*%0

NWU组 ,

)#*)& V!*),

%

#%*(0 V#*%'

%

'*)( V#*"!

"

0!*%# V0*(,

%

N1组 ,

!0*#( V!*&!

%

#"*(' V#*,#

"'

#"*,% V"*'&

"

!&*&) V#*0&

%&

++注%与 R>86组相比!

"

!-"*"%!

%

!-"*"#'与NWU组相比!

'

!-"*"%!

&

!-"*"#&

!"#$ % " &' " () " )* " % " +( " () " )* "!",$

-./0-

!0,1/23

456

!

47

!

图 A?a3;<327 A4@<检测 ?9<H?结果

表 A?免疫荧光染色检测*%"L*阳性细胞数结果?$! T"%

组别 7 ) > #! > !& > &0 >

O@7<2@4组 , ++++++++++++W

R>86组 , )*0& V"*&( &*(# V"*&' )*!) V"*!' )*&( V"*)%

NWU组 ,

!#*)( V#*#)

%

##*(% V!*)#

%

0*&% V#*,!

"

,!*)( V%*0,

%

N1组 ,

!"*0, V!*(&

%

0*(! V#*!#

"'

,*)( V"*%,

"

'*&0 V#*,%

"&

++注%与 R>86组相比!

"

!-"*"%!

%

!-"*"#'与NWU组相比!

'

!-"*"%!
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图 I?免疫荧光染色检测 ?9<H?阳性细胞数结果"!"" i# & K%R>86组'M%NWU组再灌注 ) > 半暗带区 ?9<H?'O%NWU

组再灌注 &0 > 半暗带区 ?9<H?' %̀N1组再灌注 ) > 半暗带区 ?9<H?' %̂N1组再灌注 &0 > 半暗带区 ?9<H?&

@BI?*-03-0)LA 活性检测结果

与 R>86组相比 #NWU组 ?8;C8;3H) 的活性在再

灌注 ) > 时已开始升高 ! !-"*"% " ## ! > 和 ! & >

时最高 ! !-"*"# " # & 0 > 时二者差异无统计学

意义 ! !."*"% " % 与 NWU组比较 #N1组 ?8;C8;3H)

活性 在 各 相 应 时 点 均 降 低 ! !-"*"# # !-

"*"% " #但仍在再灌注 # ! > 和 ! & > 时形成高峰 #

且显 著 高 于 R>86组 ! !-"*"% " % R>86 组 与

O@7<2@4组在各 时 点 均 差 异 无 统 计 学 意 义 ! !.

"*"% " #见表 & %

表 I?*-03-0)LA 蛋白酶活性变化?$! T"%

组别 7 ) > #! > !& > &0 >

O@7<2@4组 , '0*&) V!*,%

R>86组 , #""*0) V%*(& #"&*(, V,*"& #"#*!' V)*0( #""*&, V)*%

NWU组 ,

#%(*)% V#%*)!

"

!(%*(! V%*#)

%

)""*&, V#(*,(

%

##"*,( V'*(

N1组 ,

#"0*0! V(*(,

&

#!#*(0 V##*%0

"&

#!0*)' V(*,%

"&

'(*&' V%*%

'

++注%与 R>86组相比!

"

!-"*"%!

%

!-"*"#'与NWU组相比!

'

!-"*"%!

&

!-"*"#&

*!)!*
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@BN ? L̂XV_XL[:=对 *%"L*后期释放及神经细

胞的影响

a3;<327 A4@<结果显示#再灌注 &0 > 时#NWUlkH

`̂ \̀ HXTb组 ?9<H?表达量显著小于 NWUl T̀Rc组

!!-"*"#" # NWUl̀ TRc组与 NWU组比较 ?9<H?表达

量差异无统计学意义!!."*"%" #见表 %&图 %%

免疫荧光染色结果显示#NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组

半暗带区 ?9<H?阳性细胞数显著小于 NWUl T̀Rc组

!!-"*"#" #NWUl̀ TRc组与 NWU组比较 ?9<H?阳性

细胞数差异无统计学意义!!."*"%" #见表 %&图 ,K&

图 ,M%

[̂ 染色对半暗带区进行完整细胞计数结果显

示#NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组完整细胞数明显多于 NWU

l̀ TRc组!!-"*"#" #NWUl̀ TRc组与 NWU组比较

差异无统计学意义!!."*"%" #见表 %&图 (K&图 (M%

表 N? L̂XV_XL[:=对*%"L*后期释放及神经细胞的影响?$! T"%

组别 7 aM平均灰度值"/# ?9<H?阳性细胞数 [̂ 完整细胞计数

NWU组 , 0!*%# V0*(, ,!*)( V%*0, )"*)( V!*&'

NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组 ,

)%*!& V)*!'

