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雌激素对大鼠脑缺血再灌注后血脑屏障作用研究

侯进义，沈　霞，孙菊光　（徐州市中医院神经内科，江苏 徐州 ２２１０００）

　　［摘　要］　目的　观察雌激素对大鼠脑缺血再灌注后血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的通透性、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达的影响，探
讨雌激素在脑缺血中的作用。方法　随机将去势雌性大鼠分为假手术组、模型组、雌激素预处理组，选取缺血再灌后４ｈ，２４ｈ，３ｄ
３个时间点作为观察点，对各个时间点脑水肿情况、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达、血脑屏障通透性改变进行考察分析，并选取２４ｈ和３ｄ作
ＢＢＢ超微结构电镜观察，脑水肿改变情况采用脑含水量百分数测定；蛋白质表达采用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法；血脑屏障通透性改变采用伊
文思蓝（ＥＢ）比色法。结果　与假手术组比较，局灶性脑缺血再灌４ｈ模型组大鼠脑组织含水量及ＥＢ含量均增加（Ｐ＜０．０５），随缺
血再灌时间延长，脑组织含水量、脑组织ＥＢ含量持续增加，至２４ｈ，达到高峰（Ｐ＜０．０１），与同时间点模型组比较，各治疗组大鼠脑
组织含水量、ＥＢ含量均有不同程度降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），以２４ｈ组降低最为显著（Ｐ＜０．０１）。电镜观察雌激素预处理组较
模型组同时间点比较ＢＢＢＴＪ开放减轻，星形胶质细胞足突及毛细血管管周水肿较轻，以３ｄ组显著。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋
白表达，发现模型组４ｈ时Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较假手术组减弱，但无显著性差异（Ｐ＞０．０５），２４ｈ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较假手术组
减弱，有显著性差异（Ｐ＜０．０５），３ｄ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达进一步减弱，有明显差异（Ｐ＜０．０１），雌激素组４ｈ时Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达
较同时间点模型组比较无显著性差异（Ｐ＞０．０５），雌激素２４ｈ及３ｄ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较同时间点模型组比较均升高，有显著
性差异（Ｐ＜０．０５）。结论　局灶性脑缺血大鼠动物血脑屏障超微结构可见紧密连接发生断裂，内皮细胞内小泡数量增加及星形胶
质细胞足突肿胀，可能是大鼠局脑缺血时血管源性脑水肿的重要因素。大鼠局灶性脑缺血，随缺血再灌时间延长，紧密连接相关蛋

