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摘要 研究 Χ2羟基丁酸 2¬∏受体在大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤中的作用及其机

制 ∀选用 受体选择性激动剂 ≤≥2和特异性拮抗剂 ≤≥2作为工具药 采用改良的 法制备大鼠大

脑中动脉栓塞  ≤模型 ∀缺血  再灌注  后 动物进行 法行为功能评分 再灌注  后 部分动物用

××≤染色法测定大鼠脑梗死体积 部分动物应用流式细胞仪测定神经细胞内游离钙离子浓度 分光光度法测定缺血

侧大脑皮质中总一氧化氮合酶 ≥!诱导型一氧化氮合酶 ≥活性和一氧化氮  含量 放射免疫法测定大

鼠缺血侧大脑皮层环磷酸鸟苷  °含量 ∀  组大鼠行为功能评分 !脑梗死体积 !神经细胞内游离 ≤
 浓度 !

 °和 含量 !≥及 ≥活性均显著高于假手术组 ≤≥2  Λ# 


 !≤≥2  Λ# 


 ! ≤≥2  Λ# 

 和尼莫地平  Λ# 


组的上述各指标均不同程度地低于  组 而

≤≥2  Λ# 


 ≤≥2  Λ# 

≤≥2   组则能显著对抗 

组的作用 ∀激动 受体对大

鼠局灶性脑缺血再灌注损伤具有一定的保护作用 其作用机制可能与降低神经细胞内游离 ≤
 浓度 减少 及

 °含量有关 ∀
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  Χ2羟基丁酸 2¬∏

受体是新近克隆出的 蛋白偶联大家族受体 ≈
主

要分布在大脑皮质 !海马 !纹状体 !嗅束等多巴胺能

神经核团 ≈ ∀该受体在脑中的作用目前尚不清楚 ∀

已有报道 的钠盐 ) ) ) 羟丁酸钠具有脑保护作

用 ≈ ∗ 
并且在大鼠海马脑片缺氧 复氧模型上初步

证实这种作用与其激动 受体有关 ≈
但在整体

动物水平激动脑内 受体是否也对缺血性脑损

伤产生保护作用 如果有作用 主要通过下游的哪

条信号转导通路发挥作用 目前尚未见报道 ∀本实

验采用 受体选择性激动剂 ≤≥2和特异性

拮抗剂 ≤≥2作为工具药 观察 受体在大鼠

局灶性脑缺血再灌注损伤中的作用及其与可能的信

号转导通路的关系 ∀

材料与方法

动物  成年雄性 ≥∏2⁄大鼠 体重

 ∗  由徐州医学院实验动物中心提供 ∀合

格证号 ¬苏 2∀

药品和试剂  ≤≥2及 ≤≥2为 ≥公

司产品 ∀   2三苯基氯化四氮唑   2

∏ ××≤ 中国医药上海化

学试剂公司产品 ∀一氧化氮 ¬试剂

盒及一氧化氮合酶 ¬≥试剂

盒为南京建成生物工程公司产品 ∀环磷酸鸟苷

∏ °放射免疫试

剂盒由上海中医药大学同位素室提供 ∀ ƒ∏2

及 ƒ2购自美国  ∏°公司 ∀

主要仪器  江湾 型 ≤立体定位仪 上海第二

军医大学修配厂 ∀ ƒ≤≥≤∏型流式细胞仪 美国

⁄公司 ∀  型 Χ2放射免疫计数仪 西安 

仪器厂 ∀ ≤型高速冷冻离心机 中国科学院武

汉科学设备厂 ∀ ≠2型超声波细胞粉碎机 宁波

新芝科研器材研究所 ∀ 型分光光度计 上海分

析仪器厂 ∀

动物分组  实验动物共分为 组 分别为假手

术组 缺血再灌注组  ! ≤≥2 

Λ# 
组  ! ≤≥2  Λ# 

组  !

