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大鼠局灶性脑缺血再灌注后 VEGF及 VEGFmRNA的表达 

陶 陶 ，陈莉芬 ，胡长林 ，董佑忠 

(1．重庆医科大学第二临床学院神经内科，重庆 400010；2．贵阳医学院附属医院神经内科，贵阳 550004) 

【摘 要】目的：探讨大鼠局灶性脑缺血再灌注后脑组织内血管内皮细胞生长因子(vEGF)及VEGFmRNA的表达及意义：方 

法：制备大鼠局灶性脑缺血再灌注模型，动物分为缺血2h再灌注6h、12h、24h、48h、72h及假手术对照组 应用免疫组化法检 

测VEGF蛋白的表达；RT—PCR法检测 VEGF mRNA的动态变化。结果：大鼠缺血再灌注 6h，缺血侧脑组织梗死灶周边 

VEGF免疫阳性反应已出现，24h明显增多，48h达高峰；VEGFmRNA在 6h开始上升，12h达高峰，24h开始下降，48～72h接 

近正常水平。结论：脑缺血再灌注损伤可以诱导VEGF表达增强，提示VEGF对缺血性脑损伤有保护作用 
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Expression of VEGF and VEGF mRNA after focaI cerebraI 

ischemia reperfusion in rats 

TA0 Tao，et al 

(Department ofNeurology，the Second College of Clinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the expression of va~ular endothelial growth factor(VEGF)and VEGF mRNA after focal cerebral is— 

chemia reperfusion in rats．Methods：MCAO(Middle Cerebral Artery Occlusion)models were set up in rats，and the rats were divided 

into six groups：control group，5 groups of ischemia for 2h then respective reperfusion for 6h，12h，24h，48h and 72h．The samples were 

analyzed with immunohistochemical method s．The expression of VEGF mRNA was detected by RT—PCR analysis．Results：VEGF 

protein expression started at 6h．It increased remarkably at 24h．and it was strongest at 48h．VEGF mRNA increased at 6h，while 

reached peak value at 12h and red uced at 24h．finally returned tO normal level at 48—72h．VEGF expression was mainly detected in 

the periphery of infarcts at every timepoint．Conclusion：These findings demonstrate that the VEGF strong expression can be induced 

in focal cerebral ischemia reperfusion in vivo．The changes of VEGF levels suggest that VEGF has neuroprotective effect against cere— 

bral ischemic injury． 

【Key words】Focal cerebral i~hemia；Vascular endothelial growth factor；VEGF mRNA 

脑血管病是目前危害人类健康的主要疾病之 

一

，脑血管病中又以缺血性脑血管病为多见。局灶 

性脑缺血由严重缺血的中心区和处于低灌流状态的 

边缘区即缺血半暗带组成。缺血中心区的脑组织在 

短时问内即发生不可逆性损伤，成为梗死区，而半暗 

带的脑组织损伤相对较轻而且有潜在的可逆性，超 

早期再恢复缺血半暗带区血流是改善组织损伤的关 

键。人们已发现中风后脑组织血管密度增高与中风 

病人预后改善有关_1 J，因此，研究促进血管生长的因 
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素对脑缺血病人的恢复有非常重要的意义。血管内 

皮细胞生长因子(vascular endothelial growth factor， 

vEGF)是直接作用于血管内皮细胞的有丝分裂原， 

是迄今为止已知的最强的促血管生长因子_2 J，是 目 

前国内外研究 的热点。本文就 VEGF和 VEGF 

mRNA在大鼠局灶性脑缺血再灌注后表达及变化 

进行观察，以探讨脑缺血后VEGF表达的意义。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物与分组 

成年雄性 Sprague—Dawley大鼠，清洁级，体重 200～ 

250g，购自重庆医科大学实验动物中心，合格证号 SCXK 
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(渝)2002 0001。随机分成假手术对照组及实验组，实验组 