白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达明显下降，提示ｏｃｃｌｕｄｉｎ在调节紧密连接通透性变化的过程中有重要作用。雌激素上调紧密连接 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白
的表达，有可能是其维护血脑屏障完整性减轻脑水肿的机制之一。
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ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｗａｓｍａｄｅａｔ２４ｈａｎｄ３ｄａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｅｄｅｍａｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ；ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；ａｎｄＢＢＢｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥｖａｎｓｂｌｕｅａｓ
ｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＥＢｃｏｎｔｅｎｔｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｂｏｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄ４ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｙｋｅｅｐｉｎｃｒｅａｓｉｎｇａｓｔｉｍｅｇｏｅｓｂｙａｎｄｆｉｎａｌｌｙｒｅａｃｈｉｎｇｔｈｅｐｅａｋ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ，ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＥＢｃｏｎｔｅｎｔｉｎｅｓｔｒｏｇｅｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓ（Ｐ＜０．０５ｏｒ
Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｔｗａｓｍｏｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｏｆ２４ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｒｏｕｇｈ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ，ｉａｗａｓｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈａｔＢＢＢＴＪ＇ｓｏｐｅｎｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｉｎｅｓｔｒｏｇｅｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ａｓｔｒｏｃｙｔｅｆｏｏｔｐｒｏｃｅｓｓａｎｄ
ｃａｐｉｌｌａｒｙｔｕｂｅｅｄｅｍａｗｅｒｅｌｉｇｈｔｅｒ，ａｎｄｉｔｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｏｆ３ｄａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｕｎｄｔｈａｔｉｔｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐａｔ４ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．２４ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｔｈｅｏｃｃｌｕｄｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｗｅａｋｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｓｕｒｇｅｒｙｇｒｏｕｐ
ｗｉｔｈａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｔｋｅｅｐｗｅａｋｅｎｉｎｇｗｉｔｈａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ３ｄａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｉｎ
ｅｓｔｒｏｇｅｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｉｎｔｅｒｍｓｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ４ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎ（Ｐ＞０．０５）．Ｉｎｅｓｔｒｏｇｅｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｏｃｃｌｕｄｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ２４ｈａｎｄ３ｄａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢＢＢｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉｓｃｌｏｓｅＴＪｗａｓｂｒｏｋｅａｎｄｖｅｓｉｃｌｅｓｗｉｔｈｉｎ
ＥＣｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄａｓｔｒｏｃｙｔｅｃｅｌｌｆｏｏｔｐｒｏｃｅｓｓｗａｓｓｗｅｌｌｉｎｇｉｎＭＣＡＯｍｏｄｅｌ，ｉｔｍｉｇｈｔｂｅｔｈｅｖａｓｏｇｅｎｉｃｂｒａｉｎｅｄｅｍａｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒ
ＭＣＡＯ．ＩｎＭＣＡＯａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ，ｗｉｔｈｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｉｍｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ，ＴＪｐｒｏｔｅｉｎｏｃｃｌｕｄｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｉｔｓｕｇｇｅｓｔｓ
ｔｈａｔｏｃｃｌｕｄｉｎｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＪｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ．Ｅｓｔｒｏｇｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｈａｓａｖｅｒｙｃｌｏｓｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｏｃｃｌｕｄｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｉｔｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇＢＢＢｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄｌｅｓｓｅｎｉｎｇｃｅｒｅｂｒａｌｅｄｅｍａ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｓｔｒｏｇｅｎ；ＢＢＢ；ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ；ｏｃｃｌｕｄｉｎ；ｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

　　脑缺血后组织损伤涉及多方面的机制，如细胞凋
亡、缺血区局部脑血流的减少、毛细血管通透性增加、

自由基的形成、ｐ淀粉样蛋白的神经毒性、钙离子超载
及神经兴奋毒效应等多种因素，所有这些反应的中心

都是微血管，所以对于血脑屏障在脑缺血中作用的研

究就显得越来越重要 。紧密连接（ＴＪ）是保持 ＢＢＢ完
整性的重要因素［１］。１９９３年，Ｆｕｒｕｓｅ等［２］分离出第一

个ＴＪ跨膜蛋白，称为 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ。大量研究表明，缺血
性中风存在 ＢＢＢ的损伤，并影响 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ等 ＢＢＢ相
关蛋白的表达［３４］。随着对雌激素治疗缺血性脑血管

病基础研究的进一步深入，发现雌激素对缺血后神经

元及内皮细胞均有保护作用。能够在缺血级联反应中

对抗各种炎症因子的损害，减轻大鼠脑缺血再灌注引

起的皮层损伤，拮抗大鼠脑缺血后的神经细胞凋亡，改

善缺血区神经元的能量代谢和蛋白合成，在多环节多

靶点发挥作用［５６］。本实验在前人研究的基础上，探讨

雌激素对大鼠脑缺血再灌注后 ＢＢＢ的通透性、ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ的影响，进一步探讨雌激素在脑缺血中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　健康雌性清洁级 ＳＤ大鼠，鼠龄 ３个月，体质量 ２４０～