≤≥2  Λ# 
 组   ! ≤≥2 

Λ# 


 ≤≥2  Λ# 
组 ≤≥2 

 和尼莫地平    Λ# 


组 ∀各组均于缺血前  和再灌注前两次经侧

脑室给药 假手术组和  组给予等体积的生理

盐水 ∀

大鼠脑缺血再灌注损伤模型的建立  参照

等 ≈线栓法制备大鼠大脑中动脉栓塞

 ∏ ≤模型 ∀实验

时水合氯醛  # 

腹腔注射 待大鼠完全

麻醉后固定于手术台上 颈部正中切开  分离

右侧颈总动脉 !颈外动脉 !颈内动脉 结扎颈外动脉

近端 动脉夹闭颈总动脉近心端 在颈总动脉近动脉

分叉处剪一小口 插入直径 1 的硅化栓线 

缓慢向颈内动脉插入 直到有阻力不能再插入为止 

回抽少许 栓线插入深度约为 1 ? 1 在

颈总动脉根部结扎 松开动脉夹 缝合皮肤 ∀体外

留少许栓线 缺血  将栓线抽离颈总动脉分叉处

造成再灌注模型 ∀假手术组只穿线不结扎 ∀于再灌

注  时采用 等 ≈
分制法进行神经功能评

分 无神经功能异常为 分 不能完全伸展对侧前

爪者为 分 爬行时向对侧转圈者为 分 行走时

身体向对侧偏瘫倾斜者为 分 不能自发行走 !意

识丧失者为 分 ∀清醒时评分为 分和 分者均剔

除 ∀

ΤΤΧ染色法测定脑梗死体积  各组大鼠缺血

再灌注  时迅速断头取脑 沿冠状切面切片 厚

约 1  ××≤避光染色  生理盐水漂

洗后 正常组织呈红色 损伤组织呈白色 多聚甲醛

溶液固定后 采用病理图像分析系统测出一侧脑总
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面积和梗死灶面积 计算相应的脑体积以及梗死灶

体积百分比 ∀

流式细胞仪测定细胞内游离钙  取  ≤大

鼠缺血再灌注  后的病灶组织 首先将其制成细

胞数为  ≅ 
 # 

的细胞悬液   ε 预温

 加入 ƒ∏2 及 ƒ2 终浓度为 1

Λ# 

于  ε !  ≤培养箱培养  

再以含 牛血清白蛋白的 液洗 遍 细胞

于  ε 中复温  后 用流式细胞仪测定

≈≤
 

应用 ≤±∏软件进行检测分析 ∀

ΝΟ和 ΝΟΣ的测定  取  ≤大鼠缺血再灌

注  后的缺血区皮层组织 制备成 的组织

匀浆液 离心取上清液 1 分别用分光光度

法测定 ≥活性 硝酸还原酶法测定 含量 均

按试剂盒说明书操作步骤严格进行测定 ∀以每毫克

组织蛋白每分钟生成  为 个活性单位

∀

缺血侧皮层组织中 χΓ ΜΠ的测定  称取

 ≤大鼠缺血再灌注  后的缺血侧皮层组织

约  放入盛有冷醋酸缓冲液  的试管中 

超声匀浆后混匀静置   # 
收集上清液并

烘干 加醋酸盐缓冲液溶解 应用放射免疫法测定样

品放射性强度 并进行相应含量计算 ∀

统计学处理  数据以 ξ ? σ表示 多组间比较采

用完全随机设计方差分析法 ∂ 再用 ≥22

法进行均数的两两比较 所有数据均用 ≥°≥≥ 1

软件进行分析 ∀

结果

1  ΝΧΣ2356对 ΜΧΑΟ大鼠神经功能 !脑梗死灶体

积的影响

 组神经功能评分明显高于假手术组 Π 

1缺血侧额顶叶皮层及尾状核出现大片白色

的脑梗死灶 组及尼莫地平组能降低神经功能评

分 分别为  组的 1 及 1 均 Π 

1组及尼莫地平组也能缩小脑梗死灶范围 

分别为  组的 1及 1 均 Π  1

≤≥2  组神经功能评分 !脑梗死体积百分比

略低于  组 Π 1但明显高于 组 Π 

1见表 ∀

2  ΝΧΣ2356对 ΜΧΑΟ大鼠缺血侧皮层神经元内

游离 Χα
2 +含量的影响

 组神经细胞内游离 ≤
 荧光强度较假手

术组明显增强 Π  1  !  ! 组和尼莫地

平组 ≤
 含量均降低 分别为  组的 1

Π 1 1 Π  1 1 Π  1

及 1 Π 1 ≤≥2  组 ≤
 含量稍

低于  组 Π  1但比 组升高 是其

1倍 Π 1见表 ∀

Ταβλε 1  ∞≤≥2  √

√∏  ≤ 

∏ 
√

√∏



√∏

  ≥ 1 ? 1 1 ? 1 

   1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω

   1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω

   1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω

   1 ? 1ω ω 3 1 ? 1ω ω 3

 ≤≥2   1 ? 1ω ω ν 1 ? 1ω ω ν

   1 ? 1ω ω 3 1 ? 1ω ω 3

 √∏  ≤  . 

    2∏  ∏ 

  √∏  ××≤     

2∏ ≥ ≥  ∏  

2∏ ∏   ≤≥2  Λ# 


∏   ≤≥2  Λ# 


∏   ≤≥2 

Λ# 


∏ ≤≥2    ≤≥2  Λ# 




≤≥2  Λ# 


∏   

Λ# 


∏ ν   ξ ? σ ω ω Π  1 ϖσ  ∏

3 Π  1 ϖσ ∏
ν Π  1 ϖσ ∏

Ταβλε 2  ∞≤≥2  ≈≤
 



 °  ¬ ≤ 

∏
≈≤  

ƒ∏

 °

# 

  ≥   ?  1 ? 1  

     ? ω ω 1 ? 1ω ω

     ? ω ω 1 ? 1ω ω

     ? ω ω 3 1 ? 1ω ω

     ? ω ω 3 3 1 ? 1ω ω 3 3

 ≤≥2     ? ω ω ν ν 1 ? 1ω ω ν

     ? ω ω 3 3 1 ? 1ω ω 3 3

 ∏   ∏  ∏  

    °  ∏ 

   2∏   ≥ ≥ 

∏   2∏ ∏   ≤≥2 

Λ# 


∏   ≤≥2  Λ# 


∏  

≤≥2  Λ# 


∏ ≤≥2    ≤≥2 

Λ# 


 ≤≥2  Λ# 


∏  

 Λ# 


∏ ν   ξ ? σ ω ω Π  1 ϖσ ∏
3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ  ∏

