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双下肢远端缺血后适应减轻 SD大鼠脑缺血再灌注损伤 

及相关VEGF、MMP-9表达的影响 

蒲 举 ，姚声涛 z 

(1．南充市中心医院神经内科，南充 637000；2．遵义医学院附属医院脑血管病科，遵义 563003) 

【摘 要】目的：通过建立大鼠大脑中动脉闭塞模型，探讨肢体远端缺血后适应(1imb remote ischemic postconditioning，RIP)对脑 

缺血再灌注损伤(ischemicffre~ rfusion，I／R)的影响。方法：将 98只sD雄性大鼠随机分组，分为3大组：假手术组(n=14)，对照组 

(缺血再灌注模型组，n=42)，RIP组(缺血再灌注+肢体远端缺血后适应组，n=42)，对照组和RIP组根据缺血再灌注之后不同时 

间再次分为 12、24、72 h组，每组各 14只。Longs评分法对其进行评分，HE染色、磁共振弥散加权像计算梗死体积百分比。测定 

缺血半暗带周围血管内皮生长因子 vascular endothelial growth factor，VEGF)、基质金属蛋白酶一9(matrix metalloproteinase一9， 

MMP-一9)表达变化 结果：RIP组大鼠24 h后 Longa评分较对照组有统计学意义( 0．000)、RIP组大鼠HE染色脑梗死百分比 

在l2、24、72 h均较对照组减少，差异有统计学意义( 0．000)。免疫组织化学显示RIP组 12、24、72 h在缺血半暗带周围VEGF 

表达均较对照组高．MMP．．-9表达均低于对照组，差异均有统计学意义(P=-0．000)。结论：RIP减少缺血再灌注后24 h神经功能评 

分，减少梗死体积，具有减轻脑缺血再灌注损伤作用；远端缺血后适应明显增加缺血半暗带 VEGF的表达，减少MMP一9的表 

达，表明RIP的神经保护作用与脑梗死后VEGF、MMP一9表达密切相关。 

【关键词】远端缺血后适应；再灌注损伤；神经功能评分；血管内皮生长因子；基质金属蛋白酶一9 
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Effect of limb remote ischemic post—conditioning on cerebraI 

ischemia-reperfusion injury and expression of VEGF and MMP-9 in SD rats 
，Yao Shengtao： 

(J．Department of Neurology，Nanchong Central Hosphal； 

2．Department ofCerebral Vascular Diseases，the Affiliated Hosphal of Medical College) 

【AbstraetlObjecave：To explore the neuro-protective effect of limb remote ischemic post---conditioning(RIP)on middle cerebral artery 

occlusion(MCAO)after RIP．Methods：Tot~y 98 healthy adult male SD rats were randomly divided into three groups：sham group 

(n=14)，control group(,~=14)and limb remote ischemie post-conditioning group(RIP group，n=14)．After ischemia and reperfusion， 

control group and RIP group were further divided into three subgroups：12，24，72 h groups,．The neuro—protective effects of limb re— 

mote isehemic post-_-conditioning was assessed using Longa way of neurological deficit scores at 12，24，72 h．The percent of cerebral 

infarction volume at each point were also determined in time by HE staining and magnetic resonance imaging．Vascular endothelial 

growth factor(VEGF)and matrix metalloproteinase-9(MMP-9)expression in ischemie penumbra was detected by immunohistochem— 

istry staining．Results：The neurological function scores were decreased in 24 h group than in control group(P=O．000)．The volume of 

cerebral infarction in RIP groups reduced at 12，24，72 h after ischemic compared with that in control group．VEGF expression was 

significantly increased but MMP．一9 expression was significantly decreased in RIP group than in control group(Pl_0．0000；P=O．000)． 

Conclusion：RIP reduces neurological deficit scores at 24 h，decreases percent of infarction volume from 12 h to 72 h after ischemia， 

thus alleviates cerebral ischemia reperfusion injury．Significantly lower expressions of MMP-9 and higher expressions of VEGF after 