３００ｇ，由徐州医学院动物实验中心提供；动物自由饮食，室温

２２℃，昼夜节律下饲养；一抗（ｏｃｃｌｕｄｉｎ兔源性多克隆抗体）购

自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，二抗（抗兔 ＩｇＧ／ＡＰ）购自北京中杉金桥生

物有限公司。

１．２　方法
１．２．１　去卵巢手术　　测定大鼠体质量并记录，手术切除大

鼠双侧卵巢后单笼放置。术后禁水２ｈ，禁食４ｈ。手术后１０ｄ

大鼠进入实验。

１．２．２　大脑中动脉闭塞（ＭＣＡＯ）局灶性脑缺血 －再灌注模型

·５２２·
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动物室温饲养，室内采光、通风。实验前２４ｈ禁食、２ｈ禁水。
采用 Ｌｏｎｇａ线栓改良法［７］建立大鼠右侧大脑中动脉缺血

（ＭＣＡＯ）模型。
１．２．３　分组及给药　　健康雌性去势 ＳＤ大鼠１３９只随机分
为３组，即假手术组、模型组、雌激素预处理组，每组又分为再
灌４ｈ、２４ｈ、３ｄ亚组。ＢＢＢ通透性和脑组织含水量的检测：每
亚组取６只大鼠；电镜观察：取模型组、雌激素预处理组２４ｈ、
３ｄ亚组，每亚组取２只大鼠；免疫印迹检测：每亚组取３只大
鼠。雌激素预处理组于术前 ３０ｍｉｎ肌肉注射苯甲酸雌二醇
（１ｍｇ／ｋｇ），假手术组、模型组于术前肌肉注射生理盐水。
１．２．４　实验方法及检测指标　　神经功能缺损依据 Ｌｏｎｇａ的
５分制评分标准进行评分。取 ＥＢ混合甲酰胺，共做７管，其浓
度分别为８、４、２、１、０．５、０．２５、０．１２５ｕｇ／ｍＬ，６０℃避光水浴
２４ｈ，于紫外分光光度仪上（波长６３２ｎｍ）进行比色，蒸馏水作
空白对照，制作出标准曲线［８］。脑缺血再灌注后各时间点前１ｈ
将动物麻醉，经左侧股静脉注射２％ＥＢ生理盐水（２ｍＬ／ｋｇ），
可见注入后大鼠四肢末端很快变蓝，１ｈ后断头取脑。取脑前
行生理盐水心脏灌注，直至右心耳流出清亮液体，以减少血管

残留部分ＥＢ的影响。然后迅速取右半球缺血区脑组织和左侧
对应区域脑组织，称取湿重后置于等量体积甲酰胺

（１ｍＬ／１００ｍｇ）的试管中，放入６０℃恒温水浴箱，加盖遮光水
浴２４ｈ，然后１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，置可见分光光
度计（波长６３２ｎｍ）测光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，以蒸馏水
作空白比色。根据标准曲线求得ＥＢ含量（μｇ／ｍＬ湿重）。
１．２．５　脑组织含水量　　大鼠处死后，取大鼠右侧缺血区及
对侧大脑称湿重，置９０℃恒温干燥箱内，干燥７２ｈ，称其干重，
按Ｅｌｌｔｏｔ公式计算脑含水量：脑组织含水量（％）＝１００×（湿重
一干重）／湿重。
１．２．６　ＢＢＢ的超微结构　　大鼠处死后，取右侧大脑额顶叶
脑皮质组织，大小为１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ，立即放入２．５％戊二
醛中固定２４ｈ，１％的四氧化锇后固定，乙醇逐级脱水，Ｅｐｏｎ６１８
环氧树脂包埋，超薄切片，醋酸铀－柠檬酸铅染色，透射电镜观
察并摄像。

１．２．７　Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　　将样品置于
０．５ｍＬ匀浆液中，于机械粉碎机下将组织粉碎，操作过程在冰
上进行。离心，１０００转，４℃，１５ｍｉｎ，取上清液放于新的 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ管中。取 ２０ｕｌ蛋白样品加人 ３８０ｕｌＦｏｌｉｎ甲溶液中
３０℃水浴１５ｍｉｎ，加入Ｆｏｌｉｎ乙溶液中混匀３０℃水浴３０ｍｉｎ，
标准ＢＳＡ试剂做空白对照。在波长６５０ｎｍ处进行比色测 ＯＤ
值，用标准蛋白浓度曲线进行定量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析；将蛋白
样品用匀浆液调成相同浓度，加入相同体积上样缓冲液，沸水

