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早期抗炎治疗对脑缺血／再灌注大鼠BDNF表达的影响

张小东，万 东，杨琴，吕发金，牟君，赵立波，李亚军，谢鹏

(重庆医科大学附属第一医院神经内科重庆市神经病学重点实验室，重庆400( ) 16)

【摘 要】目 的：探讨 脑缺血，再 灌注损伤 后早期抗炎 治疗对脑 源性神经营 养冈子( Brai n—de—ved neurot rophi c丘化I or ，BDNF)表达

的影响。方法：雄性sD大鼠116只随机分成5组，即假手术组( sC组) 、单纯缺血／再灌注组( 1，R组) 、缺血，再灌注秋水仙碱干预组

( col 组) 、缺血／再灌注秋水仙碱和环磷酰胺联合干预组( cc组)以及缺血／再灌注维生素c干预组( vi t c组) 。采用线栓法制备大鼠

大脑中动脉缺血／再灌注(McA0) 模型。造模成功后6h开始用药，每天给药1次，连续10d。检测BI ) NF在海马及梗死灶周边的表达

情况。结果：I 瓜组大鼠海马及梗死灶周边BDNF阳性细胞较sc组和cc组明显增加( P<O．05) ；Vi t C组和col组与I ，R组比较，差异无

统计学意义(P>0．05)。结论：脑缺血，再灌注诱导了海马及梗死灶周边BDNF表达增强，秋水仙碱与环磷酰胺早期联合抗炎治疗

明显地抑制了这种诱导作用，而单独的vi t c和秋水仙碱对BDNF表达则没有影响。
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缺血性卒中是一种高发 病率、高致残率和高死

亡率的常见病和多发病。 神经保护在缺血性卒中的

治疗模式中充当了重要角 色，减轻缺血后炎性损伤

作者介绍：张 小东( 1972一)，男，讲 师，博士，

研究 向：脑血管疾 病。

通讯作者：谢 鹏，男，教授，E—mi l：pen铲 i e58@伊面1．com。

成为脑保护的重要措施。目前有关脑缺血后炎症反

应的研究多着眼于脑缺血后急性期，抗炎治疗的研

究亦重在观察其脑保护作用，而罕有报道有关抗炎

治疗对内源性神经保护因子表达的影响。因此，本

研究通过建立大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型

MCAO模型，观察早期抗炎治疗对BDNF表达的影响，
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并选用常用的抗氧化剂Vi t c作为阳性对照。

1材料和方法

1．1动物分组

116只sD大鼠利用随机数字表随机分为5组，即假手术组

( SC组 )、缺血／再灌注组( I，R组 )、缺血／再灌注加秋水仙碱组

( col 组)、缺血／再灌注加秋水仙碱和环磷酰胺联合干预组( cc

组) 、缺血，再灌注加维生素c组( vi t c组) 。各组(假手术组除

外) 分别在术后0．5d、1d、3d，7d、10d、14d、21d时处死大鼠，每个

时间点4只大鼠，各组28只；假手术组4只。

1．2药品与试剂

秋水仙碱购自云南植物药业，环磷酰胺购自上海华联制

药，维生素c注射液购自两南药业，兔抗大鼠BDNF多克隆抗

体、sABc免疫组化 试剂盒及DAB显色剂均购自武汉博士 德

生物技术有 限公司。

1．3模型制备

根据I 们nga及罗勇㈣报道的方法，线栓法制备右侧MCA0

模型，缺_l 血L2h实现再灌注。模型参照zea‰ga5分制评分标
准，评分大 于或等于2分者纳入实验。

1．4药物干预

CC组：用生理盐水 l ml 溶解环磷酰胺( 15mg瓜g·d) 后腹腔

注射，同时用生理盐水1ml 溶解秋水仙碱( 100p班g·d)后灌

胃；col 组： 用生理盐 水1ml 溶解秋水 仙碱( 100斗g瓜g·d) 后灌

胃；Vi t C组：用生理盐水 l ml 稀释vi tC(50mg，l ( g·d) 后腹腔注

射；缺血再灌注组：腹腔注射等量 生理盐水。缺血再灌注( I ／R)

后6h开始给药，每天1次，连续10d。

1．5实验取材

到达观察时 相点，用3．5％水 合氯醛麻醉动物，予4％多聚

甲醛缓冲液心脏灌注至流fH液清亮，断头取脑，放入4％多聚

甲醛缓冲固 定液固定40mi n。梯度酒精脱水 、浸蜡，石蜡包埋，

切片(片厚6um)。取材部位：在对耳线3．5—7mm取海马，在对

耳线7一l O．5mm取梗死灶周边组织 (见图4)。

1．6指标检测

检测BDNF的表达：切片常规脱蜡至水；3％过氧化氢室温

- l 精 15mi n， Q01mo儿 PBsi 畔 铣 5mi n× 欲 ； 将 切 片 i 髟 Ⅷ ． 01mo儿
枸橼酸盐缓冲液( pH6D) ，电炉加热至沸腾后断电，间隔5～10mi n，

