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罗格列酮对局灶性脑缺血再灌注后NF—KB和COX一2表达 

的影响 

李 岩 ，王东玉 z 

(1．辽宁医学院研究生学院，锦州 121001；2．辽宁省锦州市中心医院神经内科，辽宁 121000) 

【摘 要】目的：探讨罗格列酮对大鼠局灶性脑缺血再灌注后脑组织表达核因子一KB(Nuclearfactor—KB，NF—KB)和环氧化酶2 

(Cyclooxygenase，COX一2)的影响。方法：SD大鼠分为假手术组 、模型组、2个剂量的罗格列酮组[2 mg／(kg·d)和 4 mg／(kg·d)]，测 

定各组脑梗死体积和缺血侧皮层NF—KB和COX一2蛋白空间分布和含量的变化。结果：与模型组比较，罗格列酮组脑梗死体积 

明显减少，且不同剂量组间脑梗死体积有显著差异(P<O．05)；缺血侧皮层NF—KB和COX一2蛋白表达量明显减少，且2个不同 

剂量组间有显著差异(尸<0．05)。结论：罗格列酮通过降低缺血侧皮层NF—KB和COX一2蛋白表达减小局灶性脑缺血再灌注大鼠 

脑梗死体积，对缺血再灌注损伤可能具有神经保护作用。 

【关键词】罗格列酮；过氧化物酶体增殖物激活受体 -y；核因子一KB；环氧化酶2 

【中国图书分类法分类号】R743．31 【文献标识码】A 【收稿日期】2010—05—31 

The effects 0f rosiglitazone on the expressions of N F—KB and C0X一2 in rats 

with focal cerebral ischemia／reperfusion injury 
LIYan，et 

(Graduated School，Liaoning Medical College) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of rosiglitazone on the expressions of NF-KB and COX-2 in rats with focal cerebral 

ischemia／reperfusion injury．Methods：SD rats were randomly divided into four groups：sham group，model group，low—dose(2 mg／(kg。d)) 

and high—dose(4mg／(kg‘d))rosiglitazone group．Infarct volume and the expressions of NF—KB and COX一2 protein were measured in the 

rat brain．Results：Compared with the model group，rosiglitazone reduced the cerebral infarction volume significantly (P<O．05)，and the 

effect of high—dose was more predominant than that of low—dose (P<0．05)．Rosiglitazone also decreased the expressions of NF—KB and 

COX一2 protein greatly (P<O．05)，and high—dose group showed significant difference with low—dose group (P<O．05)．Conclusion： 

Rosiglitazone can significantly reduce the infarct volume and the expressions of NF——KB and COX——2 in rats with focal cerebral 

isehemia／reperfusion injury．Rosiglitazone has a neuroprotective effect on cerebral isehemia／reperfusion injury． 

【Key words】Rosiglitazone；Peroxisome proliferator-activated receptor ；Nuclear factor-KB；Cyclooxygenase 2 

缺血性脑血管疾病具有发病、致残、致死率高的特点，其 

中炎症损伤是缺血损伤中的重要环节，对此因素进行早期干 

预治疗，将对减轻脑缺血再灌注损伤有重要意义。过氧化物 

酶体增殖物激活受体(Peroxisome proliferator—activated receptor 

gamma，PPAR) 属于核受体超家族成员，是一种配体激活的 

转录因子 ，调控多种基 因的转 录和表达 ，近来研究表明 

PPAR 的激活与神经系统的炎症⋯密切相关，有望成为治疗 

缺血性卒中新的干预靶点。本实验以PPAR 特异性激动剂 

罗格列酮作为干预因素，利用线栓法建立大鼠大脑中动脉栓 
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塞模型，观察脑梗死体积和核因子 一KB(Nuclearfactor—KB， 

NF—KB)和环氧化酶 2(Cyclooxygenase，COX一2)的表达 ，探讨 

PPAR 在脑缺血再灌注损伤中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验 动物 

健康 sD大鼠78只，250～300 g，由辽宁医学院动物实 

验中心提供。 

1．2 主要试剂 

罗格列酮 (葛兰素史克公司)；NF—KB P65、COX一2一抗 

及二抗(武汉博士德生物工程有限公司)；2，3，5 苯基四氮 
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唑(2，3，5-Triphenyhetrazolium chloride，TI'C，中国医药上海化 

学试剂公司)。 

1．3 方法 

1．3．1 动物分组 将 SD大鼠随机分为假手术组 、模型组 、低 

剂量罗格列酮组、高剂量罗格列酮组，每组 21只。低剂量罗 

格列酮组和高剂量罗格列酮组于术前分别给予 2 mg／(kg·d) 

和4 mg／(kg·d)罗格列酮灌胃3 d，假手术和模型组在相同时 

间给予等剂量的生理盐水，末次给药时间为术前 30 rain。 

1．3．2 模型制备 参照改良的Longa法【 制备大鼠左侧大脑 

中动脉局部脑缺血再灌注模型。大鼠经 10％水合氯醛(3 ml／kg) 