煮５ｍｉｎ进行蛋白变性。取１００ｕｇ总蛋白行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，浓缩胶１００ｖ分离胶２００ｖ，６５ｍｉｎ。电泳后将蛋白转至硝
酸纤维素膜上，电流４０ｍＡ，共计１ｈ。将膜用脱脂奶粉封闭
１ｈ，加入兔源性多克隆 ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体（１∶４００稀释），４℃，过
夜。ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ洗５ｍｉｎ，３次。加人碱性磷酸酶标记的兔抗
ＩｇＧ抗体（１∶１０００稀释），室温，２ｈ，ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ洗 ５ｍｉｎ，
３次，加人 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色液显色，约１５ｍｉｎ，用蒸馏水终止反

应。结果通过天能图像分析系统进行分析。

１．３　统计学处理
　　数据用均数士标准差（珋ｘ±ｓ）表示，运用 ＳＰＳＳ１０．０统计软
件处理，各组间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），
然后用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓＴｅｓｔ进行每两组间比较，显著性
差异水平以０．０５和０．０１为标准。

２　结果

２．１　雌激素对脑缺血大鼠ＢＢＢ通透性的影响
　　与假手术组比较，局灶性脑缺血４ｈ，模型组大鼠脑组织
ＥＢ含量增加（Ｐ＜０．０５），随缺血时间延长，脑组织 ＥＢ含量持
续增加，至２４ｈ达到高峰（Ｐ＜０．０１）。与同时间点模型组比
较，各治疗组大鼠 ＥＢ含量均有不同程度降低（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），以２４ｈ组降低最为显著（Ｐ＜０．０１），见表１。
表１　各时间点脑组织ＥＢ含量测定结果（珔ｘ±ｓ，μｇ／ｍＬ）

组别 ｎ ４ｈ ２４ｈ ３ｄ

假手术组　　　 ６ ０．４５±０．１５ ０．５８±０．４３＃ ０．４７±０．３２＃

模型组　　　　 ６ １．５２±０．１８ ５．５８±１．２３ ２．４２±０．２７

雌激素预处理组 ６ １．１５±０．１９ ３．８０±１．１０＃ １．３５±０．２７＃

：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　雌激素对脑缺血大鼠脑组织含水量的影响
　　与假手术组比较，局灶性脑缺血４ｈ模型组大鼠脑组织含
水量增加（Ｐ＜０．０５），随缺血时间延长，脑组织含水量持续增
加，至２４ｈ达到高峰（Ｐ＜０．０１）。与同时间点模型组比较，各
治疗组大鼠脑含水量均有不同程度降低（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），以２４ｈ组降低最为显著（Ｐ＜０．０１），见表２。

表２　各时间点脑组织含水量测定结果（珔ｘ±ｓ，％）

组别 ｎ ４ｈ ２４ｈ ３ｄ

假手术组　　　 ６ ７７．４７±０．４３ ７７．５１±０．７３＃ ７７．４２±０．５２

模型组　　　　 ６ ７９．３５±０．６９ ８３．４５±０．５３ ８２．１５±０．６２

雌激素预处理组 ６ ７８．５５±０．３１ ８１．３１±０．５３＃ ８０．５４±０．４０＃

：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　雌激素对ＭＣＡＯ大鼠ＢＢＢ超微结构的影响
　　假手术组血管内皮细胞结构完整，细胞间ＴＪ存在，表现为
细胞间深染的致密条带，内皮细胞外双层血管基膜连续

（图１ａ）。２４ｈ模型组毛细血管周围水肿，管腔内有少量的细
长突触，基膜稍增厚，基膜外可见血管周细胞细胞核，内皮细胞

内线粒体数目减少，部分核膜融合消失，ＢＢＢＴＪ部分开放，胶
质疏松，内皮细胞中吞饮小泡明显增多（图１ｂ）。２４ｈ雌激素
组与同时间点模型组相比，雌激素组超微结构表现明显改善，

