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急性脑缺血时大鼠大脑皮质内血管活性肠肚含 t的变化

王正品
`

蔡文琴 (组胚教研室 )

彭 英 刘兴材 (新桥医院 神经内科 )

祖 典 木实验用阻断大鼠双侧椎动脉及双侧颈总动脉血流的方法
,

造成大鼠大脑完全 性缺

血
。

用放射免疫测定方法分析缺血后 10 m in 至 60 m in 各时相组动物大脑皮质内血管活性肠肚含量的

变化
。

结果发现缺血各时相组动物皮质内血管活性肠肤明显低于对照组 ( P < 。 .

0 1)
。

作者 对 血

管活性肠肤在脑内的分布
、

代谢和在缺血时含量降低的可能机制及其意义做了讨论
。

关悦词 大脑皮质 , 脑缺血 , 血管活性肠肤 , 放射免疫测定

脑血管疾病是死亡率最高的疾病之一
,

共 中5 6
.

6一 8 0
.

0 %是缺血性脑血管病 ( ` )( “ )
。

因此
,

防治本病 已成为各国医务工作者研究

的 课题
。

近年来 已开展脑缺血时脑 内神经肤

的研究
,

成为该领域中的新课题
。

已有实验证

实
,

在缺血性脑病
,
!
`阿片肤含量增加

,

用其

受休阻断剂纳络酮治疗病人
,

获得了一定疗

效
。

因此推测阿片肤参与了脑缺血的神经损

害机击l」( 3 ) ( 4 )
。

血 爷 活 性 肠 肤 ( V a s o a e t i v e

I二 t e s t i血 1 p e p t id e ; V l l
,
) 是脑 rA] 重要 的血

竹活性物质之一 ( ” )
。

在急性脑缺血时
,

V IP

在大脑皮质 中含量变化未见有报告
。

木文利

用急性脑缺血的大鼠模型
,

对大 脑 皮 质 内

V I P的含量做了放射免疫 ( RI A ) 的分 析
。

以探讨大脑皮质缺血性损伤与 VI P的关 系
。

材 料 和 方 法

一
、

大 鼠急性脑缺血模型

取W i
s t a r

大白鼠 6 0只
,

雌雄不分
。

体重为 1 6 0

~ 22 09
。

随机分为对照组和缺血组 (表 1 )
。

缺血

组按 P u l s i n e l l i方法
` e ’ : ( i ) 阻断颈动脉血 流

:

乙醚麻醉大鼠
,

颈部正中线切 口
,

游离双侧颈总动

脉
,

用手术线分别环双侧颈动脉扣一松结
,

线端留

在伤 !通外
,

缝合伤口
。

动物士 2h4 后完全清 醒
,

再

牵拉线头阻断双侧须总动脉血流
。

(幻阻断椎动脉血

流
:

麻醉动物
, 一

广枕骨下第 1
、

2 须椎 正 中 线 切

口
,

分离朋肉显露第一椎体
,

用电烙针 (直 径 0
。

5

。 二 ) 插入翼孔
,

烧灼椎动脉
,

中断血流 (双 侧阻

断 )
。

( 3 ) 脑电图记录
。

另 10 只大鼠做假手木
,

为对照组
。

二
、

样品制备

按表 1 动物分组取材
。

将大佩快速断 头
,

剪 开

顶颅
,

取出大脑
,

置于沸生理盐水 中 煮 4 m i助 然

后剥离双侧大脑皮质
,

称重
。

加 。 .

I N盐酸 3 m l
,

于玻璃匀浆器中匀浆
。

用 I N N a o H 0
.

3 m l
,

0
.

; 也扩

磷酸盐缓冲液。 .

7m喻入匀浆液中
,

最 后加 P E LH

缓冲液补至 s m l
。

3
.

3 x 1 L“ 名离心 20 m in
,

取 上清液

置于
一

40 七冰箱中待测定
。

三
、 F J A方 法的 建立 ( 7 )及样品测 定

改良氯胺 T 法制备 碘 标 v I P, 用 eS p
一

P“ k c1 8

柱 ( W
a t e r s产 )纯化碘标 V I P

,

碘标 V l p 的放射性

强度为 13 1卜 C i,/ 卜 g
,

与V I P抗血 清的最大结 合率为

85
,

2 % ( B / T )
。

V 工P抗血清工作浓度 1 / 26 00 0,

结合率 ` 0
.

1% ( B / T )
,

亲和 常数 魂
。

5 2 x 工c . L / M
。

常规 R IA 加样
,

取样品 10 “ 协l/ 管
,

件样 品测 定
。

2 % 膜包活性炭分离 B 与 F
。

制做标准曲线
,

查出

测定值
,

换算成每克湿组织 g( w t ) 中 V I P 的含

量
。

将对照组测定值与缺血各组测定值进行单因素

方差分析
,

并做显著性检验
。

结 果

一
、

脑 缺血动物的表现

阻断椎动脉血流的清醒动物无异常表现
。

同时

结扎双侧颈总动脉后
,

大多数动物 (约 75 % ) 在 15

一3 05 内失去反应能力
,

安 静 平 卧
,

无 翻 转 等 动

作
。

少数动物 (2 5 % ) 作 1
、

2 次跳翻后
,

其中部

分动物卧倒
,

处于 昏睡状态
,

另一部分动物表现持

续性单肢或四肢抽动
,

呼吸不平稳
。

缺 血 3 m in

后
,

动物陆续因呼吸衰竭死亡
。

绝大多数动物于缺

血 90 m 恤内死亡 (室温 30 一 33 ℃ )
。

对照组动物无少

述表现
。

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1989. 05. 010



3 5 6

脑电图波幅降低
,

浸波增多
。

二
、

缺血时 大脑皮质 内V IP 含量的 变化

缺血各时相组大鼠大脑皮质内V IP 的
.

