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灯盏花制剂减轻大鼠脑缺血再灌流损害的作用
`

史树贵” 邵淑琴 陈康宁 (第三军医 大学附属西南医 院神 经内科 ) 重 庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

观察灯盏花制剂对大 鼠脑缺血再 灌流损害的作用
。

方法
:

选用 W i s at
r
大 鼠

,

制作 大脑中

动脉闭塞 (M C A O )脑缺血再灌 流 ( lR )模 型
,

观察云 南灯盏花制剂对大 鼠 M C A O 后不 同时相脑梗 塞体积
、

一

氧化氮 (N O )表达及对 细胞 凋亡的作用
。

结果
:

使用灯盏花制剂后脑梗塞体积小
,

细胞凋亡数下 降
,

尼 克酞胺

嗦吟二核昔酸磷酸黄递酶 ( N A D P H d) 表达无 明 显改变
。

结论
:

灯盏花制剂对脑 缺血有效
,

其作用可能 与增 加

局部脑血流量 (r C B F ) 和神经元对 N O 毒性 的耐受性有关
。
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兴奋性氨基酸参与脑缺血后细胞损伤过程已被认

可
,

谷 氨 酸 ( G lu ) 通 过谷 氨酸 受体 ( G lu R ) 起 作 用
,

G lu R 分两种亚 型
:

亲代谢性谷 氨酸受体 ( m G lu R )和

亲离子性谷氨酸受体 ( iG lu R )
,

iG lu R 主要介导谷氨酸

的 毒性 作 用
,

而 m G lu R 可 通 过 几 种 信 号 途 径 如

e A M P
、

蛋 白激酶 C ( P r o t e i n k i n a s e C
,

P K C )
、

肌醇磷

酸化
、

离子超载和磷脂 D 等对细胞起保护作用
。

本研

究 观 察 了 大 鼠大 脑 中 动 脉 闭 塞 ( M id d l c c e r e b r a l

a r t e r y o e c l u s i o n ,

M C A O )后 p K C 的非竞争性抑制剂

云 南 灯 盏 花 ( E ir g e

。
、 b er 。八。 P “ 、 H a n d

一

M a z z ,

E b H M ) 注射液 lj[ 对尼克酸胺嗦吟二核昔酸磷酸黄递

酶 ( N A D P H d) 表达和细胞凋亡的影响
。

材料与方法

1
.

4 末端 脱氧核菩酸转移酶介导的 d U T P 切 口 末端

标记 ( T U N IE
J

)染色观察大鼠 M C A O 后细胞凋亡

灌注 固定
,

取脑
,

石蜡包埋
,

经前联合冠状切片厚 6 产m
,

脱

蜡至水
,

2 0 2 , g / m l 蛋白酶 K 3 7 C 作 用 1 5 m i n ,
0

.

3肠甲醇 / H Z O Z

中室温作用 3 0 m in
,
T d T 缓 冲液 3 7 ℃作用 6 0 m in 行细胞 凋亡

染 色
,

D A B 显色 [ 5〕
。

1
.

5 神经 细胞凋亡 荧光率分析

活体 断头 取脑
,

取前 额叶缺血 区脑 组织 10 9
,

胰 蛋 白酶 消

化后采用梯度离 心法制 成脑 细胞悬液
,

加人荧光素标 记的末端

脱 氧核昔酸转移酶 3 7 C 作用 6 0 n l i n ,

1 5 0 O r
/ m in 离心 1 0 m i n ,

弃上清
,

加 l m l R P M l l 6 4 。 培养 液摇匀
,

流式 细胞仪测定荧光

比率
。

1
.

6 结果分析

采用双因 素方差分析和 CM I A S O07 图像分析 系统处理
。
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1 动 物模型的建立

W i s t a r
大 鼠

,

体 重 2 5 0 9 一 3 0 0 9
,

随机 分成 假手 术组
,

I R

组
,

治疗组
,

缺血后 3 0 m in 再灌流
,

设缺血前 ( P r e)
,

脑缺血再灌

流组 ( I R ) 3 0 m in
,

IR 6 h
,

I R Z吐 h
,

I R 4 d 共 5 个 时相点
;
灯盏

花制剂按 每公斤体重 黄酮昔 27 m g 腹腔 给药
,

插人线 栓前 3 0

m in 和再 灌流后 30 m in 各一次
。

参照 f
_

ia n g 等图 法制 做大 鼠

M C A O 模 型
,

线栓直径 0
.

2 m m
。

以清醒后左前肢不能伸展
,

爬

行时 向左侧划圈为人选标准
。

1
.

