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家兔脑缺血再灌注损伤后边缘系统一氧化氮合酶

活性的变化及血塞通对其变化的影响
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摘
!

要!为了研究家兔脑缺血再灌注损伤后边缘系统一氧化氮合酶"

'()

#活性的变化及血塞通对其活性变化的影

响!探讨血塞通对全脑缺血家兔的脑保护作用%选取
*

月龄哈白兔
+*

只!体质量"

$,%%-$,%

#

.

!随机分为脑缺血

治疗组&脑缺血未治疗组和对照组
*

组!手术建立家兔全脑缺血模型!应用生化检测技术测定脑缺血再灌注后不同

时间边缘系统
'()

活性变化及血塞通对其活性的影响%结果表明!边缘系统内
'()

活性在脑缺血再灌注
"/

后

开始升高!

+/

达到高峰!随后逐渐下降!

"0

!

1+/

活性持续下降!

$"%/

后恢复至正常水平'脑缺血治疗组下降幅度

大&速度快!在
1+/

即恢复至正常水平%缺血治疗组和正常对照组
'()

的活性极显著低于缺血未治疗组"

.

#

%2%$

#%结果提示!血塞通可以通过减弱
'()

活性进而维持
'(

的生理含量!对全脑缺血再灌注损伤家兔有明显

的脑保护作用%

关键词!血塞通'缺血再灌注'边缘系统'一氧化氮合酶活性
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!!

边缘系统"

;:8S:?C

B

CPE8

!

K)

#是中枢神经系统

最重要的组成部分!由大脑皮质边缘叶&附近的皮质

"海马等#以及有关的皮质下结构"下丘脑&丘脑前

核&内侧核&中脑被盖内侧区等#组成!其解剖&生理

结构都较复杂(

$

)

%

K)

内部互相连接同时与神经系

统其他部分也有广泛的联系!参与感觉&内脏活动和

机体内环境的调节!完成整合运动&个体生存&种族

延续!并与精神&情感&睡眠与苏醒&学习&记忆特别

是长期记忆等高级神经活动密切相关(

"!*

)

%其复杂

的解剖结构与广泛的生理功能引起了神经生理学&

神经病理学&精神病学&心理学等学科工作者们的高

度重视!近
"%

多年来人们对它进行了较多的研究%

一氧化氮"

':PO:?@A:DE

!

'(

#在体内作为一种

重要的信使分子和效应分子!具有强烈的舒张血管&

抗血小板聚集及抑制中性白细胞聚集和黏附作用!

并且在神经系统的发育!介导神经传递!特别是对于

神经元突触的重塑和神经网络的建立具有重要的作

用(

0

)

%机体内的
'(

是由一氧化氮合酶"

':PO:?@A!

:DEC

B

>P/9CE

!

'()

#催化
K!

精氨酸"

4O

.

#而生成的!

'(

的含量与
'()

的活性呈正相关%

'()

有
*

种

类型$即神经元型"

>'()

#&内皮型"

E'()

#和诱导

型"

:'()

#%因此!对
'()

活性的测定是深入研究

'(

病理生理作用的重要环节%近年研究发现!

'(

在脑缺血损害中发挥重要作用(

,

)

!而血塞通的有效

成分三七总皂苷 "

X9>9A>@P@

.

:>CE>

.

C9

U

@>:>C

!

X')

#对脑缺血损伤有明显的保护作用(

+!#

)

!但是

X')

是否对脑缺血再灌注后脑组织中
'()

活性有

影响以及在家兔脑缺血再灌注情况下!系统&多时相

的研究分析脑组织中
'(

含量及
'()

活性变化规

律均未见报道%本文在建立家兔全脑缺血模型的基

础上!通过测定脑缺血再灌注不同时间后边缘系统

中边缘叶&海马&下丘脑
'()

活性的变化!观察血

塞通对其变化的影响!揭示
'(

*

'()

在脑缺血再

灌注损伤中的变化规律!探讨血塞通对全脑缺血的

脑保护作用及机制!为神经生理学&病理学等研究提

供科学依据%

#

!

材料与方法

#K#

!

试验材料

$3$3$

!

试验动物
!!

选择健康哈白兔
+*

只!

*

月

龄左右!体质量"

$,%%-$,%

#

.

!雌雄不拘!由泰安市

北集坡种兔场提供%

$3$3"

!

药物与主要试剂
!!

血塞通注射液"主要成

分三七总皂甙"

X')

#!由昆明兴中制药有限责任公

司生产#'一氧化氮合酶活性测试盒"分型#!购自南

京建成生物工程研究所"批号$

"%%&$$$0

#%

#K!

!

动物分组及手术造模

健康哈白兔
+*

只!随机分为脑缺血治疗组&脑

缺血未治疗组&正常对照组
*

组!每组
"$

只%试验

家兔用
"%Y

速眠新注射液"

%3"

!