又分为缺血 2h再灌注 6h、12h、24h、48h、72h，每组均为 6 

只。 

1．2 局灶性脑缺血模型制备 

局灶性脑缺血模型制备参照文献 ，用 10％水合氯醛 

(0．35ml／100g，i．P．)麻醉动物，取仰卧位固定在手术台上， 

行右侧MCAO手术，颈部正中切口，分离出右侧颈总、颈外 

和颈内动脉及冀腭动脉，结扎颈外动脉分支起始处、颈总动 

脉近心端和冀腭动脉的近心端，在颈总动脉分叉切口处剪一 

小口，把头端蘸有清漆的4—0外科尼龙线向颈内动脉端插 

入，继续向前推进直到感觉有轻微阻力，即约 18ram，提示已 

到大脑中动脉的起始部。2h后缓慢退出尼龙线即可实施再 

灌注。动物苏醒后观察其体态及行为，以判断 MCAO模型 

成功。假手术组：插入尼龙线后马上抽出，余步骤同手术组。 

1．3 组织切片的制备 

各组大鼠届时以 l0％水合氯醛腹腔注射麻醉，打开胸 

腔，经心脏灌注0．9％的生理盐水，续之以4％多聚甲醛灌流 

固定。假手术对照组于术后24h将大鼠麻醉后打开胸腔，仍 

经心脏灌注。剥取脑组织，以视交叉到枕叶处两点冠状切 

片，常规固定、脱水、透明、浸蜡、包理、切片5Fro厚，进行相 

应染色，观察组织学改变。 

1．4 旺 染色 

将石蜡切片，常规脱蜡、乙醇梯度脱水、苏木素一伊红染 

色，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观察。 

1．5 VEGF免疫组织化学染色 

用二步法进行，简要步骤如下：①脱蜡，水化组织切片。 

②3％过氧化氢孵育 5rain，以阻断内源性过氧化物酶。③ 

PBS洗 1次3min。④滴加适当稀释的一抗 VEGF单克隆抗 

体(1：100)(Santa Cruz Biotechnology)，置湿盒中4"C过夜。空 

白对照不加一抗，用 PBS代替一抗进行孵育。⑤弃第一抗体， 

用PBS洗3min×3次。⑥滴加辣根酶标记的二抗(1：500)(北京 

中山生物技术有限公司)置湿盒中室温孵育 20min。⑦PBS 

洗3rain×3次。⑧DAB(~L京中山生物技术有限公司)显色， 

室温下光镜监视其显色，显色满意后自来水冲洗 5rain终止 

显色。⑨常规复染，脱水，封片。 

结果判定：VEGF阳性细胞为胞浆呈棕黄色。以生物医 

学图像分析系统进行定量分析，自动记录相应脑区阳性细胞 

光密度值。 

1．6 RT—PCR法检测 VEGFmRNA的含量 

1．6．1 脑标本的采集 将假手术对照组及缺血 2h再灌注 

6h、12h、24h、48h、72h的大鼠断头取脑(每组 6只)，取梗塞 

灶周围组织在 l‰的DEPC水中稍作漂洗，立即放入细胞冻 

存管中，液氮中保存备用。 

1．6．2 大鼠脑组织总 RNA的提纯 将冻存大鼠脑组织称 

重，100mg／ml的比例加 Trizol后进行组织匀浆，室温放置 

5rain后按 1／5体积加入氯仿，用力振荡 15s，室温静置 3rain； 

4C 11500r／min，离心 15rain，取上清液，加等体积异丙醇上 

下颠倒数次，室温静置 10min，412 l1500r／min离心 10min， 

弃去上清液；用 75％乙醇洗涤沉淀2次，4℃9150r／min离心 

5rain，用 DEPC水溶解沉淀，并测 OD值后分装 70℃保存。 

1．6．3 RT PCR分析大鼠脑不同时问点VEGF mRNA的 

表达 采用Promega RT PCR一步法成套试剂盒。RT 

PCR反应条件为 94℃，5rain for 1 cycle；94℃，45s；6012 45s； 

72℃ lmin for 25cycles：72℃ 10min for 1 cycle；412 for 1 cy— 

cle。实验时用 p actin作内参。VEGF mRNA、p actin引 

物见表 1。 

表 1 VEGF及 p—actin引物 

Substances primer 

G—actin forward 5’ G C ACT GCCGCA TCC TCT 3’ 

