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　　提　要　目的: 研究脑缺血后一氧化氮合酶 ( Nitric Ox ide Syntha se , NOS)表达与细胞凋亡的关系。 方

法: 采用大鼠右侧大脑中动脉闭塞 ( M iddle ce rebral ar tery occlusion, M CAO)模型 ,观察脑梗塞体积、 NOS表

达、细胞凋亡及 NOS抑制剂硝基 -L-精氨酸 ( L-NA )、 NO供体硝普钠 ( SN P)对上述结果的影响。 结果: NOS

表达与缺血再灌流 ( IR)早期细胞凋亡有关 , SNP增加 IR早期细胞凋亡 , L-N A能够抑制 IR早期的细胞凋

亡 ,但使脑梗塞体积增大。 结论: IR早期 NOS表达对细胞凋亡有促进作用。

　　关键词　一氧化氮合酶 ;脑缺血 ;细胞凋亡

　　中图法分类号　 R329. 25; R743. 31

　　近年研究证明细胞凋亡是缺血性脑损伤细胞死亡

方式之一 , NO参与多种组织和细胞的凋亡过程已有

诸多文献报道。但 NO是否在脑缺血性细胞死亡过程

中发挥作用尚不清楚。 本研究通过观察大鼠局灶性脑

缺血后脑梗塞体积、 NOS表达及细胞凋亡的时空分

布 ,对此进行系统研究。

1　材料与方法

1. 1　实验动物分组及用药
　　Wistar大鼠 ,体重 280～ 320 g ,随机分成 IR组 , SNP组 , L-

N A组 ,均于缺血后 30 min再灌流。 每组设缺血前 ( Pr e) , IR30

min, IR6 h, IR24 h, IR4 d共 5个时相点 ,每组每个时相点各 6

只动物。 放入线栓前 30 min和术后 30 min分别经腹腔给药各

一次。 SNP( Sigma公司 )组: 5 mg /kg , L-NA ( Sigma公司 )组: 20

mg /kg。

1. 2　大鼠右侧 MCAO模型的制作
　　参照 Laing等 [1 ]法制作大鼠 MCAO模型 ,线栓直径 0. 2

mm,放入深度为 17～ 18 mm。 以动物清醒后爬行时向左侧转

圈 ,左前肢不能伸展为入组标准。 缺血病灶在预实验阶段经

10%印度墨汁灌注染色证实 ,见图 1。

1. 3　溴化 2, 3, 5-三苯基四氮唑染色 ( TTC)染色

　　大鼠断头取脑 ,经前联合冠状切片 ,层厚 5 mm, 2% T TC

(重庆化玻公司 ) 37℃孵育 60 min,置 4%多聚甲醛中固定 ,计算

体积百分比 [2]。

1. 4　尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸黄递酶 ( N AD-

PHd)组化染色
　　模型同上 , 4%多聚甲醛灌注固定 ,取脑 , 20%蔗糖浸泡过

夜 ,冰冻切片 , 0. 1 M PB漂洗 , 0. 3% TritonX-100的 PBS液孵

育后取出加入含 0. 1 mg /ml硝基四氮唑蓝和 1. 0 mg /ml

N ADPHd的作用液中 , 37℃孵育 45 min,终止染色。

1. 5　末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dU T P切口末端

标记 ( TUN EL)染色

　　灌注固定 ,取脑 ,石蜡包埋 ,经前联合冠状切片厚 6μm ,脱

蜡至水 , 20μg /ml蛋白酶 K 37℃作用 15 min, 0. 3% 甲醇 / H2O2

中室温作用 30 min,浸入 Td T缓冲液中 37℃作用 60 min行细

胞凋亡染色 , DAB显色。

1. 6　神经细胞凋亡比率分析
　　活体断头取脑 ,取前额叶缺血区脑组织约 10 g ,胰蛋白酶

消化 ,梯度离心法制成细胞悬液 ,加入荧光素标记的末端脱氧

核苷酸转移酶 37℃作用 60 min,流式细胞仪测荧光比率。

1. 7　统计学处理
　　采用双因素方差分析。

图 1　右侧大脑中动脉闭塞 24 h

印度墨汁灌注所示脑缺血灶 ,其中白色区域为病灶

Fig 1　 Photograph of rat brain at autopsy af ter 24 h

of right MCAO

The ischemic a rea can 't be stained by Indian Ink
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2　结果

2. 1　 TTC染色

　　梗塞区脑组织呈白色 ,非梗塞区呈红色 ,见图 2;与 IR组相

比 , L-NA和 SNP明显增大脑梗塞体积 ( P < 0. 05)。

图 2　 TTC染色所示脑缺血灶 ,其中白色区域

为病灶 ( IR 6 h )

Fig 2　 Photographs of coronal sections of rat brain re-

moved 6 h after right MCAO and reperfusion.