反复1、2次。冷却后PBs( pH7．2～7．6) 洗涤1、2次；5％BsA封闭

液室温下孵育50mi n；兔抗大鼠BDNF( 1：150) 4℃过夜，复温

40mi n，0．01mo儿PBs冲洗5mi n×3次；生物素化山羊抗兔

I gc25℃孵育2h，O．01mo儿PBs冲 洗5mi n×3次；sABc室温下

孵育2h，0．01mol ／LPBs冲洗5mi n×3次；DAB显色5～10mi n，显微

镜下观察终止显色；苏木素轻 度复染，二甲苯透明，封片。

1．7半定量分析

每只动物每个部位各选取切片1张，海马选择齿状回呈“<”

处的切片进行观察(包括齿状回，cAl、2、3区) ，梗死灶周边

选对耳线8处的切片进行观察( 离坏死区约半个高倍视野，见

图4)， 切片统一放 大10×40倍 ，选择5个视野，0l yTnpus Bxl 4

型生物医学图像分析系统进行分析，以胞浆内出现明显棕黄

色颗粒者为阳性。对每个视野的阳性细胞进行计数，计算每

只鼠所要分析部位的平均阳性细胞数，再在同一组之间取平

均值(见表1、2)。

1．8统计学分析

各组数据用平均值±标准差( ；±s)表示，用sAs9．O统计

分析软件( 序列号834961) 进行方差分析，检验水 准仪=0．05，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结果

脑缺血，再灌注后，海马和缺血周围区BDNF表达

增强，齿状回阳性细胞为圆形，海马CAl 、2、3区阳性

细胞多为多角形，梗死灶周边阳性细胞为多角形，细

胞较大，突起很长，表达高峰期均在7d，与sc组比

较，差异有统计学意义。cc组与单纯脑缺血／再灌注

组比较，阳性细胞数明显减少，差异有统计学意义；

Col 组或Vi t C组较SC组表达明显增加，但与单纯脑缺

血，再灌注组比较，差异无统计学意义(见图1～8和表

1、2)。

3讨论

研究发现，BDNF能够减少神经细胞的凋亡，减

低谷氨酸受体介导的兴奋性毒性损伤，抑制各种毒

素、缺血、自由基等造成的神经元损伤，保护缺血缺

氧的神经元，参与钙稳定p1；并具有很强的刺激和促

进神经细胞生长分化的作用，从而维持神经细胞存

活和正常功能、 促进损伤细胞的修复【4】 。它尤其对运

动神经元有突出的生物学效应，在运动神经元的发

育、成年后运动神经元的存 活以及病变运动神经元

的存活和轴突再生中都起着十分重要的作用l 5，6J。

脑缺血一方面使缺血中 心区细胞坏死，出现相

应的神经功能缺损；另一方面，缺血坏死所产生的

物质又刺激了一系列内源性神经保护因子表达的

上调，分泌增加，最终诱导了诸如BDNF等神经生长

因子的表达，启动了机体的自身保护和修复机制同。

研究发现大鼠脑缺血缺氧性损伤后，在一些未受损

的细胞中BDNF水平显著上升嗣。临床研究也证实，

缺氧缺血性脑损伤患儿脑脊液内BDNF水平显著升

高19J。我们的结果与之一致。虽然刘凌等【1q报道，环磷

酰胺和秋水仙碱治疗急性脑梗塞可以减轻脑水肿，
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圈l Ce维7d海马BDNF

阳悭 袭达《400×》

图4取材郝位示意圈

重2豫缝7d海骂CA3

区BDNF阳性表达{ 4∞×》

囤5 l ，R组7d PER区

BDNF阳性表达( 400×)

圈3 Vi t C组7d CA3区

B蛰N薹’阳性 表达{ 400×》

强6耵R组7d嚣横死灶内

的BDNF阳性表达( 400×)

图7张詹不同时闻点HJ处BDNF阳性细胞数的燮化 圈8 I ，R后不同时闻 点PER处BDNF阳性细胞数的变 诧

表l 脑梗死 后不同时间点海马BDNF阳性细胞数的变化 (；±s)
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显著的改善患者的神经功能缺损和预后，同时对缺

盎毒睾经细脆有保护作用，徨本研究发现巧磷魏胺秘

秋水仙碱对BDNF的表达却有抑制作用。原因可能

是抗炎剂在减少一些炎性因子生成的同时，也减少

了BDNF的表达。另有掇道秋水俄碱有神经保护炸

用㈣2】，单用秋水佃碱也能缩小脑梗死体积，减轻神

经功能缺损，改善急性脐梗死患者的预后【13】，但本试

验中发现秋水仙碱义寸BDNF的裘达同样无促进作

耀。Vi l C虽然对发育中的脑至睡缀【14j 秘体外墙养的享孛

经细胞的生长有促进作用旧，虽然能够减少自由基，

具有抗氧化损伤的作用，但本研究却发现它对BDNF

的表达氇戈键进撵掰。医此攒溅扰炎药物翻Vi l C可

能不能够促进损伤后的自身保护。鉴于缺血时既有

细胞的死亡，也随之伴随有细胞的保护和新生，冈此

在骧缺瞧的治疗中，霹麓既要考虑减轻病理损镌，也

要兼顾治疗药物尽繁不要损害有益的傈护和修复

反应，有必要在有害反应与有益反应之间寻找一个

平衡点，或者说两者均要兼顾，尽量促进机体自身

酶保护和修 复作耀。
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