%3*8K

+

Z

.

[$

#麻

醉!然后将其固定于兔用手术台上!术部除毛!碘酊&

酒精消毒!于颈部正中切口!分离双侧颈总动脉!用

无创微动脉夹夹闭双侧颈总动脉
"/

!此为缺血期'

然后撤去双侧动脉夹!缝合切口!分别灌注
"

&

+

&

"0

&

0&

&

#"

&

1+

和
$"%/

!即恢复供血形成再灌流%治疗

组手术前
*D

!根据试验兔体质量!每天腹腔注射血

塞通注射液
$%8

.

+

Z

.

[$

!术后每隔
"0/

注射药物

$

次'未治疗组采用与治疗组相同的手术!但手术前

和再灌注相同时间后注射同体积的生理盐水'对照

组只切开皮肤!不阻断血流%试验流程科学有序!手

术时间&注射给药时间和取材时间都进行了严格的

确定!保证整个手术过程的完整一致%

#K%

!

脑组织取材及处理

缺血再灌注完成后行颈动脉放血处死!迅速割

头取出完整脑组织!分别取边缘叶&海马&下丘脑
*

部分!电子天平称重!低温研磨后加冰生理盐水!制

备
$%% 8

.

+

8K

[$的脑组织匀浆!

0 \

下
*%%%

O

+

8:>

[$离心
$,8:>

!取上清液分装并置
["%\

冷

藏备用%

#K$

!

一氧化氮合酶活性的测定

采用南京建成生物工程研究所一氧化氮合酶活

性测试盒"分型#!应用
M]!"&%%

型分光光度计测定

脑组织中
'()

的活性%

#KL

!

统计学处理

所得数据以均值
-

标准差"

$

=

>

:

#表示!采用

)4)13$*

统计软件包进行统计学分析!组间比较采

用单因素方差分析"

@>E!T9

B

4'(]4

#%

!

!

结
!

果

各组结果见下列各图%

结果显示!整体趋势为边缘系统各脑区
'()

活性在脑缺血再灌注
"/

后开始升高!

+/

达到高

*$*$
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脑缺血再灌注时间点*
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图
#

!

血塞通对家兔脑缺血再灌注后边缘叶
67C

活性的

影响

M(

?

K#
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脑缺血再灌注时间点*
/
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图
!

!

血塞通对家兔脑缺血再灌注后海马
67C

活性的影响

M(

?

K!

!

<00*5-/0=>*,2(-/:

?

/:-;*25-()(-

.

/067C(:,*2N

;/+,*D(-;5*+*B+23(,5;*A(2+*

H

*+0>,(/:(:

I

>+

.

/0

+2BB(-,

!!!

脑缺血再灌注时间点*
/
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图
%

!

血塞通对家兔脑缺血再灌注后下丘脑
67C

活性的

影响

M(

?

K%

!

<00*5-/0=>*,2(-/:

?

/:-;*25-()(-

.

/067C(:

H

/,N
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峰!随后逐渐下降!

"0

&

0&

&

#"

和
1+/

活性持续下

降!

$"%/

后恢复至正常水平'脑缺血再灌注治疗组

比未治疗组下降幅度大&速度快!在
1+/

即恢复至

正常水平%脑缺血再灌注治疗组&正常对照组的

'()

活性与脑缺血再灌注未治疗组差异显著"

.

#

%2%,

#或极显著"

.

#

%2%$

#%研究表明!生理剂量的

'(

起着生理信息的传递作用和脑保护作用!高浓

度的
'(

则具有极强的神经毒性作用!加重脑缺血

损伤(

&

)

%血塞通注射液能显著降低家兔脑缺血再灌

注边缘系统
'()

的活性!对脑缺血再灌注家兔有

明显的脑保护作用%未治疗组的
'()

活性在
$"%

/

后恢复正常水平!原因是自身体内代谢消耗和过

量
'(

本身的反馈调节!但是由于高浓度的
'(

持

续时间较长!已经对神经组织造成了可逆或不可逆

性的病理损害%

%

!

讨
!

论

%K#

!

脑缺血再灌注不同时间兔脑边缘系统
67C

的

活性变化

!!

本试验中家兔脑缺血再灌注未治疗组的
'()

活性与帅杰等(

1

)在大鼠缺血前脑组织
'()

活性低!

缺血
*/

即有明显升高!再灌注后
'()

活性升高更

加明显!并随再灌注时间延长而逐渐升高!至再灌注

"0/

达高峰!显著高于缺血前活性水平的结果基本

一致%脑缺血再灌注血塞通治疗组
'()

活性在
+

/

后出现明显的降低!提示血塞通的治疗时间窗为
+

/

左右!这与何蔚等(

$%

)在大鼠的研究结果相一致%

%K!

!

