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辛伐他汀预处理对大鼠脊髓缺血再灌注损伤后炎症介质及 

NOS的影响 

安 民，刘丹彦，吴会生，雷 蕾 

(重庆医科大学附属第一医院麻醉科，重庆 400016) 

【摘要】目的：探讨辛伐他汀预处理对大鼠脊髓缺血再灌注损伤后肿瘤坏死因子 Turnerneetosisfactor一仅，TNF一0I)、自介素一10 

(1nterleukim一10，IL一10)、S-100蛋白以及一氧化氨合酶(Nitric oxide synthase，NOS)亚型的影响。方法：雄性 SD大鼠72只，随机 

分为假手术组(C组)，缺血再灌注损伤组(I／R组 )和辛伐他汀预处理组 (si组)(20mg／kg灌 胃，术前连续 3 d)，采用 Zivin改进法 

建立模型，造模成功后 ，分别在再灌注 6、12、24 h，取脊髓组织作 HE形态学染色 ；ELISA法测定组织 TNF— ，IL一10；应用免疫 

组化法检测脊髓 S-100蛋白；比色法检测组织 NOS各亚型以及测定 24 h内神经功能评分。结果：I／R组各时间点 TNF— 与 

S-100蛋白表达量呈显著正相关；与I／R组相比，si组形态学的损伤改变较轻；Si组能提高再灌注后 12、24 h神经功能评分，降 

低各时间点TNF— 含量及再灌注后 12、24 h S一100蛋白的表达，提高再灌注6、12 h结构型 NOS(Constituteive NOS，cNOS)活 

性，降低再灌注 12、24 h诱导型NOS(Inducible NOS，iNOS)活性，但 IL一10含量在再灌注24 h上升不如I／R组明显。结论：脊髓 

缺血再灌注损伤后 ，组织 S-100蛋白的表达与炎症反应具有一定相关性。辛伐他汀预先给药后，S-100蛋白的表达减少，脊髓缺 

血再灌注损伤减轻，神经功能得到改善，其机制可能与减少TNF一 的释放，上调eNOS表达，降低iNOS活性有关，但辛伐他汀 

不能通过增加IL一10的释放而发挥保护作用。 
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Effects of Simvastatin pretreatment on expression of inflammatory mediators 

and NOS in rats subjected to spinal cord ischemia-reperfusion injury 
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【Abstract]Objective：To investigate the effects of simvastatin pretreatment on expression of TNF—oL，S-100 protein，IL一10 and the 

subtypes of NOS in rats subjected to spinal cord ischemia—reperfusion injury．Methods：72 healthy male SD rats were randomly divided 
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Using Zivin improvements methods under the renal aoRic cross-clamping to establish model，then all treated rats were randomly divided 

into three subgroups at repeffused 6，1 2，24 h for HE staining，ELISA method of the determination of tumor necrosis factor—ot(TNF—o／) 

and interleukin一10(IL-10)，immunohistochemical staining of S-IO0 protein，eolorimetric detection ofthe subtypes of NOS(nitric oxide 

synthase)in spinal cord and neurologicalfunction scoreswithin 24 h．Results：The expression ofTNF_ and S-100proteiningroupI／R 

was significantly correlated at different time points．Simvastatin pretreatment can reduce spinal cord ischemia-reperfusion injury， 

inhibiting the excessive secretion of S-1 00 proteins，reducing TNF—ol content and iNOS (Inducible NOS)activity，increases cNOS 

(Constitutcive NOS)，improving neurological function score at 12，24 h after I／R．Conclusion：The expression of tissue S-100 protein is 

related with the inflammatory response subjected to spinal cord ischemia-reperfusion．Simvastatin can inhibit S-1 00 protein，reducing 

spinal cord ischenfia-reperfusion injury and improving neurological function．which may be related to the reduction of TNF-仅and iNOS 

activity，increasing cNOS，However，simvastatin can’t raise IL-10 to produce the protective effect． 

【Key words】Simvastatin；Spinal cord ischemia-reperfusion injury；TNF— ；S-100；IL一10；NOS 

近年来传统降血脂药物辛伐他汀由于其具有独立于降 

脂作用以外的多效性效应(包括抗炎、抗氧化 、改善内皮细胞 

功能等)而成为研究热点，其在心、脑、肺及血液等各系统的 

某些疾病研究中被证实具有保护作用lll。近期研究发现脊髓 

缺血再灌注后发生的继发性损伤与炎症反应关系密切 ，炎症 

介质与炎症反应酶是参与缺血再灌注损伤的重要因素。本实 

验拟探讨辛伐他汀预先给药对大鼠脊髓缺血再灌注(Ischemia 

— reperfusion，I／R)损伤时炎症介质肿瘤坏死因子(Tumernectosis 

factor一0【，TNF—ot)、白介素 一10(Interleukim一10，IL～10)、S一100 

蛋白以及炎症反应酶一氧化氮合酶(Nitric oxide synthase，NOS) 