ν Π  1 ν ν Π 

1 ϖσ ∏
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Ταβλε 3  ∞≤≥2  ≥ ≥ √  ¬ ≤ 

∏
≥# 



≥# 



 # 



  ≥ 1 ? 1  1 ? 1  1 ? 1  

   1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω

   1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω

   1 ? 1ω ω 1 ? 1ω ω 3 1 ? 1ω ω 3

   1 ? 1ω ω 3 1 ? 1ω ω 3 3 1 ? 1ω ω 3 3

≤≥2   1 ? 1ω ω ν 1 ? 1ω ω ν ν 1 ? 1ω ω ν ν

   1 ? 1ω ω 3 1 ? 1ω ω 3 3 1 ? 1ω ω 3 3

 ∏≥ ≥ √     2∏  

≥ ≥  ∏   2∏ ∏   ≤≥2  Λ# 


∏   ≤≥2  Λ# 


∏   ≤≥2  Λ# 


∏ ≤≥2    ≤≥2  Λ# 


 ≤≥2  Λ# 


∏ 

 Λ# 


∏ ν   ξ ? σ ω ω Π  1 ϖσ ∏
3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ ∏

ν Π  1
ν ν Π  1 ϖσ ∏

3  ΝΧΣ2356对 ΜΧΑΟ 大鼠缺血侧皮层组织中

χΓ ΜΠ含量的影响

 组的  °含量较假手术组明显升高 

是其 1倍 Π 1  ! 组的  °含量比

 组低 但无统计学差异 Π  1 组和

尼莫地平组则明显低于  组   °含量分别

是  组的 1及 1 均 Π  1 ≤≥2

  组的  °含量低于  组 Π  1

但比 组高 是其 1倍 Π 1见表 ∀

4  ΝΧΣ2356 对 ΜΧΑΟ 大鼠缺血侧皮层组织

τΝΟΣ!ιΝΟΣ活性及 ΝΟ含量的影响

 组 ≥! ≥活性及 含量均显著高

于假手术组 均 Π  1  !  !尼莫地平组的

≥活性 !≥活性 !含量低于  组 Π 

1或 Π  1≤≥2   组各指标值与

 组无统计学差异 但均较 组高 Π  1

Π  1Π  1见表 ∀

讨论

临床上神经功能的改善是评价药物有效的一个

重要指标 ∀本实验结果显示 激动 受体可以改

善大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤引起的行为功能障

碍 减少脑梗死体积 说明激动 受体对大鼠脑

缺血再灌注损伤具有一定的保护作用 ∀实验结果还

显示 大鼠脑缺血前和再灌时给予 受体激动剂

≤≥2能降低缺血后脑细胞内的 ≤
  !  °!

含量及 ≥活性 且随其剂量的增加作用增强 ∀

而在给予 受体激动剂 ≤≥2之前预先给予

受体拮抗剂 ≤≥2则能明显对抗 ≤≥2

的上述作用 提示激动 受体产生的脑保护作用

与其降低神经细胞内游离 ≤
 浓度 减少 及

 °含量有关 ∀

已有文献 ≈ ∗ 报道 激动 受体能影响

 °! °!≤ 及 °水平 ∀还有文献 ≈报道 

受体属于 蛋白家族 或 家族 偶联受

体 ∀激活 蛋白可以直接抑制钙通道活性 降低

≤
 内流 并能调节 ≥活性 激活 蛋白可以抑

制腺苷酸环化酶 减少  °生成 从而抑制蛋白激

酶 °∀

脑缺血时大量 ≤
 进入细胞内 可通过激活

≥而产生大量的 激活可溶性鸟苷酸环化

酶 使细胞的  °水平增高 作用于  °依赖性

酶 导致多种蛋白质磷酸化及去磷酸化 从而加重脑

缺血损伤 ∀因此 ≤
  !≥!及  °在缺血性

脑损伤中均发挥了重要的作用 常作为一个体系相

互影响 相互促进 使脑损伤加重 ∀本实验结果证实

受体激动剂 ≤≥2能降低缺血后脑细胞内

的 ≤
  !及  °含量 由此推测 受体可

能通过 受体 )  ) ≤
  )  )  °这条通

路发挥对脑缺血损伤的保护作用 ∀

受体作为一种 蛋白家族偶联受体 由

于存在不同类型的 蛋白亚基 不同亚基通过不同

通路产生不同的生物学效应 而本实验仅研究了其

中的一条主要通路 加上缺血性脑血管疾病发病的

原因及机制复杂 因此要全面了解 受体对脑

缺血的保护作用机制还需做进一步深入的研究 ∀
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