腹腔注射麻醉后，颈部正中切口，在左侧肩胛舌骨肌与胸锁 

乳突肌三角处暴露左颈总动脉 、颈外动脉 、颈内动脉，结扎左 

颈总动脉近心端、颈外动脉起始端。将鱼线一端烧成圆头，圆 

头直径约(0．26—0．30)mm，经 CAA分叉处通过颈内动脉人 

颅 ，插至大脑 中动脉起始部 ，插入深度约为(18．0±0．5)mm。 

缺血 2 h后，固定大鼠，轻轻提拉所留线头，拔出 10 mm，使血 

流再通。假手术组动物麻醉和手术过程与模型组相同，但不 

插鱼线。在手术结束大鼠麻醉清醒后按 Longa(0—4分 )5分制 

评分标准口1进行神经功能缺失程度评分。评分为 1～3分的大 

鼠为合格脑缺血再灌注模型，对不合格大鼠所在组进行补充。 

术后保持环境温度在 25℃～30℃，再灌注 24 h处死大鼠。 

1．3-3 1丫rc染色法测定脑梗死体积 4组大鼠每组取 7只， 

快速断头取脑 一20℃速冻 30 min，去除嗅球 、小脑和低位脑 

干 ，脑组织从额极向后做连续冠状切面，厚度约为 2 mm，将 

脑片置人 37℃TFC染料中温浴 30 rain。白色为梗死灶，红色 

为正常脑组织。数码相机拍照，应用图像分析系统测量脑梗 

死面积并计算脑梗死体积占大脑总体积的百分比。 

1．3．4 NF—KB P65、COX一2免疫组化检测 缺血再灌注大鼠 

以 10％水合氯醛 3 ml／kg麻醉后 ，快速打开胸腔 ，经左心室灌 

流内固定后 ，断头取脑，在视交叉前 2 mm至视交叉后 2 mm 

处冠状切面切开，取中间脑组织放人相同固定液中继续外固 

定，4℃过夜。常规梯度乙醇脱水 、二甲苯透明、浸蜡、包埋 ，连 

续冠状切片(厚 5 m)，每隔5片取 1片，用 SABC免疫组化染 

色法检测 NF—KB P65和 COX一2的表达。操作步骤严格按试 

剂盒说明书进行，阴性对照以PBS代替NF—KB P65和COX一2 

一 抗。光镜下观察缺血侧 NF—KB P65和 COX一2蛋白阳性细 

胞的空间分布。 

1I3．5 NF—KB P65和 COX一2 Western blot检测 取缺血侧视 

交叉后 2 mm皮层脑组织用于 Western blot检测。将脑组织剪 

成碎块 ，加入 0．3 ml裂解液，超声波细胞破碎 20 S。5℃12 000 

r／rain、离心 30 min，取上清分装 50 uJ／管，用 Bradford蛋白染 

色法检测蛋白含量。2×上样缓冲液 30 txl+30 l样品上清裂 

解液，混匀后沸水浴上煮沸 5 min。制备 10％SDS一聚丙烯酰 

胺凝胶，每孔加变性后的总蛋白含量皆为 50 LLg。在 100 V下 

电泳，至溴酚兰到凝胶底部。电压 80 v恒压，1．5 h将蛋白电 

转移到 PVDF膜上。用含 5％脱脂奶粉的封闭缓冲液室温封 

闭1 h。加入抗体4 孵育过夜，加入辣根酶标记过的二抗， 

室温震荡孵育 1 h。用 ECL试剂盒显色，用发光法进行X光 

胶片曝光 ，然后进行条带扫描和分析 NF—KB P65和 COX一2 

的表达。 

1．3．6 统计学处理 采用 SPSS16．0统计软件进行统计分 

析 ，检测数据以均数 ±标准差( ±s)表示 。多组间比较采用 

单因素方差分析 ，组问两两比较方差齐时采用 LSD检验，方 

差不齐时采用Dunnett’S T3检验。P<0．05提示差异有统计学意 

义。 

2 结 果 

2．1 脑梗死体积 

缺血／再灌注后，假手术组大鼠脑组织未见梗死灶 ；模型 

组大鼠左侧额顶叶和纹状体可见较明显的苍白梗死灶。低剂 

量罗格列酮组较模型组脑梗死体积减小(P<O．05)；高剂量罗 

格列酮组较模型组脑梗死体积减小(尸<0．01)；2个不同剂量 

的罗格列酮组，脑梗死体积有显著差异(P<0．05)，见表 1。 

2．2 NF—KB P65和 COX一2蛋白免疫组化染色 

各组大鼠缺血侧脑组织 NF—KB P65蛋 白的空间分布。 

假手术组偶见NF—KB P65阳性细胞；模型组在缺血侧额顶叶 

皮层和纹状体 NF—KB P65阳性细胞显著增加，胞核着色 ；与 

模型组 比较 ，低剂量罗格列酮组 NF—KB P65阳性细胞数减 

少，高剂量罗格列酮组 NF—KB P65阳性细胞数减少明显 ，见 

图 l～4。 

各组大鼠缺血侧脑组织 COX一2蛋白的空间分布。假手 

术组偶见 COX一2阳性表达；模型组在缺血侧额顶叶皮层和 

纹状体COX一2阳性细胞显著增加，胞浆内着色；与模型组比 

较，低剂量罗格列酮组 COX一2阳性表达减弱，高剂量罗格列 

酮组 COX一2阳性表达明显减弱，见图 5-8。 

2．3 Western blot检测 NF—KB P65和 COX一2蛋白的含量 

各组大鼠缺血侧皮层 NF—KB P65蛋白含量表达比较 ，见 

表 1和图 9。与假手术组比较，模型组 NF—KB P65蛋 白表达 

量增)~13(P<0．01)；与模型组比较，低剂量罗格列酮组NF—KB P65 

表 1 各组大鼠脑梗死体积与皮层 NF—K BP65和 COX一2蛋白表达灰度值 x_4-S) 

注： <0．01与假手术组比较； P<O．05与模型组比较； P<0．O1与模型组比较； p<o．05与低剂量罗格列酮组比较 






