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缬沙坦对肾陛高血压大鼠脑缺血再灌注后脑组织 MMP一2和 

MMP一9表达的影响 

祝 红，詹 剑，杨 丽 

(遵义医学院附属医院神经内科，遵义 56300) 

【摘 要】目的：通过观察血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂(Angiotensin receptorblocker，ARB)对肾『生高血压大鼠脑缺血再灌注后脑组织 

中基质金属蛋白酶 一2(Matrixmetalloproteinase一2，MMP一2)和基质金属蛋 白酶 一9(Matrixmeta]loproteinase一9，MMP一9)表达的影响， 

探讨ARB的脑保护机制。方法：将Wistar雄性大鼠32只随机分为高血压组和正常血压组。前组采用狭窄肾动脉方法建立肾陛高 

血压大鼠模型，再随机分为高血压缺血再灌注组(Hypertension ischemic reperfusion，HIR)和 HIR缬沙坦组(G)，分别采用生理盐 

水和缬沙坦 12mg／kg进行灌胃治疗 4周；正常血压组分为假手术组(N)和缺血再灌注组(Ischemic repeffusion，IR)，分别行假手术 

和缺血再灌注处理。采用大脑中动脉线栓法造成大脑缺血再灌注模型，缺血时间为2 h，再灌注22 h。采用免疫组织化学技术检测 

脑组织 MMP一2和 MMP一9的表达，用图象分析仪测定灰度值。结果：与 N组比较，IR组 MMP一2、MMP一9灰度值明显增高(P<O．01)； 

与 IR组比较，HIR组 MMP一2、MMP一9灰度值增高(P<0．05)；与 HIR组比较，G组 MMP一2、MMP一9灰度值减少(P<0．01 o 结论 ：高 

血压加重缺血再灌注后脑组织 MMP一2和 MMP一9的表达；ARB能明显抑制脑组织 MMP一2和 MMP一9的表达。 
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【Abstract】Objective：To explore the mechanisms of angiotensinⅡreceptor antagonist(ARB)一induced brain protection by investigating 

the effect of ARB on the expression of metalloproteinase一2 (MMP一2)and matrix metal1opI_(】teinase一9 (MMP一9)in the brain of renal 

hypertensive rats after cerebral ischemia-reperfusion．Methods：Thirty-two male Wistar rats were randomly divided into a hypertensive 

group and a normal blood pressure group．Hypertension was produced by renal artery occlusion．The rats in the renal hypertensive group 

were randomly sub—divided into an ischemia—reperfusion(hypertension ischemic reperfusion HIR)group treated with normal saline and a 

HIR valsartan (G)group treated with valsartan (12 mg／kg per day)by gavage for 4 weeks．The normal blood pressure group was 

sub—divided into a sham operated group (N)and ischemia-reperfusion group (IR)．Cerebral ischemia was induced by middle cerebral 

artery occlusion with suture for 2 hours followed by 22 hours of reperfusion．The expression of MMP一2 and MMP一9 in brmn tissue was 

detected by immunohistochemistry and their gray values were measured using image analysis．Results：The gray values of MMP一2 and 

MMP一9 in the IR group were significantly higher than those in the N group(P<0．01)．The gray values of MMP一2 and MMP一9 in the HIR 

group were significantly increased when compared with that in the IR group (P<0．05)．The gray values of MMP一2 and MMP一9 in the G 

group were reduced when compared with that in the HIR group (P<0．01)．Conclusion： Hypertension aggravates ischemia- 

reperfusion—induced expression of MMP一2 and MMP-9 in brain tissue．The increased expression of MMP一2 and MMP一9 in brain tissue 

can be inhibited by angiotensin II receptor antagonist． 
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众所周知高血压既是缺血性脑血管病发病诱因，也是脑 

血管病的独立危险因素。其发病率及致残率极高，因此抗高 

血压药物干预治疗及脑缺血性再灌注损伤时脑保护一直是 

临床上研究的课题 ，本课题通过抗高血压药物缬沙坦对。肾高 

血压大鼠脑缺血再灌注后脑组织中基质金属蛋 白酶 一2 
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(Matrix metallo proteinase一2，MMP～2)和基质金属蛋白酶 一9 

(Matrix metallo proteinase一9，MMP一9)表达 的影 响 ，探讨 

MMP一2 MMP一9的脑保护机制。为抗高血压药物在临床上治 

疗缺血性脑血管病提供脑保护的理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验动物 健康 Wistar大鼠32只，6—8周 ，雌雄不 

