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人ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白对急性大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨补体活化在大鼠急性脑缺血再灌注中的作用及人补体受体１型 ＳＣＲ１３蛋白（ＣＲ１ＳＣＲ１３）的
保护作用。方法　 健康雄性ＳＤ大鼠７５只，采用完全随机设计分组法分为假手术组（ｎ＝１５）、ＣＩ／Ｒ组（ｎ＝３０）及ＣＩ／Ｒ＋
ＣＲ１ＳＣＲ１３组（ｎ＝３０）。线栓法建立大鼠大脑中动脉栓塞模型，缺血１ｈ，再灌注２４ｈ，对大鼠进行行为学检测，记录神经
功能缺陷评分；ＴＴＣ染色法测定脑梗死体积；制作脑匀浆测定大脑皮层髓过氧化物酶 （ＭＰＯ）活性、丙二醇（ＭＤＡ）含量及
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性；制备切片观察大脑皮质区补体 Ｃ４ｂ沉积及病理改变。结果　 缺血再灌注２４ｈ后，ＣＲ１
ＳＣＲ１３蛋白可明显改善ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组大鼠神经功能（Ｐ＜０．０５）；脑梗死体积亦明显减少（Ｐ＜０．０１）；与 ＣＩ／Ｒ组
比较，ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组ＭＰＯ活力、ＭＤＡ含量显著降低（Ｐ＜０．０１），而 ＳＯＤ活性显著增高（Ｐ＜０．０１）；缺血脑组织皮
质区原位补体Ｃ４ｂ沉积显著减少（Ｐ＜０．０１），病理损伤亦明显减轻。结论 　 补体活化参与了脑缺血再灌注损伤过程，
ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白对大鼠急性ＣＩ／Ｒ损伤具有保护作用。
　　［关键词］　 补体；人补体受体１型；短同源重复１３；大脑中动脉栓塞；脑缺血再灌注损伤；炎症
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　　缺血性脑血管病具有很高的发病率、致残率及致
死率，是目前严重威胁人类健康的主要疾病之一。脑

缺血发生后，血流恢复供应时会引发脑内强烈的免疫

应答，继发缺血后第２次炎症损伤，即脑缺血再灌注
（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＣＩ／Ｒ）损伤［１］。研

究证实：补体系统过度激活所产生的效应片段是引起

脑缺血再灌注炎症损伤的主要因素［２］。目前尚无特

异有效的补体抑制剂能满足临床应用的需要。补体受

体１型 ＳＣＲ１３功能域具有结合 Ｃ４ｂ的能力，从而抑
制Ｃ３／Ｃ５转化酶，对经典、ＭＢＬ及旁路３条补体活化
途径均有不同程度的抑制作用，减少炎症效应片段

Ｃ３ａ、Ｃ５ａ及Ｃ５ｂ９等的产生，抑制ＣＩ／Ｒ损伤的发生与
发展。我们研究发现，ＣＲ１ＳＣＲ１５１８蛋白可以通过抑
制补体经旁路活化，减轻大鼠大脑Ｉ／Ｒ的炎症损伤，但
保护作用不完全［３］。本室前期成功克隆了ＣＲ１ＳＣＲ１３
蛋白，并证实具有良好的体外抑制补体生物学活

性［４］。本研究拟采用线栓法构建大鼠中动脉栓塞

（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型，进一步
证实补体在大鼠急性脑缺血再灌注损伤中的作用，并观

察ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白对脑缺血再灌注损伤的保护效应。

１　材料与方法

１．１　材料
　　重组酵母菌ｐＰＩＣ９ｋＣＲ１ＳＣＲ１３由本室保存，成年健康雄
性ＳＤ大鼠７５只，体质量（２５０±２０）ｇ，由第三军医大学实验动
物中心提供。ＴＴＣ染液、ＭＰＯ、ＭＤＡ以及ＳＯＤ检测试剂盒购自
南京建成生物公司，兔抗人Ｃ４ｂ抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ，生物素标
记山羊抗兔ＩｇＧ购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＳＡＢＣ试剂盒购自 Ｖｅｃｔｏｒ公
司，中性树胶、ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥，苏木精及伊
红染液购自碧云天生物技术研究所。

１．２　ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白的制备
　　参照我室方法［５］对重组酵母菌 ｐＰＩＣ９ｋＣＲ１ＳＣＲ１３进行
复苏，１％无水甲醇诱导表达，收集９６ｈ诱导表达上清，镍柱亲
和层析纯化，体外ＣＨ５０溶血实验测定蛋白抑制补体的生物学
活性。