毛细血管周围水肿减轻，管腔内突触增多，基膜基本正常，血管

内皮细胞结构较完整，可见较多的线粒体，细胞间 ＴＪ存在
（图１ｃ）。３ｄ模型组：ＢＢＢＴＪ多处开放，表现为电子深染物质
减少，星形胶质细胞足突及毛细血管管周出现严重水肿

（图１ｄ）。３ｄ雌激素组ＢＢＢＴＪ开放较同时间点模型组减轻，
星形胶质细胞足突及毛细血管管周水肿较轻（图１ｅ）。

·６２２·
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ａ：假手术组，血管内皮细胞结构完整，细胞间 ＴＪ存在，表现为细胞间深染的致密条带（↑），内皮细胞外双层血管基膜连续（△），
（×８０００）；ｂ：２４ｈ模型组，ＢＢＢＴＪ部分开放（↑），毛细血管周围水肿，基膜稍增厚（△），（×１５０００）；ｃ：２４ｈ雌激素组，毛细血管周
围水肿减轻，基膜基本正常（△），血管内皮细胞结构较完整，可见较多的线粒体，细胞间 ＴＪ存在（↑），（×１５０００）；ｄ：３ｄ模型组，
ＢＢＢＴＪ多处开放（↑），表现为电子深染物质减少，毛细血管管周出现严重水肿（△），（×２００００）；ｅ：３ｄ雌激素组，ＢＢＢＴＪ开放较同
时间点模型组减轻（↑），毛细血管管周水肿较轻（△），（×２００００）

图１　雌激素对ＭＣＡＯ大鼠ＢＢＢ超微结构的影响

２．４　Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的半定量分析
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达，发现 ４ｈ模型组
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较假手术组减弱，但无统计学 意 义
（Ｐ＞０．０５）。２４ｈ模型组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较假手术组减弱，
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。３ｄ模型组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达进一
步减弱，有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。４ｈ雌激素组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白
表达较同时间点模型组比较无统计学意义（Ｐ＞０．０５），２４ｈ及
３ｄ雌激素组 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较同时间点模型组比较均升
高，有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。
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Ｍ：模型组；Ｅ：雌激素组；：与同时间点模型组比较，Ｐ＜０．０５；

＃：与同时间点模型组比较，Ｐ＜０．０１

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达

３　讨论

　　ＢＢＢ通透性改变是脑缺血再灌注损伤的重要途径
之一，在脑缺血再灌注损伤的病理生理过程中，ＢＢＢ
的损害明显加重。研究表明 ＴＪ是保持 ＢＢＢ完整性的
重要因素，外伤、缺血、缺氧、感染、免疫及理化因素等