亚型的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验 动物与分组 

健康成年雄性 sD大鼠72只，体重(250-4-30)g(由重庆 

医科大学实验动物中心提供)。随机分为假手术组(C组，24 

只)，缺血再灌注损伤组(I／R组 ，24只)，辛伐他汀预处理组 

(si组 ，24只)。I／R组和 si组于术前 3 d每日清晨分别应用 

生理盐水 1 ml及辛伐他汀(生理盐水稀释成 2 mg／ml浓度)20 

mgg(kg·d)灌胃。本研究中辛伐他汀的给药时间、剂量及方式 

均参照文献及预实验效果设计而成13, 。 

1．2 实验材料 

高速低温离心机(Heraeus公司，德国)，721—100型分光 

光度计(上海第三分析仪器厂)，酶标仪 (Bio—Tec公司，美 

国)，辛伐他汀(40mg×5片，批号 ：09198，杭州默沙东制药有 

限公司)，通用型免疫组化检测试剂盒及 DAB显色液(北京 

中杉公司 )，S-100蛋白抗体 ，TNF一0【试剂盒及 IL一10试剂 

盒(武汉博士德有限公司)，NOS活性测试盒(南京建成生物 

工程研究所)。 

1．3 动物模型的建立 

采用Zivin改进法I51建立大鼠脊髓缺血再灌注模型。术前 

动物禁食 8 h。采用 10％水合氯醛经腹腔注射 0．4 ml／(100 g)。 

大鼠仰卧位固定，腹部常规脱毛，消毒，沿腹白线剖开腹腔， 

用温盐水纱布包住肠管向左轻推 ，分离并暴露腹主动脉，辨 

认双侧肾动脉。C组右肾下主动脉穿线，不结扎；I／R及 si组在 

左右肾动脉之间以无创动脉夹夹闭腹主动脉，在钳夹点以下 

腹主动脉搏动消失后开始计时。45 min后松开动脉夹行血液 

灌注。检查动脉无损伤及腹腔内无出血后关闭腹腔，伤口外 

涂红霉素软膏。在手术过程中，以烤灯维持肛温在36~C～38℃。 

I／R组与 组的大鼠在造模成功后随机分为 3个时间点，即 

脊髓缺血45 min再灌注6、12、24 h，每个时间点8只。 

1．4 检测项 目 

1 4．1 脊髓组织形态学观察 各时间点取下大鼠LJ2 脊髓， 

将一部份脊髓置于4％多聚甲醛中固定后作HE形态学染色。 

1．4．2 术后 24 h内神经功能评分 大鼠运动神经功能评分 

根据 Faden 8点分级法和 Behrmann 5点分级法加以改进I6l。 

具体如下：0分：压夹后肢无反应，无白发运动。1分：压夹后 

肢有嘶叫、逃避等反应 ，无 自发运动。2分 ：后肢不能负重站 

立 ，有自发运动。3分：能站立，但不能行走。4分：能行走 ，但 

只能靠足内侧或膝关节行走，且腹部着地 ，不稳定。5分 ：能 

行走，后肢负重有改善 ，前后肢步态协调 ，腹不着地，数趾拖 

步。6分：能行走，有 1或 2个足趾拖步，快速转弯时不稳。7 

分：正常步态和行走。该评分由同一名观察者在不知具体分 

组的情况下以各组动物总评分除以动物数量取平均值。 

1．4．3 ELISA法测定 TNF一仅、IL一10浓度 按 0．1 g脊髓组 

织：1 ml PBS匀浆缓冲液的比例将剩余标本匀浆，高速台式 

离心机 (15 000 r／min)离心 10 min，取上清保存于 一20℃，按 

照 TNF—d试剂盒及 IL一10试剂盒说明书的操作，酶标仪 

450 nm处测定 OD值 ，参照标准曲线计算指标值。 

1．4．4 S-100蛋白的测定 脊髓组织石蜡包埋后 ，连续冠状 

切片，做 S-100蛋白免疫组织化学染色。切片脱蜡后经梯度 

酒精脱水 ，经抗原修复及 3％H 0 室温孵育 10 nfin后，加入 

血清封闭液及一抗(稀释浓度为 1：50)于4~C冰箱过夜后，依 

次加入二抗及三抗于37~C水浴箱中各孵育30 min，最后经 

DAB显色，苏木素轻度复染，固定，透明，封片，光镜观察。以 

上各步骤问均用 PBS洗 3次 ×3 min。S-100蛋白表达以胶质 

细胞的胞浆和胞核内出现棕黄色颗粒视为阳性，每张切片随 

机选择 5个高倍视野，ImagePro—Plus 6．0进行累积光密度值 

fIntegrated optical density，IOD)测量，取其平均值作为脊髓组 

织表达 S一100的半定量值。 
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S一100蛋白的表达与炎症反应具有相关性。这与冀亚琦等I 