１．３　动物分组及ＣＩ／Ｒ模型构建
　　７５只健康雄性ＳＤ大鼠完全随机设计分组法分为３组：假
手术组１５只，ＣＩ／Ｒ组３０只，ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组３０只。于
术前１ｈ，ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组经尾静脉注射含 １％ ＣＲ１
ＳＣＲ１３的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（依据文献［３］及预实验结果确定剂
量为１５ｍｇ／ｋｇ），假手术及 ＣＩ／Ｒ组注射同剂量的０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ。具体手术操作参见本室前期文献［６］。

１．４　实验指标观测
１．４．１　神经功能缺失评分　　按改良 ＺｅａＬｏｎｇａ５分制［７］对

术后１ｈ及２４ｈ的３组大鼠进行神经功能缺失评分。评分标
准：０分＝无神经缺损体征；１分 ＝向左不能充分屈曲对侧前
爪；２分＝向左麻痹侧打转；３分＝向左麻痹侧倾倒；４分＝不能

自发行走，意识丧失；５分＝死亡。
１．４．２　脑梗死体积测定　　采用２，３，５氯化三苯基四氮唑
（２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色法。大鼠（假手
术组随机取５只，ＣＩ／Ｒ组和ＣＲ１ＳＣＲ１３组随机取１０只）于缺
血再灌注２４ｈ后断头取脑速冻２０ｍｉｎ，行２ｍｍ冠状切片，置
于２％ ＴＴＣ溶液中３７℃孵育３０ｍｉｎ。正常脑组织着红色，梗
死脑组织不着色。根据苍白区和红色区，计算梗死体积。计算

公式：梗死体积Ｖ＝ｔ（Ａ１＋Ａ２＋… ＋Ａｎ）－ｔ（Ａ１＋Ａｎ），其中 ｔ
为切片的厚度，Ａ为每个纵切面的梗死体积。
１．４．３　髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性、丙二醛（ＭＤＡ）含量及超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）活性测定　　缺血再灌注２４ｈ后，断头处死
迅速取大鼠缺血侧大脑皮层组织（假手术组随机取５只，ＣＩ／Ｒ
组和ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组各随机取１０只），预冷的生理盐水
漂洗，制备 １０％大脑组织匀浆。严格按照试剂盒说明测定
ＭＰＯ活性，ＭＤＡ含量以及ＳＯＤ活性。
１．４．４　脑组织原位补体Ｃ４ｂ检测　　常规石蜡切片免疫组织
化学染色法观察各组大鼠（假手术组随机取 ５只，ＣＩ／Ｒ组和
ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组各随机取１０只）大脑皮质区补体Ｃ４ｂ的
沉积。一抗为兔抗人 Ｃ４ｂ抗体，二抗为生物素标记山羊抗兔
ＩｇＧ，ＳＡＢＣ孵育１ｈ，ＤＡＢ显色，苏木精染液复染胞核。
１．４．５　病理学检查　　常规石蜡切片 ＨＥ染色后光镜下观察
各组大鼠缺血侧大脑皮质区的病理学改变。

１．５　统计学处理
　　结果以 珋ｘ±ｓ表示，神经功能缺陷评分数据采用 ＳＰＳＳ１７．０
软件进行单因素非参数方差分析，脑梗死体积、ＭＰＯ活性、
ＭＤＡ含量以及ＳＯＤ活性数据行单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白的表达、纯化及活性鉴定
　　目的蛋白ＣＲ１ＳＣＲ１３经硫酸铵浓缩沉淀，透析除盐，采用
镍柱亲和层析纯化，低浓度咪唑洗脱杂蛋白，高浓度咪唑洗脱

目的蛋白，取目的蛋白峰行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（图１），结果显示经
镍柱一步纯化可得到纯度较高的ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白。
　　采用ＣＨ５０法，测定不同浓度梯度下（０、１、５、２５、５０、１２５、
２５０μｇ／ｍＬ）ＣＲ１ＳＣＲ１３的补体抑制活性。结果显示５０μｇ／ｍＬ
的ＣＲ１ＳＣＲ１３即能抑制５０％左右的总补体活性，并在测定浓
度范围之内，随着蛋白浓度的增加，补体抑制活性不断升高，

当蛋白浓度为２５０μｇ／ｍＬ时，补体抑制活性比可达８０％。
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１：标准；２：纯化前；３：纯化后
图１　ＣＲＳＣＲ１３蛋白的表达纯化结果
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２．２　ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白对大鼠神经功能及梗死体积的
影响