(402bp)reverse 5’ CTC CTG( T GUF(；AT CCA CAT一3。 

VEGF forward 5’一AcCAGCGCA( ATT( GT一3’ 

(436bp)reverse 5’一( (1 ( ( TTG TCA CA 3’ 

采用琼脂糖电泳观察 PCR产物，电泳后的琼脂糖凝胶 

板经凝胶成像处理系统拍摄图象，记录积分光密度值。 

产物的含量=VEGF扩增产物的光密度值 照系统 G 

actin扩增产物的光密度值 ×100％ 

1．7 统计分析 

实验数据以 ±S表示，两组数据之间进行配对 t检验， 

P<0．05为有显著性差异。 

2 结 果 

2．1 HE染色光镜观察 

局灶性脑缺血大鼠于缺血后 6h开始出现典型 

的缺血性神经细胞改变 ，胞体缩小呈三角形 ，胞浆嗜 

伊红，细胞核固缩深染，核仁消失。随再灌注时间的 

延长，病变中心梗死灶扩大，梗死区神经细胞数 目均 

明显减少，可累及尾壳核内侧部及额叶。缺血中心 

区神经元脱失明显，残存细胞多无完整细胞结构，但 

缺血周边区皮层未见明显神经元脱失，以固缩神经 

元为主，在缺血再灌 24-48h为最多，另见血管内皮 

细胞肿胀，血管周围间隙扩大。 

2．2 免疫组织化学染色光镜观察 

假手术对照组大鼠均未见 Ⅵ ( 阳性细胞表 

达。在局灶性脑缺血再灌注早期即有 VEGF的阳 

性表达，随再灌注时间延长，表达逐渐增强，于脑缺 

血再灌注 48h表达最强(与缺血再灌注 6h相比 P< 

0．01)。阳性表达表现为胞浆棕黄色着色明显，主要 

表现在 阳性 表达 的神 经元数量增 加，各时 间点 

VEGF的表达主要集中在梗死灶周围，梗死灶 中心 

仅见少量 Ⅵ GF表达，在对侧非缺血脑组织 自缺血 

6h后开始亦有少量 VEGF表达，但明显少于病灶 
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侧。表达细胞主要为神经胶质细胞，巨噬细胞，其次 

为神经细胞及血管；在缺血再灌注48～72h，在梗死 

灶周围可见 VEGF免疫阳性着色的阻管 VE( 

阳性表达情况见图1、网2。 

图 l 大鼠脑缺血 2h再灌注 6h梗死灶周边 、吓 弱阳性 

表达(×200) 

图2 大鼠脑缺血2h再灌注48h梗死灶周边 VH 强阳性 

表达及VEGF阳性表达的血管[×20e) 

表2 大鼠局灶性脑缺血再灌注后 VF2GF蛋白 

及 VEGFntRNA的表达f ± ) 