拘，体重 200—250 g，购自第三军医大学大坪医院动物中心， 

清洁级，动物中心许可证号：SCXK(渝)20020003。饲养条件： 

室温 22~C～28℃，相对湿度 40％～70％，每 日12 h光照维 

持，昼夜循环 ，饲以蛋白质，含量为 21％的标准饲料块 ，自由 

饮水，分笼饲养。 

1．2 实验方法 

1．2．1 实验分组 Wistar大鼠适应性喂养 1周，经筛选，32 

只 Wistar大鼠按随机分为 2组 ：高血压组和正常血压组。前 

者再随机分为：高血压缺血再灌注组(Hypertension ischemic 

reperfusion，HIR)和 HIR缬沙坦组(G)，每组 8只，分别采用 

生理盐水和缬沙坦 12m#ks进行灌胃治疗 4周 ；正常血压组 

不夹闭肾动脉，分为假手术组(N)6只；正常血压缺血再灌注 

组(Ischemic reperfusion，IR)10只。术中出血较多、出现呼吸 

困难、取脑时发现蛛网膜下腔出血及提前死亡者剔除，并补 

足相应例数。 

1．2．2 动物筛选 在适应性喂养 I周后 ，所有的大鼠每天测 

1次体重以确定用药量，用鼠尾法测 1次鼠尾动脉血压，血 

压过高或过低者不用作本实验。 

1．2-3 肾性高血压大鼠模型的制备 参考黄如训等[ ]的方 

法，高血压组采用夹闭左肾动脉制成肾性高血压大鼠模型， 

术后 4周，血压上升趋于稳定 ，收缩压在 160 mmHg以上或 

较手术前上升 30 mmHg视为已形成高血压∞。 

1．2．4 脑缺血再灌注模型的制备 参照 Nagasawa H等【3_的 

方法并予改良，HIR，IR采用大脑中动脉线栓法制作脑缺血 

再灌注模型，线栓插入后 2 h缓慢拉出线栓约 1 cm，再灌注 

22 h。假手术组线栓未造成同侧大脑中动脉的阻塞。 

1．2．5 动物取材 在相应时间点，用 3．5％水合氯醛(300～ 

450 mg／kg)麻醉，打开胸腔，立即经升主动脉快速灌注生理盐 

水，直至右心房流出液清亮为止。再以4％多聚甲醛灌流固 

定；断头取脑，浸泡在 10％甲醛溶液中固定 1周；以视交叉前 

后 4 I1LITI冠状位切块包含海马组织，石腊包埋，制成 7．5 in 

厚的相邻切片进行免疫组化染色。 

1．2．6 MMP-2、MMP-9免疫组织化学检测 检测试剂盒 由 

福建迈新生物技术有限公司提供，免疫组织化学染色法：切片 

脱蜡、水化 ，PBS洗 3次各 5 min，3％H 0：甲醇溶液(Quench- 

ing solution)灭活内源性酶 ，蒸馏水洗涤 3次，PBS浸泡 5 

min，滴加正常山羊血清封闭液，室温20 rain，甩去多余液体， 

不同的切片分别适量加入即用型羊抗大鼠 MMP一2、MMP-9 

抗体，4"C湿盒内过夜。PBS冲洗，3次各5 min，滴加生物素化 

山羊抗鼠IgG，37℃20 min；PBS冲洗，3次各5 rain，然后滴加 

链霉亲合素一生物素一过氧化氢酶复合物37℃20rain。最后 

用DAB显色，常规脱水、透明、封片。用已知阳性切片作为阳 

性对照，PBS替代一抗作为阴性对照。 

1．2．7 图像分析 实验结果光镜观察后采用 Leica QwinV3 

细胞图像分析系统进行定量分析，每张切片于400倍光镜下 

随机选取5个视野，测量阳性细胞或假手术组细胞的平均灰 

度值。 

1．3 统计学分析 

所有数据以均数 4-标准差(；±s)表示，多个样本均数的 

两两比较采用口检验，全部数据采用SPSS12．0软件包进行统 

计学处理，以P<O．05有显著性差异，P<0．01有极显著性差异。 

2 实验结果 

2．1 Wistar大鼠血压的变化(见袁 1) 

各组制模前血压、体重均无显著性差异(JP>O．05)。肾性 

高血压大鼠模型制作 4周后，血压升高趋于稳定，于第5周 

时测血压显示高血压制模组与正常血压组差异有显著性 

(P<0．05)。 

2．2 各组大鼠脑组织 MMP一2和 MMP一9的表达(灰度值) 

(见表 2，图 1、2、3 J 

缺血2 h，再灌注22 h，MMP-2、MMP-9灰度表达阳性细胞 

染成黄色，N组偶见阳性细胞，MMP一2、MMP一9表达存在于脑 

血管基底部和胶质细胞。与 N组比较，IR组 MMP-2、MMP_9 

表达增加；与 IR组比较，HIR组 MMP一2、MMP一9表达增加；与 

HIR组和IR组比较，G组MMP一2、MMP一9表达降低。 

3 讨 论 

近年来 ，在脑缺血再灌损伤机制研究中，基质金属蛋白 

酶 MMP一2和 MMP一9备受关注，是研究的热点。 

文献资料表明，MMP一2和 MMP一9表达主要见于脑组织 

缺血灶内和周边内皮细胞 ，星形胶质细胞和血管基底部，是 

脑血管壁受损后导致脑水肿和白细胞浸润的重要原，并参与 

脑缺血再灌注损伤过程。国外有实验表明 ，早期选择性抑制 

MMP一2、MMP一9可显著减轻脑梗死，清楚表明了这种因子在 

促进局灶性缺血性脑损伤中的重要作用 ，而缬沙坦(ARB)有 

表 1 各组大鼠血压的比较l ±s)(mmHg) 

注：制模 5周时 HIR组、G组和N组比较，．P<0．05；喂药 4周时G组与HIR组比较，0p<0．05；喂药 4周时与制模 5周时比较， O．05 