脑缺血再灌注损伤的机制

脑缺血再灌注损伤是指脑组织经历一定时间的

缺血后恢复血流供应!而出现缺血性损伤进一步加

重的现象%病理切片可见动脉供血区出现梗死灶!

较多神经元出现空泡样变性&坏死!动物则表现为不

同程度的神经功能缺损(

$$

)

%脑缺血再灌注后引起

组织广泛的炎症反应!细胞外液兴奋性氨基酸!如谷

氨酸&天冬氨酸浓度升高%谷氨酸与受体结合!引起

钠离子内流!细胞膜去极化!继之开通钙离子通道!

膜外钙离子大量流入细胞内'同时胞内钙发生重分

布!线粒体等细胞器内钙大量释放!导致细胞内钙离

子浓度显著升高!从而激活核酸内切酶和谷氨酞转

移酶!使核酸断裂和蛋白质交联而致凋亡的发

生(

$"

)

'同时脑缺血时!由于
4NX

生成减少!细胞色

素氧化酶系统功能失调等原因!在再灌注期间产生

大量自由基!超过组织的自我清除能力%自由基广

泛攻击细胞膜脂&蛋白质&

6'4

&

_'4

!诱导
6'4

分子的交联和氧化!

6'4

多核苷酸主链断裂!引起

0$*$



!

$%

期 赵
!

军等$家兔脑缺血再灌注损伤后边缘系统一氧化氮合酶活性的变化及血塞通对其变化的影响

细胞凋亡!造成组织损伤(

$*

)

%

%K%

!

脑缺血再灌注后
67C

活性变化的原理

脑缺血后
'()

活性增高可能是由于脑缺血时

缺血区兴奋性氨基酸谷氨酸的分泌增多!作用于细

胞膜上的丙二醛"

'`64

#受体!引起细胞内钙增

加!进而激活
?'()

活性'脑缺血后组织细胞产生细

胞因子如
IK!$

#

和
N'a

增多!通过激活
:'()

活

性!使
'(

的生成增加%同时!脑缺血时!由于
4NX

减少!

'()

发生去磷酸化!导致
'()

活性增加%本

次试验结果显示在脑缺血
+/

后
'()

活性最高!至

于随后
'()

活性下降可能是由于过量的
'(

本身

的反馈调节!可直接抑制
'()

的活性!或是由于

'()

中的巯基发生亚硝基化!导致
'()

失活(

$0

)

%

%K$

!

67

参与脑缺血或缺血再灌注病理损伤机理

'(

参与脑缺血或缺血再灌注病理损伤体现为

早期
?'()

作为,生理状态-低表达的神经保护作用

和晚期
:'()

,病理状态-高表达的神经毒性作用两

种不同的倾向%由
>'()

催化所产生的
'(

参与脑

缺血再灌注损伤的过程!其机制可能是
'(

有一个

未成对电子!它能与
(

*

"[反应生成
(

"

和
G

"

(

"

!还

能与
(

*

"[反应生成超氧亚硝酸根离子"

('((

[

#!

后者可降解为
(G

+和
'(

"

+自由基!使细胞膜发

生脂质过氧化作用!引起强烈的神经毒性!甚至导致

神经元死亡'

'(

可通过碱基的脱氨基作用损伤

6'4

!导致
X4_X

"聚
46X

核糖聚合酶#活化!刺激

某些死亡基因程序以及脂质过氧化!同时也有直接

裂解
6'4

的作用'

'(

可与某些亚铁血红素的铁原

子结合形成亚硝酰铁络合物!影响到呼吸链的成分!

进一步加重脑细胞能量代谢障碍(

$,

)

'

'(

还可与超

氧化物歧化酶结合"

)(6

#!降低了
)(6

的活性!导

致组织细胞的损伤(

$+!$#

)

!由此加重脑缺血再灌注损

伤%

%KL

!

血塞通在脑缺血及再灌注损伤中的作用机制

血塞通在脑缺血及再灌注损伤中的作用机制可

能与下列因素有关$

X')

能够抑制胞外钙内流和胞

内钙释放来防止细胞内钙离子超载!抑制各种因素

激动钙离子所致的平滑肌收缩(

$&

)

'使脑组织中及血

浆中
'!

天冬氨酸"

'`64

#显著减少!

)(6

活性升

高!对黄嘌呤氧化酶"

J(6

#氧化黄嘌呤产生的氧自

由基具有清除作用'能够降低兴奋性氨基酸的毒性

作用'改善血脑屏障通透性'改善微循环!增加脑供

血!抑制血小板聚集!改善梗死区的血液供应!降低

缺血脑组织的钙含量等%

$

!

结
!

论

血塞通在脑缺血再灌注损伤的中&后期能显著

降低边缘系统中
'()

的活性!降低了
'(

的含量!