%

!)*!' V)*"0

%

0"*&0 V,*##

%

NWUl̀ TRc组 ,

(,*#' V,*#%

&

,"*#( V&*0#

&

!(*), V!*"(

&

++注%

%

为与NWU组相比!!-"*"#'

&

为与NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组相比!!-"*"#&

!!"#$%&'

()$!*

+,-./!01203456 +,-70589

图 N?a3;<327 A4@<检测 NWUlkH̀ \̂̀ HXTb组及 NWUl

T̀Rc组 ?9<H?表达&

图 O?免疫荧光双染显示半暗带区 ?9<H?阳性细胞 "!""

i#& K%NWUlkH̀ \̂̂ HXTb组'M%NWUl̀ TRc组&

图 P?[̂ 染色显示半暗带区完整细胞 " &"" i# & K%NW

UlkH̀ \̂̀ HXTb组'M%NWUl T̀Rc组&

A?讨论

细胞死亡分为坏死和凋亡% 凋亡是一种程序化

的主动死亡方式#在过程上具有可干预性&在时间上

具有延迟性#故成为抑制细胞死亡的突破口% 本实

验首先针对 N1是否抑制了脑 NWU损伤中的细胞凋

亡&?9<H?是否参与了该凋亡过程进行检测% 结果表

明#N1抑制了脑 NWU模型中的细胞凋亡'大多数凋

亡伴随着 ?9<H?释放#但 ?9<H?释放未必均引起凋亡

也可能是坏死#这可能是由于 ?9<H?大量释放导致由

?9<H?构成的线粒体呼吸链功能障碍#KL1合成减

少% KL1的缺乏使细胞死亡方式由耗能的凋亡转为

坏死(')

%

?9<H?释放是多种凋亡途径的重要步骤% 释放至

胞浆的 ?9<H?可与凋亡蛋白水解酶激活因子 # 及

?8;C8;3H' 前体结合形成凋亡复合体#间接激活凋亡

效应因子 ?8;C8;3H) 导致细胞凋亡(#")

% 本实验中#NW

U组及 N1组 ?9<H?均呈双峰样释放#双峰时间分别

为再灌注 ) > 和 &0 >'而 ?8;C8;3H) 活性在再灌注后

) > 开 始 升 高% 因 此 推 测 ?9<H?的 首 次 释 放 是

?8;C8;3H) 活性升高的原因之一% 目前关于 ?9<H?首

次少量释放的原因尚不清楚#有研究(##)认为这是细

胞为了维持线粒体内有足够的 ?9<H?而产生的自我

保护反应%

N1组的结果显示#N1减少了 ?9<H?在 &0 > 时的

释放量#但对 ) > 时的释放量无显著性影响#推测

?9<H?的首次释放可能不是造成再灌注 &0 > 时细胞

死亡的主要原因% N1对 ?9<H?首次释放量无显著影

响的具体原因还不清楚% 推测可能是由于在 NWU过

程中存在复杂的病理生理过程#N1不能完全阻断那些

早期即可引起 ?9<H?释放的病理生理过程所致% 本实

验中 NWU组与 N1组 ?9<H?首次释放量无明显差异#但

随后的 ?8;C8;3H) 活性却显著不同#这表明胞浆中 ?9<H

?的含量不是决定 ?8;C8;3H) 活性的唯一因素%

*))!*
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本实验结果还显示 ?9<H?再次释放前 ?8;C8;3H)

活性有明显升高#二者之间是否存在因果联系目前

仍属未知% 为进一步明确二者的关系#本实验用

?8;C8;3H) 抑制剂抑制 ?8;C8;3H) 活性后#再次对胞浆

内的 ?9<H?进行检测#结果显示#?9<H?在 &0 > 的释放

量明显降低% 这表明 ?8;C8;3H) 的活化是 ?9<H?后期

释放的重要原因% 至此可以推断 ?9<H?与 ?8;C8;3H)

之间存在着相互作用的反馈回路%

N1组各相应时点 ?8;C8;3H) 活性显著低于 NWU

组的结果表明#N1抑制了 ?8;C8;3H) 的活性'结合 N1

对 ?9<H?后期释放的影响与 ?8;C8;3H) 抑制剂作用相

似的事实推测#N1可能通过抑制 ?8;C8;3H) 活性继发

减少 ?9<H?的释放% 在本实验过程中#随着再灌注时

间延长#R>86组大鼠 ?9<H?释放和 ?8;C8;3H) 活性无

明显变化#这表明 NWU是导致 ?9<H?释放和 ?8;C8;3H)

活性变化的重要原因%

综上所述#本研究证明抑制细胞凋亡是 N1的一

个作用环节'?9<H?参与了该模型脑 NWU过程中的细

胞凋亡#并且与 ?8;C8;3H) 形成相互作用的反馈回

路% N1对该反馈回路具有调节作用% 这为我们寻找

N1的作用靶点提供了实验依据%
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