The infarct area can 't be stained by TTC

2. 2　各组 NADPHd染色见表 1

　　 IR30 min时 NADPHd表达明显增加 , IR 6 h时达高峰 , IR

24 h时有所下降 ,至 IR 4 d时大致与缺血前水平相近 ( P >

0. 05)。L-N A组: N ADPHd表达比 IR组显著减少 ( P < 0. 05) ,

IR 4 d时 , NADPHd水平与 IR组无显著差别 ; SN P组: 各时相

点 NADPHd表达较 IR组显著增多 ( P < 0. 05) , IR 6 h时 ,还

见血管壁有少量着色 ,见图 3, IR 24 h时 ,病灶中心 N ADPHd

表达显著减少 ,甚至低于 IR组 ,但病灶周围血管壁有大量

着色。

表 1*　各组不同时相 NADPHd图像分析结果 (x-± s )

Tab 1* 　 Expression of NADPHd in rat

forebrain(x-± s)

Group n Pre IR 30 min IR 6 h IR 24 h IR 4 d

IR 6 25± 8 99± 9★ 106± 8★ 51± 11★ 25± 6

L-N A 6 22± 4 59± 20★▲ 48± 5★▲ 9± 11★▲ 26± 6

SNP 6 41± 8▲ 126± 16★▲ 143± 23★▲ 6± 9★▲ 0※

* : no t include blo od vessel wa ll staining;※ : occured

tissue necro sis, can′t be stained;★: P < 0. 05 vs

Pre;▲: P < 0. 05 vs IR

2. 3　各组 TUN EL染色结果见表 2

　　缺血前及缺血对侧脑区仅见 0～ 4 /HP TUNEL细胞 ; IR

30 min时缺血区出现大量 TUN EL细胞 ,主要分布在大脑皮层

及纹状体 ,细胞核为圆形或卵圆形 ,大小较一致 ,周边深染 ,中

心浅染 ;随 IR时间延长 , TUN EL细胞分布范围逐渐扩大 ,但

IR后期 C区与 B区阳性细胞形态有差异 , C区表现为多角形

或不规则形 ,均匀深染 ,至 IR 24 h时 ,病灶中心出现坏死灶 ,其

中少量 TUNEL细胞 ,核形态不规则 ,深染。 SNP组 , IR 30 min

至 IR 6 h时 ,病灶中 TUN EL细胞数较 IR组显著增多 ,且 C区

阳性细胞的形态在 IR 6 h时已经发生改变 ,出现多角形和不规

则形的均匀深染的凋亡细胞 ,见图 4;在 IR 24 h至 IR 4 d期

间 , B区阳性细胞数目逐渐增多 ,且分布范围较 IR组大 , C区

阳性细胞数目较 IR组减少 ( P < 0. 05)。 L-N A组: IR 30 min

至 IR 6 h , C区阳性细胞较 IR组显著减少 ( P < 0. 05) , B区阳

性细胞与对照组相比无显著差别 , IR 24 h至 IR 4 d, C区阳性

细胞数目与 IR组相比无显著差别 ,但 B区阳性细胞数目均较

对照组减少 ( P < 0. 05)。

图 3　 SNP组 IR 6 h, NADPHd阳性细胞大量增加 ,

小血管壁有轻度着色

Fig 3　 Increased NADPHd positive cells accompanied

by mild staining of small vessels af ter 6 h of

right MCAO and reperfusion in SNP group

图 4　 SNP组 IR 6 h,病灶中心较早出现坏死 ,并伴有

TUNEL阳性细胞形态改变

( TUNEL染色× 400)

Fig 4　 Cell apoptosis showed by TUNEL staining in

the infarct core of rat after 6 h of right

MCAO and reperfusion　 ( TUN EL× 400)
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表 2　各组 TUNEL染色图像处理结果 (x-± s ,n= 6)

Tab 2　 Apoptotic cells by TUNEL staining (x-± s, n= 6)