防止高浓度的
'(

对神经细胞产生毒性作用!从而

发挥脑缺血再灌注损伤的脑保护作用%我们认为血

塞通注射液能用于脑梗塞&脑缺血&脑血管病后遗症

等多种疾病的治疗!而用药的时间窗&最佳剂量及疗

程等尚有待进一步研究探讨%
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5()GÌ M_4'

!

GI_(Kc

!

EP9;3

I>D=?:S;E>:PO:?@A:DEC

B

9P/9CE:>OEP:>9;:C?/E8:9!

OE

U

EOR=C:@>:>

<

=O

B

(

H

)

3E=

F

E

5

&A&:

!

$11+

!

+*

"

,

#$

,%$B,%13

(

$+

)

!

7̂ `'H)3N/ED@=S;E!ED

.

EDO@;E@R':PO:?@A:DE:>

SO9:>R=>?P:@>9>DC=

U

EO@A:DE!8ED:P9PE:>

<

=OE

(

H

)

3?

G&9.,7

5

:(+0

!

$11$

!

$,

"

$

#$

,*B,13

(

$#

)

!

4̂K6V7KK `

!

('7KK `

!

74_K75b

!

EP9;3

'L!':PO@!K!9O

.

:>:>E

U

@PE?PC9

.

9:>CP:C?/E8:9!:>D=?ED

:>?OE9CEC:>>:PO:?@A:DE9>D/:

UU

@?98

U

9;>E=O@DE!

.

E>EO9P:@>:> P/E

.

EOS:;

(

H

)

3.'$"#+0+0$'3$"+0

!

$110

!

"+%

"

"*

#$

$1$B"%%3

(

$&

)

!

蒋祁桂!刘赛林
3

血塞通对脑缺血再灌注损伤大鼠神

经细胞凋亡影响的研究(

H

)

3

山西中医!

"%%#

!

"

"

"*

#$

+&!+13

"编辑
!

朱绯#

欢迎订阅
"%$$

年$中国农业科学%中&英文版

.中国农业科学/中&英文版由农业部主管&中国农业科学院主办%主要刊登农牧业基础科学和应用基础

科学研究论文&综述&简报等%设有作物遗传育种'耕作栽培+生理生化'植物保护'土壤肥料+节水灌溉+

农业生态环境'园艺'园林'贮藏+保鲜+加工'畜牧+兽医等栏目%读者对象是国内外农业科研院"所#&农

业大专院校的科研&教学人员%

.中国农业科学/中文版影响因子&总被引频次连续多年居全国农业科技期刊最前列或前列位次%

$111

年起连续
$%

年获,国家自然科学基金重点学术期刊专项基金-资助'

"%%$

年入选中国期刊方阵双高期刊'

$111

年获,首届国家期刊奖-!

"%%*

&

"%%,

年获,第二&三届国家期刊奖提名奖-'

"%%0!"%%+

年连续荣获第四&

五届全国农业优秀期刊特等奖'

"%%$

年起
+

次被中信所授予,百种中国杰出学术期刊-称号'

"%%&

年获中国

科技信息研究所,精品科技期刊-称号及武汉大学中国科学评价中心,权威期刊-称号%

.中国农业科学/英文版"

4

.

O:?=;P=O9;)?:E>?EC:> /̂:>9

#

"%%"

年创刊!

"%%+

年
$

月起正式与国际著名出

版集团
7;CEQ:EO

合作!海外发行由
7;CEQ:EO

全面代理!全文数据在
)?:E>?E6:OE?P

平台面向世界发行%

"%$%

年
4

.

O:?=;P=O9;)?:E>?EC:> /̂:>9

被
)̂I7

收录%

.中国农业科学/中文版大
$+

开!每月
$

&

$+

日出版!国内外公开发行%每期
""0

页!定价
013,%

元!全年

定价
$$&&3%%

元!国内统一刊号$

'̂$$!$*"&

*

)

!国际标准刊号$

I))'%,#&!$#,"

!邮发代号$

"!$*&

!国外代号$

b̀ 0*

%

.中国农业科学/英文版大
$+

开!每月
"%

日出版!国内外公开发行%每期
$+%

页!国内订价
*+3%%

元!全

年
0*"3%%

元!国内统一刊号$

'̂$$!0#"%

*

)

!国际标准刊号$

I))'$+#$!"1"#

!邮发代号$

"!&,$

!国外代号$

$,1$̀

%

邮编$

$%%%&$

'地址$北京 中关村南大街
$"

号.中国农业科学/编辑部

电话$

%$%!&"$%1&%&

!

&"$%+"#1

!

&"$%+"&*

!

&"$%+"&"

!传真$

%$%!&"$%+"0#

网址$

TTT3̂/:>94

.

O:)?:3?@8

'

7!89:;

$

d

.

>

B

ZA

"

89:;3?99C3>EP3?>

+$*$