　　缺血再灌注１ｈ后，假手术组评分结果有轻微影响，ＣＩ／Ｒ＋
ＣＲ１ＳＣＲ１３组与ＣＩ／Ｒ组评分无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；而术
后２４ｈ假手术组评分结果为０，ＣＩ／Ｒ组神经功能缺失评分极显
著高于ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白对各组大鼠神经功能的影响（分，珋ｘ±ｓ）

组别　　 ｎ 术后１ｈ 术后２４ｈ
假手术组 １５ ０．３３±０．４８ ０
ＣＩ／Ｒ组 ３０ ２．６５±０．３０ａ ３．５８±０．３０ａ

ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组 ３０ ２．３８±０．２３ａ 　２．６２±０．２１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＩ／Ｒ组比较

　　采用ＴＴＣ染色法对各组别大鼠大脑切片进行染色处理，结
果发现ＣＩ／Ｒ组大脑缺血侧有明显梗死迹象，灰白色区域明显，
而ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组大脑梗死体积明显下降，经统计分析
处理结果显示，ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组大脑梗死体积显著低于
ＣＩ／Ｒ组（Ｐ＜００１，表２）。

表２　ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白对各组大鼠脑梗死体积及ＭＰＯ、ＭＤＡ及
ＳＯＤ的影响（珋ｘ±ｓ）

组别　　 ｎ
脑梗死体积

（ｍｍ３）

ＭＰＯ

（Ｕ／ｇ）

ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

ＳＯＤ

（Ｕ／ｍｇ）

假手术组 ５ ８．５１±５．００ ０．３６±０．０８ ６．７３±０．３４ ３００．１１±３．５１
ＣＩ／Ｒ组 １０ ２３５．３１±３２．５３ｂ １．４６±０．０９ｂ １６．２４±１．５２ｂ １３６．０５±３．５５ｂ

ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１

ＳＣＲ１３组
１０ ８５．４０±３８．６２ｂｃ ０．９２±０．０７ｂｃ ８．４８±０．６８ａｃ２３８．９８±１０．８３ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与 ＣＩ／Ｒ组
比较

２．３　ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白对大鼠ＭＰＯ、ＭＤＡ水平及ＳＯＤ
活力的影响

　　手术２４ｈ后，试剂盒检测各组别大脑皮层组织ＭＰＯ水平，

假手术组 ＭＰＯ水平较低，ＣＩ／Ｒ组和 ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组

ＭＰＯ水平都有所升高（Ｐ＜００１），但 ＣＩ／Ｒ组 ＭＰＯ水平显著高

于ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组（Ｐ＜００１，表２）。

　　ＭＤＡ统计结果（表２）显示：ＣＩ／Ｒ组 ＭＤＡ水平显著高于

ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组和假手术组（Ｐ＜００１），而假手术组与

ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组ＭＤＡ水平无显著差异（Ｐ＞００５）。ＳＯＤ

活性统计结果表明ＣＩ／Ｒ组和ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组ＳＯＤ活性

均有所下降（Ｐ＜００１），但ＣＩ／Ｒ组ＳＯＤ活力极显著低于ＣＩ／Ｒ＋

ＣＲ１ＳＣＲ１３组（Ｐ＜００１，表２）。

２．４　Ｃ４ｂ免疫组织化学染色检测大脑皮层 Ｃ４ｂ沉积
及组织病理学改变

　　免疫组织化学染色结果显示：与假手术组（ＳＯ）相比

（图２Ａ），ＣＩ／Ｒ组大脑皮质区可见大量 Ｃ４ｂ沉积（图 ２Ｂ），而

ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组仅见少量Ｃ４ｂ沉积（图２Ｃ），沉积量明显

少于ＣＩ／Ｒ手术组（Ｐ＜０．０５）。

　　ＨＥ染色结果显示：假手术组（ＳＯ）大脑皮层实质致密，神

经元形态正常，未见病理改变（图２Ｄ）；ＣＩ／Ｒ组大脑皮层实质

水肿，组织疏松、间隙增大，可见大量神经细胞核染色质凝集，

呈固缩状态，胞体缩小变性，胶质细胞增生（图 ２Ｅ）；ＣＩ／Ｒ＋

ＣＲ１ＳＣＲ１３组见个别细胞间隙增大，大脑皮层有轻微水肿，上

述病理改变明显减轻（图２Ｆ）。
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Ａ、Ｄ：假手术组；Ｂ、Ｅ：ＣＩ／Ｒ组；Ｃ、Ｆ：ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１ＳＣＲ１３组；Ａ～Ｃ：ＳＡＢＣ；Ｄ～Ｆ：ＨＥ