MCAO are observed in ischemie penumbra in RIP group，suggesting that decreased MMP-9 and increased VEGF expressions are 
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tightly associated with the neuro-protective effect of RIP．． 
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injury；neurological function scores；vascular endothelial growth 
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Zhao等I—I在 2003年发现缺m后适应。即心肌缺 

m后给予反复多次非致死性血管闭塞，诱导机体产 

生内源性保护作用，对心肌缺血具有减轻缺jfI【再灌 

注损伤作刚。经过十多年的发展，在不同缺血器官 

根据诱导内源性保护机制方法不同衍生 药物后 

适应、远端缺血预适应、远端缺血后适应等概念，其 

中远端缺血后适应是在不损伤原有缺血器官情况 

下，给其他相对耐缺血器官以缺血后适应 ，从而对 

远端器官产生保护作用I ，由于肢体远端缺血后适 

应 (1imb remote ischemic postconditioning，RIP)不损 

伤原有缺血器官，更大可能应用于临床 ，成为研究 

的热点。但针‘对 RIP不同时间点的保护研究较少， 

以及是否影响缺血脑组织尤其是缺血半暗带新生 

微血管的生成、减少脑水肿 、减少血脑屏障破坏来 

保护脑组织尚不清楚。本实验的研究目的是模拟脑 

缺血再灌注损伤，给予 RIP，对再灌注后不同时间点 

进行神经功能评分及计算脑梗死体积百分比，了解 

不同时间段 RIP对缺血再灌注之后脑的影响，以及 

测定大鼠大脑血管内皮生长因子(vascular endothe— 

lial growth factor，VEGF)、基质金属蛋白酶一9(matrix 

metall0p r(】teinase一9，MMP一9)的表达变化 ，了解 RIP 

是否与新生微血管生成和破坏密切相关的 VEGF、 

MMP一9的表达有关 

1 材料与方法 

1．1 买验动物 

清沽级 sprague dawley(SD)雄性大鼠98只(250～300 g)， 

南第 军医大学实验动物中心提供。许可证号：SCXK(渝) 

2012—0005。恒温(25℃)饲养，术前禁食(12 h)不禁饮。 

lI2 试 剂与仪 器 

l0％水合氯醛(遵义医学院附属制剂室)，鱼线(湖北钓 

鱼王公川)，手术 微镜(江西风凰光学集团有限公司)，磁共 

振(GE HDXT)3．0T(美同通用电气公司)，精密电子天秤(北 

京赛多利斯仪器系统有限公司)，多聚甲醛(天津市科密欧化 

学试剂有限公司)，徕卞切片机(LAICA RM2235)，Image—Pro 

Plus 6．0图像分析系统，PH计(雷磁公司)，VEGF多克隆抗体 

(美国abcam公司ab46154)，MMP一9多克隆抗体(武汉博士 

德生物T程有限公司 BA2202)。 

I．3 方法 

1．3．1 动物分组 采川数字表随机分组，将98只sD雄性大 

鼠分为假手术组(n=14，只分离m管)；对照组(缺血再灌注 

组． =42)和 RIP组(缺m再灌注+双下肢远端缺血后适应组， 

，z=42)．对照组和 RIP组根据脑缺血再灌注之后的不同时问 

义分 12、24 h和 72 h组 ，每组各 14只。 

1．3．2 建立大脑中动脉闭塞(middle cel_ebral artery occlusion， 

MCAO)模型 本实验采用线栓法制作大鼠大脑中动脉闭塞 

模型 

1．3．3 远端缺 『仉后适应方法 待 MCAO模型建立 2 h后，提 

前 10 min再次水合氯醛麻醉大鼠．切开双下肢根部皮肤约 

1 cm，分离股动脉，待模型成功后 2 h拔线 ，立即予以动脉夹 

央闭两侧股动脉 10 min，放开 10 rain，重复 3个循环I 1、 

1．3．4 神经功能评分 I~nga评分法I I，将神经功能检查分 5 

个等级：0分：正常．无神经功能损伤 ；1分：左前肢屈肺；2分 ： 

大鼠爬行时，向左侧偏斜，但不倾倒 ；3分：爬行时，大鼠向左 

侧倾倒：4分：有意识障碍。待大鼠麻醉清醒后排除评分为0 

分和 4分的大鼠．． 

1．3．5 磁共振扫描 大鼠分刖在脑缺m后 12、24、72 h行冠 

状位磁共振弥散加权像检查。用图像分析系统计算脑梗死百 

分比，汁算方法和HE染色汁算梗死百分比方法相同。见冈 1。 

2 h 24I1 72 h l2 h 24 h 72}1 

B．RII’组 

大脑弥散加权像 

DW l ofthe brain 

1．3．6 HE染色测定脑梗死百分比 石蜡包坞I、切片之后 ， 

HE染色．数码照相机采集图像．最后经 像分析系统计算脑 

梗死 分比。脑梗死百分比=f无梗死侧大脑半球面积一(梗死 

侧大脑半球面积一梗死面积)，无梗死侧半球面积1 X 100％I I ． 

图 2。 

12 h 24 h 72 h 12 h 24 h 72 h 

A．对照组 B．RIP组 

图 2 大脑 HE染色 

Fig．2 HE staining of the brain 
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1．3．7 免疫组织化学 将选好的玻片放人 60℃温箱中烘干 