2 T T C 染色观察大鼠 M C 八0 后脑梗塞体积

大 鼠断头取 脑
,

经 前联 合冠状 切 片
,

层 厚 Z m m
,

2 % T T C

37 C 孵育 6 0 m in
,

4% 多聚 甲醛 固定
,

按 李敬诚等川 方法计算体

积百分比
。

1
.

3 N A D P H d 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
,

冰冻切片厚 2 0 拜m
,

P B S 漂 洗
,

0
.

3 % T r l t o r 1 X
一
l ( ) o 孵 育 3 。

m i n ,

加人 含 0
.

1 m g / m l N B T 和 2
.

0 m g / m l N A D p H d 的作用

液 中
,

3 7
`

C 孵育 45 m in
,

终止染色川
。

2 结果

2
.

1 T T C 染色

梗 塞 区脑呈 白色
,

非梗 塞 区呈 红色
,

经 处理 结果见表 l
。

表 1 T T C 染色所 示脑梗 塞体积 阮士
: )

T a b 1 C e r e b r a l i n f a r e t v o l u
m

e ( % ) b y T T C s t a i n i n g 临士
: )

30 m l n 6 1
1

2 4 h

IR

E b HM

1 1
.

0 4士 2
.

20

1 1
.

5 6士 3
.

34

1 9
.

18士 2
,

9 8
’

2 4
.

5 6士 5
.

5 5
.

1 9
.

6 8士 1
.

9 7
’

1 7
.

7 4士 4
.

7 0
协

△ 2 0
.

1 6士 1
.

0 1
.

△ 1 8
.

5 3士 2
.

0 7
.

二 :
P < 0

.

0 5 : 5 I R 3 0 m in g r o u p ; △
:
P < 0

.

0 5 v s I R g r o u P

随着灌流 时间延长
,

缺血 灶不 断扩大
,

治疗 组 随再灌流 时

间延长
,

缺血灶 扩大不 如 IR 组明显
,

且 在 IR 6 h ~ 24 h 时与 IR

组同时相点相比显著减 小
;
但 I R 4 d 时脑 梗塞体 积与 I R 组差

别不 明显
。

2
.

2 N A I ) P H d 组化染 色
,

见表 2

I R 3 o m i n
时

,

N A D P H d 表达增 加
,

I R 6 h 达高 峰
,

I R 2 4 h
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.
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最近发现凋亡也是脑缺血后细胞死亡的方式
。

凋亡细

胞形态上皱缩
,

致密
,

早期染色质边聚
,

晚期染色质凝

集 和 固缩
。

尽 管 有 报 告 说 细 胞 坏 死 时 也 可 出 现

T U N E I
J

阳性反应
,

但多数作者仍然认为 T U N IE
J

染

色是一种相对特异的识别细胞凋亡的方法
。

我们研究发现
,

灯盏花制剂不仅可减小脑梗塞体

积
,

而且 T U N IE
J

法和流式细胞仪检测均发现其抑制

I R 30 m in ~ I R 4 d 期 间的细胞凋亡
,

尽管我们对其作

用机制缺乏彻底研究
,

但参考国外文献
,

我们认为灯盏

花制 剂对 I R 后 细胞 凋 亡 的抑 制 作用 可 能 与影 响

m G lu R 通路的作用有关 sj[
。

该通路中
,

在缺血缺氧和

N O 毒性 的条件下
,

神经元的激活需要彻底抑制 P K C

活性
、

激活 P K A 并保持钙的稳态 sj[
。

J 0 0 F 等川也发现

抑制 P K C 活 性能够减轻局部缺血时的脑水肿并使脑

梗塞体积缩小
。

我们的结果与上述研究相一致
。

其原

因可能与抑制 P K C 活性增加 了细胞对 N O 毒性 的耐

受性有关
。

3
.

4 灯盏花制 剂产生上述作用 的机制

本研究发现
,

灯盏花制剂不能影 响 I R 后神经细

胞 N O S 的表达
,

但可在缺血早期增加血管壁 N O S 的

表达
,

减少 I R 后脑梗塞体积并抑制细胞凋亡
。

其机制

可能为
:

①通过抑制 P K C 活性
,

缓解血管收缩从而增

加脑组织 r C B F 减轻脑组织损伤 ; ②通过增加 内皮性

N O S 表达使血管扩张而增加
r C B F ;③抑制 P K C 活性

使神经细胞对 N O 毒性的耐受性增加 ;④是否作用于

P K C 信号途径的其它部位尚需进一步研究
。

酶 C 的抑制作用
.
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