分组 鼠数(只) VEGF蛋白 VFGF mRNA 

’P<0 05 compared with isehe~mia reperfusion 6h group 

’ P<0．[11 mm~ edwithi．,mhe~lia reperfusion 6h group 

P<0 I)5∞m【)a with 0ontrol group 

“ P<0 0t LramparedMth control group 

2．3 VEGF mRNA基因表达结果 

经 RT—PCR一步法检测，对照组 VEGF mR— 

NA有基础表达，缺血再灌注在梗死灶周围与对照 

组相比，6h已开始上升(P<0 05)，12h达高峰(P 

<0．叭)，24h开始下降(P<0．05)，48～72h接近正 

常水平，见表2 

3 讨 论 

m管内皮细胞生长因子是一种内皮细胞特异的 

有丝分裂原，可以刺激体内尤其是缺血部位的血管 

形成 。脑血管梗死后，缺血区毛细m管增加的范 

围与程度直接关系到缺血边缘医血流的改善，影响 

神经元生理功能的恢复，从而决定了患者的预 

后 J。有研究发现，VEGF表达 与组织中微血管密 

度及新血管的密度密切相关：VEGF参与了局部梗 

死周边区的微血管形成作用和血液洪应的改善l6J 

在本实验中VEGF阳性表达时间从6h即很明 

显，随再灌注时间的延长，表达逐渐增强，于48h表 

达最强，vEGF表达细胞主要在神经胶质细胞，巨噬 

细胞，其次为神经细胞及血管，这与文献报导一 

致"。 梗死灶周围VEGF表达I；!『_『显多于梗死灶中 

心，造成这种分布上的差异ⅡI能是梗死区神经元受 

损或死亡细胞过多致 VEGF蛋白合成障碍所致 

VEGF nLRNA在缺血周边区的表达 6h即明显增 

加，12h达高峰，24h开始下降，这些结果均证实在 

缺血早期在梗死周边带无论在 mRNA水平还是在 

蛋白水平均有VEGF的表达上凋，其机制可能是缺 

血后缺氧刺激血管内皮细胞使 ＼；EGF表达增高 ， 

亦有认为可能与血脑屏障的功能降低或血脑屏障的 

破坏有关：本实验还观察到，随再灌注时问的延长， 

在梗死灶周围可见VEG~免疫阳性着色的血管，说 

明VEGF可促进血管的增生。总之，VEGF在大鼠 

脑缺血后的梗死周边表达上调，说明其在缺血性脑 

损伤的病理发展和修复过程中发挥着重要作用，其 

能够刺激受累部位血管生成，改善梗死周边区的微 

血管供应和侧支循环，VEGF的这种特异的生物学 

作用为缺血性脑血管病的治疗提供了一个新的思 

路，直接引入外源性 VEGF或间接通过药物或其他 

治疗手段促进VEGF台成及分泌可能有助于缺血 

缺氧组织中微血管的生成从而改善局部血供而挽救 

濒死脑组织，对缺血性脑损伤起保护治疗作用。 
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响细胞有丝分裂，阻断了细胞生长、分裂，延长了细 

胞周期，从而起到抑制细胞增殖作用。FCM 分析还 

发现 Go／G1期前有亚二倍体(凋亡峰)出现，透射电 

镜观察发现药物组细胞胞浆内有脂滴，有凋亡细胞 

及凋亡小体。姜黄素具有诱导 SKOV3细胞凋亡的 

作用，也可抑制细胞增殖。 

表3 SKOV3细胞表达Bcl 2、Bax、MTP53及 Fas的HSCORE得分( ±5) 

细胞凋亡是由多基因调控的主动死亡的过程 ， 

在形态学及生物学特征上明显不同于细胞坏死，是 

维持 自身稳定的一种机制。目前研究证实凋亡异常 

与肿瘤发生发展有极密切的关系，抗肿瘤药物则通 

过诱导细胞凋亡来发挥治疗作用。姜黄素对人早幼 

粒白血病细胞、结直肠癌细胞、人肾癌细胞 293、人 

肝癌细胞 Hep G2等均有诱导凋亡作用l6， 。目前 

发现与凋亡相关的基因表达蛋 白有三类：促进凋亡 

作用的蛋白如 Bax、Fas等，抑制凋亡作用的蛋白如 

Bcl一2、MTP53等，以及在凋亡过程中起协助作用 

的蛋白。我们采用免疫细胞化学法发现，姜黄素诱 

导 SKOV3细胞凋亡的作用与下调 Bcl一2、MTP53 

的表达及上调 Bax、Fas的表达有关。 

总之，通过实验已经证实姜黄素能够抑制人卵 

巢癌细胞株 SKOV3的增殖，这种作用可能是阻滞 

细胞周期及诱导细胞凋亡共同作用的结果。 

(通讯作者：汤为学 重庆医科大学病理生理教 

研 室 400016 EmaiI：TWXYY( sina．corn) 
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