均可能引起 ＴＪ结构及功能发生改变造成 ＢＢＢ损害，
从而导致 ＢＢＢ的通透性升高引起脑水肿［９］。已知的

研究表明雌激素有多方面的脑保护作用，如减轻脑缺

血区脑灌注量的减少、降低兴奋性氨基酸（ＥＡＡ）的释
放、自由基的形成、钙通道的开放、细胞骨架的破坏、缺

血再灌注损伤，改善记忆功能，增加胶质细胞的活性及

脑的反应性修复能力等。

　　本实验主要通过雌激素预处理对去势大鼠 ＭＣＡＯ
后不同时间点血脑屏障通透性的影响来进一步阐述雌

激素的脑保护作用。我们选择了脑含水量作为观察脑

缺血再灌注后水肿程度的指标，以脑内伊文氏蓝（ＥＢ）
含量作为指示血脑屏障损伤的指标，并结合电镜观察，

发现大鼠局灶性脑缺血４ｈ，出现明显脑水肿，随缺血
时间延长，脑水肿逐渐进展，至２４ｈ，水肿达到高峰，与
模型组比较，各治疗组脑水肿均有不同程度降低，以

２４ｈ组降低最为显著，说明雌激素能有效维护 ＢＢＢ的
完整性，减轻脑水肿。我们通过检查 ＥＢ含量发现，大
鼠局灶性脑缺血 ４ｈ，模型组大鼠脑组织 ＥＢ含量增
加，随缺血时间延长，脑组织 ＥＢ含量持续增加，至
２４ｈ，达到高峰，ＢＢＢ通透性的变化与脑水肿变化一
致。与同时点模型组比较，治疗组大鼠 ＥＢ含量均有
不同程度降低，以２４ｈ组降低最为显著，说明雌激素
可以通过维护ＢＢＢ完整性，减轻脑水肿。
　　我们通过透射电镜观察显示，大鼠局灶性脑缺血
２４ｈ，雌激素组超微结构表现明显要好于模型组，毛细
血管周围水肿相对较轻，管腔内突触增多，基膜基本正

常，血管内皮细胞结构较完整，可见较多的线粒体，细

胞间ＴＪ存在。缺血３ｄ，雌激素组ＢＢＢＴＪ开放较模型
组要少，星形胶质细胞足突及毛细血管管周水肿较轻。

从以上结果来看，雌激素确实减轻了 ＭＣＡＯ大鼠各时
间点ＥＢ的渗透，减轻ＢＢＢ内皮细胞间 ＴＪ的开放，维
护了ＢＢＢ的完整性，有效减轻了脑水肿。

·７２２·
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　　有研究证实内皮细胞间紧密连接上的闭锁蛋白表
达水平存在组织分布的不均一性，在脑内皮细胞，闭锁

蛋白呈高表达［１０］，而在非神经组织的内皮细胞为低表

达［１１］。在本实验中，我们发现模型组２４ｈ组、３ｄ组
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较假手术组减弱，有显著性差异，雌
激素组２４ｈ及３ｄ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较同时间点模
型组比较均升高，有显著性差异。说明随缺血再灌注

时间的延长，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达逐渐减少，而雌激素可
上调Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达，这与ＨａｎＳ．Ｋａｎｇ等的研究
结果相一致［１２］。以上结果提示缺血再灌早期可能主

要为细胞源性水肿，紧密连接尚未开放，随缺血再灌注

时间的延长，紧密连接大量开放，血脑屏障完整性被破

坏，血管源性脑水肿占主导地位。

　　雌激素可以减少紧密连接开放，改善血脑屏障完
整性，我们分析可能原因有：①减少钙通道的开放。钙
离子参与了各种细胞间连接的形成，并且对ＴＪ正常功
能的维持起了重要作用［１３］，无论是细胞内的钙还是细

胞外的钙离子都能够对 ＴＪ的活性进行调节。而雌激
素可减少细胞外钙离子的内流，维持线粒体的钙负荷

及其正常功能［１４］。②ＴＪ破坏后，其形成或再形成与
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ磷酸化升高有关，尤其是发生在丝氨酸和酪
氨酸残基上的磷酸化，谷氨酸增加 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白酪氨
酸的磷酸化，减少苏氨酸的磷酸化，而雌激素能降低脑

缺血时细胞外谷氨酸的含量，抑制 ＮＭＤＡ受体的过度
激活，促进星形胶质细胞对谷氨酸的摄取，从而减少ＴＪ
的破坏。③胶质细胞对内皮细胞间 ＴＪ的形成有着重
要影响，它在一定程度上加强、支持了屏障功能。④研
究发现单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）除了对单核白细
胞具有趋化活性以外，还能够下调 ＴＪ蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的
表达［１５］。而雌激素能抑制 ＭＣＰ１的表达及一些炎性
因子表达［１６］。

　　综上所述，通过实验，我们观察到雌激素可改善
ＢＢＢ超微结构，上调ＴＪｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达，维护ＢＢＢ
的完整性，有效减轻脑水肿，进一步探讨了雌激素作为

神经元保护剂可有效改善微血管的结构，但其具体机

制尚有待进一步研究。
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