Pre IR 30 min IR 6 h IR 24 h IR 4 d

C 0～ 4 172± 12★ 209± 14★ 129± 14★ 77± 6★
IR

B 155± 17★ 131± 13★ 136± 21★ 37± 5★

C 149± 11★▲ 179± 22★▲ 118± 14★ 80± 17★

L-NA
B 127± 25★▲ 123± 12★ 92± 12★▲ 48± 7★

C 210± 24★▲ 244± 27★▲ 78± 17★▲ 12± 8★▲
SN P

B 155± 19★ 174± 4★▲ 129± 16★ 32± 6★▲

★: P < 0. 05 vs Pre;▲: P < 0. 05 vs the same a rea of th e same time point; C: infa rct center; B: infarct boundary

2. 4　各处理因素对细胞荧光比率的变化
　　随着再灌流时间的延长 ,各组凋亡细胞阳性率明显升高 ,

与 IR组相比 , SNP在 IR 6～ 24 h期间明显增加凋亡细胞阳性

率 ( P < 0. 05) , L-N A使凋亡细胞阳性率降低 ,但仅在 IR 24 h

时与 IR组差异显著 ( P < 0. 05)。

3　讨论

3. 1　 NADPHd组化作为 NO S代表的可行性

　　 NOS有神经性、内皮细胞性和巨噬细胞性 3种异

构体 ,均必需还原性 NADPH作为辅酶 ,尽管在嗅上

皮和梨鼻骨区等部位 , N ADPHd表达并不依赖于

NO S[3 ] ,但在神经系统的大脑皮层、纹状体和许多其它

组织中 , NO S和 NADPHd的分布是一致的。因此 ,本

研究采用 NADPHd代表 NOS在脑组织中的存在部

位有很好的可行性。

3. 2　 NO参与 IR后细胞凋亡

　　近来研究发现 , NO参与多种细胞的凋亡过程 ,

NO S抑制剂如 L-N A, NMM A,地塞米松等除了抑制

NO S的表达外 ,还能抑制 NO诱导的细胞凋亡作用 ,

NO供体 SN P能增强上述作用 [ 4]。但另一些作者认为

NO及其供体能抑制细胞凋亡 ,如由人的 B淋巴细胞

生成的 NO能够抑制凋亡和 EB病毒在人体中的再活

化 [5 ] ;破坏了 IFN-γ受体 A链基因的小鼠由于 NO生

成减少 ,对抗 CD3抗体引起的疾病综合征更为敏

感
[6 ]
。 NO与神经细胞凋亡之间的关系尚不明确 ,有作

者发现 NO能诱导培养的皮层神经元凋亡 [1 ]。 但

Mitrovic等
[8 ]用不同浓度的 NO孵育胶质细胞 ,发现

NO引起少突胶质细胞的坏死而非凋亡 ,而小胶质细

胞和星形细胞的 DNA和细胞器均保持完整。

　　本研究发现 , IR 30 min时 , N ADPHd阳性细胞大

量增加 ,此时脑缺血区已有细胞凋亡 , IR 30 min至 24

h, N ADPHd阳性细胞进一步增加 , T UN EL阳性细胞

亦进一步增加 ; SN P增加 NOS表达 ,并增加 IR早期

细胞凋亡 ,说明 NO参与了 IR后神经细胞的凋亡过

程 , L-N A尽管在 IR早期增加脑梗塞体积 ,但明显抑

制 NO S活性 ,并抑制 IR早期的细胞凋亡 ,说明抑制

NO S的活性可在 IR早期减轻细胞凋亡 ,上述结果均

证明 NO参与了脑缺血和 IR早期脑细胞的凋亡过程。

　　 L-N A增加脑梗塞体积 ,与许多报道一致 [9 ]。其机

制为: ① NO具有扩血管作用 ,抑制 NO生成减少了

rCBF;② NO抑制血小板的聚集 ,减少缺血区微血栓

的形成 ;③ NO能调节几种递质的释放 ,而这些递质中

有的能拮抗 L-谷氨酸的神经毒性 ;④ NO与 ET-1互

相作用调节血管舒缩 ,使用 L-N A后脑组织中 ET-1

含量明显增多。

3. 3　 NO参与脑缺血后细胞凋亡的可能机制

　　 NO S在体内有 cNO S和 iNO S两种存在方式 ,

cNOS主要表达于神经元 ,血管内皮细胞和平滑肌细

胞 ,该酶属 Ca
2+ 和钙调素依赖蛋白 ,激活时立即合成

释放 NO,主要参与信使调控、扩血管等功能 ,正常情

况下具有脑保护作用 ,在大量生成时具有细胞毒性 ; i-

NO S主要存在于胶质细胞、中性白细胞和巨噬细胞 ,

为非钙依赖性酶 ,生理条件下 iNOS活性可忽略不计 ,

其诱导激活约需 4～ 6 h,一旦激活则大量合成 NO,且

持续时间长 ,其合成释放的 NO是造成组织损伤的主

要原因
[10 ]
。在我们的研究中 , NO对脑缺血后早期细胞

凋亡的作用可能与脑缺血后该期 cNO S的大量表达有

关。血管内皮细胞可表达 cNOS和 iNO S,我们发现 ,

SN P使 IR 24 h后血管壁 NO S表达明显增加 ,说明

SN P除使 IR早期 cNOS表达增加外 ,还使 IR晚期 i-

NO S的表达增加 ,且后者可能是其主要作用。由于 iN-

O S表达生成的 NO持续时间长 ,是组织损伤的主要形

式 ,因此 ,该长时间的严重损伤也可能为 IR后期病灶