对人体外循环研究中得}fI血浆 S-100蛋 白与TNF— 相关 

系数为 0．859的结果基本相符，而魏蔚等I 1在对人体外循环 

研究中发现血浆 S-100蛋 白与 TNF—ot相关系数为 0．498。 

以上说明 S-100蛋 白与 TNF一 存在一定的相关性 ，但炎性 

反应是否是引起 S-100蛋白表达增加的主要原因尚需做进 
一 步探讨。辛伐他汀预先给药后冉灌注 1 2、24 h S-100蛋白 

的表达较 I／R组明显减少 ，这可能与辛伐他汀能抑制炎性介 

质 TNF— 的产生，减轻胶质及神经元细胞的损伤有关。 

NOS是体内一氧化氮(Nitric oxide，NO)合成的关键酶 ， 

其活性能反映 NO合成情况。NOS根据是否依赖 ca 调节而 

分为 cNOS和 iNOS，其中cNOS又包括神经元型 NOS(Neuronal 

NOS，nNOS)及 内皮型 NOS(Endothelial NOS，eNOS)，分 别Fh 

神经细胞和血管内皮细胞产生。cNOS在生理状态下合成少 

量 NO，其具有维持正常血管壁结构与张力，抑制血小板聚集 

及参与神经递质的释放等生理作用 iNOS主要由巨噬细胞 

产生，在正常情况下基本不表达，当受到 TNF一0l或 S-100蛋 

白等细胞因子或损伤刺激后呈诱导性表达，其合成 NO的量 

远远大于cNOS所合成的量ll 5l，从而对细胞产生毒性作用。本 

实验结果显示 I／R组在再灌注 6 h时 cNOS显著增高，随再 

灌注时间延长而逐渐减少；iNOS在再灌注早期有所上升，随 

再灌注时间发展而逐渐增高 ，再灌注 12 h明显上升，于 24 h 

达到高峰期，这与Tsui等 1报道在下肢缺血再灌注中NOS各 

亚型的变化基本一致。本实验结果提示在缺血再灌注早期可 

能以 cNOS的产生为主，这是机体 自身的正反馈保护机制： 

cNOS产生的 NO能扩张血管增加血供，抗血小板凝集，抑制 

血管内皮细胞与白细胞粘附而发挥一定的神经保护作用。随 

着缺血再灌注进程的发展，中后期则逐渐以 iNOS的产生为 

主 ，iNOS产生大量 NO，过度 NO的释放可增加氧 自由基， 

损伤血管内皮，加重缺血再灌注损伤。有研究报道ll7J在脑缺 

血再灌注损伤巾，eNOS中的eNOS出现较早(<2 h)，并发挥 

着主要的保护作用 ，nNOS活性在再灌注 2-6 h增加 ，其可加 

重组织缺 巾l损害 ，但由于早期生成的 NO具有短暂的特性 ， 

产生神经毒性的可能性较小 ，故大部分研究认为 cNOS产生 

的 NO对机体主要发挥保护作用l】81。本实验中，与 I／R组相比， 

辛伐他汀预先用药后增加缺血再灌注6、12 h cNOS活性，可 

能以上调 eNOS为主，改善损伤组织的血流供应 ，并抑制再 

灌注 12、24 h iNOS活性 ，减少 NO的大量产生，减轻组织的 

毒性反应。 

综上所述 ，在大鼠脊髓缺血再灌注损伤中，炎症介质与 

炎症反应酶均为参与并影响再灌注损伤的重要因素。本研究 

发现辛伐他汀预先给药在脊髓缺血再灌注损伤中对NOS产 

生双重调节作用 ，即诱导缺血再灌注早期 cNOS的合成，抑 

制再灌注晚期 iNOS的合成 ，从而达到减轻 I／R损伤的目的。 

此外，研究发现 S-100蛋白的表达与炎症因子 TNF—or．具有 

相关性，两者在缺血再灌注 12 h达到高值，并可能对 iNOS 

的产生起促进作用 ，提示炎症介质在 12 h内呈逐渐升高的 

趋势。临床上若通过预处理或在再灌注 12 h内的时间窗进 

行积极处理将更有助于对损伤因素的控制。辛伐他汀通过调 

控炎症介质 TNF—ot的含量与炎症反应酶 NOS的活性而减 

轻大鼠脊髓缺 再灌注损伤，改善神经功能 ，但辛伐他汀不 

能通过上调 IL一10产生保护作用。 
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