含量与

对照组相比较
,

均有非常显著的降低 ( P < o
。 。 1)

。

而缺血后各时相组之间V工P含量的差异无统计学念

义 ( P > O
。

0 5 )
。

结果见表 1 :

表 1 急性脑缺血时大 鼠大脑皮质内V IP 的含量 变化

组 别二 测定样本数 (N ) 又士 S蓄 ( n g / g w t) 范 ha
( n g / g w t )

P位

对照组

缺
r

缺血 10
,
组

血 !缺血 20
,

组

组 …缺血
3 01 组

! 缺 :饥60
,

组

18
,

5士 2
.

4 0

9
。

4士 1
。
了3

8
.

9士 O
。

7 3

5
,

0士 1
.

2 6

`

马
。

2士 1
0

5 8

1 2
。

6 ae 2 9
。

7

2
。

4 wt 1 6
一

0

6
。

0 ~ 1 1
。

0

3
。

o wt g
。

8

4
。

2 or 1 7
,

5

P < 0
。

0 1

P < 0
。

0 1

P < 0
。

0 1

P < 0
。

0 1

.

P值为缺血各时相组
` J付舜组

;则定值统计检验结果
。

而缺血各组之间的差异无统计学意 义 ( P ) 。 . 。 : )
。

“ 按统计学方法随仁! L分组
。

讨 论

本实验脑缺血动物采 用 P ul is lle ill 的方

法
, 、

阻断大鼠双侧椎动脉和双侧颈总动脉
,

使脑部血供完全中断
。

缺血后动物的反应及

表 现 与 P
o

ils 此 i11 的结果相一致
。

脑电图波

幅降低
,

慢波增多
。

为全脑的完全性脑缺血

表现
。

对于大鼠大脑皮质内V IP的形态分 布
,

代谢特征和作用方式
,

已有较多的报告间 ( s)

s() :
免疫细胞化学证实在大鼠脑皮质各层均

有丰富的V I P能搜经元
,

亚一 W层的v lP 能神

经细胞数约占皮质细胞数的 1 % , 在每 1个

皮质细胞柱中至少有 1个以上的V IP 能 神经

元分布
,

即柱状分布 ( C ol u m o ar D is tr ib ` -

it on )
,

皮质内V IP 能神经元突起主要 向 皮

质 I 层投射
,

在 亚一 F 层中以末 梢 纤 维 为

主
。

软脑膜血管周形成 V IP 能神经丛
。

电镜

下观察
,

V I P反应物主要沉积于清亮突触小

泡及大颗粒囊泡中
。

放免测定及生化分析
,

大鼠中枢神经内

yI P含量以大脑皮质为最高
。

并证 实V IP 合

成于 V IP 能神经胞体
,

经轴突 运 至 神 经 末

梢
,

在突触小泡中浓度最高
。

在体或离体条

件卞
,

电刺激或去极化药物均可致神经末梢

释放V IP
。

释放的V工P被脑组织中V IP
一

蛋 白

水解酶降解
,

半衰期 1 ~ 2 m in
。

V IP 通过

与特异受体结合并激活腺昔酸环化酶
,

使细

胞内。 一 A M P浓度增高
,

从而调节该 细 胞 的

功能
。

因此
,

V IP 在中枢神经系统内为一 典型

的神经递质
。

缺血 10 m in 以后
,

大鼠大脑皮质 内
.

V IP

明显低于对照织
,

其机制和意义有待深入探

讨
。

将 V IP在大脑皮质的分布
、

代谢和 功能

特征与脑缺血后的病理变化结合分析
,

V IP

降低可能具有两方面的原因
: ( 1 ) 皮质内

V IP 能神经元合成V IP 的能力降低或 丧 失
.

脑缺血后
,

脑细胞代谢机能沛碍
,

从 至 死

亡
,

此时 V IP 的合成减少或停 止
。

( 2 )
、

V I P的释放增加
。

有资料 ill 实
,

肪;凡七爪时儿

茶酚胺类物质大量释放 入 lJ’
l
l
二

和 t]JJ] r犷液内
,

使

血和脑脊液中含量增加
,

而 iil}J 组织中含址减

低 (` 。 )
。

所以
,

我们初步推测脑组织中V IP 的

降低可能和儿茶酚胺类物质有着 类 似 的 机

制
。

缺血后脑组织中V IP 降低可能有 如下意

义
:

( 1 ) 在大脑皮质
,

每一皮质细胞柱中

均有V IP 能神经元分布
,

V IP 能神经元 作 为

成分之一参与了皮质整体神经反射活动
。

块
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血后 V IP 能神经元代谢障碍
,

V IP 耗竭
,

可

出现相应的机能障碍
。

.

可能为缺 血后皮质机

能障碍的原因之一
。

( 2 ) V IP 是脑内 的血
管扩张违质

`叶 ,

缺血后.yJ 称降低
,

可 能为缺

血后脑血竹机能失调不可忽视的原因
。

( 3)

纳络酮治疗脑缺血
,

可以改祷症状
。

1犯作用

机制除了有阻断阿片肤受休作川 外
,

现 i人为

主要是纳络酮增加缺血部位脑细 饱 代 谢 活

动
,

而改善症状 (` ’ )
。

不少实验 已 试
`

七 Vl l
,

脑内局部注射
,

可增 加脑细胞代谢活动
,

增

加对葡萄糖的利用率
`” )

。

缺血后 V I P 含最降

低
,

亦可能是脑细胞 代谢紊乱的因素之一
。

由于脑内神经递质种类繁 多
,

明确脑缺

血后脑内多种递质的变化规律和作用机制
,

对脑血管疾病的防治可能有垂要意义
。
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