中心出现以坏死而非凋亡为主的原因之一。这与 Bon-

foco等
[11 ]
得出“就同一种损伤因素而言 ,决定细胞是

凋亡还是坏死取决于损伤因素的严重程度”的结论相

一致。 SN P增加脑梗塞体积亦可能与此有关 ,使用

SN P后系统血压下降减少脑灌注使脑梗塞体积增加

是否为脑梗塞体积增大的原因之一 ,还需要进一步研究。
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　　至于 NO与 IR后期 ( IR 24 h至 4 d)细胞凋亡的

关系 ,从本研究的结果看 ,此时 , N ADPHd细胞明显减

少 ,但组织中凋亡细胞仍较明显 , FCM测定显示细胞

凋亡荧光率明显升高 ,其原因可能为: ① NO生成和

NO S的表达均为一短暂过程 ,而在短时间内已发生凋

亡的细胞不能恢复 ;② NADPHd阳性细胞是 3种

NO S阳性细胞的总和 ,而本研究所示之细胞凋亡与

nNO S关系较密切 ;③细胞凋亡与许多因素有关 ,除

NO外 , Ca
2+ ,兴奋性氨基酸等均与脑缺血后细胞凋亡

有关 ,在不能肯定 NO起主要作用的情况下 ,探讨 NO

与细胞凋亡的关系较为困难 ;④ FCM所测定的凋亡细

胞阳性率是样本中凋亡细胞的总和 ,而 NADPHd阳

性细胞数系图像分析所得的某一局部区域细胞数。
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Study of the relationship between the quantity of nitric oxide and neu-

ronal apoptosis after focal cerebral ischemia in rats
 

Shi Shugui, Shao Shuqin, Chen Kangning ( Depar tment o f Neurolog y, Southwest Hospital, Third Milita ry Medical Univ er-

sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To study the r elationship be tween the quantity of nit ric o xide (in te rm o f the ex-

pression of NO synthase ) and neuronal apopto sis af ter fo cal cerebra l ischemia. Methods: Fo ca l cerebra l is-

chemia was induced in adult w ista r ra ts by lig ating the right middle cerebra l ar tery . The a rea of brain infa rct

wa s measured with T TC staining. NO synthase ( NOS) w as dete rmined w ith N ADPHd histochemistr y. Neu-

rona l apoptosis was measured with TUN EL technique and the pr opo rtion o f apopto tic neur ons w ith FCM.

Resul ts: Th e number o f NADPHd positiv e cells wa s positiv ely co rr ela ted to th e number o f apopto tic neurons

in the ear ly stage. SNP, a dono r o f NO , incr ea sed not only the numbe r of NOS expressing cells but also the

propo r tion o f TUNEL positiv e cells 30 minutes to 6 hours after r epe rfusion. L-N A, an inhibito r of NOS, de-

creased th e number o f NOS expressing cells and th e apopto tic neurons but enlar ged the area o f infarc t. Con -

clusion: NO may be invo lv ed to neuronal apopto sis in the ea rly stag e afte r the onset o f focal cerebral ischemi-

a.

　　 Key words　 nitric o xide syntha se; cerebra l ischemia; apoptosis; ra t
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