图２　各组大鼠大脑皮层Ｃ４ｂ免疫组织化学染色与ＨＥ染色结果　（×２００）
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３　讨论

　　补体是广泛分布于正常人血清，组织液以及多种
细胞表面的一组活化后具有酶活性的蛋白质。研究表

明补体系统的过度活化介导了机体一系列的病理生理

反应：如毛细血管扩张，通透性增加，中性粒细胞的吸

附积聚，细胞因子及血管活性介质的释放，细胞毒作用

以及组织的炎症损伤等［８］。缺血再灌注炎症损伤的

发病机制十分复杂，１９７１年Ｈｉｌｌ等［９］首次报道补体与

缺血再灌注损伤密切相关。近年来研究［８，１０］亦表明补

体活化所产生的炎症效应片段（如 Ｃ３ａ、Ｃ４ａ、Ｃ５ａ等）
是引起脑缺血再灌注炎症损伤的主要始动因子。当

ＣＩ／Ｒ发生后，它们之间共同作用，可加重对脑组织炎
症损伤。

　　ＣＲ１是广泛分布于多种细胞表面的膜糖蛋白，由
胞内区、跨膜区及胞外区３部分组成，它拥有２个结合
Ｃ３ｂ和１个结合 Ｃ４ｂ的活性中心功能域：Ｃ３ｂ结合域
为 ＣＲ１ＳＣＲ８１０和 ＣＲ１ＳＣＲ１５１７，Ｃ４ｂ的结合域为
ＣＲ１ＳＣＲ１３［１１－１２］。前期实验我们观察到ＣＲ１ＳＣＲ１５１８
对心肌和脑缺血再灌注损伤［６，１３］的确具有保护作用，

但其保护作用不完全，ＣＲ１ＳＣＲ１３可结合 Ｃ４ｂ，对
Ｃ３／Ｃ５转化酶均有抑制作用，理论上是一种优于 ＣＲ１
ＳＣＲ１５１８蛋白的有效小分子补体抑制剂。本室制备
了可结合Ｃ４ｂ的ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白，它可抑制 Ｃ３／Ｃ５
转化酶，使 Ｃ３ａ、Ｃ５ａ及 Ｃ５ｂ９等炎症片段的生成减
少，结果表明它可显著改善 ＣＩ／Ｒ大鼠神经功能，并减
少大鼠大脑梗死体积。

　　ＭＰＯ是中性白细胞中所特有的一种胞内酶，每个
细胞酶含量一定，其酶活性可间接反映组织中ＰＭＮ的
数量，指示炎症反应的程度。此外，机体组织可通过酶

系统和非酶系统产生氧自由基，攻击生物膜中多不饱

和脂肪酸，引发脂质过氧化。ＭＤＡ含量结合 ＳＯＤ活
力的高低可很好反映出组织细胞受炎症损伤的严重程

度。检测结果显示：ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白可降低 ＣＩ／Ｒ＋
ＣＲ１ＳＣＲ１３组中性白细胞浸润程度，减轻炎症反应。
同时ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白还可保护机体免受过氧化作
用，过氧化脂质及氧自由基明显减少，提示ＣＲ１ＳＣＲ１３
蛋白可能参与了机体氧化应激损伤的调控作用，其机

制有待进一步实验证实。

　　免疫组化检测 Ｃ４ｂ沉积结果显示：ＣＩ／Ｒ组补体
Ｃ４ｂ表达明显升高，说明补体系统被过度活化，提示补
体活化参与了脑缺血再灌注炎症损伤过程。ＨＥ染色
发现ＣＩ／Ｒ组大量细胞核固缩，染色质聚集，组织间隙
明显增大，形态异常，有较多胶质细胞增生，大脑皮层

出现实质性水肿并伴有细胞坏死迹象；而ＣＩ／Ｒ＋ＣＲ１

ＳＣＲ１３组大脑皮层补体 Ｃ４ｂ沉积显著减少，表明
ＣＲ１ＳＣＲ１３参与了补体活化的调节，其病理损伤亦明
显减轻。

　　综上所述：补体活化是引起脑缺血再灌注炎症损
伤的重要原因之一，ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白可结合缺血侧大
脑皮层补体 Ｃ４ｂ，抑制 Ｃ３／Ｃ５转化酶，调节补体系统
过度活化，同时 ＣＲ１ＳＣＲ１３蛋白还可抑制中性白细
胞的浸润积聚，防止活性氧等自由基对脑组织细胞造

成严重炎症损伤，减轻炎症反应程度，对急性脑缺血再

灌注损伤起到一定的保护作用。
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