1 h：将玻片依次放入二甲苯中脱蜡，梯度酒精、蒸馏水中水 

化、煮沸抗原修复、封闭抗原等处理；然后加入多克隆兔抗 

VEGF(1：100)、MMP一9(1：50)，4℃冰箱过夜；采用 SABC法进 

行免疫组化染色，DAB显色；苏木素复染；从低到高浓度的梯 

度酒精脱水．二甲苯透明；中性树胶封片。免疫组织化学采用 

阳性细胞计数法：在相同组别取2张切片，高倍镜下(400×) 

的缺血半暗带部位随机观察5个不重叠视野，计数阳性细胞 

数均值。 

1．4 统计学处理 

所有数据都用均数4-标准差(x±s)表示．采用SPSS 17．0 

软件进行数据分析．Longa评分及梗死百分比指标为计量资 

料，两因素间的交互作用采用析因分析，免疫组化阳性细胞 

计数比较采用单因素方差分析，如差异有统计学意义。则进 

行两两比较(SNK—q法)。检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 Longa评分 

析因分析结果显示，RIP对不同分组 Longa评分具有统 

计学意义(F=27．328，P=0．000)，不同时间组之间 Longa评分 

也具有统计学意义( 8．682，P=-0．000)，分组与时间差异具有 

统计学意义( 6．974，P=-0．002)，提示分组与不同时间点存在 

交互作用；其中对照组与RIP组对 Longa评分有影响．对照 

组和 RIP组在 12 h(，=3．820，P=0．060)、72 h( 1．260。p= 

0．270)2个时间点Longa评分无统计学差异．在缺血再灌注后 

24 h，RIP组与对照组 Longa评分有统计学差异(F=34．670。雎 

O．o0o)，且 RIP组在 24 h后 Longa评分较对照组24 h降低 

(图 3，表 1)。 

4 

3 

z 

1 

O 

12 24 72 

时间(h) 

a：与 12 h对照组相比，P>O．05；b：与 24h对照组相比，P<O．05； 

c：与 72 h对照组相比，P>O．05 

图3 Longa评分(n=l4， 4-S) 

Fig．3 Longa scores(n=14。x 4-s) 

表 1 神经功能评分结果 fn=14) 

Tab．1 Result of factorial design of neurological dificit scores 

(n=14) 

2．2 梗死 百分 比 

假手术组梗死体积百分比均为0，故排除手术对实验的 

影响。析因分析提示RIP对不同分组梗死百分比具有统计学 

意义(F=338．773．P=-0．ooo)。不同时间组之间梗死百分比也具 

有统计学意义( 18．135，P=0．000)，不同分组与不同时间之 

间不存在交互作用( 2．887，P=-0．062)；其中不同组别即对照 

组与 RIP组对梗死百分比有影响；采用 SPSS 17．0分析比较 

对照组、RIP组，在 l2、24、72 h 3个时间点RIP组与对照组梗 

死体积百分比有统计学差异(P<0．O1)，且RIP组梗死体积百 

分比比对照组梗死体积百分比小，说明远端缺血后适应在大 

鼠脑缺血再灌注后 12、24、72 h可以减少缺血再灌注损伤， 

减少梗死体积(图4，表2)。 

100 

8O 

6o 

鑫40 
20 

O 

12 24 72 

时间(h) 

a ：与 12 h对照组相比，P<0_01Ib：与 24 h对照组相比，P<0．01： 

c：与 72 h对照组相比，P<0．01 

图4 梗死百分比(n=14。i4- 。％ ) 

Fig．4 Percentage of infarction volume(n=1 4， 4-S。％ ) 

表 2 梗死体积百分bb结果(n=14) 

Tab．2 Result of factorial design of the percentage of infarction 

volume(n=14) 

2．3 免疫组织化学 

VEGF在大鼠大脑皮质、海马、梗死周围区的神经细胞、 

胶质细胞及血管内皮细胞内均有表达，MMP一9在胶质细胞、 

内皮细胞、嗜中粒细胞、缺血神经元中表达。在缺血半暗带 

区，假手术组VEGF、MMP～9表达较对照组、RIP组有统计学 

差异(P<0．01)，故排除手术对VEGF、MMP一9的影响；RIP组 

各个时间点 VEGF表达均较对照组相应各时间点明显增加． 

差异具有统计学意义(P<0．05)。RIP组各个时间点MMP一9表 

达较对照组相应各时间点明显减少，具有统计学差异( ．05) 

(表 3，图 5，图 6) 
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B．对照组 (24 h) 

箭头所指是阳悱细胞 

图 5 VEGF表达(400 X) 

Fig．5 Expression of VEGF(400 X) 

A．假手术组 B．对照绀 (24 h) 

箭头所指是阳性细胞 

图6 MMP一9表达(200×) 

Fig．6 Expression of MMP一9(200 X) 

表 3 各组大鼠缺血半暗带 VEGF、MMP一9阳性细胞计数 

(n=l4。x± ) 

Tab．3 Groups of ischem Jc penumbra count with VEGF，MMP-9 

protein positive cells(n=l4iX±S) 

注：a， |-j假 术组比较．P<0．[)I；h：与 1 2 h对照组比较，P<O．0I； ：‘j 

24 h对照组比较，P<0．05；d：与72 h对照组比较，P<O．05 

3 讨 论 

远端肢体缺血后适应减轻脑缺血再灌注损伤， 

具有明 的神经保护作用。远端肢体缺血适应的心 

脏保护作用已被一系列基础研究所证实I I，而脑保 

护的研究为数尚少，本实验从神经功能评分及影像 

学角度评估了远端缺血后适应在缺血再灌注后 l 2、 

24、72 h是否减轻再灌注损伤 ．发现 RIP能有效地 

在 12、24、72 h减少梗死体积百分比，明显减少24 h 

神经功能评分 ．运动功能障碍明显改善 对照组与 

RIP组在 12 h及 72 h神经功能评分未见明显差 

异，分析与 Longa评分侧重于对运动功能的评分。缺 

少对感觉、反射的评分，故 Longa评分不能完全反应 

脑神经功能的变化，从而和梗死体积百分比的结果 

有 入 ， 

远端肢体缺血适应脑保护作州的机制尚不十 

分明确。实验研究显示，远端缺ffIL后适应的保护机 

制可能涉及传入神经通路I I、氧化一内质网应激信 

号通路I I、改变脑【觚流保护脑组织 、诱导白噬一溶酶 

体途径I“『、减少炎性反应I I等。本研究通过检测 SD 

大鼠脑组织缺血再灌注后脑组织 VEGF和 MMP一9 

水平的变化。对远端缺 后适应脑保护作用的机制 

进行了初步探讨。VEGF是现在公认最重要也是最有 

效的一种高度特异性促血管内皮生长的细胞因子， 

直接参与缺血缺氧组织或器官的血管生成。研究发 
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现 VEGF增加了新生脑血管形成、减少脑水肿[13 4】。 

近年来研究认为基质金属蛋白酶，尤其是 MMP一9为 

IV型胶原酶．可降解细胞外基质，在血脑屏障的开 

放机制方面具有更重要的意义[15-iq。本实验研究表 

明，在缺血半暗带区，给予 RIP可增加 VEGF、减少 

MMP一9表达水平，表明RIP的神经保护作用与脑梗 

死后 VEGF、MMP一9表达密切相关，结合相关VEGF、 

MMP一9的相关研究，提示其远端缺血后适应脑保护 

作用是通过破坏血管内皮细胞的作用减少、减少脑 

水肿、减少血脑屏障发挥脑保护作用。 

远端缺血后适应脑保护作用研究有重要的临 

床意义，目前已有研究证实远端肢体缺血后适应对 

于心肌梗死入院前、入院后病人可减轻再灌注损伤、 

缩小梗死面积 ，且可以使用充气式止血带等来实 

现下肢的远端肢体缺血后适应，实现简便、无创、安 

全的干预措施：由于诱导远端缺血后适应是发生在 

缺血后再灌注的起始阶段，加上近年来心脑血管病 

经皮血管内介入治疗技术的开展。均为远端缺血后 

适应在介人手术中提供了较大的可能性，已有相关 

研究证实缺血后适应、远端缺血后适应在心脏介人 

手术中具有保护心肌作用【I8】，而远端缺血后适应对 

急性脑卒中及介入中的应用需要进一步研究。 

本研究证实远端缺血后适应具有改善大鼠脑 

组织缺血再灌注损伤作用，这可能与破坏血管内皮 

细胞的作用、减少脑水肿、减少血脑屏障的破坏有 

关。由于本研究未从可能影响 VEGF、MMP一9信号 

通路的角度阐述RIP可能影响的信号传导途径，以 

及从电镜等角度说明远端缺血后适应对内皮细胞、 

血脑屏障破坏的影响，可在进一步研究中给予完善。 
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